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RESUMO

A necessidade de protecdo ao meio ambiente tem gerado a busca por um maior
aproveitamento das matérias-primas e dos residuos. A extracao do 6leo de girassol
produz um residuo que contém compostos fenolicos, que precisam ser removidos
para que esse residuo - denominado torta - possa ser utilizado para ragdo animal,
pois tais compostos prejudicam a digestibilidade das proteinas nos animais. Os
compostos fendlicos podem ter ampla aplicacdo na indastria, tanto como antifingico
quanto como antioxidante em alimentos. Ap6s a extragdo convencional por solvente,
€ possivel melhorar sua estabilidade e armazenamento atravées da técnica de
microencapsulacdo, na qual um material — denominado material de parede - é
adicionado para envolver o produto e configurar |he outras -caracteristicas
desejaveis, os materiais de parede escolhidos neste trabalho foram a maltodextrina
e a pectina. Dentre as diferentes técnicas que podem ser usadas para a
microencapsulacdo, destaca-se a liofilizacdo, que consiste na remoc¢do da agua do
material através da sua sublimacdo. Por operar em temperaturas baixas, evita a
danificacdo e decomposicdo de substancias sensiveis a temperatura, caso dos
compostos em estudo. A analise do pé deu-se através da quantificacdo de fendélicos
totais, andlise antioxidante, teor de umidade, atividade de agua, calorimetria
diferencial de varredura (DSC) e microscopia 6tica, que foram realizadas para o
extrato puro e com os dois materiais de parede usados. Os teores de compostos
fendlicos ficaram entre 42,23 g EAG/100 g + 0,01 e 23,96 g EAG/100 g + 0,02. Os
materiais apresentaram uma atividade de agua entre 0,334 + 0,009 e 0,399 + 0,005.
A percentagem de umidade em base umida dos produtos ficou entre 6,9 + 0,4 e 7,4
+ 0,2. O termograma de DSC mostrou alteracdes nas temperaturas de transicoes
térmicas comparando os extratos com e sem material de parede. As imagens em
microscopio Otico, com aumento de 5x, comprovaram alteracbes estruturais nas
microcapsulas em relacdo ao produto sem material de parede. Os resultados da
atividade antioxidante foram inconclusivos. Os resultados indicaram que a técnica de
liofilizacdo € promissora para produzir pés de extratos fendlicos.

Palavras-chaves: torta de girassol, compostos fendlicos, microencapsulagéo,

liofilizacao.
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1. Introducéo

A necessidade de protecdo ao meio ambiente tem gerado a busca por um
maior aproveitamento das matérias-primas agricolas e seus residuos. No Brasil, em
razado da intensa atividade agricola, é gerada uma grande quantidade de residuos da
agroindustria, que podem possuir alto valor agregado.

A partir da semente de girassol € extraido o seu 6leo, que € usado no setor
alimenticio e na producao de biodiesel. O subproduto do processamento de extracao
- denominado torta — possui alto valor nutricional e € utilizado para alimentacéo
animal, entretanto a presenca de compostos fendlicos prejudica a digestdo de
proteinas dos animais, sendo necessaria a sua remocédo. O extrato fendlico obtido
dessa remocao pode ser utilizado em produtos que necessitam da adicdo de
antioxidantes e/ou antimicrobianos.

A degradagdo dos compostos fendlicos que ocorre devido a fatores como
temperatura, oxigénio, entre outros, constitui-se uma dificuldade para sua aplicacao.
Uma alternativa para diminuir a degradacdo €é a utilizacdo da técnica de
microencapsulacdo, na qual consiste em envolver o composto de interesse em
algum material — denominado material de parede -, para que desta forma o seu
nicleo seja protegido, evitando reacBes adversas ou perdas de compostos. A
microencapsulacdo pode ser realizada através de diferentes técnicas, dentre elas a
liofilizag&o, que consiste na sublimacdo da dgua em condi¢gBes de baixas pressdes e
temperaturas.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo extrair os compostos fenolicos
da torta de girassol e microencapsula-los através da técnica de liofilizacdo, obtendo-
se altos teores de fendlicos para aplicagfes futuras. As microcapsulas obtidas seréo
caracterizadas quanto a composicao de fendlicos, atividade de agua, umidade,
atividade antioxidante, calorimetria diferencial de varredura (DSC) e microscopia

Otica.



2. Revisao Bibliogréfica e Fundamentagédo Tedrica

2.1. Cultura do Girassol

O girassol (Helianthus annuus L.), mostrado na Figura 1, € uma oleaginosa
cultivada em praticamente todos o0s continentes, pois se adapta muito bem a
diversas condi¢cfes climaticas; possui grande tolerancia a seca e € uma 6tima opcéo
para a rotacdo de culturas. Atualmente, € utilizada para producdo de Oleos,
consumida na forma de semente, farinhas, utilizada para racdo animal, além do seu
uso em decoracao. No Brasil, a produgcéo de girassol na safra 2017/18 foi de 142,2
mil toneladas, com expectativa de aumento para a préxima safra de 4,9%
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2019).

