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RESUMO

Conifera nativa da regido sul e sudeste do Brasil a Arauraria angustifolia, sofreu através dos
anos com a explorag&o indiscriminada de sua madeira, mas converteu-se numa espécie simbolo
do sul do Brasil, devido ao consumo, pela populacdo, das suas sementes comestiveis, 0s
pinhdes. Atualmente, as cascas dos pinhdes e bracteas (sementes estéreis) da araucaria sao
descartadas no ambiente sem reaproveitamento, porém estes subprodutos sdo fontes de
compostos fendlicos, que podem ser usados para agregar valor. Para a extracdo de compostos
bioativos tem sido empregado técnicas ndo convencionais que diminuem o uso de solventes
organicos e 0 gasto energético. Por outro lado, o encapsulamento destes compostos busca
garantir sua estabilidade e minimizar as limitacdes na aplicacdo industrial. A vista disso, 0
presente estudo objetivou avaliar a extracdo de compostos bioativos das bracteas da Araucaria
angustifolia, através das extracdes assistida de micro-ondas (EAM) e ultrassom (EAU) e o
posterior encapsulamento do extrato através dos métodos de atomizacdo e liofilizacdo,
utilizando pectina (PEC), coladgeno hidrolisado (CH), polidextrose (PD) e goma guar
parcialmente hidrolisada (GGPH) como materiais de parede. Para a EAU utilizou-se as
poténcias de 250, 350 e 450 W, e tempos de 10, 15 e 20 min; e na EAM foram usadas poténcias
de 700, 800 e 1000 W com tempos de 10, 15 e 20 min. A extracdo assistida por micro-ondas
com o tempo de 20 min e poténcia de 1000 W resultou na melhor condicdo de extracdo, com
teores de 47,61 mg g (b.s) eat, 27,09 mg g (b.S) eat, 779,95 mg g (b.S) ecar, 427,28 umol
gl (b.s) er, 467,79 umol g (b.s) er para compostos fendlicos totais, taninos totais, taninos
condensados, e atividade antioxidante por ABTS e DPPH, respectivamente. Essa condi¢do
guando comparada com a extracdo exaustiva realizada, ndo apresentou diferencas significativas
quanto aos compostos fendlicos totais, taninos totais e taninos condensados, enquanto que a
atividade antioxidante por DPPH apresentou valores maiores. Este mesmo extrato (1000 W; 20
min) foi encapsulado por atomizacédo e liofilizacdo, utilizando misturas de PEC-CH e PD-
GGPH, adicionadas ao extrato nas propor¢oes de (0,25:0,75:9; m/m/m ) e (0,5:0,5:9; m/m/m),
respectivamente. Os testes reoldgicos realizados nessas dispersfes indicaram que ambas
apresentaram comportamento de fluidos ndo-Newtonianos. Os pos obtidos com PD-GGPH
resultaram nos maiores teores de compostos fendlicos totais (42,50 e 47,44 mg g* (b.S) eaT),
taninos totais (36,88 e 40,91 mg g (b.s) ear), taninos condensados (498,46 e 669,58 mg g
(b.s) ecar) € atividade antioxidante por ABTS (264,97 e 267,24 umol g (b.s) er) e DPPH
(139,78 e 157,83 umol g (b.s) et) atomizados e liofilizados, respectivamente. Com relagéo as

caracteristicas fisico-quimicas, todos os p6s apresentaram baixa atividade de agua entre 0,19 e



0,35 e umidades de 1,52 a 3,48 %. A higroscopicidade foi elevada em todas as amostras com
valores que variaram entre 30,68 a 45,27 %, enquanto que a solubilidade em agua apresentou
os melhores valores para os pds encapsulados com PD-GGPH, atomizado e liofilizado, com
valores de 98,00 e 97,69 %, respectivamente. A microscopia eletrénica de varredura dos pos
atomizados com PD-GGPH mostraram particulas com formato esférico regular, enquanto os
pos de PEC-CH, exibiram formato irregular com a presenca de rugosidade. Os pos liofilizados
das duas dispersdes apresentaram tamanhos e formas irregulares, devido principalmente a
moagem realizada ap0s liofilizacdo. Os resultados do FTIR indicaram que o encapsulamento
foi proporcionado por interagdes fisicas entre os encapsulantes e os compostos fendlicos. A
andlise termogravimétrica indicou que a partir dos 220 °C iniciam-se as reacGes que
desestruturam os materiais de parede, deixando o0s compostos encapsulados expostos,
suscetiveis a degradacdo. A avaliacdo do armazenamento em condicdes aceleradas
(temperaturas de 35 e 55 °C com 75 e 90 % de umidade relativa durante 35 dias) indicou que
nos pés obtidos ndo ocorreram redugdes significativas nos teores de compostos fenolicos e
taninos totais durante o periodo de estocagem avaliado, havendo em algumas condicGes, o
aumento destes teores no final da armazenagem, sendo que os pos resultantes da encapsulacédo
com PEC-CH apresentaram os maiores aumentos com 70,7 e 101,9 % para compostos fendlicos
totais e 81,0 e 116,0 % para taninos totais, atomizados e liofilizados, respectivamente. Estes
aumentos se devem as reacOes de hidrélises e/ou reacdes de polimerizacbes que possam ter
ocorrido durante a estocagem. Com os resultados obtidos tem-se que as bracteas de Araucaria
angustifolia sdo fontes de compostos bioativos, sendo possivel sua obtencédo atraves da extracdo
assistida por micro-ondas, e que seu encapsulamento permite a aplicacdo em formulacoes

alimenticias.

Palavras-chave: Bracteas de Araucaria angustifolia. Extracdo assistida por micro-ondas.

Extracdo assistida por ultrassom. Encapsulamento. Taninos condensados.



ABSTRACT

Arauraria angustifolia, a native southern and southeastern Brazilian plant, has suffered through
the years with the indiscriminate exploitation of its wood, but it has become a symbolic species
in Brazil, due to the population's consumption of its edible seeds, named pinh&o. At present,
the bark of pine nuts and bracts (sterile seeds) of Araucaria are discarded in the environment
without any reuse, but these by-products are considerable sources of phenolic compounds,
which can be used to add value. For the extraction of the bioactive compounds, several
unconventional techniques have been applied to minimize the use of organic solvents and
energy expenditure. On the other hand, the encapsulation of these compounds seeks to
guarantee the stability and to minimize the limitations in the industrial application. Therefore,
the present study aimed to evaluate the extraction of bioactive compounds from Araucaria
angustifolia bracts through assisted microwave extractions (MAE) and ultrasound (UAE) and
subsequent encapsulation of the extract through spray drying and freeze drying methods, using
pectin (PEC), hydrolyzed collagen (HC), polydextrose (PD) and partially hydrolyzed guar gum
(PHGG) as wall materials. For UAE, potencies of 450, 350 and 250 W and times of 10, 15 and
20 min were used; for MAE it was used potencies of 1000, 800 and 700 W with times of 10, 15
and 20 min. The MAE with the time of 20 min and power of 1000 W resulted in the best
extraction condition, with contents of 47.61 mg g* (d.b) eat, 27.09 mg g (d.b) ear, 779.95 mg
g (d.b) ecar, 427.28 umol g (d.b) er, 467.79 umol g (d.b) et for total phenolic compounds,
total tannins, condensed tannins, and antioxidant activity by ABTS and DPPH assays,
respectively. This condition, when compared to the exhaustive extraction, did not show
significant differences in total phenolic compounds, total tannins and condensed tannins, while
the antioxidant activity by DPPH presented higher values. The same extract (1000 W, 20 min)
was encapsulated by spray drying and freeze drying using mixtures of PEC-HC and PD-PHGG
added to the extract in the proportions of (0.25:0.75:9) and (0.5:0.5:9) (w/w/w), respectively.
The rheological tests performed on these dispersions indicated that both presented non-
Newtonian fluid behavior. The PD-PHGG powders produced by spray drying and freeze drying,
presented respectively: the highest total phenolic compounds (42.50 and 47.44 mg g (d.b) ea7),
total tannins (36.88 and 40.91 mg g (d.b) eat), condensed tannins (498.46 and 669.58 mg g
(d.b) ecat) and antioxidant activity by ABTS (264.97 and 267.24 pmol g* (d.b) er) and DPPH
(139.78 and 157.83 umol g* (d.b) 7). Regarding the physical-chemical characteristics, all the
powders had low water activity between 0.19 and 0.35 and humidities of 1.52 to 3.48 %. The
hygroscopicity was high in all samples with values ranging from 30.68 to 45.27 %, while the



solubility presented the best values for the powders encapsulated with PD and PHGG, spray
dried and freeze dried, with values of 98.00 and 97.69 %, respectively. Scanning electron
microscopy of PD-PHGG spray dried powders showed regular spherical-shaped particles,
whereas PEC-HC powders exhibited irregular shape with the presence of roughness. The freeze
dried powders of the two dispersions presented irregular sizes and shapes, mainly due to the
grinding performed after freeze drying. The FTIR results indicated that the encapsulation was
provided by physical interactions between the encapsulants and phenolic compounds. The
thermogravimetric analysis indicated that the reactions that destructure the wall materials begin
at 220 °C, exposing the encapsulated compounds leading to susceptible degradation. The
evaluation of the storage under accelerated conditions (temperatures of 35 and 55 °C with 75
and 90 % relative humidity for 35 days) indicated that there were no significant reductions in
the contents of phenolic compounds and total tannins in the obtained powders during the
evaluated storage period. However, in some conditions, there was an increase of these contents
at the end of the storage, and the powders resulting from the encapsulation with PEC-HC
showed the highest increases with 70.7 and 101.9 % for total phenolic compounds and 81.0 and
116.0 % for total, spray dried and freeze dried tannins, respectively. These increases might be
due to hydrolysis reactions and / or polymerization reactions that may have occurred during

storage.

Keywords: Araucaria angustifolia bracts. Microwave assisted extraction. Ultrasonic assisted

extraction. Encapsulation. Condensed tannins.
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INTRODUCAO

Atualmente, na sociedade existe uma crescente preocupacdo com a salde e com o
consumo de produtos alimenticios saudaveis. Os alimentos devem, além de satisfazer a fome e
fornecer os nutrientes necessarios, prevenir doencas, além de aumentar o bem estar fisico e
mental dos consumidores (Pordevic¢ et al., 2015), sendo crescente a demanda por alimentos
funcionais como tendéncia em todo o mundo. Os compostos bioativos presentes em diversos
alimentos, entre eles aqueles com propriedades antioxidantes, sdo alvos desta demanda, por
estarem presentes nas dietas e formulagdes (Dias et al., 2017).

Os compostos fenolicos conhecidos por sua atividade antioxidante fornecem inimeros
beneficios a satde, auxiliando na prevencao de diversas doencas tais como o cancer e problemas
cardiovasculares, sendo sua acdo dependente da quantidade ingerida através da dieta e da
biodisponibilidade dos mesmos (Manach et al., 2004).

Devido a estes beneficios, diversas pesquisas e aplicacfes dos compostos fendlicos em
alimentos funcionais estdo sendo realizadas, quanto a preservacdo de sua estabilidade,
bioatividade e biodisponibilidade (Fang e Bhandari, 2010; Dias et al., 2017).

Diferentes métodos de extracdo podem ser utilizados para a separacdo destes compostos
da matriz, entre eles, tem-se os métodos convencionais baseados no uso de solventes organicos
e altas temperaturas, que se caracterizam por apresentar alto potencial poluidor e gasto
energético, longos tempos de extracdo, ndo sendo recomendaveis para a extragdo de compostos
termolabeis (Dai e Mumper, 2010). Com o objetivo de minimizar as limitacdes apresentadas
pelas técnicas convencionais de extracdo, surgem tecnologias alternativas, como a extracao
assistida por ultrassom (EAU) e a extragéo assistida por micro-ondas (EAM), que apresentam
menor gasto energético, menor tempo de extracdo, baixo consumo de solventes e podem ser
utilizadas para extracao de compostos sensiveis a altas temperaturas (Chemat et al., 2011; Chan
etal., 2014; Barba et al., 2016).

Quando os compostos fenolicos sao isolados ou separados de suas matrizes, estes podem
se tornar muito instaveis quimicamente devido a diversos fatores ambientais, tais como, a
presenca de oxigénio, luz e umidade. Neste contexto, muitos desafios tecnoldgicos séo
enfrentados pela industria alimenticia, referentes ao uso de alimentos enriquecidos com
compostos bioativos, pois estes além de serem estaveis precisam manter as suas propriedades
funcionais durante o processamento, armazenamento e no processo digestivo (Champagne e
Fustier, 2007; Dias et al., 2017).

Uma das formas encontradas pela inddstria alimenticia para comercializa-los e usa-los

em diversas aplicagBes tem sido o isolamento de seu entorno mediante a encapsulagéo. Esta
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tecnologia permite o revestimento destes compostos com o0 emprego de materiais denominados
encapsulantes ou de parede, formando particulas de diversos didmetros variando de alguns
nanémetros a alguns milimetros (Champagne e Fustier, 2007).

A técnica de encapsulamento pode ser realizada por diferentes métodos e a escolha mais
adequada depende basicamente do tipo de material a ser encapsulado e das caracteristicas que
o0 produto final deve apresentar para que possam ser utilizados de forma eficiente. Além disso,
o material de parede a ser empregado nas particulas tem uma grande influéncia nas propriedades
dos compostos encapsulados, principalmente na eficiéncia de encapsulacao (Dias et al., 2017)
e dos sistemas de liberacdo controlada. Entre os materiais que podem ser utilizados como
encapsulantes estd o coldgeno, uma proteina de origem animal, cuja fungédo é contribuir com a
integridade estrutural dos tecidos, apresenta baixa viscosidade em solucéo aquosa, odor e sabor
neutro, além de outras caracteristicas que permite sua utilizacdo em uma ampla variedade de
produtos (Denis et al., 2008). O uso de fibras dietéticas, além de conferir protecdo aos
compostos, atuam como auxiliares na prevencdo de inimeras doengas e podem apresentar
propriedades prebioticas. Entre elas, podemos citar a pectina, polidextrose e a goma guar
parcialmente hidrolisada.

Atualmente muitos recursos naturais e subprodutos, reconhecidos como fonte de
nutrientes e de compostos bioativos, nfo sdo adequadamente aproveitados. E o que ocorre com
o0 pinhdo, semente comestivel da Araucaria angustifolia, largamente consumido no sul do
Brasil, que ap6s seu cozimento em agua tem sua casca retirada e descartada (Lima et al., 2007).
Outro subproduto gerado pela araucéaria sdo as bracteas que sdo as sementes estéreis que se
encontram na pinha junto aos pinhdes, ndo possuindo nenhuma utilidade comercial (Souza et
al., 2014). Importante ressaltar que tanto cascas como bracteas representam um grande volume
de producdo anualmente e sdo descartadas no ambiente, demorando consideravel tempo para
serem degradadas (Brasil et al., 2006; Souza et al., 2014).

