UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
NIVEL MESTRADO ACADEMICO

AMARILIS SANTOS DE CARVALHO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATO DE FOLHA DE
OLIVEIRA NANOENCAPSULADO FRENTE A OXIDACAO LIPIDICA DE OLEO
COMESTIVEL

DISSERTACAO DE MESTRADO

CAMPO MOURAO
2022



AMARILIS SANTOS DE CARVALHO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATO DE FOLHA DE
OLIVEIRA NANOENCAPSULADO FRENTE A OXIDACAO LIPIDICA DE OLEO
COMESTIVEL

Evaluation of the Antioxidant Potential of Nanoencapsulated Olive Leaf Extract
against the Lipid Oxidation of Edible Oil

Dissertacdo, apresentada ao programa de Pos-
Graduacdo em Tecnologia de Alimentos da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana,
como parte dos requisitos para obtencdo do titulo
de Mestre em Tecnologia de Alimentos.

Orientadora: Prof®. Dra. Fernanda Vitéria
Leimann
Coorientador: Prof. Dr. Lucio Cardozo Filho

CAMPO MOURAO
2022

@@@@ Esta licenca permite que outros remixem, adaptem e criem a partir do seu
trabalho para fins ndo comerciais, desde que atribuam o devido crédito e que
licenciem as novas criagdes sob termos idénticos. Contetidos elaborados por

4.0 Internacional terceiros, citados e referenciados nesta obra ndo sido cobertos pela licenca.


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

10/06/2022 13.27 2

Ministério da Educagédo
Universidade Tecnolégica Federal do Parana l l I
Campus Medianeira NrPR

AMARILIS SANTOS DE CARVALHO

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATO DE FOLHA DE OLIVEIRA
NANOENCAPSULADO FRENTE A OXIDACAOQ LIPIDICA DE OLEO COMESTIVEL

Trabalho de pesquisa de mestrado apresentado como
requisito para obtengdo do titulo de Mestra Em Tecnologia
De Alimentos da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR). Area de concentracdo: Tecnologia De Alimentos.

Data de aprovacgdo: 03 de Maio de 2022

Fernanda Vitoria Leimann, - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Dr. Marcos Rogerio Mafra, Doutorado - Universidade Federal do Parana (Ufpr)

Dr. Tamara Agner, Doutorado - Universidade Federal de Santa Catarina (Ufsc)

Documento gerado pelo Sistema Académico da UTFPR a partir dos dados da Ata de Defesa em 03/05/2022.

https://sistemas?2.utfor.edu.br/dpls/sistema‘acad04/mpCadDefQualPg.pcTelaAssinaturaDoc?p_pesscodnr=150929&p_cadedocpescodnr=27681& 171



Dedico este trabalho a minha querida avo Enaura (in memorian), saiba que a Sra. sempre
foi, e ainda ¢, fonte de fortaleza para mim!



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer em primeiro lugar a Deus por me permitir chegar até aqui,
acredito que nenhuma folha € capaz de cair do galho de uma arvore sem que haja a permissao
do Senhor, se hoje eu tenho a oportunidade de defender esta dissertagao, tenho certeza de que
foi Ele quem me permitiu, ¢ a Nossa Senhora, pelas tantas vezes que ouviu meus desabafos!

Agradeco a minha familia que embora distante, sempre se fez presente e permaneceu
ao meu lado, me dando incentivo, forca e animo de seguir em frente, tanto na area académica
quanto em meus anseios pessoais. Se nao fosse o apoio e o amor de minha familia, com toda
a certeza ndo teria chegado tdo longe. Aos meus pais, Marcos e Nilma e ao meu irmdo Rafael,
0 meu muito obrigada! E mae, obrigada por sempre, me ensinar licdes de vida, destaco aqui
uma delas “O conhecimento liberta”.

Agrade¢o aos meus mentores neste Programa de P6s-Graduagdo, especialmente a
minha orientadora Prof®. Dr®. Fernanda Vitoria Leimann, a quem considero fonte de
inspiragdo e admiracdo! Prof®., eu agradeco de coracdo por todo o tempo e disposi¢ao ao
qual se empenhou em compartilhar tanto conhecimento, ¢ também pelos cafés e risadas
compartilhados, além de orientadora, eu tive uma incentivadora e uma amiga, obrigada por
tanto!!! Também deixo o meu muito obrigada ao meu coorientador, Prof. Dr. Lucio Cardozo
Filho, quem sempre confiou no meu trabalho e dedicacdo, e me referiu importantes sugestoes
na realiza¢do deste trabalho. Agradeco ao Prof. Dr. Odinei Hess Gongalves, especialmente
pela mentoria no manuseio dos equipamentos do FTIR e DSC durante o programa, ao prof.
Dr. Evandro Bona, quem sempre esteve disponivel para dar um “help” aqui ou ali, sua
disponibilidade ¢ muito relevante, a prof®. Dr®. Patricia Valderrama, também por todos
ensinamentos que compartilhou comigo e por sua disponibilidade em ajudar! Enfim, a todos
os professores que fazem parte do PPGTA e também aqueles que fizeram parte do corpo
docente da minha graduagdo nesta institui¢do a qual eu tenho tanto carinho, afinal...o bom
filho a casa torna.

Nao poderia deixar de agradecer as amizades que ganhei durante o percurso no
PPGTA, Luana Dallagrana, Patricia Casarin, Gabrielle Donatto, Luis Gustavo Médice,

Thaysa Moya e Anielle Oliveira, vocés foram muito importantes, seja para um bate papo na



salinha do café ou de estudos, ou no auxilio para com as atividades do laboratorio, aprendi
muito com cada uma de vocés!!!

Agradeco também ao meu noivo André, quem me dd o apoio moral que todo o
estudante precisa quando o mundo académico parece ndo fazer tanto sentido. André, apesar
de sermos de mundos tao diferentes vocé me da o animo para seguir em frente, obrigada por
ser este incentivador!

Agradeco aos oOrgdos de fomento, sem os quais ndo seria possivel que tantos
académicos permanecessem vinculados aos programas de pds-graduagdo, a Fundagdo
Araucaria Edital 15/2019 - PROPPG - Bolsa-Técnico Fundagdo Araucaria, direcionado a
Central Analitica Multi-Isuarios (CAMULT-CM), no qual foram realizadas as analises deste
trabalho.



Pesquisar ¢ duvidar. E estar em constante questionamento com os resultados obtidos, ¢ ndo
se contentar com um “sim” ou um “ndo”, mas sim entender os “porqués” e os “comos”.
(autora)



RESUMO

As folhas de oliveiras (FO) s3o matéria-prima barata (bio-residuo da producao de azeite e
azeitonas), e fonte de compostos antioxidantes. Estes compostos podem perder atividade
quando em contato com luz, calor e oxigénio e visando prolongar seu efeito, recorreu-se a
nanoencapsulacdo por nanoprecipitagdo. A extracdo e nanoencapsulacdo do OLE foram
realizadas concomitantemente, otimizando o tempo e reduzindo a quantidade de solvente. As
FO e a zeina foram misturadas com o solvente (etanol:agua, 80:20) sob agitacao em sistema
rotor-estator para garantir a extracdo dos compostos e a interacdo da zeina (agente
encapsulante) com os mesmos. Apdés a centrifugacdo da mistura, foi realizada a
nanoprecipitacdo pelo gotejamento desta em solucdo aquosa de caseinato de sddio
(surfactante)a 12.000 rpm e finalmente as nanoparticulas (NPs) foram secas em estufa. O
OLE foi obtido na mesma propor¢do FO/etanol/dgua da encapsulacdo, mesma agitacao,
centrifugacdo e secagem em mesmas condi¢des. Foram realizadas caracterizagdes das NPs e
OLE por FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy), DSC (Differential Scanning
Calorimetry) e TGA (Thermogravimetric Analysis). As NPs também foram analisadas por
MET (Microscopia Eletronica de Transmissdo) e DLS (Dynamic Light Scattering). Com a
caracterizagdo térmica foi possivel verificar uma massa residual maior das nanoparticulas ao
final da anélise quando comparado ao extrato puro, indicando maior resisténcia térmica das
mesmas. Verificou-se por FTIR, a reducdo de intensidade das bandas caracteristicas dos
grupamentos OH, CH e NH, indicando a interagdo entre os componentes e encapsulagdo
efetiva, além de reticulacdo da zeina por ligagdes de hidrogénio com os compostos fendlicos.
O DLS indicou indice de polidispersdao (PDI) de 0,9 = 0,1 e um didmetro médio Dz igual a
638,5 + 55,8 ¢ a MET confirmou a morfologia em formato esférico e dimensao nanométrica
(100 a 500 nm), contudo, aglomerados foram detectados. O OLE e as NPs foram aplicados
em Oleos comestiveis nas concentracoes de 47,1, 94,2 e 141,3 mgorr/kgsleo. Adicionou-se
para fins de comparagdo o antioxidante sintético BHT (hidroxitolueno butilado) a 300
mggaHT/kgs1c0, € cOmo controle os 6leos sem antioxidantes. Os Oleos foram analisados por
Rancimat, sendo o BHT o melhor antioxidante para o 6leo de soja, o OLE ndo encapsulado
a 141,3 mgorr/kgsleo para o de palma, sendo estatisticamente semelhante ao contendo BHT.
Para o 6leo de palmiste as amostras adicionadas de 94,2 mgore/kgsico de OLE nido
encapsulado e de 141,3 mgore/kgsieo de NPs apresentaram-se semelhantes a adicionada de
BHT. As andlises de ABTS, DPPH e FRAP, confirmaram a capacidade antioxidante das NPs.
Por fim, o ensaio Schaal Oven Test foi realizado com a aplicacdao das nanoparticulas no 6leo
de palmiste. Os espectros de UV-Vis foram analisados entdo pelo método quimiométrico
PARAFAC em que se determinou a maior estabilidade do o6leo adicionado de 300
mgaut/kgeoleo € 141,3 mgore/kgoico de NPs (300 mgnps/kgeico). Conclui-se que as NPs podem
ser produzidas utilizando solventes verdes e polimeros comestiveis pelo processo integrado
de extragdo/encapsulagdo, garantindo capacidade antioxidante as mesmas com grande
potencial a ser explorado quando comparado a capacidade antioxidante oferecida pelo BHT.

Palavras-chave: folha de oliveira; oxidacao lipidica; nanoprecipitagdo; 6leos comestiveis;
compostos fendlicos; Rancimat.



ABSTRACT

Olive leaves (FO) are a bio-residue from the production of olive oil and olives and a source
of antioxidant compounds, that can lose their activity. Aiming to prolong their effect the olive
leaf extract (OLE) was submitted to nanoencapsulation by nanoprecipitation. The extraction
and OLE nanoencapsulation were performed concomitantly, optimizing the time and solvent
amount. FO and zein were mixed with the solvent (ethanol: water, 80:20) under stirring in a
rotor-stator system to guarantee the compound's extraction and zein (encapsulanting agent)
interaction with them. After the mixture centrifugation, nanoprecipitation was performed by
dripping this solution into an aqueous sodium caseinate (surfactant) solution at 12,000 rpm,
and finally, nanoparticles (NPs) were dried in an oven. OLE was obtained under the same
proportion of FO/ethanol/water used for encapsulation, same stirring rate, centrifugation, and
drying conditions. The OLE and NPs were characterized by FTIR (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy), DSC (Differential Scanning Calorimetry), and TGA
(Thermogravimetric Analysis). The NPs were also analyzed by TEM (Transmission Electron
Microscopy) and DLS (Dynamic Light Scattering). With thermal characterization, it was
possible to verify a higher residual mass for NPs at the end of the analysis when compared
to OLE, indicating higher thermal resistance. By FTIR, it was verified an intensity reduction
of the characteristic bands of OH, CN, and NH groupings, indicating an interaction between
components and effective encapsulation, in addition to zein crosslinking by hydrogen
bonding with the phenolic compounds. The DLS indicated a polydispersion index (PDI)
equal to 0,9 £ 0,1 and the average diameter Dz equal to 638,5 + 55,8 nm, and TEM images
confirmed the morphology of spherical format and the nanometric dimensions (100 to 500
nm), however with particle agglomerates. OLE and NPs were applied to edible oils at the
concentrations of 47.1, 94.2 e 141.3 mgoLe/kgoil. To allow a comparison BHT (butylated
hydroxytoluene) was added at 300 mggut/kgoil, and as a control the oils without antioxidants.
The oils were analyzed by Rancimat, being BHT the best antioxidant for soya oil, free OLE
at 141.3 mgore/kgoil for palm oil, being statistically equal to BHT. To palm kernel oil the
samples that were added with 94.2 mgorLe/kgoi of free OLE and 141.3 mgoLr/kgoii of NPs
presented a similar stability to the BHT added sample. The ABTS, DPPH, and FRAP
analyses confirmed the antioxidant capacity of NPs. Finally, the Schaal Oven Test was
performed with the NPs in the palm kernel oil. The UV-Vis spectra were then analyzed by
the PARAFAC chemometric method, where it was determined higher stability of the oil
added with 300 mggur/kgoil and 141.3 mgoLr/kgoei of NPs (300 mgnpes/kgoil). It can be
concluded that the NPs can be produced using green solvents and edible polymers by the
integrated process of extraction/encapsulation, guaranteeing the antioxidant capacity with
great potential to be explored compared to the antioxidant capacity offered by BHT.

Keywords: nanoprecipitation; soya oil; palm oil; palm kernel oil; phenolic compounds;
Rancimat.
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1 INTRODUCAO

Existem diversas maneiras de processar alimentos e prepara-los para o consumo, e

3

mesmo que muitos alimentos sejam ingeridos crus ou “in natura’, outros precisam ser
cozidos para uma melhor disponibilizagdo de nutrientes ou obtencdo de diversos sabores,
aromas e texturas que este processo pode proporcionar. O processo de coc¢ao pode ocorrer
por diversas técnicas, uma delas ¢ por imersdo em agua ou em 6leo em elevada temperatura.
A imersao do alimento em 6leo quente € popularmente conhecida como “fritura” e pode ser
feita em diversos 6leos comestiveis, como ¢ o caso dos 6leos de soja, de palma e de palmiste.
Os Oleos em decorréncia da temperatura, da luminosidade e do contato com oxigénio,
desencadeiam uma série de processos de peroxidagao e oxidagao lipidica, levando a formacgao
de radicais livres. Esses produtos da oxidacao lipidica sdo responsaveis por diminuir o tempo
de prateleira dos 6leos e o tempo que podem ser utilizados para preparagdo de frituras
também (KO; NILE, 2021; LI et al., 2022; MIRANDA et al., 2010; XIAO et al., 2022).

Para driblar a oxidagdo lipidica, a industria de alimentos utiliza diversos
antioxidantes sintéticos que sao capazes de retardar os processos de oxidacdo através da
doacdo de um proton de hidrogénio ao radical livie (WALSTRA, P; VAN VLIET, 2010).
Entretanto, nas ultimas décadas, a populacdo tem tido um maior interesse por produtos
“naturais”, o que abriu na industria um leque de oportunidades na exploracao de compostos
bioativos naturais em substituicdo a compostos sintéticos. Sendo assim a substituicdo de
antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturais vem sendo explorada pela indistria a fim
de criar um atrativo diferencial ao mercado consumidor (LIANG et al, 2021; M.
RANGARAI et al., 2021).