Figura 1 - Plantac&o de girassol.

Fonte: Super Interessante, 2015.

O grande interesse no Oleo de girassol estda no fato dele possuir em sua
composicdo acidos graxos poli-insaturados, especialmente o acido linoleico, que é
um acido essencial que ndo € sintetizado pelo organismo humano, tornando sua
ingestdo importante; além disso € um dos Oleos vegetais de melhor qualidade
nutricional (DE CASTRO, 1996). Na semente, mostrada na Figura 2, as
composi¢cbes podem variar de acordo com o solo do plantio, mas, em geral, possui
aproximadamente 5% de agua, 25% de proteinas, 50% de Oleos, 20% de
carboidratos e 4% de residuos minerais (CARRAO-PANIZZI; MANDARINO, 1994).



Figura 2 - Semente de girassol.

Fonte: Revista em Dia, 2012.

2.2. Compostos Fendlicos

Os fendlicos sdo compostos que possuem em sua estrutura quimica ao
menos um anel aromatico, na qual teve pelo menos um hidrogénio substituido por
um grupo hidroxila. Eles podem ser divididos em flavonoides (antocianinas, flavonois
e seus derivados) e acidos fendlicos (acidos benzoico, cinamico e seus derivados) e
cumarinas. Esses compostos sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa aos alimentos (ANGELO; JORGE, 2007).

Além disto, os fendlicos sdo um amplo grupo de substancias quimicas que
sdo produzidas pelo metabolismo secundario das plantas, sendo sintetizados
durante o desenvolvimento normal da planta (HARBORNE, 1982), mas também em
resposta a condicbes de estresse, tais como: infec¢ao, ferimentos ou radiacdo UV.
Na planta, podem atuar como atrativos para polinizadores, contribuintes para a
pigmentacdo da planta e antioxidantes (SHAHIDI; NACZK, 2004).

Tem sido atribuido a esses compostos atividade anticarcinogénica,
relacionada a inibicdo dos céanceres de colon, esdfago, pulméo, figado, mama e
pele. Os compostos fendlicos que possuem este potencial sdo o resveratrol, a
quercetina, o acido cafeico e os flavondis (PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE,
2005).

No girassol, o principal composto fendlico é o acido clorogénico, cuja estrutura
quimica estd mostrada na Figura 3, onde os radicais R1, R2, R3 e R4 séo
normalmente representados pelos grupos —OH, -H e —OCHas. Além desse &cido, o
girassol também possui em sua composicado quantidades de acido cafeico, cinamico,

cumarico, ferdlico, sinapico, hidroxicindmicos (PEDROSA et al, 2000).
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Figura 3 - Estrutura quimica do &cido clorogénico.

Estudos in vitro e in vivo levaram, nas Ultimas décadas, os pesquisadores a
atribuir diferentes funcdes farmacoldgicas aos acidos clorogénicos, dentre elas: a
ligacdo a centros opidides do cérebro; a atividade inibitoria sobre as integrases que
participam da replicacdo do virus HIV; & inducdo da diminuicdo dos niveis de glicose
do sangue; e ao efeito indutor na replicacdo e na mobilidade de macrofagos de
camundongos, 0 que acarretaria um aumento da imunidade e caracteristica anti-
mutagénica (MONTEIRO; TRUGO, 2005).

2.3. Atividade Antioxidante

Antioxidantes sdo substancias que bloqueiam os processos 6xido-redutivos,
que sao desencadeados pelos radicais livres e espécies reativas (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007). Nos compostos fendlicos, essa capacidade esta associada ao
sequestro de radicais livres, a doacdo de atomos de hidrogénio ou elétrons e a
quelacdo de cations metalicos. O potencial antioxidante ira depender da estrutura
quimica, ou seja, do nimero e da posicao dos grupos hidroxilas, assim como na
natureza dos substitutos no anel aroméatico (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006).

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria alimenticia sdo o butil-
hidroxi-anisol (BHA), o butil-hidroxitolueno (BHT) e o terc-butil-hidroquinona (TBHQ).
Entretanto, estudos recentes tém atribuido a esses antioxidantes sintéticos efeitos
colaterais, considerando-os toxicos, cancerigenos e maléficos ao corpo humano
quando ingeridos em doses elevadas, sendo que as quantidades limites sdo de

dificil estimacdo (KAHL; KAPPUS, 1993). Em alguns paises, os antioxidantes



sintéticos tém sido proibidos devido a sua toxidez; por exemplo, nos Estados Unidos,
o BHT foi removido da lista de compostos geralmente reconhecidos como seguros
(GRAS - Generally Recognized as Safe, FDA).

2.4. Atividade Antimicrobiana

Uma das fun¢cdes dos compostos fendlicos produzidos pela planta é a
protecdo contra ataques patogénicos. O mecanismo de acao antimicrobiano baseia-
se na capacidade de inibir a atividade de enzimas proteoliticas, de aumentar a
permeabilidade da parede celular para as substancias exdgenas e, também, de
interromper a sintese do acido nucleico (CUSHNIE; LAMB, 2005).

