UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TENOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DOS
ALIMENTOS

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS
DE ZEINA CARREGADAS COM EXTRATOS
ANTIOXIDANTES DE CASCA DE NOZ-PECA [Carya
illinoinensis (wangenh) C. Koch]

Florianépolis
2014



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Kureck, Itamara

OBTENGAO E CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS DE ZETNA
CARREGADAS COM EXTRATOS ANTIOXIDANTES DE CASCA DE NOZ-
PECA [Carya illinecinensis (wangenh) C. Koch] / Itamara
Kureck ; orientadora, Jane Mara Block - Florianédpolis, SC,
2014.

102

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Agrarias. Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncia dos Alimentos.

Inclui referéncias

1. Ciéncia dos Alimentos. 2. microencapsulacdo. 3. spray
dryer. 4. antioxidantes. 5. casca de noz-pecd. I. Block,
Jane Mara. II. Universidade Federal de Santa Catarina.
Programa de Pés-Graduacgdc em Ciéncia dos Alimentos. III.
Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TENOLOGIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DOS
ALIMENTOS

ITAMARA KURECK

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS
DE ZEINA CARREGADAS COM EXTRATOS
ANTIOXIDANTES DE CASCA DE NOZ-PECA [Carya
illinoinensis (wangenh) C. Koch]

Dissertagao submetida ao
Programa de Pos-Graduacdo em
Ciéncia e  Tecnologia de
Alimentos, da Universidade
Federal de Santa Catarina, como
requisito para obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncia dos Alimentos.

Orientadora: Professora Jane Mara
Block, Dr*.

Florianépolis
2014



ITAMARA KURECK

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS
DE ZEINA CARREGADAS COM EXTRATOS
ANTIOXIDANTES DE CASCA DE NOZ-PECA [Carya
illinoinensis (wangenh) C. Koch]

Esta Dissertacdo foi julgada adequada para a obtencdo do titulo de
MESTRE EM CIENCIA DOS ALIMENTOS e aprovada em sua forma
final pelo Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.

Floriandpolis, 31 de outubro de 2014.

Prof*. Jane Mara Block, Dra.

Banca examinadora:

Prof*. Edna Regina Amante, Dra
PGCAL/CCA/UFSC

Prof®. Sandra Regina Salvador Ferreira, Dra
EQA/CTC/UFSC

Prof*. Simone Cardoso, Dra
CIF/CCS/UFSC

Prof°. Pedro Luiz Manique Barreto, Dr
PGCAL/CCA/UFSC



AGRADECIMENTOS

A minha mae, por tudo que fez por mim, por toda a ternura que
me dedicou, meu eterno amor e agradecimento. A minha irmd, a quem
considero uma segunda mde, meu imenso agradecimento pelos
incentivos e pelo zelo que sempre existiu por mim.

A minha orientadora, Jane, a quem tive o imenso prazer em
conhecer e contar com a sabedoria, obrigada pela confianca e
oportunidade concedida.

Ao professor Pedro, pela colaboragcdo, oportunidade e
sabedoria concedidas.

A equipe do Laboratério de 6leos e Gorduras e d secretdria da
Sociedade Brasileira de dleos e gorduras, pela ajuda e principalmente
pela amizade que construimos. Sem vocés essa trajetoria ndo seria tdo
divertida e prazerosa.

A todos os professores e equipe de laboratérios envolvidos
nesse projeto, meus sinceros agradecimentos pela colaboragdo.

As indistrias Divinut e Tridngulo Alimentos pelo fornecimento
de amostras.

A coordenacio de aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), pela concessdo da bolsa de estudos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPg).

So tenho a agradecer a todos aqueles que de alguma forma,
acrescentaram e contribuiram para o resultado desse trabalho e a
conclusdo desta etapa da minha vida.



““Aqueles que passam por nos, ndao vio sos, ndo nos deixam sos.
Deixam um pouco de si, levam um pouco de nos.’’

Antonie de Saint-Exupéry



RESUMO

Este trabalho teve por objetivo produzir e caracterizar microparticulas
de zeina carregadas de extratos de casca de noz-pecd [Carya
1llinoinensis (Wangenh) C. Koch] obtidas por spray-dryer. Extratos
aquosos ¢ hidroalcoolicos de casca de noz-peca foram obtidos através de
extragdo assistida por ultrassom e a atividade antioxidante dos mesmos
foi determinada através das metodologias ABTS e DPPH. Para a
microencapsulagdo dos extratos por spray dryer foi utilizado o
biopolimero zeina como material de parede e nas formulagdes com
maior rendimento e eficiéncia de encapsulagdo foram avaliados a
liberagdo de compostos fenolicos, a densidade, angulo de contato, a cor
através do sistema CIE Lab, o comportamento térmico por Differencial
Scanning Calorimeter (DSC), espectrofotometria no infravermelho
(FTIR) e, a morfologia e distribui¢do de tamanho das particulas por
MEV. As microparticulas também foram adicionadas a 6leo de palma e
girassol e a estabilidade dos mesmos foi avaliada através do Shaal Oven
Test. Os teores mais significativos (p<0,05) para fenolicos totais, taninos
condensados e atividade antioxidante ABTS e DPPH foram observados
no extrato hidroalcodlico (275,24mg GAE.g'; 319,08mg CE.g':
1207,62mol TEAC.g" ¢ 1191,69 mg TEAC.g", respectivamente). As
formula¢des contendo 10g de zeina e 0,4g de extrato aquoso e, 5g
zeina e 0,6g de extrato hidroalcoolico apresentaram maior rendimento
e eficiéncia de encapsulagdo. As microparticulas de zeina com extrato
aquoso (MAQ) obtiveram melhor perfil de liberacdo de compostos
fenolicos ¢ menor densidade. A determinacdo do angulo de contato
indicou que as microparticulas sdo hidrofébicas, apesar do nucleo
hidrofilico. A andlise térmica mostrou que as microparticulas
apresentam comportamento amorfo até a temperatura de 200 °C ¢ a
analise espectrofotométrica indicou encapsulagdo dos extratos, com
predominio dos grupamentos da zeina. Através da analise microscopica
foi possivel observar que as microparticulas apresentaram forma
esférica, de superficie lisa, amassada e com concavidades, sem
porosidades, fissuras ou fendas. As particulas de zeina com extrato
aquoso e hidroalcoolico apresentaram tamanhos médios de 4,93um e
4,81um respectivamente, indicando que se encontram na escala
micrométrica, sendo a distribui¢do de tamanho unimodal. Os resultados
para o Shaal Oven Test indicaram que as microparticulas de zeina com
extrato aquoso protegeram melhor o 6leo contra as reagdes de oxidagao.
Palavras-chave: casca de noz-pecd, atividade antioxidante,
microparticulas, zeina, spray dryer.



ABSTRACT

The aim of this study was to produce and characterize zein
microparticles loaded with extracts of pecan nut shell [Carya
illinoinensis (Wangenh) C. Koch] obtained by atomization in a spray
dryer. The aqueous and hydroalcoholic extracts of pecan nut shell were
obtained by ultrasound-assisted extraction (UAE) and their antioxidant
activity was determined by the ABTS and DPPH methods. In order to
microencapsulate the extract in a spray dryer, zein (a biopolymer) was
used as wall material. The following properties were evaluated for the
formulations with a higher yield and encapsulation efficiency: release of
phenolic compounds, density, contact angle, color (using the CIELAB
color system), thermal behavior (using the Differential Scanning
Calorimeter [DSC]), infrared spectrophotometry [FTIR], and
morphology and distribution of particle size by SEM [scanning electron
microscope]). The microparticles were also added to palm and
sunflower oils, and their stability was determined by the Schaal Oven
Test. The most significant contents (p<0.05) for total phenolics,
condensed tannins and antioxidant activity obtained by DPPH and
ABTS were observed in the hydroalcoholic extract (275,24mg GAE.g-';
319,08mg CE.g"; 1207,62mol TEAC.g" and 1191,69 mg TEAC.g-
1respectively). Formulations containing 10g of zein and 0.4g of aqueous
extract, and 5g of zein and 0.6g of hydroalcoholic extract, showed a
higher yield and encapsulation efficiency. Zein microparticles loaded
with aqueous extract (MAE) showed a better release profile of phenolic
compounds and a lower density. The contact angle found indicated that
the microparticles are hydrophobic despite their hydrophilic core.
Thermal analysis revealed that the microparticles exhibit an amorphous
behavior up to 200°C, and spectrophotometric analysis of the extracts
indicated extract encapsulation, with a predominance of chemical
groups present in zein. Microscopic analysis made it possible to observe
that the microparticles had a spherical shape, with a smooth, depressed,
partly concave surface, without pores, fissures or cracks. Zein particles
loaded with aqueous and hydroalcoholic extracts had average sizes of
4,93um and 4,81 um respectively; their size distribution was unimodal.

Keywords: pecan nut shell; antioxidant activity; microparticles; zein;
spray dryer.
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INTRODUCAO

Reagdes de oxidagdo em lipidios sdo espontdneas e podem
prejudicar a qualidade sensorial dos alimentos, implicando no valor
comercial dos produtos e em efeitos indesejaveis a satde humana
(NAWAR, 1993; SILVA, BORGES e FERREIRA, 1998; DEL RE e
JORGE, 2012).

O uso de antioxidantes é capaz de estender a qualidade dos
produtos retardando a oxidag@o. Existem os antioxidantes sintéticos,
amplamente utilizados, ¢ desde os anos 80 ha o interesse em encontrar
antioxidantes naturais a fim de substituir os sintéticos, que devem ser
restringidos devido ao potencial de toxicidade (DEGASPARI e
WASZCZYNSKY]J, 2004). Segundo Del Ré e Jorge (2012), a adicao de
extratos de plantas de diferentes tipos e formas pode evitar a
deterioragdo oxidativa em varios sistemas. Entre os extratos estudados
pode-se citar: salvia, orégano, manjericio (ZHENG ¢ WANG, 2001),
genipapo, umbu, siriguela (OMENA et al., 2012), alfarroba (ROSEIRO
et al., 2013), casca da arvore de erva mate (PRUDENCIO et al., 2012) e
casca de noz-pecd (PRADO et al., 2013).

A noz-peca ¢ comercializada descascada, gerando uma grande
quantidade de cascas que sdo usadas como combustivel de caldeira ou
comercializadas para o preparo de cha. Sabe-se que as cascas possuem
maior quantidade de fenolicos totais e taninos condensados do que as
nozes ¢ os extratos obtidos a partir das mesmas apresentam elevada
capacidade antioxidante (VILLARREAL-LOZOYA et al, 2007
PRADO et al., 2013). A motivagdo deste trabalho ¢ o aproveitamento da
casca de noz-pecd, residuo industrial, para a extracdo de compostos
antioxidantes naturais e viabiliza¢cdo do uso em alimentos em troca de
antioxidantes sintéticos.

A infusdo das cascas a 100 °C é capaz de extrair os compostos
fenolicos da casca de noz-pecd e torna-los disponiveis para o consumo
(PRADO et al., 2009; RECKZIEGEL et al., 2011; MULLER et al.,
2013). A infusdo de misturas de variedades de casca de noz-pecd
analisada por Prado et al. (2013) apresentaram alta capacidade
antioxidante (1723,6 pg/g' de equivalentes em Trolox), teores
significativos de fendlicos totais (145,41 mg/g” de equivalentes de
acido galico) e de taninos condensados (39,9 mg/g"' de catequinas
equivalentes). Resultados semelhantes foram obtidos por Villarreal-
Lozoya et al. (2007). Na medicina popular o cha de casca de noz-peca ¢é
empregado para efeito diurético, digestivo, desintoxicante e
hipocolesterolémico (DIVINUT, 2013). Assim como a extragdo aquosa,
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a extragdo alcoolica ¢ uma alternativa simples e eficiente para extrair
compostos fendlicos de vegetais tais como: arruda, camomila, macela,
alcachofra, erva-mate, tanchagem, malva, salvia, capim-limdo, alecrim
(ASOLINI et al., 2006), cravo (MAZZAFERA, 2003) entre outros.

A extragdo assistida por ultrassom é um método simples, barato,
com baixo gasto de energia, capaz de extrair com eficiéncia compostos
bioativos de plantas, como por exemplo, os compostos fendlicos,
cafeina e aminoacidos (Xia, Shan e Wan, 2006; VILKHU et al., 2008;
WANG et al, 2011; AWAD et al., 2012). Devido a isto, neste trabalho
utilizou-se a infusdo e extracdo hidroalcodlica assistidas por ultrassom
com a finalidade de otimizar o processo de extracdo de compostos
bioativos da casca de noz-peca variedade Barton e superar os valores
encontrados na literatura para a infusdo simples, diferenciando este
estudo dos demais realizados até o presente.

Contudo os compostos fenolicos sdo instaveis e facilmente
oxidaveis, havendo a necessidade de proteger estes compostos ativos do
calor, umidade e aumentar sua estabilidade e viabilidade de uso (GIBBS
et al., 1999; CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2003;
REBELLO, 2009). A encapsulagdo dos extratos ricos em compostos
fenolicos pode ser uma alternativa viavel para que sejam protegidos e as
propriedades antioxidantes mantidas, otimizando e viabilizando seu uso
em alimentos (GIBBS et al., 1999; REBELLO, 2009).

A encapsulagdo pode ser descrita como o empacotamento de
uma substancia ativa (enzimas, pigmentos, nutrientes), considerada o
nicleo da capsula (REBELLO, 2009). A parte externa ao nucleo,
chamada de coroa, ¢ formada por um polimero ou uma mistura de
polimeros que recobrirdo o nicleo (KARSA e STEPHENSON, 1993).
O polimero de encapsulacdo pode ter origem natural, semissintética ou
sintética (FINCH, 1993).

A escolha do polimero encapsulante estd intimamente ligada a
qualidade das capsulas e dependera da finalidade, devendo promover a
liberagdo controlada da substincia ativa no meio desejado (FINCH,
1993). Um exemplo de polimero natural para encapsulagdo de
substancias ativas ¢ formacdo de microparticulas por spray dryer ¢ a
zeina, uma prolamina presente no endosperma do milho (HOSENEY,
1991; QUISPE-CONDORI, SALDANA E TEMELLIL 2011; XUE et
al., 2013). A zeina é um biopolimero, natural ¢ como encapsulante dos
extratos de casca de noz-pecd, condiz com a proposta de obtengdo de um
antioxidante natural.

As microparticulas com compostos antioxidantes sdo de grande
interesse tanto na farmacologia quanto na tecnologia de alimentos, ja
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que desta forma os compostos ativos ficam protegidos do meio
circundante e nio sofrem degradagdo por meio da acdo de catalisadores
oxidantes como a luz, o calor e enzimas, ampliando-se a uma gama de
possibilidade de emprego como antioxidante natural (CARVALHO,
GOSMANN e SCHENKEL, 2003; PASIN, AZON e GARRIGA, 2012).
Em alimentos com elevado teor de acidos graxos insaturados o uso de
microparticulas antioxidantes pode prolongar e manter a qualidade
sensorial, as propriedades nutricionais e benéficas a saide por um
periodo maior de tempo (WANASUNDARA e SHAHIDI, 2005;
PASIN, AZON e GARRIGA, 2012; PRADO et al., 2013). Dessa forma,
este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar microparticulas
de zeina com extratos de casca de noz- pecd [Carya Illinoinensis
(Wangenh) C. Koch] obtidas por spray-dryer. As microparticulas
obtidas foram adicionadas a 6leos de palma e girassol e a estabilidade
oxidativa dos mesmos foi determinada pelo Shaal Oven Test.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar microparticulas de zeina com
extratos de casca de noz-pecd [Carya Illinoinensis (Wangenh) C.
Koch] obtidas por spray-dryer.

2.2 Objetivos Especificos

- Obter extratos de casca de noz-peca (variedade Barton)
através do método de infusdo aquosa e hidroalcoolica assistidos por
ultrassom.

- Determinar os compostos fendlicos totais, a atividade
antioxidante e taninos condensados nos extratos obtidos.

- Produzir microparticulas de zeina por atomizacdo em
spray dryer.

- Determinar através do rendimento do processo e da
eficiéncia da encapsulacdo a melhor formulagéo para cada extrato.

- Analisar o perfil de liberagdo dos extratos microencapsulados.

- Caracterizar as microparticulas através da analise de cor,
densidade, angulo de contato, andlise térmica utilizando DSC
(Differencial Scanning Calorimetry) e FTIR (Fourier transform
infrared spectroscopy).

- Caracterizar as microparticulas em relacdo ao tamanho e
morfologia por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV).

- Verificar a capacidade antioxidante das microparticulas
obtidas adicionando-as em 6leo de soja e palma, e comparar com a
adicdo de um antioxidante sintético (TBHQ tercbutilhidroquinona)
através do Schaal Oven Test.
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CAPITULO I

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 LIPIDIOS

Os lipidios podem ser de origem animal, vegetal ou microbiana
e tém como caracteristica comum o fato de serem hidrofobicos
(NAWAR, 1993; MORETO e FETT, 1998). Representam a maior fonte
de energia do organismo, uma vez que cada grama de lipidio fornece
aproximadamente 9 kcal, que comparado a um grama de carboidrato ou
proteina representa pouco mais que o dobro de energia fornecida
(BOBBIO e BOBBIO, 1989; REGITANO-D’ARCE, 2006; BLOCK e
BARRERA-ARELLANO, 2012).