Existem diversos compostos naturais que apresentam capacidade antioxidante, estes
sdo retirados das mais diversas fontes: folhas, flores, frutas, sementes, raizes, fungos e até
mesmo bactérias. Dependendo de sua natureza podem apresentar comportamento hidrofilico
ou hidrofobico. Este trabalho se ateve aos componentes antioxidantes extraidos das folhas de
oliveira, que além de serem mundialmente conhecidas, sao consideradas bio-residuos da
producdo de azeite e azeitonas de mesa (CHANDRA; SHARMA; ARORA, 2020a, 2020b;
DE FREITAS et al., 2018a; LFITAT et al., 2021; MONTENEGRO-LANDIVAR et al.,
2021; RUDKE et al., 2019; SAVIC GAJIC; BOSKOV; SAVIC, 2021).



13

O cultivo de oliveiras (Olea europaea L.) € concentrado principalmente na regido
do Mediterraneo, cerca 89,2% da producdo mundial, e representa boa parte da economia
nesta regido, especialmente pela produgdo de azeite e azeitonas de mesa. A produgdo desses
alimentos gera residuos liquidos provenientes dos lagares de azeite e residuos so6lidos como
ramos de oliveiras, bagaco e folhas. As folhas de oliveiras sdo ricas em compostos fenolicos
sendo os biofendis mais abundantes a oleoropeina, tirosol e hidroxitirosol. A folha de oliveira
¢ uma matéria-prima barata e fonte de compostos contendo atividades antioxidantes e
antinflamatdrias que tem grande potencial de pesquisa para aplicagdo nas areas de alimentos,
farmacéutica e cosmética (GHOMARI; MERZOUKI; BENLEMLIH, 2020; REFAIT;
RAHAL; MASMOUDI, 2020).

A maior parte dos componentes encontrados nas folhas de oliveira sdo de carater
hidrofilico, diferente dos encontrados nos frutos da oliveira, que por serem oleaginosos
fornecem compostos hidrofobicos. Os principais componentes extraidos das folhas da Olea
europaea L. sdo a oleoropeina em maior quantidade, o hidroxitirosol, tirosol, o acido cafeico,
o 4cido feludrico, a luteolina e ainda alguns outros (FLEMMIG ef al., 2014).

Diversas doengas degenerativas estdo fortemente associadas a presenca de radicais
livres e outros agentes oxidantes no organismo, acidos graxos saturados e compostos
fendlicos tém a capacidade de combater esses radicais livres e sua ingestao diaria vem sendo
relacionada em diversas pesquisas com a prevenc¢do de doengas cardiovasculares, cancer e
com o equilibrio entre LDL (Low Density Lipoprotein) e HDL (High Density Lipoprotein)
(BAHLOUL; KECHAOU; MIHOUBI, 2014; BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009;
CAVALHEIRO et al., 2014).

Além do interesse relativo a bioatividade, o uso de tais compostos se estende a
aplicagdo como conservantes alimentares. O extrato de folhas de oliveira ja foi utilizado por
diversos autores para prevenc¢do da oxidacgdo lipidica de 6leos comestiveis, em substitui¢ao
aos antioxidantes sintéticos. Chiou ef al. (2013) avaliaram a ac¢do antioxidante do extrato em
oleo de fritura de batatas fritas, sendo utilizados azeite de oliva, 6leo de palma e de girassol.
Os autores verificaram que os o6leos suplementados com o extrato mantiveram suas
concentragdes de tocoferdis, fitosterois e esqualeno. Difonzo et al. (DIFONZO et al., 2018)
avaliaram a efetividade do uso do extrato das folhas de oliveira como antioxidantes para

snacks assados e concluiram que além de garantir maior tempo de prateleira para o produto,
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houve um enriquecimento com potencial em bio-fenois. Ademais, o extrato das folhas de
oliveira foi aplicado como antioxidante em azeite extravirgem (SAHIN; SAYIM; BILGIN,
2017a), 6leo de soja (TAGHVAEI; JAFARI, 2015) e de milho (NAZ et al., 2004).

Apesar dos compostos bioativos oferecerem diversas vantagens, sua utilizacdo na
industria pode ser um desafio devido a sua alta volatilidade, limitacdo de solubilidade de
acordo com a polaridade apresentada, além de baixa estabilidade térmica e oxidativa (ADEL
et al., 2019). A nanotecnologia ¢ uma ferramenta que esta crescendo no ambito de protecao
de compostos ativos, oferece uma cobertura de protegdo no material em questdo em
dimensdes muito pequenas, em escalas micro ou até mesmo nanométricas. Por possuirem
escalas infinitamente pequenas, as nanoparticulas oferecem uma grande superficie de
contato, essa caracteristica permite melhorar a estabilidade e agao dos compostos ativos ali
presentes. Existem diversos tipos de sistemas nanoestruturados como: nanocapsulas,
nanoesferas, nanoparticulas lipidicas s6lidas, nanoemulsdes, microemulsdes, lipossomas e
niossomas. Entre tantos métodos de produgdo de particulas, uma das que vem ganhando
espago no campo da pesquisa, por ser um método de simples aplicagdo € a técnica de
nanoprecipitacdo, que oferece bom rendimento, ¢ ecologicamente amigavel e pode ser
aplicada a nivel industrial (BERTOLINO et al., 2020a; DAUDT et al., 2013; Ll et al., 2020a;
SICHERER; SAMPSON, 2014; SINGH; KUMARI; KUMAR, 2017a).

No contexto do extrato de folhas de oliveira, como estratégia para proteger e
intensificar suas propriedades antioxidantes, Mohammadi et al. (2016a) nanoencapsularam
o extrato em emulsdo estabilizada por Whey Protein Concentrate e pectina. De acordo com
Sharma, Dhanjal e Mittal (2017a), e Mohammadi et al (2016a), estudos relacionados a
nanoencapsulagdo e microencapsula¢ao de extratos naturais a base de plantas precisam ser
explorados para a melhor estabilidade oxidativa do 6leo durante o armazenamento e
processamento.

A encapsulacao de compostos bioativos ¢ utilizada nos mais diversos campos da
ciéncia, na industria de tintas e corantes, na industria de cosméticos, plasticos, em produtos
para tratamento de pedras naturais como marmore e granito, na industria de ceramica, na
construc¢do civil, na industria téxtil e ndo poderia ser diferente na industria de alimentos.
Entretanto a industria de alimentos requer a utilizacdo de polimeros biodegradaveis e

propicios a alimentagdo, deve ser um polimero que nao oferega risco a seguranga alimentar,
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sendo assim ¢ preciso substituir os polimeros tradicionais a base de petrdleo por biopolimeros
tais quais polissacarideos e proteinas (BERTOLINO et al., 2020; SINGH; KUMARI;
KUMAR, 2017).

A utilizagao de biopolimeros derivados de recursos naturais pode criar uma nova
classe de eco-compositos de baixo custo, renovaveis e totalmente biodegradaveis que podem
ser amplamente utilizados como materiais de parede na encapsulacdo de compostos ativos, a
fim de que essa matriz encapsulante regule a liberagao do composto ativo sustentando a agao
terapéutica ao longo do tempo (WADHWA et al., 2019).

A zeina ¢ uma proteina proveniente dos graos do milho que contém alto teor de
aminoacidos apolares, que podem corresponder até 60 % das proteinas do grao. Entre 50 e
60 % dos aminoacidos da zeina, incluindo a leucina, alanina e prolina ndo sdo polares, o que
caracteriza o comportamento hidrofobico da zeina. Existem relatos de que a utilizagdao da
zeina como material encapsulante em que a oxidacdo foi significativamente inibida, bem
como houve aumento na bioacessibilidade de bioativos como curcumina e rutina
(GAGLIARDI et al., 2021; LI et al., 2020b).

A zeina pode ser aplicada como encapsulante na técnica de nanoprecipitagdo, que tem
se mostrado um método facil, rapido, eficiente em rendimento e ecoldgico para viabilizar a
produgdo industrial (LE CORRE; ANGELLIER-COUSSY, 2014). Nesta técnica, ¢ realizada
a adi¢do sucessiva de uma solu¢do diluida composta pela zeina e o composto a ser
encapsulado ao sistema antissolvente, que contém um estabilizante ou surfactante, o que leva
a precipitagdo interfacial polimero-polimero em nanoescala (KAUR et al., 2018). Esta
técnica ja foi utilizada para encapsular diversos farmacos (RIVAS et al, 2017),
monoterpenos fendlicos (DA ROSA et al., 2015), luteina (SILVA et al., 2017%), curcumina
(LEMES et al., 2017a) e extrato de Hibiscus sabdariffa (CALLIARI et al., 2020a).

A extragdo e encapsulacdo de compostos bioativos realizadas simultaneamente,
conhecidamente como extragdo e encapsulagao in sifu, € muito interessante do ponto de vista
industrial, visto que economiza tempo, uma vez que o processo de extragdo e encapsulagao
sdo realizados em Unica etapa, o que consequentemente reduz custos. Este tipo de extracdo é
uma técnica com crescente desenvolvimento, como ja apresentado no trabalho de Santos et

al. (2018a).
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Neste sentido, neste trabalho, o extrato de folhas de oliveira foi extraido e
nanoencapsulado in situ em zeina e aplicado em Oleos comestiveis visando prevenir a

oxidagdo lipidica durante seu armazenamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a viabilidade de extragdo/encapsulacdo in situ do extrato de folhas de

oliveira em nanoparticulas de zeina e sua aplicacdo como antioxidante em 6leos comestiveis.

2.2 Objetivos especificos

. Extrair os compostos da folha de oliveira com um solvente hidroalcoolico;

o Extrair/nanoencapsular in situ estes compostos em zeina por nanoprecipitagao
com caseinato de sédio como surfactante;

o Caracterizar as nanoparticulas quanto a sua morfologia (Microscopia
Eletronica de Transmissdo, MET), tamanho (Espalhamento Dindmico de Luz),
interagdes quimicas (Espectrofotometria no Infravermelho com Transformada de
Fourier, FTIR) e propriedades térmicas (Calorimetria Diferencial de Varredura,
DSC e Termogravimetria, TGA);

. Analisar a capacidade antioxidante das nanoparticulas e extrato por DPPH,
ABTS e FRAP;

. Determinar o efeito da adi¢do das nanoparticulas em 6leos comestiveis (soja,
palma e palmiste) na preven¢do da oxidacdo lipidica dos mesmos por Rancimat;

. Avaliar com o uso de ferramentas quimiométricas a estabilidade oxidativa dos

6leos puros e adicionados das nanoparticulas aqui produzidas.



18

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Olea europaea L.

A oliveira ¢ uma arvore cultivada desde tempos imemoriais, ha registros da cultura
ha milénios em livros sagrados como a biblia, em papiros do antigo Egito e outros registros
nas regides que hoje conhecemos como Mediterraneo, que compreende paises que sdo
banhados pelo mar Mediterraneo, pertencentes a Unido Europeia (Espanha, Franga, Monaco,
Italia, Malta, Eslovénia, Croacia, Bosnia, Hezergovina, Montenegro, Albania, Grécia e
Turquia), a Asia, (Siria, Libano, Israel e Palestina) e a Africa, (Egito, Libia, Tunisia, Argélia
e Marrocos). A oliveira € uma arvore perene, existem diversas delas que ultrapassam os 2
mil anos de existéncia, na Croacia por exemplo foi constatada, através de analise de carbono,
uma oliveira de 1600 anos que, incrivelmente até os dias de hoje continua produzindo cerca
de 30 quilos de azeitonas por ano (SIMIELLI, 2020; SINGH; DAVIDSON, 2016). O mapa
da Figura 1 situa a regido do mediterraneo, que compreende trés continentes
simultaneamente, Africa, Europa e Asia conectados pelo mar mediterraneo. Ja a Figura 2

aponta o nicho de cultivo de Olea europaea nesta regiao.

Figura 1 - Regido Mediterrianea

QCEANO ARTICO

Fonte: adaptado de Mundi (2021)
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Figura 2 - Regides de maior cultivo de oliveiras no Mediterraneo

Fonte: Moreno (2014)

Apesar de ser proveniente da regido mediterranea, o cultivo de oliveiras vem
aumentando no Brasil na ultima década, um dos provaveis motivos € que o pais € o terceiro
maior consumidor mundial de azeite. A regido sudeste contabiliza pelo menos 200 produtores
somando um total de 2 mil hectares de cultivos em 80 municipios sendo estes em Sao Paulo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo. Em 2018 a regido atingiu 800 toneladas na
safra de azeitonas (SILVA; ZAMBON; OLIVEIRA, 2019). Outra regido que se destaca no
cultivo da oliveira ¢ o Sul, que compreende os estados do Parand, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, sendo este ultimo o maior produtor. A Secretaria de Agricultura Pecudria e
Desenvolvimento Rural, estima que a area plantada até o final de 2020 foi equivalente a 6200
hectares e estimativa de producdo de 202 mil litros de azeite (SECRETARIA;
AGRICULTURA, 2021)

Existem diversas cultivares de Olea europaea L. sendo listadas em trés grupos
principais: 1) destinados principalmente a producdo de azeite, sdo elas: Arbequina que é de
origem espanhola, Picual também conhecida como Andaluza, Lopereiio, Marterio, Nevadillo
ou Picua, representa 50% da producgado de azeitonas advindas da Espanha e cerca de 20% da
producao mundial, a Koroneiki de origem grega, Frontoio que ¢ italiana, a Arbosana que

apresenta caracteristicas similares a Arbequina e 6tima adaptagao de produ¢@o no Rio Grande
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do Sul -BR, a Galega também conhecida como Alto D’Ouro originaria de Portugal e muito
adaptavel na regido de Pelotas também no Rio Grande do Sul; ii) outro grupo destinados a
producao de azeitonas de mesa, contando com os cultivares Ascolana de origem italiana e
boa adaptacao de producdo nos estados brasileiros do Rio Grande do Sul, Sao Paulo e Minas
Gerais, a Cordovil de Serpa também conhecida como Panafiel de origem portuguesa, a
Manzanilla de Sevilla também denominada por Carrasqueria, Manzanilla, Manzanilla
Blanca, Temprano, Manzanilla Comun e Varetuda que uma das cultivares mais bem
apreciadas; iii) o terceiro grupo que apresenta uma cultivar de dupla finalidade, a Hojiblanca
que manifesta 6timas caracteristicas para produ¢ao de azeitona de mesa e para a producao de
azeites que apesar do baixo rendimento que possui, ¢ apreciada pela qualidade (COUTINHO
et al.,2009).

As caracteristicas macroscopidas da Olea europaea L. sdo de uma arvore robusta
com altura variando entre 4 e 8 metros, que se ndo sofrer poda chega aos 15 metros. O
crescimento desta arvore ¢ lento e os troncos tendem a ser tortuosos € grossos, como pode
ser observado na Figura 3, oliveiras mais antigas podem ter tronco de 2 metros de didmetro.
Ja& as folhas de oliveira, Figura 4, apresentam um formato de cunha na base e apice
mucronado, comprimento entre 3 e 9 centimetros de largura de 0,5 a 3 centimetros, sua
extensao apresenta peciolo de até 1,5 mm, as folhas t€ém caracteristica coridcea rigida,
tonalidade verde-acinzentada, brilhante e glabra na parte de cima e tonalidade cinzento-

esbranquicada (ALLIX, 2020).
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Figura 3 - Arvore de oliveira (Olea europaea L.)