Além disso, podem atuar como antifingicos e inibidores da producdo de
micotoxinas, como a aflatoxina, por atuarem na regulacdo da peroxidacao lipidica,
inibindo a formacdo de peréxidos e consequente estresse oxidativo que esta
relacionado a biossintese de aflatoxinas (OLIVEIRA et al, 2007).

A presenca e o crescimento de fungos causam deterioracdo e inviabilizam o
consumo de muitos alimentos. O uso de fungicidas sintéticos para controle de
fungos fitopatogénicos pode levar a problemas de salde e do ambiente, além de
microrganismos resistentes (LOPEZ-MENESES et al, 2015).

Alguns antimicrobianos quimicamente sintetizados e reconhecidos como
GRAS (Generally Recognized as Safe, FDA) sdo o acido propidnico e o0s
propionatos; o acido sérbico e os sorbatos; o acido benzdico e os benzoatos; os
parabenos; o diacetato de sodio; a nisina; o nitrito de sédio (SAUCEDA, 2011).

A taxa de deterioracdo microbiologica depende ndo apenas dos
microrganismos presentes, mas também da composicdo quimica do produto e do
tipo de carga microbiana inicial. Assim, o processamento de alimentos visa
proporcionar alimentos seguros e nutritivos, além de atender as expectativas de
sabor, aroma e aparéncia (SAUCEDA, 2011).



2.5. Extracéao

O oOleo esta presente nas células oleaginosas da planta, na qual esta envolto
por uma membrana e uma parede celular. Assim, é preciso rompé-las para que seu
conteudo possa ser utilizado. O meétodo mais simples consiste na prensagem
mecanica, na qual se aplica uma alta pressao sobre as sementes. Como resultado
desse processo, ap0s a separacdo do 0leo, ocorre a formacdo de uma torta (SINGH,;
BARGALE, 2000).

Para a separacdo, identificacdo e utlizacdo dos compostos bioativos de
materiais vegetais, 0 método mais comum € a extracdo por diferentes solventes,
usados juntamente com a aplicacdo de calor e/ou agitacdo. Entretanto € importante
salientar que a temperatura ndo deve ser superior a 60°C para que ndo ocorra
degradacdo de compostos. A eficiéncia do processo é fortemente dependente da
escolha do solvente (COWAN, 1999). Os solventes mais utilizados para a extracéo
destes compostos sdo o metanol, o etanol, a acetona, a agua, o acetato de etila, o

propanol, o dimetilformaldeido e suas combinagfes (NACZK; SHAHIDI, 2004).

2.6. Microencapsulacao

A microencapsulacdo baseia-se no empacotamento de materiais solidos,
liguidos ou gasosos em capsulas extremamente pequenas, utilizando diferentes
técnicas, dentre elas: spray drying, spray cooling, coacervacao, extrusao, extrusao
centrifuga, recobrimento em leito fluidizado e liofilizacdo. A técnica oferece protecéo
ao material encapsulado, além da possibilidade de libera-lo de forma controlada sob
condicbes especificas; assim deve ser escolhida de acordo com a aplicacéo, a ndo
reatividade com o material que faz a encapsulacdo — denominado material de
parede - e o mecanismo de liberacdo (FAVARO-TRINTADE; PINHO; ROCHA,
2008). Na Tabela 1 encontram-se as diferentes técnicas e os tipos de materiais que
podem ser encapsulados. No presente trabalho, pelo fato de a microencapsulacéo
ser realizada pela técnica de liofilizacao ela sera apresentada com maiores detalhes

a sequir.



Tabela 1 - Métodos de microencapsulacdo e seus respectivos materiais.

Métodos de encapsulacao Materiais encapsulaveis

Métodos fisicos

Extrusdo estacionaria Liguido/sclido/gas
Bocal submerso Liguido/solido/gas
Extrusdo centrifuga Liquido/sdlido/gas
Bocal vibrante Liguido/sclido/gas
Spray drying Liquido/sdlido
Disco rotativo Liquido/sdlido
Fan coating Sdlido
Suspenséao por ar Saolido
Spray chilling e spray cooling Liquido/sdlido
Leito fluidizado Sdlido
Co-cristalizacao Solidofliquido
Liofilizagao Liquido
Métodos quimicos
Polimerizagao interfacial Liquido/sdlido
Incluséao molecular Liquido
Polimerizagao in situ Liquido/sdlido
Métodos fisico-quimicos
Coacervacao simples Liquido/sdlido
Coacervacgao complexa Liquido/sdlido
Lipossomas Liquido/sdlido
Lipoesferas (solid lipid nanoparticles Liquido/sdlido
e nanosiructured lipid carriers)
Evaporacaoc do solvente Liquido/sdlido

Fonte: Southwest Research Institute (1991); Shahidi e Han (1993); Desai e Park (2005); e Madene et al. (2006).