Estudos mostram que o pinhdo possui quantidades consideraveis de compostos
fenolicos, sendo que estes estdo em maior nimero em sua casca (Cordenunsi et al., 2004;
Koehnlein et al., 2012). Assim como as cascas do pinhdo, as bracteas de araucaria, também sdo
fontes destes compostos (Michelon et al., 2012; Souza et al., 2014). O principal grupo dos
compostos fendlicos presentes no revestimento do pinh&o sdo os taninos condensados de alta
massa molecular. Estes compostos possuem maior atividade antioxidante que 0s compostos
fenolicos simples, sendo considerados antioxidantes naturais importantes que podem ser
alternativas aos antioxidantes sintéticos usados em sistemas alimentares (Troszynska e Ciska,
2002; Cordenunsi et al., 2004; Koehnlein et al., 2012).
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A exploracdo predatdria das florestas de araucarias iniciada no inicio do século 19,
levaram a reducgdo de sua &rea original a menos de 3 % (BRDE, 2005). Em vista disso em 2001
a resolucédo n° 278 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA, suspendeu o corte
e exploragdo de espécies ameacadas de extincdo, entre elas a araucaria, limitando a exploracédo
desta espécie (Silva et al., 2009; Figueiredo Filho, 2011). Com isso, do ponto de vista ecolégico
e de conservacdo desta espécie, produtores rurais, que antes exploravam a madeira das
araucarias, observaram a possibilidade de geracédo de renda, atraves das sementes comestiveis,
0s pinh@es, que passaram a ser considerado o principal produto comercial, uma vez que, € fonte
rica em amido, proteinas e gorduras, podendo ser utilizados na alimentagdo humana, de animais
domesticos e silvestres (Guerra et al., 2002; Santos et al., 2002; CONAB, 2014).

O pinhéo representa grande importancia cultural, econémica e ambiental na regido sul
do Brasil e o seu consumo faz parte dos costumes da populacdo. Seu maior volume de
comercializa¢do ocorre nos meses de junho e julho quando ocorrem as festividades tipicas da
regido, com destaque para as tradicionais Festas do Pinhdo que ocorrem em Lages/SC e Séo
Francisco de Paula/RS e festas juninas (Santos et al., 2002; BRDE, 2005; Cornejo et al., 2014).

Desta forma é de grande importancia comercial e ambiental que seja realizado o
aproveitamento integral de subprodutos e residuos da pinha da araucéria. Além de sua utilizacao
como fonte de compostos fendlicos, proporcionarad um alto valor agregado a cadeia produtiva
deste produto e estimularia a preservacdo desta espécie, ameacada de extincdo, além de
aumentar a renda dos pequenos agricultores.

Assim, este trabalho justifica-se pela utilizacdo de um subproduto, as bracteas de
Araucaria angustifolia, geralmente descartadas no meio ambiente, para a extracdo de
compostos bioativos e sua encapsulacdo utilizando-se materiais de parede com potencial
aplicacdo em produtos alimenticios, gerando diversos beneficios a saude dos consumidores,
bem como o provimento de fonte de renda a produtores rurais.

O presente estudo esta organizado da seguinte forma: O Capitulo 1 constitui-se na
revisdao bibliografica que aborda os principais assuntos propostos. Os Capitulos 2 e 3
apresentam o desenvolvimento do trabalho, em formato de artigos cientificos, apresentando
metodologias, resultados obtidos e discussdo. No capitulo 4 € apresentada a discussdo geral do

trabalho e ao final constam as considerages finais e as perspectivas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Obter compostos bioativos das bracteas de Araucaria angustifolia através da extragdo
assistida por micro-ondas (EAM) e ultrassom (EAU) e o encapsulamento do extrato através dos

métodos de atomizacao e liofilizacéo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair compostos bioativos de bréacteas de Araucaria angustifolia através dos
métodos de extracdo aquosa assistida por micro-ondas e ultrassom;

e Quantificar os compostos fendlicos, taninos totais, taninos condensados e atividade
antioxidante por ABTS e DPPH, presentes nas bracteas de Araucaria angustifolia;

e Encapsular o extrato contendo os compostos bioativos através de atomizacdo e
liofilizacdo utilizando-se pectina, colageno hidrolisado, goma guar parcialmente
hidrolisada e polidextrose como materiais de parede;

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais dos p6s encapsulados, assim

como sua estabilidade em condic¢des aceleradas de armazenamento.



16

CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 Araucaria angustifolia

A Araucaria angustifolia € uma espécie de conifera nativa do Brasil, popularmente
conhecida como araucaria, Pinheiro Brasileiro, Pinheiro do Parand, Pinho, entre outros (Freitas
etal., 2009). Estéinseridano dominio da Mata Atlantica, classificada como Floresta Ombrofila
Mista, também denominada como Floresta de Pinheiros, Pinhais e Mata de Araucaria (BRDE,
2005). Sua distribuicdo abrange os estados da regido sul: Parand, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul e algumas populacGes esparsas na regido Sudeste (Peralta et al., 2016), representando a
conifera de maior importancia econémica para o Brasil (Sant’Anna et al., 2016).

A araucéria é uma espécie de grande porte, sua altura pode variar de 10 a35 me o
didmetro de 0,5 a 1,2 m (Carvalho, 2004). Planta dioica, possuindo espécimes masculinas e
femininas, sendo necessario a polinizacédo para a producédo de sementes, que sdo desenvolvidas
nas plantas femininas (Branco et al., 2015, Peralta et al., 2016). As sementes desenvolvidas
constituem-se na parte comestivel, conhecida como pinhdes, e sdo formadas em pinhas, onde
sdo encontradas além dos pinhd@es, as brécteas, caracterizadas como sementes estéreis (Souza
etal., 2014).

As pinhas (Figura 1) se desenvolvem nos galhos, entre uma a duas em cada ramo e
possuem de 10 a 25 cm de diametro, constituidas de 5 a 150 sementes de cor acastanhada,
chegando a pesar até 4,7 kg (Cornejo et al., 2014).

Como a araucéria € uma arvore dominante, outras espécies vegetais, tolerantes a sombra,
abrigam-se em suas florestas, e com o0 amadurecimento de suas pinhas, as sementes servem
como alimentos a diversos animais, tornando esta espécie fundamental ao ecossistema (Auler
et al., 2002). No entanto, as reservas naturais das araucérias foram reduzidas em menos de 3 %
de sua area original, devido ao processo intenso de exploragéo predatoria iniciado no século 19
(BRDE, 2005). A exploragdo intensa ocorreu devida & comercializacdo de madeira, de
qualidade excelente para fabricagdo de moveis e a construcado civil, assim como a producdo de
papel e celulose (Figueiredo Filho, 2011). Além de sua exploracdo excessiva para fins
comerciais, 0 desmatamento para a implementacdo da agricultura em larga escala, também

colocou em risco de extingdo a espécie (Daudt et al., 2014).
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Pinha

Sementes

Bréacteas

Figura 1 — Pinha, sementes e bracteas.

Fonte: A autora.

Em 1992, a espécie foi incluida na lista oficial de espécies da flora brasileira ameacadas
de extincdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis —
IBAMA. Em 2001 a resolucdo n° 278 do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA
suspendeu o corte e exploracdo de espécies ameacadas de extincdo que estavam inclusas na
lista oficial, e com isso limitou-se a exploracdo da espécie (Silva et al., 2009). Desta forma, a
legislacdo impede a exploracdo extrativista da araucaria, para o corte de madeira.

Neste contexto, 0s produtores rurais, que antes exploravam os produtos madeiraveis das
araucarias, tiveram que usufruir das qualidades oferecidas pela espécie para buscar outras fontes
de renda (Figueiredo Filho, 2011). Inimeros subprodutos florestais ndo madeiraveis séo
provenientes das araucarias, dentre eles, os pinhdes, que passaram a ser considerados o principal
produto comercial, uma vez que, sdo fonte rica em amido, proteinas e gorduras, podendo ser
utilizados na alimentacdo humana, de animais domésticos e silvestres (Auler et al., 2002;
Guerra et al., 2002; Santos et al., 2002; CONAB, 2014).

Na regido sul e em algumas partes do sudeste do Brasil o pinhdo tem grande importancia
cultural, econbmica e ambiental e 0 seu consumo faz parte dos costumes da populagéo, sendo
encontrados em maiores quantidades nos meses de abril a agosto, com maior volume de
comercializacdo nos meses de junho e julho quando ocorrem as festividades tipicas da regiéo,
com destaque para as tradicionais Festas do Pinhdo que ocorrem em Lages/SC e S&o Francisco
de Paula/RS e as festas juninas (BRDE, 2005; Thys et al., 2010).
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A pinha ao amadurecer rompe-se espalhando as sementes por varios metros ao redor da
araucéria, e para serem consumidas, os pinhdes precisam ser cozidos, para facilitar a retirada
da casca (Cornejo et al., 2014), ou é produzido farinha proveniente das sementes para uso em
pratos regionais (Sant’Anna et al., 2016). Além disso, compostos fendlicos sao encontrados no
pinhdo, e em sua grande maioria encontram-se na casca que submetidos a coc¢do migram para
a parte interna da semente. Os taninos condensados de alto peso molecular representam o
principal grupo de compostos fenolicos presentes na casca do pinhdo, exercendo atividade
antioxidante mais elevada que os compostos fenolicos simples (Cordenunsi et al., 2004;
Koehnlein et al., 2012).

As brécteas de araucaria, tal como as cascas, apresentam compostos fendlicos (Michelon
et al., 2012; Souza et al., 2014), e atualmente ndo possuem nenhuma utilidade comercial.
Estudos desenvolvidos por Michelon et al. (2012) e Souza et al. (2014), avaliaram a atividade
antioxidante in vitro e in vivo, bem como a atividade antigenotdxica das bréacteas de Araucaria
angustifolia, as quais foram confirmadas e atribuidas ao seu alto contetdo fendlico,
especialmente devido a presenca de catequina, epicatequina, quercetina, apigenina e rutina.

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2016),
foram produzidos no Rio Grande do Sul, no ano de 2014, em torno de 762 toneladas de pinhé&o.
Levando em conta que uma pinha apresenta cerca de 80 % de bracteas (Michelon et al., 2012),
e que o consumo anual no Brasil produz cerca de 10 toneladas de cascas (Brasil et al., 2006), e
ainda, que ambas sdo descartadas no ambiente demorando consideravel tempo para serem
degradadas, estes subprodutos representam um grande volume considerando-se a producéo dos
pinhdes (Brasil et al., 2006; Souza et al., 2014).

No caso das brécteas, sua utilizacdo como fonte de compostos fenolicos permite além
de aumentar a fonte de renda dos produtores, devido ao valor agregado, proporcionar o estimulo
da cadeia produtiva, valorizando ainda mais a sua semente e preservando as araucarias,
ameacadas de extin¢do (Spada et al., 2012; Peralta et al., 2016). Desta forma, estudos sobre o
uso sustentavel de subprodutos, devem combinar dois elementos: a necessidade de preservacao
de um ecossistema tipico e uma verdadeira alternativa econémica para 0s produtores locais da

espécie.

2 Compostos bioativos
A adicéo de ingredientes funcionais para adaptar o sabor, cor, textura ou propriedades
de conservacdo é uma prética atual na industria alimenticia. Além disso, a inclusdo de

compostos bioativos com potenciais beneficios para a saude, como antioxidantes e probioticos
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é uma tendéncia crescente (Pordevi¢ et al., 2015), devido ao grande interesse pelo consumo de
alimentos saudaveis, que garantam o bem-estar e auxiliem na prevencgdo de doencas (Alenisan
etal., 2017).

Os compostos bioativos possuem acdo protetora sobre a saude humana se forem
ingeridos em niveis significativos, através da dieta (Carratu e Sanzini, 2005) e aliados a um
estilo de vida saudavel. Estes compostos existem em grande nimero e podem ser subdivididos
em grupos com milhares de compostos distintos. Algumas substancias sdo proprias de alguma
espécie ou género de plantas, outras sdo unidas por um complexo critério de classificacdo (Horst
e Lajolo, 2009). A Figura 2 apresenta um esquema sobre a classificacdo dos compostos
bioativos presentes em alimentos de origem vegetal. Estes compostos sdo encontrados a partir

de varias partes de plantas, como folhas, caule, flores e frutos (Azmir et al., 2013).

Compostos Bioativos —1 Isoflavonas [
—1 Flavonoides
] Flavonas
- Acidos
Fendlicos Flavononas
. Compostos > ]
Fendlicos
B Estilbenos
Antocianinas
| Lignanas
| Flavonois
»| Glicosinolatos
|| Flavan-3-ols
Carotenoides
. Fitoestrogenos <

Figura 2 — Classificacdo de compostos bioativos presentes em alimentos de origem vegetal
Fonte: Carratu e Sanzini (2005).

2.1 Compostos fenolicos
Os compostos fenolicos referem-se a um amplo, numeroso e comum grupo de moléculas

encontradas e difundidas em alimentos do reino vegetal (Ferrazzano et al., 2011). Séo
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considerados os mais abundantes metabolitos secundérios, que nas plantas estdo diretamente
envolvidos na protecdo contra a radiagdo solar, defesa contra microrganismos e insetos (Horst
e Lajolo, 2009; Ferrazzano et al., 2011). Estes compostos sdo amplamente distribuidos na dieta
humana, principalmente em alimentos e bebidas derivadas de vegetais, podendo influenciar em
varias propriedades sensoriais, como sabor e cor, sendo responsaveis, por exemplo, pela
adstringéncia e amargor presente em alguns produtos (Ky et al., 2016).

Estudos epidemioldgicos sugerem a associacao entre o consumo de compostos fendlicos
e a prevencao de doencas, fazendo com que estes compostos ganhem cada vez mais interesse
tanto de consumidores quanto da industria de alimentos. Os beneficios relacionados aos
fendlicos, referem-se a sua acao redutora que juntamente com outros compostos, como vitamina
C, vitamina E e carotenoides, protegem os tecidos do corpo contra o estresse oxidativo (Scalbert
e Williamson, 2000). Sendo os antioxidantes mais abundantes da nossa dieta, 0s compostos
fendlicos podem atuar na prevencao de véarias doengas associadas ao estresse oxidativo, como
canceres, doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, inflamagdes, entre outras (Scalbert
e Williamson, 2000; Manach et al., 2004; Galan et al., 2017). Estes beneficios sdo dependentes
da guantidade ingerida e da biodisponibilidade destes compostos, sendo que estes afetam a
qualidade, aceitabilidade e a estabilidade dos alimentos, atuando como aromatizantes, corantes
e antioxidantes (Carratu e Sanzini, 2005).

Galan et al. (2017) evidenciam que nos Gltimos anos, o interesse pela extracdo de
fenolicos de residuos ou subprodutos vém aumentando, visando o aproveitamento de fontes
alternativas.

Muitos compostos fendlicos de origem vegetal ja foram identificados, sendo
caracterizados por possuirem estrutura quimica derivada de um ou mais anéis aromaticos e em
suas extremidades possuem radicais hidroxilas e outros grupos funcionais (Angelo e Jorge,
2007; Horst e Lajolo, 2009; Ferrazzano et al., 2011; Del Rio et al., 2013). E importante conhecer
as principais classes dos fenélicos consumidos, os principais alimentos que os contém e a
quantidade presente nestes alimentos (Scalbert e Williamson, 2000). Conforme estes autores,
as classes dos compostos fendlicos sdo definidas de acordo com a natureza da sua estrutura
molecular: flavonoides e ndo-flavonoides.

Os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais abundantes da dieta, possuindo uma
estrutura de 15 carbonos com dois anéis aromaticos ligados por uma ponte de trés carbonos
(Figura 3), sendo divididos em subclasses: flavonas, flavondis, flavan-3-ols, isoflavonas,

flavanonas e antocianinas (Scalbert e Williamson, 2000; Del Rio et al., 2013),
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Figura 3 — Estrutura e subclasses de flavonoides.
Fonte: Adaptado de Pandey e Rizvi (2013).