Fonte: Gardenia (2021)

Figura 4 - Folhas de Olea europaea L. fotografadas de diferentes dngulos

Fonte: adaptado dé Allix (2020)

3.2 Extrato de folha de oliveira

Estima-se que pelo menos 10,6 milhdes de hectares no mundo sdo ocupados por
oliveiras, a regido do Mediterraneo destaca-se com a maior producio de azeitonas, hoje em
dia cerca de 84%, e de azeites 97% da producdo mundial para ambos (BERNARDI et al.,
2021). A producao de azeite e azeitonas de mesa gera alguns residuos, sendo o maior deles
as folhas de oliveira (ABI-KHATTAR et al., 2021), durante o cultivo da oliveira, existem
dois principais momentos em que as folhas deixam a arvore e se tornam residuos, no
momento da colheita, seja ela mecanizada ou manual, e no momento da poda que ocorre com

intervalos de tempo pré-estabelecidos (BERNARDI et al., 2021).
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A intensidade da poda pode ser classificada como suave, média e severa, as quais
eliminam, respectivamente, 17%, 25 a 33% e 50% de vegetacao da copa (COUTINHO et al.,
2009). Na Espanha por exemplo, maior produtor mundial de azeite de oliva, a quantidade de
folhas acumuladas anualmente pode facilmente ultrapassar 1 milhdo de toneladas, essa
quantidade gera uma preocupagdo ambiental e uma oportunidade de exploragdo econdmica
(LAMA-MUNOZ et al., 2020a).

Recentemente o extrato das folhas de oliveira, passou a receber uma atengao especial
devido a seus principais constituintes, compostos fenolicos fortemente associados a atividade
antioxidante (TOULABI et al., 2021). O extrato de folhas de oliveira apresenta potencial
para prevencao da peroxidagdo lipidica, protegendo uma parcela dos acidos graxos
insaturados de serem oxidados e transformarem-se em hidroperéxidos, o que impede o efeito
cascata da oxidagao lipidica, uma vez que os hidroperéxidos sao mais susceptiveis a oxidagao
e sdo precursores dos produtos de oxidacdo secundarios (OLIVEIRA et al., 2022), aldeidos
de cadeia curta e cetonas e alcoois ndo volateis (FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2014).
Portanto os compostos contendo antioxidantes, estendem o tempo de prateleira dos alimentos
porque sdo capazes de inibir a oxidagdo lipidica (LAVADO; LADERO; CAVA, 2021).

Diversas espécies de folhas e outros produtos naturais tais como ervas, sementes, €
até mesmo cogumelos estdo sendo explorados, justamente por estarem fortemente associados
a atividade antioxidante e apresentarem grande potencial para aplicagdo em alimentos e
bebidas (DE FREITAS et al., 2018b; FRANCISCO et al., 2018a; LORENZO et al., 2018;
RYAN et al., 2002; SANTOS et al., 2021; SHARMA; DHANJAL; MITTAL, 2017b;
TOULABI et al., 2021; YAO et al., 2019). Embora ndo haja evidéncias que antioxidantes
sintéticos oferecam toxidade ao ser humano, os consumidores cada vez mais estdo optando
por produtos de origem natural que podem oferecer além da atividade antioxidante, outras
atividades biologicas atrativas que agregam um estilo de vida mais consciente e saudavel
(FERREIRA-SANTOS et al., 2021).

Muitas pesquisas académicas t€m se voltado a extragdo de bioativos provenientes
destas fontes naturais, a Tabela 1 compila algumas variedades de folhas, raizes, cascas,
sementes e cogumelos, que por muitas vezes também sdo considerados residuos advindos do

processamento de outros alimentos e que se tornaram matérias-primas utilizadas para
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extracdo de componentes bioativos. A Tabela 1 apresenta também quais foram os solventes

utilizados para a realizagdo da extracdo destes componentes.

Os trabalhos citados na Tabela 1 abrem um leque de oportunidades para a

exploracao de outros bio-residuos, como ¢ o caso das folhas de oliveira, que oferecem grande

potencial para a extracdo de seus bio-compostos.

Tabela 1 - Diferentes espécies que sio exploradas para extracao de biocomponentes e
solventes utilizados.

Solvente(s) utilizados

Espécie ~ Referéncia
para a extracao
Urtiga (Urtica dioica L.) Solucdo etanol:dgua .
¢ sélvia (Salvia officinalis L.) (50:50 v/v) Bigi et al.(2021)
. Solugdo etanol:agua
Folha de oliveira .
(Olea europaea L.) (70:30 v/v) Oliveira et al. (2022)

+ 1% acido acético

Folha de oliveira

solugdo ctanol:dgua Toulabi et al.(2021)

(Olea europaea L.) (70:30 v/v)
Araucaria angsuirtl;feor}z ((1I§ert01.) Kuntze etanol:zgl?: 2%3,06:20 v/V) Santos et al. (2018)
Rizomas de Curcuma longa L. Etanol (99,8%) Dos Santos et al. (2019)
Agari(cjz(t)sgglil;;)(;us L Etanol Francisco ef al. (2018)
Araucaria angsg;g;f; ((}Efertol.) Kuntze Agua (cocedo) Silva et al. (2019)

Folha de feijoa
(Acca sellowiana (O. Berg) Burret)

Etanol:dgua 50:50 v/v) Santos ef al. (2021)

Sementes de uva (Vitis vinifera L. var.

Albarifio) Etanol:dgua (80:20)  Gomez-Mejia ef al. (2021)
mulberry (Morus nigra L.)
Jamelao (
Sicana odorifera (Vell.) Naudin Epicarp Agua Albuquerque ef al. (2021)

Jugara (Euterpe edulis Martius)

Etanol:dgua deionizada 0 o0 o 41 (2019).

(70:30)
Biorresiduos florais agua/HCI (100:1,v/v) a ,
de Crocus sativus L. 40+£5°C Serrano-Diaz et al. (2014)

Fonte: Autoria prépria.

De uma maneira geral, os principais componentes bioativos encontrados nas folhas

de oliveira e que apresentam atividade antioxidante sdo trés: oleoropeina, tirosol e

hidroxitirosol, na Figura 5 sdo apresentadas as estruturas quimicas destas moléculas.
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Figura 5 - Estrutura quimica da oleoropeina, tirosol e hidroxitirosol

COOCH,
HO
HO
Oleoropeina O -Glicosil
.t HO OH
HO Tirosol HO
Hidroxirosol

Fonte: Adaptado de Kritikou et al. (2020)

Justamente por estes serem os principais compostos estudados nas folhas de oliveira,
Kritikou et al. (2020), comparou as diferentes concentracdes de oleoropeina, tirosol e
hideroxitirosol nas seguintes cultivares Koroneiki, Konservolia, Kalamon, Petrolia,
Megaritiki, Agouromanakolia, Agrilia, Adramitiani e Kolovi. A quantificacdo foi realizada
por UHPL (Cromatografo Liquido de Ultra Alta Pressdo) acoplado a um espectrometro de
massa QTOF (Tecnologia de Quadrupolo e Tempo de Voo). A variedade Petrolia apresentou
a menor concentragdo de oleoropeina, cerca de 6,4mg/kg enquanto a Agrilia apresentou
maior concentracdo com 219 mg/Kg; na comparacdo de concentragdo de tirosol, a cultivar
com menor quantidade foi a Petrolia com niveis ndo identificaveis e a de maior concentragao
foi a Kolovi com concentragao na faixa de 97 a 121 mg/Kg. A variedade Kolovi apresentou
a maior concentracao de hidroxitirosol em média (394 mg/Kg) e a Konservolia a menor 28
mg/Kg. Outros componentes importantes, porém, em menores concentragdes que siao
encontrados das folhas de oliveira sdo vanilina, luteolina, quercetina e a apigenina
(KRITIKOU et al., 2020).

Uma busca na base de dados Scopus utilizando em conjunto as palavras-chave
Olive, Leaves e Extraction resulta em 554 documentos publicados a partir de 1971, sendo

que os ultimos 5 anos apresentam um destaque importante no aumento das publicagdes,
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conforme apresentado na Figura 6. Na Tabela 2 estdo listadas pesquisas deste periodo de
maior crescimento nos estudos relacionados a extracao dos compostos bioativos de folhas de
oliveira, relacionando a técnica de extracao e solventes utilizados. Nota-se que diferentes
técnicas, bem como solventes, considerados “amigos do ambiente” ja foram empregados para

obtencao dos extratos bioativos a partir das folhas de oliveira.

Figura 6 - Numero de artigos cientificos publicados por ano, associados a busca no
SCOPUS com as palavras-chave Olive AND Leaves AND Extraction

Documentos porano
R

Documentos

s R R Y e B RS
1971 16 1931 1986 1991 1996 2001 2006 2011 e 2

Ano

Fonte: Adaptado de Scopus (2021)
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Tabela 2 - Estudos de extracio de bioativos das folhas de oliveira publicados a partir de 2016

Variedade de Olea europaea L. Técnica de extracio Solvente Referéncia
Olea europaea L. provenietens da Agitagdo continua (180 rpm) sob Agua, glicerol e Mourtzinos et al.(2016a)
cidade de Thessaloniki na Grecia banho maria (40,50 e 80+ 1 °C) hidroxipropil-b-
ciclodextrina
Variedade Swebea Elgia, originaria da Agitagao continua 280 rpm) Agua, etanol e metanol Sifaoui et al.(2016)

Tunisia

(55 °C)

Olea europea cv. Oblica provenientes
da Croécia

Extra¢ao liquido pressurizado

Etanol:dgua (50:50, v/v)
sonicado

Putnik et al. (2017)

Olea europea L. proveniente de
Ayvalik (Edremit) na parte do Mar
Egeu daTurquia

Extracao assistida por micro-ondas
sem solvente (250, 300, e 350 W)

Sem solvente

Sahin et al. (2017)

Olea europaea cv. Koroneiki
Proveniente de Tarom no Ira

Extragdo assistida por ultrassom

Etanol:agua (25:75, v/v)

Shirzad et al.(2017)

Olea europaea L. provenientes da
provincia de Najaf, [raque

Agitador 180 rpm
38°C

Etanol/agua (80:20 v/v)
Metanol/agua (80:20 v/v)
Eter dietilico/agua (80:20

v/v)
Hexanol/agua (80:20 v/v)

Altemimi et al. (2017)

Olea europaea L., cultivar Coratina

Pré-processamento em

Etanol:4dgua (70:30, v/v)

proveniente de Bari na Italia liquidificador Etanol:agua (30:70, v/v)
Extragdo por ultrassom Apenas agua
(35+£5°0C)

Difonzo et al. (2017)

Olea europaea L., cultivares Picual e
Arbequina, provenientes de Jaen na
Espanha

Ultra-turrax
(2 x 30s vel. max.)

Dimetil-sulfoxido

Romero et al. (2017)

Olea europaea L., provenientes de
diferentes lugares da Turquia

Ultra-turrax

Agua:etanol (90:10, v/v)

Sahin; Sayim e Bilgin
(2017b)
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Olea europaea L., cultivar
Chalkidiki, provenientes do
norte da Grécia

Extracdo por ultrassom assistido

Etanol, metanol, acetona e
agua em diferentes
concentracoes

Irakli; Chatzopoulou e
Ekateriniadou (2018)

Onze cultivares diferentes foram
incluidos neste estudo: um
marroquino autdctone e
variedade predominante
chamada ‘Picholine Marocaine’,
e dez cultivares mediterraneas
recentemente introduzido em
Marrocos (‘Arbequina’,
‘Hojiblanca’, ‘Frantoio’,
‘Koroneiki’, ‘Lechin’, ‘Lucque’,
‘Manzanilla’, ‘Picholine de
Languedoc’, ‘Picual’ e
‘Verdal’)

Banho de ultrassom

Etanol-agua (80:20, v/ v)

Olmo-Garcia et al. (2018)

Olea europaea L., provenientes de
regido de Leiria em Portugal

Agitacdo magnética 1000 rpm

Liquido i6nico tensoativo

Claudio et al. (2018)

Olea europaea L., cultivar
Busa, proveniente de Vodnjan
na Crodcia

Extracdo assistida por ultrassom

Etanol:Agua (80:20, v/v)
60°C

Giacometti; Zauhar e Zuvi¢
(2018)

Olea europaea L., provenientes
de Armutlu-Kemalpasa,
provincia de Izmir, Turquia

1) Maceracao
11) Maceracao
iii) Extracdo com agua
superaquecida
v) Extracao de liquido
superaquecido modificada

1) 4gua deionizada
i1) etanol, isopropanol (25,
50, 75 e 100%)
111) agua deionizada
v) etanol:agua 75:25, v/v
e etanol:isopropanol:agua
50:25:25 v/viv

Uzel et al.(2018)
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1) Extra¢do assistida por micro-

Agua:etanol 60:40, v/v

da Rosa et al. (2019)

Olea Europaea L. cultivar ondas e etanol:agua 70:30, v/v
Arbequina, proveniente do Rio i1) Extracdo assistida por
Grande do Sul no Brasil. ultrassom
iii) Maceracdo
Olea Europaea L., cultivar Agitador 200 rpm Agua deionizada Ghelichkhani ef al.(2019)

Mari, da provincia de Fars no
Ira.

Banho de ultrassom

Olea europaea L., cultivar
Coratina, provenientes de
Acquaviva delle Fonti (Bari,
Italia)

Extragdo assistida por ultrassom

Etanol:agua
0, 30 ¢ 70% de etanol

Flamminii et al. (2019)

Olea europaea L. cultivar
Picual, provenientes de Jaén na
Espanha

1) Agitagdo 350 rpm
i1) Solvente acelerado Dionex ™
ASE ™ 350 extrator (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham,
EUA)

1) Diversas solugdes de
agua e etanol (20, 40, 60
,80 € 96% de etanol)
i1) Etanol:agua 60:40 v/v

Lama-Muioz et al.(2019)

Olea europaa L., cultivar
Negrinha de Freixo,
provenientes da cidade de
Chapec6 em Santa Catarina,
Brasil.

1) Extracdo por fluido supercritico
i1) Extracdo por liquido
pressurizado

Etanol:agua 80:20

Rosa et al. (2019)

Olea europaea L. cultivar
Picual, provenientes de Jaén na
Espanha

Extragdo assistida por ultrassom

Etanol

Martinez-Patifio et al.
(2019)

Olea europaea L.

Extracdo solido-liquido
Sohxlet
Extracdo assistida por microondas
Extracdo assistida por ultrassom

Acetona, metanol,
etanol, n-hexano, acetato
de etila, cloroféormio e éter
dietilico, bem como

Borjan et al. (2020)
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Fluido supercritico

misturas destes com agua
em diversas proporcoes

Olea europaea L., provenientes da
regido de Maule no Chile.

