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Resumo

COSTA, Diego Araujo. Encapsulacao de extrato da casca de jabuticaba em fibras
de amido de semente de abacate pela técnica de electrospinning:
desenvolvimento, caracterizacao e aplicagao. Orientadora: Carla Rosane Barboza
Mendonga. 2024. 76p. Dissertacdo (Programa de Pdés-Graduagdo em Nutricdo e
Alimentos), Faculdade de Nutricdo, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 2024.

Os extratos vegetais ricos em antocianinas podem ser uma boa alternativa para
aplicagao em alimentos, devido a sua atividade antioxidante, contudo, as antocianinas
sdo pigmentos muito instaveis e podem ser degradadas durante o processamento. O
objetivo deste trabalho foi encapsular extrato da casca de jabuticaba pela técnica de
electrospinning, utilizando amido obtido da semente do abacate como material de
parede e avaliar a aplicagdo em uma matriz alimentar. As solugbes poliméricas de
amido da semente de abacate foram preparadas nas concentragdes de 10, 20 e 30%
em acido formico 75%, e agitadas por 24 h, para garantir a completa gelatinizacao do
amido. Apds definir a melhor concentracdo de amido, houve a incorporagao do extrato
de jabuticaba. Concentracdes de extrato de 3, 6 e 9% foram utilizadas, em relagao ao
peso de amido, e avaliadas a morfologia e a dimensdo das fibras, através de
microscopia eletrbnica de varredura; presenga de grupos funcionais por
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier, analise
termogravimétrica, eficiéncia de carregamento, atividade antioxidante por captura dos
radicais DPPH e ABTS, e compostos fendlicos totais. As fibras com melhores
caracteristicas foram aplicadas em iogurte, sendo realizados estudos de
bioacessibilidade dos compostos fendlicos. O extrato apresentou teor de compostos
fenolicos totais e antocianinas totais de 1.050,16 mgGAE.g"' e 294,53 mg. g7,
respectivamente, e demonstrou capacidade de eliminacao dos radicais livres ABTS e
DPPH de 93,00 e 53,61%, respectivamente. As fibras ultrafinas apresentaram
morfologia lisa, continua e uniforme, com didmetros médios que variaram de 188 a
328 nm, sendo a eficiéncia de encapsulacado acima de 50% e resisténcia térmica até,
aproximadamente, 300 °C. As fibras de amido da semente de abacate com extrato
encapsulado exibiram atividade antioxidante frente aos radicais livres ABTS, DPPH e
teor de compostos fendlicos entre 206 e 260 mgGAE.g™!, aumentando com o teor de
extrato nas fibras. A bioacessibilidade de compostos fendlicos aumentou
significativamente na fase intestinal por meio da técnica de encapsulagao.

Palavras-chave: Antocianinas; Bioacessibilidade; Compostos bioativos; logurte.



Abstract

COSTA, Diego Araujo. Encapsulation of jabuticaba peel extract in avocado seed
starch fibers by the electrospinning technique: development, characterization,

and application. Advisor: Carla Rosane Barboza Mendonga. 2024. 76p. Dissertation
(Graduate Program in Nutrition and Food), Faculty of Nutrition, Federal University of

Pelotas, Pelotas. 2024.

Plant extracts rich in anthocyanins can be a good alternative for application in food,
due to its antioxidant activity, however, anthocyanins are very unstable pigments and
can be degraded during processing. The objective of this work was to encapsulate
extract from the bark of jabuticaba using the electrospinning technique and starch
obtained from the seed of avocado as wall material, in addition evaluate the application
in a food matrix. To the polymeric solutions of avocado seed starch were prepared in
concentrations of 10, 20 and 30% in 75% formic acid, and stirred for 24 hours, to
ensure complete gelatinization of the starch. After defining the best starch
concentration, the jabuticaba extract was incorporated. Extract concentrations of 3, 6
and 9% were tested, in relation to the weight of starch, and the morphology and size
of the fibers were evaluated using microscopy scanning electronics; contact angle;
infrared spectroscopic profile with Fourier transform; thermogravimetric analysis;
encapsulation efficiency; antioxidant activity by capturing DPPH and ABTS radicals;
phenolic compounds totals. The fiber with the best characteristics was applied to
yogurt, with bioaccessibility studies of phenolic compounds. The extract presented a
content of total phenolic compounds and total anthocyanins equal to 1050,16 and
294.53 mg. g™, respectively, and demonstrated the ability to scavenge free radicals
ABTS and DPPH of 93.00 and 53.61%, respectively. The ultrafine fibers presented
smooth, continuous and uniform morphology, with average diameters that varied
between 328 and 188 nm, with encapsulation efficiency above 50% and thermal
resistance up to approximately 300 °C. The starch fibers of the avocado seed with
encapsulated extract exhibited antioxidant activity against free radicals ABTS, DPPH
and phenolic compound content between 206 and 260 mgGAE.g-", increasing with the
extract content in the fibers. The bioaccessibility of phenolic compounds significantly
increased in the intestinal phase through the encapsulation technique.

Keywords: Anthocyanins; Bioaccessibility; Bioactive compounds; Yogurt.
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1 Introducgao

O extrato da casca de jabuticaba é rico em compostos fendlicos, com destaque
para as antocianinas, acidos fendlicos e outros, sendo considerado fonte de fibras e
minerais, principalmente ferro, potassio, magnésio e manganés, apresenta também
outros compostos bioativos, que |he conferem atividade antioxidante (Lima et al.,2019).
As antocianinas sao pigmentos amplamente distribuidos pela natureza, pertencentes
ao grupo dos flavonoides e presente em diversos vegetais, sendo as principais
responsaveis pela coloracéo de frutas, flores e folhas que variam do vermelho ao azul
purpura (Coisson et al., 2005).

O uso de extratos vegetais ricos em antocianinas € uma boa alternativa para
aplicagcado em alimentos, devido a sua atividade antioxidante, contudo, as antocianinas
sdo pigmentos muito instaveis diante de varios fatores, como a luz, pH e altas
temperaturas, e podem ser degradadas durante o processamento (Lima et al., 2002;
Lima et al., 2005). Uma forma de manter e proteger a atividade bioativa deste composto
€ através da microencapsulacao, esta técnica além de oferecer protecao possibilita a
liberacao de forma controlada (Favaro-Trindade; Pinho; Rocha, 2008).

A microencapsulacao pode ser feita através da técnica de electrospinning, a
qual apresenta opgdes de encapsulagdo em escala nano ou micrométrica, e mostra
vantagens para preservacdo dos compostos bioativos quando comparada a outros
métodos de encapsulagao, pois nao utiliza altas temperaturas, apresenta alta eficiéncia
de encapsulagao e produz materiais com diametro reduzido (Evangelho et al., 2019).
Ainda, permite a utilizagdo de biopolimeros naturais como material de parede, e o
solvente utilizado é totalmente evaporado (Fonseca et al., 2019).

A utilizagdo de materiais poliméricos biodegradaveis, para nano ou
microencapsulagédo, por meio da técnica de electrospinning tem sido muito estudada.
Dentre os biopolimeros utilizados, o amido tem destaque, por ser abundante nos
vegetais, ser biodegradavel, seguro e de baixo custo (Chen et al., 2017; Mendes;
Stephansen; Chronakis, 2017).

A semente de abacate € um residuo industrial, obtido principalmente da extracao
de dleo, que em estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa mostrou potencial
para extracdo de amido (Frasson et al., 2023). Pelas caracteristicas que o amido de

abacate apresenta e, principalmente, pelo seu alto teor de amilose, esta matéria prima
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possui caracteristicas promissoras para o emprego como material de parede para
protecdo de extratos vegetais pela técnica de electrospinning. Contudo, se
desconhecem relatos na literatura sobre a aplicagao de fibras produzidas a partir do
amido da semente de abacate em matrizes alimentares, carregadas de compostos
bioativos e antioxidantes, em especial descrevendo a bioacessibilidade dos compostos

encapsulados.

1.1 Hipoteses

O amido da semente de abacate pode ser um bom material de parede para
encapsular extrato de casca de jabuticaba, através da técnica de electrospinnig, pois
forma fibras de pequenas dimensdes, que ampliam a protecdo dos compostos
bioativos e viabilizam sua aplicagdo em uma matriz alimentar. O extrato da casca da
jabuticaba é rico em compostos bioativos e pode representar uma fonte interessante

para enriquecer alimentos.

1.2 Objetivos e metas

1.2.1 Objetivo geral

Utilizar amido obtido da semente de abacate como material polimérico de parede
para producéo de fibras, por meio de electrospinning, carrega-las com diferentes teores
de extrato da casca de jabuticaba, avaliar as caracteristicas das fibras, aplicar em um

iogurte natural e determinar a bioacessibilidade através da digestibilidade in vitro.

1.2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a viabilidade de aplicacdo do amido da semente de abacate para producao
de fibras por electrospinning;

- Produzir um extrato rico em antocianinas, a partir da casca da jabuticaba e
caracterizar quanto as propriedades bioativas;

- Obter fibras poliméricas da semente de abacate carregadas com diferentes teores

de extrato de casca de jabuticaba;
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- Avaliar as caracteristicas estruturais, de estabilidade e bioatividade das fibras
produzidas;

- Aplicar as fibras carregadas com o extrato de jabuticaba em iogurte e avaliar a
liberagcdo dos compostos fendlicos e a capacidade antioxidante nas diferentes fases

da digestibilidade in vitro.

1.2.3 Metas

Tem-se como meta a produgdo de conhecimento em relacdo a aplicacdo do
amido de semente de abacate na obtencao de fibras poliméricas, que possam carrear
extrato rico em antocianinas, pela técnica de electrospinnig, bem como, identificar os
efeitos exercidos pela fibra na bioacessibilidade de compostos com capacidade

antioxidante quando aplicadas em iogurte natural.



2 Revisao de literatura

2.1 Producao de fibras pela técnica de electrospinning

O processo de electrospinning € uma técnica adequada e atualizada para a
producao de fibras com diametro reduzido, sendo desenvolvida na primeira metade
do século XX, e vem se tornando atrativa nos ultimos anos, devido sua capacidade de
produzir fibras poliméricas em escala nano ou micrométrica. Essa € uma técnica
versatil para encapsulagdo de compostos bioativos, sendo capaz de proteger esses
compostos frente fatores ambientais aos quais sao sensiveis, como temperatura, luz,
oxigénio e umidade, ou para mascarar aspectos sensoriais indesejaveis (Garcia-
Moreno et al., 2018; Lim; Mendes; Chronakis, 2019).

De forma geral, a técnica de electrospinnig ou eletrofiagdo € um processo
eletrohidrodindmico, que tem como efeito a movimentacdo de um fluido, por meio da
aplicagcao de um campo eletrostatico (Costa et al., 2012). No decorrer da eletrofiagao
sao aplicadas forcas de cisalhamento nas cadeias poliméricas da solugéo, ocorrendo
assim a evaporacao do solvente e tornando sélido o fluido, no momento em que ele
chega até o coletor. O solvente € o mais importante dos fatores para obtengédo das
fibras, pois 0 mesmo vai evaporar e neste momento, levara a deposicao do polimero
solido no coletor, na forma de uma rede, assim as fibras s&o orientadas aleatoriamente
(Kim, Huber, 2013; Salles, 2013; Yu et al., 2008).

O processo de electrospinning envolve, de forma geral, uma estagcdo de
electrospinning, conforme ilustrado na Figura 1 e consiste, basicamente, em uma fonte
de alta voltagem, uma bomba infusora com uma seringa (capilar) e um coletor, embora
existam adaptacdes no equipamento, o principio de funcionamento nao é alterado
(Alves, 2008). No processo de formacao de fibras, um campo elétrico se estabelece
entre a agulha metalica da seringa e o coletor, devido aos eletrodos com cargas
opostas, um positivo conectado a seringa e um negativo conectado ao coletor, que
sdo separados por uma distancia, denominada distancia de trabalho.