2.6.1. Liofilizacéo

A liofilizacdo € uma técnica baseada na desidratacdo de um produto
congelado por sublimacdo, sendo realizado, primeiramente, um congelamento
rapido do produto seguido da sublimacdo do gelo sob vacuo (AZEREDO, 2005).
Assim, a 4gua passa do estado solido diretamente para 0 gasoso, necessitando
estar na regido de temperatura abaixo do ponto triplo. Na Figura 4, mostra-se o
diagrama de fases da 4gua e seu ponto triplo, que acontece a 639,95 Pa e 273,15 K,
Essa técnica destaca-se dentre as demais usadas na microencapsulacdo pela

aplicacdo de baixas temperaturas, o que propicia a preserva¢ado do nucleo.
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Figura 4 - Diagrama de fases da agua.
Fonte: Wikipédia.

Nesse método, ocorre um enrijecimento da estrutura pelo congelamento da
superficie do material, na qual ocorre a sublimacédo, que é Util para prevenir colapsos
da matriz solida apos a secagem. O efeito é a formacdo de um poro que é facilmente
reidratado com agua. A proliferacdo das bactérias ndo fica viavel no material seco,
entretanto elas ndo sédo exterminadas por este tipo de secagem. Como nado ha agua
no meio, as atividades das enzimas sao inativadas apos a secagem, e as reacdes
quimicas oxidativas ou nao-oxidativas ocorrem em baixa quantidade, trazendo
resultados bastante satisfatorios (BOSS, 2004).

O processo de liofilizacdo pode ser dividido em trés etapas: congelamento
rapido, secagem primaria e secagem secundaria. O congelamento rapido €
essencial para as etapas seguintes, visto que ocorre a formacéo e distribuicdo dos
tamanhos dos poros, que influenciam na qualidade do material. Na secagem
primaria, ocorre a sublimacdo e na secagem secundaria, ocorre a remocao da
umidade sublimada (JAYARAMAN; GUPTA,1995).

A liofilizacdo pode ser realizada em aparelho tipo bandeja, multibatelada,
tinel, Vacuum-Spray Freeze Dryers, continuo e por micro-ondas. A escolha sera de
acordo com o material. Esse processo é extremamente utilizado em farmacos
(vacinas, antibiéticos), materiais biolégicos e alimentos (carnes, café, sopa, leite),
cujas propriedades organolépticas sdo importantes e devem ser conservadas. A
desvantagem desse processo € o0 alto custo, mas que pode ser contornado pela falta
de manuseio especffico e estocagem do produto em local refrigerado, principalmente

se ele contiver alto valor agregado (BOSS, 2004).



2.6.2. Materiais de Parede

Os materiais de parede utilizados como encapsulantes na liofilizacdo podem
ser varios: goma arabica, agar, alginato e carragena; os carboidratos amido, amidos
modificados, dextrinas e sacarose; as celuloses carboximetilcelulose, acetilcelulose,
nitrocelulose; os lipidios parafina, mono e diacilglicerdis, 6leos e gorduras; os
materiais inorganicos sulfato de calcio e silicatos; as proteinas do gliten, caseina,
gelatina e albumina (FAVARO-TRINTADE; PINHO; ROCHA, 2008).

No presente trabalho, os materiais utilizados foram a maltodextrina e a
pectina. As maltodextrinas sdo oligossacarideos de amido que possuem equivalente
de dextroses (DE), cujo termo € usado para representar o grau de hidrolise do
amido, menor de 20 (LANGRISH; CHAN; KOTA, 2007). Elas sao usadas
isoladamente ou em combinacdo com outros materiais no processamento de
extratos vegetais, aditivos aromaticos, carotenoides e vitaminas em alimentos e
medicamentos (SANSONE et al, 2011).

A pectina € um polissacarideo, que esta presente na estrutura da parede
celular das plantas superiores, e que é comercialmente disponivel a partir da sua
extracdo de plantas comestiveis e amplamente utilizada em alimentos como agente
gelificante, estabilizante e espessante (SANSONE et al, 2011).

No presente trabalho, o extrato fendlico extraido do residuo da extracdo de
Oleo de girassol serd microencapsulagdo através da técnica de liofilizacdo — usando
como material de parede maltodextrina e pectina — e as microcapsulas obtidas seréo

caracterizadas através da andlise de diferentes parametros.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Matéria-Prima e Reagentes

As sementes de girassol foram adquiridas no més de marco de 2019 no
Mercado Publico de Porto Alegre — Rio Grande do Sul. Apds, foram extraidas em
extrator de 6leo (Extratora de oOleo gourmet chef Erick Jacquim, Home Up, Brasil),
mostrado na Figura 5, para a separacdo do Oleo e a formacéo da torta, mostrado na
Figura 6, e seu posterior uso na extracdo dos compostos fendlicos.

Figura 5 - Extratora de 6leo Home Up.

