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Extracdao do oleo da semente de maracuja e encapsulagao
em lipossomas

Extraction of passion fruit seed oil and liposome

encapsulation
RESUMO

Marcelo de Jesus Corte Rosalem O maracuja é um fruto muito cultivado no Brasil e sua producio se estende em varios
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r estados do pais. O intuito deste trabalho foi agregar valor a um residuo que seria
Universidade Tecnologica Federal descartado por uma industria de polpa de fruta extraindo lipidio da semente de maracuja.
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Brasil O processo de extracdo foi baseado no método de Bligh & Dyer empregando uma

abordagem com solventes menos téxicos, substituindo o cloroférmio e metanol por
g;;‘l’i':;‘;c;f;%?’:i%ji?" hexano e etanol. Buscando uma melhor condicdo de extraco, as temperaturas e tempo
Universidade Tecnologica Federal de agitacdo foram variadas. Além disso, utilizou-se a lipase, uma enzima que catalisa a
do Parang, Apucarana, Parana, hidrélise de triacilglicerdis a diacilgliceréis, monoacilgliceréis e acidos graxos, além de
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glicerol. A extracdo teve melhor eficiéncia em pontos de 15 minutos sob a temperatura de
Rubia Michele Suzuki 45 e 60 °C. Como em condi¢cGes ambientes os lipidios podem sofrer degradagdes,
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Brasil ABSTRACT

Vitor Vigané Oliveira Passion fruit is a widely cultivated fruit in Brazil and its production extends to several
vitoro@alunos.utfpr.edu.br . . . f

Universidade Tecnolégica Federal states in the country. The aim of this work was to add value to a residue that would be
do Parana, Apucarana, Parana, discarded by a fruit pulp industry extracting lipid from the passion fruit seed. The

Brasil extraction process was based on the Bligh & Dyer method using an approach with less

toxic solvents, replacing chloroform and methanol with hexane and ethanol. Seeking a
better extraction condition, the temperatures and stirring time were varied. In addition,
lipase was used, an enzyme that catalyzes the hydrolysis of triacylglycerols to
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Direito autoral: Este trabalho esta diacylglycerols, monoacylglycerols and fatty acids, in addition to glycerol. The extraction
licenciado sob os termos da Licenca had better efficiency in 15 minutes at 45 and 60 ° C. As in ambient conditions lipids can
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Internacional. suffer degradation, liposomes were used to incorporate the extracted oil, thus protecting

the main bioactive compounds in the oil, through the injection of ethanol, evaluating its

polydispersity and its hydrodynamic diameter.
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INTRODUGCAO

A cultura do maracujd abrange diversas areas do mercado consumidor,
dentre elas estdo dos setores alimenticio, farmacéutico, estético e além do uso
na ornamentacdo de ambientes (FERNANDES et al. 2015). Segundo o IBGE (2018),
o Brasil teve uma produc¢ao anual de 600.000 toneladas, tendo um rendimento
médio de 14 quilos do fruto por hectare. Apesar de ser o maior produtor
mundial, seu rendimento é considero baixo de acordo com a EMBRAPA (2017),
pois quando o plantio é realizado em condi¢Ges otimizadas, sua produtividade
passa a ter em média 50 toneladas por hectare em um ano.

Além do baixo rendimento, uma parte do fruto é descartada como residuo, e
conforme Coelho et al. (2001), esses residuos provenientes da industria de
alimentos envolvem quantidades aprecidveis de cascas, carogos e outros. Esses
materiais servem como fonte de proteinas, enzimas e éleos essenciais, passiveis
de recuperagdo. Visando o reaproveitamento desse material que seria
descartado, é possivel agregar valor ao produto.

O projeto de pesquisa baseou-se na extracdo do dleo desses residuos, no
caso, a semente do maracuja, por meio de solventes. A extracdo de 6leo (OM)
com solvente é um processo de transferéncia de constituintes sollUveis de um
material inerte para um solvente com o qual a matriz se acha em contato
(REGITANO-D’ARCE; LIMA, 1987).

Existem diversos meios para se realizar a extracdo de lipidios, e além disso,
esses métodos apresentam vdrias ramificacdes com o intuito de sempre otimizar
tais processos. O método mais comum, é o do Bligh & Dyer (1959), e tem como
finalidade a formacdo de sistemas de duas fases empregando solventes. Os
solventes usados comumente sdao cloroférmio, metanol e agua, possuindo uma
capacidade de extrairem tanto os lipidios neutros e os lipidios polares
eficientemente, conforme Brum et al. (2009).

Tendo conhecimento do método apresentado e de suas ramificagdes, foi
proposto um novo modelo com o objeto de ser tdo eficiente quanto ao mais
usual, porém com menor toxicidade. Por isso, houve uma substituicio do
metanol pelo etanol e do cloroférmio pelo hexano. Além disso, foi acrescentada a
extracdo a lipase imobilizada em Celite, uma enzima que realiza a hidrélise da
parede celular e libera o 6leo para o meio aquoso, conforme Nascimento (2008).