Desta maneira, a solugdo polimérica acomodada na seringa € ejetada pela
agulha a uma taxa de inje¢cao constante, assim formando um formato de cone, na
ponta da agulha. Devido a tenséo superficial do liquido, quando o campo elétrico

atinge um valor critico, a forga elétrica supera a tens&o superficial do liquido e entédo
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um jato carregado de solugéo é ejetado da ponta da agulha, assim o fluido polimérico
sai como filamentos continuos, pela diferenga das cargas entre a agulha e o coletor,
formando na ponta da agulha uma forma cdnica, que se desloca até o coletor e
durante o percurso. O solvente é evaporado, diminuindo gradativamente o diametro
da fibra polimérica formada, isto ocorre em fungdo da atragdo e do transporte da
solugdo polimérica pela evaporagdo do solvente utilizado (Wannatong; Sirivat;
Supaphol, 2004; Yordem; Papila; Menceloglu, 2008; Bhardwaj; Kundu, 2010; Costa et
al., 2012; Salles, 2013; Kim et al., 2015; Lauricella et al., 2015; Fuh et al., 2016).

Figura 1 - Esquema do processo de formacgéo das fibras por electrospinning.

Agulha Hipodérmica

Formacéo
/ da fibra A
Fonte de
Alta tensdo

: “\Fibras depositadas
" Substrato

Fonte: Gomes, 2018, p.33.

A técnica de electrospinning é capaz encapsular compostos bioativos frente a
fatores desfavoraveis, como a presenga da luz, oxigénio, temperatura e umidade;
tornar as moléculas mais biodisponiveis; mascarar os odores e sabores indesejaveis
e possibilitar uma liberagao de forma controlada, em que os compostos aprisionados
nas fibras sdo liberados de forma gradual para o meio (Echegoyen et al., 2017;
Rostami et al., 2019; Niu et al., 2020; Rostamabadi et al., 2020; Premijit et al., 2022).
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Para que ocorra a preservagao dos compostos bioativos pelo processo de
electrospinning é necessario um material de parede, que pode ser um biopolimero
natural, sintético ou até mesmo a unidao de ambos (Papenburg et al., 2009).

O amido é uma possivel alternativa na producao de nanofibras ou fibras
ultrafinas, o polimero que tem ganhado destaque e ao mesmo tempo despertado
curiosidade na obtencgao de fibras por electrospinning, por apresentar custo reduzido,
facil acesso e versatilidade (Fonseca et al., 2019).

Aplicagcbes dessa técnica ja foram relatadas para a producéo de fibras por
Fonseca et al. (2019) que encapsularam carvacrol em nanofibras de amido de batata,
a atividade do carvacrol encapsulado pela técnica, indicando uma maior estabilidade
e aumento da atividade antioxidante, em relagdo ao ndo encapsulado. As nanofibras
com 30% de carvacrol demostraram resultados positivos, reduzindo o crescimento de
Listeria minicytogenes, Salmonella. Typhimurium, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus em 89, 68, 62, e 49% respectivamente. Assim, os achados evidenciaram que
o amido é um polimero com excelente potencial para protecdo e manutengao de
compostos pela técnica de electrospinning.

Pires et al. (2022) utilizaram como material de parede o amido de batata, para
produzir fibras e capsulas carregadas com curcumina, mostrando que os materiais
produzidos por meio desta técnica apresentam boa resisténcia termogravimétrica
superior a 70 C° e preservagao de compostos antioxidantes.

Aplicacbes dessa técnica também foram relatadas para a producao de fibras
ultrafinas com a utilizacido do amido de batata doce amarela e branca, como material
de parede, para encapsulacao de extrato de cebola roxa. O amido como material de
parede apresentou boa resisténcia a temperaturas mais elevadas até sua degradacgao,
quando comparado ao extrato sem protegédo, perfil morfoldégico distintos sem a
presenga de beads. O uso de extrato vegetal apresentou atividade inibitéria frente a
Escherichia coli e Staphylococcus aureus e alta atividade antioxidante com 97,97 e
84,94% de capacidade de eliminacéo dos radicais ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzo
thiazoline-6-sulfonic acid) ABTS e DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), respectivamente
(Da Cruz et al., 2023).
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2.2 Amido

O amido é um biopolimero natural formado por amilose e amilopectina,
resultantes da unido de moléculas de glicose por ligacdes glicosidicas (Abdillahi et al.,
2013). A estrutura quimica da amilose € formada por unidades de glicose unidas por
ligacbes glicosidicas a-1,4, dando origem a uma cadeia linear, ja a amilopectina é
quimicamente formada por unidades de glicose a-1,4 e a-1,6, sendo assim uma

estrutura com ramificagdes (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura da amilose e da amilopectina (a) estrutura da amilose [polimero linear composto
por D-glicoses unidas em a-(1-4)], (b) Estrutura da amilopectina [polimero ramificado composto por D-
glicoses unidas em a-(1-4) e a-(1-6)]

@ . ;
 CH;OH  CHOH

b
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0
H H
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Fonte: Amagliani et al. (2016).

As diferentes formas estruturais do amido estdo relacionadas as distintas fontes,
espécies e ao grau de maturagdo da planta em que o amido é extraido (Eliasson,
2004; Tester; Karkalas; Qi, 2004). No entanto, sua aplicagdo esta diretamente
relacionada com o teor de amilose e amilopectina, grau de cristalinidade, forma fisica
e tipos de processamento (Moreira et al. 2013; Oliveira et al., 2016).

A utilizagao de amido nas industrias tem sido ampliada com o aperfeigcoando

das aplicagdes, sendo as principais como agente espessante ou estabilizante no
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processamento de alimentos, na industria téxtil, de petréleo ou na producao de
embalagens biodegradaveis (Silva et al., 2006; Dias et al., 2011). No entanto, outra
possibilidade de aplicagdo é na produgao de nanofibras ou fibras ultrafinas (Da Cruz
et al., 2023).

As fontes que tém sido mais utilizadas para obtencdo do amido sdo a mandioca,
o milho, a batata e o arroz (Da Cruz et al., 2023); todavia fontes alternativas tém sido
amplamente estudadas, como o carogo do abacate, que apresentou potencial para

extragao de amido e sua utilizagdo em pesquisas realizadas por Frasson et al., (2023).

2.3 Semente de abacate

O abacateiro € uma arvore que é cultivada em quase todas as regides tropicais
e subtropicais do mundo (Souza; Pimentel; Oliveira Junior, 2012). Contudo, somente
a polpa do abacate é consumida, ndo sendo feito o aproveitamento da casca e da
semente no processamento industrial da fruta, resultando em uma grande quantidade
de residuos (De Miranda; Reck; Clemente, 2016).

A semente do abacate representa, em média, 25% do peso total do fruto, sendo
um parametro influenciado pela variedade (Bora et al., 2001). A propor¢ao de polpa,
casca e semente observada no Abacate ‘Hass’ é de, respectivamente, 58, 71, 28,13
e 13,16%, segundo Daiuto et al. (2010).

A semente de abacate apresenta em sua composi¢ao aproximadamente 70%
dos aminoacidos que estao presentes na fruta, sendo rico em fibras soluveis e amido
(Nascimento et al., 2016). Sua composicao centesimal, dependendo da variedade do
abacate, mostra de 51 a 58% de agua, 29% de amido, 5 a 5,5% de lipidios, 2 a 4% de
agucares, 2 a 2,5% de proteinas e aproximadamente 1% de cinzas (Oliveira;
Guimaraes; Menezes, 2017).

Segundo Chel-Guerrero et al. (2016), a semente de abacate apresenta teores
de compostos polifendlicos e de taninos que mostram boa atividade antioxidante,
tornando este residuo interessante para ser utilizado como fonte de complementos
alimentares e em medicamentos, ainda este reaproveitamento contribui para diminuir
os impactos ambientais (De Miranda; Reck; Clemente, 2016). E ainda segundo Araujo
et al. (2020), a semente possui em sua composi¢ao cerca de 30% de amido, tornando-
se uma fonte promissora para as industrias, com possibilidade uma vasta gama de

aplicagdes.
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Na literatura ha escassez de relatos sobre amido de semente de abacate
utilizado como um polimero encapsulante, portanto, uma possivel finalidade é utilizar
0 amido oriundo dessa matéria-prima como material de parede para preservagao e

manutencao de compostos bioativos.

2.4 Jabuticaba

A jabuticaba (Plinia trunciflora) € um fruto tropical de cor roxa escura, que
apresenta valor nutricional de 58,1 Kcal, por possuir elevada quantidade de
carboidratos, fibras, vitaminas e sais minerais, como ferro, calcio e fésforo, além de
compostos bioativos, principalmente, em sua casca (Ascheri; Ascheri; Carvalho,
2006). No processamento industrial, a casca da jabuticaba corresponde de 30 a 43%
do peso do fruto, gerando um grande volume de residuos industriais (Lima et al.,
2008).

Desde o ano de 2006, tem se notado que diversos pesquisadores vém
pesquisando sobre este fruto, em relacdo aos possiveis efeitos a saude e seu
potencial como alimento funcional, em especial avaliando o perfil de compostos
fendlicos. Estudos demonstram que a jabuticaba, especificamente as espécies Plinia
cauliflora e Plinia jabuticaba, apresentam importante atividade biolégica, com
destaque para atividade antioxidante, a qual tem sido atribuida principalmente aos
flavondis e antocianinas, que estdo concentrados, em sua grande maioria, na casca
da fruta (Reynertson et al., 2006; Wu; Xing; Lou, 2010; Leite-Legatti et al., 2012).

Elevadas concentracdes de polifendis foram encontradas na casca do fruto por
Lima et al. (2008), chegando a valores 25 vezes maiores do que os verificados na
polpa do fruto (0,49 g.100 g'1) de polifendis na polpa e 11,99 g.100 g na casca (Lima
et al. 2008). As antocianinas desempenham importantes fun¢gdes na prevencao da
degeneragdo das células, previnem a ocorréncia diversas de doengas
cardiovasculares, atuam como antioxidantes, anti-inflamatorios e anticancerigenos
(Valls et al., 2009). Na industria alimenticia esse pigmento tem sido empregado como
corante, por melhorar aspectos visuais, como a cor e aparéncia dos alimentos,
influenciando diretamente na decisdo do consumidor e na sua percepc¢ao de qualidade
(Favaro, 2007).

Como mencionado anteriormente, o uso de extratos ricos em antocianinas tem

crescido na area industrial, com forte destaque para substituicAo dos corantes
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sintéticos, visando atender as expectativas e exigéncias do consumidor por alimentos
naturais, seguros e saudaveis (Martins et al., 2016). Ainda, estudos epidemiolégicos
sugerem que os compostos fendlicos desempenham atividades fisioldégicas muito
importantes para o organismo humano, com énfase nas atividades antioxidantes e
que podem desempenhar papel importante contra doengas degenerativas (Mazza;
Cacace, Kay, 2004). Contudo, ndo ha relatos sobre a aplicagédo de fibras de amido
carregadas com extrato da casca da jabuticaba em matrizes alimentares, em especial

avaliando a bioacessibilidade.

2.5 Bioacessibilidade

O estudo da bioacessibilidade compreende a avaliacdo da fracdo de um
determinado composto que sera liberado de uma matriz alimentar em que esta
aprisionado, por a¢ao do suco digestério, ficando disponivel para a absorgao (Cilla et
al, 2013). Apds o processo digestorio, 0s compostos precisam ser enviados para o
intestino, onde sao transportados até o figado para serem metabolizados. A
bioatividade consiste na determinagédo das propriedades de determinado composto,
desde as interacbes até seu processo de metabolizacdo e distribuicado aos tecidos
alvos, onde exercem a atividade (Cilla et al., 2013).