[

Figura 6 - Torta de girassol apoés extragcdo em extratora Home Up.
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3.2. Extracdo e Concentracdo de Compostos Fendlicos

De acordo com Naczk e Shahidi (2004) ainda ndo se desenvolveu um método
satisfatério para a extracdo de todos ou de um grupo especifico de fendlicos
presentes nos alimentos. Isso ocorre porque a solubilidade dos fendlicos varia com a
polaridade do solvente utilizado, o grau de polimerizagdo dos fendlicos e interacdes
com outros constituintes dos alimentos. Contudo, para este trabalho, a extracdo dos
compostos fendlicos da torta de girassol foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Zardo (2018), que otimizou o processo de extracdo. Assim, utilizou-se
solugdo aquosa de etanol 43% na proporcao de 1:10 (torta:solvente).

Adicionou-se uma amostra de 3 g de torta a um tubo Falcon de 50 mL e 30
mL de solucdo aquosa de etanol a 43%; apds, extraiu-se em vortex (Phoenix
Luferco, modelo AP56, Brasil) durante 5 minutos; A seguir, a solucao foi centrifugada
(Sigma, modelo 2-16 KL, Alemanha) a 5000 g (6861 rpm) durante 10 minutos, a 10
°C.

Transferiu-se 0 sobrenadante das amostras para um baldo volumétrico e o
residuo solido foi novamente submetido a extracdo com 30 mL de solvente. Apos as
duas extracbes, as fracbes foram concentradas em rotaevaporador (Fisatom,
modelo 804, Brasil), na temperatura de 55 °C, evitando que a temperatura
ultrapassasse 60 ©°C, para impedir a degradacdo dos compostos fendlicos,
permanecendo até a evaporacdo completa do etanol. Para obter-se a quantidade de
amostra necessaria para a realizacdo de todas as analises, foram realizados 30

tubos Falcon, determinado em teste prévio.

3.3. Materiais de Parede

Os materiais de parede utlizados foram escolhidos de acordo com a
disponibilidade e compatibilidade com o nicleo a ser encapsulado. Assim, 0s
materiais utilizados neste trabalho foram: maltodextrina (Ihgredion MOR REX®
1910) e pectina (CPKelco GENU® Pectin tipo USP/100).
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3.4. Preparacao das Microcapsulas

O extrato foi fracionado de modo que a liofilizacdo ocorresse com trés
diferentes composi¢cOes: extrato puro, extrato com maltodextrina e extrato com
pectina. Assim, as amostras com o material de parede foram misturadas e
homogeneizadas e dispostas em placas Petri. A massa de material de parede foi
adicionada de modo que, quando finalizado o processo, a propor¢cdo de nucleo e

material de parede fosse de 1:1.

3.5. Liofilizacéo

As placas Petri foram mantidas no ultrafreezer durante 24h, mostradas na
Figura 7. Apos, foram colocadas no liofilizador (Terroni, modelo LS6000, Brasil),
mostrado na Figura 8, e mantidas no equipamento para a sublimacdo da &agua
contida na amostra, durante aproximadamente 24 horas.

Figura 7 - Placas Petri congeladas. (a) extrato puro; (b) extrato + maltodextrina; (c) extrato + pectina.
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Figura 8 - Liofilizador de bandeja utilizado para microencapsulagdo do extrato.

ApoOs esse periodo, as placas foram retiradas do liofilizador e a Figura 9
mostra uma fotografia do resultado. Conforme pode ser observado, ha uma nitida
diferenca entre os trés tipos de amostras liofilizadas: extrato puro e extratos com 0s

materiais de parede, tanto por alteracfes na colora¢do quanto no aspecto fisico.

Figura 9 - Amostras apés liofilizag&o. (a) extrato puro; (b) extrato + maltodextrina; (c) extrato +

pectina.

Apos, as amostras foram removidas das placas Petri e trituradas com gral e
pistilo, o resultado encontra-se na Figura 10. E em seguida, acondicionadas em

frasco @mbar na auséncia de luz e ar para posteriores analises.
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Figura 10 - Amostras ap0s trituracao. (a) extrato puro; (b) extrato + maltodextrina; (c) extrato +

pectina.

3.6. Caracterizacao das Microcapsulas

3.6.1. Determinacdo de Fendlicos Totais

Os teores de compostos fendlicos totais presentes nas amostras liofilizadas
foram determinados pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, utilizando
como padrdo o acido galico, de acordo com a metodologia classica proposta por
Waterhouse (2011).

Para essa andlise, realizou-se uma nova extracdo dos compostos liofilizados
utiizando etanol 43% a fim de té-los dissolvidos para a realizacdo da analise;
utilizou-se um volume de solvente de 15 mL na primeira e 20 mL na segunda
extracdo. Na sequéncia, diluiu-se o extrato de cada amostra na proporcao de 1:75
(v:v). A seguir, acrescentou-se 850 pL de agua ultra-pura, 200 pL de solucdo do
extrato diluido, 100 pyL do reagente Folin-Ciocalteu e, ap6s alguns minutos, 850 pL
de carbonato de sodio 7%.