Extragdo assistida por ultrassom

Solventes eutéticos
profundos
1) 1: 1 de cloreto de colina
e acido citrico
i) 1: 2 de
cloreto de colina e
etilenoglicol
1i1) Etanol, metanol ou
agua

Plaza et al. (2020)

Olea europaea L., cultivar
Oblica, provenientes da regido
de Hvar, Croacia

Extracao assistida por ultrassom
Extragdo assistida por micro-ondas

Etanol: agua 50:50 v/v

Dobrinci¢ et al.(2020)

Olea europaea L. de seis
diferentes cultivares: trés de
cultivo de azeitonas e azeite
Arbequina, Picual e Roya e

outras trés cultivares selvagens

1) Soxhlet
i1) Extragao de liquido-
pressurizado

Etanol-agua (60:40, v/v)

Lama-Muiioz et al.(2020b)

Olea europaea L. cultivar Extracgdo assistida por microondas Etanol:dgua Vural et al.(2020)
Ayvalik, proveniente de Metanol:agua
Balikesir-Ayvalik na Turquia (5, 25, 45, 65 ¢ 85 %)
Olea europaea L. variedade Campo elétrico pulsado Agua: etanol (75:25, v/v) Pappas et al.(2021)
Chodrolia, Chalkidikis
Olea europaea L. Extragdo assistida por ultrassom Etanol:adgua (70:30, v/v) Markhali et al.(2021)
Extracdo assistida por micro-ondas
Olea europaea L. proveniente Extragdo automadtica de solvente Etanol:4dgua (80:20, v/v) Sahin ef al.(2021)

de Ayvalik na Turquia
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Olea europaea L., cultivar Campo Elétrico pulsado Etanol:agua Pappas et al. (2021)
Chondrolia Chalkidikis, (0,25,50e75¢e 100 %)
proveniente de Karditsa,
Grécia
Olea europaea L. cultivar Agitagao (500rpm) Solvente eutético Chakroun et al. (2021)
Koroneiki profundo
(Acido L-lactico servindo
como
doador de ligagdo de

hidrogénio e acetato de
amonio, servindo como
aceitador de ligagdo de
hidrogénio nas razoes 1:1,
3:1,5:1,7:1,9:1 e 11:1

Olea europaea L. cultivar Extracao assistida por micro-ondas Agua:etanol
Arbequina, provenientes do Rio  Extragao assistida por ultrassom (diferentes proporcdes)
Grande do Sul, Brasil.

Rosa et al.(2021a)

Fonte: Autoria prépria
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3.3 Nanoencapsulacio de compostos bioativos por nanopreipitacio

Sabendo que o efeito funcional dos compostos fenodlicos depende ndo apenas na
quantidade ingerida, mas da sua biodisponibilidade (HOLST; WILLIAMSON, 2008), uma
estratégia ja empregada para este fim € a encapsulagdo dos compostos em questdo. A técnica
aplicada para a encapsulagao ¢ dependente principalmente da solubilidade do composto a ser
encapsulado, da solubilidade do encapsulante (carreador) e da aplicagdo final deste material
produzido, dentre outros fatores. No caso em que a aplicagdo final das micro/nanoparticulas
se da em alimentos, o agente encapsulante deve ser preferencialmente classificado como
GRAS (Generally Recognized as Safe) (LEIMANN et al., 2019). Além disso, € preciso
garantir que a obtencdo de tais compostos ou extratos, que serdo encapsulados, seja feita de
forma amigéavel ao meio ambiente (PETTINATO et al., 2020).

Existem diversas técnicas de micro/nanoencapsulacido que podem ser aplicadas para
compostos bioativos, como ¢ mostrado na Tabela 4. A escolha da técnica ¢ dependente do
material/composto a ser encapsulado, da finalidade de uso e da disponibilidade do
equipamento, ¢ diferentes materiais de parede podem ser aplicados, como hidrocoloides,
proteinas, amidos, dextrinas, lipidios, varios emulsificantes e fibras, sozinhos ou associados

a outros compostos (RIBEIRO; VELOSO, 2021).
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Tabela 3 - - Métodos de micro e nanoencapsulacio, materiais de parede, compostos ativos encasulados e tamanho de particula
aproximado determinado pelos autores

Método de encapsulacio

Material de parede

Composto ativo

Tamanho aproximado

Referéncia

-caroteno

- Cera de abelha 10,4 a 344 nm Carvalho et al. (2021)
Homogeneizagao a )
quente Cera de carnatiba cohli? de 15 a45 um Almeida et al. (2018)
Amido .
Zeina 229 a 564 nm Lieral. (2021)
Albumina
Nanoprecipitagdo Gelatina de soro 200 a 300 nm Azimi et al. (2014)
bovino
Zeina ~ 190 nm (PDI =0,25) Lemes et al. (2017b)
Curcumina
Curcumina N - .
Emulsificagdo/Evaporagio PLLA ' ~ 180 nm (PDI = 0,2) Silva-Buzanello et al. (2016a)
de solvente PLLA Oleo de café 173 a357 nm Freiberger et al. (2015)
torrado
SCZ;I?;ma/Casemato de Probidtico ~ 12 2386 um Zhao et al. (2020)
Coacervagao complexa . . Oleo essencial 382120 nm https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2020.106077Hernéndez-
Gelatina/Mucilagem de Origanum N 12020
de chia vulgare ava et al.( )
Quitosana Linalol
~ 352 nm Xiao et al. (2017)

Gelificagdo i6nica

Pectina de baixa

Antocianinas de

metoxilacio amidada Hlblscgs ~ 1000 pm (PDI = 0,5) Moura et al. (2018)
sabdariffa L.
N Silica Lisozima Zhu et al. (2021)
Homogeneizagdo de
alta pressdo Amido Carotendides ~200 nm Chutia e Mahanta (2021)
Dispersdo s6lida (método  _ V¥ B-caroteno 0,337 0,602 pm Rocha et al. (2018)
da dissolugdo) PVP Curcumina 2202712 nm

Almeida et al. (2018a)



https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2020.106077
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Atomizacdo (Spray drying Cera de abelha, cera de
ou Spray chilling) carnauba e miglyol

Curcumina

95 a 139 pm

Sorita et al. (2021)

Fonte: autoria propria
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Uma das técnicas que vem ganhando espago no campo da pesquisa e
desenvolvimento, ¢ a nanoprecipitacdo que além de ser um método de simples aplicagao,
oferece bom rendimento, ¢ ecologicamente amigavel e pode ser aplicada a nivel industrial,
(BERTOLINO et al., 2020c). No método de nanoencapsulagdo por nanoprecipitagao,
também conhecido por “método de deslocamento de solvente”, ocorre uma emulsifica¢do
espontanea da fase organica contendo o polimero dissolvido e o composto de interesse, em
um meio aquoso que induz a nanoprecipitacdo (PATEL; MISHRA, 2021). Na Figura 7 ¢
possivel observar um esquema representativo do método de nanoprecipitacao que se utiliza
das diferentes solubilidades da zeina em etanol e 4gua sendo exploradas a fim de produzir
nanoparticulas. A interacdo do alcool e da agua atua diminuindo a concentragdo do etanol,
reduzindo a solubilidade da zeina e ocasionando sua produ¢ao na forma de nanoparticulas
(PASCOLI; DE LIMA; FRACETO, 2018).

Essa técnica possui algumas etapas sendo elas: supersaturagdo, nucleagdo,
crescimento por condensacdo e crescimento por coagulagdo que leva a formacdo de
nanoparticulas. A supersaturagao ocorre quando a solu¢ao contém mais soluto dissolvido que
aquele dado pelo valor de saturagao de equilibrio, essa etapa pode afetar as propriedades do
nanoencapsulado, caso ela seja muito elevada pode ocorrer uma diminui¢do na particula.
Posteriormente se inicia a nucleacdo onde ocorre uma estabilidade termodinamica, ou seja,
as flutuacdes locais na concentracdo causadas pela supersaturacdo levam a formacdo de
nucleos primdrios, que por sua vez aumentam de tamanho pela associagdo de moléculas de
soluto até atingir um tamanho critico que seja estavel contra a dissolucdo. Em seguida os
nucleos aumentam de tamanho por condensagdo ou coagulagdo. A condensagdo ¢ a adigao
de moléculas a superficie da particula, esse processo ocorre em duas etapas: a difusional e a
de degradagdo. J4 a coagulagdo depende da frequéncia de colisdo, da relacdo atrativa e

repulsiva entre as particulas (MARTINEZ RIVAS et al., 2017).
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Figura 7 - Esquema representativo do método de nanoprecipitacio

Precipitado
Zeina dissolvida em
etanol (70-85% v/v)
Agua; )
Fase aquiosa J Tween 800,519y Namoparticula
ou Pluronic F680,05—1,5%,,  4¢ Zeina

Fonte: Adaptado de Pascoli et al. (2018)

A zeina é uma proteina solivel em alcool rica em prolamina, proteina encontrada
no milho. Possui boa biodegradabilidade, alta resisténcia térmica, capacidade de formacao
de filme, biocompatibilidade e propriedades de barreira a umidade e oxigénio,
proporcionando encapsulamento eficaz de compostos bioativos lipofilicos sensiveis. Os
pesquisadores relataram que a proteina zeina ¢ estavel em condi¢des géstricas simuladas por
até 120 minutos, mas se torna instavel no fluido intestinal simulado em 30 segundos. Isso
significa que a zeina aumentard a prote¢do dos compostos bioativos sensiveis contra as
condi¢gdes gastricas e facilitara a liberacdo dos compostos bioativos apenas no fluido
intestinal, melhorando assim a bioacessibilidade dos mesmos (MAHALAKSHMI et al.,
2020).

A zeina j4 foi utilizada em diversos estudos como agente encapsulante, como por
exemplo: timol e carvacrol (WU; LUO; WANG, 2012), 6leo de peixe (ZHONG; TIAN;
ZIVANOVIC, 2009) , quercetina (LI ef al., 2019), curcumina (LEMES et al., 2017c¢), luteina
(SILVA, J. T. do P. et al., 2017a), resveratrol (LIANG et al., 2018), extrato de hibisco
(CALLIARI et al., 2020b), propolis (ZHANG et al., 2019), extrato de Cyclea barbata Miers
(WONG et al., 2020), entre outros. Apesar da zeina se mostrar um agente encapsulante
versatil, sendo aplicado para encapsular compostos com diferentes caracteristicas, destaca-
se que o extrato de folha de oliveira ainda nao foi encapsulado com a mesma, sendo um

importante ponto a ser explorado.
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3.4 Extracdo/encapsula¢io simultineas

Visando a reducdo tanto do tempo de processo, quanto do uso de solventes, a
extragdo/encapsulacdo simultaneas vem sendo cada vez mais empregada, com diferentes
técnicas, solventes e agentes encapsulantes. Nesse sentido a técnica de dispersao solida foi
utilizada por Santos et al. (2020) para extrair curcuminoides (etanol e 4gua como solventes)
a partir de Curcuma longa L. e encapsulé-los simultaneamente em polivinilpirrolidona. Os
autores utilizaram um ultrassom para realizar a extragao/encapsulacao. Em outra abordagem
Santana et al. (2019) utilizaram solu¢des dos surfactantes monooleato de polietilenoglicol
400 e dioleato polietilenoglicol 400 para extrair os compostos de folha de guaco (Mikania
glomerata Spreng) e simultaneamente formar uma nanodispersdo, neste caso somente a
agitacdo magnética foi utilizada. Mourtzinos et al. (2016b) realizaram a
extragcdo/encapsulagdo simultdneas de compostos das folhas de oliveira utilizando agua e
glicerol como solventes e ciclodextrina como agente encapsulante, utilizando a agita¢ao
mecanica como mecanismo de dispersao.

Calliari et al. (2020b) afirmam que utilizaram do conceito de extracdo/encapsulacao
simultaneos pela técnica de nanoprecipitagdo. Contudo ainda o extrato foi obtido em uma
etapa anterior a mistura com o agente encapsulante e a etapa de nanoprecipitagdo. Um

esquema representativo do procedimento utilizados pelos autores € apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Representa¢io esquematica do procedimento adotado para a producao de
nanoparticulas de zeina carregadas com extrato de hibisco

=
/

bd i
S - (1] :5
) 44 Extrato FEFase
R — de hibisco solvente

Etanol 80%
X

Zeina \ ! / (v/v) I
%E‘J - Fase - U q

S antissolvente
- & Nanoparticulas
Fase solvente carregadas suspensas

Fonte: Adaptado de Calliari et al. (2020b)
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No presente trabalho espera-se obter nanoparticulas de zeina contendo o extrato de
folha de oliveira a partir de uma extragcao/encapsulagdo simultaneas, onde as folhas, a zeina
e o solvente de extragdo/encapsulagao sao misturados numa etapa inicial, que permita a
extracdo e interacdo dos compostos extraidos com o agente encapsulante, e oferecam

atividade antioxidante.

3.5 Métodos de avaliacido de atividade antioxidante

O esquema apresentado na Figura 9 demonstra a reagdo entre um antioxidante
sintético, o hidroxitolueno butilado (BHT) e um radical livre genérico. O mecanismo de
reacdo acontece da seguinte maneira, a molécula com capacidade antioxidante, doa um
préton H' para o radical livre, interrompendo a peroxidagdo lipidica (WALSTRA; VAN
VLIET, 2010).

Figura 9 - Mecanismo de acao do hidroxitolueno butilado (BHT) interrompendo a
reacio em cadeia ocorrida durante a peroxidacio lipidica. Onde: ROO- = Radical
livre genérico; ROOH = Radical livre genérico protonado impedido de sofrer reagoes
de peroxidacio em cadeia

0

C(CHjy); C(CHj);
ROOH

CH; CH,

Fonte: Silva et al. (2017)

A principal funcionalidade do antioxidante, ¢ protonar o radical livre de forma que
este seja impedido de sofrer diversas reagdes de peroxidagdo em cadeia, inibindo assim a
oxidagao lipidica. Os compostos fendlicos presentes no extrato de folhas de oliveira possuem
essa capacidade de protonar radicais livres, justamente devido as suas estruturas moleculares
previamente apresentadas na sec¢ao 3.2. (hidroxilas e carbonilas ligadas ao anel aromatico).

O efeito dos antioxidantes sobre os diferentes tipos de radiciais pode ser avaliado

por técnicas colorimétricas, por Espectrofotometria UV-Vis. Uma destas andlises avalia o
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radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil, espécie reativa), que pode ser neutralizado por um
antioxidante (compostos fenolicos - doadores de proton HY), formando assim um novo
radiacal proveniente do antioxidante, que ¢ bem menos reativo que o DPPH, devido as
estruturas de ressonancia que o fenol oferece. Conforme esta reacdo vai acontecendo a
solugdo onde a reagdo ocorre vai mudando sua coloragdo de um rosa intenso para um amarelo
bem claro, que pode ser entdo analisada em espectroscopia de UV-Vis na regido de 517 nm
(OLIVEIRA et al., 2009). A Figura 10 esquematiza o mecanismo de reagao entre o DPPH e

um antioxidante sintético comumente utilizado na industria de alimentos, o BHT.

Figura 10 - Reacio entre o radical DPPH e o antioxidante BHT
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Fonte: adaptado de Oliveira et al. (2009)

Outro método bastante utilizado para a determinacdo de atividade antioxidante ¢
através da captura do radical 2,2"- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico), (radical
ABTS), quanto maior o “consumo” de do radical ABTS, maior a atividade antioxidante
apresentada pelo composto em andlise. A Figura 11, representa a reacdo quimica que
acontece com o radical. Conforme vai ocorrendo a reacao entre os antioxidantes e o radical
ABTS, a coloragdo da solucao vai mudando de um verde escuro para um verde claro, que ¢
entdo analisado por espectroscopia de UV-Vis na regido de 734nm (PEREZ-JIMENEZ,
2007).
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Figura 11 - Reacio entre os antioxidantes e o radical ABTS
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Fonte: adaptado de Pérez-jiménez (2007)

Ainda se tratando de poder antioxidante, uma alternativa desenvolvida para
determinar a redugdo do ferro em fluidos biologicos e solugdes aquosas de compostos puros
¢ a metodologia FRAP. Diferente das demais técnicas que sdo baseadas na transferéncia de
atomos de hidrogénio, esta metodologia é baseada na transferéncia de elétrons. Quando a
reducio de Fe*" a Fe?' ocorre na presenca de 2,4,6-tripridil-s-triazina, a reagio é
acompanhada pela formag¢io de um complexo colorido com Fe?* passando de um azul-claro
para um azul mais escuro que ¢ analisado em espectroscopia de UV-Vis em 595 nm. Esta
técnica pode ser aplicada tanto para verificagdo de atividade antioxidante em extratos de
alimentos e bebidas, quanto para eficiéncia antioxidante de substancias puras (PEREZ-

JIMENEZ, 2007).0 esquema de reagio ¢ apresentado na Figura 12.