Quando se trata de uma fragdo do composto que sera libertada da matriz do
alimento, que absorvida tem potencial de suprir as demandas fisiolégicas, o termo
apropriado é biodisponibilidade (Cardoso et al., 2014). Entretanto, muitas vezes, é
utilizado o termo biodisponibilidade quando se trata de bioacessibilidade, sendo
importante evidenciar que ambos os termos sao distintos, apesar de estarem
relacionados, visto que para um nutriente ou composto se tornar biodisponivel
necessita, primeiramente, estar bioacessivel (Fernandez-Garcia; Carvajal-Lérida;
Pérez-Galvez, 2009). Existem maneiras diferentes e distintas de avaliar a
bioacessibilidade de um composto ou nutriente, através dos testes in vivo e testes in
vitro. Os dois métodos apresentam vantagens e desvantagens, o emprego de um ou
outro depende principalmente do proposito da analise e da disponibilidade de
materiais para executar. Os estudos in vivo exigem um tempo maior e recursos
especificos para um protocolo experimental adequado, além disso possuem
limitacdes analiticas e éticas que devem ser passadas em comité de ética e aprovadas

para a execucao (Cardoso et al., 2014).
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Os modelos de simulagao in vitro apresentam-se como alternativa aos estudos
in vivo, sao mais simples, rapidos, de menor custo e sem restricbes éticas, sendo
possivel determinar a bioacessibilidade dos compostos, nas fases de digestao oral,
gastrica e intestinal. Optar por modelos in vitro torna a escolha adequada para
estudos mecanicistas e com novas construgdes de hipotese (Minekus et al., 2014).

O termo in vitro € empregado quando uma amostra alimentar é submetida a
sequéncia de processos que simulam o que ocorre durante a digestdo no trato
gastrointestinal humano (Alminger et al., 2014). Para simular as fases da digestao in
vitro, € necessario que os fluidos digestivos, o pH de cada fase, a temperatura e o
tempo de simulacdo de uma etapa para a outra sejam semelhantes as do sistema
digestorio humano (Minekus et al., 2014).

Parte dos estudos simulam as trés etapas de digestdo usando as enzimas
digestivas; na primeira fase sdo simuladas as condigdes orais, utilizando a enzima a-
amilase salivar, com fluidos salivares basicos pH 6-7 durante 2 minutos, na segunda
etapa o bolo alimentar passa para a fase gastrica, promovida pelas condi¢des acidas
pH 2-3 e pela enzima digestiva pepsina, durante 2 horas a temperatura de 37 °C, o
mesmo parametro é empregado na fase seguinte, a terceira etapa da simulagao in
vitro, que recebe o quimo, em condi¢des basicas pH 6-7, com atuagao de pancreatina
e dos sais biliares (Minekus et al., 2014).

Como todo e qualquer estudo, a simulacao in vitro apresenta limitagdes, o que
impede a simulagéo integral de todo o sistema gastrointestinal, devido a complexidade
das reacgbes e dos mecanismos que envolve as condigdes fisioldgicas individuais de
cada individuo, como a idade, gendtipo, estado nutricional, quantidade de secrecao
gastrica e intestinal e tipo de microbiota intestinal (Etcheverry; Grusak; Fleige, 2012).

Contudo, é possivel considerar que a bioacessibilidade pode contribuir para
estimar o efeito nutricional. Diversos estudos sobre este tema ja foram descritos
tratando de varios compostos em diferentes matrizes alimentares. Os estudos de
bioacessibilidade de compostos fenodlicos s&o os mais relatados na literatura, ja foram
estudados os compostos presentes na uva (Tagliazucchi et al., 2010), macga
(Bouayed; Hoffmann; Bohn, 2011) amora (Liang et al., 2012), ameixa (Bobrich et al.,
2014), roma (Sengul; Surek; Nilufer-Erdil, 2014), morango (Kosinska-Cagnazzo et al.,
2015). Embora sejam narrados muitos estudos acerca da bioacessibilidade de

compostos fendlicos e atividade antioxidante de frutas, ha caréncia de estudos que
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estudem a bioacessibilidade do extrato da casca da jabuticaba aplicado em uma

matriz alimentar.



3 Materiais e métodos

3.1 Materiais

Para a realizagdo do presente estudo foram utilizados frutos de jabuticaba
(Plinia sp.) oriundos de Vigosa/MG (latitude: -20.7546, longitude: -42.8825 20° 45' 17"
Sul, 42° 52' 57" Oeste), safra de 2022 transportadas sobre refrigeracdo, armazenadas
em embalagem de polietileno tereftalato, mantidas sob refrigeracéo (5 °C). Amido
extraido de semente de abacate da cultivar Hass, foram obtidos em um estudo prévio
deste grupo de pesquisa (Frasson et al., 2023). Os reagentes utilizados para as

analises foram de grau de pureza analitica.

3.2 Delineamento experimental

As solugdes poliméricas de amido de semente de abacate foram preparadas
nas concentragdes de 10, 20 e 30% (m/v) em acido férmico 75% (v/v, em agua
ultrapura, MegaPurity® (MecLab, Brasil), e agitadas por 24 h, para garantir a completa
gelatinizagdo do amido. As solugcbes foram avaliadas pelas determinacbes de
viscosidade e condutividade elétrica. Posteriormente, as solugdes poliméricas foram
submetidas ao processo de electrospinning.

Para determinar a melhor concentragcao de amido, as fibras foram depositadas
em uma lamina avaliadas por microscopia (JEOL, JSM 6010LV, Japao). Apos
determinada qual concentracdo de material polimérico foi capaz de formar fibras de
pequeno didmetro, foram incorporadas as concentragdes de extrato da casca de
jabuticaba de 3, 6 e 9% (m/m) em relagdo ao peso de amido. A solugédo de amido sem
extrato da casca da jabuticaba foi utilizada como controle.

As fibras produzidas com amido de semente de abacate, com e sem a
incorporagao do extrato de casca de jabuticaba, foram avaliadas por meio de analises
de morfologia e dimensao, através de microscopia eletronica de varredura (MEV);
perfil espectroscopico no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR); analise

termogravimétrica (TGA); eficiéncia de carregamento por compostos fendlicos totais;
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atividade antioxidante por captura dos radicais DPPH e ABTS; compostos fendlicos

totais. Conforme demonstrado no delineamento experimental da Tabela 1

Tabela 1 - Delineamento experimental para a produgao e avaliagdo das fibras com amido de semente
de abacate, contendo diferentes teores de extrato de casca de jabuticaba

Tratamento Variaveis independentes Variaveis dependentes
Extrato de casca de jabuticaba
(%, m/m em base a massa de amido)

1 0 Morfologia e dimenséo - MEV

2 3 Propriedades térmicas - TGA

3 6 Perfil espectroscopico por FT-IR
4 9 Eficiéncia de carregamento

Atividade antioxidante — DPPH
e ABTS
Compostos fendlicos totais

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

As fibras que apresentaram maior teor de compostos fendlicos totais e maior
atividade antioxidante frente aos radicais ABTS e DPPH, foram incorporadas em
iogurte, no peso de 4% em relagdo a massa de leite fermentado.

O iogurte contento 4% de extrato em relagdo ao percentual adicionado nas
fibras, e uma mostra contendo apenas iogurte, foram submetidas ao processo de
digestédo in vitro, simulando as fases oral, gastrica e intestinal, sendo recolhidas
aliquotas nos tempos de 2 min, para fase oral e 2 horas para as fases gastricas e

intestinal, de acordo com o delineamento apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Delineamento experimental para aplicagédo das fibras em iogurte, e bioacessibilidade dos
compostos bioativos nas fases oral, gastrica e intestinal através da digestibilidade in vitro

Tratamento Variaveis independentes Variaveis dependentes
Matriz Fases
1 logurte Oral (2 min) Compostos fendlicos totais
2 logurte + extrato Gastrica (2 h) Atividade antioxidante por ABTS
3 logurte + fibra Intestinal ( 2 h)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

3.3 Obtengao do extrato da casca de jabuticaba

A produgéo do extrato de casca de jabuticaba seguiu 0 modelo descrito por
Prietto et al. (2018), com algumas adaptag¢des. Foram utilizados 1000 mL da solugao
extratora de etanol 96% (v/v), acidificado com acido cloridrico (pH = 1), para cada 100

g de casca de jabuticaba fresca.
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As cascas foram trituradas, misturadas ao solvente, utilizando um mixer de
bancada (Mondial, M-03, China) e ap6s a mistura foi levada a agitagdo mecanica
(agitador magnético Fisatom, modelo 752, Brasil) por 2 h a 22 °C, ao abrigo da luz.
Na sequéncia, filtrou-se e acondicionou-se em frascos ambar sob refrigeracao (4 °C).
Para e retirada do solvente o extrato foi submetido ao processo de concentragao em
rotaevaporagéo (Heidolph, Laborota 4000, Alemanha), em temperatura de 55 °C e
rotacao de 120 rpm por 20 min. Posteriormente, borbulhou-se nitrogénio gasoso (N2)
e procedeu-se a liofilizacdo (Liobras, liotop k 108, Brasil), com a temperatura do
condensador de —100 °C, presséao abaixo de 100 uHg, permanecendo por um periodo
de 72 h. O produto desidratado foi armazenado em ultra freezer (Coldlab, CL120-86V,

Brasil), protegido da luz, até a sua utilizacao (Prietto et al., 2018).

3.4 Analises do extrato da casca da jabuticaba

3.41 Cor

Para determinacdo da cor do extrato, foi utilizado um colorimetro modelo
MINOLTA CR 400, empregando-se o sistema de leitura CIELAB (Comission
Internatinale de E'clairage), representado pelos seguintes parametros: coordenada L*
expressa o grau de luminosidade da cor medida (L* = 100 = branco; L* = 0 = preto), a
coordenada a* expressa o grau de variagao entre o vermelho (+60) e o verde (-60) e
a coordenada b* expressa o grau de variagao entre o azul (-60) e o amarelo (+60). Os

valores a* e b* foram utilizados para calcular o Croma e o Hue (Equagao 1):

C *= [(a"‘2 + b*z)%]
°HUE = arctg b*/a* (1)
Em que:
°HUE: Angulo que indica a tonalidade de cor do alimento
arctgb*: Arcotangente do parametro b*
C =Croma
a* = valores da coordenada a*

b* = valores da coordenada b*
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3.4.2 Antocianinas totais

Para quantificar as antocianinas presentes no extrato da casca da jabuticaba,
2 g de amostra foram pesados um Becker de 250 mL, adicionaram-se 50 mL de etanol
pH = 1,0 e procedeu-se a extracdo durante 1 h, ao abrigo da luz, sob agitacdo. Na
sequéncia, filtrou-se com papel filtro, recolhendo o filtrado em um baldo volumétrico
de 100 mL, por fim, o volume foi completado com etanol. A leitura da absorbancia foi
executada em espectrofotdmetro (Jenway 6705 UV/VIS) no comprimento de onda de

520 nm. O teor de antocianinas expresso em mg 100 g' (Lees; Francis,1972).

3.4.3 Atividade antioxidante por ABTS

Para determinar a capacidade de capturar o radical ABTS, uma solucéo
estoque de ABTS 7,4 mol. L' (5 mL), apds adicionada de solugédo de persulfato de
potassio 140 mmol. L' (88 uL), foi mantida ao abrigo da luz por 16 h em temperatura
ambiente (20 + 2 °C). Na sequéncia, 1 mL dessa soluc¢édo foi diluida em etanol 80%
(v/v, em agua destilada) até a absorbancia atingir valor de 0,700 + 0,05, em
comprimento de onda de 734 nm.

Pesaram-se 2 g de extrato da casca da jabuticaba em 20 mL de etanol, agitou-
se em vortex por 3 min e deixou-se em repouso por 24 h, na sequéncia, procedeu-se
a centrifugacdo a 25.406,55 g em centrifuga (5430 R, Alemanha), coletou-se o
sobrenadante, uma aliquota de 30 uL do extrato foi adicionada a 3 mL do radical
ABTS, misturou-se em vortex por 30 s, e deixou-se no escuro durante 6 min, em
temperatura de 25 °C. A absorbéancia das amostras foi medida a 734 nm. A capacidade
de sequestrar o radical foi calculada em relagdo ao controle (sem antioxidante) e o
resultado expresso em porcentagem de inibigdo, de acordo com a Equagéao 2 (Rufino
et al., 2007).