Além da fung¢do energética, os lipidios promovem a sensagdo de
saciedade, tornam os alimentos mais apetitosos, e sdo necessarios para
promover a absor¢do de vitaminas lipossoliveis e carotenoides. Devido
as funcdes biologicas essenciais, o Institute of Medicine (2002) adequa a
ingestdo de lipideos e outros macronutrientes através da Acceptable
macronutrient distribuition range — AMDR, expressa em percentual
pela Dietary Reference Intakes — DRIS, propondo que para a ingestido
normal de adultos, deve-se atingir de 20 a 35% do total calérico da dieta
em lipidios. As principais fontes de lipidios na dieta sdo provenientes da
carne bovina, frango, produtos lacteos, pescados, oleaginosas, cereais,
0leos e gorduras vegetais (KIRCSCHENBAUER, 1964; BOBBIO e
BOBBIO, 1989; ZILLER et al., 1994; CUPPARI et al., 2005).

Os lipidios mais amplamente distribuidos na natureza
sdo os 6leos e gorduras, compostos predominantemente de trigliceridios
e diferindo entre si principalmente pela composi¢do em acidos graxos e
pelo ponto de fusdo. Sdo classificados segundo sua estrutura quimica
em simples (ceras, acilglicer6is, dacidos graxos), compostos
(fosfolipidios, esfingolipidios) e derivados (carotenoides, esteroides,
vitaminas lipossoluveis); ou ainda, podem ser classificados devido a
presenga ou auséncia de 4acidos graxos em saponificaveis e
insaponificaveis respectivamente, critério mais utilizado na andlise de
oleos (ZILLER et al.,, 1994; TURATTI, GOMES e ATHIE, 2002;
REGITANO-D’ARCE, 2006; COZZOLINO e SANT ANA, 2009).

Os  acidos graxos sdo  acidos  alifaticos
monocarboxilicos que podem ser liberados mediante a hidrolise de
qualquer produto natural que os contenha. Classificam-se segundo suas
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caracteristicas estruturais e grau de saturagdo, podendo ser saturados,
quando contém apenas ligagdes carbono-carbono  simples;
monoinsaturados (Monounsaturated Fatty - MUFA) quando apresentam
apenas uma dupla ligacdo; e poliinsaturados (Polyunsaturated Fatty
Acid — PUFA) quando possuem duas ou mais duplas ligagdes entre
carbonos. O numero de ligacdes insaturadas esta relacionado a
probabilidade do acido graxo sofrer oxidacdo, quanto maior o nimero
de insatura¢Ges maior a suscetibilidade a oxidacdo (NAWAR, 1993;
ZILLER et al., 1994; SCRIMGEOUR, 2005).

1.2 OXIDACAO DE OLEOS E GORDURAS

A oxidagdo lipidica ¢ um fendmeno espontineo e inevitavel,
com uma implicacdo direta no valor comercial dos &cidos graxos, assim
como, dos produtos que a partir deles foram formulados (SILVA,
BORGES e FERREIRA, 1998;). As reagdes de oxidacdo podem
prejudicar a qualidade organoléptica e nutricional dos alimentos, uma
vez que alguns produtos da oxidacdo apresentam toxicidade. Em
determinados casos a reagdo de oxidacdo ¢ considerada benéfica uma
vez que atribui aromas e sabores caracteristicos, como no caso de
alguns queijos e frituras (NAWAR, 1993; MORETTO e FETT, 1998).
Nos o6leos e gorduras a oxidag@o ocorre nos acidos graxos insaturados
pela abstracao do hidrogénio adjacente a dupla ligacdo (ZILLER et al.,
1994; SCRIMGEOUR, 2005).

A reagdo de oxidacdo gera produtos primarios e secundarios
que levam a rancidez. A rancidez, depois da deterioragcdo microbiana, ¢
a causa mais importante da deterioracdo de alimentos. Ocorre em
compostos lipidicos e resulta no desenvolvimento de odores e sabores
indesejaveis. A formagdo de compostos organolepticamente detectaveis
decorrentes da oxidagdo dos lipidios nos alimentos pode ocorrer por
autoxidacdo, fotoxidacdo e oxidag¢do enzimatica, sendo favorecida
primordialmente pela presenca de oxigénio (REGITANO-D’ARCE,
20006).

1.2.1 Autoxidacio

O principal modo de oxidacdo dos 6leos e gorduras se da pela
reagdo com o oxigénio do ar, ou autoxidagdo. Esta é uma reagdo em
cadeia que ocorre por um mecanismo de radicais livres e é catalisada
pela presencga de calor, luz, metais pesados, nimero de insaturacdes e até
mesmo devido a outros radicais livres. A autoxidagdo ¢é caracterizada
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principalmente por um cheiro desagradavel acentuado, causado pela
formagdo de produtos secundarios como aldeidos e 4acidos de baixa
massa molecular oriundos da decomposi¢@o dos hidroperdxidos, que sdo
os produtos primarios da reagdo. Este processo é descrito em trés etapas:
iniciagdo, propagacdo ¢ terminacdo (BOBBIO e BOBBIO, 1989;
ZILLER et al., 1994; BOCKISCH, 1998), como demonstra a Figura 1.

Iniciacdo RH — R’
Propagacio R*+0, — ROO’

ROO*+RH — ROOH + R°®

Término ROO°+R° —> ROOR
ROO'+RO0O° — ROOR+O0,

R*+R* — RR

Figura 1. Representacdo do mecanismo de autoxidagdo de lipidios
insaturados.
Fonte: Scrimgeour (2005).

No processo de iniciacdo ha a formagdo dos radicais livres
(Re), pela perda de hidrogénio na molécula de lipidio (RH). Os radicais
livres produzidos na etapa inicial rapidamente reagem com o oxigénio
na fase de propagacdo e formam radicais peroxila (ROO®). Os radicais
peroxila livres, por sua vez, reagem com lipidios insaturados e os
convertem em hidroperoxidos (ROOH) pela retirada do hidrogénio,
além disto, nesta mesma etapa ha a regeneracdo de radicais livres
instaveis, dando sequéncia a uma reacdo ciclica. A terminacdo ou
término ocorre quando dois radicais livres se unem para formar um novo
produto estavel, obtidos por cisdo e rearranjo dos peroxidos (SILVA,
BORGES e FERREIRA, 1999; RAMALHO e JORGE, 2005;
SCRIMGEOUR, 2005)
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1.2.2 Fotoxidacao

Na fotoxidagdo ha a formacdo de uma espécie de oxigénio mais
reativa, o oxigénio singlete (‘Os) que esta envolvido na fase de iniciagio
da autoxidagdo. O oxigénio atmosférico encontra-se em estado triplete
(0,) e ¢é incapaz de reagir com as ligagdes insaturadas entre os
carbonos dos hidroxidos e peroxidos que se encontram em estado
singlete, fato que ndo obedece a lei de conservagdo do spin e impede a
reacdo entre eles (NAWAR, 1993).

O mecanismo de fotoxidacdo de gorduras insaturadas ¢
promovido pela radiagdo ultravioleta em presenca de pigmentos naturais
e corantes fotossensibilizadores: clorofila, mioglobina, riboflavina,
hematoporfirina, eritrosina, azul metileno; que absorvem a energia
luminosa de comprimento de onda na faixa do visivel tornando-se
eletronicamente excitados. Os sensibilizadores excitados transferem
energia para o oxigénio triplete e geram o estado singlete (SILVA,
BORGES e FERREIRA, 1999; RAMALHO e JORGE, 2005;
SCRIMGEOUR, 2005; WANASUNDARA e SHAHIDI, 2005). O
oxigénio em estado singlete ¢ mais eletrofilico quando comparado ao
triplete, portanto pode reagir mais rapidamente com zonas de densidade
eletronica alta, como no caso das ligagdes insaturadas entre carbonos
(NAWAR, 1993). Desta forma pode ocorrer uma segunda via de
fotoxidagdo, onde o oxigénio singlete age diretamente nas insaturagoes
dos acidos graxos gerando hidroperoxidos (Figura 2) que por sua vez
serdo degradados e vdo originar aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos
(WANASUNDARA e SHAHIDI, 2005; RAMALHO e JORGE, 2005).

Sensibilizador + Luzw ——  Sensibilizador excitado
Sensibilizador excitado  + 302 —_— Sensibilizador + !'O2
102 + RH —_ ROO. + H.

Figura 2. Formag@o de hidroperoxidos por fotoxidagao.
Fonte: Wanasundara e Shahidi (2005).

1.2.3 Oxidacio enzimatica

Outro modo de oxidagdo lipidica se dd por via enzimatica,
através da acdo da lipoxigenase. Esta enzima catalisa a adi¢do de
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oxigénio na cadeia hidrocarbonada poliinsaturada, formando perdéxidos e
hidroperéxidos que poderdo se envolver em diferentes reacdes
degradativas. A acdo da lipoxigenase esta relacionada com sua
capacidade para co-oxidar substratos, sendo responsavel pela iniciagdo
de outros processos oxidativos (SILVA, BORGES e FERREIRA, 1999;
RAMALHO e JORGE, 2005). A lipdlise altera a qualidade das
gorduras, reduzindo o ponto de fumaga e resultando em sabor e odor
indesejaveis (RIBEIRO e SERAVALLI., 2007).

1.3 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo substincias caracterizadas como aditivos
alimentares, que empregados em baixa concentragdo preservam o
alimento, retardando a deterioragdo e rancidez causadas pela oxidacgdo
lipidica. O uso de antioxidantes como aditivo alimentar tem como
objetivo manter a qualidade do alimento e estender sua vida de
prateleira. Um antioxidante ndo melhora a qualidade do alimento e ndo
evita a rancidez (MORETTO e FETT, 1998; WANASUNDARA ¢
SHAHIDI, 2005).

Os antioxidantes sao utilizados como quelantes ou sequestrantes
de radicais livres formados nas etapas de iniciagdo e propagacdo da
autoxidacdo. Baixas concentragdes de antioxidantes, naturais ou
sintéticos, sao capazes de competir com as moléculas de lipidios como
doadores de hidrogénio para radicais alcoxi e hidroperoxi, produzindo
hidroperdxidos, alcodis e um radical ndo reativo. Estes radicais
estabilizados ndo iniciam ou propagam a reagdo em cadeia
(SCRIMGEOUR, 2005).

Os antioxidantes sdo classificados de acordo com o mecanismo
de acdo em antioxidantes primarios e secundarios. Os primarios devido
a sua natureza quimica sdo capazes de agir diretamente nos receptores
de radicais livres e retardar a etapa de iniciagdo ou interromper a
propagacao nas reagdes de autoxidacdo. O antioxidante primario (AH)
reage com o lipidio e com radicais peroxi (ROOe®), convertendo-os em
moléculas mais estaveis, derivados de lipidios e radicais antioxidantes
(Ae), como pode ser observado na Figura 3. O butilhidroxianisol -
BHA, butilhidroxitolueno — BHT, o terc bultil hidroquinona - TBHQ ¢
os galatos apresentam acao antioxidante primaria (WANASUNDARA e
SHAHIDI, 2005).
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ROOe + AH —_ ROOH + Ae

Re + AH —_—> RH + Ae

Figura 3. Mecanismo de agdo dos antioxidantes primarios.
Fonte: Wanasundara e Shahidi (2005).

Os antioxidantes secundarios se diferenciam dos primarios por
nao converter os radicais livres em moléculas estaveis, mas agir como
quelantes de ions metalicos pro-oxidantes, fornecendo hidrogénio para
os antioxidantes primarios ¢ decompondo os hidroperoxidos em
espécies ndo reativas. Além disso podem também absorver radiacdo
ultravioleta, e atuar como sequestrantes de oxigénio, aumentando muitas
vezes a atividade antioxidante dos primarios (WANASUNDARA e
SHAHIDI, 2005).

Com relagao a origem os antioxidantes podem ser classificados
como naturais ou sintéticos. O crescente interesse por antioxidantes
naturais tem fomentado a pesquisa sobre fontes vegetais, caracterizacio
e identificagdo de novos compostos antioxidantes. Exemplo disto sdo as
pesquisas relacionadas aos extratos de especiarias, folhas, sementes,
cascas ricos em compostos fendlicos como o alecrim, manjerico,
orégano, salvia e tomilho. Estes extratos sdo ricos em compostos como
diterpenos fenolicos, acidos fenolicos e fenilpropanéides (DEL RE e
JORGE, 2012; WANASUNDARA e SHAHIDI, 2005; VILLAREAL-
LOZOYA, LOMBARDINI e CISNEROS-ZEVALLOS, 2006; PRADO
etal., 2013).

Na induastria de alimentos os carotenoides, tocoferois,
tocotrienos e o acido ascorbico e outros compostos fenolicos de plantas,
estdo entre os antioxidantes naturais mais empregados, sendo que
muitos destes fitoquimicos, além de apresentarem significante
capacidade antioxidante, estdo associados a baixa mortalidade por
incidéncia de cancer em humanos, viabilizando a relagdo entre
tecnologia e satde (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004;
WANASUNDARA e SHAHIDI, 2005).

1.3.1 Compostos fenoélicos

Os compostos fenodlicos possuem pelo menos um anel aromatico
no qual, ao menos, um hidrogénio ¢ substituido por um grupamento
hidroxila (CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2003). Sao
amplamente encontrados em plantas e t€m sido associados a multiplos
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efeitos bioldgicos, incluindo atividade antioxidante (KAHKONEN et
al., 1999; BALASUNDRAM, SUNDRAN ¢ SAMMAN, 2006). Sao
doadores de hidrogénio ou elétrons e sua eficadcia como antioxidante esta
relacionada com a estabilidade relativa de seus radicais intermedidrios
devido a ressonancia e a falta de posi¢oes adequadas na estrutura para
ataque do oxigénio molecular (RIBEIRO e SERAVALLLI, 2007).

Os compostos fenolicos podem ser caracterizados em classes,
segundo o tipo do esqueleto principal, como demonstra a Tabela 1, onde
C6 corresponde ao anel benzénico e CX a cadeia substituinte com X
atomos de carbono.

Tabela 1. Classes de compostos fendlicos presentes em plantas.

Classes Estrutura
Fenélicos simples, Benzoquinonas Cé
Acidos hidroxibenzéicos C6-C1
Acetofenonas, Acidos fenilacéticos C6-C2

Acidos hidroxicinamicos, Fenilpropanodides C6-C3

Naftoquinonas C6-C4
Xantonas C6-C1-C6
Estilbenos, Antraquinonas C6-C2-C6
Flavonoides, Isoflavonoides C6-C3-C6
Lignanas, Neolignanas (C6-C3)2
Diflavonbdides (C6-C3-C6)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (C6-C3-Cé)n

Fonte: Adaptado de Balasundram, Sundram e Samman, (2006).

Ha também outro tipo de classificacdo dos compostos fendlicos,
relacionada com a ocorréncia no reino vegetal, podendo ser: compostos
fendlicos amplamente distribuidos, como os derivados de acidos
benzoicos (Figura 4) e de acidos cinamicos (Figura 5), cumarinas,
flavonoides, e derivados de polimerizacdo (taninos e ligninas); ou
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compostos fendlicos de distribuigdo restrita (CARVALHO, GOSMANN
e SCHENKEL, 2003).

Acido salicilico: R, = OH; R, =R, =R, =H
Acido gentisico: R, =R, =OH; R,=R,=H
Acido p-hidroxibenzéico: R, = R, =R, = H; R, = OH
Acido protocatequinico: R, = R, = H; R, = R, = OH
Acido vanilico: R, = R, = H; R, = OCH,; R, = OH
Acido gilico: R, =H; R,=R, =R,=OH

Acido siringico: R, =H; R, =R, =OCH,; R, = OH
Figura 4. Estrutura quimica dos principais acidos benzdicos.
Fonte: Ramalho e Jorge (2006).

Acido cindmico: R, =R, =R, =R, =
Acido o-cumirico: R, =OH; R,=R,=R,=H
Acido m-cumarico: R, =R

Acido p-cumdrico: R, =R, =R, =H; R, = OH
Acido caféico: R, =R,=H; R,=R,=0OH

Acido fertlico: R, =R, = H; R, = OCH,; R, = OH
Acido sinapico: R, = H; R, =R, = OCH,; R, = OH

Figura 5. Estrutura quimica dos principais acidos cindmicos.
Fonte: Ramalho e Jorge (2006).
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A maior parte dos compostos fendlicos ndo é encontrada no
estado livre na natureza, e sim sob forma de ésteres ou de heterosideos,
assim, sdo compostos soluveis em agua e em solventes orgénicos
polares. Desta forma, podem ser extraidos por extragdo aquosa e
etandlica, sendo recomendado evitar valores de pH extremos e altas
temperaturas, ja que estes compostos sao frageis e facilmente oxidaveis
através da influéncia de metais, luz, calor, enzimas vegetais ou mesmo
pelo meio alcalino (CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2003).

1.3.1.1 Casca de noz-peca

As cascas da noz-pecd sdo subprodutos do processo industrial
da retirada das nozes [Carya illinoensis (Wangenh) K. Koch] e
representam boa parte da massa total da oleaginosa. Na Figura 6 podem
ser observados: a nogueira, nozes peca com casca, nozes descascadas e
cascas de noz-peca.

A el

Figura 6. Nogueira (A), Noz-pecd com casca (B), Nozes descascadas
(C), Cascas de noz-peci (D).

Fonte: Sanchez (2013), Shemesh (2013), Sica (2010), Whittlesey
(2013).
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De acordo com Prado et al. (2013) as cascas de noz-peca em
geral apresentam entre 44,8 e 49,8% de fibra bruta; 34,3 e 41,4% de
carboidratos; 7,9 e 11,8% de umidade; 2,2 ¢ 2,8% de proteina; 0,9 e
1,85% de minerais e, entre 0,3 — 0,9% de lipidios totais. Variagcdes dos
valores de composi¢do podem ser influenciadas pela variedade,
maturagdo da noz e localizagdo geografica da nogueira
(SINGANUSONG et al., 2003).