Os Flavan-3-ols referem-se a subclasses mais complexas dos flavonoides, que vao desde
0s mondmeros simples até as proantocianidinas oligoméricas e poliméricas, também

conhecidas como taninos condensados (Del Rio et al., 2013).

2.1.1 Taninos

Os taninos sdo compostos fendlicos em abundancia na natureza, estando presentes em
altas concentracdes em diversas espécies, como Schinopsis balansae (madeira de quebracho),
Acacia mearnsii (casca de mimosa preta), Pinus radiata, Pinus nigra, Araucaria angustifolia
(espécies de pinheiros), Quercus spp (casca de carvalho) e Castanea sativa (madeira de
castanheiro) (Cordenunsi et al., 2004; Hoyos-Martinez et al., 2019).

Esses compostos sdo definidos como fendlicos hidrossoltveis, com peso molecular
entre 500 e 3.000, possuindo a capacidade de precipitar alcaloides, gelatinas e outras proteinas
(Damodaran et al., 2010). O carater adstringente caracteristico de alimentos ricos em taninos
sdo provenientes da capacidade de precipitacdo de proteinas salivares da cavidade oral (Santos-
Buelga e Scalbert, 2000). Os taninos, também, estdo relacionados a uma ampla gama de

potenciais beneficios para a saude (Silva et al., 2014), como atividades antioxidantes e
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propriedades antimicrobiana, antimutagénica e anticarcinogénica (Santos-Buelga e Scalbert,
2000; Zarin et al., 2016).

Dependendo de sua estrutura, os taninos podem ser classificados em taninos
hidrolisaveis e condensados (proantocianidinas). Os taninos hidrolisaveis sdo esteres de acidos
gélicos e elégicos glicosilados que sdo facilmente hidrolisaveis. Além disso, esta classe de
taninos, é segregada em galotaninos (subunidade de &cido galico esterificado em glicose) e
elagitaninos (polimeros de acido elagico e acido galico) (Craft et al., 2012; Ky et al., 2016;
Vignault et al., 2018).

Os taninos condensados séo derivados da oligomerizacdo de unidades flavan-3-ols,
como as catequinas e/ou epicatequinas e epigalocatequinas. Representam a subclasse estrutural
mais complexa dos flavonoides, sendo os mais abundantes dos compostos fendlicos naturais
constituintes da dieta (Bladeé et al., 2010; Ky et al., 2016). As estruturas das proantocianidinas
podem apresentar diferentes graus de polimerizacdo com estruturas poliméricas lineares, com
ligacGes de C (4—38), ou estruturas com ramificacdes nas ligacdes de C (4—06), e devido a sua
condensacdo ndo apresentam residuos de acucares glicosilados; além disso, dependendo da
natureza as moléculas podem diversificar nos padrdes de hidroxilacdo; e diferentes arranjos

estereoquimicos nos trés centros quirais. (Dixon et al., 2005; Bladé et al., 2010).

2.2 Atividade antioxidante

Os organismos vivos sdo continuamente expostos as espécies reativas do oxigénio
(EROs). Pequenas quantidades de EROs atuam como moléculas de transducdo de sinal,
enquanto 0 excesso causa estresse oxidativo, originando uma série de efeitos adversos como
oxidagdo de proteinas, lipidios, além de danos no DNA, RNA, entre outros (Meng et al., 2017).

Os compostos antioxidantes sdo substancias que protegem as células humanas contra as
EROs, resultando em diversos beneficios a saide humana, quando consumidos através da
ingestdo de alimentos providos de tais compostos (Guclu et al., 2006; Sahin et al., 2011).

A acdo dos antioxidantes ocorre com a doacdo de um de seus proprios elétrons as
espécies reativas de oxigénio, para que seja cessada a a¢do da oxidacdo. Os antioxidantes sdo
estaveis em qualquer forma, deste modo, eles ndo se tornam radicais livres com a doagéo do
elétron (Kaur e Kapoor, 2001).

Antioxidantes podem ser provenientes de fontes naturais, plantas, animais e
microrganismos, ou sintetizados quimicamente. As plantas e seus constituintes fornecem uma
fonte rica de antioxidantes, tais como os tocoferois e os fendlicos, encontrados abundantemente

em especiarias, ervas, frutas, cereais, sementes, entre outros (Shahidi e Zhong, 2015).
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Os antioxidantes, quando adicionados aos alimentos, ttm a mesma fungdo que 0s
antioxidantes endogenos do corpo humano, agindo na conservagéo de alimentos, prolongando
sua vida util e mantendo a qualidade do produto, pois com a utilizacdo de tais compostos evita-
se que os alimentos se deteriorem através da oxidagdo, reduzindo perdas nutricionais e
contetidos energéticos, mantendo o frescor, sabores, odores, coloracdo e textura (Carocho et
al., 2018; Ozkan et al., 2019).

Com base na estrutura quimica, os antioxidantes alimentares podem ser classificados
em soluveis em agua (citratos, norbixina, betalainas, a maior parte de compostos fendlicos) e
soluveis em lipidios (carotenoides , tocoferdis, terpenoides e vitamina E) (Ozkan et al., 2019).

Em geral, o contetdo de compostos fendlicos totais em uma matriz vegetal possui uma
forte relacdo com a atividade antioxidante, sendo estes compostos responsaveis por tal acdo
(Craft et al., 2012). No entanto, ap0s a extracédo, os fendlicos tornam-se instaveis e inicia-se um
processo de degradacdo, inviabilizando seu uso, sendo esta, a maior desvantagem do uso de
antioxidantes naturais (Carocho et al., 2018).

Diversos ensaios quimicos in vitro com o proposito de medir a atividade antioxidante
de compostos bioativos foram desenvolvidos e sdo comumente utilizados. Entre eles, podem
ser citados o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e o ABTS (2,2'-azino-bis (&cido 3-
etilbenzotiazolino-6-sulfénico)). O DPPH é um radical cromogénico estavel, caracterizado pela
cor purpura. Este ensaio baseia-se na doacao de elétrons por antioxidantes para neutralizar o
radical DPPH. A reacdo é acompanhada de mudanca de cor do radical, sendo que a
descoloracdo atua como um indicador da eficacia antioxidante (Meng et al., 2017). Para o
ensaio de ABTS, é medido a capacidade dos antioxidantes eliminarem o radical
estavel ABTS®", caracterizado por ser croméforo azul-esverdeado com absorgdo maxima a 734

nm que diminui em sua intensidade na presenca de antioxidantes (Meng et al., 2017).

3 Processos de extracao

A extracdo € 0 método mais antigo de separacdo dos compostos de interesse de uma
matriz vegetal utilizando-se solvente (Smith et al., 2003). Para esta acdo pode ser empregada
uma infinidade de técnicas extrativas, que sdo, em geral, selecionadas considerando-se o
rendimento e o custo de producio (Zivkovié et al., 2018).

As técnicas convencionais de extracdo baseiam-se no poder extrativo de diferentes
solventes e na aplicacéo de calor (Azmir et al., 2013). Geralmente estes métodos necessitam de
longos tempos de extracdo, possuem custo energeético elevado e utilizam altos volumes de

solventes organicos, podendo resultar em um grande potencial de polui¢cdo ambiental. Podem
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ocorrer ainda, degradac6es ou alteragdes quimicas indesejaveis nos produtos, caso 0 processo
ndo seja cuidadosamente controlado (Cravotto et al., 2008; Dai e Mumper, 2010; Roselld-Soto
et al., 2015; Irakli, et al., 2018).

Muitos compostos bioativos sdo sensiveis a temperatura e vulneraveis a alteracdes
quimicas, fisicas e microbioldgicas, que ficam mais suscetiveis com a utilizacdo de métodos
convencionais de extragdo. Devido a essas deficiéncias o desenvolvimento e utilizagio de novas
técnicas sustentaveis e inovadoras de processamento estdo em constante avanco nos ultimos 50
anos (Chemat et al., 2011; Azmir et al., 2013), visando um método de extracao que seja eficaz,
adequado as matrizes e de baixo custo (Irakli et al., 2018).

Para a obtencdo dos compostos de interesse a partir de vegetais, a extracdo depende de
varios fatores, como a natureza da matriz em estudo, as propriedades do solvente, temperatura,
a relacdo material/solvente, pressdo e tempo de extragdo (Karabegovic et al., 2013). Assim,
encontrar a técnica mais eficiente, onde os compostos ndo sofram degradacfes, e que seja
ambientalmente limpa, é um dos grandes desafios dos pesquisadores do setor alimenticio
(Rastogi, 2011; Cai et al., 2016).

Deste modo a industria alimenticia, tem grande interesse nestas novas técnicas, devido
também ao menor gasto de energia consumida em relacdo aos métodos convencionais a base
de calor (Barba et al., 2016). Entre as tecnologias utilizadas, podem ser citadas as extragoes
assistidas por micro-ondas e ultrassom (Chemat et al., 2011; Chan et al., 2014). Extracéo
assistida por micro-ondas (EAM) e extracdo assistida por ultrassom (EAU) sdo reconhecidas
como técnicas eficientes de extracdo que reduzem drasticamente o tempo de trabalho,
aumentando a produtividade e frequentemente a qualidade do extrato, ja sendo exploradas em
escala industrial (Cravotto et al., 2008).

3.1 Micro-ondas

O uso das micro-ondas pela industria de alimentos iniciou-se na década de 70, devido
ao seu aquecimento dielétrico, que diferentemente do aquecimento condutivo aquece todo o
volume de amostra instantaneamente (Cravotto et al., 2008). As radiacdes eletromagnéticas por
micro-ondas se encontram na faixa de frequéncia de 300 MHz a 300 GHz, e comumente 0s
aparelhos micro-ondas domeésticos e industriais operam a 2,45 GHz (Wang e Weller, 2006;
Azmir et al., 2013; Bouras et al., 2015). A rapida geracédo de energia é transformada no rapido
aguecimento do solvente e da suspensdo (Bouras et al., 2015). Desta forma, as micro-ondas
penetram no produto e interagem com moléculas de agua gerando calor, aquecendo todo o
material (Wang e Weller, 2006).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S138358661300614X#!
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O processo da EAM envolve trés etapas sequenciais: primeiramente, ocorre a separagao
de solutos dos sitios ativos da matriz da amostra sob temperatura e pressdo aumentada, em
seguida, acontece a difusdo do solvente atraves da matriz da amostra, para finalmente haver a
liberacdo dos solutos da matriz para o solvente (Alupului et al., 2012).

O aquecimento dielétrico é dependente da capacidade dos materiais absorverem energia
de micro-ondas e converté-la em calor, este aquecimento interrompe as ligacdes de hidrogénio
fracas e promove a rotacdo dipolo. Os movimentos de ions dissolvidos aumentam a penetracédo
do solvente na matriz, facilitando a solvatacao do analito (Cravotto et al., 2008).

Extrair compostos bioativos através de micro-ondas apresenta grande potencial na
intensificacdo dos processos de extracdo de produtos naturais, devido principalmente ao tempo
de extracdo e ao consumo de solventes, pois estes podem ser significativamente menores
guando comparados com extracdes convencionais e ainda apresentarem maiores rendimentos e
melhor qualidade dos extratos (Cravotto et al., 2008; Li et al., 2010; Galan et al., 2017). Além
disso, a utilizacdo de equipamentos menores e tempos reduzidos de operagao requerem menores
gastos energéticos, diminuindo custos e promovendo uma técnica de extracdo com menor
potencial de poluicdo (Cravotto et al., 2008; Galan et al., 2017).

Para um processo de extracdo eficiente de compostos fendlicos com a utilizacdo de
micro-ondas é fundamental que se atente a varios fatores, como a poténcia, tamanho de
particulas, tempo de radiacao e temperatura. Desta forma, a otimizacao do processo de extracdo
faz-se necessario para que se obtenha extratos de qualidade, sem a ocorréncia de degradacéo
dos compostos e com custos viaveis (Bouras et al., 2015).

A utilizacdo da EAM tem sido usada para extracdo de compostos fenélicos de uma
variedade de matrizes vegetais, como de cascas de Pinus radiata (Aspé e Fernandez, 2011)
e Pinus pinaster (Chupin et al., 2015) e cascas de tangerinas (Citrus reticulata) (Hayat et al,
2009). Sutivisedsak et al. (2010) avaliaram a extracdo de compostos fenolicos de feijao
(Phaseolus vulgaris L.) e obtiveram rendimentos duas a trés vezes maior ao extraido
convencionalmente a mesma temperatura (100 °C), demonstrando que a EAM foi eficiente na
extracao de tais compostos.

Dahmoune et al. (2015), verificaram que o tempo de extracdo necessarios para
resultados similares de compostos fendlicos de folhas de murta comum (Myrtus communis L.)
usando a EAM foi 14 vezes menor que o método de extracdo convencional. Os autores
justificam estes resultados pela agcdo das micro-ondas, pois a exposicdo mesmo que em curto
tempo, promove o rompimento das células vegetais, favorecidas também pelo aquecimento

promovido pelas ondas eletromagnéticas.
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3.2 Ultrassom

Estudos desenvolvidos a partir de 1950 mostram a aplicabilidade do ultrassom em varios
processos. Seu uso facilita e potencializa a extracdo de varios componentes de uma matriz
vegetal, inclusive aqueles compostos sensiveis a temperatura, utilizados em alimentos,
cosmeticos e produtos farmacéuticos (Dong et al., 2010; Gaete-Garretén et al., 2011).

A utilizacdo de técnicas envolvendo o ultrassom no processamento de alimentos permite
amplos avangos, principalmente na escala industrial. A aplicacdo da EAU permite a extracdo
de componentes de materiais vegetais de forma facilitada, possibilitando vantagens com o uso
desta tecnologia quando comparado com as demais (Garcia-Salas et al., 2010; Chemat et al.,
2011; Rosello-Soto et al., 2015).

O ultrassom é um tipo especial de onda sonora, que opera normalmente de 20 kHz a
100 MHz. As ondas ultrassénicas passam por um meio criando compressao e expansdo do
mesmo, gerando o fendmeno da cavitacdo, que significa que havera o surgimento de bolhas de
ar, que aumentardo de tamanho até que entrem em colapso, o que por sua vez liberara energia
em forma de calor (Rastogi, 2011; Azmir et al., 2013). A cavitacdo induzida por ultrassons
aumenta a permeabilidade dos tecidos das plantas e aumenta o processo de transferéncia de
massa (Gaete-Garreton et al., 2011). Os efeitos positivos do ultrassom séo resultantes dos
efeitos mecanicos do processo, que aumentam a penetracdo do solvente no produto devido a
ruptura das paredes celulares causadas pela cavitacdo (Rastogi, 2011).

A industria alimenticia tem mostrado interesse nos métodos envolvendo o ultrassom,
principalmente por ser uma tecnologia verde com importante papel na sustentabilidade
ambiental, além do menor gasto energético necessario para o processamento, tornando-se uma
opcdo viavel economicamente sem perder a qualidade do processo (Chemat et al., 2011,
Rosell6-Soto et al., 2015; Zivkovi¢ et al., 2018).