Inibicdo (%) = ABS branco - ABS amostra/ ABS branco x 100 (2)
Em que:

ABS = absorbancias
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3.4.4 Atividade antioxidante por DPPH

A capacidade de eliminar os radicais 2,2-difenil-1picril-hidrazido (DPPH) do
extrato da casca da jabuticaba foi realizada através do método descrito por Brand-
Williams et al., (1995) em que 2,4 mg de DPPH foi dissolvido em etanol, em baldo de
100 mL, posteriormente, armazenado ao abrigo da luz para que ocorresse a reagao.
Cerca de 0,1 mL do extrato foi adicionado a 3,9 mL de DPPH em etanol (0,6 mmol.L"
1), procedida a homogeneizagao, e aguardado o tempo reacional de 30 min, ao abrigo
da luz, na sequéncia foi realizada a leitura espectrofotometro UV-vis (Jenway 6705
UV/VIS) no comprimento de onda de 515 nm. O resultado foi expresso em

porcentagem de inibigdo, de acordo com a Equacéo 3:
Inibicdo (%) = ABS branco - ABS amostra/ ABS branco x 100 (3)
Em que:

ABS = absorbancias

3.4.5 Compostos fendlicos totais

Para a determinacao dos compostos fendlicos totais foi preciso extrair os
compostos fenodlicos do extrato, esta extracao foi realizada com etanol por 30 min sob
agitagdo. Foram pipetados 250 uL em tubos de Falcon de 15 mL e adicionados 4 mL
de agua destilada e 250 uL da solugédo de Folin-Ciocalteau 0,25 N, procedeu-se a
homogeneizagao e aguardaram-se 3 minutos de tempo reacional, em seguida foram
adicionados 500 pL de carbonato de sddio 0,5 mol. L', repetida a homogeneizagao e
deixado reagir pelo periodo de 2 h, ao abrigo da luz, na sequéncia as leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro (Jenway 6705 UV/VIS) utilizando o comprimento de
onda de 724 nm (Singleton e Rossi,1965). Os compostos fendlicos totais presentes
no extrato da casca de jabuticaba foram determinados através de uma curva padrao
de acido galico (y = 14,627X — 0,0568), (R?= 0,9990), com resultados expressos em

mg equivalente de acido galico por 100 g de amostra (mgGAE.g™).

3.4.6 Teor de vitamina C
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A partir do extrato pronto, transferiu-se para Erlenmeyer de 300 mL, 1 g de
amostra, 50 mL de agua, 3 mL de solucéo de acido sulfurico a 20% (v/v), 1 mL da
solucao de iodeto de potassio a 10% (v/v) e 1 mL da solugéo de amido a 1% (p/v). A
amostra foi titulada com solugdo de iodato de potassio 0,02 mol.L" até coloragéo azul

escura. Os resultados foram expressos em mg.100 g-' de amostra (IAL, 2008).

3.5 Preparado das solugdes poliméricas

Primeiramente foi necessario determinar a concentragdo de polimero para a
producao das fibras. Prepararam-se solug¢des poliméricas de amido de semente de
abacate nas concentragdes de 10, 20 e 30% (m/v) em acido férmico 75% (v/v, em
agua ultrapura, MegaPurity® (MecLab, Brasil), que foram agitadas por 24 h em

agitador magnético (Velp Scientifica, Multistirrer 6, Italia).

3.5.1 Viscosidade e condutividade elétrica da solugao polimérica

A viscosidade das solugdes poliméricas de amido foi determinada com a
utilizacdo de um viscosimetro (Modelo EC150, Simpla, China), sendo o resultado
expresso em cP. Ja condutividade foi medida com o auxilio de um condutivimetro

(Tecnopon, Brasil), na temperatura de 25 °C, expressa em yS.cm™.

3.6 Producao de fibras pela técnica de electrospinning

Apoés determinar a concentragdo do material de parede para a formagao das
fibras ultrafinas, as solugdes poliméricas utilizadas para incorporagao do extrato da
casca da jabuticaba foram preparadas utilizando o amido da semente de abacate
como material de parede. O preparo foi realizado conforme descrito por Fonseca et
al. (2019), com algumas adaptagdes. Uma concentragdo de 20% (m/v) de amido da
semente de abacate foi diluida em acido formico 75% (v/v, em agua destilada) e essa
solucao foi agitada durante 24 h em agitador magnético (Velp Scientifica, Multistirrer
6, Italia).

A solugbes poliméricas de amido foram adicionadas de 0, 3, 6 e 9% de extrato
da casca de jabuticaba e foram transferidas para uma seringa plastica acoplada a uma

agulha de aco inoxidavel. Essa seringa foi acoplada em uma estacao horizontal de
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electrospinning, composta por uma bomba de infusdo (KD Scientific, Model 100,
Inglaterra), uma fonte de alta tenséo de corrente continua (Faiscas, FA+30kV, Brasil)
e um coletor metalico coberto por uma folha de aluminio.

Os parametros empregados para a produgdao das fibras de amido com
diferentes concentragdes de extrato estdo na Tabela 3, determinados com base em
testes preliminares, visando a obtencdo de fibras com morfologia lisa, uniforme,
continua e sem a presenca de beads. Durante todo o processo deste experimento
foram controladas a temperatura e umidade, iguais a 20 + 2 °C e 47 £ 2%,
respectivamente, utilizando climatizador (Electrolux®, EcoTurbo, Brasil) e
desumidificador de ar (Quimis, Q831M 20, Brasil).

Tabela 3 - Pardmetros para a produgéo de fibras de amido da semente de abacate com diferentes
concentragdes de extrato da casca de jabuticaba por electrospinning

Parametro Condigéao
Volume da seringa (mL) 3,0
Diametro da agulha (mm) 0,8
Fluxo de alimentagdo (mL.h™") 0,6
Distancia da agulha ao coletor (cm) 14,0
Tensao elétrica (kV) 21,6

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

3.6.1 Morfologia e distribuicao de tamanho das fibras (MEV)

A morfologia das fibras de amido da semente de abacate, com e sem extrato
da casca da jabuticaba, foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) (Jeol, JSM - 6610LV, EUA). Uma pequena porgao do material foi disposta em
stubs com fita de carbono e recoberta com ouro, utilizando um metalizador (Sputtering,
Denton Vacuum Desk V, EUA), para analise foi empregada uma aceleragao de tensao
de 10 kV. O didmetro médio e a distribuicdo de tamanho foram obtidos através das

imagens de MEV, utilizando o software ImageJ verséo 2015.

3.6.2 Perfil espectroscopico na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)
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O perfil espectroscopico do amido, do extrato da casca de jabuticaba e as fibras
de amido incorporadas com diferentes concentragdes de extrato (0, 3, 6 € 9% m/m,
em amido na solugao polimérica) foi obtido em equipamento FTIR IRAffinity-1 (ATR,
Shimadzu), resolugdo de 400 — 4000 cm', uma quantidade de amostra suficiente para
cobrir o prisma de seleneto de zinco (ZnSe) foi adicionada e realizadas 60 varreduras,
com apodizacido na funcao Happ-Genzel. Para aquisicao dos dados, expressos em
numero de onda, foi utilizado o programa IRsolution versdo 1.60 (Shimadzu

Corporation).

3.6.3 Analise termogravimétrica (TGA)

As propriedades termogravimétricas das amostras de amido, do extrato da
casca de jabuticaba e das fibras de amido incorporadas com (0, 3, 6 € 9% m/m) de
extrato da casca da jabuticaba foram obtidas utilizando aproximadamente 5 mg das
amostras acondicionadas em suporte de «-alumina aberto (Shimadzu®), em
equipamento TG-60 (TA-60WS, Shimadzu®, Kyoto, Japado), sob atmosfera de
nitrogénio com vazdo de 50 mL.min"', temperatura inicial de 30°C, taxa de
aquecimento de 10 °C.min"" até alcancar temperatura final de 600 °C. Para aquisi¢édo
dos dados: temperatura inicial (Tp onset), temperatura maxima do evento (Tp n),
variagéo de temperatura (AT), perda de massa (Am n) e massa do residuo (Am R), foi

utilizado o programa TA-60WS versao 2.20 (Shimadzu Corporation®).

3.6.4 Eficiéncia de carregamento

A eficiéncia de carregamento (EC) do extrato de casca de jabuticaba nas trés
diferentes concentragdes incorporadas em fibras de amido (0, 3, 6 € 9% m/m, em
relagcdo a massa de amido utilizada) foi avaliada conforme descrito por Radlnz et al.
(2021), com pequenas adaptagdes. Uma amostra de 100 mg de cada fibra foi
adicionada de 1 mL de acido formico 70% (v/v, em agua destilada). Apds, seguiu-se
a metodologia ja descrita anteriormente na seg¢ao 3.4.5, para a determinagdo de
compostos fendlicos totais, através de leitura realizada em espectrofotdmetro
(Molecular Devices, SpectraMax 190, USA) a 725 nm. A eficiéncia de carregamento
foi calculada em relacao a quantidade de sodlidos utilizados na solugao polimérica e a

fibra 0% foi utilizada como branco, conforme as equacgdes 4 € 5.
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Fenolicos carregados na fibra (%) = %] * 100 4)

Em que:

A = mg.g' de fendlicos na fibra carregada com extrato;
B = mg.g™" de fendlicos na fibra;

C = massa (mg) de amido na fibra;

D = massa (mg) de extrato na fibra.

%fendlicos carregadosdos na fibra

Eficiéncia de carregamento (%) = [ ] * 100 (5)

Y%extrato adicionado na fibra

3.6.5 Atividade antioxidante das fibras carregadas com extrato da casca da
jabuticaba por ABTS e DPPH

As analises foram realizadas conforme descrito por Rufino et al. (2007) e por
Brand-Williams, Cuvelier, Berset (1995), respectivamente. Com algumas adaptacoes
propostas por Radiinz et al. (2021). Devido a dificuldade de liberagdo dos compostos
aprisionados nas fibras foi necessario romper o material. Assim, as amostras das
fibras de amido da semente de abacate (200 mg) contendo 0, 3, 6 € 9 % de extrato da
casca da jabuticaba (m/m) foram pesadas em tubos do tipo eppendorf separados, e
adicionaram-se 2 mL de &cido férmico 75% em agua ultrapura (v/v), agitou-se em
vortex por 3 min e deixou-se em repouso por 24 h para que ocorresse a liberagao total
dos compostos presentes nas fibras ultrafinas. Na sequéncia, procedeu-se a
centrifugacao a 25.406,55 G em centrifuga (5430 R, Alemanha), apds a obtengao dos
compostos extraidos das fibras ultrafinas de amido da semente de abacate a analise

seguiu como descrito anteriormente, nos itens 3.4.3 e 3.4.4.

3.5.7 Compostos fendlicos totais das fibras carregadas com extrato da casca de

jabuticaba
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A analise foi realizada através do método colorimétrico de Singleton e Rossi
(1965) conforme descrito anteriormente no item 3.4.5 com adaptagdes propostas por
Radiinz et al. (2021), no item 3.4.5.

3.7 Aplicagao das fibras em iogurte natural

O preparo do iogurte natural consistiu primeiramente em pasteurizar a mistura
composta por 1 L de leite, com 40 g de leite em p6 desnatado e 55 g de agucar, a 95
°C durante 5 minutos em banho maria. Apds, a mistura foi deixada resfriar até a
temperatura de 43 °C, posteriormente, foi adicionado um sache de fermento lacteo
para preparado de leite fermentado com lactobacilos vivos, composto por culturas de
Lactobacillus. acidophilus LA-5® (1x108 UFC.g") e Bifidobacterium BB-12® (1x10°
UFC.g™"), procedendo a agitagdo com um mixer de bancada (Mondial, M-03, China).