A casca de noz-pecd apresenta significante atividade
antioxidante (média de 487 mg/g de equivalentes em Trolox), associada
a teores representativos de compostos fendlicos totais (cerca de 448
mg/g de equivalentes de acido clorogénico) e de taninos condensados
(aproximadamente 634 mg/g de catequinas  equivalentes)
(VILLARREAL- LOZOYA, LOMBARDINI, CISNEROS-
ZEVALLOS, 2007). A a¢do antioxidante da casca de noz-peca foi
observada também nos estudos de Prado et al. (2009a) em extrago
sequencial de extratos de casca de noz-peca e de Prado et al. (2009D,
2013) referente a infusdo da casca.

Entre os compostos fendlicos identificados na casca de noz-
peca estdo o acido galico, acido clorogénico, acido p-hidroxibenzoico,
epigalocatequina e epicatequina galato (PRADO, 2013), cujas estruturas
estdo apresentadas na na Figura 7.
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Figura 7. Estrutura quimica dos compostos fendlicos encontrados na
casca de noz-pecd

Fonte: Brewer (2011); Borneman, Gokmen e Nijhuis (2001); Gramza e
Korczak (2005); Heleno et al. (2013).

Na medicina popular e fitoterapica, o cha da casca de noz-peca
é utilizado como diurético, digestivo, desintoxicante,
hipocolesterolémico (Divinut, 2013), e at¢é mesmo, como indutor de
émese e vermifugo (BALME, 1978). Além disto, o extrato de casca de
noz-pecd, rico em antioxidantes, demonstra efeito hepatoprotetor na
acdo do alcool (MULLER et al., 2013); capacidade de prevenir e
reverter desordens extrapiramidais como a discinesia orofacial, evitando
catalepsia em ratos (TREVIZOL et al., 2011); e pode reduzir em
cérebros de ratos a toxicidade do fumo passivo (RECKZIEGEL et al.,
2011).

1.3.2 Antioxidantes sintéticos
Os antioxidantes de origem sintética apresentam estrutura

fenodlica e a estrutura quimica dos mais utilizados na industria de
alimentos pode ser observada na Figura 8.
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Figura 8. Estrutura quimica dos principais antioxidantes sintéticos:
BHA — Butil hidroxianisol, BHT — Butil hidroxitolueno, PG — Galato de
propila e TBHQ — terc-butilhidroxiquinona.

Fonte: Ramalho e Jorge (2006).

O butil hidroxianisol (BHA) ¢ uma mistura de isomeros 2- e 3-
do terc-butil4-metoxifenol e comercialmente possui 90% deste
composto. E um solido branco, ceroso, altamente solivel em 6leos e
gorduras, insoliivel em agua, volatil e destilavel no vapor. Mas, apesar
de sua solubilidade em 6leo e em solventes orgénicos, quando utilizado
em Oleos vegetais, apresenta pouca atividade antioxidante, devido
principalmente a presencga de antioxidantes naturais. Sua eficiéncia esta
relacionada aos produtos processados e as gorduras animais, tendo
efeito aumentando quando usado em consonancia com o galato de
propila € com o butil hidroxitolueno (REGITANO-D’ARCE, 2006;
RIBEIRO e SERAVALLI 2007).

O BHA possui boa sinergia com o Butil hidroxitolueno (BHT)
ou 2,6-diterciario-butil-4-metilfenol, um fenol so6lido cristalino,
considerado o antioxidante mais ativo em gorduras animais. Resiste a
altas temperaturas, mas ndo tanto quanto o BHA, o que limita seu uso
em processos de frituras ou em altas temperaturas (REGITANO-
D’ARCE, 2006; RIBEIRO e SERAVALLLI, 2007).
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Por sua vez, o BHT néo possui boa sinergia com o Galato de
propila (PG), antioxidante com eficiéncia atribuida devido a estrutura de
trihidroxila (3,4,5 trihidroxi benzoico). Apresenta solubilidade em agua,
o que difere seu uso do BHA, BHT ¢ TBHQ. Perde sua eficiéncia sob
condi¢des abruptas de temperatura e em meio basico, formando
compostos escuros com ions metalicos, fato que serviu para minimizar
seu uso em Oleos vegetais e atualmente, mudar sua formulagdo, sendo
misturados em quelantes de metais para evitar esses inconvenientes
(REGITANO-D’ARCE, 2006; RIBEIRO e SERAVALLLI, 2007).

O consumo e o uso no processamento de alimentos dos 6leos
vegetais poliinsaturados, altamente suscetiveis a oxidacdo, fez com que
houvesse a necessidade de um composto antioxidante mais potente, o
Terc-butilhidroxiquinona (TBHQ). O TBHQ apresenta melhor resposta
antioxidante que os anteriores, ¢ ¢ considerado o mais eficiente dos
antioxidantes primarios. Sua a¢do potencializada ocorre devido a
estrutura dihidroxila e a auséncia de impedimento estérico. E um sélido
branco cristalino, resistente a altas temperaturas, com moderada
solubilidade em 6leo e muito baixa solubilidade em agua, o que pode
comprometer sua eficiéncia em emulsdes, contudo, garante sua eficacia
em frituras e alimentos assados (REGITANO-D’ARCE, 2006).

Os antioxidantes sintéticos sdo aditivos alimentares que tem seu
uso aprovado em alimentos dentro de um limite de ingestdo diaria;
sendo assim, estdo sujeitos a legislagdes especificas de cada pais ou por
normas internacionais (TAKEMOTO, FILHO ¢ GODOY, 2009). A
Norma Geral do Codex Alimentarius (2011) para os aditivos alimentares
(CODEX STAN 192-1995) permite um nivel maximo de 100mg/kg de
produto dos antioxidantes sintéticos: BHA e BHT. No Brasil, as
legislagdes vigentes permitem a adigdo em Oleos e gorduras de BHA e
TBHQ em um nivel maximo de 200mg/kg; ¢ de BHT e PG no limite de
100mg/kg (BRASIL, 1988).

O emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos
tem sido alvo de questionamentos quanto a inocuidade, demonstrando a
possibilidade destes componentes apresentarem efeitos adversos
(ALTMANN et al., 1985; ALTMANN et al., 1986; BAUER et al.,
2001). Associa-se a utilizacdo do antioxidante BHA ao aumento do
nivel de gorduras e colesterol plasmatico; a ingestdo de BHT a erupgdes
cutdneas; o PG a possivel causa de irritacdo gastrica; e tem-se observado
atividade cancerigena do TBHQ em animais (CALIL ¢ AGUIAR,
1999).

Considerando a associa¢do dos sintéticos a possiveis efeitos
negativos a saude, surgiu uma nova demanda de consumidores e uma
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consequente linha de pesquisa dirigida ao uso dos antioxidantes
naturais, permitindo assim a substitui¢do total ou associada, a fim de
reduzir a quantidade dos sintéticos nos alimentos (WANASUNDARA e
SHAHIDI, 2005; RAMALHO e JORGE, 2006).

1.4 METODO DE OBTENCAO DE EXTRATOS NATURAIS
COM ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Segundo Xu et al. (2010) ha cinco fatores que interferem na
extragdo de compostos fenolicos: os meios de extragdo, repeticdes de
extragdo (extragdo sequencial), solventes de extragdo, granulometrias de
amostra ¢ métodos de moagem. Selecionando adequadamente um
procedimento de extracdo pode-se aumentar a  concentracdo do
composto antioxidante. Para a extracao de polifendis, sdo utilizadas trés
técnicas de extragdo: a extragdo por solventes, extracdo em fase solida e
extragdo com fluido supercritico (BREWER, 2011). Além destes
métodos, a infusdo assistida por ultrassom (XIA, SHI E WAN, 2006), a
extragdo sequencial por ultrassom (XU et al.,, 2010) e a infusdo
(PRADO et al., 2009, 2013) apresentam eficiéncia para extragdo de
compostos fendlicos de extratos vegetais.

1.4.1 Extracio aquosa

Entre os métodos utilizados para a obtengdo de extratos naturais
estd a extragdo aquosa. A extracdo aquosa com o uso de dgua quente ¢é
também chamada de infusdo. Esta técnica ¢ utilizada para extrair
compostos ativos de ervas e também para o preparo de chds, onde
folhas, flores, raizes, cascas ou outras partes da planta sdo cortadas ou
esmiucadas, vertendo-se, sobre elas, agua fervente. O recipiente
normalmente é fechado e deixa-se o material em infusdo por em média
um quarto de hora. Podendo ser coado ou filtrado ao final (BALME,
1978).

A extragdo aquosa ¢ considerada uma técnica eficiente para a
extragdo de compostos fendlicos originados de plantas (LIMA et al.,
2004; ROESLER et al., 2007; BROENZI et al., 2007; PRUDENCIO et
al.,, 2012, PRADO et al., 2013). Extratos de frutas, ervas, legumes,
cereais e outros materiais vegetais ricos em fenodlicos sdo de grande
interesse na inddstria alimentar, j4 que, possuem agdo de retardar a
degradacdo oxidativa dos lipidos e, assim, podem melhorar a qualidade
e o valor nutricional de alimentos (KAHKONEN et al., 1999).
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1.4.2 Extracao alcoolica

A extracdo alcodlica ¢ um método de extragdo amplamente
empregado, em que o solvente utilizado € o alcool. Pode ser feita
diretamente por simples percolagdo, ou em aparelhos de extracdo
continua. O residuo obtido desta extracdo ¢ chamado extrato alcodlico o
qual, representa um elemento importante na avaliacdo de 6leos volateis,
esséncias e etc. (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

A extragdo alcodlica ¢ um método simples e eficaz capaz de
obter compostos fenodlicos de vegetais tais como: arruda, camomila,
macela, alcachofra, erva-mate, tanchagem, malva, salvia, capim-limao,
alecrim (ASOLINI et al., 2006), cravo (MAZZAFERA, 2003); e
também de flavonoides presente no propolis (LONGHINI et al., 2007).

1.4.3 Extracio assistida por ultrasson

A extracdo por ultrasson, ou sonicacdo, ¢ um preparo de
amostra relativamente rapido, onde se utiliza a vibragdo ultrassonica
para assegurar um contato intimo entre a amostra e o solvente (KOU e
MITRA, 2003).

E um processo considerado simples, barato ¢ de baixo consumo
de energia, e devido a isto, tornou-se uma tecnologia emergente para
modificagdo de produtos alimentares. A alta frequéncia e baixo
consumo de energia de ultrasson ¢ utilizado para o monitoramento nao
invasivo da composicdo e propriedades fisico-quimicas dos
componentes alimentares e de produtos durante o processamento e
armazenamento, como por exemplo no controle de qualidade de vegetais
frescos, alimentos congelados, paes, cereais, detec¢do de adulteragdo em
mel entre outros; enquanto que a baixa frenquéncia e consequente alta
poténcia de ultrasson induz alteracdes mecanicas, fisicas e
quimicas/bioquimicas através da cavitagdo, que pode ser utilizada em
operagdes de processamento de alimentos como a extragdo,
congelamento , secagem, emulsificacdo e inativacdo de bactérias
patogénicas (AWAD et al., 2012). Além da poténcia ¢ da frequéncia, a
eficiéncia do processo de extragdo ¢é influenciada pela temperatura e
tempo de sonica¢do (WANG et al., 2011).

Uma das maiores aplicagdes da extracdo assistida por ultrasson
se da pelo fendmeno da cavitagdo, utilizado para facilitar o processo de
extragdo de uma gama de componentes alimentares, presentes em
plantas, oleos, proteinas e polissacarideos; bem como ingredientes
bioativos, como os antioxidantes a partir de plantas e recursos animais
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(VILKHU et al., 2008; WANG et al, 2011). A cavitagdo resulta em
rendimento elevado de material extraido e taxa rapida de extragdo
(VILKHU et al., 2008).

1.5 MICROENCAPSULACAO DE ANTIOXIDANTES
1.5.1 Encapsulacgio

A encapsulagdo € o processo de empacotamento de compostos
ativos (nutrientes, enzimas, pigmentos, aditivos, compostos de sabor) no
estado solido, liquido ou gasoso, em capsulas extremamente pequenas,
as quais podem liberar o conteudo de forma controlada e sob condigdes
especificas (REBELLO, 2009). Desta forma, estes compostos ativos
encapsulados podem ser protegidos do calor, umidade ou outras
condigdes extremas, aumentando assim sua estabilidade e viabilidade de
uso (GIBBS et al., 1999).

O material encapsulado é chamado de recheio ou ntcleo, € o
material que forma a cépsula é o encapsulante, coroa, cobertura ou
parede (KARSA e STEPHENSON, 1993; AZEREDO, 2005). As
particulas sdo denominadas conforme o tamanho: maior que 5000 um
sdo macroparticulas; de 0,2 a 5000 um s8o microparticulas; e abaixo de
0,2 um sdo consideradas nanoparticulas (BACKER apud REBELLO,
2009). O termo encapsulagdo engloba desde microparticulas a
microcapsulas, podendo ter um ou mais ntcleos, ou varias paredes para
um mesmo nucleo, a Figura 9 ilustra alguns modelos de encapsulag@o.

em OB) O(c)
QD> e@ °<F>
Figura 9. Alguns modelos de encapsulagdo. (A): matriz; (B):
microcapsula simples; (C): microcapsula simples e irregular; (D): duas

paredes; (E): varios nucleos; (F): agrupamento de microcapsulas.
Fonte: Azeredo (2005).
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A maioria das aplicagdes de compostos  ativos
microencapsulados requerem uma vida de prateleira indefinida, seguida
pela libera¢do do nucleo em condigdes especificas. A performance das
microparticulas, tanto na vida de prateleira como na taxa de liberagdo do
nucleo, depende significativamente da permeabilidade do polimero
utilizado na parede da capsula (FINCH, 1993).

Estes polimeros podem ser de origem natural
(proteinas, carboidratos, ceras), semi-sintética (ésteres de celulose,
derivados de acidos graxos) ou sintética (vinil, poliamidas, poliésteres,
resinas), para este fim, devem ter propriedades de formagdo de filme.
Muitas vezes sdo utilizadas misturas de polimeros, a escolha dependera
da finalidade das capsulas. Para uso farmacéutico ou em alimentos, os
polimeros devem ser comestiveis; j4& em certas aplicagdes
farmacologicas o polimero devera ser fisiologicamente aceitavel e
biodegradavel (FINCH, 1993).

A permeabilidade das capsulas estd intimamente relacionada
com a natureza do polimero da coroa e pelos parametros e geometria da
capsula, como se observa na Tabela 2. O tamanho das capsulas pode ser
influenciado por fatores como: a viscosidade e a quantidade de fase
organica e/ou aquosa; taxa de agitacdo; contetido de sdlidos na fase
organica; e o perfil da temperatura e do pH durante a produgdo. A soma
destes efeitos afetardo na qualidade final das capsulas (FINCH,1993).
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Tabela 2. Efeito dos parametros do polimero e dos pardmetros da
capsula em relac@o a permeabilidade da coroa.

Parametro do Efeito na
Polimero permeabilidade
Aumento da densidade Reduz
Aumento da cristalinidade Reduz
Aumento no grau de cross-linking Reduz
Aumento da plasticidade Aumento
Aumento do preenchimento Possivel aumento
Parametro da Efeito na
Capsula permeabilidade
Tamanho maior Reduz
Aumento da espessura da parede Reduz
Pos-tratamento Reduz
Formacdo de parede multipla Reduz
Variacdo na dispersido do tamanho Varia

Fonte: Finch (1993).
1.5.2 Zeina
O grao do milho € composto por quatro partes principais: casca

e fibra, germe, endosperma e pediculo (HOSENEY, 1991), como
demonstra a Figura 10.
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Figura 10. Corte longitudinal de um grao de milho.
Fonte: Shukla e Cheryan, 2001.

O endosperma ¢ a parte do milho onde se encontram as
proteinas, que compdem cerca de 6% do grio (HOSENEY, 1991;
TACO, 2006). As proteinas do milho s8o constituidas de
aproximadamente 20% de globulinas e albuminas (proteinas soliveis
em agua ou solugdo salina), 40% de prolaminas (proteinas insoliiveis em
agua e soliveis em alcool 70%) e 40% do endosperma de glutelinas
(proteinas insoliiveis em agua e alcool) (HOSENEY, 1991; BICUDO et
al., 2006).

A zeina, ou também popularmente chamada “’gluten do milho”’
determina a dureza no milho e se classifica como prolamina devido a
solubilidade em alcool (HOSENEY, 1991; SHUKLA ¢ CHERYAN,
2001; POMERANZ, 1987). A maioria das glutelinas tornam-se soliveis
em alcool apds reducdo das ligagdes dissulfeto, e devido a isto, e por
semelhangas de sequéncia e composi¢cdo de aminoacidos, também tém
sido classificadas como zeinas, assim sdo denominadas as zeinas totais,
que representam cerca de 80% das proteinas do milho (BICUDO et al.,
20006).

As zeinas tem pouco valor nutricional por serem pobres em
aminoacidos essenciais e por serem ricas em residuos de aminoacidos
apolares (leucina, prolina, alanina, glicina, valina e outros) ¢ insolivel
em agua, o que limita o uso na alimentacdo humana (SHUKLA e
CHERYAN, 2001).
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As zeinas sdo constituidas de fragoes classificadas de acordo
com sua massa relativa e solubilidade, como zeinasa,y,ped
(BICUDO et al., 2006; FORATO et al., 2012). A zeina o é a mais
abundante (75 a 85% das zeinas totais) e compreendem as proteinas de
19kDa (Z19) e 22 kDa (Z22), sendo que a eletroforese da fra¢ao soliivel
em alcool apresenta bandas variando de 19-22 kDa (Z19) e de 22-26
kDa (Z22), de acordo com a Figura 11. Essas proteinas tém dominios
ndo repetitivos nos terminais carboxi e amino e repeticdes homologas na
regido central (BICUDO et al., 2006).

