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Encapsulacao de extrato de pinhao: otimizagao e
caracterizacao

Pinhdo extract encapsulation: optimization and
characterization

RESUMO

Diversos compostos de origem natural, como os compostos fendlicos presentes no extrato
de pinhdo (Araucaria angustifolia Bertol. Kuntze), apresentam atividades bioldgicas como
por exemplo, atividade antioxidante e atividades de inibicao de enzimas como a a-amilase.
A encapsulagdo de tais compostos aumenta a estabilidade dos mesmos e torna possivel a
aplicacdo destes em alimentos sem prejudicar suas propriedades sensoriais. O presente
trabalho objetivou investigar a eficacia da encapsulagdo do extrato proveniente da dgua do
cozimento do pinhdo por meio da técnica de dispersdo sodlida, utilizando trés polimeros
(gelatina, goma arabica e caseinato de sddio). Foram avaliados também a capacidade de
retencdo da catequina nas particulas quando submetidas a extragdo com etanol
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia HPLC-DAD), estabilidade e caracteristicas térmicas
(Diferential Scanning Calorimetry, DSC), bem como possiveis diferencas entre os
encapsulados obtidos devido os diferentes polimeros utilizados com a analise de
componentes principais (Principal Component Analysis, PCA). A goma arabica apresentou
uma menor capacidade de retencdo da catequina, e para obter uma maior estabilidade
térmica e interacdo entre encapsulante/encapsulado foram determinadas as condicdes
experimentais em que o extrato é encapsulado em gelatina e caseinato de sddio utilizando-
se 0 mecanismo de agitacdo magnética. Desta forma conclui-se que encapsulados com
maior estabilidade térmica e retencao de catequina foram obtidos com gelatina e caseinato
de sddio, e o mecanismo de agitacdo magnética, permitindo que estes encapsulados
possam ser futuramente aplicados como aditivos alimentares de consumo geral pela
populacdo, visando propriedades bioativas.

PALAVRAS-CHAVE: Pinh3o. Dispersdo sélida. DSC. Encapsulacdo. PCA.
ABSTRACT

Several naturally occurring compounds such as phenolic compounds present in pine nut
extract (Araucaria angustifolia bertol, Kuntze), have biological activities such as antioxidant
activity and enzyme inihibition activities such as a-amilase. The encapsulation of such
compounds increases their stability and makes it possible to apply them to foods without
impairing their sensory properties. The present work aimed to investigate the effectiveness
of the extract from Pinhdo seeds cooking water by the solid dispersion technique using three
polymers (gelatin, Arabic gum and sodium caseinate). The catechin retention capacity of the
particles when subjected to ethanol extraction (HPLC-DAD High Performance Liquid
Chromatography), stability and thermal characteristics (Differential Scanning Calorimetry
DSC) were also evaluated, as well as possible differences between the encapsulates
obtained due to different polymers used with Principal Component Analisis (PCA). Arabic
gum had a lower catechin retention capacity, and to obtain a higher thermal stability and
encapsulate/ encapsulated interaction were determined the experimental conditions in
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which the extract is encapsulated in gelatin and sodium caseinate using the magnetic stirring
mechanism. Thus, it can be concluded that the encapsulated extracts with higher thermal
stability and catechin retention were obtained with gelatin and sodium caseinate, and the
magnetic stirring mechanism, allowing these encapsulated extracts to be applied in the
future as general food additives for the population, aiming guarantee bioactive properties.

KEYWORDS: Pinh3o. Solid dispersion. DSC. Encapsulation. PCA.