O iogurte adicionado da fibra carregada que mostrou melhores caracteristicas
ou extrato da casca da jabuticaba puro, todos os testes foram feitos em triplicata. As
amostras foram colocadas em tubos de Falcon de 50 mL, no primeiro tratamento 200
mg de fibras e 4,800 g de iogurte, no segundo tratamento foi colocado 4,975 g da
mistura com 0,015 mg de extrato da casca de jabuticaba. O tratamento controle foi
adicionado 5 g de iogurte. Todos foram incubados em estufa a 42 + 1 °C, durante 4
horas, até atingir o pH de 4,5 ou 4,7, posteriormente o iogurte foi resfriado a 4 °C,

permanecendo por 7 dias, até o momento da analise.

3.7.1 Digestibilidade in vitro

O experimento seguiu o modelo INFOGEST proposto por Minekus et al. (2014).
Para que fosse possivel simular a digestibilidade in vitro, foi necessario preparar os
fluidos que s&o produzidos pelo organismo humano em cada etapa do sistema
digestorio. A composicéo dos fluidos que simulam os produzidos pelas fases salivar,

gastrica e intestinal estdo na Tabela 4.
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Tabela 4 - Composicao dos fluidos utilizados nas analises de digestibilidade in vitro

Solugao Fluido salivar Fluido gastrico Fluido intestinal
(mL) (mL) (mL)
Cloreto de potassio 18,9 8,6 8,5
(0,5 mol.L-")
Fosfato de potassio 4,5 1,1 1
monobasico
(0,5 mol.L-")
Bicarbonato de sédio 8,5 15,6 53,1
(1 mol.L™")
Cloreto de sédio - 14,7 12
(2 mol.L")
Cloreto de magnésio 0,6 0,5 1,3
(0,15 mol.L™")
Cloreto de calcio 0,03 0,006 0,05
(0,3 mol.L-")
Carbonato de aménio 0,075 0,6 -
(0,5 mol.L-")
Acido cloridrico 0,11 1,6 0,8
(1 mol.L-")
Agua destilada 467,29 457,30 423,25

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Para simular a primeira fase da digestéo, utilizaram-se 4 mL de suco salivar e
0,5 mL da enzima a-amilase salivar (Sigma Aldrich®, A052), 0,025 mL de cloreto de
calcio 0,3 mol. L-'e 5 g de amostra e 0,475 mL de hidréxido de sédio 1 mol.L-! para
ajustar o pH para 7,0. As amostras foram levadas a banho maria durante 2 min com
agitacdo a cada 15 seg, posteriormente, uma aliquota de 2 mL foi retirada e
armazenada em tubo de Falcon, a atividade da enzima foi cessada por adicéo de HCI
1 mol.L" até atingir pH 4,5, com auxilio de pHmetro.

Na fase gastrica é preciso manter a proporgao de 1:1 de acordo com o restante
do bolo alimentar que passa da fase oral para gastrica, desta forma foi adicionado 6,4
mL de suco gastrico, 0,004 mL de cloreto de célcio, 0,3 mol.L", 0,4 mL de pepsina
(Sigma Aldrich®, P7000) e 0,6 mL de HCI 1 mol.L-! para ajustar o pH para 3,0, além
de 0,2 mL de H20 destilada. Novamente, as amostras foram levadas ao banho maria
por 2 h, com agitagdo manual a cada 5 min, simulando movimentos de onda, como
ocorre no peristaltismo. Na sequéncia, as amostras foram levadas ao banho maria,
sendo coletadas aliquotas de 2 mL e transferidas para tubos de Falcon, ajustou-se o
pH para 7,0 com NaOH 1 mol.L-! para inativagédo da enzima.

A terceira e ultima etapa da digestibilidade in vitro, recebe o quimo da fase
gastrica e entra em condigdes intestinais, as quais sdo promovidas pela acédo da
pancreatina (Sigma Aldrich®, P7545) e dos sais biliares (Sigma Aldrich®, B8756),
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nesta etapa foi adicionado 5,950 mL de suco gastrico, 3,5 mL de pancreatina, 1,750
mL de uma solugcdo de sais biliares, contendo 50% de colato e 50% desoxicolato,
0,0028 mL de cloreto de calcio 0.3 mol.L-", 2,5 mL de NaOH 1 mol.L"" para ajustar o
pH para 7,0 e 0,30 mL de agua destilada para manter a proporgao de 1:1, como nas
fases anteriores; novamente, as amostras foram incubadas em banho maria, agitadas
a cada 5 min, simulando os movimentos peristalticos realizados pelo intestino.
Aliquotas foram coletadas, como na fase anterior, ajustadas para pH 4,5 e mantidas

em refrigeracéo a -5 °C.

3.7.2 Bioacessibilidade de compostos fendlicos

A analise foi realizada conforme descrito anteriormente na secéo 3.4.5.

3.7.3 Atividade antioxidante por ABTS apés digestibilidade in vitro

A analise foi realizada conforme descrito anteriormente na sec¢éo 3.4.4.



4 Resultados e Discussao

4.1 Analises do extrato da casca de jabuticaba

411 Cor

Os parametros de cor do extrato da casca da jabuticaba liofilizado evidenciaram
que a luminosidade (L*) tende ao escuro (9,93 = 0,0), considerando que este
parametro varia de 100 (branco) a 0 (preto). Ja para cromaticidade, o parametro a*
foi de 0,23 + 0,02, considerando que a coordenada (a*) expressa o grau de variagao
entre o vermelho (+60) e o verde (-60), observou-se uma tendéncia ao vermelho. O
parametro (b*), com valor de -0,86 £ 0,00, mostrou uma tendéncia ao azul,
considerando que a coordenada (b*) varia entre o azul (-60) e o amarelo (+60). O Hue
(0,80 £ 0,02) e o Croma (0,89 = 0,01) evidenciam a tendéncia a cores escuras como
o vermelho, sendo que o angulo de tonalidade comeca no eixo +a*, e se movimenta
em sentido anti-horario, sendo expresso em graus (como por exemplo, 0° &€ vermelho
e 90° é amarelo). Em relagado a saturagéo da cor, quando apresenta valores proximos
de zero (0,89 £ 0,01) indica a presenca de tons acinzentados, enquanto valores
proximos a 60 representam cores mais vividas (Mendonga et al., 2003). Tal
comportamento ja era esperado, uma vez que a casca da jabuticaba é rica em
antocianinas, que sédo pigmentos naturais que variam de vermelho ao azul purpura
(Coisson et al., 2005). A cor das antocianinas depende de sua estrutura e estabilidade,
a tendéncia ao vermelho, é oriunda da extragao acidificada em pH = 1, em que a
antocianina se encontra na forma de cation flavilium, o responsavel pela cor vermelha
(Lee; Durst; Wrolstad, 2005). Outra possivel explicagdo pode ser oriunda da forma
glicosilisada, a qual a antocianina se encontra nos vegetais, como na casca da
jabuticaba (Ananga et al., 2013).

4.1.2 Antocianinas totais

O teor de antocianinas totais obtido por extragcéo alcodlica (pH = 1) da casca
da jabuticaba foi de 294,53 + 0,54 mg em 100 g'. Em seus estudos, Teixeira,

Stringheta e Oliveira (2008) obtiveram valores mais altos de antocianinas em um
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extrato da casca da jabuticaba (641,01+£0,00 mg.100g™'). Em contraposto, Rubio
(2014) obteve valores menores no extrato, que no presente estudo (192,37+0,20
mg.100 g'). As diferencas apresentadas entre os estudos podem estar relacionadas
a varios fatores, como o estagio de maturagdo em que as frutas foram colhidas, as
condicdes climaticas de cultivo, a variedade da fruta e o método de extragdo que é
extremamente importante, uma vez que as antocianinas sao instaveis a diferentes pH
e temperaturas, interferindo diretamente na sua quantificagcdo (Cavalcanti, 2013).
Visto como um residuo industrial, a casca da jabuticaba tem elevado grau de
interesse, devido sua composi¢ao quimica ser rica em compostos fendlicos, como as
antocianinas, nas quais o composto majoritario é a cianidina-3-glucosideo, principal
responsavel pela coloragcdo escura apresentada na sua casca. O consumo de
compostos bioativos, como as antocianinas, proporciona alguns beneficios a saude

devido a elevada atividade antioxidante (Baseggio et al., 2018).

4.1.3 Capacidade antioxidante frente aos radicais ABTS e DPPH

O extrato da casca de jabuticaba apresentou significativamente maior (p<0,05)
capacidade antioxidante frente ao radical ABTS (93,00 + 0,02%) do que por DPPH
(53,61 £ 0,01%). De acordo com Hassimotto et al., (2005), os valores da capacidade
antioxidante podem ser classificados como altos quando apresentam (> 70% de
inibicado), intermediarios (entre 40-70% de inibicdo) e baixos (de < 40% inibi¢ao),
assim, verifica-se que pelo método ABTS a capacidade antioxidante do extrato ¢ alta.
Possivelmente, os maiores valores obtidos por ABTS justifiquem-se em fungdo das
caracteristicas do método, que pode ser aplicado a compostos hidrofilicos ou
lipofilicos, pois ha solubilidade do reagente em agua e solventes organicos, também
por atuar em ampla faixa de pH, sendo mais reativo que o radical DPPH, e ainda por
reagir com compostos que atuam por transferéncia de proton ou de elétron (Re et al.,
1999). O método de ABTS se fundamenta na redugéo do radical pelas substancias
antioxidantes, ja o método de DPPH a reacgao € baseada na diminuigdo da cor que
acontece quando o elétron impar presente no atomo de nitrogénio (N) no DPPH é
reduzido ao receber um atomo de hidrogénio (H) dos compostos antioxidantes
(Scherer; Godoy, 2009).

Em estudos de Araujo (2011) foram observados valores menores de eliminagao

do radical DPPH para extrato da casca de jabuticaba e farinha da casca de jabuticaba
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(22,04% e 23,48%, respectivamente). Lima et al. (2008) ao analisar a casca de duas
variedades de jabuticaba, obteve eliminagdo do radical ABTS de 72,72%, para a
variedade Sabara e 76,9% para a variedade Paulista, evidenciando as variagdes em
funcao da cultivar e da amostra que foi avaliada.

A expressiva capacidade antioxidante mostrada pelo extrato de casca de
jabuticaba evidencia que partes dos alimentos, como casca, que muitas vezes séo
descartados como residuos, podem ser boas fontes de compostos bioativos sendo
importante a identificagcdo, o reconhecimento e a promocao de estratégias de

utilizagdo para ampliar os beneficios a saude promovidos por estes compostos.

4.1.4 Compostos fendlicos totais do extrato da casca da jabuticaba

O teor de compostos fendlicos totais encontrado no extrato da casca da
jabuticaba foi de 1.050,16 + 0,01 mgGAE.100 g-'. O estudo de Vasco; Ruales e Kamal-
Eldin (2008) com varios frutos, classificou o conteudo de compostos fendlicos em trés
categorias: baixo (< 1 mg GAE.g"); médio (1 a 5 mg GAE.g") e elevado (>5 mg GAE.g
). Com base nessa classificagéo, o extrato avaliado pode ser classificado como de
médio teor de compostos fendlicos. Valor superior ao deste estudo foi encontrado por
Pinto (2020), que obteve 4,871 mg GAE.g' para farinha da casca jabuticaba. Ja
Lemos et al. (2016) obtiveram menor valor (0,99 mg GAE.g™') na casca da jabuticaba
in natura. As possiveis variacdes podem estar associadas ao metabolismo secundario
das plantas, as alteragdes pelas condigdes de estresse da planta e ambientais, tanto
como o local de plantio, o estagio de maturagdo, formas de colheita e o
armazenamento, além do solvente extrator utilizado (Rais et al. 2019). Cabe também
considerar, as diferencgas relacionadas ao tipo de amostra (casca in natura, extrato e

farinha).