As caracteristicas do produto (teor de umidade e tamanho de particula), o solvente a ser
utilizado e as especificacdes técnicas para operacdo do equipamento (frequéncia, pressdo,
temperatura e tempo de sonicacdo) devem ser analisadas criteriosamente para que se obtenha
um sistema eficiente (Wang e Weller, 2006; Azmir et al., 2013).

Contudo, a produtividade, o rendimento e a seletividade aumentam com a utilizagéo da
extracao assistida por ultrassom, pois esta técnica possui alto potencial de reducao dos tempos
de extracdo e volumes de solventes, reduz perigos fisicos e quimicos, bem como aumenta as
recuperagcdes de compostos fendlicos, tornando uma técnica bem estabelecida tanto em
laboratdrios quanto em escala industrial (Garcia-Salas et al., 2010; Chemat et al., 2011; Irakli
etal., 2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586617322281#!
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4 Encapsulamento

A adicdo de ingredientes ricos em compostos fendlicos, com potenciais benéficos para
a saude, principalmente devido a acdo antioxidante, em produtos alimentares é uma tendéncia
crescente (Craft et al., 2012). Porém estes compostos precisam ser empregados de forma
adequada, visto sua alta suscetibilidade a condi¢cbes ambientais (oxigénio, luz, temperatura e
umidade), de processamento e/ou gastrointestinais, que levam a degradagdo dos mesmos antes
de alcancar seu ponto de absorcdo quando consumidos e que nédo interfiram adversamente nos
atributos sensoriais dos alimentos (Nedovic et al., 2011; Craft et al., 2012; Pordevi¢ et al., 2015;
Dias et al., 2017).

Desse modo, o encapsulamento surge como uma tecnologia alternativa que visa
assegurar a estabilidade dos compostos bioativos durante o processamento e armazenamento,
prevenindo interac6es indesejaveis da matriz alimenticia com o meio externo, além de mascarar
o0 sabor residual, 0 amargor e a adstringéncia dos fendlicos (Pordevi¢ et al., 2015; Dias et al.,
2017; Ozkan et al., 2019).

O encapsulamento é definido como um processo no qual pequenas particulas individuais
ou goticulas de material solido ou liquido (chamada ndcleo) sao revestidas, ou incorporadas em
uma matriz homogénea ou heterogénea (chamada de material de parede), formando pequenas
particulas com propriedade Uteis, fornecendo uma barreira fisica entre o composto de interesse
e outros componentes do produto (Gharsallaoui et al., 2007; Tyagi et al., 2011).

Esta tecnologia comecou a ser desenvolvida por volta de 1950, com interesse
significativo no setor farmacéutico e na industria de alimentos (Nedovic et al., 2011), e
atualmente muitos processos de encapsulamento existem, sendo alguns deles implementados
em escala industrial solucionando diversas limitacGes, principalmente na industria alimenticia
(Champagne e Fustier, 2007; Bordevic et al., 2015).

No campo do processamento de alimentos, o encapsulamento tem sido amplamente
utilizado para proteger os ingredientes alimentares contra a deterioracdo, perdas volateis ou
interacdo com outros ingredientes, além de permitirem a producao de ingredientes alimenticios
na forma de produtos em pé (Kaderides et al., 2015).

As técnicas de encapsulamento podem ser classificadas em trés grupos: métodos fisicos,
onde destaca-se a secagem por atomizacdo, a liofilizacdo, a precipitacdo com fluido
supercritico e evaporagdo de solvente; métodos fisico-quimicos, inclui-se a coacervacéo,
lipossomas e gelificacdo ibnica; e por fim os métodos quimicos, tais como polimerizacdo

interfacial e a inclusdo molecular (Ozkan et al., 2019).
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A escolha adequada da técnica a ser empregada, decorre principalmente do tipo de
material a ser encapsulado, compreensdo de suas propriedades fisico-quimicas, e das
caracteristicas do produto final onde a encapsulacédo sera aplicada (Augustin e Hemar, 2009;
Dias et al., 2017). No entanto, Labuschagne (2018) ressalta que a secagem por atomizacéo e a
liofilizacdo sdo os métodos de encapsulamento mais utilizados, estando presentes em cerca de
84 % das publicacgdes, enquanto outras tecnologias de encapsulamento tem ganhado destaque
apenas nos ultimos anos.

Os materiais encapsulantes, chamados de materiais de parede, devem ter a capacidade
de isolar e proteger o composto do ambiente externo, garantir a liberagdo dos compostos de
forma adequada, ndo ter reatividade com o ingrediente ativo, ser de facil manuseio, com baixa
higroscopicidade e biodegradavel, além de apresentar baixo custo, o que torna viavel sua
aplicacdo em formulacgdes alimenticias (Labuschagne, 2018; Rocha et al., 2019).

Desse modo, é de grande importancia selecionar apropriadamente a técnica de
encapsulamento, assim como os materiais de parede, maximizando desta forma a incorporagéo

e a retencao dos compostos funcionais dentro da matriz (Ballesteros et al., 2017).

4.1 Atomizacgao (Spray drying)

Entre as técnicas de encapsulamento, a secagem por atomizagdo (spray drying)
caracteriza-se por ser um método econbmico e que resulta em formacdo de pés estaveis,
operando normalmente com temperaturas maiores que outras técnicas, mas com tempos de
secagem mais curtos (Flores et al., 2014).

O principio de funcionamento do método por atomizacao é a remocao da fase liquida
por aplicacdo de calor ao produto a ser encapsulado e o controle da umidade do meio de
secagem (Gharsallaoui et al., 2007). A evaporacdo do solvente é promovida pulverizando o
produto a ser encapsulado numa atmosfera aquecida. A secagem por atomizacao € dividida em
4 estagios (Figura 4): atomizacdo da solucdo a ser encapsulada; contato da dispersdo com o gas
quente; evaporacdo do solvente; e separacao e recolhimento das particulas. Esses estagios sao
responsaveis pelas transformagdes que a dispersdo que entra no secador de pulverizagdo passa

antes de se tornar pé através da retirada do solvente (Anandharamakrishnan e Ishwarya, 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996918301194#!
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/spray-drying
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/encapsulation-technology
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996918301194#!

29

Sistema de aguecimento de ar
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Figura 4 — Etapas do processo de secagem por pulverizacgdo. (1) Atomizacao. (2) Dispersao em

contato com ar quente. (3) Evaporacdo do solvente (4) Separacdo do produto.
Fonte: Adaptado de Anandharamakrishnan e Ishwarya (2015).

As particulas sdo separadas em um ciclone, e o ar sai do sistema com uma temperatura
mais baixa e uma umidade mais elevada (Dias et al., 2017). Esta técnica deve ser realizada
adequadamente, escolhendo cuidadosamente a temperatura de secagem, tipo de atomizacéo,
material encapsulante e condi¢fes de armazenamento (Alexe e Dima, 2014).

Uma etapa de homogeneizacdo da dispersdo a ser encapsuladas deve ser realizada
previamente antes da secagem, pois esta desempenha um papel fundamental na eficiéncia da
encapsulacdo, garantindo que o material do ntcleo fique completamente encapsulado na matriz
(Cano-Higuita et al., 2015).

Diferentes materiais podem ser utilizados para o encapsulamento, tais como, proteinas
lacteas e isolados proteicos vegetais; e polissacarideos, como goma ardbica, maltodextrina,
amido modificado, inulina, goma de caju, polidextrose, goma guar parcialmente hidrolisada, e
pectina (Dias et al., 2017).

A técnica de encapsulamento por atomizacgao apresenta como vantagens, o baixo custo
operacional, a alta qualidade, assim como a alta solubilidade dos p6s obtidos, que possuem
pequena granulometria e alta estabilidade no armazenamento (Madene et al., 2006). Este

método pode ser aplicado em escala industrial, devido aos altos rendimentos, e por ser um
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sistema relativamente barato, rapido e eficiente para o encapsulamento de componentes
bioativos, tais como, 6leos essenciais, corantes naturais, vitaminas e probioticos (Alexe e Dima,
2014; Dias et al., 2017).

Para o uso desta técnica deve-se considerar os fatores como a solubilidade e a
sensibilidade ao calor dos compostos bioativos a serem encapsulados, assim como a estrutura
quimica e natureza do material da parede, presenca de outros componentes como agucares e
proteinas, bem como aspectos econémicos (Ozkan et al., 2019).

Vaérios estudos utilizam a atomizacéo para o encapsulamento de compostos fenolicos

provenientes de matrizes vegetais, conforme é apresentado na Tabela 1:

Tabela 1 — Estudos utilizando atomizagdo no encapsulamento de compostos fenolicos.

Temperatura do

Matéria prima

Material de parede

ar de secagem

Referéncia

Extrato de bagago de uva Maltodextrina, 140 °C Moreno et al., 2018
(Vitis vinifera) isolado de proteina de
soro de leite e ervilha
Extrato de bagaco de uva Maltodextrina, leite 152-189 °C Tsali e Goula, 2018
(Vitis vinifera) em po desnatado e
concentrado proteico
de soro de leite
Residuo de polpa e residuo Goma arabica e 170 °C Rezende et al., 2018
de acerola (Malpighia maltodextrina
emarginata DC.)
Extrato de hibisco (Hibiscus ~ Goma arabica, goma 140 °C Piovesana e Norefia, 2018
sabdariffa L.) guar parcialmente
hidrolisada e
polidextrose
Extrato de folhas de oliveira . o ]
Alginato de sédio 135-195 °C Gonzélez et al., 2019
(Olea europaea)
Extrato de bagago de amora- Maltodextrina 170 °C Santos et al., 2019

preta (Rubus fruticosus)
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4.2 Liofilizacéo (Freeze drying)

A liofilizacdo € um processo usado para a desidratacdo de quase todos os materiais
sensiveis ao calor ou produtos com alto valor comercial. A operacdo de liofilizacdo € baseada
na sublimacdo da gua presente na amostra. O material a ser encapsulado é congelado e, em
sequida, reduzindo a pressdo, a valores menores que 0,006 bar e posterior adigédo de calor
suficiente, para permitir que a agua congelada no material sublime diretamente da fase solida
para a fase gasosa (Fang e Bhandari, 2010).

Produtos sensiveis ao calor geralmente utilizam a encapsulacéo por liofilizacdo, no
entanto, a aplicacdo comercial desta técnica é restringida a ingredientes de alto valor. Isso
ocorre porque a liofilizagdo é um método lento e caro, comparado com o método de
encapsulamento por atomizagdo, uma vez que o ciclo pode ser longo, necessitando de um
consumo de energia consideravel (Morais et al., 2016). A estrutura dos pos liofilizados é mais
porosa do que 0s pos secos por pulverizacdo, no entanto, a secagem por congelamento € capaz
de melhorar a estabilidade e facilitar o0 manuseio do produto final (Augustin e Hemar, 2009;
Morais et al., 2016).

Ceballos et al. (2012) indicam que quando a liofilizacao é bem sucedida as propriedades
inicias da matéria-prima, tais como, aparéncia, sabor, cor, aroma e atividade bioldgica, sdo
preservadas. Os autores ressaltam também que além de altamente porosas, as particulas obtidas
apresentam aspecto quebradico, sdo higroscépicas (durante 0 armazenamento é necessario o
uso de embalagem impermeavel ao vapor de agua) e possuem excelente capacidade de
reidratacao.

Diferentes estudos utilizando a liofilizacdo para o encapsulamento de compostos
fendlicos de plantas sdo apresentados na Tabela 2:
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Tabela 2 — Estudos utilizando liofilizagdo no encapsulamento de compostos fenolicos.

Matéria prima Material de parede Temperatura Referéncia
Extrato de polpa de amora ) )
Maltodextrina -20 °C Yamashita et al., 2017
preta (Rubus spp.)
Extrato de bagaco de Maltodextrina -55 °C Saikia et al., 2015
carambola (Averrhoa
carambola)
Extrato de casca de uva Goma arabica, goma -57°C Kuck e Norefia, 2016
guar parcialmente
hidrolisada e
polidextrose
Extrato de gréos de café Maltodextrina e goma -60 °C Ballesteros et al., 2017.
torrado arébica

4.3 Materiais de parede

O material de parede utilizado para o revestimento das particulas possui uma grande
influéncia nas propriedades da substancia encapsulada, principalmente no que diz respeito a
eficiéncia de encapsulacdo e a estabilidade dos p6s e devem ser escolhidos cuidadosamente
(Dias et al., 2017). Cam et al. (2014) ressaltam que estes materiais exercem papel fundamental
na preservacao dos compostos existentes no momento do encapsulamento, contribuindo assim
para uma maior estabilidade dos pds sob condi¢des adversas de armazenagem e utilizacdo.

Os critérios para escolha do agente encapsulante baseiam-se em varios fatores, entre
eles, a ndo reatividade com o material a ser encapsulado, o processo utilizado para a formacao
da particula, o mecanismo de liberacdo ideal, solubilidade, massa molar, cristalinidade,
difusibilidade, propriedades formadoras de filme e emulsionantes, e a viabilidade econémica
(Gharsallaoui et al., 2007; Favaro-Trindade et al., 2008).

Os materiais de parede geralmente utilizados na encapsulacdo podem ser materiais tais
como os carboidratos, lipideos e proteinas. As propriedades destes materiais definem as
caracteristicas do produto final, influenciando no tamanho, forma e estrutura das particulas,
assim como determina sua estabilidade durante a producdo, armazenamento e consumo, além
de ainda, controlar a liberacdo do material encapsulado quando necessario (Gharsallaoui et al.,
2007; Dias et al., 2017).
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A indGstria alimenticia tem grande interesse pela procura de novos materiais
encapsulantes, que visem melhorar a eficiéncia do processo de encapsulamento e a protegéo
dos compostos bioativos, sendo a aplicacdo de particulas em matrizes alimentares complexas o

maior desafio (Dias et al., 2017).

4.3.1 Goma guar parcialmente hidrolisada

A goma guar é uma das fibras dietéticas mais promissoras utilizada na industria de
alimentos. E um polissacarideo sollivel em &gua e composta por cadeias de aglcares de
galactomananas (galactose e manose), sendo sintetizada a partir das sementes de guar
(Cyamopsis tetragonoloba L.), planta comumente encontrada na india e Paquistio (Slavin e
Greenberg, 2003; Yoon et al., 2008; Prajapati et al., 2013; Bosio et al., 2014). A partir de 1950
as sementes de guar foram transformadas em goma e utilizadas como aditivo alimentar. Na
indUstria alimenticia, a goma guar é amplamente utilizada, atuando como um agente espessante
e estabilizante em uma grande variedade de produtos, geralmente em quantidades inferiores a
1 % do peso do alimento (Slavin e Greenberg, 2003; Yoon et al., 2008).

A goma guar € soltvel em agua fria, formando uma estrutura de gel em agua quente, e
assim como outras fibras é resistente a degradagdo enzimaticas que ocorre na boca, estbmago e
intestino delgado, sofrendo degradacdes apenas no célon (Fathi et al., 2014). No entanto, a
goma guar é extremamente viscosa, o que dificulta a sua incorporacdao em produtos alimentares,
e sua aplicacdo como encapsulante, inviabilizando seu potencial benéfico a saude, visto que ela
deve ser adicionada em pequenas quantidades (Parisi et al., 2005; Fathi et al., 2014). Desta
forma, uma alternativa para sua aplicacdo € a realizacdo de hidrélise parcial, onde se produz
uma goma com viscosidade reduzida, podendo ser facilmente adicionada nos alimentos em
quantidades superiores a goma guar nativa (Fernandes et al., 2006; Fathi et al., 2014).