+— o
213 a 245 residuos
35-36 residuos 9 ou 10 repetigdes de ~20 residuos 10 residuos

Figura 11. Diagrama da sequéncia de aminodcidos das zeinas Z19 e
722.
Fonte: Forato, 2000 apud Bicudo et al., 2006.

A zeina ¢é biodegradavel, sendo uma boa opcdo em vista de
polimeros sintéticos plasticos e derivados do petroleo, além disso,
possui propriedades de formagdo de filme, resisténcia a gorduras, boas
propriedades de barreira a gases atmosféricos e solubilidade, e ¢
eficiente na encapsulacdo e prote¢do da oxidagdo de compostos ativos
(BECK et al., 1996). Devido a isto, desde a década de 20 se estudam as
possibilidades de uso da zeina como biopolimero industrial (SHUKLA e
CHERYAN, 2001).

Sendo assim, o uso da zeina tem sido relatado por varios autores
como polimero carreador de substancias ativas no desenvolvimento de
filmes (ARCAN E YEMENICIOGLU, 2011), microparticulas por spray
dryer (QUISPE-CONDORI, SALDANA E TEMELLI, 2011; XUE et
al., 2013) e nanoparticulas (LUO et al., 2010; LUO et al., 2011;
CHAVEZ, 2013; ZOU et al., 2013).

1.1.1 Atomizaciio em Spray Dryer

O Spray dryer é considerado uma etapa rapida, continua e
barata, largamente utilizado na quimica, bioquimica, farmacia e em
industria de alimentos para secar e encapsular substancias (TEWES et
al., 2006; KISSEL et al., 2006).
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Neste processo, uma solucdo aquosa contendo o material do
nucleo e da coroa, ¢ atomizada em ar quente cumprindo trés etapas: (i)
atomizacdo do liquido, (ii) contato do liquido atomizado com o ar
quente, (iii) separagdo do produto seco do ar de secagem (FINCH, 1993;
TEWES et al., 2006). As etapas ocorrem no percurso pelo equipamento,
observado na Figura 12.

e Ar

P Solucdo
Figura 12. Spray Dryer de laboratério: (1) entrada do ar seco + filtragdo;
(2) aquecimento; (3) cdmara de dessecagdo; (4) ciclone; (5) coletor de
microesferas secas; (6) filtragdo + saida de ar; (A) solugdo, suspensao,
emulsdo para o spray; (B) compressdo ou nitrogénio; e (C) bico.
Fonte: Kissel et al. (2006).

H4 uma gama de sistemas de atomizacdo e podem ser
classificados de acordo com o tipo de bico em: atomizador rotativo,
atomizador pressurizado e bico de dois fluidos. A selegdo do atomizador
afeta no tamanho da particula, o atomizador rotativo por discos pode ser
utilizado em amostras muito viscosas e devido a isto, forma



39

microesferas maiores de 200 pm, ja o atomizador com bocal de dois
fluidos ¢ capaz de produz microparticulas com didmetro inferior a 10
pm (KISSEL et al., 2006).

O processo de spray dryer quando aplicado para a produgdo de
microparticulas por spray de misturas liquidas complexas pode conter
um principio ativo dissolvido ou disperso em uma solugdo organica ou
aquosa de polimeros (TEWES et al., 2006). A qualidade da
microencapsulagdo por spray dryer pode variar devido ao material do
nicleo ¢ da coroa, e é dependente da concentragdo, viscosidade e
temperatura da soluco inicial. A temperatura empregada no spray deve
assegurar a ndo desnaturagdo do composto ativo que estd sendo
encapsulado (FINCH, 1993).

1.6 CARACTERIZACAO DAS MICROPARTICULAS
OBTIDAS

1.6.1 Rendimento de obtencio do processo

O rendimento ¢ determinado através da razdo entre a massa das
microparticulas pela massa total utilizada na alimentagdo do spray dryer.
Através deste calculo pode-se basear a perda de componentes durante o
processo, e estimar um fator de correcdo (MAYYA,
BHATTACHARYYA e ARGILLIER, 2003; QUISPE-CONDORI,
SALDANA e TEMELLI, 2011).

1.6.2 Eficiéncia de encapsula¢iao

A eficiéncia de encapsulacdo é dada através da razdo entre o
composto ativo presente na superficie da particula pela quantidade total
de ativo, presente dentro e fora da particula (VELASCO et al., 2006;
QUISPE-CONDORI, SALDANA e TEMELLI, 2011).

Para obter a quantidade total de composto ativo € preciso abrir
as particulas com solvente. Ja para a determinagdo da fracdo ndo
encapsulada, o composto ativo superficial, ¢ necessario realizar a
lavagem das particulas (QUISPE-CONDORI, SALDANA e TEMELLI,
2011). A quantificagdo destes teores é realizada por espectrofotémetro.
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1.6.3 Liberacio

Na microencapsulagdo um composto ativo ¢ incorporado a uma
matriz. A liberagdo do composto ativo ¢ influenciada por uma série de
fatores, tais como o coeficiente de difusdo, a carga e solubilidade do
composto ativo, a area de superficie da particula, a espessura da camada
formada pela matriz e fatores relacionados a forma. Além disso,
algumas propriedades do composto ativo, como a solubilidade e valor
do pk devem se relacionar com as propriedades do meio para que possa
haver a difusdo (YANG e WASHINGTON, 2006).

A liberagdo de wum composto ativo no sistema de
microencapsulagdo ocorre quando o liquido do meio adentra as
microparticulas e dissolve o composto ativo, carregando-o para fora da
matriz, conforme esquematiza a Figura 13.

Composto ativo

salido
. Afluxa
Liquido Composto
¢ ativo
Dissolvido

Figura 13. ITlustragdo esquematica da liberacdo de compostos ativos no
sistema de microparticulas.
Fonte: (YANG e WASHINGTON, 2006).

Os testes de liberagdo de microparticulas avaliam a quantidade
de composto ativo liberado em um determinado tempo. A liberagdo
pode ser avaliada em diversos sistemas, dependendo do nucleo utilizado
e da finalidade, pode se dar, por exemplo, através de digestdo a pH acido
(TAYLOR et al., 2009), em vitro através de bolsas de dialise (LUO et
al., 2010), por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (XUE et
al., 2013), e por controle da liberacdo de compostos fenolicos (ARCAN
E YEMENICIOGLU, 2011).

1.6.4 Analise de cor

A cor é um importante atributo de qualidade em alimentos e
pode determinar a aceitabilidade do produto pelos consumidores,
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embora ndo reflita necessariamente, valores nutricionais, funcionais ou
de sabor (SAHIN e SUMNU, 2006; SILVA et al., 2007).

A cor de um material se torna visivel apenas quando a luz de
um objeto ou fonte luminosa ilumina ou atinge a superficie. Quando a
luz interage com a matéria, certos comprimentos de onda na regido
visivel podem ser transmitidos ou refletidos, e as radia¢des resultantes
em comprimentos de onda diferentes sdo percebidos pelos o olho
humano em forma de cores (SAHIN ¢ SUMNU, 2006).

Os instrumentos para a medi¢cdo de cores sdo classificados em
dois tipos: espectrofotometros e colorimetros. O espectrofotometro
permite medir a reflexdo ou absor¢do para cada comprimento de onda,
sem no entanto, efetuar o calculo. Para facilitar os calculos dos métodos
espectrofotométricos, posteriormente foi criado o colorimetro, que
dispde de trés componentes principais: fonte de iluminagdo, combinagao
de filtros e um detector fotoelétrico (SAHIN e SUMNU, 2006).

O método CIELAB oferece mais vantagens sobre o sistema de
cores CIE, por se tratar de um método mais uniforme e baseado em
cores mais Uteis e aceitaveis, através da teoria das cores opostas. A
localizagdo de qualquer cor no espago de cor CIELAB ¢ determinada
por suas coordenadas de cor: L* diferenga de luz (L*=100=luz) e
(L*=0=escuro); o componente a* representa a diferenca entre o verde (-
a*) e vermelho (+a*); o componente b* representa a diferencga entre azul
(-b*) e amarelo (+b*) (SAHIN e SUMNU, 2006).

1.6.5 Densidade

A qualidade de materiais alimentares pode ser avaliada através
da densidade, esses dados sdo necessarios nos processos de separagio,
tais como centrifugacdo e decantagdo, € no pneumatico e transporte
hidraulico de p6 e particulas no caso de alimentos solidos. Além disto,
nos liquidos, a medi¢do da densidade ¢ importante para determinar a
energia necessaria para o bombeamento (SAHIN e SUMNU, 2006).

A densidade pode ser calculada através da medida da massa e
do volume do objeto e ¢ definida como a massa por unidade de volume.
No sistema internacional, a unidade de densidade é kg/m* (SAHIN e
SUMNU, 2006).

A determinacdo da densidade pode ser medida por varios
aparelhos, sendo os mais utilizados: balanga de Westphal, densimetros e
picndmetros (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

A chamada densidade de particulas é considerada a densidade
de uma particula que ndo tenha sido modificada estruturalmente ¢ inclui
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o volume de todos os poros. O volume da particula pode ser
determinado por picnometro a gas, e obtem-se a densidade dividindo o
peso da amostra pelo volume resultante (SAHIN e SUMNU, 2006). Os
picnometros dao resultados precisos e sdo construidos e graduados de
modo a permitir a pesagem de volumes exatamente iguais a uma dada
temperatura (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

1.6.6 Angulo de contato

O éangulo de contato, ou angulo de molhabilidade, pode ser
medido através de um goniOmetro e representa o valor em graus que
uma determinada substincia liquida forma com a superficie. Este
instrumento é constituido por uma fonte de luz e um telescopio. Ao ver
a queda através do telescopio, o angulo de contato ¢ medido (SAHIN e
SUMNU, 2006; SILVA et al., 2007).

Medir o angulo de contato pode caracterizar as microparticulas
quanto a capacidade de molhamento. Quando o angulo se situar entre 0°
e 90°, pode-se considerar que a superficie ¢ molhada pelo liquido, ou
seja, € hidrofilica; porém se o angulo estiver entre 90° e 180°, considera-
se que o liquido ndo molha o soélido, caracterizando uma superficie
hidrofébica (MOITA NETO, 2006 apud IOST e RAETANO, 2011).

Através dos angulos de contato, pode-se calcular através do
modelo de Owens Wendt a energia livre superficial e suas componentes
polar e dispersiva. Através destes resultados é possivel caracterizar a
hidrofobicidade ou hidrofilicidade da amostra, ¢ calcular a energia livre
superficial total, representada pela soma das componentes polar e
dispersiva (OWENS e WENDT, 1969).

1.6.7 Calorimetria exploratéria diferencial - DSC

A calorimetria exploratoria diferencial ¢ uma ferramenta
excelente para a medicdo de transices de fase de calor e de
caracteristicas especificas dependentes de temperatura (SAHIN e
SUMNU, 2006).

A medigdo ¢é feita pelo aquecimento da amostra a uma taxa
conhecida e fixa. Depois de alcangado o equilibrio dinamico de
aquecimento, o fluxo de calor é registado em fung¢do da temperatura.
Este fluxo de calor é diretamente proporcional ao calor especifico da
amostra (SAHIN e SUMNU, 2006).

Uma célula de medigdo de DSC consiste de um forno e
um sensor integrado com posi¢des designadas para os cadinhos de
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amostra e referéncia. Esta célula esta acoplada a um computador com
um software que ird gerar os picos dos processos endotérmicos e
exotérmicos, conforme ilustra a Figura 14.
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Figura 14. Representagdo esquematica do sistema DSC.
Fonte: SAHIN e SUMNU, 2006

1.6.8 Analise espectrofotométrica no infravermelho (FTIR)

A radiagdo infravermelha corresponde a parte do espectro
eletromagnético situado entre as regides do visivel e das micro-ondas,
sendo a por¢do de maior utilidade para interpretagdo situada de 4000 a
666 cm™ (SILVERSTEIN, BASSLER ¢ MORRIL, 1979).

A andlise por infravermelho permite o registro simultaneo de
todas as frequéncias, melhorando deste modo a relagdo sinal/ruido.
Desta forma possibilita-se o estudo de amostras pequenas ou de
materiais com absor¢do pouco intensa fazendo uma varredura em tempo
reduzido, o que permite a analise de muitas réplicas e possibilita realizar
uma previsdo do tipo de ligagdes presentes na amostra (CARVALHO,
COSTA e MARTINS, 2009).

A interpretagdo dos espectros por infravermelho ¢ feita pela
compara¢do de um espectro desconhecido com o de uma amostra
conhecida, o que constitui uma boa prova de identidade da amostra,
visto que as bandas que ocorrem proximas a uma frequéncia
caracterizam a presenca de grupamentos quimicos (SILVERSTEIN,
BASSLER e MORRIL, 1979).
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1.6.9 Morfologia e distribuicio de tamanho

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura
(MEV) sdo utilizadas para obter dados a respeito da forma e tamanho de
microparticulas (MAYYA, BHATTACHARYYA e¢ ARGILLIER,
2003; LUO et al., 2010; QUISPE-CONDORI, SALDANA e TEMELLI,
2011; ZOU et al., 2013).

O tamanho é um atributo fisico importante para alimentos, pode
ser utilizado na triagem, classificagdo e avaliacdo da qualidade dos
produtos. Além disto, o tamanho das particulas dos alimentos ¢ um
fator critico relacionado a aglomeragdo, dissolucdo, capacidade de
dispersdo, retencao de agua, taxa de cisalhamento, e liberagcdo no caso
de microparticulas (SAHIN e SUMNU, 2006; YANG e
WASHINGTON, 2006).

A gama de tamanhos de particula em alimentos depende da
estrutura da célula e do grau de processamento (SAHIN e SUMNU,
20006). Ja nas microparticulas, o tamanho pode estar relacionado com o
tipo de material de parede, com o conteido de sdlidos, a taxa de
agitagdo, perfil de temperatura entre outros fatores presentes no
desenvolvimento das particulas (FINCH,1993).

A distribuicdo de tamanho de microparticulas solidas pode ser
obtida através de difracdo de feixe de lazer ou através da medigdo por
software utilizando as imagens obtidas por MEV (MACIEL, 2014).

1.6.10 Aplicacdo em oleo vegetal e analise de Shaal Oven
Test

O Shaal Oven Test ¢ considerado um indice de manutengéo da
qualidade e foi desenvolvido pelas industrias de biscoito para avaliar a
estabilidade dos shortening utilizados. Consiste em acelerar a oxidagdo
do 6leo em estufa e acompanhar a formacdo de peroxidos em um
intervalo de tempo, a fim de conhecer a estabilidade do dleo e
consequentemente sua vida de prateleira (JOYNER e MCcINTYRE,
1938; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

A formagio de peroxidos ¢ acompanhada através da analise de
indice de perdxidos, que indica o grau de oxidagdo de um odleo através
da metodologia proposta pela American Oil Chemists' Society (AOCS).
Embora a quantidade de peroxido nio se constitua de um indice infalivel
das caracteristicas de conserva¢do, pode indicar at¢é que ponto a
oxidagdo progrediu (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).
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CAPITULO I

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS
DE ZEINA CARREGADAS COM EXTRATOS
ANTIOXIDANTES DE CASCA DE NOZ-PECA [Carya
illinoinensis (wangenh) C. Koch]

RESUMO

Este trabalho teve por objetivo produzir e caracterizar microparticulas
de zeina carregadas de extratos de casca de noz-pecd [Carya
lllinoinensis (Wangenh) C. Koch] obtidas por spray-dryer. Extratos
aquosos e hidroalcodlicos de casca de noz-peca foram obtidos através de
extragdo assistida por ultrassom e a atividade antioxidante dos mesmos
foi determinada através das metodologias ABTS e DPPH. Para a
microencapsulagdo dos extratos por spray dryer foi utilizado o
biopolimero zeina como material de parede e nas formulagdes com
maior rendimento e eficiéncia de encapsulagdo foram avaliados a
liberagdo de compostos fenolicos, a densidade, angulo de contato, a cor
através do sistema CIE Lab, o comportamento térmico por Differencial
Scanning Calorimeter (DSC), espectrofotometria no infravermelho
(FTIR) e, a morfologia e distribui¢do de tamanho das particulas por
MEV. As microparticulas também foram adicionadas a 6leo de palma e
girassol e a estabilidade dos mesmos foi avaliada através do Shaal Oven
Test. Os teores mais significativos (p<0,05) para fendlicos totais,
taninos condensados e atividade antioxidante ABTS e DPPH foram
observados no extrato hidroalcodlico (275,24mg GAE.g-'; 319,08mg
CEg'; 1207.62mol TEAC.g' e 1191,69 mg TEAC.g,
respectivamente). As formulagdes contendo 10g de zeina e  0,4g de
extrato aquoso e, 5g zeina e 0,6g de extrato hidroalcodlico
apresentaram maior rendimento e eficiéncia de encapsulagdo. As
microparticulas de zeina com extrato aquoso (MAQ) obtiveram melhor
perfil de liberacdo de compostos fenodlicos € menor densidade. A
determinacdo do angulo de contato indicou que as microparticulas sdo
hidrofobicas, apesar do nticleo hidrofilico. A andlise térmica mostrou
que as microparticulas apresentam comportamento amorfo até a
temperatura de 200 °C e a analise espectrofotométrica  indicou
encapsulagdo dos extratos, com predominio dos grupamentos da zeina.
Através da analise microscopica foi possivel observar que as
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microparticulas apresentaram forma esférica, de superficie lisa,
amassada e com concavidades, sem porosidades, fissuras ou fendas. As
particulas de zeina com extrato aquoso e hidroalcodlico apresentaram
tamanhos médios de 4,93um e 4,81 um respectivamente, indicando que
se encontram na escala micrométrica, sendo a distribuicdo de tamanho
unimodal. Os resultados para o Shaal Oven Test indicaram que as
microparticulas de zeina com extrato aquoso protegeram melhor o 6leo
contra as rea¢des de oxidagao.