A amostras foram deixadas em repouso na auséncia de luz durante um
periodo de 1 h e, apoés, verificada a absorbancia em espectrofotometro
(Espectrofotometro UV-VIS T80, PG Instruments, Reino Unido), no comprimento de

onda de 765 nm.
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3.6.2. Atividade Antioxidante

Mediu-se a atividade antioxidante a partir da captura do radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil), que pode ser obtido diretamente por dissolucdo do
reagente em meio organico, de acordo com Rufino et al (2007), com adaptacdes.

Inicialmente preparou-se uma curva padrdo com diferentes concentracdes de
DPPH, para medir as absorbancias a fim de compara-las com as encontradas nas
amostras. Para tanto, pesou-se 1 g de amostra e adicionou-se 40 mL de metanol
50%; deixou-se 60 minutos em repouso a temperatura ambiente. A seguir, a amostra
foi centrifugada (Sigma, modelo 2-16 KL, Alemanha) a 5000 g (6861 rpm) durante 15
minutos. Ao residuo soélido adicionou-se 40 mL de acetona 70%; deixou-se 60
minutos em repouso a temperatura ambiente e centrifugou-se novamente durante 15
minutos. Ambos os sobrenadantes foram misturados e adicionou-se agua destilada
até completar 100 mL.

Adicionou-se 0,1 mL da solugcdo em diferentes concentracdes a 3,9 mL da
solugcdo com o reagente DPPH (realizada com 2,4 mg do reagente DPPH em 100
mL de &lcool metilico), em duplicata, para confeccdo de curva para realizacdo dos
calculos. Utilizou-se alcool metilico para o branco. As leituras foram realizadas no
comprimento de 515 nm em espectrofotbmetro (Espectrofotbmetro UV-VIS T80, PG

Instruments, Reino Unido).

3.6.3. Umidade

Verificou-se o teor de umidade através da secagem do material em estufa a
105 °C, durante 24 h, em triplicata. Utilizou-se aproximadamente 0,5 g de material,
que foram pesados em capsulas de aluminio, para assim ser aferida a diferenca de
massa antes e depois do processo de secagem e calculado o teor de umidade das

amostras.
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3.6.4. Atividade de Agua

Analisou-se a atividade de agua em instrumento de medicao de atividade de
agua (Novasina, modelo LabMaster-aw, Sui¢ca), em duplicata. A quantidade foi a
necessaria para cobrir o fundo do suporte de leitura. As amostras foram dispostas no

aparelho e permaneceram até que o equilibrio termodinamico fosse atingido.

3.6.5. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Realizou-se a andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC 6000,
Perkin Elmer, Massachusetts, USA) com o objetivo de analisar as propriedades
térmicas das particulas, nas seguintes condicdes: atmosfera de ar sintético a uma
vazao de 19,8 L/min e rampa de aquecimento de 10 °C/min, de -20 °C a 300 °C.
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4. Resultados e Discussodes

4.1. Extracao e Liofilizagao

A partir de uma massa de 582 g de semente de girassol, 0 processo de
extracdo na maquina extratora forneceu 299 g de torta, ou seja, rendimento de
aproximadamente 50 %, assim como ja mencionado por Carrdo-Panizzi e Mandarino
(1994).

4.1.1 Microencapsulacao

Utilizou-se uma massa total de torta de 90,1 g que originou trés tipos de

amostras: 6,0512 g de extrato puro; 6,5618 g de extrato encapsulado com

maltodextrina e 6,888 g de extrato encapsulado com pectina.

4.2. Caracterizacao

4.2.1. Compostos Fendlicos Totais (CFT)

Os resultados da concentracdo de compostos fendlicos para as diferentes

amostras encontram-se na Tabela 2, sendo expressos em grama de equivalente de

acido galico (EAG) por 100 gramas de material liofilizado.

Tabela 2 - Valores de compostos fendlico totais.

Composto CFT (g EAG/100 g)
Extrato puro 42,24 +0,01
Extrato + maltodextrina 23,96 + 0,02
Extrato + pectina 29,11 £ 0,01

Conforme pode ser observado, os valores de compostos fendlicos totais
encontrados foram elevados, uma vez que as amostras foram liofilizadas, o que

reduziu drasticamente a quantidade de agua residual da extracdo, tornando o
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produto mais concentrado. De fato, para que a absorbéancia permanecesse dentro da
curva de calibracéo, foi necesséaria uma grande diluicdo da amostra (1:75).

Conforme esperado, a amostra sem 0 material encapsulante apresentou
valores maiores, Vvisto que as amostras com material encapsulante possuem
aproximadamente metade de sua massa como material de parede - maltodextrina e
pectina - que ndo apresentam compostos fendlicos em sua estrutura.

Entretanto, segundo Morelli e Prado (2012), o método Folin-Ciocalteu pode
sofrer interferéncias devido a reacdo com outras substancias redutoras presentes,
como as proteinas. Assim, é possivel que estes valores elevados tenham sofrido
influéncias de outros compostos, que ndo apenas 0s compostos fendlicos.