INTRODUCAO

0 pinhdo, semente da Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, é um produto
bastante consumido no sul do Brasil, pois, além de seu sabor agradavel, possui
boas propriedades nutritivas” (DE ARAUJO, 2010, p. 1). Souza et al. (2014)
estudaram a atividade antioxidante de extrato da casca do pinhdo encontrando
altos niveis de compostos fendlicos no extrato. A microencapsula¢do é uma técnica
de grande aceitacdo na area de alimentos, cuja utilizagdo visa aumentar a
efetividade da a¢do bioldgica muitos compostos, por promover uma barreira fisica
entre o componente do nucleo e os outros componentes do produto (PEREIRA,
2018, p. 2). Agentes encapsulantes compde a cobertura para os encapsulados, e
podem ser as gomas, hidrolisados de amidos, celulose, os lipidios, os materiais
inorganicos e as proteinas (BERNARDI, 2010). A escolha do agente encapsulante
depende de uma série de fatores, entre eles a ndo reatividade com o material a ser
encapsulado, o processo utilizado para a formacdo das particulas e o mecanismo
de liberagdo ideal (FAVARO-TRINDADE, 2008). Esse estudo objetivou investigar a
encapsulacdo do extrato proveniente da agua do cozimento do pinhdo por meio
da técnica de dispersdo sdlida, usando gelatina, goma arabica e caseinato de sddio
como matrizes encapsulantes e avaliando trés diferentes mecanismos de agitacao
para dispersdo: magnética, ultrassom e Ultra-turrax. Investigou-se possiveis
diferencas na eficiéncia da encapsulagdo (com relacdo a catequina, composto
principal presente no extrato) devido aos diferentes mecanismos e encapsulantes
empregados com a analise de componentes principais.

MATERIAL E METODOS

O extrato foi preparado conforme descrito por De Freitas et al. (2018) apds o
cozimento do mesmo (500g/L de 4dgua, 2 horas em ebuli¢cdo). A formula¢do dos
encapsulados é apresentada na Tabela 1. O extrato (50 mL) e o Tween 80 (90 mg,
Dinamica), utilizado como surfactante, foram misturados. Posteriormente, o
encapsulante (348 mg) (gelatina (Gelita), caseinato de sédio (Sigma Aldrich), ou
goma arabica (Vetec)) foi adicionado a mistura, que foi aquecida a 50 2C por 15
min. Apds esta etapa, cada mistura foi levada para a agitacdo: aplicacdo de
ultrassom com pulso 30 s ligado e 10 s desligado por 15 min, 100% de amplitude
(Fischer Scientific, 150 Watts de poténcia), com agitacdo magnética (200 rpm, 16h)
ou com homogeneiza¢do por Ultra-turrax (lka, T25) a 12.000 rpm por 15 min
(KARAVAS et al. 2006; DO PRADO SILVA et al. 2017) . Finalmente, as misturas foram
congeladas em ultrafreezer (-90 2C) e liofilizadas (Liotop, L101). As amostras foram
codificadas de acordo com o tipo de polimero encapsulante (G- gelatina; C —
caseinato de sddio; GA — Goma arabica) e tipo de agitacdo (1- agitacdo magnética;
2- Ultrassom; 3 — Ultra-turrax). A caracterizacdo térmica das particulas obtidas
pelos diferentes tratamentos foi realizada utilizando-se um Calorimetro Diferencial
de Varredura (DSC, Perkin Elmer, 4000) com os mesmos parametros utilizados por
De Freitas et al. (2018). As estruturas das particulas foram analisadas utilizando um
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microscopio éptico (Nikon Eclipse-E200) com magnificagdo de 100 vezes (software
Motic Images Plus 3.0 M.L.). As analises cromatograficas foram realizadas em
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-
DAD) Dionex UltiMate 3000 (Germering, Alemanha). Para a quantificacdo de
catequina liberada das particulas, 400 mg das mesmas foram extraidos com 50mL
de etanol, filtradas e o solvente rotaevaporado. Os extratos foram solubilizados
em 300uL de etanol, filtrados (PTFE hidrofilicos, 0,45 um) e injetados (curva de
calibracdo y= 83,83x-0,9468). A analise de componentes principais foi realizada
utilizando o software Matlab R2008b (MathWorks Inc., Natick, MA) de acordo com
a metodologia descrita por dos Santos et al. (2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentadas as formulagdes das particulas produzidas. A
partir dos resultados obtidos foi possivel perceber que quando o mecanismo de
agitacdo utilizado foi o ultrassom, obteve-se uma menor temperatura de fusao
para todas as formulagSes em relagdo as demais técnicas, isso possivelmente
ocorreu pelo fato de que o cisalhamento induzido por cavitagdo provocou uma
maior clivagem das cadeias poliméricas (LEIMANN, 2013). Assim, as particulas
obtidas por meio do ultrassom possivelmente apresentaram um menor peso
molecular, o que justifica a menor temperatura de fusdo observada.