Palavras-chave: casca de noz-pecd, atividade antioxidante,
microparticulas, zeina, spray dryer.

1 INTRODUCAO

As reagdoes de oxidacdo em lipidios s3o espontaneas e
inevitaveis e podem prejudicar a qualidade organoléptica dos alimentos,
com implicacdo direta no valor comercial dos produtos (NAWAR,
1993; SILVA, BORGES ¢ FERREIRA, 1998). Contudo, estas reagdes
ndo sdo uma preocupacdo exclusiva das industrias alimenticias, seu
estudo ¢ também amplamente necessario para evitar efeitos indesejaveis
na satude humana (DEL RE e JORGE, 2012).

Desde os anos 80 ha o interesse em encontrar antioxidantes
naturais a fim de substituir os antioxidantes sintéticos, que devem ser
restringidos devido ao potencial de toxicidade (DEGASPARI e
WASZCZYNSKY]J, 2004). Segundo Del Ré e Jorge (2012), a adicao de
extratos de plantas de diferentes tipos e formas pode evitar a
deterioragdo oxidativa em varios sistemas. Entre os extratos estudados
pode-se citar: salvia, orégano, manjericio (ZHENG ¢ WANG, 2001),
genipapo, umbu, siriguela (OMENA et al., 2012), alfarroba (ROSEIRO
et al., 2013), casca da arvore de erva mate (PRUDENCIO et al., 2012) e
casca de noz-pecd (PRADO et al., 2013).

A noz-peca ¢ comercializada descascada, gerando uma grande
quantidade de cascas que sdo usadas como combustivel de caldeira ou
comercializadas para o preparo de cha. Sabe-se que as cascas possuem
maior quantidade de fenolicos totais e taninos condensados do que as
nozes ¢ os extratos obtidos a partir das mesmas apresentam elevada
capacidade antioxidante (VILLARREAL-LOZOYA et al, 2007
PRADO et al., 2013).

A infusdo das cascas a 100 °C ¢é capaz de extrair os compostos
fenolicos da casca de noz-pecd e torna-los disponiveis para o consumo
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(PRADO et al., 2009; RECKZIEGEL et al., 2011; MULLER et al.,
2013). A infusdo de misturas de variedades de casca de noz-peca
analisada por Prado et al. (2013) apresentaram alta capacidade
antioxidante (1723,6 pg/g’ de equivalentes em Trolox), teores
significativos de fendlicos totais (145,41 mg/g” de equivalentes de
acido gélico) e de taninos condensados (39,9 mg/g’ de catequinas
equivalentes). Resultados semelhantes foram obtidos por Villarreal-
Lozoya et al. (2007). Na medicina popular o cha de casca de noz-pecd ¢
empregado para efeito diurético, digestivo, desintoxicante e
hipocolesterolémico (DIVINUT, 2013). Assim como a extracdo aquosa,
a extracdo alcoodlica € uma alternativa simples e eficiente para extrair
compostos fendlicos de vegetais tais como: arruda, camomila, macela,
alcachofra, erva-mate, tanchagem, malva, salvia, capim-limdo, alecrim
(ASOLINI et al., 2006), cravo (MAZZAFERA, 2003) entre outros.

A extragdo assistida por ultrassom é um método simples, barato,
com baixo gasto de energia, capaz de extrair com eficiéncia compostos
bioativos de plantas, como por exemplo, os compostos fendlicos,
cafeina e aminoacidos (Xia, Shan e Wan, 2006; VILKHU et al., 2008;
WANG et al, 2011; AWAD et al., 2012).

Contudo os compostos fenolicos sdo instaveis e facilmente
oxidaveis, havendo a necessidade de proteger estes compostos ativos do
calor, umidade e aumentar sua estabilidade e viabilidade de uso (GIBBS
et al, 1999; CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2003;
REBELLO, 2009). A encapsulagdo dos extratos ricos em compostos
fendlicos pode ser uma alternativa viavel para que sejam protegidos e as
propriedades antioxidantes mantidas, otimizando e viabilizando seu uso
em alimentos (GIBBS et al., 1999; REBELLO, 2009).

A encapsulagdo pode ser descrita como o empacotamento de
uma substancia ativa (enzimas, pigmentos, nutrientes), considerada o
nucleo da capsula (REBELLO, 2009). A parte externa ao nucleo,
chamada de coroa, ¢ formada por um polimero ou uma mistura de
polimeros que recobrirdo o nicleo (KARSA e STEPHENSON, 1993).
O polimero de encapsulagdo pode ter origem natural, semissintética ou
sintética (FINCH, 1993).

A escolha do polimero encapsulante esta intimamente ligada a
qualidade das capsulas e dependera da finalidade, devendo promover a
liberagdo controlada da substincia ativa no meio desejado (FINCH,
1993). Um exemplo de polimero natural para encapsulagdo de
substancias ativas e formag¢ao de microparticulas por spray dryer é a
zeina, uma prolamina presente no endosperma do milho (HOSENEY,
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1991; QUISPE-CONDORI, SALDANA E TEMELLIL 2011; XUE et
al., 2013).

As microparticulas com compostos antioxidantes sdo de grande
interesse tanto na farmacologia quanto na tecnologia de alimentos, ja
que desta forma os compostos ativos ficam protegidos do meio
circundante e ndo sofrem degradagdo por meio da acdo de catalisadores
oxidantes como a luz, o calor e enzimas, ampliando-se a uma gama de
possibilidade de emprego como antioxidante natural (CARVALHO,
GOSMANN e SCHENKEL, 2003; PASIN, AZON e GARRIGA, 2012).
Em alimentos com elevado teor de acidos graxos insaturados o uso de
microparticulas antioxidantes podem prolongar e manter a qualidade
sensorial, as propriedades nutricionais e benéficas a saide por um
periodo maior de tempo (WANASUNDARA e SHAHIDI, 2005;
PASIN, AZON e GARRIGA, 2012; PRADO et al., 2013). Dessa forma,
este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar microparticulas
de zeina com extratos de casca de noz- pecd [Carya Illinoinensis
(Wangenh) C. Koch] obtidas por spray-dryer. As microparticulas
obtidas foram adicionadas a dleos de palma e girassol e a estabilidade
oxidativa dos mesmos foi determinada pelo Shaal Oven Test.

2  MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria prima

Cascas de noz-pecd da variedade Barton, colheita de 2013,
oriunda de lavouras localizadas na regido central do estado do Rio
Grande do Sul.

Zeina de milho comercializada pela Sigma-Aldrich, Brasil.

Oleos de soja e palma fornecidos por empresas produtoras.

Reagentes quimicoss: Reagente fenodlico Folin—
Ciocalteau, acido galico, ABTS [2,2 -azino-bis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)], DPPH  (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), Trolox e vanilina. Os demais reagentes e solventes
utilizados neste experimento foram de grau analitico obtidos da Vetec
Quimica Fina e Sigma—Aldrich.
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2.2 Procedimento experimental

2.2.1 Obtenc¢ao do po da casca de noz-peca para o preparo
dos extratos

As cascas de noz-pecd foram trituradas em processador de
alimentos e secas a 40 °C em estufa com circulagdo de ar (modelo
400/D 200 °C da marca Nova Etica®) por 1 hora. Apds a secagem as
cascas foram moidas em moinho analitico de laboratdrio (modelo A-11
da marca IKA Works®) e o p6 foi peneirado a 60 mesh ASTM com
abertura de 250um (PRADO et al., 2009a). O pd obtido foi torrado a
100 °C por 1 hora em estufa com circulag@o de ar (modelo 400/D 200 °C
da marca Nova Etica®) para otimiza¢do da extragdo de compostos
fenolicos, conforme sugerido por Rodrigues e Pinto (2007) e apds, foi
armazenado em frascos &mbar, com atmosfera de nitrogénio, em freezer
a -24 °C, afim de, preservar as caracteristicas do po para andlises
posteriores.

2.2.2 Obtencao dos extratos (aquoso e hidroalcoolico) de casca de
noz-peca

Para a obtengdo do extrato aquoso de casca de noz-pecd foi
utilizado o método de infusdo assistida por ultrassom sugerido por Xia,
Shi, Wan (2006): 3 gramas do pé da casca de noz-pecd foram
adicionados a 300ml de agua destilada, a uma temperatura de 60 °C e
deixados em infusdo por 60 minutos em ultrassom EGS SHD (Enge
Solutions®) em frequéncia de 40kHz e 250W de poténcia.

A obtencdo do extrato hidroalcodlico de casca de noz-peca foi
realizada através do método sugerido por Xia, Shi, Wan (2006) com
modificagdes: onde 3 gramas do p6 da casca de noz-pecd foram
adicionados a 300ml contendo a propor¢do de 20% de agua ¢ 80%
alcool 95%, a uma temperatura de 60 °C e deixados por 60 minutos em
ultrassom EGS 5HD (Enge Solutions®) em frequéncia de 40kHz e
250W de poténcia.

Apos estes procedimentos cada mistura foi colocada em banho
de gelo, filtrada sob vacuo em papel filtro, marca Whatman 541, 125
mm e concentrada em rota evaporador. O extrato foi seco por spray
dryer da marca BUCHI modelo B-290 (Buchi, Perdizes, Sao Paulo,
Brazil) com temperatura de entrada e saida de 150 °C e 50 °C
respectivamente, com aspirador fixado a 100% e bomba a 25% como
proposto por Prado et al. (2009).
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2.2.2.1 Compostos fendlicos totais

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado
utilizando o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau com algumas
modificagdes (BEAL, 2006; BUDINI, TONELLI e GIROTTI, 1980).
Aliquotas (100 pL) de diluigdes de 2,5 g/l dos extratos foram oxidadas
com 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteuau, a reagdo foi neutralizada
com carbonato de sodio saturado (75g/L; 1,5 ml) e os volumes
completados até 10 ml através da adicdo de agua deionizada. Apds
incubagdo por 2 horas no escuro, a temperatura ambiente, a absorbancia
da solu¢do azul resultante foi medida em espectrofotdmetro (modelo
Spectrophotometer SP 2000 UV, marca Bel Photonics®) a 764 nm. A
quantificacdo foi feita com base em uma curva analitica de acido gélico.
Os resultados foram expressos em mg GAE/g" (equivalente de acido
galico). A andlise foi realizada em triplicata.

2.2.2.2 Atividade antioxidante

Metodo ABTS

O método ABTS [2,2’-azino-bis-(3- etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico)] foi realizado de acordo com Ré et al. (1999) com algumas
modificagdes. Apods o preparo do radical ABTS (7mM - 0,03836g do
reativo ABTS dissolvido em 10 ml de dgua deionizada), foi preparada
uma solugdo de persulfato potassico (2,45 mM - 10 ml de ABTS e 10 ml
de persulfato misturados, homogeneizados e mantidos num frasco ambar
pelo minimo 16 horas protegido da luz). Para o ensaio da amostra, foi
pipetada uma aliquota de 200 pul do radical formado e diluido em 10 ml
de etanol 96° P.A. Medidas de absorbancia em cubetas de 10 mm e em
espectrofotdmetro (modelo Spectrophotometer SP 2000 UV, marca Bel
Photonics®) a 734 nm, foram realizadas para certificacdo da densidade
optica em torno de 0,700 + 0,05. Uma aliquota de 980 pl do radical
diluido foi pipetada e transferida para uma cubeta de 10 mm (1 ml)
procedendo a medida da absorbancia (A754=A,) adicionando
imediatamente 20 pl da amostra e homogeneizando e agitando por
alguns segundos. Trolox foi utilizado como padrio (15
uM=0,13209g/500 ml). O calculo da porcentagem de inibi¢ao do radical
foi realizado pela seguinte formula: % de inibi¢do do radical = (1 —
A¢Ao) x 100, onde, “Ao” ¢ a absorbancia inicial ¢ “A¢’ ¢ a absorbancia
final. Os calculos foram realizados para cada concentracdo de amostras
analisadas de forma que ao obter os resultados se pode realizar uma
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curva dose-resposta. Os resultados foram expressos em pmol TEAC.g"
(capacidade antioxidante equivalente em Trolox) através de uma curva
padrdo, onde a equacdo de regressdo foi a seguinte: y=0,0726x+1,6476
(R?=1). A andlise foi realizada em triplicata.

Método DPPH

O método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), foi realizado de
acordo com Brand-William, Cuvelier e Berset (1995) seguido de
modificagdes conforme Prado et al. (2009a). Ap6s o preparo do radical
(0,1 mM - 0,03943g do reativo DPPH dissolvido em dscl10 ml de
metanol a 80%), foi pipetada uma aliquota de 2,9 ml do mesmo e
colocados para reagir em tubos de ensaio adicionados de 0,1 ml do
extrato. Os tubos de ensaio foram mantidos ao abrigo da luz e, as
medidas de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro (modelo
Spectrophotometer SP 2000 UV, marca Bel Photonics®) a 515 nm apos
30 minutos e 24 horas. Trolox foi utilizado como padrido (150 mg/L). O
calculo da porcentagem de inibi¢ao do radical foi realizado pela seguinte
formula: % de inibi¢do do radical = (1 — A¢/Ao) x 100, onde, “Ao0” ¢ a
absorbancia inicial ¢ “Af¢’ e a absorbancia final. Os calculos foram
realizados para cada concentracdo de amostras analisadas de forma que
ao obter os resultados se pode realizar uma curva dose-resposta. Os
resultados expressos em mg TEAC.g'1 (capacidade antioxidante
equivalente em Trolox) através de uma curva padrdo, onde a equacédo de
regressdo foi a seguinte: y=0,0693x+8,3479 (R>=0,9922). A analise foi
realizada em triplicata.

2.2.2.3 Taninos condensados

A determinagdo do teor de taninos condensados foi realizada de
acordo com Price, Vanscoyoc e Butter (1978) e adaptado por Villarreal-
Lozoya, Lombardini e Cisneros-Zevallos (2007). Foram coletadas
aliquotas de 1 ml de diluigdes de 10g/l dos extratos e colocadas em 2
tubos de ensaio separados (1 para a amostra e outro para o branco).
Ap6s foram adicionados 5 ml do reagente Vanilina (0,5 g de reagente e
200 ml de HCI 4%/metanol) para as amostras, ¢ HCI 4%/metanol para o
branco. Os tubos de ensaio foram mantidos ao abrigo da luz por um
periodo de 20 minutos e as medidas das absorbancias foram realizadas
em espectrofotdmetro (modelo Hitachi UV specthophotometer, U-1800)
a 500nm. Os resultados foram expressos em mg CE.2"' (mg equivalente
de catequina/ g amostra desengordurada) através de uma curva padrio,
onde a equagdo de regressdo foi a seguinte: y=0,0004x-+0,0187
(R?=0,9924). A analise foi realizada em triplicata.
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2.2.3 Formulacio das Microparticulas de zeina com extratos de
casca de noz-peca

2.2.3.1 Planejamento experimental

Para a formulacdo das microparticula de zeina com extrato de
casca de noz-peca seguiu-se um planejamento fatorial 2%, com dois
fatores (concentragdo de zeina e extrato para 100 ml de etanol 85%) e
dois niveis principais (-1 e +1) com triplicata do ponto central,
totalizando 7 experimentos para cada extrato, finalizando em 14
experimentos. Os niveis codificados e a distribuigdo dos experimentos
para secagem em spray dryer sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Niveis codificados e distribuigdo dos experimentos para
realizagdo no spray dryer.

Fatores Niveis
-1 0 +1
Zema* 3 10 15
Extratos™ 0.2 0.4 0.6
Amostras Zeina Extratos Zeina Extratos
1 -1 -1 5 0.2
2 1 -1 15 0.2
3 -1 1 5 0.6
4 1 1 15 0.6
5 0 0 10 0.4
6 0 0 10 0.4
7 0 0 10 0.4

*Massa de zeina + Massa de extrai(;apc‘)riOOml de etanol 85%.
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2.2.3.2 Microencapsulaciio por Spray dryer

O processo de microencapsulagdo foi realizado utilizando a
técnica de secagem por spray dryer. Para isto, solubilizou-se
primeiramente a zeina em 80 ml de etanol 85% em agitador magnético
por 18 horas; o extrato seguiu em agitador com 20 ml de etanol 85% por
30 minutos. A mistura da zeina e do extrato previamente solubilizados
em alcool foi homogeneizados em Ultra-turrax (modelo T25 digital,
marca IKA) a 5000 RPM por 4 minutos, como o descrito por Quispe-
Condori, Saldafia e Temelli (2011) com modificagdes.

A mistura, sob agitagdo magnética, foi seca em spray dryer
utilizando um mini atomizador da marca BUCHI modelo B-290 (Buchi,
Perdizes, Sdo Paulo, Brazil) com temperatura de entrada de 120 °C, 40
°C de saida e bomba a 30%. Apds o procedimento de secagem as
amostras foram armazenadas em vidros &mbar em freezer a temperatura
de —24 °C.