Desta forma, a goma guar parcialmente hidrolisada fornece os beneficios associados
com ingestdo de fibra dietética, pois com seu menor peso molecular e menor viscosidade do
que a goma guar natural, apresenta-se estavel, ndo contendo muita dgua e com sabor suave,
gerando aceitacdo por parte dos consumidores (Slavin e Greenberg, 2003). Prajapati et al.
(2013) relatam que a fibra dietética diminui as concentracGes plasmaticas de glicose,
triglicerideos, colesterol, além de auxiliar na reducdo de peso e na terapia do cancer,
especialmente aqueles relacionados com a desordem intestinal. Além disso, estudos
demonstram gque a goma guar parcialmente hidrolisada, melhora moderadamente o crescimento

de diversas cepas de bactérias do célon apresentando atividade prebidtica (Okubo et al., 1994).
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4.3.2 Polidextrose

A polidextrose é definida como um polimero de moléculas de glicose unidas por
ligacbes o (1—6), contendo como grupo terminal o sorbitol e/ou ligacbes monoésteres de acido
citrico (Gomes et al., 2007). Como nao € hidrolisada por enzimas digestivas no intestino
delgado, passa intacta ao célon, onde é gradualmente e parcialmente fermentada pela
microbiota enddgena. O restante, cerca de 60 %, € excretada nas fezes (Carmo et al., 2016).
Estas caracteristicas resultam em seu baixo teor calorico, sendo esta propriedade responsavel
pela sua classificacdo como fibra dietética (Flood et al., 2004).

Este polimero apresenta-se na forma de p6, com colora¢do creme, possuindo alta
higroscopicidade, sua aplicacdo confere ao produto corpo e textura, ndo atribuindo sabor e odor
aos alimentos, além disso, demonstra caracteristicas funcionais semelhantes as da sacarose. E
utilizada em uma ampla variedade de alimentos como produtos de panificacdo, confeitaria,
produtos lacteos e bebidas funcionais, pois é altamente solivel em &gua e resulta em uma
solugdo ndo-viscosa, sendo alvo de vaérios estudos, devido a sua versatilidade e
multifuncionalidade (Carmo et al., 2016).

A polidextrose apresenta atividade prebiotica, pois estimula o crescimento de
lactobacilos e bifidobactérias e a fermentacéo continua ao longo do célon (Jie et al., 2000), além
disso seu mecanismo de acgdo assemelha-se ao de outras fibras, tais como como as pectinas, f3-
glucanas da aveia e a fracdo soltvel do farelo de trigo (Montenegro et al., 2008).

Kuck e Norefia (2016) encapsularam extratos provenientes de cascas de uva por
atomizacao e liofilizacdo, utilizando polidextrose e goma guar parcialmente hidrolisada como
materiais de parede, obtendo as melhores retencdes de compostos fenolicos (valores superiores

a 80 %) com a mistura destes dois encapsulantes.

4.3.3 Colageno hidrolisado

O colageno representa, juntamente com a elastina e a queratina, um importante conjunto
de proteinas fibrosas, fornecendo suporte estrutural para células e tecidos de mamiferos
invertebrados, sendo essencial para a locomogcao (Ferraro et al., 2016). E geralmente extraido
de peles, couros, 0ssos, tenddes e cartilagens (Gémez-Guillén et al., 2011).

Colageno hidrolisado apresenta como caracteristica mais importante a sua composicao
de aminoacidos, fornecendo alto niveis de dois aminoacidos essenciais, glicina e prolina,
fundamentais para a estabilidade e a regeneragédo das cartilagens (Walrand et al., 2008). A

glicina representa cerca de 30 % do total de aminoéacidos presentes, fazendo com que o peso do
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colageno seja menor que de outras proteinas com o mesmo nimero de residuos de aminoacidos
(Ferraro et al., 2016).

Devido a estes consideraveis teores de aminoacidos essenciais, 0 coldgeno desempenha
um importante papel nas dietas humanas, contribuindo para a prevencdo de doencgas articulares
além de possuir quantidades significativas de fibras nutritivas e constituir uma relevante fonte
de proteina animal (Sousa et al., 2017).

Em consequéncia das propriedades funcionais e bioativas, o uso do colageno esta
presente em diferentes areas, como alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos.
Atualmente, um numero crescente de novas aplicacfes para o0 coldgeno em produtos
alimenticios sdo relatados, pois pode ser utilizado como agente emulsificante, formador de
espuma, estabilizante coloidal, hidrogel, formador de filmes, encapsulante, bem como um
peptideo bioativo, estando sua utilizagdo em consonancia com a tendéncia crescente de uso de

agentes naturais para tais aplicacfes (Gémez-Guillén et al., 2011).

4.3.4 Pectina

Pectinas sdo polissacarideos complexos, constituidos principalmente de residuos de
acido galacturonico covalentemente ligados a a (1—4) intercalados com cadeias laterais com
ligagdes a (1—2) de ramnose e alguns outros residuos de agtlicares neutros, estando presentes
nas paredes celulares das plantas conferindo resisténcia mecanica e flexibilidade (Liu et al.,
2003; Fathi et al., 2014; Chan et al., 2017; Petkowicz et al., 2017). Sua composi¢ao e estrutura
sdo dependentes da fonte extraida, estagios de desenvolvimento e das condi¢cbes da extracao
(Petkowicz et al., 2017).

Como constituinte dos vegetais, a pectina € um componente natural da dieta humana,
contribuindo com a ingestdo de fibras sollveis, que embora, ndo sejam digeridas pelo trato
gastrointestinal superior, ha evidéncias de que estas fibras sejam benéficas para a saude
(Maxwell et al., 2012). Apresenta resisténcia a digestdo enzimética na boca e no estdbmago,
mas e degradada pela microflora do colon, o que torna util sua aplicacdo em formulagdes
alimentares sensiveis a acidos (Fathi et al., 2014).

Na inddstria alimenticia as pectinas sdo amplamente utilizadas, principalmente como
agentes gelificantes, emulsificantes, estabilizantes e espessantes (Maxwell et al., 2012;
Petkowicz et al., 2017; Chan et al., 2017). A pectina pode ser incorporada em estruturas mistas
e tem a propriedade de estabilizar outros sistemas (polissacarideos e/ou proteinas). O

sinergismo leva a uma estrutura diferente dos géis puros, melhorando a qualidade do produto
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final (Chan et al., 2017). Além disso, pectinas podem gerar emulsfes estaveis com
concentragdes entre 1 e 2 % (Sun et al., 2019).

Na utilizacdo de uma mistura de pectina e maltodextrina como materiais de parede,
Sansone et al. (2011) obteve retengdes acima de 80 % para compostos fenolicos provenientes
de extratos de plantas medicinais encapsulados por atomizacdo. Souza et al. (2017), para o
encapsulamento de fendlicos oriundos de bagagco de jabuticaba, através da liofilizagdo,
empregando pectina, maltodextrina e proteina isolada de soja, também obtiveram resultados
satisfatorios, com retencdes superiores a 90 % quando as particulas foram expostas a radiacdo
UV por 90 dias.
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CAPITULO 2

EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DE BRACTEAS DA Araucaria
angustifolia POR EXTRACAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS E ULTRASSOM

Mariane Santos Dorneles, Caciano Pelayo Zapata Norefia *

* Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA), Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento Gongalves, 9500, Prédio 43.212 Campus do Vale, CEP
91501-970 Porto Alegre, RS, Brasil

Resumo

As bracteas da Araucaria angustifolia sdo um subproduto que atualmente ndo esta sendo
aproveitado comercialmente, porém apresenta valores consideraveis de compostos fendlicos,
entre eles os taninos. Neste estudo foram propostos dois métodos de separacdo dos compostos
fenolicos presentes nas bracteas, a extracao assistida por micro-ondas nas poténcias de 700, 800
e 1000 W, em tempos de 10, 15 e 20 min; e a extracdo assistida por ultrassom com poténcias
de 250, 350 e 450 W e tempos de 10, 15 e 20 min. Os resultados obtidos indicaram que a melhor
condicdo de extracdo foi obtida através da extracdo assistida por micro-ondas a 1000 W por 20
min, com teores de 47,61 mg g (b.s) ear, 27,09 mg g (b.s) ear, 779,95mg g* (0.5) ecar, 427,28
umol gt (b.s) er, 467,79 umol g (b.s) er, para compostos fendlicos totais, taninos totais,
taninos condensados, e atividade antioxidante por ABTS e DPPH, respectivamente. Essa
condi¢do quando comparada com a extracdo exaustiva realizada, ndo apresentou diferengas
significativas quanto aos compostos fendlicos totais, taninos totais e taninos condensados,
engquanto que para atividade antioxidante por DPPH apresentou valores significativamente
maiores. A extracdo assistida por ultrassom ndo obteve resultados satisfatorios em relacdo a
extracao exaustiva e a extragdo assistida por micro-ondas, apresentando valores inferiores para

0S compostos investigados.

Palavras-Chaves: Bracteas. Araucaria angustifolia. Taninos condensados. Compostos

fenodlicos. Ultrassom. Micro-ondas.
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1 Introdugéo

A Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze é uma conifera nativa do sul do Brasil,
popularmente conhecida como “pinheiro-do-parana”, “pinheiro-brasileiro”, ou apenas
araucaria (BRDE, 2005; Souza et al., 2014). No Brasil esta presente nos estados da regido sul:
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul e algumas areas do sudeste, também sendo
encontrada no nordeste da Argentina e no leste do Paraguai (Bittencourt e Sebbenn, 2007,
Souza et al., 2014).

E uma espécie dioica, onde as estruturas reprodutivas masculinas e femininas s&o
formadas em arvores diferentes. No género feminino sdo encontradas as pinhas, que possuem
sementes comestiveis, conhecidas como pinh&o, que apresentam alto valor nutricional sendo
consumidas pela populacdo local e por diferentes espécies de animais (Guerra et al., 2002;
Santos et al., 2002; Peralta et al., 2016). Nas pinhas também sdo encontradas as bracteas, que
sdo sementes estéreis, comumente descartadas no ambiente, pois atualmente ndo possuem
nenhuma utilidade comercial, constituindo cerca de 80 % do peso da pinha (Souza et al., 2014).

Estudos reportam que tanto as cascas dos pinhdes como as bracteas possuem altos teores
de compostos fendlicos, entre eles, os taninos condensados de alta massa molecular, os quais
possuem maior atividade antioxidante do que os compostos fendlicos simples (Cordenunsi et
al., 2004; Koehnlein et al., 2012, Michelon et al., 2012; Mota et al., 2014; Souza et al., 2014).

Atualmente existe uma tendéncia no mercado pelo consumo de alimentos que, além de
satisfazerem a fome e garantirem 0s nutrientes basicos necessarios a uma dieta, promovam
outros beneficios relacionados a saude (Pordevi¢ et al., 2015; Rao et al., 2018). O interesse por
compostos bioativos principalmente aqueles com alta capacidade antioxidante aumentou nas
ultimas décadas (Liu et al., 2019), devido principalmente, ao potencial de auxilio e reducéo dos
riscos das doencas ligadas ao estresse oxidativo (Karabegovic et al., 2013).

Os compostos fendlicos sdo amplamente utilizados em diferentes industrias, incluindo
tintas, fertilizantes, explosivos, téxteis, borrachas, plasticos, alimentos, entre outras (Raza et al.,
2019). Na inddstria alimenticia 0 uso de tais compostos vem atender a exigéncia dos
consumidores na promog&o dos beneficios desejados e com isso tornou crescente a procura por
fontes que contenham compostos fendlicos para sua aplicacdo, principalmente como agentes
antimicrobianos e antioxidantes (Sahreen et al., 2010; Alcantara et al., 2019).

Os taninos condensados sdo compostos fenolicos poliméricos amplamente encontrados
em frutas, sementes, flores e cascas (Nandakumar et al., 2008; Yang et al., 2012). Estes
compostos tém recebido grande atengéo, em virtude de estarem relacionados a uma ampla gama

de potenciais beneficios para a saude (Silva et al., 2014), como atividade antioxidante, e
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propriedades antimicrobiana, antimutagénica e anticarcinogénica (Santos-Buelga e Scalbert,
2000; Zarin et al., 2016 ).

Estudos ja demonstram que as bracteas de araucaria, ricas em taninos condensados,
desempenham além da funcdo antioxidante, acdo antimutagénica e antigenotoxica contra o
peroxido de hidrogénio, assim como atividades antitumorais e pré-apoptoticas (Michelon et al.,
2012; Souza et al., 2014; Branco et al., 2015).

A fim de obter-se uma extracao eficiente de compostos bioativos provindos de matrizes
vegetais, diferentes métodos de extracdo e solventes podem ser usados (Karabegovi¢ et al.,
2014). Para as extracfes dos compostos fendlicos geralmente sdo empregados métodos que
utilizam solventes orgénicos e altas temperaturas. No entanto, métodos ndo convencionais séo
também empregados, como a extracdo assistida por micro-ondas (EAM), extracdo assistida por
ultrassom (EAU), fluidos supercriticos, entre outras (Barrales et al., 2018).

O emprego destas tecnologias ndo convencionais tem como intuito alcangar um menor
gasto energético, baixo consumo de solventes organicos, menores tempos de extracdo, e sua
aplicacdo em compostos sensiveis a temperatura (Chemat et al., 2011; Chan et al., 2014; Barba
et al., 2016). Diante disso, um método de extracdo eficaz deve maximizar a extracdo de
compostos alvo com uma degradacdo minima dos mesmos, além de ser baseado em tecnologias
chamadas limpas ou verdes (Cai et al., 2016).

Na EAM, as radiacOes eletromagnéticas das micro-ondas encontram-se na faixa de
frequéncia de 300 MHz a 300 GHz, e comumente os aparelhos domésticos e industriais operam
a 2,45 GHz (Wang e Weller, 2006; Azmir et al., 2013). Nesta tecnologia de extracdo, as micro-
ondas transferem energia para os materiais por aquecimento dielétrico. As interacGes das micro-
ondas com os componentes polares do alimento geram calor por conversdao de energia
eletromagnética em térmica, causando aquecimento rapido e uniforme nos materiais da extracéo
(Wang e Weller, 2006; Martinez-Guerra e Gude, 2014; Pimentel-Moral et al., 2018).

O ultrassom € uma onda sonora ndo detectada pela audi¢cdo humana, apresentando uma
frequéncia acima de 16 kHz (Fellows, 2000). As ondas passam por um meio criando
compressdo e expansdo, produzindo o fenbmeno da cavitagdo, que se caracteriza pela producéo,
crescimento e colapso de bolhas (Azmir et al., 2013). As propriedades fisicas e quimicas dos
materiais sdo alteradas devido a cavitacdo, que rompe as paredes celulares e com isso facilita a
liberacdo de compostos extraiveis (Dhanani et al., 2017).

Devido a estas caracteristicas, a utilizacdo das EAM e EAU para extrair taninos tem
despertado grande interesse e potencial de pesquisa, tornando-se um método bastante utilizado

em laboratorios e em escala industrial, pois além de reduzirem tempos de extracdo e uso de
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solvente tem mostrado aumento da recuperacdo de compostos bioativos quando comparado
com métodos convencionas (Naima et al., 2015; Irakli et al., 2018).