Tabela 1 — Formulagbes das particulas de extrato de pinhdo encapsulado, valores de
temperaturas de fusdo, suas variagdes de entalpia (AH) e concentragdo de catequina
extraida das particulas.

Concentragao de

Particulas

Agitag¢do AH (J/g) Tm(°C) catequina
(mgcat. extraida/ gparticulas)
G1 Magnética 132,7 80,12 7,53
G2 Ultrassom 76,9 67,77 8,84
G3 Ultra-turrax 80,0 70,11 7,65
Cc1 Magnética 79,5 77,7 4,54
C2 Ultrassom 114,9 73,69 3,53
C3 Ultra-turrax 261,0 77,40 2,35
GAl Magnética 146,7 81,12 5,10
GA2 Ultrassom 101,21 77,42 4,20
GA3 Ultra-turrax 116,9 77,43 4,60

Fonte: Autoria propria.

Em concordancia a esses resultados, as formulacées submetidas a agitacdo
magnética demonstraram uma maior temperatura de fusdo, possivelmente pela
menor energia envolvida nesse tipo de agitacdo, o que por sua vez possivelmente
afetou menos a estrutura das cadeias poliméricas. Ja as particulas submetidas ao
Ultra-turrax, foram as que apresentaram uma temperatura de fusdo intermediaria,
ficando entre a faixa da maior temperatura de fusdo (particulas submetidas a
agitacdo magnética) e menor temperatura de fusdo (particulas submetidas ao
ultrassom). Com relacdo ao tipo de material encapsulante percebe-se que as
proteinas (gelatina e caseinato de sdédio) apresentaram maiores valores de
temperatura de fusdo quando comparados com a goma arabica (carboidrato).
Possivelmente, a maior interagdo entre a compostos fendlicos e proteinas, como a
gelatina e o caseinato de sédio é funcdo da acdo dos grupos hidrofilicos dos
compostos fendlicos que contribuem para a mobilidade das cadeias poliméricas
(DEFREITAS, 2018). Essas hipoteses corroboram com os resultados de microscopia,
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conforme descrito abaixo. Na Figura 1 sdo apresentadas as micrografias das
diferentes formulagdes de particulas submetidas aos trés mecanismos de agitagao.

Figura 1 — Micrografias das particulas de gelatina, caseinato de sédio e goma arabica
submetidas a diferentes mecanismos de agita¢do
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Fonte: Autoria proépria

Por meio das micrografias obtidas pode-se perceber que quanto menor a forga
aplicada na agitagdo (G1, C1 e GA1), como no caso das particulas submetidas a
agitacdo magnética, mais as particulas ficaram aglomeradas entre si, apresentando
uma estrutura amorfa e complexa. Em contrapartida, as particulas submetidas a
uma maior for¢a de cisalhamento (ultrassom) e consequentemente, a uma maior
tensdo de cisalhamento, apresentaram estruturas que se assemelham as
estruturas cristalinas e as particulas ficaram mais separadas entre si. Pode-se
perceber pelas micrografias das particulas submetidas ao Ultra-turrax (G3, C3,
GA3), que essas demonstraram tanto morfologia semelhante as particulas obtidas
por agitacdo magnética quanto por ultrassom, exibindo assim, particulas que
ficaram mais aglomeradas e particulas que apresentaram uma estrutura cristalina.
Esses resultados podem ser relacionados com os resultados das andlises térmicas,
pois a temperatura de fusdo do polimero é funcdo do tamanho molecular do
mesmo (DE FREITAS, 2018).