Os experimentos foram realizados de forma aleatéria em dois
dias para minimizar a chance de erros sistematicos.

2.2.4 Caracterizaciao das microparticulas obtidas
2.2.4.1 Rendimento de obtencio do processo
O rendimento do processo foi determinado através da massa de
microparticulas obtida em fungdo da massa total de ingredientes
utilizados, como o proposto por Mayya, Bhattacharyya e Argillier
(2003) através da equagdo (1):
Rendimento = (massa microparticulas / massa total) * 100 €))
2.2.4.2 Eficiéncia de encapsulacio

Para verificar a eficiéncia da incorporagdo do extrato as
microparticulas de zeina, foi utilizado o método de Follin-Ciocalteau
conforme o proposto por Saénz et al. (2009). A eficiéncia de
encapsulagdo (EM) foi calculada através da equagdo (2) proposta por
Velasco et al. (2006):
EM = (extrato encapsulado / total de extrato) * 100 2)

Onde: Extrato encapsulado = extrato total — extrato superficial
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Determinacgdo do extrato superficial

Para a extragdo do extrato superficial, as microparticulas foram
submetidas a uma lavagem em acetona, que possui afinidade com os
extratos e nao com a zeina. Desta forma, foram pesados 0,05 gramas das
microparticulas e acondicionadas em filtro marca Whatman 541, 125
mm e lavadas com 1 ml de acetona quatro vezes. O filtrado foi utilizado
para a determinagdo do extrato superficial, obtido pela quantidade de
acido galico encontrado na amostra pelo método de Follin Ciacoulteau
utilizando um aparelho espectrofotdometro (modelo Spectrophotometer
SP 2000 UV, marca Bel Photonicsem) em um comprimento de onda
754 nm e relacionado com uma curva de calibragdo previamente obtida
onde a concentragdo de acido galico foi linear em uma faixa de 0 a 1000
mg/l e a equacdo de regressdo da curva de calibragio média foi a
seguinte: y = 0,0011x — 0,0299 (R?>=0,9974). Todas as amostras foram
feitas em triplicata.

Determinacado do extrato total

Para a extracdo total do extrato contido nas microparticulas foi
utilizado o método modificado de Velascos et al. (2006) e de Quispe-
Condori, Saldafia e Temelli (2011). A microparticulas foram abertas em
etanol: 0,05 gramas das microparticulas foram transferidas para um tubo
e adicionado 2 ml de etanol 85% (capaz de solubilizar a zeina). O tubo
foi transferido para ultrassom EGS S5SHD (Enge Solutions®) em
frequéncia de 40kHz e 250W de poténcia por 15 minutos a uma
temperatura de 40 °C. Apos, foi realizada a evaporagdo a vacuo do
etanol por rota evaporador a 20 RPM e 60 °C. Com as microparticulas
abertas, adicionou-se 4 ml de acetona para a extracao do extrato contido
na amostra ¢ deixadas 15 minutos em repouso. A parte liquida foi
retirada com o auxilio de uma pipeta e foi utilizada para a determinagdo
do extrato total, obtida pela quantidade de acido galico encontrado na
amostra pelo método de Follin Ciacoulteau utilizando um aparelho
espectrofotdmetro (modelo Spectrophotometer SP 2000 UV, marca Bel
Photonicsem) em um comprimento de onda 754 nm e relacionado com
uma curva de calibragdo previamente obtida onde a concentracdo de
acido galico foi linear em uma faixa de 0 a 1000 mg/l e a equacédo de
regressdo da curva de calibragdo média foi a seguinte: y=0,0011x —
0,0299 (R?=0,9974). Todas as amostras foram feitas em triplicata.
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2.2.4.3 Liberacao

O teste de liberagdo das microparticulas foi determinado pelo
contetido de fenolicos liberados em um intervalo de 19 dias, quando
houve equilibrio na concentragio de fenolicos.

Conforme o proposto por Arcan e Yemenicioglu (2011), foi
utilizada uma concentragdo de 3500 ppm de microparticulas em agua
destilada a 20 + 2 °C (temeperatura ambiente) em um becker protegido
da luz e mantidos em agitacdo por agitador magnético (80 RPM).
Aliquotas de 100ul da solucdo foram retiradas diariamente para analise
pelo método de Follin Ciacoulteau utilizando um aparelho
espectrofotdmetro (modelo Spectrophotometer SP 2000 UV, marca Bel
Photonicsem) em um comprimento de onda 754 nm e relacionado com
uma curva de calibragdo previamente obtida onde a concentragdo de
acido galico foi linear em uma faixa de 0 a 1000 mg/l e a equacédo de
regressdo da curva de calibragdo média foi a seguinte: y=0,0011x —
0,0299 (R>=0,9974).

2.2.4.4 Analise de cor

A analise da cor foi realizada no Laboratorio de Propriedades
Fisicas dos Alimentos (PROFI), Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.
Através de colorimetro (Mini Scan EZ, modelo 4500 L, Hunter Lab)
previamente calibrado. A escala de cor CIELab foi usada para medir os
parametros L*, a* e b*. Na escala CIELab, o pardmetro L* varia de 0 a
100, indicando uma variagdo de cor do preto ao branco. Ja o parametro
a* mostra a variagdo do vermelho ao verde [-80 até zero = verde (-a*),
de zero a +100 = vermelho (+a*)], enquanto o b* pode variar do
amarelo ao azul [-100 até zero = azul (-b*), de zero a +70 = amarelo
(+b*). Também foram determinados o C* (chroma), que indica a
saturacdo da cor (propor¢ao que a cor estd misturada com o branco,
preto ou cinza) e, H, que corresponde a tonalidade ou matriz, expressa
em angulos (0° = vermelho, 90° = amarelo, 180° = verde e 270° = azul,
equivalentes ao +a, +b, -a e —b respectivamente).

2.2.4.5 Densidade
A densidade das microparticulas foi determinada no

Laboratorio de Termodinamica e Extracdo Supercritica (LATESC) do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
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Universidade Federal de Santa Catarina; através de Picnometria por gas
Hélio em equipamento Micromeritics Accu Pyc 11 1340 Gas
Picnometer® com uso do Software 1340 Accu Pyc®. Foram pesados
entre 2— 3,5 g de amostra, preenchendo 2/3 da céapsula de aluminio e
compactando a amostra com auxilio de um bastio de vidro.

2.2.4.6 Angulo de contato

Producao de pastilhas contendo as microparticulas

Foi necessaria a produgdo de pastilhas das microparticulas para
a determinacdo do angulo de contato, desta forma, obteve-se uma
superficie plana para a deposi¢do dos solventes liquidos testados no
gonidmetro. Para a producdo de pastilhas, foi utilizado
aproximadamente 200 mg de amostra submetida a uma prensa a uma
pressdo de 1 tonelada por 1 minuto. As pastilhas foram feitas no
Laboratorio de Controle de Qualidade, do Programa de Pds-Graduagao
em Farmacia, da Universidade Federal de Santa Catarina.

Determinacio do Angulo de Contato

A determinacdo do amgulo de contato foi realizada no
Laboratério de Reologia de Alimentos, do Progrma de Pés-graduacgio
em Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de Santa Catarina.
O método utilizado para medir o angulo de contato das microparticulas
de zeina e extratos de casca de noz-pecd foi o da gota séssil, onde por
meio de uma seringa, uma gota do liquido padrio foi aplicada sobre a
superficie da pastilha de microparticulas a ser caracterizada. O angulo
estatico que esta gota realizou com a superficie, através da inclinagdo da
tangente, foi calculado. A média dos angulos esquerdo e direito de cada
gota foi obtida para o valor do angulo de contato. Foi utilizado o
gonidmetro modelo OCA 15EC (Filderstadt, Germany) acoplado com
sistema processador de imagem de alta resolugdo Data Physics
Instruments.

Foram utilizadas uma gota de cada liquido padrdo: agua
deionizada (yT = 72,8 Mn/m, yd = 21,8 mN/m, v* = 51,0 mN/m),

formamida (y© = 58.0 mN/m, y9 = 39.0 mN/m, vP = 19.0 mN/m) e
diiodometano (y' = 50,8 mN/m, yd = 50,8 mN/m, y* = 0 mN/m), no
volume de 5 pL, 4 pL e 0,8 pL, respectivamente. Os ensaios foram
realizados em temperatura ambiente ¢ em triplicata.
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Determinacgdo da Energia Livre Superficial

A energia livre superficial e suas componentes (polar e
dispersiva) foram calculadas pelo modelo de Owens-Wendt, conforme a
Equacdo 3. A energia livre superficial total de um soélido, pode ser

. . d
expressa como a soma do componente dispersivo, ¥y , € polar,}*f_

(Equagdo 4).

yL(1+ cos) =2 (JV‘EY% + J}f?ﬁﬁ ) (3)

Onde y; ¢ a tensdo superficial do liquido.
rE=ri+ vk (4)

2.2.4.7 Analise térmica dos extratos hidroalcoélico e aquoso e zeina
por Calorinetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Os estudos de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram
realizados no Laboratério de Controle de Qualidade, do Programa de
Pé6s-Graduagdo em Farmdicia, da Universidade Federal de Santa
Catarina.

As curvas de DSC foram obtidas em um equipamento
Shimadzu DSC-60 Differencial Scanning Calorimeter (Shimadzu®,
Kyoto, Japdo) calibrado com padrao referéncia de indio puro (99,99%).
Aproximadamente 2 mg das amostras em pd foram pesadas em céapsulas
de aluminio. Para os extratos foi feita uma varredura no intervalo de 25-
500 °C, com fluxo de calor de 10 °C/min, sob atmosfera de ar de
100ml/min conforme o proposto por Barbosa Junior (2007) com
modificagdes.As amostras com zeina foram submetidas a um pré-
aquecimento a 120 °C para eliminacdo da histéria térmica. A amostra foi
aquecida novamente até 200 °C com uma taxa de aquecimento de 10
°C/min e fluxo de nitrogénio de 100mL/min, conforme Corradini (2004)
com modificacdes.
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2.2.4.8 Analise espectrofotométrica no infravermelho (FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada na Central de Analises do
Departamento de Quimica, na Universidade Federal de Santa Catarina.

Espectros das amostras de extratos (hidroalcoolico e aquoso),
microparticulas de zeina carregadas com os extratos ¢ da zeina pura
foram obtidos em um espectrofotometro FT-IR / NIR Spectrometer
Frontier (PerkinElmer®) na faixa de 4000-650cm™ na regido espectral
do infravermelho, em temperatura ambiente.

2.2.4.9 Morfologia e tamanho das microparticulas

A morfologia da superficie das amostras e o tamanho das
microparticulas foram avaliados através de um microscopio eletronico
de varredura (MEV) Philips XL-30. As amostras foram aderidas a stubs
e previamente recobertas com uma fina camada de ouro antes da
obtencdo das micrografias. A tensdo utilizada foi de 5 a 15 kV nos
aumentos de 500, 1500 e 3000.A distribuicdo de tamanho foi obtida por
analise das micrografias por MEV com auxilio do software Quantikov
Image Analizer.

2.2.4.10 Aplicacao das microparticulas em 6leo vegetal e analise de
Shaal Oven Test

A atividade antioxidante das microparticulas de extratos de
casca de noz-pecd com zeina foi verificada comparando-as com a acao
do antioxidante sintético (TBHQ — tercbutilhidroquinona) através do
Shaal Oven Test. Foram adicionados em 6leo de palma e de girassol o
antioxidante sintético TBHQ nas propor¢des de 100 ppm e 200 ppm,
teor maximo permitido em oleos conforme a legislagdo brasileira
(BRASIL, 2005); o valor em ppm das microparticulas foi calculado com
base no estudo de Ribeiro (2013) para 1000 ppm de extrato em cada
amostra. Os resultados obtidos foram comparados com um tratamento
controle sem a adi¢do de microparticulas ou antioxidante sintético.

Teste de estufa (oxidagdo acelerada — Shall Oven Test)

As amostras de 6leo (140 gramas) foram mantidas dentro de um
béquer em estufa com circulagdo de ar a 65°C durante 15 dias, onde
foram retiradas aliquotas de amostras em intervalos de tempo
estabelecido de 2 dias. Foram determinados os pardmetros de oxidagao
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através da analise do indice de peréxidos, determinado através do
método da AOCS (2004), Cd 8 — 53, nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ¢
14 dias.

2.2.5 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software
Statistica®. Os dados foram submetidos a analise de varidncia de
comparacdo de médias ANOVA/ testes de Tukey (p<0,05). Todos os
ensaios foram realizados em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Compostos fendlicos totais, Taninos condensados e Atividade
antioxidante (ABTS e DPPH)

Na Tabela 2 podem ser observados os resultados obtidos para
compostos fenolicos totais, taninos condensados e capacidade
antioxidante nos extratos aquoso e hidroalcodlico da casca de noz-peca.

Tabela 2. Teor de compostos fenolicos totais, taninos condensados e
capacidade antioxidante nos extratos aquoso e hidroalcodlico de casca
de noz-peca.

Extrato Aquoso  Extrato Hidroalcodlico

FT (ng GAE.g?) 186,02 = 2,312 27524 = 41,88b
TC (mg CE.g) 35,16 £ 0,722 319,08 = 16,49b
CA 4BTS (mo] TEAC.g')  1108,5 +27,77° 1207.62 + 7,68P

CA DPPH (mg TEAC.g 1) 1130,79 £6,0372 119169 = 10,18

FT = Fenolicos totais — mg GAE.g" (equivalentes em 4cido galico); TC
= Taninos Condensados - mg CE.g" (equivalentes de catequina); CA
ABTS — (Capacidade Antioxidante (ABTS) - mol TEAC.g" (atividade
antioxidante equivalente em Trolox); e CA "™ = Capacidade
Antioxidante (DPPH) - mol TEAC.g'1 (atividade antioxidante
equivalente em Trolox). Letras iguais na mesma linha ndo apresentam
diferenca significativa (p < 0,05) no teste de Tukey.

O extrato hidroalcoolico apresentou valores significativamente
maiores para o teor de fenodlicos totais, taninos condensados e
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capacidade antioxidante por ABTS e DPPH quando comparado ao
extrato aquoso.

Ribeiro (2013) e Prado (2013) analisaram o conteudo de
compostos fendlicos totais do extrato aquoso de casca de noz-pecad e
obtiveram 93 mg GAE.g" ¢ 590,78 mg GAE.g", respectivamente, ¢ o
presente estudo 186,02 mg GAE.g"', indicando variagdes nos teores de
fenolicos. Conforme Singanusong et al.(2003), podem ser encontradas
variagdes dos valores de composi¢do das nozes pela variedade,
maturagdo e localiza¢@o geografica da nogueira.

Villarrreal-Lozoya, Lombardini e Cisneros-Zevallos (2007),
reportaram teor para extragdo de fenolicos totais com acetona e agua
(70:30, v/v) da casca de noz-peci de 80,64 mg GAE.g"'. Esse valor foi
inferior ao encontrado tanto para o extrato aquoso e hidroalcodlico no
presente trabalho e nos estudos de Prado (2008, 2013).

Com relagdo ao teor de taninos condensados, Prado (2013)
obteve 48,7 mg CE.g"'; Prado (2008) obteve 43,4 mg CE.g"; e Ribeiro
(2013) 46 mg CE.g", resultados superiores ao encontrado no extrato
aquoso deste estudo (35,16 mg CE.g'l), porém inferiores ao encontrado
no extrato hidroalcodlico (319,08 mg CE.g™"), sugerindo que a presenca
do 4alcool aumentou significativamente a extragdo de taninos
condensados da matriz de casca de noz-pecd. Resultados semelhantes
para taninos condensados da casca de noz-pecad foram encontrados por
Villarrreal-Lozoya, Lombardini e Cisneros-Zevallos (2007), que obteve
42 CE.g" na extragdo aquosa e 634 CE.g" utilizando a extragio com
acetona e agua.

Prado (2013) avaliou a atividade antioxidante da infusdo de
casca de noz-peca da variedade Barton, safra 2010 e obteve resultados
superiores aos encontrados neste estudo para a capacidade antioxidante
por ABTS e DPPH (4124,83 mol TEAC.g" e 1210,97 mg TEAC.g"
respectivamente). No estudo de Prado (2008) foram reportados teores de
385,1 mg TEAC.g" (infusdo 30 minutos) e 572,2 mg TEAC.g'1 (infusdo
24 horas) para a capacidade antioxidante por DPPH do cha de casca de
noz-peca, valores inferiores aos encontrados no presente estudo.

Ribeiro (2013) também avaliou a atividade antioxidante do
extrato aquoso de casca de noz-pecd e reportou valores inferiores ao do
presente estudo para capacidade antioxidante por DPPH (293 mg
TEAC.g'l). Ja para capacidade antioxidante por ABTS, o teor
encontrado por Ribeiro (2013) (1257 mol TEAC.g'l) esteve proximo ao
encontrado no extrato hidroalcodlico deste estudo.



73

3.2 Rendimento de obtencio do processo

Na Tabela 3 podem ser observados os resultados para o
rendimento do processo de secagem por spray dryer da zeina com
extratos aquoso ¢ hidroalcodlicos.

Tabela 3. Rendimento do processo de secagem por spray dryer.