Este estudo objetivou avaliar os métodos de EAM e EAU para obtencéo de compostos
fenolicos provenientes das bracteas de Araucaria angustifolia utilizando agua como solvente,

comparando estas extra¢cbes com um método exaustivo com utilizagéo de solvente organico.

2 Materiais e métodos

O estudo foi desenvolvido nos Laboratorios de Engenharia de Processos em Alimentos
e de Desidratacdo do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (ICTA/UFRGS).

2.1 Matéria-prima

As brécteas de Araucaria angustifolia foram provenientes de uma propriedade rural do
municipio de Brochier, RS, Brasil, (Localizagdo GPS 29°34°06,0”S e 51°38°38,770), safra
2017 nos meses de maio e junho. No laboratdrio, foram realizadas as operacGes de: selecdo
manual para a retirada de injarias e materiais estranhos; lavagem em agua potavel; evaporacdo
do excesso de agua na superficie em temperatura ambiente (20 °C); moagem; e
acondicionamento em embalagens seladas de polietileno para armazenamento a -18 °C até o

momento da utilizacao.

2.2 Caracterizacao das bracteas

As brécteas foram caracterizadas quanto ao teor de umidade (AOAC, 2012, n° 984.25),
lipidios (AOAC, 2012, n° 920.39), proteinas (AOAC, 2012, n°® 960.52), fibra (AOAC, 2012, n°
991.43), cinzas (AOAC, 2012, n°® 923.03) e carboidratos (AOAC, 2012, n°® 984.25). A atividade
de agua (aw) foi avaliada pelo medidor de aw (Aqualab, 3TE-Decagon) conforme método da
AOAC (2012) n°® 978.18 e o potencial hidrogeniénico (Quimis, Q400M1) de acordo com
AOAC (2012) n°973.41.

2.3 Métodos de extragao

As bracteas foram previamente descongeladas. A seguir foram adicionadas a agua
destilada, obtendo-se uma suspensdo aquosa na proporcdo 1:20 (m/m). Esta suspensdo foi
submetida & agitacdo mecénica (lka, RW 20) durante 10 min, e resfriada até 0 °C para

posteriormente ser submetida as extragdes assistidas.
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Dois métodos de extracdo foram usados neste estudo. O primeiro método baseou-se na
extracdo assistida por micro-ondas (EAM) usando um micro-ondas (Electrolux, MEF41). Dois
fatores foram avaliados nesta extracdo: poténcia e tempo. De acordo com testes preliminares
foram determinados os niveis de cada fator, tendo a poténcia os niveis de 700, 800 e 1000 W,
e 0 tempo, os niveis de 10, 15 e 20 min. O segundo método investigado foi a extracdo assistida
por ultrassom (EAU). A suspensdo foi submetida a um sonicador de ponteira (Eco-Sonics,
QR750), utilizando-se dois fatores: poténcia, com niveis de 250, 350 e 450 W; e tempo, com
niveis de 10, 15 e 20 min. Nos dois métodos de extracdo padronizou-se a temperatura inicial a
0 °C e ao final de cada tratamento a temperatura foi mensurada. Os extratos obtidos foram
filtrados & vacuo com filtro Whatman n°® 01. Para ambos métodos de extracdo as variaveis de
resposta analisadas foram os teores de compostos fendlicos totais (CFT), taninos totais (TT),
taninos condensados (TC) e atividade antioxidante usando os métodos de ABTS e DPPH.

Para comparacdo aos métodos de EAM e EAU realizou-se uma extracdo exaustiva
conforme a metodologia proposta por Makkar (2003), onde utilizou-se uma solucgéo
acetona:agua (70:30; v/v) como solvente. Para o preparo do extrato, misturou-se 200 mg de
bracteas, juntamente com 10 mL da solucdo aquosa de acetona em um béquer, o qual foi
colocado em um banho de ultrassom (Unique, USC 1400) e submetido ao tratamento durante
20 min a temperatura ambiente (20 °C). O contetdo do béquer foi centrifugado (Sigma, 4K15)
por 10 min a 3000xg e 4 °C. Apos, o0 sobrenadante foi filtrado e mantido no gelo. O retido neste
processo foi submetido a extracdo por mais duas vezes.

Todas as extracdes e analises realizadas foram executadas em triplicata e sob o abrigo

da luz.

2.4 Analises espectrofotométricas
As andlises realizadas através da espectrofotometria tiveram as medidas de absorbancias

lidas em espectrofotdmetro UV-visivel (Thermo Scientific, Genesys S10).

2.4.1 Compostos fendlicos totais

Para a analise do teor de compostos fendlicos totais foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteu, medindo as absorbancias em comprimento de onda de 765 nm de acordo com
Singleton e Rossi (1965). Elaborou-se uma curva padrdo de 4cido tanico e os resultados foram

expressos em mg de equivalente de acido tanico (EAT) por g de bractea em base seca.
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2.4.2 Taninos totais

Os taninos totais (TT) foram analisados conforme a metodologia proposta por Makkar
(2003) que consistiu em adicionar 100 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) em um tubo de
ensaio com 1,0 mL de 4gua destilada e 1,0 mL do extrato e agitar em vortex (Quimis, Q920A2).
A reagdo foi mantida a 4 °C durante 15 min, e centrifugada a 3000xg a 4 °C, por 10 min. O
sobrenadante, contendo apenas os compostos fendlicos simples foi analisado conforme
Singleton e Rossi (1965), com leitura a 765 nm, sendo o teor de taninos totais determinado pela
diferenca do teor de compostos fendlicos totais encontrado anteriormente e o teor dos
compostos fendlicos simples encontrado no sobrenadante. A curva padréo de &cido ténico foi
utilizada para que os resultados fossem expressos em mg de equivalente de &cido tanico (EAT)

por g de bractea em base seca.

2.4.3 Taninos condensados

Os taninos condensados (TC) foram determinados pelo método descrito por Makkar
(2003), onde em um tubo de ensaio foi depositado 0,5 mL do extrato, 3 mL de uma solucdo de
butanol/HCI (95:5, v/v) e 0,1 mL da solucdo de sulfato férrico/HCI (2 g de sulfato férrico
amoniacal em 100 mL de solugéo HCI 2N).

O tubo foi tampado, agitado em vortex (Quimis, Q920A2) e aquecido em banho-maria
a 100 °C por 60 min. Apos arrefecimento, a absorbéncia foi lida a 550 nm. Um branco de cada
amostra foi preparado nas mesmas condicGes, porém sem o aquecimento. Elaborou-se uma
curva padrdo de catequina para que os teores de taninos condensados fossem expressos em

equivalente de catequina (ECAT) por g de bractea em base seca.

2.4.4 Atividade antioxidante por ABTS

O método de ABTS descrito por Re et al. (1999) foi utilizado para medir a atividade
antioxidante das amostras. O radical ABTS (2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolino-6-
sulfonico)) foi produzido através da diluicdo de uma solugdo estoque de ABTS (7 mM) com
persulfato de potassio (140 mM), sendo a mistura mantida no escuro em temperatura ambiente
(£ 20 °C) durante 16 h. A solucéo radical ABTS foi diluida com etanol (99,5 %) até atingir um
valor de absorcdo de 0,700 £+ 0,050 a 734 nm. Apos, uma aliquota de 30 pL da amostra foi
adicionada a 3 mL de solucéo de radical ABTS e depois de 6 min de reacdo a leitura foi realizada
a 734 nm. A fim de expressar os resultados como pmol de equivalentes de Trolox (&cido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) por g de bractea em base seca, foi elaborada

uma curva padréo de Trolox.
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2.4.5 Atividade antioxidante por DPPH

O método de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) descrito por Brand-Williams et al.
(1995) foi utilizado para avaliar a atividade antioxidante das amostras. O radical DPPH foi
preparado em metanol puro. Para as analises foram usados 100 pL dos extratos e 3,9 mL do
radical, e ap6s 1 h de repouso ao abrigo de luz, a reacdo foi lida a 515 nm. Uma curva padréo
de Trolox foi elaborada para que os resultados fossem expressos como pumol de equivalente de

Trolox por g de bractea em base seca.

2.5 Analise colorimétrica

Para a medida de cor, foi utilizado um colorimetro (Minolta, CR400/410) de acordo com
o sistema CIEL*a*b*, onde L* indica a luminosidade e a* e b*, s&o as coordenadas cromaticas.
Estes parametros foram necessarios para que se calcule os valores de Chroma, angulo Hue e a
diferenca total de cor (AE) em relacéo as brécteas, de acordo com as equacdes (1), (2), (3) (CIE,
2004).

Croma = (a*? + b*z)% 1)
Hue = tg™" (Z—) (2)
AE = (Lo — L)%+ (ag” — a*)?+ (bo” — b*)? ©)

Onde: a"; b™; L™: referem-se aos dados dos extratos.

ay’; by ; Ly - referem-se aos dados das bracteas.

2.6 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e as comparag0es entre as
médias dos tratamentos foram realizadas utilizando o teste de Tukey. Os calculos foram

realizados através do software estatistico SAS 9.3
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3 Resultados e discussdo

3.1 Caracterizacdo matéria prima

Na Tabela 1 ¢é apresentada a analise centesimal das bracteas ap6s moagem.

Tabela 1 — Composicao centesimal das bracteas da Araucaria angustifolia

Bracteas
aw 0,91+0,00
pH 6,80+0,03
Umidade 0,31+0,27
Cinzas 2,46+0,01
Proteinas 9,44+0,22
Lipidios 0,82+0,06
Fibras 54,03+0,47
Carboidratos 33,25+0,05

Valores de concentragdo expressos em g 100 g* em

base seca.

As brécteas caracterizam-se pela predominancia de fibras (54,03 g 100 g), sequida de
carboidratos (33,25 g 100 g1), e baixo teor de lipidios (0,82 g 100 g). Até o momento a

literatura ndo reporta a caracterizacdo centesimal de bracteas.

3.2 Extracéo assistida por micro-ondas

Os teores de CFT, TT e TC obtidos na EAM e extracdo exaustiva (EE) estdo
apresentados na Figura 1. Na poténcia de 1000 W por 20 min (T9) o teor de CFT obtido foi de
47,61 mg g (b.s) ear, sendo significativamente maior (p < 0,05) que nos demais tratamentos
por EAM, atingindo no final da extracdo a temperatura aproximada de 95 °C.

Pifieiro et al. (2017) avaliaram os efeitos da EAM, na recuperagéo de estilbenos, em
subprodutos da producédo de vinho, atingindo resultados satisfatérios em condigdes de 750 W
de poténcia em 5 min de exposi¢do, com etanol (80 %) como solvente. Os autores concluiram

que o tempo empregado com a EAM foi 10 % do tempo total usados pela extragcdo com etanol
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a 75 °C em ultrassom e pela extracdo com acetona em temperatura ambiente durante toda a

noite, sem diferencga significativa dos teores dos compostos entre as técnicas analisadas.
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Figura 1 — Teores de compostos fendlicos totais (CFT) (A), taninos totais (TT) (B), taninos
condensados (TC) (C), dos extratos de bracteas de Araucaria angustifolia obtidos por extracdo

assistida por micro-ondas e extracdo exaustiva. (T1: 700 W, 10 min; T2: 700 W, 15 min; T3: 700 W, 20
min; T4: 800 W, 10 min; T5: 800 W, 15 min; T6: 800 W, 20 min; T7: 1000 W, 10 min; T8: 1000 W, 15 min; T9:
1000 W, 20 min; EE: extragdo exaustiva). Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).

No presente estudo as bracteas de araucaria foram extraidas usando apenas agua
destilada como solvente na EAM, e em comparagdo com a extracdo exaustiva empregada
utilizando-se acetona, o tratamento T9 (1000 W; 20 min), apresentou um rendimento sem
diferengas significativas em relagdo aos teores de CFT, mas com uma reducdo de 83 % no
tempo de extragdo. A polaridade do solvente € um fator importante para a EAM. Em razéo
disso, a utilizacdo de 4gua como solvente afeta positivamente a solubilidade dos compostos
fendlicos na solugdo (Bouras et al., 2015). A constante dielétrica da &4gua é superior a de

solventes como etanol e metanol e isso implica um fator de dissipa¢do menor, e como resultado



46

0 sistema absorve mais energia do que pode dissipar, sendo que esta absor¢ao proporciona o
aumento da temperatura dentro da amostra, levando a ruptura das células da matriz (Bouras et
al., 2015; Veggi et al., 2013).

Os resultados indicaram gue com a maior poténcia e o maior tempo utilizados (Figura
1A), foi proporcionada a melhor condicdo de extragdo dos compostos fendlicos para EAM.
Além disso para as poténcias menores, percebe-se que quanto maior o tempo de exposicdo
maior € a extracdo de fendlicos. Este fato era esperado, pois a poténcia das micro-ondas € uma
das principais varidveis que afetam a liberacdo de compostos fendlicos das mais diversas
matrizes, pois provocam a ruptura da parede celular, e também tem a capacidade de modificar
as condic@es de equilibrio e transferéncia de massa durante o processo (Dahmoune et al., 2015).
Além disso, a poténcia quando aumentada, induz a uma temperatura mais alta, ocasionando
uma extracdo mais eficaz dos compostos fendlicos (M’Hiri et al., 2015). Porém, o bindmio
tempo-poténcia que determina a temperatura final atingida ou controlada define o sucesso da
extragéo.

Galan et al. (2017) no estudo da extracdo de CFT proveniente de folhas secas de
espinheiro do mar (Hippophae rhamnoides L.), compararam a EAM com a extracdo
convencional com aquecimento. Neste estudo, 0s pesquisadores aplicaram as mesmas variaveis
nas extracdes, incluindo taxas de aquecimento e solventes organicos, diferindo apenas a fonte
de aquecimento. Como resultado obtiveram um incremento de 8 % nos teores de CFT com a
utilizacdo da EAM sugerindo que este efeito deve-se ao aquecimento proporcionado pela acao
das micro-ondas.

Os dados apresentados na Figura 1B referem-se aos teores de TT presentes nos
diferentes tratamentos. Observa-se que as maiores extracdes na EAM foram obtidas nos
tratamentos T9 (1000 W; 20 min), T8 (1000 W; 15min), T6 (800 W; 20 min) e T3 (700 W; 20
min), ndo havendo diferencas significativas entre eles (p < 0,05).

Para os TC (Figura 1C), 0 T9 (1000 W; 20 min) foi o tratamento por EAM cujo teor foi
significativamente maior que os demais, assim como verificado para CFT, ndo havendo
diferencas significativas com a extragdo exaustiva empregada.

Dahmoune et al. (2015) mencionam que quanto maiores as poténcias e tempos de
exposicao as micro-ondas, maiores sdo as temperaturas de extragdo, aumentando dessa forma a
solubilidade e difusividade dos compostos fenolicos e diminuindo a viscosidade do solvente de
extracdo, resultando em uma maior liberacdo e dissolugdo dos compostos de interesse.