Figura 12 - Reac¢do da reducio de Fe3+ a Fe2+ ocorre na presenca de 2,4,6-tripridil-s-

triazina
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> =
[Fe(llI(TPTZ) ]3* [Fe(l)(TPTZ).)3*
2 2
cor: azul-clara cor: azul-escura

Fonte: adaptado de Pérez-jiménez (2007)
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3.6 Prevencio da oxidacao lipidica em 6leos comestiveis

O termo “oxidagdo lipidica” ¢ utilizado para uma série de alteracdes quimicas
complexas que ocorrem em decorréncia da interagcdo do oxigénio com lipideos. Durante essas
reagoes, os acidos graxos esterificados em triacilgliceréis e fosfolipideos, se decompde e
formam pequenas moléculas volateis que produzem aromas indesejados conhecidos como
“rancidez oxidativa”. Apesar de na maior parte das vezes a rancidez oxidativa ser indesejavel
e prejudicial na qualidade dos alimentos, existem exce¢des como sdo os casos de alguns
alimentos fritos ou desidratados e em algumas qualidades de queijos em que esses compostos
podem contribuir favoravelmente (FELLOWS, 2009).

O mecanismo de oxidacdo lipidica é bastante complexo e acontece por etapas, a
iniciacdo, a propagacao e a terminagdo. O elemento central da inicia¢do da cadeia oxidativa,
¢ a espécie conhecida como radical livre, como descrito anteriormente, os radicais livres sao
caracterizados por possuirem um (ou mais) elétron ndo pareado que reagem facilmente com
o oxigénio. Resumidamente, de acordo com a Figura 13, a iniciag@o ¢ a fase onde vai ocorrer
a abstrac@o de um hidrogénio na estrutura molecular do lipideo, mudando a configuracao do

triacilgicerol e formando radical alquil (FELLOWS, 2009).

Figura 13 - Mecanismos de iniciacio e propagacio da oxidacao lipidica, formando
hidroperoxidos lipidicos

~— Iniciacao

-

2 SN e T e O S T &5 o TN NS
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Hidroperoxidos

Fonte: adaptado de Dominguez et al. (2019)
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Com a formagao do radicail alquil da-se inicio a etapa de propagagdo que ¢ quando
0 oxigénio vai interagir com o radical alquil, e havera a formag¢ao de novos radicais, o peroxil
e hidroperdxidos de 4cido graxo. A terminagao ocorrre quando na presenca de oxigénio os
radicais se combinam para a formagao de espécies ndo radicais em uma taxa de reagao
limitada, havendo a formagdo de dimeros e polimeros de 4cidos graxos (DOMINGUEZ et
al.,2019).

A prevencao da oxidagao lipidica entdo, pode se dar pelo simples fato de incorporar
mecanismos que contribuam no controle e estabilidade de radicais livres pro-oxidantes e
intermediarios das reagdes de oxidagdo. E possivel avaliar o efeito da incorporagio de
compostos antioxidantes na estabilidade oxidativa de dleos de diferentes formas, sendo o
teste mais confiavel o teste de armazenamento, contudo esta analise pode levar até meses,
assim métodos que reduzam o tempo de avaliagdo sdo muito importantes. Os mais usados
incluem: Teste Rancimat, Teste Schaal Oven - teste termostatico, ¢ as determinacdes
quimicas do valor de perdxido, valor de anisidina e indice de acido (MASZEWSKA et al.,
2018).

Na analise Rancimat determina-se quanto tempo a amostra permanecera estavel,
sendo submetida a um fluxo constante de oxigénio (oxidagao acelerada) e a uma elevada
temperatura (constante). O fluxo de oxigénio que sai da amostra de 6leo ¢ borbulhado em
agua deionizada e os compostos volateis ali presentes sdo entdo quantificados
constantemente pela condutividade da 4gua, que aumenta em fungao da presenga dos acidos
organicos volateis. O tempo final da indu¢do oxidativa € determinado através do maximo da
segunda derivada em relacdo ao tempo. Quanto maior o tempo de inducdo, maior a
estabilidade do 6leo, maior ¢ capacidade antioxidante do composto adicionado ao 6leo
(TINELLO et al., 2018).

Ja o Teste Schaal Oven ¢ realizado com a incubagdo das amostras lipidicas
adicionadas de antioxidante em um forno com circulagdo forcada a 60°C sem presenga de
luz por um periodo de tempo especificado (GRAMZA-MICHALOWSKA; SIDOR; HES,
2011). O oleo testado pode ser entdo analisado por Espectrofotometria UV-Vis e informagdes
relativas as modificacdes quimicas da oxidagdo lipidica extraidas através de avaliacdes
quimiométricas. Esta avaliagdo dos dados de UV-Vis ja foi utilizada em diversos estudos

através da aplicagdo de técnicas quimiométricas como Multivariate Curve Resolution
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Alternating  Least-Squares (MCR — ALS) (GUIMARAES-INACIO et al,
2018) e Principal Component Analysis (PCA, Analise de Componentes Principais) (MUCK
E et al., 2021). O método PARAFAC (PARAllel FACtor analysis) ja foi utilizado para a
avaliacdo de dados de oxidacao lipidica obtidos por Espectroscopia de Fluorescéncia 3D
(BOTOSOA; KAROUI, 2022), mas para dados de Schaal Oven determinados por UV-Vis
ainda ndo. O PARAFAC pode ser considerado uma generalizagdio da PCA para dados
multidimensionais (SENA; TREVISAN; POPPI, 2005) .

3.7 Atividade antioxidante de compostos encapsulados

Como ja descrito nesta revisdo, compostos encapsulados passam a receber uma
camada de protecdo contra efeitos externos (luz e oxigénio por exemplo), e dependendo da
técnica de encapsulagdo, podem se tornar mais ou menos hidrossoliveis. A encapsulagdo de
compostos bioativos, faz com que estes tenham mais estabilidade e sejam capazes de prover
sua atividade antioxidante gradualmente, esta liberacdo gradual confere a matriz que recebe
os encapsulados, um maior tempo de vida de prateleira (AZARPAZHOOH et al., 2019;
FRANCISCO et al., 2018b).

Foi relatado no trabalho de Silva-Buzanello ef al. (2016b), que o contetindo fenolico
total das nanoparticulas contendo curcumina e da curcumina sem ter sido encapsulada, foi o
mesmo, destacando assim que a técnica de encapsulagdo ndo compromete a atividade
antioxidante do composto bioativo. Alizadeh Sani ef al. (2022) relatam que antocianinas
encapsuladas conferiram aumento no tempo de prateleira de matrizes alimentares aos quais
foram aplicadas, quando comparados com as mesmas sem terem sido encapsuladas, o que foi
justificado pela liberagdo gradual dos compostos antioxidantes.

Como ja descrito, a técnica de micro/nanoencapsulagdo tem o objetivo de proteger
o material carreado de adversidades externas e proporcionar a este, uma liberacao controlada
no meio em que se encontra. Porém, como relatado no trabalho de Tkaczewska et al. (2019),
foi verificado que a microencapsulacdo de um hidrolisado de pele de tilapia, levou a uma
diminui¢do da atividade antioxidante do hidrolisado, tanto in vitro quanto em in vivo em ratos
Wistar saudaveis. A hipotese apresentada foi de que ao proteger o hidrolisado, o material de

parede também pode oferecer um certo impedimento de reagcdo com o meio externo.
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Tendo em vista a revisdo vista a cima, no presente trabalho ¢ proposta a realizagao
da extragdo e encapsulagdo simultaneas de antioxidantes presentes nas folhas de oliveira (em
zeina por nanoprecipitagdo), caracterizagao das particulas e extrato (ndo encapsulado), e por
fim a aplicacao destes em diferentes 6leos comestiveis (soja, palma e palmiste) para verificar

a viabilidade do seu uso como antioxidantes naturais para prevenc¢do da oxidagao lipidica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

As folhas de oliveira utilizadas foram provenientes de um cultivo comercial,
localizado em Aguas da Prata na Serra da Mantiqueira no estado de Sdo Paulo (22°00°48,6”
S 46°37°59,4” W). As espécies de oliveira utilizadas foram das variedades Arbequina,
Koroneiki e Arbosana. Para a nanoencapsulagao foram utilizados a zeina e caseinato de sodio
(Sigma-Aldrich). Foram utilizados os o6leos de soja, palmiste e de palma sem adi¢do de
antioxidantes; brometo de potassio (KBr, grau espectroscopico, Vetec), isoctano (grau
UV/HPLC, NEON), alcool etilico absoluto (99,8%, Dinamica), e BHT (l::xodo Cientifica,
99% de pureza), ABTS (2,2'-azinobis [3-4acido etilbenzotiazolina-6-sulfonico]sal de
diamonio, Sigma-Aldrich), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH, Sigma-Aldrich, Alemanha),
Persulfato de Potassio (Neon, Sao Paulo-SP, Brasil), Acido Cloridrico (Vetec, Rio de
Janeiro-RJ, Brasil), 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ, Sigma-Aldrich), Cloreto Férrico
hexahidratado(Synth, Diadema SP, Brasil), acetato de so6dio (Dindmica, Indaiatuba-SP,
Brasil), Acido Acético glacial (Dindmica quimica contemporanea LTDA), Etanol (99,5%

P.A.) (Dinamica, Indaiatuba-SP, Brasil), filtros de seringa de PTFE hidrofilico (0,45 pm).

4.2 Extracao/nanoencapsulacio em unico passo do OLE

A extragdo e nanoencapsulacdo dos compostos bioativos das folhas de oliveira,
seguiu as metodologias citadas por Lemes et al. (2017c) e Santos et al. (2018a), o
procedimento foi adaptado visando a redu¢do das etapas necessarias para a obtengdo do
extrato e posterior encapsulagdo. Um esquema representativo do procedimento ¢ apresentado
na Figura 14 (A). As folhas de oliveira (43,75 g), a zeina (15 g), o etanol absoluto e a 4gua
(500 mL, 80:20 v/v) foram pré-homogeinizados em um mixer doméstico e em seguida
mantidos sob agitagdo (12.000 rpm por 15 min) em sistema rotor-estator (Ultraturrax T25,
IKA). Apos esta etapa, a mistura foi centrifugada (10 min a 5.000 rpm, Novatecnica NT825)
e o sobrenadante foi coletado e gotejado com auxilio de uma bureta em uma solugao aquosa

de caseinato de sodio (500 mL, 0,02 g/mL) imersa em banho de gelo a 12.000 rpm para que
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a nanoprecipitacdo ocorresse. A dispersdo das nanoparticulas foi por fim, seca em estufa a
60°C, recolhida, triturada (gral e pistilo) e mantida sob refrigeracdo até as andlises de
caracterizacdo. No caso do extrato nao encapsulado, este foi obtido na mesma proporgao
folhas/etanol/agua usada na encapsulacdo e mesma agitagdo em rotor-estator, sendo em
seguida centrifugado e o sobrenadante seco em estufa nas mesmas condi¢des (Figura 14 (B)).
Ja a Figura 15, ¢é referente A) as folhas de oliveira utilizadas neste trabalho, B) extrato das
folhas de oliveira OLE e C) as NPs produzidas neste trabalho, sendo B) e C) ap0s a etapa de

secagem.

Figura 14- Esquema representativo do procedimento utilizado para: (A) a
extracio/encapsulacio do OLE por nanoprecipitacio em tnico passo; (B) Obtencao
do OLE nao encapsulado
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Figura 15 - A) Folhas de oliveira utilizadas neste trabalho, variedades I) Arbequina,
IT) Arbosana e III) Koroneik. B) Extrato das folhas de oliveira (OLE) apos etapa de
secagem e C) NPs de zeina contendo OLE apds etapa da secagem

A ! I 1l

Fonte: Autoria prépria

Foi determinado o rendimento da extracdo (RE %extrato/Efolnas), relativo ao teor de
extrato obtido com rela¢ao a massa de folhas de oliveira. Quanto ao rendimento calculado
para o processo de produ¢do das nanoparticulas (RP), este foi determinado pela relagdo entre
o teor de soélidos coletados ao final do processo, com o teor de solidos inicialmente

introduzidos na primeira etapa: zeina, caseinato de sodio e extrato (determinado a partir de
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RE). Foram utilizadas as Equacdes (1) e (2) respectivamente, onde: V¢ € o volume total de
solvente utilizado na extragdo (mL), ms, ¢ a massa de s6lidos da aliquota de extrato apds a
secagem (g), Va € o volume da aliquota de extrato a ser seca para o calculo do rendimento
(mL), mr € a massa de folhas utilizada na extrag¢do (g), mnp € a massa seca de nanoparticulas
coletada ao final do processo (g), ms ¢ a massa de solidos (zeina e caseinato de sodio)
utilizados na extracdo/encapsulacdo em Unico passo (g) € mg representa a massa de extrato
calculada a partir da Equagao 1, presente na mesma aliquota de amostra coletada para a

analise ao final do processo de extragao.

RE (%) = (V;—Tnf) .100 Equacio (1)
RP(%) = (#’Wf’m) .100 Equagio (2)

4.3 Caracterizacao do OLE e nanoparticulas contendo OLE

Para analisar a interacao entre os compostos extraidos/encapsulante foi realizada a
andlise de FTIR com preparo de pastilhas de KBr que foram analisadas em FTIR IR Affinity-
1 (Shimadzu), na faixa de 4000 a 500 cm™, utilizando 32 acumulagdes e resolugdo de 4 cm’
!. Foram analisados o OLE, a zeina, caseinato de sddio (NaCas) puros, a mistura fisica (MF)
destes na mesma propor¢ao em que se encontram presentes na formulagao das nanoparticulas
(quantidade de OLE determinado pelo rendimento de extracdo/encapsulagdo), além das
nanoparticulas.

As andlises de Calorimetria Diferencial de Varredura e Termogravimétricas foram
realizadas em analisador térmico simultaneo (STA 6000, PerkinElmer, EUA). As amostras
(de 8 a 10 mg) foram acondicionadas em porta amostra de platina e aquecidas até 600 °C a
uma taxa de aquecimento de 10 °C.min"! e atmosfera de nitrogénio (50 mL.min"). Foram
avaliadas amostras de nanoparticulas, OLE, zeina, caseinato de so6dio e também a MF de
zeina, caseinato de sodio e OLE.

Para a avaliacdo da morfologia das nanoparticulas produzidas, realizou-se a andlise
de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET). Para tanto foi preparado um grid de cobre

com recobrimento de carbono (200 mesh) com uma gota de dispersdao de nanoparticulas
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recém preparadas (antes da secagem em estufa). O grid com a amostra seca foi analisado em
um microscopio JEOL modelo JEM 2100, a 200 kV.

A andlise de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS - Dinamic Light Scattering) foi
realizada para determinar o tamanho médio em intensidade (Dz, nm) e o indice de
polidispersdo (PDI, adimensional) das nanoparticulas em um instrumento Malvern Zetasizer
— Nano Series. As amostras previamente secas, foram redispersas em agua (0,1%p/v) e

analisadas em seguida.