Com o intuito de extrair importantes informagbes da tabela de dados e
expressar as informag¢Ges como um conjunto de novas varidveis ortogonais, a
analise de componentes principais foi aplicada aos resultados da Tabela 1. Esta
analise pode revelar observa¢des agrupadas, tendéncias e outliers, bem como
descobrir relagGes entre as observacoes, as variaveis e entre as proprias varidveis
(SANTOS, 2018). Os dados utilizados para a andlise de componentes principais
estdo dispostos na Tabela 1 e os grafico da varidncia explicada e do autovalor em
relacdo ao numero de componentes principais determinados para os dados em
guestdo estdo representados na Figura 3.

Figura 3 — (A) Grafico da variancia explicada; (B) autovalores em fung¢do do n2 de PCs;
(C) Distancia de Mahalanobis; (D) Loadings; (E) PC1 versus PC2; (F) PC1 versus PC3.
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Fonte: Autoria prépria.

Os resultados de concentragdo de catequina (Mgcat. extraida/particulas) iNdicam a
facilidade com que a catequina é liberada das particulas. Os maiores valores
obtidos foram para a goma arabica que possivelmente apresentou uma menor
interacdo entre encapsulante/encapsulado, uma vez que todas as amostras
continham a mesma quantidade de extrato (consequentemente de catequina). A
gelatina apresentou os menores valores de concentracdo de catequina,
possivelmente por apresentar em maior interagao com o extrato, ndo permitindo
sua liberagdo para o solvente de extrag¢do. Analisando as Figuras 3 (A) e (B),
percebe-se que é necessdrio a utilizagdo de trés componentes principais para
avaliar as semelhangas e diferengas existentes nas amostras, ja que 95% da
variancia explicada é alcangada somente com o uso das trés componentes. Ainda
na Figura 3 (C) estd apresentada a distancia de Mahalanobis, é possivel perceber
gue ndo ha a presenca de outliers.

Ao analisar o gréfico dos loadings (Figura 3 (D)) em conjunto com o dos scores
de PC1 e PC2 (Figuras 3 (E)), percebe-se que a separa¢do mais evidente ocorre pelo
mecanismo de agitacdo utilizado, independentemente do tipo de polimero, isso
provavelmente indica que a agitacdo influencia diretamente nas caracteristicas
finais avaliadas das particulas e consequentemente no efeito da encapsulagao.
Além do mais, a concentragdo de catequina é a variavel que explica as amostras
presentes nos quadrantes positivos da PC1 e PC2 (Figura 3 (E)), ou seja, as
particulas em que a goma arabica foi utilizada como encapsulante estdo agrupadas
e apresentam uma maior concentrac¢do de catequina liberada quando comparadas
as demais particulas, conforme observado na Tabela 1. Na Figura 3 (F) estdo
representados os scores obtidos para o espaco de projecdo das PC1 e PC3. As
amostras localizadas no quadrante negativo da PC3 e o positivo da PC1 sdo
explicadas pela concentracdo de catequina extraida, pode-se observar que as
amostras presentes nesses quadrantes apresentaram uma maior concentragdo de
catequina

CONCLUSAO

A encapsulacdo do extrato de pinhdo com diferentes polimeros (gelatina,
caseinato de sddio e goma ardbica) foi possivel de ser realizada utilizando a técnica
de dispersdo sdlida. A avaliacdo dos efeitos dos trés mecanismos de agitacdo
empregados (agitagdo magnética, ultrassom e Ultra-turrax) foi realizada e um claro
efeito do cisalhamento sobre as cadeias poliméricas, com menores temperaturas
de fusdo em funcdo do aumento da energia de cisalhamento foi observado. A
liberacdo da catequina presente no extrato de pinhdo foi avaliada e a goma arabica
apresentou uma menor capacidade de retencao deste composto, quando
comparada aos encapsulados em gelatina e caseinato de sddio.
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