Com o lipidio ja extraido, foram realizadas analises para determinar as
quantidades de acidos graxos presentes no dleo. Os acidos encontrados foram o
das séries 6mega 3 e 6, que sdo estruturalmente diferentes e suas funcGes
bioldgicas sdo opostas (BARBOSA et al. 2007). Além disso, eles competem entre si
pelas mesmas enzimas envolvidas nas reacdes de dessaturacdo e alongamento da
cadeia (SALEM, 1999).

Esse lipidio quando exposto a um meio desfavoravel a sua conservacgao, tal
como variacdo de pH do meio, de temperatura e até mesmo a incidéncia de luz,
diminuindo assim a qualidade do o¢leo extraido. Portanto, o processo de
encapsulacdo do dleo em lipossomas surge como uma alternativa que para
proteger das condi¢cGes adversas. Elas sdo vesiculas compostas de uma ou mais
bicamadas lipidicas concéntricas, separadas por um meio aquoso (BATISTA et al.
2007). Os lipossomas sdo produzidos por fosfolipidios, permitindo assim a
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encapsulagdo de substancias que possuem afinidade com a dgua, hidrofilica,
assim como a encapsulacdo de substancias que tém afinidade com os lipidios,
lipofilica.

O presente trabalho teve como finalidade a extracdo de lipidios de um
residuo, agregando valor a um produto que seria descartado ou que
contaminaria o meio ambiente. Além disso, a partir da injecio de etanol,
proteger esse lipidio de a¢des externas que possam diminuir a sua qualidade e
observar se ele seria apropriado para a encapsulacdo.

MATERIAL E METODOS

Antes de iniciar as extracOes, foi necessario a preparacdo das sementes do
maracuja, para isso, elas foram lavadas para separar qualquer material que
pudesse contamind-las durantes as extracdes, como a separacao da polpa das
sementes. Apds a lavagem, foram colocadas em estufa para retirar toda a
umidade da parte externa. Com as sementes ja secas, elas foram trituradas por
um miniprocessador de alimentos, aumentando sua superficie de contato, com o
intuito de melhorar o rendimento das extracdes.

Apdbs a preparacdo das sementes, acrescentou-se hexano, etanol, dgua e
enzima conforme apresenta o fluxograma da Figura 1.

Figura 1 — Fluxograma da extragdo enzimatica.
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Fonte: Préprio autor (2020).

Apds a adicdo dos solventes, buscou-se avaliar um melhor tempo sob uma
determinada temperatura para que a quantidade de lipidio extraida tenha um
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bom rendimento. Os tempos estudados foram de 2,5, 5, 15, 30 e 1440 minutos
em agitacdo, cada um deles variando sob as temperaturas de 30, 45 e 60°C.

Apds o periodo estipulado, as solugbes foram adicionadas ao funil de
decantag¢do por um periodo de 24 horas, formando uma solucdo bifdsica. O
sobrenadante consiste na solucdo apolar, contendo dleo e hexano, ja a parte
inferior consiste na solugao polar.

Com o lipidio ja extraido, foi possivel fazer as analises qualitativas,
determinando o indice de acidez (IA), conforme a ANP (2017). Para tal fim,
adicionou-se 2 g da amostra do lipidio juntamente com 50 mL de metanol,
titulando em triplicatas com solucdo de hidréxido de potassio 0,01 mol/L e 5
gotas de fenolftaleina a 1% como indicador.

As preparacbGes de ésteres metilicos de acidos graxos foram efetuadas
conforme método proposto por Hartman et al. (1973) e separados utilizando
cromatégrafo a gds, equipado com coluna capilar de silica fundida — Select Flame
Varian (100 m de comprimento, 0,25 pm de espessura do filme cianopropil
polisiloxano e 0,25 mm de didmetro interno), conforme Martin et al. (2008), e
detector de ionizacdo em chama. As injecOes foram realizadas em duplicata e
volume injetado de 2 pL. O metil ésteres do acido tricosandico (23:0Me) foi
utilizado como padrdo interno.

Para a producdo dos lipossomas foi utilizado o método de injecdo de etanol,
em conformidade com Zompero (2013). Utilizou-se a lecitina de soja para
producdo dos lipossomas. A condicdo de temperatura ficou na faixa de 50 a 60°C.
A injecdo da fase organica em agua foi realizada considerando uma razao de 10%
v/v de solucdo orgdnica em agua e com uma vazdo de 30 mL/min. Na producdo
do lipossomas, o 6leo era dissolvido no etanol e variou-se de 5 a 17%(m/m) pela
quantidade de OM em relacdo a massa de lipidios.

As particulas foram caracterizadas considerando o diametro hidrodinamico
médio e o indice de polidispersidade das nanoparticulas que foram avaliadas por
meio da técnica de espelhamento de luz dindmico (Dynamic Light Scattering —
DLS).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 2 apresenta os resultados dos lipidios totais (LT) que foram obtidos
e analisados nas extracbes em cada ponto. No eixo X, o primeiro ponto
apresentado é o do método Bligh & Dyer e os restantes sdo as extracdes
enzimaticas, separadas pelo tempo em minutos e a sua temperatura em graus
Celsius.
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Figura 2: Extragdo de LT (%).
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Fonte: Préprio autor (2019).