4.4 Capacidade antioxidante do OLE e nanoparticulas contendo OLE

DPPH como radical livre: a metodologia foi realizada seguindo a metodologia

descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com algumas alteracdes. Foram
adicionados 10 pL de solvente (etanol:dgua, 80:20) em 140 pL de solugdo metanolica de
DPPH 60 pumol/L (controle negativo) e, 10 pL de amostra (OLE ou nanoparticulas em
diferentes concentragdes) em 140 pL de solugdo de DPPH, sendo o experimento realizado
em triplicata. As solucdes ficaram ao abrigo da luz por 30 minutos e entdo, foi realizada a
leitura a 515 nm no leitor de microplacas (Thermo Plate, TP-Reader). A porcentagem de

atividade antioxidante (%AA) foi determinada conforme a Equacao 3.

(ABScontrole—ABSamostra)
ABSamostra

%AA =

* 100 Equacao (3)

Em que ABScontole € @ absorbancia do controle negativo € ABSamostra € @ absorbancia
da amostra. Os resultados de IC50 foram obtidos utiliazando o sofiware GraphPadPrism 5 e
submetidos ao teste t-Student a um nivel de 5% de significancia (p<0,05) por meio do
software Matlab (R2021a).

Método de ABTS: foi avaliada seguindo o método descrito no trabalho de Thaipong

et al. (2006). A solucdo de trabalho foi preparada pela mistura das duas seguintes solugdes
em quantidades iguais (20 mL cada): solugdo de 7,4 mmol/L de ABTS e solu¢ao 2,6 mmol/L
de persulfato de potassio. A mistura reagiu durante 12 horas no escuro. Depois desse periodo,
a solu¢do de trabalho foi preparada com adi¢do de 1 mL desta mistura a 60 mL de metanol.

Foi realizada a leitura de absor¢do da solucdo de trabalho para verificar se o valor estd
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proximo de 1,10 + 0,02 em espectrofotometro UV-Vis (Ocean Optics, Red Tide USB 650
UV) a 734 nm. Sendo assim, para analise propriamente dita, foram misturados 150 uL de
solucao de OLE ou nanoparticulas em diferentes concentragcdes com 2.850 uL da solugao de
trabalho em tubos de ensaio, ficando armazenados ao abrigo da luz durante duas horas. Entao
foram realizadas as leituras das absorbancias das amostras a 734 nm. Os valores obtidos
foram expressos em IC50 em mg.mL".

Analise do Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro (FRAP): foram feitas 5

solucdes: 1) Solucao de acido cloridrico 40 mM - em um baldo volumétrico adicionou-se 50
mL de 4gua destilada e 333 uL de HCI (37 %), o baldao foi entdo completado com agua
ultrapura; 2) Solu¢do de TPZ 10 mM — foram dissolvidos 31,22 mg de TPTZ em 1 mL de
HCI e completou-se esta solucdo com HCI até o volume de 10 mL; 3) Solucao de cloreto
férrico 20 mM — foram dissolvidos 0,3344 g de cloreto férrico hexahidratado em 100 mL de
agua destilada; 4) Tampao acetato de sddio 0,3 M com pH 3,6 — Foram dissolvidos 0,755g
de acetato de sddio em 230 mL de agua ultrapura, o pH foi ajustado para 3,6 com acido
acético glacial aos poucos, a solugdo foi transferida a um baldo volumétrico de 250 mL com
agua destilada e verificou-se o pH. 5) Complexo-férrico — foram misturados 5 mL da solucao
TPTZ 10 mM, 4 mL da solucao de cloreto férrico 20mM e 50 mL de tampao acetato de sdédio
0,3 M. Esta analise foi realizada com as luzes apagadas, foram adicionados 100 pL (0,406
mgoLe/mL e 2,800 mgnp/mL) de amostra, 370 pL de agua destilada e 3000 uL de complexo
férrico para a preparagdo da amostra e 470 pL de agua destilada e 3000 L. de complexo
férrico para o controle. Os tubos foram agitados e acondicionados em banho a 37 °C por 30

minutos. A leitura dos espectros foi realizada em UV-Vis a 595nm.

4.5 Aplicacio do OLE e nanoparticulas contendo OLE como antioxidantes em o0leos
comestiveis

A concentracdo de nanoparticulas a ser incorporada nos 6leos foi definida a partir
da concentracdo recomendada pela RDC n° 281 de abril de 2019 (ANVISA, 2019) para os
antioxidantes provenientes do extrato do alecrim (&cido carnosico e carnosol), que ¢ de 30 a

300 mg/kgoieo. Sendo o extrato de alecrim um antioxidante natural, e tendo os valores de
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referéncia pela RDC aqui citada, foram entdo preparadas amostras de o6leo contendo
nanoparticulas nas concentragdes de 0, 150, 300 e 450 mgnanoparticulas/KZ61co-

Foram também preparadas separadamente amostras de 6leo contendo o OLE nao
encapsulado nas concentracdes de 47,1 mgextrato/Kgoleo, 94,2 Mgextrat/KZoleo € a 141,3
M@exirat/KZsleo, que sdo referentes a quantidade equivalente de OLE presente nas
nanoparticulas (concentragdo de OLE nas nanoparticulas determinada em fungdo do
rendimento de extracdo/encapsulagdo que indicou a concentracdo real de extrato nas

mesmas). As amostras foram codificadas conforme a Tabela 4.

Tabela 4 - Codificacao das amostras de 6leos comestiveis controle, contendo OLE,
nanoparticulas contendo OLE e BHT para avaliacio da estabilidade oxidativa

Tipo de oleo Codigo do Tratamento  Antioxidante Concentragao(mg/kgsleo)

Controle - 0,0

47,1 NPs Nanoparticulas 47,1%*

Palma 94,2 NPs Nanoparticulas 94,2*

Palmiste 141,3 NPs Nanoparticulas 141,3*
Soja 47,1 OLE OLE 47,1
94,2 OLE OLE 94,2

141,3 OLE OLE 141,3
300 BHT BHT 300

*Valores referentes a quantidade de OLE presente nas nanoparticulas (150, 300 e 450 mgnanoparticulas’Kgoleo)-
Fonte: Autoria proépria

No caso dos 6leos de palma e palmiste, estes foram aquecidos em banho maria a
40 °C para permitir a homogeneizagdo da mistura, devido ao seu elevado ponto de fusdo
(6leo de palma de 30 a 40 °C, (SIGMA-ALDRICH, 2021) e 6leo de palmiste 20 a 31 °C (LIU
etal.,2019).

4.6 Avaliacao da estabilidade oxidativa dos éleos comestiveis contendo OLE ou OLE
nanoecapsulado

Para verificar o tempo de indugdo, associado a estabilidade oxidativa dos oleos,
foram realizados ensaios no Rancimat (892 Professional Rancimat, Metrohm) das amostras

preparadas de acordo com a Tabela 3. Foram acondicionadas 3 g de cada amostra de 6leo em
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suporte para analise. A temperatura do equipamento foi mantida constante em 131°C, sob
fluxo de oxigénio de 20 L.h"! e os resultados foram obtidos em equivalentes as horas com o
auxilio do software StabNet 1.0 (Metrohm, Suica), avaliando o tempo resultante para a
degradacao dos 6leos a uma temperatura constante. O procedimento foi realizado em
duplicata para cada uma das amostras. Os resultados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey a um nivel de 5% de significancia (p<0,05) por meio do
programa Matlab (R2021a, MathWorks).

4.7 Analise quimiométrica dos dados de estabilidade acelerada de Schaal

As nanoparticulas contendo OLE e o BHT foram aplicados ao 6leo de Palmiste a
150 e 300 mgnanop./kgoleo € 300 mgput/kg01e0, € acondicionadas em tubos eppendorf abertos (2
mL) em duplicata. As amostras foram levadas a estufa para avaliagdo da estabilidade
acelerada de Schaal (Schaal Oven Test) (GUIMARAES-INACIO et al., 2018), onde foram
mantidas por 7 dias a 60 °C. As amostras foram analisadas nos tempos 0, 1,2, 3,4,5,6¢ 7
dias, sendo retirado um tubo eppendorf para cada amostra (duplicatas), em cada dia. Os tubos
foram entdo armazenados protegidos da luz e mantidos a -20 °C até o momento das analises
em Espectrofotometro UV-Vis. Para a obtencdo dos espectros foram preparadas, em balao
volumétrico, solucdes de (1:1000 v:v) do 6leo em isoctano. Antes da andlise, as solucdes
foram filtradas com filtros de seringa de PTFE hidrofilico (0,45 um) e entdo colocadas em
cubeta de quartzo Vis (1 cm de caminho Optico). Foi realizada a varredura dos espectros
inteiros, que entdo tiveram a linha de base corrigida pelo algoritmo baseline (software Matlab
R2021a, MathWorks) e foram organizados no formato de um tensor de dados tridimensional,

onde a ferramenta quimiométrica PARAFAC foi aplicada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimentos de extracio e do processo integrado de extracao/encapsulacio

Os rendimentos da extra¢cdo (RE) e do processo de nanoencapsulagdo in situ (RP)
determinados foram iguais a 27% de extrato com relagdo a massa de folhas (base umida) e
69% de nanoparticulas recuperadas com relagdo a massa de solidos totais tedrica no inicio
do processo (considerando a massa de extrato presente na formulacdo obtida por RE). O
rendimento de extrato com relagcdo a massa de folhas em base seca, foi de 28,62%. Na Figura
16 podem ser observadas imagens do extrato obtido apos a etapa de centrifugagdo (A), apos
a evaporag¢ao do solvente onde recupera-se o OLE (B), da mistura obtida ao final do processo
de nanoprecipitagdo (C) as nanoparticulas e D) nanoparticulas obtidas apds secagem do

nanoprecipitado.

Figura 16 - A) Extrato apos etapa de centrifugacio B) extrato apds a secagem (OLE),
C) mistura final apés a etapa da nanoprecipitacido, D) nanoparticulas obtidas apods
secagem do nanoprecipitado

A

Fonte: Autoria propria
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Sahin e Samli (2013) relataram uma melhor extracdo quando utilizaram como
solvente um solucao etanol:dgua (50:50) em relacdo a extracdo em etanol puro, a quantidade
de extrato relatada foi de 201,2 mg de extrato por grama de folha de oliveira seca. Rosa et al.
(2021b) encontraram rendimentos que variaram de 10,11 a 61,66 mg/g de folha seca pela
extragdo por homogeneizacdo e no caso da extragdo por ultrassom os valores variaram de
7,35 e 38,66 mg/g de folha seca. Nos dois casos foram utilizados 4gua e etanol como solvente
para extragao em diferentes propor¢des. O rendimento de extragdo apresentado neste
trabalho, foi superior a todos estes que foram relatados na literatura. O unico trabalho que
apresentou resultado de extragdo proximo ao deste trabalho foi o de Coppa et al. (2017)
utilizando como solvente dgua/etanol obtiveram uma média de 25,94 =+ 0,63 % de extrato em

relagdo a massa de folhas, resultado cerca de 2% inferior ao deste trabalho.

5.2 Caraterizacio das nanoparticulas

5.2.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

Na Figura 17, sdo mostrados os espectros obtidos para todos os componentes das
nanoparticulas separadamente, para as nanoparticulas e para uma mistura fisica de todos os
componentes das nanoparticulas na mesma propor¢ao contida nas nanoparticulas.

Em todos os espectros foram identificadas bandas caracteristicas de -OH, que
aparecem na regidio entre 3600 e 3000 cm™!, bem como bandas caracteristicas de estiramento
-CH em aproximadamente 2920 cm™!, outras bandas encontradas em todos os espectros foram

! referentes as ligagdes C=0; 1250 cm que estio

em aproximadamente 1530 cm’
relacionadas com ligagdes de amida N-H, e em 1080 cm™!, também relacionadas a amida C-
N. Para os espectros de extrato e de mistura fisica, verificou-se uma banda mais € menos
acentuadas em 1700 cm™!, relacionada a C=0 presente em compostos fendlicos. No extrato
e nas NPS verificou-se uma banda menos e mais acentuadas préoximo a 800 cm™', muito

provavelmente referente a ligagdes C-O.
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Figura 17- FTIR dos componentes das NPS, das NPS de uma mistura fisica dos
componentes das NPS na mesma proporcao
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Fonte: Autoria prépria

De acordo com o trabalho de Zhu et al. (2021), observando as bandas da zeina,
verificou-se bandas em 1633 cm™! e 1520 cm ™', caracteristicas das amidas I e amida II de
estruturas de folha-f presente em fibras. Para Hajjari et al. (2021a), foram encontrados
resultados similares sendo as absorbancias observadas na regido de OH e atribuiram a agua
fisicamente absorvida nas respectivas amostras; nas regides de 1645, 1517 e 1447 cm’l, as
bandas foram relacionadas a grupos amida (N-H), e em 2930 cm™ ao alongamento C-H.

Os resultados de FTIR demonstraram que as bandas caracteristicas dos grupamentos
-OH (3420 cm™) do extrato da folha de oliveira, bem como do grupamento -NH da zeina

1651 cm™) tiveram reducdo na intensidade, quando comparado a zeina pura e MF, indicando
q p p
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reticulagdo da zeina pela interacao por ligagdes de hidrogénio com o extrato. Erdogan, Demir
e Bayraktar (2015) produziram fibras eletrofiadas de zeina contendo extrato de folhas de
oliveira e observaram nos espectros de FTIR o mesmo visto no presente trabalho, indicando
que a reticulagdo da zeina ocorreu deu pela interacdo com os compostos polifendlicos do
extrato. O mesmo efeito j4 foi observado por outros autores que encapsularam extratos
contendo polifendis em proteinas como gelatina (ZHAO; SUN, 2017) e proteina isolada de
soja (DE SOUZA et al., 2020).

A reducio na intensidade das bandas localizadas em 2851 € 2928 cm™! (estiramento
-CH) indicam a criacdo de um envoltorio de zeina sobre o extrato. O mesmo foi verificado
para essa regido, no trabalho de Tavares ef al. (2021), por uma redugdo de intensidade similar
para nanocapsulas de zeina que tiveram suas bandas deslocadas de 2966 cm™ (puras) para
2959 cm™! (carreadas de depois de Origanum vulgare Linneus e Thymus vulgaris), sendo esta

encapsulacdo também realizada in situ.