4.1.5 Teor de vitamina C

O teor de vitamina C médio encontrado no extrato da casca de jabuticaba foi
de 176,6 + 0,01 mg.100 g' acido ascérbico. Valores maiores, foram encontrados por
Lima (2008), por meio de HPLC (246,28 + 9,2 e 298,23 + 40,5 mg.100 g' acido
ascorbico) na casca da jabuticaba para as variedades Paulista e Sabara. Segundo a
Tabela Brasileira de Composi¢céo de Alimentos (TACO, 2006), o teor de vitamina C

em polpa de jabuticaba é de 16,2 mg.100 g-'. Desta forma é notavel que a casca da
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jabuticaba é rica em vitamina C, e apresenta teor expressivamente maior que a polpa
da fruta, e também por se tratar de um extrato concentrado, explica-se o alto teor de
vitamina C encontrado neste estudo, indicando que as cascas da jabuticaba s&o
interessantes alternativas a serem exploradas, visando o aproveitamento total da

fruta.

4.2 Caracterizagao das solugoes poliméricas

4.2.1 Viscosidade e condutividade elétrica das solugoes poliméricas

Os parametros K e n, obtidos por ajuste com modelo matematico de Ostwald

de Waele, podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5 - Pardmetros reolégicos K e n, obtidos por ajuste com modelo matematico de Ostwald de
Waele

Amido na solugao polimérica (%, K (mPa.s") n (adm) Condutividade
m/v) (MS.cm

10 0,798 £ 0,011¢ 0,764 + 0,003 345,5 + 0,006°
20 3,078 £ 0,233 0,766 + 0,006° 236,5 + 0,006
30 117,350 + 9,6502 0,454 + 0,013 177,8 £ 0,011¢

*Letras diferentes indicam diferenca estatistica na coluna pelo teste de Tukey p<0,05. K = parédmetro
de viscosidade; n = nivel de pseudoplasticidade.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

As curvas de viscosidade ajustaram-se ao modelo matematico de Ostwald de
Waele, (R?>0,99). O valor de K (mPa.s") refere-se a viscosidade da solugao e, quanto
maior o valor, mais viscosa € a solugdo; n (adm) quantifica o nivel de
pseudoplasticidade das solugbes, sendo que quanto menor o valor, mais
pseudoplastica é a solugdo (Monteiro, 2004). Observou-se que a amostra contendo
30% de amido de semente de abacate mostrou-se a mais viscosa (117,350 cP), por
outro lado, a amostra contendo a menor concentragcdo de amido (10%), resultou na
menor viscosidade (0,798 cP).

Quanto a pseudoplasticidade, a amostra contendo 30% de amido de semente
de abacate evidenciou ser a mais pseudoplatisca, pois apresentou 0 menor valor de
n (0,454). J& as amostras 10 e 20%, com menor pseudopasticidade, ndo diferiram

estatisticamente entre si para esse parametro, ambas resultaram em valor de n mais
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proximo de 1. A condutividade elétrica das solugdes poliméricas Tabela 1 evidenciou
diferencgas estatisticamente significativas entre as solugdes em funcao do percentual
de amido presente (p < 0,5). A amostra contendo 10% de amido de semente de
abacate apresentou maior condutividade elétrica que as demais (345,5 uS.cm™).
Pode-se observar que com o0 aumento da concentracdo de amido a condutividade das
solugbes foi diminuindo. Sabe-se que a condutividade aumenta com a maior
quantidade de compostos ionizaveis presentes no meio (Antunes et al., 2017).
Contudo, vale salientar que o solvente utilizado foi acido férmico 75%, assim,
provavelmente, o aumento do conteudo de amido, tenha influenciado na dissociagao
do acido, ainda, € possivel que tenha ocorrido um aumento da resisténcia elétrica do
meio, ambos fendmenos impactariam reduzindo a condutividade. Infere-se também,
na possibilidade de substituicdo em grupamentos metoxilicos do amido, resultando
em esterificacdo e menores possibilidades de ionizacao.

Observou-se que as solugcbdes que apresentam alta viscosidade, e menor
condutividade elétrica (30% de amido de semente de abacate), resultou em maior
dificuldade para projegéao do jato continuo da solugdo do material polimérico, a partir
da ponta da agulha, ja a solugdo que apresentou mais baixa viscosidade (10% de
amido de semente de abacate) nao foi capaz de formar um jato estavel. Bhardwaj e
Kundu (2010) reportam a influéncia destes parametros na formacao de fibras,
corroborando as evidéncias desse estudo. Assim, a solugdo com 20% de amido foi a
que conduziu a formagao de um jato estavel e a deposicao de fibras com didmetros
reduzidos e sem a presencga de beads, sendo selecionada para dar continuidade nos
estudos. Segundo Da Cruz (2023), a viscosidade € um paradmetro que influencia
diretamente na producido de material de didmetro reduzido, uma vez que o
emaranhamento das cadeias de polimero € dependente da viscosidade, sendo
determinante na formagéao de jatos uniformes durante o processo de electrospinning,

restringindo os efeitos da tensao superficial, o qual vai levar a produgéao dos beads.

4.2.1 Morfologia e distribuicao de tamanho das fibras de amido da semente de
abacate (MEV)

A morfologia das fibras de amido da semente de abacate com as diferentes
concentragdes de extrato da casca da jabuticaba esta apresentada na Figura 3, bem

como a distribuicdo de tamanho na Figura 4. As fibras de amido da semente de
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abacate com 0, 3 e 6 e 9% de ECJ (Figuras 3A, 3B, 3C e 3D), apresentaram morfologia

compativel com fibras ultrafinas, homogéneas, aleatorias e sem beads.

Figura 3 - Morfologia das fibras de amido da semente de abacate com diferentes concentracdes de
extrato da casca de jabuticaba (ECJ)

SEI  10kV WD14mm SS29 x1,000 10pm
CEME-Sul 10 Dec 2010

SEl  10kV WD13mm SS29 x1,000 10pm  =———-—
CEME-Sul 10 Dec 2010

SEI  10kV WD13mm S§S29 x1,000 10pm  ‘—
CEME-Sul 10 Dec 2010

SEI  10kV WD13mm S5S29 x1,000 10pm  ‘—
CEME-Sul 10 Dec 2010

(A) Fibras ultrafinas de amido da semente de abacate encapsulada com 0% de ECJ; (B) Fibras
ultrafinas de amido da semente de abacate encapsulada com 3% de ECJ; (C) Fibras ultrafinas de amido
da semente de abacate encapsulada com 6% de ECJ; (D) Fibras ultrafinas de amido da semente de
abacate encapsulada com 9% de ECJ.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 4 - Figura 4. Distribuigdo de tamanho das fibras de amido da semente de abacate com
diferentes concentragdes de extrato da casca da jabuticaba (ECJ)

E 21 1

16 D, iaio= 328 £ 95 nm

Dyneqio= 236 £ 54 nm

Quantidade de fibras
Quantidade de fibras
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20 4

]
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Diametro das fibras (nm) Diametro das fibras (nm)

(A) Fibras de amido da semente de abacate encapsulada com 0% de ECJ; (B) Fibras de amido da
semente de abacate encapsulada com 3% de ECJ; (C) Fibras de amido da semente de abacate
encapsulada com 6% de ECJ; (D) Fibras de amido da semente de abacate encapsulada com 9% de
ECJ.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A encapsulagdo das diferentes concentragdes do extrato da casca da
jabuticaba nas fibras de amido oriundos da semente de abacate, ndo alterou a
morfologia das mesmas (Figuras 3A, 3B, 3C e 3D). Contudo, houve alteragdo nos
valores dos diametros médios obtidos com a adigdo do extrato. A medida que se
aumentou a quantidade de extrato na solugao polimérica (0, 3, 6 € 9%), o didmetro foi
reduzindo (Figura 4). A fibra controle com 0% de ECJ, apresentou didmetro médio de
328 + 95 nm (Figura 3A), sendo esta com maior valor para este parametro. A fibra
contendo 9% de ECJ apresentou o menor didmetro médio (188 £ 31 nm). As possiveis
causas desta reducao de diametro estao relacionadas, provavelmente, as condi¢des
e 0s parametros aplicados no momento do emprego da técnica de electrospinning,
como por exemplo, a tensdo que € aplicada, distancia de trabalho utilizada entre o

coletor e o fluxo da solugao, ou também pelas condigdes ambientais, como a umidade
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e temperatura da cabine do electrospinning e também pelos parametros das solugdes
poliméricas, relacionados a viscosidade e condutividade elétrica (Fonseca et al.,
2020). De acordo com Avila et al. (2020) que encapsularam compostos bioativos da
casca da jabuticaba em fibras de Zeina, a viscosidade da solugao de zeina diminuiu
com a adicdo dos compostos, e consequentemente aumentou sua condutividade, e
desta forma ocorreu a reducao dos didmetros das fibras. O mesmo comportamento
foi descrito por Jansen et al. (2023), que encapsularam extrato do bagaco de uva e
observaram que a medida que adicionaram 0, 5, 10 e 15% do extrato, o didmetro
meédio reduziu, variando de 495 + 106 (0%) a 431 + 96 nm (15%).

4.2.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

A anadlise de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier,
mostra as possiveis interagdes entre moléculas de diferentes materiais, apds sua
unido. Neste estudo, objetivou a partir desta analise, verificar os grupos funcionais
presentes de forma individual no amido da semente de abacate, no extrato da casca
da jabuticaba, e suas interagdes entre as moléculas presentes em ambas as
amostras, através do perfil espectroscopico na regido do infravermelho, apés o final
do processo de electrospinning.

A bandas no espectro de infravermelho podem indicar deformacgdes das
cadeias, também chamadas de deformagé&o angular (5), que podem ser simétricas (3s)
ou assimétricas (6a) ou ao estiramento das fungdes, também chamadas de
deformacdes axiais (v) simétricas (vs) ou assimétricas (va).

Os espectros de FTIR do amido da semente de abacate, do extrato da casca
de jabuticaba livre e das fibras de amido com extrato nas proporgdes 0, 3, 6, € 9%
(m/m) estao dispostos na Figura 5. As respectivas bandas de absorgdo observadas
durante a analise de grupos funcionais para cada amostra estao expostas na Tabela
6.
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Figura 5 - Espectros FTIR do extrato da casca da jabuticaba ndo encapsulado, do amido da semente

de abacate e das fibras de amido com diferentes concentragdes de extrato da casca de jabuticaba
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N TN Fibra0%
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L |
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

| L |
3000 2500 2000

Namero de Onda (cm’™)

T T T

1 I
1500 1000



‘($202) Jone ojad opeloqe|3 :8juo0

- L0l SLoL SLob 0L0} zeol D004
- /801 6801 1801 1801 - 0-0A
- gLl oLl oLl 51 - 0005
- - - - - v0ZL HOD/:000=52A
80v1 - - - - /€l 00EHO
- - - - - aad’ 000"
8yl rg) g) Sovl ISPl - ZHO®Q
9vS| - - - - zlol 29=04
- - - L€91 0=04
ol SYol SYol Svol Svol - HOQ
- 0LLL 0LLL 0LLL 8Ll - HOQ
- - - - - sell 0=04
6.8 0082 0082 0082 6.82 0262 HO®A
8962 862 0262 0£62 9€62 862 HOsA
962¢ L€€€ eGee 69€€E zLee 6TE HNA/HOA
LGPE - - - - 00¥E~ HN/ ‘HOA
6 9 3 0
oplwy ojesix3 ogSeiqiA

(%) seuqly seu ojejxe ap oedeluasuo)

(,- wo) epuo ap osswnN

ov

eqgeonngel ap eoseo ep ojesxa (W/w) %e 2 9 ‘s
‘0 ©p s903LUSOUOD SB WO oplwe ap Seiql Sep o ajedeqe ap Sjuswas ep opiwe op ‘oind egeonngel ap BoSED Bp Ojel}Xa Op oediosge ap sepueyq - 9 ejage |



47

O extrato da casca da jabuticaba na forma ndo encapsulada apresentou bandas
caracteristicas de fendis, flavonoides, carboidratos, acidos e proteinas. Banda em
~3400 cm' referente a (vO-H) livre e/ou (vN-H) associado a aminas primarias e/ou
aminas alifaticas e aromaticas, 3239 cm™' (vO-H sobreposto a vN-H) referente a
hidroxila presente em alcoois, acidos e proteinas, bandas em 2985 — 2920 cm-" (vsC-
H; vaC-H) das cadeias ciclicas e alifaticas, banda em 1735 cm' (vC=0), em forma de
ombro, referente aos grupos carbonila, 1637 cm-'(vC=0) de carboxila, 1612 cm™"
(vC=C) de anel aromatico. Ainda, foram observadas bandas em 1444 cm™' (vasCOQO"),
1375 cm™ (8sCH3CO), 1204 cm™' (vas=C-O-C; 3C-O-H no plano) dos grupamentos
ligados ao anel aromatico e, por fim, 1032 cm™" (vO-C-C) de éter ciclico (Mahmud et
al. 2020; Chen et al. 2021; Dong et al., 2021).