Microparticulas de Microparticulas de
Zeina e extrato Zeina e extrato aquoso
hidroalcoolico

Amostra Rendimento Amostm Rendimento

1AL 68,31%: 1AQ 68.03%2
2AL 52,35% 2A 59,55%2
3AL 66,43%2 3AQ 65,80%2
4AL 56,71%: 4AQ 53,55%:
5AL 63,63% 5AQ 68,55%2
6AL 64,60%: 6AQ 74,28%2
7AL 64,83% 7AQ 75,87%:2

AQ: Amostras contendo extrato aquoso de casca de noz-peca; AL:
Amostras contendo extrato hidroalcoolico de casca de noz-peca . Letras
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05)
quando analisados pelo teste de Tukey.

De acordo com a analise estatistica ndo foi observada diferenga
significativa entre os rendimentos obtidos para as amostras estudadas.

Quispe-Condori, Saldafia e Temelli (2011) reportaram valores
de eficiéncia entre 65,8 e¢ 78,76% na microencapsula¢do de 6leo de
linhagca com zeina em spray dryer, resultados semelhantes obtidos no
presente estudo. Xue et al. (2013) obteve rendimentos entre 67,4 ¢
76,1% para microencapsulagdo de oleorresina de tomate utilizando
zeina como material de parede. Zou et al. (2012) reportaram
rendimentos entre 55,5 a 82,2% na nanoencapsulagdo de procianidinas
de oxicoco com zeina.
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3.3 Eficiéncia de Encapsulacio

A eficiéncia de encapsulacdo, assim como os resultados da
extragdo superficial e total das microparticulas de zeina com extrato
aquoso (AQ) e hidroalcodlico (AL) estdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da extragdo superficial, extragdo total e eficiéncia
de encapsulacdo das microparticulas de zeina com extrato aquoso (AQ)
e hidroalcoolico (AL).

Amostra Acido galico superficial Acido galico total EE (%0)
(mg de dc. gdlico por 0,05g de  (mg de dc. gdlico por 0.05g de

amostra) amostra)
1AQ 1,071+ 0,24 1,40 = 0.09 23,74
2AQ 0.78=0.20 1.22+0.14 36,192
JAQ 0.88+0.23 1,16 £ 0,12 24,3820
4AQ 0,70 = 0.14 0.98 = 0,08 28 88k
3AQ 0.66 = 0.06 1,14 = 0.08 41 8620
6AQ 0.71+0.10 1,22 023 41 43
TAQ 0,56+ 0,03 1,41+0,09 59,90P
1AL 0,77+ 0,16 1,24 £ 0,07 37,92
2AL 0,65+ 0,07 1,04 £ 0,02 37,28
3AL 0,73 + 0,06 1,62+0.22 54,53
4AL 0,64 = 0.10 1412006 54,14
SAL 063011 1,532 0,06 38,57
6 AL 0.69= 0,04 1.47+0.25 52,7420
7AL 0.87+0.18 1,39=0.17 37 4420

AQ: Amostras contendo extrato aquoso de casca de noz-pecd; AL:
Amostras contendo extrato hidroalcoolico de casca de noz-pecd; EE:
Eficiéncia e encapsulagdo. Valores apresentados com média + desvio
padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa (p<0,05) quando analisados pelo teste de Tukey.

De acordo com os resultados obtidos as amostras a amostra
7AQ apresentou eficiéncia de encapsulagdo significativamente maior
que as demais (59.9%). A amostra 1AQ apresentou eficiéncia de
encapsulagdo significativamente menor que as demais e as amostras
restantes ndo apresentaram diferencas significativas quando comparadas



75

com as amostras 7AQ e 1AQ. Desta forma as amostras que
apresentaram a maior eficiéncia (7AQ, e 3AL ) foram caracterizadas.

Maciel (2014) reportou, para microparticulas de zeina
carregadas de timol e obtidas por spray dryer valores de eficiéncia de
microencapsulagdo inferiores aos encontrados no presente estudo (entre
13,5 ¢ 27%).

Quispe-Condori, Saldafia e Temelli (2011) obtiveram resultados
superiores para a eficiéncia de encapsulacdo de microparticulas de zeina
carregadas com o6leo de linhaga, (entre 32,68 e 93,26%). Luo et al.
(2008) na microencapsulacdo de alfa tocoferol com zeina e quitosana,
reportaram 76,6 a 87,7% de eficiéncia de encapsulacdo e, Xue et al.
(2013) com microencapsulacdo de oleorresina de tomate e zeina
obtiveram valores de eficiéncia superiores ao presente estudo (entre 74,1
e 91,5%).

3.4 Liberacao

Os perfis de liberagdo das microparticulas de zeina contendo
extrato aquoso e hidroalcodlico de casca de noz-pecd foram avaliados
em meio aquoso através da quantificacdo de compostos fenolicos pelo
método de Follin Ciacoulteau e os resultados obtidos podem ser
observados na Figura 1.
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Figura 1. Perfil de liberagdo de compostos fendlicos das MAL e MAQ
ao longo de 19 dias. Onde MAL: Microparticulas de zeina com extrato
hidroalcodlico de casca de noz-pecd; MAQ: Microparticulas de zeina
com extrato aquoso de casca de noz-peca.

O vperfil de liberagdo dos compostos fendlicos das
microparticulas de zeina com extrato aquoso e hidroalcodlico de casca
de noz-pecd pode ser caracterizado como bifasico, ou seja, de duas
etapas, uma rajada inicial, ou lancamento cumulativo, seguido por
subsequente liberagdo continua. Nota-se liberag¢do de compostos
fendlicos acentuada no dia 1, principalmente nas MAL. Entre os dias 3 e
4 foi observado um equilibrio na liberagdo, sendo esta fase inicial
atribuida aos extratos presentes na superficie das microparticulas.

Um aumento na liberagdo de fenolicos ¢ observado apds o
quarto dia principalmente nas MAQ, que liberaram 2,35 vezes mais
compostos fendlicos quando comparadas as MAL.

O platd de liberagdo ocorreu a partir do 11° dia para as MAL e,
a partir do 16°dia para as MAQ. No estudo de liberagao de fendlicos de
Arcan e Yemenicioglu (2011) para filmes de zeina carregados de
compostos fendlicos, os filmes manteram liberagdo até o 13° dia.
Conforme estudo de Luo et al. (2011), a quantidade de zeina utilizada na
formulacdo das microparticulas esta relacionada com o perfil de
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liberagdo, sendo que menores propor¢cdes de zeina resultam em
langamento cumulativo superior. Estes resultados estdo de acordo com o
obtido no presente estudo, uma vez que as MAL, com metade da
quantidade de zeina apresentada pelas MAQ, obtiveram liberagdo
superior nos primeiros dias de ensaio.

3.5 Cor

Na Tabela 5 podem ser os dados obtidos para a andlise
instrumental da cor das microparticulas de zeina contendo extrato
aquoso (MAQ), microparticulas de =zeina contendo extrato
hidroalcodlico (MAL), extrato aquoso, extrato hidroalcodlico e zeina
pura.

Tabela 5. Andlise instrumental da cor das microparticulas de zeina
contendo extrato aquoso (MAQ), microparticulas de zeina contendo
extrato hidroalcoodlico (MAL), extrato aquoso, extrato hidroalcodlico e
zeina pura.

Parimetro Zeina Extrato Extrato MAQ MAL

de cor aguoso hidroal-

coolico

L* 78,770,308 47,39+0,08¢ 50,45+0,.21c 74,44=0,33% 71,31+0,20%
a* 7.60=0,04* 16,42+ 0,028 15,34+0,06° 6,09+ 0,094 7.14+0,13
b* 49,74£020° 22.41+0,01> 19,930,090 2420+0,12¢ 22,18%0,07°
C* 50,32+£0,21* 27,79+0,02b 25,15+0,11c 25,04=0,14c 23,30=0,11¢
H* 81,31+£0,02*0  53,76+0,03® 5241+£0,03¢ 7592+£0,16¢ 72,15+0,24¢

MAQ: Microparticulas de zeina com extrato aquoso de casca de noz-
pecd; MAL: Microparticulas de zeina com extrato hidroalcodlico de
casca de noz-pecd. Valores com letras iguais na mesma linha ndo
apresentam diferenca significativa (Tukey, p < 0,05).

De acordo com os resultados obtidos, a zeina e as
microparticulas MAQ e MAL apresentaram valor de luminosidade (L*)
sem diferenca significativa (p < 0,05) e maiores que 0s extratos aquoso e
hidroalcodlico, sugerindo que a zeina oferece variagdo de coloragdo
mais proxima ao branco as microparticulas. Pode-se observar também
que a zeina ndo sofre alteracdo na luminosidade apds a secagem por
spray dryer, como € o caso das microparticulas.

Para variacdo de cor verde ao vermelho (a*), todas as amostras
situam-se nos tons avermelhados, sendo os extratos as amostras mais
vermelhas. Conforme Senter e Forbus (1978) e Prado (2008) a coloragio
vermelho-marrom da noz-pecd tem relagdo a presenca de flabeno
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(pigmento vermelho) derivado dos taninos condensados, e a mudanca de
tons esta relacionada a oxidag@o desses pigmentos.

Para a variagdo da cor azul ao amarelo (b*), as amostras
tenderam ao amarelo. A zeina pura apresentou maior tendéncia ao
amarelo quando comparada as demais amostras. A zeina € a proteina do
milho, e segundo Graner (1946) a coloracdo amarela do milho ¢
oferecida pelas xantofilas, pigmento pertencente aos carotenoides.

Com relagdo a saturac@o da cor (C*) a amostra de zeina
pura obteve o valor superior (50,32) e as amostras de extrato
hidroalcodlico e as microparticulas de zeina com extrato aquoso (MAQ)
ndo apresentaram diferenga significativa.

Através da analise do pardmetro H, indicador da tonalidade ou
matriz, a amostra de zeina pura (81,31) obteve o maior angulo, seguida
pelas microparticulas aquosa (75,92) e hidroalcodlica (72,15). Prado et
al. (2013) obteve 54,73 para o pardmetro de cor H do extrato aquoso de
casca de noz-pecd Barton seco por spray dryer, valor semelhante ao
encontrado no presente estudo para o mesmo extrato (53,76), além disto,
houve semelhanga para o parametro L*, indicando que os extratos
aquosos de ambos os estudos se encontram em proximidade de
tonalidade e luminosidade.

3.6 Densidade

Na Tabela 6 podem ser observados os dados obtidos para o
volume médio e densidade média para as microparticulas obtidas em
spray dryer, para os extratos aquoso e hidroalcodlico, e para a zeina
pura.

Tabela 6. Valores de volume e densidade para as microparticulas,
extratos e zeina.

Amostra Volume meédio (em?) Densidade meédia (g/em?)
Extrato hidroalcodlico 1.4305 £ 0,0034° 1,4784 = 0,0035*
Extrato aquoso 2.0634 =0.0019* 1,5425 £0,0015°
MAL 1,7705 + 0,0028 1,2873 £ 0,0020¢
MAQ 1,8588 = 0,0019° 1,2625 = 0,0013¢
Zeina 2,3380 < 0,0007° 1,2868 = 0,0004¢

MAL: Microparticulas de zeina com extrato hidroalcodlico de casca de
noz-pecd; MAQ: Microparticula de zeina com extrato aquoso de casca
de noz-pecd. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa (p< 0,05) quando analisados pelo teste de Tukey.
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De acordo com a Tabela 7, as microparticulas com extrato
aquoso apresentaram valor significativamente inferior (p<0,05) para
densidade. Nao houve diferenca entre a densidade das microparticulas
contendo extrato hidroalcoodlico (1,28 g/cm®) e a zeina pura (1,28
g/cm?), indicando que a densidade maior encontrada nos extratos (1,47 e
1,54 g/cm?®) ndo interferiu na formacdo de microparticulas menos
densas, o que pode ser observado também nas microparticulas contendo
extrato aquoso (1,26 g/cm?).

Em relacdo ao volume médio, ndo houve diferenca significativa
entre as microparticulas, os extratos e a zeina.

3.7 Angulo de Contato

A medida do éangulo de contato entre a superficie das
microparticulas com liquidos de diferentes polaridades pode indicar a
hidrofobicidade ou a hidrofilicidade do material. Na Tabela 7 é possivel
observar os angulos de contato ¢ a energia livre superficial das
microparticulas de zeina com extrato aquoso e hidroalcodlico de casca
de noz-peca.

Tabela 7. Resultados para o angulo de contato, energia livre superficial
total, dispersiva e polar utilizando o modelo de Owens-Wendt.

Angulo de Contato Modelo Owens-Wendt
Amostra H20 Formamida | Diiodometano | yI (Mn/m) | ¥ (Mn/m) | y° (Mn/m)
MAL | 83,54 %3,50° | 62,44 = 1,42 | 40,30 = 2,06° 39,34 131 38,04
MAQ | 88,48 £2,89° | 56,66 = 1,44° | 41,05 £ 1,87° 40,72 1,35 39,36

MAL: Microparticulas de zeina com extrato hidroalcodlico de casca de
noz-pecd; MAQ: Microparticulas de zeina com extrato aquoso de casca
de noz-pecd. y': energia livre superficial total; y°: componente
dispersivo; y': componente polar. Valores apresentados como média +
desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa (p< 0,05) quando analisados pelo teste de Tukey.

Observando a Tabela 7, podemos considerar que as
microparticulas de zeina com extrato aquoso e hidroalcodlico de casca
de noz-peca sdo pouco hidrofilicas por apresentarem angulo de contato
para a agua iguais a 88,54 £ 3,5 e 88,48 £ 2,89 para MAL ¢ MAQ,
respectivamente.

Os valores de angulo de contato com a 4gua estdo de acordo
com a literatura para a zeina. De acordo com Shukla e Cheryan (2001) a
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zeina apresenta hidrofobicidade a dgua e conforme Maciel (2014) o
angulo de contato da zeina com a agua ¢ de 93,71°, o que confirma a
caracteristica hidrofobica. Estes resultados demonstram que a presenga
dos extratos nas microparticulas e o processo de spray dryer pouco
influenciam nas medidas de angulo de contato, preservando as
caracteristicas da zeina.

As caracteristicas hidrofobicas das microparticulas sdo
confirmadas através dos angulos de contato obtidos para a formamida e
para o diiodometano. O mesmo ocorre nos valores encontrados para a
energia livre superficial calculada pelo modelo Owens-Wendt, que
apresentou valores superiores para o componente dispersivo (apolar)
tanto para as microparticulas de zeina com extrato aquoso (39,36) e
hidroalcodlico (38,04). Estes dados estdo em consonancia com o estudo
de Maciel (2014) que obteve 37,1 para o componente dispersivo de
microparticulas de zeina carregadas com timol.

3.8 Analise térmica por Calorimetria Diferencial Exploratéria
(DSO)

As medidas para obten¢do das curvas de DSC da zeina,
microparticulas e extratos foram realizadas em um calorimetro e os
resultados estdo dispostos na Figura 2.
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Figura 2. Curvas de DSC para a zeina pura, MAL, MAQ, extrato aquoso
e extrato hidroalcodlico de casca de noz-pecd. Onde: MAL=
Microparticulas de zeina com extrato hidroalcoolico de casca de noz-
peca; MAQ=Microparticulas de zeina com extrato aquoso de casca de
noz-peca.

Analisando os resultados obtidos para o DSC, é possivel
observar que a zeina demonstra-se um pé amorfo, estavel termicamente,
em consondncia com Shukla e Cheryan (2001). O DSC da zeina foi
similar ao das microparticulas de zeina com extrato aquoso e
hidroalcoodlico de casca de noz-pecd, indicando a estabilidade térmica
dos compostos fendlicos presentes nos extratos microencapsulados até
200 °C. Este fato é confirmado quando realizado o DSC apenas para os
extratos.

Os extratos de casca de noz-pecd mantiveram-se integros
termicamente até aproximadamente 240 °C. Ambos os extratos
obtiveram uma endoterma proximo a 100 °C relativo a evaporagdo de
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agua. O extrato hidroalcodlico apresentou um pico endotérmico proximo
a 250 °C indicando o ponto de fusdo e, a exoterma observada apos esta
temperatura pode ser atribuida a fusdo e oxidacdo do material
evaporado. J& o extrato aquoso apresentou uma endoterma seguida de
picos exotérmico proximo aos 490 °C o que pode indicar o ponto de
cristalizagdo.

Barbosa Junior (2007) no estudo do uso de taninos na sintese de
polimeros fenodlicos reforgados com material vegetal, identificou através
de analise de DSC, Termogravimetria (TG) e Termogravimetria
Derivada (dTG) que a decomposicao de fenolicos ocorre entre 500 e 600
°C, a dos anéis fenolicos dos taninos comecam a 450 °C e a matriz
celulésica a partir de 200 °C. Resultados condizentes aos encontrados
neste estudo nos extratos aquoso ¢ hidroalcoolico de casca de noz-peca,
que possuem matriz vegetal rica em compostos fendlicos e taninos
condensados.

3.9 Analise espectrofotométrica no infravermelho (FTIR)

Na figura 3 podem ser observados os espectros de FTIR
(Fourier transform infrared spectroscopy) para a zeina pura, extrato
hidroalcodlico de casca de noz-pecd, microparticulas de zeina com
extrato hidroalcoolico (MAL), extrato aquoso e microparticulas de zeina
com extrato aquoso de casca de noz-peca (MAQ).
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Figura 3. Espectro FTIR da zeina, extrato hidroalcodlico, MAL:
Microparticulas de zeina com extrato hidroalcodlico de casca de noz-
pecd, extrato aquoso ¢ MAQ: Microparticulas de zeina com extrato
aquoso de casca de noz-peca.