5.2.2 Caracterizacao térmica

Os termogramas de DSC da caracterizacdo térmica das amostras sao apresentados
na Figura 18. A zeina mostrou inicio da transi¢do térmica em 66 °C e degradacao a partir de
173 °C. Hajjari et al. (2021) relataram a degradagdo da zeina entre 250 e 450 °C e
relacionaram a com degradacao de ligagdes covalentes internas (FENG ef al., 2020a). Além
disso, encontraram para zeina, uma transi¢ao térmica entre 143 ¢ 186 °C e relacionaram a
temperatura a um comportamento de transi¢do vitrea (Tg). No presente trabalho, a transi¢ao
que se iniciou em 173 °C, valor dentro da faixa de Tg indicada por Feng et al. (2020b). Estas
variag0es podem estar associadas a variedade de milho do qual a zeina foi extraida, seu local
de cultivo e as condi¢des de tratamento do mesmo, que interferem na estrutura do polimero

e consequentemente em sua temperatura de degradagao térmica.


https://doi.org/10.1002/app.41338
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Figura 18— Curvas de DSC das amostras OLE, NPS contendo OLE, zeina, caseinato
de sédio (NaCas) e mistura fisica (MF) dos trés componentes (OLE, zeina e NaCas)
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Fonte: Autoria prépria

Foi observado que o extrato de folhas de oliveira, apresentou comportamento de
transi¢do térmica iniciando em aproximadamente 150 °C. A mistura fisica dos componentes
das nanoparticulas (zeina, caseinato de sddio e extrato misturados na mesma propor¢ao em
que estava presentes na encapsulacao) apresentou um pico de transi¢ao térmica em 173 °C,
da mesma forma que a zeina pura. Ja as nanoparticulas apresentaram o primeiro pico de
transi¢do em 181°C e inicio da degradacdo térmica em 267°C. Conforme relatado por
Tavares et al. (2021) os compostos fenolicos formam ligacdes de hidrogénio com a estrutura
da zeina, sendo assim, houve reticulagcdo entre os compostos fendlicos do OLE e a zeina,
aumentando a estabilidade térmica e indicando a formag¢ao da estrutura tridimensional. Além
disso, na mistura fisica € possivel detectar a temperatura de degradagdo do extrato, ndo
observada nas nanoparticulas. Gonzalez-Ortega et al. (2020), microencapsularam extrato de
folha de oliveira em malto-dextrina e trealose em diferentes proporgdes através da técnica de
freezy-drying e encontraram estabilidade entre térmica 111 e 175 °C, ou seja, praticamente
100 °C a menos que os resultados encontrados nos termogramas referentes a

nanoencapsulagdo descrita neste trabalho.
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Os resultados de TGA estdo apresentados na Figura 19, e para complementar a
avaliagdo dos resultados, as curvas da TGA foram derivadas (1* derivada, DTGA) e plotadas
conforme pode se observar também na Figura 19. Com as curvas de TGA nota-se que a zeina
pura apresenta uma massa residual ao final da andlise (600 °C) de 18,3 %, a MF de 22 % e
as nanoparticulas contendo OLE de 29,6 %. Moreno et al. (2019) encontrou uma massa
residual de fibras eletrofiadas de zeina pura em 600 °C de 17 %. Quando comparadas as
massas residuais de MF e nanoparticulas, a maior massa determinada para as nanoparticulas
indica maior resisténcia a degradagdo, resultante das ligacdes formadas na reticulacdo da
zeina com os compostos polifendlicos do extrato (ERDOGAN; DEMIR; BAYRAKTAR,
2015), corroborando com os resultados de FTIR.

Com as curvas da DTGA, ficou mais claro que, o inicio da degradagao térmica do
OLE ocorre em torno de 150 °C com méaximo em 200 °C, enquanto o inicio da degradagdo
térmica para a zeina, MF e nanoparticulas iniciou em torno de 265 °C. Hajjari et al. (2021a),
encontraram degradacdo térmica para a zeina em duas faixas de temperatura, entre 47 ¢ 85
°C (perda de umidade) e entre 295 e 354 °C (degradacao das ligagdes covalentes internas da

zeina).
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Figura 19 — A) Curvas de perda de massa obtidas por TGA das amostras de OLE, NPS contendo OLE, zeina, caseinato de
sodio (NaCas) e mistura fisica (MF) dos trés componentes (OLE, zeina e NaCas). B) DTGA da zeina, C) DTGA do OLE, D)
DTGA do caseinato de sodio, E) DTGA da mistura fisica dos componentes das NPs, na mesma proporc¢io e que se encontram
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Ainda pode-se perceber na Figura 19, que os pontos maximos da degradacao
observados para a zeina e MF foram de 324 °C e 311 °C, respectivamente. As nanoparticulas
apresentaram a mesma temperatura maxima de degradagao que a MF.

Os termogramas obtidos na analise mostram que a zeina possui uma elevada
temperatura de inicio de degradacdo, indicando uma capacidade de proteger os compostos
presentes no extrato de folha de oliveira, e assim ampliar a faixa de temperatura de
processamento. Resultados semelhantes foram relatados por Hajjari et al. (2021a), que
também verificaram o potencial de protecdo térmica que a zeina apresenta. Esse potencial de
protegdo térmica é muito interessante no que diz respeito ao processamento de alimentos uma
vez que, uma das principais operagdes unitarias em alimentos € a utilizacdo de uma fonte de
calor, seja para seguranga alimentar, seja para aumentar a biodisponibilidade de nutrientes
ou simplesmente para trabalhar os diferentes sabores e aromas que um alimento pode

oferecer.

5.2.3 Caracterizacdo morfoldgica e de tamanho de particula

Os resultados da anélise de DLS indicaram um indice de polidispersao (PDI) de 0,9
+ 0, 1 e um didmetro médio Dz igual a 638,5 + 55,8 nm, sendo considerado um didmetro
médio elevado e uma larga distribuicdo de tamanhos (LEIMANN et al, 2013). Tais
resultados sdo superiores aos encontrados por Lemes et al. (2017c) que nanoencapsularam
curcumina em zeina pela mesma técnica, obtendo um Dz igual a 190 + 2 nm e PDI de 0.25
+ 0,01. Calliari et al. (2020a) nanoencapsulou o extrato de hibisco em zeina, também por
nanoprecipitagdo e encontrou valores iguais a 216+ 27 nm e 0,25+ 0,02 para Dz e PDI,
respectivamente. A diferenca provavelmente se deve principalmente ao processo de extragao
encapsulacdo in situ, uma vez que a zeina possivelmente interage de maneira diferente com
os compostos extraidos e também com os solidos das folhas de oliveira durante esta etapa.
Além disso, ¢ possivel que haja ainda a presenca de particulas resultantes do processo de
cisalhamento das folhas, que porventura nao tenham sido separadas completamente na etapa
de centrifugagdo, previamente a nanoprecipitacao na solucao de caseinato de sodio.

Na Figura 20, sdo apresentados os resultados das imagens da MET, que mostraram

estruturas esféricas e de tamanho variando de 13 a 166 nm, contudo € possivel verificar a
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presenga de grandes agregados destas nanoparticulas. Na Figura 19 (A) nota-se que um
aglomerado de aproximadamente 250 nm ¢ formado por nanoparticulas menores, da faixa de
20 nm. Na imagem da Figura 19 (C) nota-se um grande aglomerado, de aproximadamente
12 um. Estes resultados refor¢am a hipotese de que a interacao entre os componentes durante

o processo de extragdo/encapsulacdo pode ter afetado o tamanho das nanoparticulas.

Figura 20 - Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissiao (MET) das
nanoparticulas de zeina produzidas por nanoprecipitacio contendo o OLE

1

Fonte: Autoria prépria

No trabalho de Silva et al. (2017b), onde foram utilizadas a mesma técnica de
nanoencapsulacdo, mesmo material de parede (zeina) e mesmo surfactante (caseinato de
sodio) para encapsularem luteina, foi encontrada uma morfologia muito semelhante com as
apresentadas aqui, pela MET os tamanhos das particulas variaram entre 80 e 600 nm,
intervalo um pouco maior do que o encontrado aqui para as nanoparticulas de extrato de

folhas de oliveira, enquanto que o DLS apresentou um tamanho médio de 242 + 2 nm.

5.3 Capacidade antioxidante do OLE e nanoparticulas contendo OLE

Os resultados referentes a capacidade antioxidante do OLE e nanoparticulas

contendo OLE estao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Capacidade antioxidante das amostras por DPPH e ABTS expressos em
termos de IC50 e FRAP em pmol equivalente em trolox (ET) por grama de amostra

Nanoparticulas contendo

OLE
OLE
DPPH IC50 (mgamostra/mL) 0,597% + 0,009 2,502 + 0,024
ABTS IC50 (mgamostra/mL) 0,136+ 0,015 0,675° + 0,004
FRAP (UmOlET/Eamostra) 4249,9Y + 25,7 412,82 +9.9

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste t-Student.
Fonte: Autoria prépria

Avaliando os resultados obtidos, nota-se que as duas amostras apresentaram
capacidade antioxidante. Nota-se que, tanto para o DPPH quanto para o ABTS, o extrato
puro apresentou cerca de 5 vezes maior capacidade antioxidante, quando comparado com o
extrato nanoencapsulado. Verificou-se ainda que, a concentragdo, tanto de OLE, quanto de
nanoparticulas, foi bastante inferior para a inibi¢cdo de sequestro de radical livre para ABTS
em relagao ao DPPH.

No trabalho de Nobari Azar et al. (2021) o extrato de folha de oliveira foi
nanoescapsulado em uma emulsao liquido-liquido, onde o extrato de folha de oliveira estava
solubilizado em 4gua, que foi gotejada na fase oleosa composta de manteiga de cacau e azeite,
esta emulsdo foi congelada a fim de obter-se cristais lipidicos. Neste caso a analise de DPPH
foi feita no dia 1 e 30, para verificar a atividade antioxidante ao longo do tempo de
armazenamento, o grupo ndo demonstrou os resultados nao ICso, porém verificaram que a
atividade antioxidante do extrato de folha de oliveira regrediu 6% durante o intervalo,
enquanto nas nanoparticulas a redugao foi apenas de 3%, e justificaram este comportamento
pela liberacdo gradual dos compostos antioxidantes das nanocédpsulas. Rikhtehgaran et al.
(2021), fizeram um teste de liberagdo para nanoparticulas de caseina contendo extrato de
folha de oliveira em trés simuladores de alimentos gordurosos, relataram que a nas primeiras
trés horas a taxa de liberagao foi menor e que apos essas horas iniciais, a liberagao foi gradual
ao longo do tempo (tempo total de analise — 90 horas).

A atividade antioxidante verificada ao longo deste trabalho, pode ser considerada
bastante atrativa quando comparada com outros compostos antioxidantes e outras matrizes

carreadoras como € o caso de nanoparticulas de PVP contendo curcumina, que apresentaram
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ICso com a concentragdo de 813 mg.mL™ no trabalho de Almeida et al. (2018b), e de
nanoparticulas de ouro, contendo extrato de Turbinaria decurrens Bory (T. decurrens - uma
macroalga marrom marinha egipcia espalhada ao longo da costa do mar vermelho)
apresentaram ICso de ABTS com 49,38 + 0,42 ug.mL™! e para o para o DPPH com 33,02 +
0,65 pg.mL! no trabalho de Hasan et al. (2022). J4 no trabalho de Lins et al. (2018) foi
realizada nas folhas de oliveira, uma pré-extracdo em soxhlet com n-hexano para remocao
de compostos hidrofobicos, posteriormente foi feita uma extragdo em metanol:agua (80:20vx)
com agita¢do de 170 rpm e foi encontrado o IC50 na concentragdo de 16,1 + 1,2 ug.mL"!,
comparando com esta pesquisa verifica-se que o grupo de Lins ef al (2018), conseguiu
utilizar uma menor concentragdo de extrato de folha de oliveira para alcancar o IC50,
entretanto vale ressaltar que o solvente utilizado foi uma solu¢do metanol:dgua, que pode
induzir uma extragdo de diferentes compostos fendlicos, e pode também oferecer toxidade
quando ingerido, sendo entdo um solvente nao aplicavel para os fins deste trabalho, que tem
como objetivo a utilizacdo de solventes renovaveis e atoxicos que nao oferecem risco a saude
humana, afim da aplicacao em alimentos.

Aliyari ef al. (2021) realizaram a extracdo apenas com agua na propor¢ao de 1:20
(folhas de oliveira com umidade<1% : 4gua), e adicionaram na propor¢dao de 0,5 1, 1,5 ¢ 2,5
em uma solugdo de caseinato de sddio, formando uma emulsdo sélido/liquido, o grupo
verificou um IC50 para o ABTS na concentragio de 5 mg.mL™, ou seja, resultado semelhante
ao IC50 das nanoparticulas deste trabalho em relacdo ao ABTS. O mesmo grupo também
verificou para estas emulsoes, a atividade antioxidante em relagdo ao DPPH, em nenhuma
das concentragdes estudadas foi alcangado o IC50, a amostra que chegou mais proxima de
50% de inibicdo de atividade oxidativa foi a que continha 2 mg.mL"!, apresentando cerca de
43% de atividade antioxidante.

Os resultados de FRAP da Tabela 5, corroboram com as capacidades antioxidantes
determinadas por ABTS e DPPH, indicando neste caso, que o OLE apresenta uma capacidade
antioxidante aproximadamente dez vezes maior que o OLE nanoencapsulado. Lins et al.
(2018), relataram a capacidade antioxidante de extrato de folha de oliveira (onde o solvente
metanol/agua (80:20, v/v) foi utilizado na extracdo), pela analise FRAP, foi de 281,8 £ 22,8
mgre/g. Para fins de comparagao € o equivalente a 1125 pmolte/gamostra,, Este valor, € menor

se comparado ao resultado do OLE para esta andlise, neste trabalho, porém maior quando
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comparado ao OLE encapsulado, em que se determinou 412,8 umolte/gamostra.- Ainda sobre
esses resultados, ¢ importante ressaltar que no trabalho de Lins ef al. (2018) os autores
utilizaram uma concentragao de 20000 pg/mL de OLE, enquanto que a concentracao de OLE
da andlise deste trabalho foi de 0,1170 pg/mL e das NPs foi de 0,8069 pug/mL, ou seja, o
grupo precisou de uma concentragdo muito maior de extrato de folha de oliveira para alcangar
um resultado aproximado (intermedidrio entre OLE e NPs) aqui apresentados. Esses
resultados diferentes podem ser atribuidos ao tipo de solvente utilizados para extragdo dos
compostos da folha de oliveira.

A diferenca de atividade antioxidante entre os extratos de folha de oliveira, ainda
pode ser justificada pela época de colheita das folhas, sua espécie ou ainda condigdes do solo
e regido de cultivo, que podem ser mais propicios ao desenvolvimento de conteudo
antioxidante (LINS ez al., 2018). No trabalho de Elnahas et al. (2021) foi citado que a
composicao fitoquimica e contetido do extrato das folhas de oliveira sdo fortemente
influenciados pelo gendtipo, por fatores ambientais e agrondmicos e também pelo dos
sistemas de processamento das folhas. Sendo assim, cada cultivar e cada regido de cultivo,
oferecem uma determinada quantidade de antioxidantes, maior ou menor de acordo com as

condig¢des tanto intrinsecas quanto extrinsecas.

5.4 Aplicacao das nanoparticulas em dleos comestiveis

Na Figura 21, s@o apresentados os resultados determinados para o tempo de inducao
dos 6leos de soja, palma e palmiste determinados pelo método Rancimat. E possivel notar
que dentre os 6leos, independentemente do antioxidante avaliado, o 6leo de soja apresentou
menor tempo de indugdo, seguido do 6leo de palma e por fim pelo 6leo de palmiste. Esta
diferenca esté relacionada a composi¢ao de acidos graxos de tais 6leos. Geralmente, os 6leos
comestiveis com maior grau de insaturagdo sao mais suscetiveis a oxidagao lipidica. O 6leo
de soja ¢ tipificado por cerca de 20% de acidos graxos saturados (KIM et al., 2010), o de
palma por 44% de 4cidos graxos saturados (XIA ef al., 2019), ja o 6leo de palmiste possui
cerca de 80% destes (NAINGGOLAN; SINAGA, 2021).