O amido da semente de abacate na sua forma pura e a fibra de amido sem o
extrato da casca de jabuticaba (0%), apresentaram bandas caracteristicas de amido
em 3312 — 3369 cm! (vO-H), atribuidas as hidroxilas inter e intramoleculares entre as
cadeias da amilose, 2936 — 2930 cm™' e ~2800 cm™'(vsC-H; vaC-H) da cadeia ciclica.
Banda em 1718 — 1710 cm™' e 1645 cm™' (80OH) referentes a ligagéo de hidrogénio na
regido amorfa dos granulos. Bandas em 1457 - 1465 cm™ (6sCH2) da amilopectina,
1152 — 1146 cm™' (vasC-O-C) da ligagao glicosidica alfa 1,4. Ainda foram observadas
bandas em 1081 cm™' (vC-O) e 1010 — 1015 cm™' (v-O-C-C) (Pires et al., 2022).

As fibras de amido, incorporadas com extrato, 3% e 6%, apresentaram bandas
caracteristicas do extrato, assim como as fibras sem extrato (0%), sugerindo a néo ter
bandas presentes no extrato. No entanto, na concentracdo de 9%, foi observada a
banda em 3451 cm™' referente a (vO-H) livre e/ou (vN-H) associado em aminas
primarias e/ou aminas alifaticas e aromaticas, observada anteriormente no extrato
puro, em algumas regides espectrais, ocorreram deslocamentos de picos ou o
surgimento de novos picos, sugerindo a formagao de novas ligagdes ou interagdes o
que sugere, para esta concentragao, que as fibras de amido da semente de abacate

apresentaram excesso do extrato ndo incorporado nos sitios ativos da fibra.
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4.2.3 Analise termogravimétrica

A andlise de termogravimétrica (TGA) gera resultados que permitem avaliar a
estabilidade térmica das amostras quando submetidas ao aquecimento, determinando
suas dimensbes e a perda de massa. Também € possivel a comparagcdo entre
diferentes termogramas de TGA antes do processo de encapsulagdo por
electrospinning e apdés, assim possibilitando a obtencdo de dados sobre a influéncia
da técnica na estabilidade térmica dos compostos encapsulados.

Os termogramas do amido puro, do extrato da casca da jabuticaba nao
encapsulado e das fibras de amido com extrato encapsulado nas concentragdes de 0,
3, 6 e 9% (m/m) estdo na Figura 6. As temperaturas e perdas de massa observadas

durante a analise térmica de cada amostra sdo demonstradas na Tabela 7.

Figura 6 - Curvas de perda de massa por TGA do extrato da casca da jabuticaba ndo encapsulado, do
amido da semente de abacate puro e das fibras de amido com diferentes concentragdes de extrato da
casca da jabuticaba.

— Extrato
—Amido
—Fibra 0%
—Fibra 3%
Fibra 6%
—Fibra 9%
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Todas as amostras analisadas apresentaram dois eventos térmicos. O primeiro
evento térmico do extrato da casca da jabuticaba, com temperatura maxima de
degradagao (Tp) em 98,59 °C, deve ser relativo a compostos volateis e agua, o
segundo evento térmico (Tp) em 169,61 °C, com maior perda de massa (42,3%),
provavelmente relativo aos diversos compostos presentes no extrato, sendo eles,
pigmentos, compostos antioxidantes, polifendis, acidos organicos, entre outros,
seguindo uma degradacgao ao longo da analise e tendo um residuo de 21,42%.

O amido é composto por moléculas de glicose e pode degradar-se
termicamente por processos como gelatinizagéo e retrogradagao. O primeiro evento
termogravimétrico do amido de abacate comega em temperaturas relativamente
baixas (Tpo: 48,54 °C) e atinge a temperatura maxima de 69,50 °C (Tp1). O segundo
evento térmico em Tp: 304,30 °C esta relacionado a degradacgao total das cadeias de
glicose. A menor quantidade de residuo (Amr: 5,7%) sugere uma decomposigcao
extensa do amido e isto pode ser relacionado a maior superficie de contato do amido
da semente de abacate na forma pura (graos).

A fibra controle ou fibra 0% de extrato apresentou uma estabilidade térmica
superior a do amido na forma pura, isto, possivelmente, pode ser atribuido aos
componentes fibrosos e estruturais que compéem a fibra 0%. No segundo evento
térmico, as fibras com adicdo de extrato apresentaram uma leve reducdo na
estabilidade de 1,85 °C (3% de extrato da casca da jabuticaba); 4,66 °C (6% de extrato
da casca da jabuticaba) e 3,72 °C (9% de extrato da casca da jabuticaba), quando
comparadas com a fibra 0%. Além disso, constatou-se que o aumento de
concentracdo de extrato resulta em uma diminuicdo na quantidade de residuo,
corroborando com a reducéo na estabilidade térmica das fibras com maiores teores

de extrato.

4.2.4 Eficiéncia de carregamento

A eficiéncia de carregamento € o principal parametro utilizado para quantificar
a efetiva concentracdo de compostos bioativos que foram aprisionados na matriz
polimérica das fibras. Alguns fatores sdo capazes de influenciar diretamente neste
parametro, proporcionando aumento ou redugdo na eficiéncia de carregamento. A

concentracdo do polimero empregado e a concentragdo de extrato utilizado na
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solucdo polimérica sdo parametros que influenciam diretamente na eficiéncia da
técnica (Premijit et al., 2022).

A concentragéo do extrato da casca de jabuticaba, encapsulado nas fibras de
amido de semente de abacate, influenciou na eficiéncia de carregamento desse
polimero, a medida que sua concentragao foi aumentada (p < 0,05), conforme disposto

na Tabela 8.

Tabela 8 - Eficiéncia de carregamento apds o processo de electrospinning para as fibras de amido da
semente de abacate com diferentes concentragdes de extrato da casca de jabuticaba

Fibras Extrato Eficiéncia de encapsulagido
(%, m/m) * (%)
Fibras 3% 3 96,30 + 0,02 @
Fibras 6% 6 54,65 + 0,01¢
Fibras 9% 9 59,44 + 0,01

*Concentracao de extrato nas fibras expressa em % (m/m, em amido na solugéo polimérica);
Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os dados
pelo teste Tukey (p < 0,05). Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

As fibras contendo 3% de extrato apresentaram maior eficiéncia de
carregamento (96,30%) em relagdo as demais, em contraponto, as fibras contendo
6% de extrato apresentaram menor eficiéncia de carregamento (54,65%). Ainda que
as fibras contendo 9% do extrato tenham apresentado maior eficiéncia (59,44%) que
as fibras contendo 6% de extrato, a diferenga numérica entre os valores nio foi muita
expressiva.

As variacgdes na eficiéncia de carregamento apresentadas pelas fibras 6 € 9%,
deve estar relacionada com aumento do extrato na fibra (9%), contudo, ndo sendo
proporcional a quantidade de extrato adicionado, esse comportamento pode estar
interligado a menor interagdo com o material polimérico, ou saturacéo das fibras,
indicando que estariam na capacidade maxima de aprisionamento dos compostos.
Este ultimo fendmeno foi comprovado através do estudo da espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier, 0 qual comprova que uma pequena
porcdo do extrato nao foi incorporado, ficando alocado nos sitios ativos da fibra,
portanto, explicando a menor eficiéncia de carregamento.

Este comportamento em relagao a diminuigao da eficiéncia de carregamento a
medida que aumenta o percentual de extrato nas fibras, também foi observado por Da

Cruz et al. (2023), em suas fibras de amido de batata-doce amarela encapsuladas
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com 3, 6 e 9% de extrato da casca de cebola roxa, que mostraram redugdo no
percentual de eficiéncia de encapsulagdo. Os autores reportam valores de 75,40,
72,08 e 72,05%, respectivamente, ao aumento do percentual de extrato. Segundo
Fonseca et al. (2020), a diminuicdo da eficiéncia de carregamento pode estar
associada a uma menor interacdo do extrato adicionado com o material de parede
usado, ocorrendo uma perda dos compostos durante o processo de obtencédo das

fibras ultrafinas por electrospinning.

4.2.5 Atividade antioxidante das fibras da semente de abacate por ABTS e DPPH
e compostos fendlicos totais

Na determinagdo da capacidade antioxidante, tanto por ABTS quanto por
DPPH, todas as amostras (contendo diferentes % de extrato da casca da jabuticaba)

foram estatisticamente diferentes (p < 0,05) (Tabela 9).

Tabela 9 - Compostos fendlicos e atividades antioxidantes das fibras de amido da semente de abacate
carregadas com extrato da casca da jabuticaba em diferentes concentracdes, frente aos radicais ABTS
e DPPH

Amostra Inibicdo dos radicais livres (%) Compostos fendlicos
ABTS DPPH mgGAE.g"
Fibra 0% 21,28 + 2,48 15,03 £ 0,144 206 + 0,02¢
Fibra 3% 37,24 £ 0,21¢ 15,04 £ 0,10¢ 235+ 0,01
Fibra 6% 52,92 + 0,83P 19,97 + 0,51 239+ 0,02°
Fibra 9% 67,33 £ 0,212 27,03 £ 0,092 260 + 0,022

a.bMédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os dados
pelo teste Tukey (p < 0,05). Elaborado pelo autor (2024).

As fibras de amido de semente de abacate, apresentaram atividade de
eliminacao do radical ABTS entre 21,28 e 67,33%, sendo a capacidade crescente com
o aumento do percentual de extrato incorporado. Foi notavel a influéncia positiva do
percentual adicionado de extrato da casca da jabuticaba na eliminagdo dos radicais.

O mesmo comportamento foi observado frente ao radical DPPH, a capacidade
de eliminagao desses radicais também foi crescente em relagdo ao percentual de
extrato. Porém, observaram-se valores menores de eliminagcdo, comparados aos
resultantes do método por ABTS, entre 15,03 e 27,03%. Possivelmente, os maiores
valores obtidos por ABTS estejam ligados as caracteristicas do extrato (hidrofilico)
comportamento limitante para o método de DPPH. Conforme mencionado
anteriormente, na avaliagdo do extrato da casca da jabuticaba livre, o método por
ABTS pode ser aplicado a compostos hidrofilicos ou lipofilicos, sendo mais reativo que
o radical DPPH.
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A maior atividade antioxidante para ambos os radicais foi obtida nas fibras
contendo 9% de extrato da casca da jabuticaba, ja a menor atividade foi obtida para
fibra controle (fibra 0%).

Todas as fibras deste estudo foram produzidas com o amido extraido da
semente do abacate como material de parede e, possivelmente, o percentual de
inibicao dos radicais ABTS e DPPH apresentado pela fibra contendo 0% de extrato,
esteja interligado aos compostos fendlicos presentes na semente do abacate.
Segundo Wang; Bostic e Gu (2010), que estudaram oito variedades de abacate, o teor
de compostos fendlicos presentes na polpa € influenciado pelo conteudo destes
compostos na semente do abacate.