A temperatura neste estudo ndo foi caracterizada como um fator a ser estudado nas

extracOes, devido a dificuldade de controle deste parametro durante a extragcdo. No entanto, a
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temperatura foi monitorada no tempo inicial (To = 0 °C) e tempo final (com T que variou de
74 a2 95 °C entre todos os tratamentos por EAM). Sabe-se que no final da extragéo do tratamento
T9 obteve-se a temperatura mais elevada. Por conseguinte, acredita-se que este fator possa ter
sido fundamental para os resultados satisfatdrios obtidos nesta condicao de extracdo. Todavia,
maiores tempos de exposicdo e poténcia, poderiam conduzir a degradacdo de estruturas
quimicas termolabeis dos compostos fenolicos, devido & exposicdo com temperaturas mais
elevadas. Desta forma, é preciso que se atinja um equilibrio entre o tempo de exposicéo, a
poténcia e a temperatura alcancada com a extracdo, visando bons rendimentos de extracdo sem
a degradacdo dos compostos (Pimentel-Moral et al., 2018).

Hemwimon et al. (2007) também relatam que o0 aumento da recuperacdo de compostos
pela acdo das micro-ondas pode ser atribuido ao efeito de aquecimento, pois o solvente aquece
guando suas moléculas polares tentam alinhar-se com rapidez suficiente ao campo elétrico de
alta frequéncia do micro-ondas, fazendo com que essas moléculas dissipem energia absorvida
na forma de calor, e com isso aumentam a solubilidade e difusividade dos compostos.

Rhazi et al. (2015) utilizaram cascas de Acacia molissima para EAM de taninos
condensados e hidrolisados com metanol a 20 % e metanol a 80 % como solventes, encontrando
maiores rendimentos com a diminui¢do do uso do solvente orgénico.

Na Figura 2 séo apresentados os dados obtidos pela EAM e extracdo exaustiva para a
atividade antioxidante pelos métodos de ABTS e DPPH.

Para o ensaio de eliminacéo de radicais de ABTS, é gerado um cromé6foro ABTS®" (azul
esverdeado) através da reacdo de ABTS com persulfato de potéssio (Zarin et al., 2016),
monitorando-se a reducdo do radical, que ocorre pela adicdo de antioxidantes ao meio
(Koehnlein et al., 2012). Na atividade antioxidante por ABTS (Figura 2A), entre o0s tratamentos
referentes a EAM, o T9 apresentou valor significativamente maior que os demais, no entanto,
para esta analise a extracdo exaustiva apresentou resultado superior (p < 0,05) em relacdo a
EAM.

Os compostos fendlicos possuem a capacidade de doacdo de elétrons, que podem ser
avaliadas, por exemplo, pelo clareamento da solugdo de cor roxa produzida pelo radical DPPH,
pois o grau de mudanga de cor é proporcional a concentracdo dos antioxidantes adicionados ao
radical (Zarin et al., 2016). O DPPH ¢é um dos radicais sintéticos mais utilizados para avaliacéo
da atividade antioxidante de compostos bioativos. E mais estavel do que radicais hidroxil e
superoxido, e ndo é afetado por reagdes colaterais como quelagdo de ions metalicos e inibicéo
enzimatica (Koehnlein et al., 2012). Para o0 método de DPPH (Figura 2B) ndo houveram
diferengas significativas entre os tratamentos T9 (1000 W; 20 min), T8 (1000 W; 15 min) e T2
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(700W; 15 min), sendo estes maiores (p < 0,05) que os demais, inclusive em relacdo ao
resultado obtido para a extracdo exaustiva.

Em geral, a alta atividade antioxidante de um extrato vegetal é atribuida aos teores de
compostos fendlicos encontrados no mesmo (Saeed et al., 2012; Pilerood e Prakash, 2014;
Souzaetal., 2014).
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Figura 2 — Atividade antioxidante por ABTS (A) e por DPPH (B), dos extratos de bracteas de

Araucaria angustifolia obtidos na extracao assistida por micro-ondas e extracdo exaustiva. (T1:
700 W, 10 min; T2: 700 W, 15 min; T3: 700 W, 20 min; T4: 800 W, 10 min; T5: 800 W, 15 min; T6: 800 W, 20
min; T7: 1000 W, 10 min; T8: 1000 W, 15 min; T9: 1000 W, 20 min; EE: extracdo exaustiva). Letras diferentes

indicam diferencas significativas (p < 0,05).

Diferentes estudos avaliaram o efeito da temperatura sobre a atividade antioxidante nas
cascas de pinhdes durante a cocc¢do das sementes em agua quente. Sant’ Anna et al. (2016), por
exemplo, avaliaram os teores de compostos fenolicos que migraram da casca para o pinhao
(parte comestivel) apds o cozimento, concluindo que a coc¢do afetou positivamente a extracao
e ndo houve degradacdo dos compostos com capacidade de redugéo do radical ABTS, mesmo
sob altas temperaturas, uma vez que o cozimento foi realizado em autoclave a 121 °C por 15
min. De Freitas et al. (2018) avaliaram a atividade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP) da 4gua
de cozimento de pinhdes, obtendo altos valores nesta 4gua devido a migracdo de compostos
antioxidantes da casca para agua. Souza et al. (2014), realizaram a extracdo de bracteas com a
utilizacdo de agua destilada como solvente sob refluxo a 100 °C por 15 min e relataram
importante atividade sequestradora de radicais livres medida pelo método de DPPH, indicando
gue o extrato é capaz de eliminar o anion superoxido e o perdxido de hidrogénio, duas espécies
reativas do oxigénio que podem danificar células. O estudo reportou valores para CFT de 1586

mg 100 g7 eac.
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Com os resultados apresentados neste estudo verifica-se que a EAM teve éxito na
recuperacdo de compostos fenolicos, taninos e atividade antioxidante. A eficiéncia da EAM
pode ser influenciada por diversos fatores, entre eles a poténcia de operacdo, tempo de
exposicao, tipo de solvente, relacdo materia-prima/solvente, tamanho de particula da amostra,
ciclos de extracdo, entre outros (Hayat et al., 2009). Por conseguinte, diferentes combinacoes
entre estes fatores podem servir de novos estudos de otimizacdo da extragdo de compostos das
bracteas de araucéria.

Como vantagens da EAM, podem ser citadas o tempo de extracdo que comparado com
outros processos € notavelmente mais curto, e a menor quantidade de solventes organico se for
comparado, por exemplo, a extragdo convencional sélido-liquido (Pan et al., 2008; Hayat et al.,
2009; Pifieiro et al., 2017; Hoyos-Martinez et al., 2019).

A Tabela 2 apresenta os parametros colorimétricos dos extratos obtidos pela EAM das

bréacteas de araucaria.

Tabela 2 — Parametros colorimétricos dos extratos de bracteas de Araucaria angustifolia

obtidos por extracao assistida por micro-ondas.

L* a* b* Hue (°) Chroma AE
T1 59,170,012 4,50+0,01" 23,10+0,01" 78,97+0,01° 23,53+0,01" 32,05+0,012
T2 57,30+0,04°¢ 5,58+0,029 27,92+0,01° 78,70+0,01° 28,47+0,019 31,26+0,04°
T3 53,21+0,01° 9,98+0,02¢ 30,56+0,01° 71,91+0,01° 32,15+0,01°¢ 28,22+0,01¢
T4 58,78+0,01° 4,51+0,02" 25,12+0,029 79,83+0,018 25,52+0,02" 32,07+0,018
T5 55,00+0,01¢ 7,40+0,02f 29,61+0,024 75,96+0,01¢ 30,52+0,02 29,54+0,01¢
T6 51,03+0,01" 11,70+0,06° 31,14+0,022 69,31+0,01" 33,28+0,01° 26,64+0,019
T7 54,44+0,01° 8,36+0,03¢ 30,28+0,02°¢ 74,56+0,01° 31,41+0,01¢ 29,24+0,02¢
T8 52,09+0,019 10,60+0,01¢ 31,10+0,012 71,16+0,019 32,86+0,01° 27,49+0,01°
T9 47,62+0,01 14,50+0,022 27,62+0,02 62,28+0,01" 31,20+0,01°¢ 22,40+0,02"

Letras diferentes dentro da mesma coluna indicam diferengas significativas (p < 0,05). (T1: 700W, 10 min; T2:
700 W, 15 min; T3: 700 W, 20 min; T4: 800 W, 10 min; T5: 800 W, 15 min; T6: 800 W, 20 min; T7: 1000 W, 10
min; T8: 1000 W, 15 min; T9: 1000 W, 20 min).

A luminosidade, representada por L* (valores de O (preto) a 100 (branco)), indica valores
significativamente diferentes em todos os tratamentos. Quanto menor a poténcia e o tempo,
maiores sdo os valores de L*, ou seja, extratos mais claros. Os extratos mais escuros podem
estar relacionados a um teor maior de compostos extraidos, visto que na poténcia mais alta e

nos maiores tempos os teores de CFT foram mais elevados. Estes resultados corroboram com
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aqueles encontrados por Figueiredo-Gonzélez et al. (2013) que analisaram a relacdo deste
pardmetro com o teor de compostos fenolicos totais em vinhos tintos, concluindo que menores
valores de L" indicaram maiores teores de fendlicos.

Do mesmo modo Montes et al. (2005) correlacionaram os valores de antocianinas
extraidas de jabuticabas com o valor obtido de L, indicando que valores elevados deste
parametro estéo relacionados com baixos rendimentos dos compostos de interesse.

Para os parametros de a* (vermelho a verde) e b* (amarelo ao azul), com valores de -
60 a +60, todos os tratamentos apresentaram valores positivos, tanto para a* quanto para b*,
indicando o espectro do vermelho ao amarelo referente ao primeiro quadrante do circulo
cromatico.

Com referéncia ao angulo Hue, que expressa a tonalidade, todas as amostras obtidas
com os diferentes tratamentos apresentaram valores de 62 a 79°, confirmando-se que as cores
se situam no primeiro quadrante (0 a 90°) do circulo cromético, predominando desta forma uma
tonalidade mais proxima ao amarelo referente ao eixo do parametro b*.

Para a saturacdo da cor, indicada pelo Chroma, os tratamentos obtidos, indicaram que
as amostras que apresentaram maior saturacdo sdo provenientes de maiores tempos de
exposicdo ou das poténcias mais elevadas. Yang e Zhai (2010) evidenciam em seu estudo que
altos valores de Chroma podem ser relacionados aos maiores teores de antocianinas recuperadas
no milho roxo por EAM.

A diferenca de cor (AE) entre os tratamentos realizados por EAM em relacao as bracteas
mostraram que a poténcia de 1000 W com tempo de 20 min (T9) apresentou a menor diferenca
de cor, sendo este tratamento significativamente diferente dos demais. No entanto, valores
acimas de 3,0 indicam que as diferencgas existentes entre a amostra e o extrato sdo bastante
perceptiveis ao olho humano (Cserhalmi et al., 2006), assim sendo, nenhum extrato obtido com
0s tratamentos propostos por EAM possuem cor similar as bracteas.

Valores de AE menores que 3,0 sdo esperados quando se deseja a manutencdo da cor
inicial, neste caso a cor das bracteas. No entanto, apesar da diferenca de cor encontrado com o
T9 ser superior a 3,0, 0 extrato obtido apresentou uma coloragdo escura, o que pode ser Gtil para

aplicacdes em formulacdes alimenticias.

3.3 Extracéao assistida por ultrassom
Os teores de CFT, TT e TC obtidos na EAU, podem ser visualizados na Figura 3, onde
encontram-se também os teores de compostos para a extragdo exaustiva (EE) utilizada. Os

resultados indicam que na EAU o tratamento T9 (maior poténcia 450 W e tempo de exposicao
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20 min), apesar de exibir maiores teores em todas as analises, apresentou diferencas
significativas apenas em relacéo ao tratamento T5 para CFT (Figura 3A) e TT (Figura 3B), e
aos tratamentos T2, T5 e T7 para TC (Figura 3C).
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Figura 3 — Teor de compostos fendlicos totais (CFT) (A), taninos totais (TT) (B), taninos
condensados (TC) (C), dos extratos de bracteas de Araucaria angustifolia obtidos na extracdo

assistida por ultrassom e extrag@o exaustiva. (T1: 250W, 10 min; T2: 250 W, 15 min; T3: 250 W, 20 min;
T4: 350 W, 10 min; T5: 350 W, 15 min; T6: 350 W, 20 min; T7: 450 W, 10 min; T8: 450 W, 15 min; T9: 450 W,

20 min; EE: extragdo exaustiva). Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).

Com o objetivo de analisar a efetividade da extracdo por ultrassom e micro-ondas,
estabeleceu-se as mesmas condicOes iniciais de temperatura, para isso previamente foi realizado
o resfriamento da suspensdo aquosa das brécteas a 0 °C antes da exposi¢édo a poténcia e tempo
de estudo. Essa adequacdao teve como proposito permitir que a amostra quando exposta as ondas
ndo atingissem altas temperaturas em um curto espaco de tempo, que podem levar a degradacéo
dos compostos bioativos.

Todavia, durante as extracGes ndo foi controlada a temperatura, apenas monitorada no

inicio e término dos processos extrativos, constatando-se que ao final de todos os tratamentos
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da EAU as temperaturas ndo ultrapassaram 25 °C, sendo este o maior diferencial observado em
relacdo a EAM. Dessa forma, foi verificado que as taxas de aquecimento pelas micro-ondas
foram maiores do que no ultrassom, sendo que o efeito da temperatura resultante da acdo das
ondas sdo muito importantes, pois com altas temperaturas a solubilidade e as taxas de
transferéncia de calor e massa se elevam, da mesma forma que a viscosidade do solvente
diminui.

A Figura 4 apresenta os resultados da atividade antioxidante de todos os tratamentos da
EAU e EE. Na avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos de ABTS e DPPH os
melhores resultados da EAU equivalem apenas a aproximadamente 23 % (T7) e 22 % (T9) do
rendimento proporcionado pela melhor condicdo de extracdo por EAM, respectivamente.

No processo de EAU, dois fatores desempenham funcdes principais, o efeito de
cavitacdo e o efeito térmico. Bonfigli et al. (2017) ressaltam que a variacdo dos rendimentos na
EAU esté relacionada com a associacao destes fatores. O efeito de cavitacdo funciona através
da implosao de bolhas e o efeito térmico pelo inchamento e soltura da estrutura da célula, o que
aumenta a solubilidade e a difusividade do soluto, facilitando a extracdo, obtendo-se assim
incrementos nas recuperacdes de compostos e por consequéncia maiores atividades
antioxidantes (M’hiri et al., 2015; Poodi et al., 2018).

Cai et al. (2016), relacionaram a temperatura como o fator de maior significancia para
a extracdo de compostos bioativos de batata doce roxa pela EAU, seguido pela concentracédo
do solvente e poténcia, enquanto o tempo ndo teve influéncia nos resultados.

Com base nos resultados encontrados nas analises de CFT, TT, TC e atividade
antioxidante por ABTS e DPPH, percebe-se que todos os valores obtidos para a EAU foram
significativamente menores quando comparados com a EE empregada e consequentemente aos
resultados apresentados anteriormente para a EAM. Assim constata-se que apenas o efeito da
cavitacdo pode nao ser suficiente para a eficacia da extracdo na matriz em estudo. Martinez-
Guerra e Gude (2014) relatam que tanto a EAM quanto a EAU produzem resultados superiores
comparados a métodos convencionais, principalmente pelos efeitos térmicos induzidos por
estas técnicas, porém, as micro-ondas especificamente, fornecem um aquecimento mais rapido,
enquanto o ultrassom néo induz altas temperaturas.