Referente as amostras de 6leo de soja, o que apresentou maior tempo de inducao

oxidativa foi a amostra contendo BHT (300 mgsut/kgslec0), com uma média de 2,21 horas.
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Nenhuma das demais amostras apresentou semelhanca estatisticamente com o 6leo contendo
BHT. Os demais tempos de indug@o encontrados apresentaram semelhanca estatistica entre
si, além de apresentarem-se semelhantes ao tempo de inducdo da amostra controle (sem
antioxidantes). Ou seja, nas concentragdes avaliadas, o OLE e as nanoparticulas contendo

OLE nao foram capazes de melhorar a estabilidade oxidativa do 6leo de soja.

Figura 21- Tempo de inducio determinado para os dleos de soja, palma e palmiste
incorporados com BHT, OLE e nanoparticulas contendo OLE em diferentes
concentracoes. Concentracdes de OLE siao equivalentes a proporc¢io de OLE nas
nanoparticulas aplicadas
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*Letras diferentes sobre as barras indicam diferenga significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey. As
comparagdes foram feitas entre os tratamentos diferentes para cada tipo de 6leo separadamente.
Fonte: Autoria prépria

Mohammadi ef al. (2016b) nanoencapsularam por nanoemulsdo extrato de folha de
oliveira e aplicaram-no em 6leo de soja nas concentragdes de 100, 200 e 300 mgnanoparticulas'Kg,
e do extrato puro separadamente. Os autores verificaram pela andlise de Rancimat, que as
amostras contendo o extrato de folha de oliveira puro (sem nanoencapsular) apresentaram
maior tempo de inducdo oxidativa, e explicaram o fato, pela possibilidade de que em
amostras de oOleo contendo antioxidantes encapsulados, possivelmente a camada dos
biopolimeros em torno de goticulas de emulsdo dispersa estdo cobrindo os antioxidantes

dentro deles e evitam sua atividade antioxidante em amostras de 6leo.
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Os resultados das andlises do dleo de palma mostraram o maior tempo de inducao
oxidativa para a amostra contendo OLE ndo encapsulado na concentragdo de 141,3 mgorr/kg,
sendo de 8,51 horas, além disso esta foi estatisticamente igual (p > 0,05) a amostra contendo
BHT. Levando em conta que a concentragao de extrato ¢ metade da concentracao de BHT
utilizada, o resultado mostra um efeito significativo da ag¢do antioxidante do extrato nao
encapsulado.

As amostras com menor tempo de inducao oxidativa foram as controle, contendo
nanoparticulas nas concentragdes de 47,1 € 94,2 mgore/kg, bem como OLE nao encapsulado
a47,1 mgorr/kg, sendo todas estatisticamente iguais (p > 0,05). No trabalho de De Leonardis
e Macciola (2012), os autores encontraram um tempo de indugdo oxidativa para o 6leo de
palma, sem adi¢do de antioxidante, de 7,35 horas, nas mesmas condic¢des deste trabalho, 130
°C e fluxo de 20L.h"! de oxigénio, tempo ligeiramente menor, que o encontrado nesta
pesquisa.

Para o 6leo de palmiste, a amostra contendo OLE ndo encapsulado a 94,2 mgorr/kg,
foi a que apresentou maior estabilidade oxidativa, chegando a 14,28 horas para o tempo de
indugdo, sendo este o melhor resultado entre todas as amostras, superando inclusive o tempo
de indugdo oxidativa verificado para a concentracdo de BHT (300 mggut/kgsieo). Pela andlise
estatistica (p > 0,05), as amostras contendo nanoparticulas em concentracdo de 141,3
mgorr/kg (13,52 h), OLE nao encapsulado a 47,1 mgorr/kg (13,8 h) e BHT na concentracao
de 300 mg/kg apresentaram semelhancga estatistica com esta amostra. Assim como no caso
do 6leo de Palma, uma amostra natural apresentou resultado significativo para a preservagao
da oxidacao lipidica.

Entre os trés tipos de 6leos aqui analisados, de soja, de palma e de palmiste, este
ultimo foi o que apresentou maior tempo de oxidagdo. Essa estabilidade se deve a alta
estabilidade oxidativa do 6leo de palmiste devido a uma baixa proporcao de acidos graxos
poli-insaturados (CERON et al., 2018). Neste sentido, os antioxidantes naturais aqui
avaliados (OLE e OLE nanoencapsulado) foram capazes de estabilizar de forma mais efetiva
a oxidacdo do 6leo de palmiste. Possivelmente para os Oleos de soja e de palma, seja
necessaria uma maior concentragdo de antioxidantes para alcangcar um resultado

significativo.



66

5.5 Estabilidade oxidativa de Schaal e PARAFAC

O ensaio Schaal Oven Test foi realizado com a aplica¢do das nanoparticulas no 6leo
de palmiste, na Figura 22, observa-se os espectros na regiao do UV-Vis, ao longo do tempo,
das amostras de 6leo sem antioxidante (A), com nanoparticulas na concentragdo de 150
mg/kg 6leo (B), com nanoparticulas na concentracao de 300 mg/kg 6leo (C) e com BHT na
concentragdo de 300 mg/kg 6leo (D). Estes espectros tiveram sua linha de base corrigidas
pelo algoritmo baseline e foram organizados no formato de um tensor de dados
tridimensional, onde a ferramenta quimiométrica PARAFAC foi aplicada.

O tensor (Figura 22), com dimensdes de 4 x 601 x 16, refere-se ao tipo de tratamento
da amostra (2 concentracdes de nanoparticulas, 1 concentragio de BHT e o6leo sem
antioxidantes) e dias (7 dias) nos quais os espectros foram adquiridos, respectivamente. Na
deconvolugdo do tensor através da PARAFAC foram utilizados trés fatores (GONCALVES
et al., 2018a; VIEIRA; REGITANO-D’ARCE, 1998a).
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Figura 22 - Organizacio dos dados para aplicacio da PARAFAC. (A) 6leo sem
antioxidante; (B) 6leo com nanoparticulas 150 mg/kg o6leo; (C) 6leo com
nanoparticulas 300 mg/kg oleo; (D) 6leo com BHT 300 mg/kg oleo
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Os resultados alcangados pela PARAFAC sao apresentados na Figura 23. Nos scores
fator 1 (Figura 23a) observa-se que os 0leos sem antioxidante e os 6leos com nanoparticulas
na concentragdo de 150 mg/kg 6leo (tratamentos A e B, respectivamente) sao semelhantes,
enquanto os 6leos com nanoparticulas na concentragdo de 300 mg/kg 6leo sdo mais parecidos
com os 0leos com BHT na concentracdo de 300 mg/Kg oleo (tratamentos C e D,
respectivamente). Avaliando os loadings relativo ao modo espectral no fator 1 (Figura 22c¢),
observa-se que se trata de produtos de oxidagdo primaria (Monoeno 190 nm, a-Acido
cetonico 210 nm, Dieno 220-230 nm, Aldeido cetonico 220-250 nm) (GONCALVES et al.,
2018; VIEIRA; REGITANO-D’ARCE, 1998). De acordo com os loadings relativo aos dias

de andlise no fator 1 (Figura 23b), verifica-se uma redu¢do desses produtos de oxidagdo ao
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longo dos dias de exposi¢ao do 6leo a temperatura, sendo que a partir do quarto dia esses
produtos de oxidacdo primaria desaparecem.

Nos scores do fator 2 (Figura 23d) ¢ possivel inferir que os tratamentos com 300
MEnanopart./kgsleo (C) € 300 mgpuT/kgsleo (D) também apresentam efeitos semelhantes sobre as
amostras. Por outro lado, a amostra de 6leo com nanoparticulas na concentragcdo de 150
mg/kg oleo teve comportamento oposto, o que sugere que nesta concentracdo pode ter
provocado um efeito pro-oxidante (GONCALVES et al., 2018a; VIEIRA; REGITANO-
D’ARCE, 1998a).

Os loadings relativo ao modo espectral no fator 2 (Figura 22f) referem-se a produtos
de oxidacao que vao se formando ao longo dos dias de exposi¢do das amostras a temperatura
de 60 °C (loadings relativo aos dias de analise no fator 2 — Figura 22¢). De acordo com a
literatura (GONCALVES et al., 2018; VIEIRA; REGITANO-D’ARCE, 1998), trata-se dos
produtos de oxidagao relativo aos compostos a,f etileno (310 — 330 nm), Trieno (265 — 270
nm); Aldeido Cetonico (265 — 280 nm), B-Dicetona (274 nm), a-Dicetona (280 nm) e a-
Cetoaldeido (282 nm).

O fator 3 ¢ caracterizado também por semelhangas entre os tratamentos 300
MEnanopart./kZsleo (C) € 300 mgpHT/Kg0s1eo (D) € 0 comportamento oposto para o tratamento 150
MEnanopart./kZsleo (B) (scores do fator 3 — Figura 23g). Nos loadings relativo aos dias de analise
no fator 3 (Figura 22h) observa-se que a concentra¢do do constituinte responsavel por este
fator vai reduzindo ao longo dos dias de exposi¢cdo das amostras. Ao avaliar os loadings
relativo ao modo espectral no fator 3 (Figura 231) observa-se que trata do perfil espectral de

antioxidantes, em conformidade com o espectro do BHT na Figura 24.
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Figura 23 - Resultados da PARAFAC (a) scores no fator 1 ‘®’; (b) loadings relativo aos

dias de andlise no fator 1 ‘—; (c) loadings do modo espectral no fator 1 ‘—.

(d) scores

no fator 2 ‘ ¢°; (e) loadings relativo aos dias de andlise no fator 2 ‘---’; (f) loadings do
modo espectral no fator 2 ‘---°. (g) scores no fator 3 ‘*’; (h) loadings relativo aos dias de
andlise no fator 2 “...’; (i) loadings do modo espectral no fator 3 “...°
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Os resultados evidenciados pela avaliagdo dos espectros UV-Vis ao longo do tempo,
com a ferramenta PARAFAC mostram maior estabilidade oxidativa para os tratamentos 300
MEnanopart./kgsleo (C) € 300 mgput/kgoleo (D) € comportamento diferente para o tratamento 150

mgnanopart./ kgéleo (B) .
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6 CONCLUSOES

Com este trabalho foi possivel verificar o rendimento do extrato puro (cerca de 27%
em base imida e 29% em base seca) e do extrato nanoencapsulado (69%), esses valores sdo
altos se comparados com os valores encontrados na literatura, o que confere uma vantagem
na utilizacdo da técnica aqui apresentada. Através da analise dos espectros de FTIR das
nanoparticulas e seus componentes separadamente, bem como a MF, foi possivel identificar
as principais bandas caracteristicas de compostos fenolicos presentes nos componentes, foi
constatada a presenga de ligagdes -OH, C=C, C=0, C-O N-H, e C-N, que sdo muito
caracteristicas de anéis aromaticos presente em compostos fenolicos. Foi verificado também
o deslocamento de algumas bandas no espectro, especialmente as de C=0, C-O, N-H, C-N,
o que significa que houve reticulacdo entre a zeina e os compostos fenolicos do extrato nas
NPs. Pelas analises de termogravimétricas, DSC e TGA, verificou-se um aumento de mais
de 100°C na estabilidade do extrato de folha de oliveira, quando comparado o extrato puro
com o extrato nanoencapsulado, ¢ um aumento também na estabilidade de perda de massa
em 265 °C de 24% de perda para 15%. Esses resultados sdo muito competitivos no que se
diz respeito a aplicagdo em alimentos, pois geralmente possuem temperatura de
processamento menores que 200°C.

Na morfologia das NPs, foi possivel constatar pela analise DLS um indice de
polidispersao (PDI) que indicou uma larga distribuicao de tamanhos, e tamanho de particulas
em intensidade acima de 600 nm. Para fins visuais, a MET mostrou estruturas esféricas e de
tamanho homogéneo, contudo muitos aglomerados de nanoparticulas.

Para confirmar na pratica, a funcionalidade do potencial antioxidante do OLE e do
OLE nanoencapsulado, estes foram adicionados em diferentes 6leos comestiveis e tiveram o
tempo de inducdo oxidativa avaliado por rancimat. Os resultados dessa analise confirmaram
o poder antioxidante do extrato de folha de oliveira e das nanoparticulas produzidas nesta
pesquisa, principalmente para o 6leo de palmiste. Contudo, para os 6leos de soja e de palma,
que possuem um maior teor de acidos graxos poli-insaturados, uma maior concentragao de
antioxidantes naturais pode ser necessaria para resultar em uma maior estabilidade.

As analises atividade antioxidante confirmaram o poder antioxidante que o extrato

de folha de oliveira oferece e demonstraram a capacidade de liberagao gradativa da atividade
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antioxidante nas nanoparticulas, o que contribui para um aumento do tempo de prateleira. No
caso deste trabalho a matriz alimentar que mais apresentou estabilidade oxidativa apos a
adicao das nanoparticulas, foi o 6leo de palmiste, inclusive tendo resultados superiores ao
antioxidante sintético aqui usado para fins de comparagdo se levarmos em consideragao a
concentragdo de OLE em relagdo a concentracdo de BHT inseridos na amostra.

Os resultados das andlises de ABTS, DPPH e FRAP demonstraram boa capacidade
de inibi¢ao de oxidacao pelo extrato e nanoparticulas, com IC50 comparavel com demais
encontrados na literatura.

A andlise Rancimat evidenciou uma melhor performance das nanoparticulas quando
aplicadas ao 6leo de palmiste, na concentragdo de 300 mg/kg de o6leo, apresentando
resultados similares ao efeito da aplicagdo do antioxidante sintético BHT na concentragao de
300 mg/kg.

O método PARAFAC evidenciou, o que ja havia sido discutido nas analises
anteriores, de que os 6leos com tratamento A (sem adicao de antioxidante) e os 6leos com o
tratamento B (concentragdo de 150 mg/kg) sdo semelhantes, enquanto os 6leos com
nanoparticulas na concentragdo de 300 mg/kg 6leo s@o mais parecidos com os 6leos com
BHT na concentragdo de 300 mg/Kg 6leo (tratamentos C e D, respectivamente), confirmando
que as nanoparticulas de zeina contendo extrato de folha de oliveira podem oferecer atividade
antioxidante semelhante ao BHT, quando presente na concentra¢do de 300mg/Kg nos 6leos
de soja, palma e palmiste.

A extracao/nanoencapsulacdo aqui utilizada mostrou que € possivel proteger os
compostos ativos presentes nas folhas de oliveira, conferindo protecao térmica e garantindo
acdo antioxidante. Conclui-se entdo que as nanoparticulas aqui produzidas sdo
verdadeiramente promissoras para aplicagdo em alimentos, uma vez que cumpriram com a

proposta apresentada, além de serem atoxicas e comestiveis.

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como foi observado durante a pesquisa, as nanoparticulas de zeina contendo extrato

de folha de oliveira sdo promissores antioxidantes para aplicacao em 6leos comestiveis. Para
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complementacdo desta pesquisa, de acordo com os resultados observados neste trabalho,
seria interessante repetir as analises com maior concentra¢do de nanoparticulas a fim de
conferir o efeito na atividade antioxidante de acordo com a concentracdo de particulas.
Também seria interessante, realizar as analises com nanoparticulas de zeina sem a introdugao
de extrato de folha de oliveira, para comparar o efeito antioxidante que poderia ser atribuido
a propria zeina. Outra andlise bastante atrativa do ponto de vista da pesquisa, seria realizar o
perfil dos compostos fendlicos (neste caso, em andamento) a fim de correlacionar os

compostos com a atividade antioxidante aqui conferida.
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