Uma analise por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) seria de
grande valia para comprovar esses valores, pois Matthaus (2002) encontrou valores
bem inferiores ao extrair compostos fenélicos da torta desengordurada do girassol
com diferentes solventes: entre 0,270 e 3,880 g EAG/100 g de amostra. Ja Zardo
(2018), utilizando o mesmo procedimento de extracdo deste trabalho, encontrou
valores substancialmente menores: entre 0,675 a 1,350 g EAG/100 g de torta, para
extracdo dos compostos fenélicos da torta de girassol com aplicacdo de ultrassom
em diferentes temperaturas, concentracdo de etanol e tempo de exposicdo do
ultrassom. N&o foram encontrados resultados da composicdo de fendlicos em
extratos liofilizados para comparagcédo com os resultados do presente trabalho.

Contudo, considerando-se a auséncia de interferéncias, que poderiam ser
confirmadas ou ndo com analises mais precisas, pode-se concluir que a extracao foi
muito eficiente, trazendo vantagens para futuras aplicagbes que possam vir a ocorrer

com o uso desses extratos de compostos fendlicos.

4.2.2. Atividade Antioxidante

A andlise antioxidante é realizada a partir de uma reacdo de oxirredugcdo, na
qual o radical DPPH (2,2- difenil-1-picril-hidrazil), que apresenta coloracéo violeta, é
reduzido para DPPH-H, que apresenta coloracdo amarela e é estavel. Portanto,
guanto maior o consumo de DPPH, menor sera a absorbéncia e consequentemente
maior serd sua atividade antioxidante. Ndo é um método especifico, podendo ser

utilizado para varios tipos de amostra (PIRES et al, 2017).
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O mecanismo baseia-se na transferéncia de um elétron, assim permite-se
detectar a capacidade de um potencial antioxidante em transferir um elétron e
reduzir quaisquer substancias: metais, carbonilas ou radicais (PRIOR; WU,
SCHAICH, 2005). Assim, os compostos fendlicos agem como doadores quando séao
adicionados a solugcdo de DPPH.

Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho para esta andlise lidos no
espectrofotobmetro ficaram fora da curva padrdo, abaixo dela. Obtiveram-se valores
muito proximos com diferentes concentracdes e, assim nado foi possivel analisar sua
capacidade antioxidante.

A principal causa associada ao problema das leituras de absorbancia pode
estar relacionada com a pequena massa inicial da amostra, aproximadamente 1 g, o
gue se mostrou ser uma massa insuficiente para aferir a capacidade antioxidante da
amostra. Além disso, como o material encontrava-se na forma de pd, foi necessario
dilui-lo novamente em solvente para realizar as andlises, o que pode ter influenciado

nos resultados.

4.2.3. Umidade

Na tabela 3, estdo expressos os teores encontrados de umidade.

Tabela 3 - Percentagem dos teores de umidade em base Umida do extrato puro e dos extratos

microencapusulados.

Composto Umidade (%)
Extrato puro 6,9 + 0,42
Extrato + maltodextrina (1:1) 6,8 £ 0,22
Extrato + pectina (1:1) 7,4 +£0,22

Tratando-se de material liofilizado, era esperada uma percentagem baixa de
umidade, visto que a maior parte da agua foi removida por sublimacgao.
A analise estatistica foi determinada por ANOVA e teste de Tukey, que

resultaram em p>0,05, ou seja, ndo existe diferenca significativa entre as amostras.



4.2.4. Atividade da Agua

A atividade de agua refere-se a disponibilidade de agua para a atividade
microbiana e enzimatica e é ela que determinard a vida util de um produto

(FELLOWS, 2000). Na Tabela 4, estdo expressos os valores resultantes da atividade

de agua.

Tabela 4 - Atividade de agua dos produtos do processo.

Composto Atividade de Agua
Extrato puro 0,334 £ 0,009
Extrato + maltodextrina (1:1) 0,367 £ 0,004
Extrato + pectina (1:1) 0,399 + 0,005

A Figura 11 apresenta gréaficos classicos das taxas de deterioragdo em funcéao
da atividade da agua em alimentos, importantes para definir niveis seguros que

garantem que ndo ira ocorrer oxidagdo, atividade enzimética ou crescimento

microbiano.
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Figura 11 - Gréficos dos efeitos da atividade de agua sobre os alimentos em relagdo a diferentes

fatores.

Fonte: Adaptado de Fellows (2000).
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A atividade de agua das amostras ficou entre 0,334 e 0,399; essa faixa esta
indicada em vermelho nos graficos para melhor visualizacdo. Desta forma, as
amostras apresentam um comportamento seguro no que diz respeito a oxidacao,
atividade enzimatica e ao crescimento microbiano, sendo um fator de suma
importancia para futuras aplicacdes em alimentos.

Souza (2014), ao liofilizar antocianinas com diferentes materiais de parede e
combinacdes entre eles, obteve valores de atividade de agua menores, entre 0,053
e 0,162. Ja Righetto (2003) encontrou valores entre 0,207 e 0,292 ao liofilizar suco
de acerola verde com diferentes materiais de parede e combinacdes entre eles,

valores também inferiores ao obtido no presente trabalho.