Ainda, é importante relatar que a menor atividade antioxidante das fibras, pelos
dois métodos, comparadas as encontradas no extrato da casca da jabuticaba nao
encapsulado (93,00 £ 0,02% e 53,61 £ 0,01% por ABTS e DPPH, respectivamente),
provavelmente, é decorrente da menor proporgcao de extrato encapsulado nas fibras
em relacao ao extrato livre.

O teor de compostos fendlicos nas fibras aumentou a medida que aumentou a
concentragao do extrato de casca de jabuticaba, as fibras contendo 9% apresentaram
maior teor de compostos fendlicos (260 = 0,022 mgGAE.g "), as fibras contendo 3 e
6% nao apresentaram diferenga estatistica quanto ao teor de composto fendlicos (p =
0,05), e a fibra controle (0% de extrato) apresentou 206 mgGAE.g"', isto,
provavelmente, ocorreu devido aos compostos fendlicos presentes na semente do
abacate. Segundo Daiuto et al. (2014), que estudaram as variedades Hass (51,60
mgGAE.g"), Algarvia (704,0 mgGAE.g™") e Hass brasileira (57,30 mgGAE.g"), ha teor
variavel de compostos fendlicos no abacate, portanto, é possivel a presenca destes

compostos nas sementes do fruto.

4.2.6 Bioacessibilidade de compostos fendlicos

A bioacessibilidade de compostos bioativos corresponde a fracdo de
compostos fendlicos liberados da matriz alimentar apds a digestdo gastrointestinal,
tornando-se disponiveis para absorgao intestinal (Pinto et al., 2023a).

Para avaliar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos presentes nas fibras
de amido da semente de abacate, procedeu-se a adigao destas fibras, carregadas

com 9% de extrato da casca da jabuticaba, em iogurte natural, visando identificar a
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influéncia da técnica de encapsulagdo na manutencdo destes compostos bioativos
numa matriz alimentar.

A escolha das fibras contendo 9% de extrato da casca da jabuticaba para a
aplicacao, justifica-se pela maior capacidade antioxidante e o teor de compostos
fendlicos totais apresentado pela fibra contendo esse teor de extrato, em relacéo as
demais produzidas.

O teor de recuperacéo fendlica na fase oral e gastrica nao foi significativamente
diferente entre as amostras, mostrando valores médios de recuperagdo de 72,5+ 17,9;
71,4 £ 17,9 € 69,3 + 2,45 ugGAE.mL"" para a fase oral e 49,4 + 8,9, 45,0 + 2,5 ¢ 49,8
+ 12,2 ygGAE.mL-" para a fase gastrica, respectivamente, para o iogurte com adi¢éo
de fibra com 9% de extrato da casca da jabuticaba, iogurte puro, e iogurte com adi¢ao

de extrato da casca da jabuticaba livre, conforme a Figura 7.

Figura 7 - Teor de composto fendlicos bioacessivel nas fases oral, gastrica e intestinal de iogurte natural
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a b Médias seguidas de letras mailsculas distintas, diferem estatisticamente na fase pelo teste de
Tukey (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A taxa de recuperagao dos compostos fendlicos foi maior na fase oral, seguida
da fase gastrica e menor na intestinal. A possivel explicagdo da maior
bioacessibilidade na fase oral, provavelmente, esta relacionada ao rompimento das

fibras pela acdo da a-amilase salivar, principal enzima presente nesta fase, cuja
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funcao principal é hidrolisar polissacarideos como o amido, que é o material de parede
das fibras carregadas com extrato da casca da jabuticaba, aumentando a liberagao
dos compostos bioativos nesta fase (Kohlmeier, 2003)

A digestao gastrointestinal dos iogurtes contendo a adicao de fibras carregadas
com 9% de extrato da casca da jabuticaba e com extrato sem encapsular, mostrou
diminuicdo na concentragdo de compostos fendlicos. Este comportamento ja foi
observado por Tu et al. (2021), no estudo das cascas de castanha chinesa (Castanea
molissima) em que examinaram a bioacessibilidade apds digestdao in vitro e
encontraram resultados similares aos do presente estudo, confirmando uma
diminuicdo do teor de composto fendlicos durante a digestdo gastrointestinal (fase
gastrica: 83,58 e 47,14 mgGAE.mL"", respectivamente, para casca e parte interna da
castanha, e na fase intestinal: 56,69 e 32,47 mgGAE.mL"", respectivamente).

Os presentes resultados indicam que as condi¢des orais e gastricas
proporcionadas pelas enzimas a-amilase salivar e pepsina, e pelos fluidos digestivos
em pH basico (7,0) e acido (2-3) permitem que ocorra a liberagdo da maior parte dos
compostos fendlicos presentes no extrato e nas fibras carregadas com o extrato da
jabuticaba (Tu et al., 2021).

Outra possivel explicagdo para estes resultados pode estar relacionada a
instabilidade dos compostos fendlicos as enzimas digestivas e pelas mudangas de pH
do acido (2-3) para o basico (6-7), que podem levar a degradagao ou biotransformagao
em metabdlitos, ou ainda podem ter ocorrido interacées da matriz alimentar com o
extrato, por meio dos aminoacidos, acidos graxos e agucares presentes no leite, que
podem formar complexos com alguns compostos fendlicos e interferir na quantificagao
(Hu et al., 2023). Cabe salientar que a avaliagdo da bioacessibilidade foi realizada
apos transcorrer 7 dias do preparo do iogurte, com a adigdo da fibra e/ou extrato.
Aguardou-se esse tempo, a fim de simular condi¢des mais préoximas as de
comercializagao do produto.

A bioacessibilidade dos compostos fendlicos recuperados, apos a simulagao in
vitro na fase intestinal, evidenciou diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05)
entre as amostras. O iogurte contendo extrato da casca de jabuticaba encapsulado
em fibras de amido da semente de abacate apresentou maior teor de compostos
fendlicos que as demais amostras (18,2 + 0,6 ygGAE.mL™"), ja o iogurte contendo o
extrato da casca da jabuticaba na forma livre apresentou uma concentragao

intermediaria (13,9 + 0,3 ygGAE.mL™"), entretanto, maior que o iogurte sem adigdo de
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extrato (8,03 + 0,6) uygGAE.mL™", conforme pode-se visualizar na Figura 7. Assim,
pode-se verificar que a encapsulacdo aumentou a bioacessibilidade dos compostos
fendlicos de forma significativa na fase intestinal, comparada aos sem adigao de fibra.
Outra evidéncia, foi a manutengao da estrutura da fibra no produto alimenticio, mesmo
transcorridos 7 dias da sua adi¢do. Tal fato reforga a viabilidade da encapsulagao de

bioativos nas fibras elaboradas com amido da semente do abacate.

4.2.7 Capacidade de eliminar o radical ABTS apds simulagao in vitro

Os antioxidantes naturais presentes nas fibras de amido carregadas com
extrato da casca de jabuticaba e aplicadas em iogurte, foram determinados para
comprovar sua Vviabilidade em aplicagdes alimenticias, considerando que estes
compostos apresentam propriedades que podem ser preventivas as doencgas cronicas
causadas por estresse oxidativo, como por exemplo, cancer, diabetes,
envelhecimento prematuro, patologias neuroldgicas, cardiovasculares e metabdlicas,
ainda, por apresentarem propriedades de preservagao dos alimentos, podendo ser
empregados em substituicdo aos conservantes sintéticos, evitando a oxidacéo lipidica
e a proliferagao de microrganismos e consequentemente prolongando a vida util (Pinto
et al., 2023b).

Os dados da capacidade de eliminagéo do radical ABTS nas fases oral, gastrica

e intestinal estdo na Tabela 10.

Tabela 10 - Efeito da atividade antioxidante sobre a porcentagem de inibigao de radical ABTS

Fases
Amostra p=<0,05
Oral Gastrica Intestinal
logurte 7,54+0,518b 61,470,594 7,78+0,4480 <0,0001
logurte + Fibra 12,13+3,18ABb 61,470,594 13,84+0,284p <0,0001
logurte + Extrato 14,10+0,974p 60,21+0,50 A28 07+0,098¢ <0,0001

A8 médias seguidas de letras maiusculas distintas na coluna, diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P<0,05). ¢ médias seguidas de letras mindsculas distintas na linha, diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Na fase oral, o iogurte contendo extrato da casca da jabuticaba livre e o iogurte
adicionado de fibra carregada de extrato da casca da jabuticaba (9%) nao diferiram

significativamente quanto a capacidade antioxidante. O iogurte puro apresentou
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menor capacidade antioxidante (7,75+0,97%). Ja na fase gastrica as amostras
apresentam capacidade de eliminagdo do radical livre estatisticamente iguais
(60,211£0,50 e 61,47+0,59%).

Na fase intestinal a amostra de iogurte adicionado de fibras carregadas com
extrato da casca da jabuticaba, apresentou maior percentual de eliminagao do radical
livre (13,84+0,28%), diferindo significativamente do iogurte adicionado de extrato da
casca da jabuticaba na forma livre e do iogurte puro (os dois ultimos estatisticamente
iguais).

O menor percentual de eliminagado do radical ABTS na fase oral, pode estar
relacionado ao tempo de digestao de 2 minutos, que pode ndo ter sido suficiente para
liberar os compostos antioxidantes, ou até mesmo as condigbes de pH alcalino,
proporcionadas pela enzima a- amilase salivar e fluido salivar pH (6-7), entretanto, as
condigbes gastricas sdo mais favoraveis aos compostos antioxidantes, que sao
estaveis em pH acido (2-3). Outra explicagao plausivel a este comportamento esta
relacionada a presenga de grupos hidroxila (OH), que s&o liberados de monémeros
presentes nos fendlicos ou até mesmo de agliconas na digestao gastrica, que podem
favorecer as propriedades antioxidantes de forma eficaz apos a digestao gastrica (Wu
et al., 2022).

A diminuicao da atividade antioxidante na fase intestinal pode estar relacionada
a maior liberagcdo na fase gastrica, ou ainda a presencga de outras moléculas que
também sao soluveis e que podem estar presentes no extrato e nas fibras carregadas
de extrato, como os minerais, vitaminas e fibras, que podem acabar sendo liberados
no meio digestivo e podem afetar a capacidade de eliminar radicais livres (Wu et al.,
2022).



Conclusoes

Ocorreram diferencas na viscosidade aparente e condutividade elétrica das
solugbes poliméricas produzidas com distintos teores de amido da semente de
abacate, sendo a concentragao de 20% a mais favoravel a formagéo das fibras por
electrospinning.

O extrato da casca de jabuticaba apresentou teor de compostos fendlicos totais
e antocianinas totais iguais a 1.050,16 e 294,53 mg. g, respectivamente, e
demonstrou capacidade de eliminacéo dos radicais livres ABTS e DPPH de 93,00 e
53,61%, evidenciando riqueza de bioativos. Ainda, apresentou cor caracteristica das
antocianinas, e teor de vitamina C de 176,6 mg.100 g-! de acido ascorbico.

As fibras ultrafinas de amido da semente de abacate contendo ou ndo extrato
encapsulado apresentaram morfologia lisa, continua e uniforme, com didametros
médios que variaram entre 328 e 188 nm, sendo a eficiéncia de encapsulacado acima
de 50% e a resisténcia térmica até, aproximadamente, 300 °C. Ademais, exibiram
atividade antioxidante frente aos radicais livres ABTS, DPPH e teor de compostos
fendlicos entre 206 e 260 mgGAE.g™', aumentando com o teor de extrato nas fibras.

A técnica de encapsulagdo do extrato da casca da jabuticaba em fibras de
amido da semente de abacate aumentou significativamente a bioacessibilidade dos
compostos fendlicos e atividade antioxidante na fase intestinal da digestao, avaliada
pelo processo in vitro.

Desta forma, o presente estudo demonstrou a possibilidade de aproveitamento
de partes de vegetais normalmente descartadas, como semente e casca, para o
enriquecimento de um produto alimentar com compostos bioativos, através de uma

estratégia que permitiu ampliar a bioacessibilidade em nivel intestinal.
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