Através da analise de FTIR observou-se que os extratos
apresentaram de forma geral espectros semelhantes entre si, sugerindo a
presenca dos mesmos componentes quimicos nos dois tipos de extracao.
Os espectros dos extratos do presente estudo foram semelhantes ao de
Prado (2013) para o extrato aquoso de casca de noz-pecd, com presenga
de uma banda pronunciada na regido 3000-3500cm™ atribuida ao
grupamento OH, e diversos picos nas regides de 1800 a 1000cm™,
podendo ser indicativos de: 1800 a 1600cm-1 relacionado a ligagdes
C=0; 1600 cm-1 ao grupo fenil, C=C, e ligacdes de anéis aromaticos;
1400-1000cm-1 a ligagdes C-O normalmente atribuidos a carboidratos
ou compostos fenolicos (SILVERSTEIN, 2000).

Conforme Naumann (2000) apud Forato et al. (2013), existem
principais regides de absor¢do em espectros FTIR em proteinas, que
podem ser observadas no espectro obtido para a zeina e microparticulas,
sendo elas a regido espectral 3100 a 2800cm™ relacionada a ligagdes C-
H geralmente de acidos graxos e aminoacidos; 1800 a 1500 cm™ bandas
intensas de amida 1 e II; 1300 a 1500cm™ estiramentos
predominantemente de =CH2 e —CH de lipidios e proteinas, sendo
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1400cm™ atribuida ao grupo —COO" da cadeia lateral de amino4cidos; e
1200 a 1000cm™” com presenca de uma sequéncia complexa de picos
relacionados a oligo e polissacarideos (amidos), como ¢é possivel
observar no espectro FTIR da zeina e microparticulas na Figura XX, em
consondncia com o espectro obtido para a zeina por Luo et al. (2011),
Forato et al. (2013) e Maciel (2014).

Os espectros das microparticulas foram analogos ao da zeina
pura, indicando que a zeina nao sofre alteragdo térmica quando
submetida ao spray dryer. Além disto, este fato pode ser atribuido a
efetiva microencapsula¢do dos extratos aquoso e hidroalcoolico, pela
sobreposicao das bandas dos extratos pelas da zeina. Outra hipotese para
a semelhanga dos espectros FTIR contendo zeina é que, a proporgdo
extrato/zeina utilizada na formulagdo das microparticulas tenha
influenciado o resultado, a zeina em maior quantidade (>90%)
predominou nos espectros.

3.10 Morfologia

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura
para os extratos aquoso e hidroalcodlico de casca de noz-pecd e para a
zeina podem ser vistas na Figura 4.
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Flgura 4 Mlcrograﬁas da zeina pura (A) e extratos hidroalcoblico (B) e
aquoso (C) de casca de noz pecd. Onde 1: representa uma magnificagao
de 3000 vezes, 2: aumento de 1500 vezes e 3: aumento de 500 vezes.

As imagens obtidas para a zeina pura (Al, A2, A3) mostram
estruturas irregulares ¢ de superficie lisa. Segundo Shukla ¢ Cheryan
(2001) este tipo de polimero ¢ capaz de formar recobrimentos duros,
brilhantes, hidrofobicos, impermeaveis, flexiveis e compressiveis.

O extrato hidroalcodlico (B1, B2, B3) e o extrato aquoso (Cl,
C2,C3) de casca de noz-pecd apresentaram estrutura granulosa, com
granulos lisos e arredondados, de formato concavo e aproximadamente
5 pm de didmetro. Prado (2013) obteve o mesmo padrdo para
microscopias do extrato aquoso de casca de noz-pecd, porém encontrou
diametros variando de 2,5 a 15pm.

Na Figura 5 sdo apresentadas as imagens obtidas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) das microparticulas de zeina
com extrato aquoso (MAQ) e hidroalcoolico (MAL).
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Figura 5. Micrografias das microparticulas de zeina com extrato
hidroalcodlico de casca de noz-pecd (A) e microparticulas com extrato
aquoso de casca de noz-pecd (B). Onde 1: representa uma magnificagao
de 500 vezes, 2: aumento de 1500 vezes e 3: aumento de 3000 vezes.

As microparticulas de zeina com extrato hidroalcoolicoo (Al,
A2, A3) assim como as com extrato aquoso (B1, B2, B3) apresentaram
forma esférica, de superficie lisa, amassada com concavidades, sem
porosidades, fissuras ou fendas. Segundo Tonon, Grosso e Hubinger
(2011) essas caracteristicas sd3o importantes para proporcionar uma
menor permeabilidade a gases, uma melhor protecdo e retengdo do
nucleo.

As concavidades conforme Fritzen-Freire et al. (2012) e Tonon,
Grosso e Hubinger (2011) sdo tipicas de materiais produzidos por
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secagem por atomizagdo. Saénz et al. (2009) relatou que a formacdo de
concavidades na superficie de microparticulas atomizadas pode ser
atribuida ao encolhimento das microparticulas durante o processo de
secagem, devido a rapida evaporacdo do liquido. Estas mesmas
caracteristicas foram encontradas por Chen, Zhang e Zhong (2015) no
estudo morfolégico de nanoparticulas de zeina, caseina, timol e eugenol
em spray dryer.

Foi observada wuma tendéncia a aglomeragdo das
microparticulas, fato que conforme Bhandari et al. (1993) pode ser
favorecido devido a presenca do material de recheio (extratos) em seus
intersticios.

3.10.1 Distribuicao de tamanho
A distribui¢do do tamanho das particulas foi determinada pelo

software Quantikov através das imagens obtidas pelo MEV e estd
demonstrada na Figura 6.
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Figura 6. Distribui¢do de tamanho das microparticulas de zeina
contendo extrato aquoso (MAQ) e hidroalcoodlico (MAL) de casca de
noz-peca.

As microparticulas apresentaram distribuicdo de tamanho
unimodal, conforme a Figura 6, e as microparticulas com extrato
hidroalcodlico e aquoso obtiveram maior frequéncia de tamanho na
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faixa de 2,6 ¢ Sum, com 48,01% e 35,74%, respectivamente, como
pode ser observado na Tabela 8.

Tabela 8. Distribuicdo de frequéncia por faixas de tamanho das
microparticulas contendo extrato aquoso (MAQ) e hidroalcodlico
(MAL).

Tamanho (um) Frequéncia (%) Frequéncia (%)

MAQ MAL
0-2,5 19,32 9,01
2,6-5,0 35,74 48,01
5,1-7.5 20.49 27.42
7,6-10 13,25 10,82
10,1-12,5 5,72 3,23
12,6-15 3,10 1.14
=15 2.33 0,38

MAQ: Microparticulas de zeina com extrato aquoso de casca de noz-
pecd; MAL: Microparticulas de zeina com extrato hidroalcodlico de
casca de noz-peca.

O tamanho médio das microparticulas foi determinado através
da analise cumulativa, como mostra a Figura 7.
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Figura 7. Grafico cumulativo das microparticulas de zeina com extratos
aquoso (MAQ) e hidroalcooélico (MAL) de casca de noz-peca.
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As microparticulas de zeina com extrato aquoso e
hidroalcodlico obtiveram tamanho médio de 4,93um e 4,81pum
respectivamente, indicando que as mesmas se encontram em escala
micrométrica. Maciel (2014) obteve tamanho médio superior ao do
presente estudo, de 7um para microparticulas de zeina e timol secas por
spray dryer, assim como Fritzen-Freire et al. (2012) que obteve tamanho
entre 14,45 e 18,78 pum para microparticulas de oligofrutose e
prebioticos por spray dryer.

Conforme Fang e Bhandari (2010) sdo esperados para
microparticulas obtidas através de secagem por atomizagdo, tamanhos
que podem variar entre 10 e 100um. No entanto, as microparticulas
produzidas com zeina do presente estudo, assim como dos estudos de
Maciel (2014), e estudos de nanoparticulas utilizando como material de
parede a zeina como o de Luo et al. (2010), Zou et al. (2012), Wang et
al. (2013) e Chen, Zhang e Zhong (2015), indicam que o biopolimero
zeina € capaz de formar particulas menores que 10pum por spray dryer.

3.11 Aplicaciio em éleo vegetal (Shaal Oven Test)
Os indices de peroxido determinados ao longo do tempo em

6leo de girassol e palma adicionados de microparticulas com 1000 ppm
de extrato de noz-pecd podem ser observados na Tabela 9.
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Tabela 9. Determinacao do indice de peréxidos, ao longo de 14 dias, na
avaliagdo da liberacdo dos compostos bioativos presentes nas
microparticulas contendo extratos aquoso e hidroalcoolico de casca de

noz-peca em 6leos de girassol e palma.

Tempo | TBHQ 100 | TBHQ 200 MAQ MAL Controle
(dias)
Oleo de Girassol
0 03220,11% 0,1620,104¢ 0262026 02620115 0,100,004
2 06520 1T7%F | 091=0 1125 | 11020295 | 0.580,00% 1,74=033"¢
4 0.97=0,194F50% |1 50=0, 11505 | 1.24=0,227TF 0,65=0,117= 4,490,705
6 1,36=0,105¢ 1,50=0,117%¢ 3,71=0,300¢ 345202200 1.05=0,5756¢
8 2,08=0.115% 1,820.22% 5,08=0,1879 424=022%F 6,77=0,28%
10 1312032% 430=0,100 | 237220507 | 2620=0867 | 48091=0,60%0
12 114420 287 8.3320,24T¢ 244720145 | 20880 8IFY | 48.78=1 830
14 13,830,112 9.8520,6077 25,0820.245 | 338820,18% | 36,0320,28%
Oleo de Palma
0 0.06=0.11% 01320225 0,19=0,10% 0,00=0,00% 0.06=0.11%
2 03220,1158 0.2520,11% 045201175 039=000%F | 026201175
4 0.2520,11%% 0.15=0,00%% | 0,65=0.1172 | 0,84=02075"¢ | 0,58=0,007°%
6 0.71=0,11%% 0,650,113 00701045 | 1 04=0 11AE% | | 820 12AECr
8 0.97=0,19% 0012022 | 16950227 LA40=0,1155 [ 247041578
10 1,19=0,194 0,97=0,19%F 4522032 5810475 7400295
12 1,5520,385¢ 1,100,115 3,7220 925 6000185 | 100,78
14 IA7E0.11% 1,760,395 8,00=0,26%= 10,110,635 | 16,18=0,555

Letras maitsculas iguais na mesma linha e letras mintsculas iguais na
mesma coluna nio apresentam diferencas significativas (p<0,05) quando
analisados pelo teste de Tukey. MAQ: Microparticulas de zeina com
extrato aquoso de casca de noz-pecd; MAL: Microparticulas de zeina
com extrato hidroalcoodlico de casca de noz-pecd; TBHQ 100:
Antioxidante sintético Terc-butil-hidroquinona a 100 ppm; TBHQ 200:
Antioxidante sintético Terc-butil-hidroquinona a 200 ppm.

O oleo de girassol obteve melhor estabilidade a oxidagdo
acelerada quando adicionado de TBHQ a 200 ppm (9,85 meq/kg),
seguido pelo TBHQ a 100 ppm (13,83 meq/kg). O antioxidante sintético
também demonstrou menores indices de perdxido no 6leo de palma,
1,76 meq/kg para a concentragdo de 200 ppm e 2,47 meq/kg para 100
ppm.

O o6leo de palma mostrou-se mais estavel ao teste de oxidacgdo
acelerada se comparado ao 6leo de girassol. Isto se deve a composicao
dos oleos, o dleo de palma possui 40,7% de é&cido palmitico (C16:0),
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42% de écido oleico (C18:1) e 10,2% de acido linoleico (C18:2),
enquanto que o 6leo de girassol é composto principalmente por 21,09%
de acido oleico, 67,78% de acido linoleico e 0,15% de acido linolénico
(JORGE et al., 2005; GRIMALDI, GONCALVEZ e ANDO, 2005).
Desta forma, observa-se que o 6leo de palma ¢ mais estdvel por possuir
menor teor de acidos graxos insaturados se comparado ao o6leo de
girassol.

Relacionando aos controles (6leo apenas), o uso das
microparticulas de zeina com extratos aquoso e hidroalcodlico
demonstrou protecdo contra a oxidag¢do tanto nos o6leos de girassol e
palma.

A Resolugdo RDC N° 482, de 23 de setembro de 1999 da
ANVISA assim como o Regulamento técnico para 6leos e gorduras
vegetais da ANVISA (2004) prevé um indice de peréxido maximo de 10
meq/kg para os oleos refinados. Conforme esta resolugdo, o o6leo de
girassol em 14 dias de oxidacao acelerada apenas manteve a qualidade
com o uso do antioxidante TBHQ a 200 ppm (9,85 meq/kg). As
microparticulas de zeina com extrato aquoso (5,08 meq/kg) e
hidroalcodlico (4,24 meq/kg) possibilitaram a integridade do o6leo de
girassol até o oitavo dia de oxidagao acelerada. O 6leo de palma por sua
vez, manteve-se integro ao consumo conforme a resolu¢do em todas as
amostras, exceto no controle (16,18 meq/kg). As microparticulas de
zeina com extrato aquoso (8,09 meq/kg) e hidroalcodlica (10,11
meq/kg) foram capazes de inibir a formagdo de perdxidos além do
preconizado, no 6leo de palma, demonstrando capacidade antioxidante
natural pela liberagdo de compostos fenoélicos.

As microparticulas de zeina com extrato aquoso
apresentaram melhor desempenho antioxidante se comparadas as
microparticulas com extrato hidroalcoodlico nos o6leos de girassol e
palma, confirmando os resultados de liberag¢do realizados no presente
estudo, onde as MAQ liberaram compostos fendlicos até em torno do
15° dia, enquanto que as MAL tiveram liberacao até o 10° dia. Apesar
do extrato hidroalcodlico de casca de noz-peca apresentar maior teor em
compostos  fendlicos e taninos condensados, depois de
microencapsulado com zeina obteve resultados inferiores relacionados a
atividade antioxidante no teste de oxidagdo acelerada. Fato que pode
estar relacionado a propor¢do de zeina utilizada na formulagdo das
microparticulas, como descrito por Luo et al. (2011).

Prado (2013) em estudo do Shaal Oven Test com
microparticulas (mistura de maltodextrina, goma arabica e Il-o-
fosfadilcolina) contendo extrato aquoso de casca de noz-pecd 1000 ppm
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obteve indice de peroxido final ao 14° dia de 11,29 meq/kg em 6leo de
soja. Resultado superior ao encontrado no presente estudo com as
microparticulas de zeina e extrato aquoso em oleo de girassol (29,08
meq/kg), que possui composi¢do semelhante ao dleo de soja; este
resultado sugere que o material de parede utilizado para a formagdo de
microparticulas influencia na liberacdo dos compostos bioativos
presentes no extrato.

4 CONCLUSAO

Com base nos dados ¢ possivel concluir que:

- A extrag@o hidroalcoolica assistida por ultrassom foi mais
eficiente para extracdo de compostos fenodlicos, e apresentou teor 9
vezes superior em taninos condensados quando comparada a infusdo
assistida por ultrassom. A atividade antioxidante, medidas pelos
sistemas ABTS e DPPH também foram superiores no extrato
hidroalcodlico.

- As microparticulas de zeina atomizadas por spray drying que
obtiveram melhor rendimento e eficiéncia foram as formulagdes
contendo: 10g de zeina e 0,4g de extrato aquoso (7AQ); e de 5g de zeina
com 0,6g de extrato hidroalcodlico (3AL).

- As microparticulas de zeina com extrato aquoso obtiveram
melhor perfil de liberagdo, liberando 2,35 vezes mais compostos
fendlicos em 1,45 vezes mais tempo se comparadas as microparticulas
com extrato hidroalcodlico, que obtiveram maior langamento
cumulativo inicial.

- Microscopicamente as microparticulas sdo semelhantes,
apresentando superficie lisa com concavidades, mas sem fissuras ou
rachaduras. Encontram-se na escala micrométrica ¢ tem distribui¢do de
tamanho unimodal.

- A analise térmica DSC demonstrou que as microparticulas sdo
estaveis termicamente até 200 °C. Nao ha degradagdo da zeina apds
secagem em spray dryer. A partir do DSC apenas dos extratos
observou-se que ha degradacdo térmica apds os 200 °C, sugerindo que
deve ser realizada uma analise térmica das microparticulas até 500 °C,
afim de, verificar se a zeina é capaz de proteger os compostos bioativos
dos extratos a temperaturas mais elevadas.

- Os resultados obtidos através da andlise espectrofotométrica
no infravermelho (FTIR) indicaram a possivel encapsulacdo dos extratos
pela zeina.
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- Através da analise de cor, foi possivel notar semelhanga entre
as microparticulas, que tenderam a luminosidade da zeina.

- As microparticulas de =zeina com extrato aquoso
demonstraram-se pouco menos densas que as com extrato
hidroalcodlico, mas nio apresentaram diferenca significativa no volume.

- A partir da medida do angulo de contato e pelo calculo da
energia livre superficial foi possivel observar que a hidrofobicidade da
zeina foi mantida em ambas as microparticulas, apesar da hidrofilicidade
dos extratos.

- Apesar do extrato hidroalcodlico obter maiores teores de
compostos fenolicos, taninos condensados e atividade antioxidante, no
teste de oxidagdo acelerada (Shaal Oven Test) as microparticulas de
zeina com extrato aquoso demonstraram maior atividade antioxidante
nos 6leos de girassol e palma. Fato evidenciado também no estudo de
liberagdo, que pode estar relacionado com a propor¢do de zeina
utilizada.

- Estudos com o objetivo de melhorar o perfil de liberagdo de
microparticulas de zeina e extrato hidroalcoolico de casca de noz-pecd
devem ser realizados, considerando os teores de antioxidantes presentes
neste extrato e sua potencialidade como substituto a antioxidantes
sintéticos em alimentos.
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