4.2.5. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura tem por objetivo realizar a andlise
térmica do produto, podendo comprovar a efetividade da microencapsulagéo, visto
gue, com essa técnica, as transi¢cdes térmicas devem sofrer alteracdes em relacéo
ao extrato puro e seus materiais de parede. Nas Figuras 12, 13 e 15, estédo
representados os termogramas resultantes do DSC para o0 extrato puro, extrato com
maltodextrina e extrato com pectina, respectivamente. Nas Figuras 14 e 16 estédo

representados os termogramas dos materiais de parede: maltodextrina e pectina.
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Figura 16 - Termograma de DSC da pectina.

Na Figura 12, que representa o extrato puro, € visivel um pico endotérmico
em 194°C, que representa o ponto de fusdo do composto. Na Figura 13, que
representa 0 extrato com maltodextrina, € possivel visualizar um pico endotérmico
suave até a temperatura de 140°C, que pode estar relacionado a evaporacdo de
diferentes compostos do produto ao longo do aumento da temperatura, até sua total
fusdo. Andlise de DSC individual da maltodextrina apresentou temperatura de fusao
em 164°C (Figura 14); desta forma, percebe-se que ocorreram alteracbes em sua

estrutura durante a liofilizacéo, resultante da interacdo dos compostos fendlicos e da
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maltodextrina, visto que esse ponto desapareceu e também o de 194°C, referente ao
extrato sem material encapsulante.

Na Figura 15, que representa o material encapsulado com pectina, sdo bem
visiveis dois picos endotérmicos nas temperaturas de 69°C e de 197°C. O primeiro
pode estar relacionado a degradacédo dos compostos fendlicos, uma vez que a partir
de 60°C esse fenbmeno pode iniciar; é possivel, também, que durante o
aguecimento, além da agua, outros compostos volateis tenham sido evaporados.
Analise de DSC individual da pectina (Figura 16) apresentou temperatura de fusédo
em 185°C, mostrando que também ocorreu interacdo dos compostos fendlicos e da
pectina, visto que esse ponto desapareceu e também o de 194°C, referente ao

extrato fendlico sem material encapsulante.

4.2.6. Microscopia Otica

As amostras liofilizadas do extrato puro e com os dois materiais de parede
foram analisadas utilizado microscépio 6tico com aumento de 5x para analisar as
alteracdes na estrutura dos pos. As Figuras 17, 18 e 19 mostram as micrografias

para o extrato puro, com maltodextrina e com pectina, respectivamente.

Figura 17 - Micrografia do extrato puro.
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Figura 18 — Micrografia do extrato com maltodextrina.

Figura 19 - Micrografia do extrato com pectina.

A partir das micrografias, é possivel afirmar que houve uma alteracéo
estrutural do material. Comparando-se o0 material ndo encapsulado com o
encapsulado, percebe-se que a maltodextrina formou uma estrutura granulosa; ja a
pectina formou uma estrutura mais concisa, provavelmente em virtude da sua
capacidade de formacao de gel (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008).



29

5. Conclusdes e Trabalhos Futuros

A microencapsulacado por liofilizacdo dos compostos fendlicos da torta de
girassol mostrou-se viavel para obtengcdo de um produto em um estado fisico
adequado ao armazenamento e com alto teor de compostos fendlicos, atingindo-se
0 objetivo proposto.

Os materiais apresentaram valores de atividade de agua em faixas que
possuem baixa oxidacdo, baixa atividade microbiana e baixa atividade enzimatica,
fatores de suma importancia para a aplicacdo em alimentos.

As percentagens de umidade em base Umida dos produtos também ficaram
em uma faixa adequada onde é reduzida a proliferacdo de microorganismos, que
porventura possam prejudicar a conservacado dos alimentos.

A atividade antioxidante foi inconclusiva, pois os valores encontrados nao
estdo dentro da faixa da curva de calibragdo, o que impossibilitou a andlise, assim é
necessario repetir a analise com uma maior massa de extrato, para assim verificar a
capacidade antioxidante do p6.

A efetiva microencapsulacdo dos extratos pdde ser comprovada através da
andlise de DSC, que mostrou alteracdes nas temperaturas de transicoes térmicas,
comprovando que ocorreram interagdes entre 0 extrato e o material de parede. As
imagens em microscopio o6tico, com aumento de 5x, também comprovaram
alteracbes estruturais nas microcapsulas em relacdo ao produto sem material de
parede.

Para dar continuidade a esse trabalho, pode-se sugerir:

e desengordurar a torta para aumentar a qualidade e quantidade da extracao;

e analisar a solubilidade e estabilidade do material liofilizado;

e realizar analise dos compostos fenolicos por HPLC,;

e realizar analises antioxidantes;

e testar outros materiais de parede;

e testar a aplicacdo do material liofilizado em alimentos, sugerindo-se analisar o

crescimento de fungos em diferentes matrizes alimenticias.
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