Na grande maioria, os pontos da extracdo enzimatica foram superiores ao
método proposto por Bligh & Dyer, exceto o ponto em que foi operado a 60°C
sob uma agitacdo que durou 24 horas (1440 minutos). Ademais, destacaram-se
dois pontos, ambos com 15 minutos de agitacdo, sendo suas temperaturas de 45
e 60°C, que é explicado por Andrade et al. (2013) pois a melhor temperatura para
a enzima é de 55 °C.

Em termos de IA, a Figura 3 apresenta valores altos em todos os pontos, o
gue revela uma elevacdo nos indices de acidos graxos livres. Isso se deve ao fato
de que a enzima esta hidrolisando o lipidio que foi extraido pois a lipase
imobilizada em Celite possui a capacidade de hidrolisar éleos em meio aquoso.
Apesar disso, por Sharma et al. (2001), a esterificacdo pode ocorrer em presenca
de solventes organicos, explicando a variagcdo do IA que em tempos maiores sdo
favordaveis a hidrdlise.

Figura 3: indice de acidez.
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Fonte: Préprio autor (2019).
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Esse elevado indice de acidez apresentado na Figura 3 revela que no lipidio
existe uma ruptura em sua longa cadeia, liberando os acidos graxos. Com esse
cardter acido, o 6leo sofrera uma deterioragdo rapida, afirmando a importancia
da protecdo desse lipidio pela encapsulagdo por meio de nanoparticulas,
garantindo assim, uma manutencdo das propriedades desse dleo por um tempo
maior. A Figura 4 apresenta a quantidade de acidos graxos livres e os lipidios na
forma mono, di e trigliceridios. Vale a pena destacar que a Figura 4 apresenta
apenas a composicdo do 6leo extraido apenas com os solventes substituidos,
posteriormente serd realizada andlise da metologia realizada com as enzimas.

Figura 4: Composicdo do éleo extraido nas melhores condigGes. Composicado pelo
novo método.
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Fonte: Préprio autor (2020).

A Figura 5 apresenta as comparacdes das extracdes quimicas com a do
método que foi utilizado como referéncia, Bligh & Dyer, revelando as
guantidades de 6mega 3 e 6 presentes nos lipidios das sementes e até sua razdo.

Figura 5: Composi¢do do 6leo de semente de maracuja por Bligh & Dyer (1959) e

pelo novo método (hexano:etanol:agua, 3,6:1,0:0,5).

B mg AG g-1 LT Bligh & Dyer m mg AG g-1 LT Hex:EtOH:agua
600,0000

500,0000
400,0000
300,0000
200,0000

100,0000

0,0000 -J —

2AGS AGMI ZAGPI ZIn-6 In-3  n-6/n-3 AGPI/AGS

Fonte: Préprio autor (2020).
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Com o intuito de averiguar o potencial desse lipidio pelo método descrito, foi
realizado uma incorporacdo deste a lipossomas pela injecdo de etanol. Foram
verificados diametro hidrodinamico e sua polidispersidade (PDI) dos lipossomas
produzidos com o 6leo incorporado pela técnica de Dynamic Light Scattering
(DLS). A concentracdo de fosfolipidio escolhida foi de 4,64 mM.

O comportamento das particulas obtidas com 0, 5, 10 e 15% de dleo
incorporado em relacdo a massa de lipidio utilizada para a producdo é
apresentada na Figura 6. A literatura demonstra que o aumento da porcentagem
de material encapsulado geraria um aumento no tamanho das nanoparticulas
(Gémez-Mascaraque et al. 2017). Entretanto, foi observado que com essa
concentracdo de lipossomas o aumento do diametro hidrodinamico nao foi
significativo. Ademais, a analise da PDI demonstrou grau de homogeneidade das
nanoparticulas, sabendo que esse valor pode variar de 0 a 1. Desta forma, todas
as porcentagens de o6leo estudadas apresentaram baixos valores de
polidispersidade, mostrando alta potencialidade do sistema produzido.

Figura 6: Diametro e PDI das nanoparticulas obtidas.

g 200 0,28 Tamanho
= PDI
2150 026 3
g 024 2
£ 100 5
E 022 &
S 50 S
an! 0,2 =
£ 0 018 =~
(g 0 2 4 6 8 10 12 14 16
A % de Oleo
Fonte: Préprio autor (2019).
CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos foi possivel concluir que o método de
extracdo utilizando rotas alternativas que sdo menos nocivas ao meio ambiente,
demonstrou uma eficiéncia tdo boa quanto ao método Bligh & Dyer, além de
conseguir agregar valor a um residuo. Sendo assim, a incorporagao desse lipidio
em sistemas particulados apresentou resultados promissores. Os 6leos possuem
caracteristicas essenciais e a sua protecdo é de extrema importancia para futuras
aplicagOes nas dreas de alimentos, cosméticos e até na producdo de farmacos.
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