Ghitescu et al. (2015) otimizaram a EAU de compostos fendlicos de casca de uma
conifera da familia pinaceae. Os pesquisadores utilizaram no estudo temperaturas que variaram
de 40 a 60 °C, obtendo maiores rendimentos de extracdo a 54 °C. Os melhores rendimentos

obtidos a uma temperatura mais alta é justificado pelos autores, pelo aumento da difusividade
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do solvente e do nimero de bolhas de cavitacdo formadas e com isso 0 aumento da solubilidade
dos compostos fendlicos.

Tendo em vista estas consideracfes podemos concluir que o fato de ter diminuido a
temperatura da suspensao, antes da extracao, para 0 °C ndo é recomendavel paraa EAU. Devido
a isso, a temperatura inicial da solugéo se constitui como um fator a mais a ser considerado em
estudos futuros para a extragdo por ultrassom, devido as taxas de aquecimento para este método
serem menores do que as proporcionadas pelas micro-ondas no presente estudo.

Apesar da importancia da temperatura no processo extrativo, este fator deve sempre ser
utilizado com ponderacéo, pois altas temperaturas promovem a reagdo oxidativa de compostos
fendlicos resultando em degradacdes dos mesmos (Pingret et al., 2013; Bonfigli et al., 2017).
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Figura 4 — Atividade antioxidante por ABTS (A) e DPPH (B) dos extratos de bracteas de

Araucaria angustifolia obtidos na extragdo assistida por ultrassom e extracdo exaustiva. (T1:
250W, 10 min; T2: 250 W, 15 min; T3: 250 W, 20 min; T4: 350 W, 10 min; T5: 350 W, 15 min; T6: 350 W, 20
min; T7: 450 W, 10 min; T8: 450 W, 15 min; T9: 450 W, 20 min; EE: extracdo exaustiva). Letras diferentes

indicam diferencas significativas (p < 0,05).

A Tabela 3 apresenta os parametros colorimétricos dos extratos obtidos pelo método de
EAU das brécteas de araucéria. Para a luminosidade (L*) indicou valores entre 61,8 e 65,3 0
que indica que os extratos obtidos sdo claros, se diferenciando dos extratos provenientes da
EAM que obtiveram valores entre 47,6 e 59,2.

Nour et al. (2015) avaliaram as extracdes de antocianinas de mirtilo, e relacionaram
valores mais altos de L* com o menor contetdo de antocianinas nos extratos. Assim sendo, 0s
valores encontrados para L* podem estar relacionados com o baixo rendimento de extragéo dos

compostos fenolicos pela EAU.
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Os valores positivos encontrados para 0s parametros a* e b* indicam que os tratamentos
estédo dentro do espectro do vermelho ao amarelo.

O angulo Hue, que representa a tonalidade, encontra-se no primeiro quadrante para
todos os extratos provenientes da EAU. Analisando os angulos, 84,13° a 88,19°, pode-se dizer
que a tonalidade encontra-se bem prdxima ao eixo que indica o amarelo.

Quanto a saturacdo, ndo foi possivel obter uma relacdo com o rendimento de extragdo
dos compostos e os fatores poténcia e tempo, visto que os valores de Chroma ndo mantiveram
uma tendéncia como apresentada por Montes et al. (2005), que relacionou o maior rendimento
dos compostos com maiores valores de Chroma. Contudo, analisando-se os valores encontrados
nota-se que 0s extratos possuem baixa saturacdo quando comparamos com 0s tratamentos

realizados na EAM mostrados na Tabela 2.

Tabela 3 — Pardmetros colorimétricos dos extratos de brécteas de Araucaria angustifolia
obtidos por extracao assistida por ultrassom

L* a* b* Hue (°) Chroma AE
T1 63,98+0,01" 1,03+0,03¢ 14,81+0,01° 86,01+0,01¢ 14,85+0,01° 37,16+0,01°
T2 64,62+0,01° 0,65+0,03¢ 12,42+0,01¢ 86,99+0,01¢ 12,44+0,01¢ 38,15+0,01°
T3 65,35+0,012 0,32+0,01¢ 10,00+0,01" 88,19+0,012 10,01+0,01! 39,34+0,012
T4 61,80+0,01" 1,94+0,022 18,78+0,022 84,10+0,01¢ 18,88+0,012 34,73+0,01
T5 65,03+0,01°¢ 0,47+0,01 11,17+0,049 87,61+0,01° 11,18+0,049 38,79+0,01°
T6 61,92+0,01" 1,88+0,02° 18,27+0,02° 84,13+0,01° 18,36+0,01° 34,84+0,01"
T7 65,08+0,01° 0,35+0,01¢ 11,07+0,01¢ 88,19+0,012 11,08+0,01" 38,87+0,01°
T8 64,72+0,01¢ 0,60+0,01¢ 11,78+0,01f 87,08+0,01° 11,79+0,01f 38,35+0,01¢
T9 63,80+0,019 0,91+0,01¢ 13,95+0,03¢ 86,28+0,01¢ 13,98+0,014 37,11+0,01

Letras diferentes dentro da mesma coluna indicam diferencas significativas (p < 0,05). (T1: 250W, 10 min; T2:
250 W, 15 min; T3: 250 W, 20 min; T4: 350 W, 10 min; T5: 350 W, 15 min; T6: 350 W, 20 min; T7: 450 W, 10
min; T8: 450 W, 15 min; T9: 450 W, 20 min).

O AE, que indica a diferenca total de cor entre extratos e bracteas para todos 0s
tratamentos, apontou que nenhum extrato possui semelhanca de cor com as bracteas, pois todos
os valores foram superiores a 3,0, que de acordo com Cserhalmi et al. (2006) indica que existem

diferengas de cor visualmente.
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3.4 Comparativo entre a melhor condicéo extrativa obtida e a extragéo exaustiva

A melhor condicéo de extracdo das bréacteas de Araucaria angustifolia pelos métodos
propostos de EAM e EAU no presente estudo, foi obtida pelo método de EAM com o tratamento
T9, na poténcia de 1000 W com o tempo de 20 min, apresentando para CFT, TT, TC, atividade
antioxidante por ABTS e DPPH teores de 47,61+0,21 mg g (b.s) eaT, 27,09£0,45 mg g (b.s)
eaT, 779,95+3,47 mg g (b.S) ecat, 427,28+1,72 umol g (b.s) er, 467,79+4,90 pmol g? (b.s)
ET, respectivamente.

Os resultados apresentados para a melhor condicdo de extracdo (T9; EAM) quando
comparados aos dados obtidos na extracdo exaustiva, ndo apresentaram diferencas
significativas aos teores de CFT, TT, TC. Para a atividade antioxidante por DPPH o extrato
exaustivo apresentou valores superiores (p < 0,05), enquanto que para 0 método ABTS o T9
obteve teores significativamente maiores.

Os taninos condensados e hidrolisaveis, apresentam-se como antioxidantes efetivos com
maior atividade que os fendis simples (Hagerman et al., 1998). Anéis fendlicos presentes em
suas estruturas conferem aos taninos a capacidade de atuar como captadores de radicais livres
(Hoyos-Martinez et al., 2019). Estas caracteristicas podem estar relacionadas com os resultados
satisfatorios encontrados, pois valores significativamente maiores para DPPH podem ter
relacgdo com os compostos que foram extraidos por EAM possuirem maior atividade
antioxidante em comparagdo a exaustiva.

A EAM utilizando agua destilada como solvente foi efetiva na extracdo de compostos
das bracteas de Araucaria angustifolia, sendo uma alternativa vantajosa em relacdo a extracdo
exaustiva, pois esta exige o uso de solventes organicos e requer um tempo maior de execugéo,
exigindo que o processo seja executado em trés etapas até a total exaustdo dos compostos, tendo
como duracdo aproximadamente 2 h.

Resultados similares foram descritos no estudo desenvolvido por Chupin et al. (2015),
que obtiveram quantidades de taninos condensados, agucares e flavonoides, 3,5, 9,6 € 1,8 vezes
maiores, respectivamente, para a EAM por 3 min em comparagdo a uma extracdo em agua
guente por 2 h. Bouras et al. (2015), também obtiveram resultados satisfatérios com o emprego
de EAM, pois este método mostrou ser eficiente na extracdo de compostos que possuem
capacidades antioxidantes em comparagdo ao metodo convencional empregado, apresentando,
por exemplo, aumento no contetdo de catequinas e epicatequina, nos extratos provenientes de
cascas de carvalho-vermelho.

Para a recuperagdo de teores de compostos fenolicos totais, taninos totais e atividade

antioxidante de cascas de Pinus radiata, Aspé e Fernandez (2011), também obtiveram melhores
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resultados para EAM quando avaliaram quatro diferentes técnicas de extracdo (maceracao
convencional, extracdo Soxhlet, EAU, EAM). Naima et al. (2015), também relataram maiores
rendimentos de compostos fendlicos totais e taninos condensados e hidrolisaveis de casca de
Acacia molissima pela técnica de EAM em comparacao a técnica de maceracéo a temperatura

ambiente.

4 Concluséo

Os resultados obtidos no presente estudo indicaram que as bracteas de Araucaria
angustifolia apresentam quantidades consideraveis de compostos fendlicos, em destaque para
o0s taninos condensados, compostos estes com alta atividade antioxidante. Os valores obtidos
demonstram que estes compostos bioativos podem ser recuperados utilizando-se a extracdo
assistida por micro-ondas empregando agua destilada como solvente, diminuindo
consideravelmente o tempo de extracdo e a substituicdo de solventes orgéanicos. No caso da
extracdo assistida por ultrassom, ndo foram encontrados resultados satisfatorios, possivelmente
devido a temperatura inicial da extracdo ter sido ajustada a 0 °C, indicando-se que para a EAU,
a temperatura inicial € uma variavel importante no processo.

A melhor condicdo de extragdo foi conseguida com EAM, com o tratamento de 1000 W
de poténcia e tempo de 20 min, com teores de 47,61 mg g* (b.s) eat, 27,09 mg g (b.S) eaT,
779,95 mg g (b.S) ecat, 427,28 pmol g (b.s) er, 467,79 pumol g? (b.s) et para compostos
fenolicos totais, taninos totais, taninos condensados, e atividade antioxidante por ABTS e
DPPH, respectivamente. Os resultados obtidos quando comparados com a extracdo exaustiva

mostraram-se satisfatérios e com reducdo do tempo extrativo de 83 %.
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CAPITULO 3

ENCAPSULAMENTO DO EXTRATO OBTIDO POR EXTRACAO ASSISTIDA POR
MICRO-ONDAS DAS BRACTEAS DA Araucaria angustifolia

Mariane Santos Dorneles, Caciano Pelayo Zapata Norefia *

* Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA), Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento Gongalves, 9500, Prédio 43.212 Campus do Vale, CEP
91501-970 Porto Alegre, RS, Brasil

Resumo

O extrato de bracteas de Araucaria angustifolia obtidos por extracdo assistida por micro-ondas
a 1000 W de poténcia e 20 min de tempo de exposi¢do foi encapsulado por atomizacdo e
liofilizacdo a partir de duas dispersdes de pectina/coldgeno hidrolisado e polidextrose/goma
guar parcialmente hidrolisada, adicionadas ao extrato nas propor¢ées de 0,25:0,75:9 € 0,5:0,5:9
(m/m/m), respectivamente. Os p6s obtidos foram avaliados quanto aos teores de compostos
fendlicos totais, taninos totais, taninos condensados, atividade antioxidante por ABTS e DPPH,
parametros colorimétricos, umidade, atividade de &gua (aw), solubilidade, higroscopicidade,
analises térmicas, microestrutura dos pos, espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) e a estabilidade de armazenamento. Os p6s encapsulados com a mistura de
polidextrose e goma guar parcialmente hidrolisada, por atomizacao e liofilizacdo, apresentaram
as maiores retengdes para compostos fendélicos totais e solubilidade com 80,57 e 89,94 %, e
98,00 e 97,69 %, respectivamente. As particulas atomizadas apresentaram formas mais
esféricas, enquanto as liofilizadas exibiram formas irregulares. Os resultados obtidos por FTIR,
indicaram que o encapsulamento aconteceu em todos as amostras por interacdes fisicas,
enquanto a analise termogravimétrica mostrou que na segunda fase de aquecimento os pos
constituidos de PEC-CH apresentaram uma maior estabilidade térmica. A avaliagdo do
armazenamento em condicOes aceleradas (temperaturas de 35 e 55 °C com 75 e 90 % de
umidade relativa durante 35 dias) indicou que nos pds ndo ocorreram perdas de compostos
fenolicos e taninos totais durante a estocagem, havendo, em algumas condi¢Ges o aumento
destes teores em relacdo a concentracdo inicial, sendo os pos encapsulados com pectina e
colageno hidrolisado os que exibiram maiores aumentos com 70,7 e 101,9 % para compostos
fenolicos totais e 81,0 e 116,0 % para taninos totais, atomizados e liofilizados, respectivamente.

Palavras-chave: Bracteas de Araucaria angustifolia. Encapsulamento. Taninos condensados.
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1 Introdugéo

Araucaria angustifolia é uma conifera nativa que ocorre no sul e sudeste do Brasil, no
nordeste da Argentina e no leste do Paraguai (Bittencourt, 2007; Souza et al., 2014). A
exploracdo de sua madeira, assim como suas sementes comestiveis, os pinhdes, tornou-a uma
espécie atrativa e simbolica do sul do Brasil (Bittencourt, 2007), porém ameagada de exting&o,
sendo que atualmente é protegida pela resolugdo n° 278 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente — CONAMA (2001), que suspende o seu corte em areas nativas, limitando a
exploracdo da espécie (Silva et al., 2009).

Muitos subprodutos agricolas e agroindustriais sdo reconhecidamente fonte de
nutrientes e de compostos bioativos, porém os mesmos ndo sdo adequadamente empregados.
Isto ocorre com as cascas dos pinhdes e bracteas (sementes estéreis) da araucéria, sendo este
ultimo também considerado um subproduto da producéo de pinhdes. Estudos demonstram que
estes subprodutos sdo fontes consideraveis de compostos fendélicos (Koehnlein et al., 2012;
Michelon et al., 2012; Souza et al., 2014), no entanto, as cascas dos pinhdes, que acabam sendo
retiradas apds o cozimento das sementes, e as bracteas, que ndo possuem nenhuma utilidade
comercial, sdo descartadas no ambiente, sem reaproveitamento (Brasil et al., 2006; Souza et al.,
2014).

O principal grupo dos compostos fendlicos presentes nas cascas e bracteas da araucéaria
sdo os taninos, principalmente os condensados de alta massa molecular, compostos estes que
possuem maior atividade antioxidante que os compostos fenolicos simples (Cordenunsi et al.,
2004; Koehnlein et al., 2012). Os taninos estdo presentes em uma ampla gama de plantas, e
podem ser classificados em taninos condensados, que sdo polimeros de monémeros de flavan-
3-ols, e os taninos hidrolisados, que sdo ésteres de glicose de acidos galico e acido elagico (Reid
etal., 2013).

Diferentes estudos relatam os efeitos benéficos a salde através da ingestdo de
compostos fendlicos, relacionando-os com a prevencdo de doencas degenerativas cronicas,
associadas ao estresse oxidativo, bem como diferentes tipos de cancer (Anantharaju et al.,
2016). Estes efeitos tém sido atribuidos ao alto potencial antioxidante que estes compostos
possuem, uma vez que podem proteger os constituintes celulares do estresse oxidativo
produzido pelos radicais livres (Rossi et al., 2018).

Em consequéncia disso, os compostos fenolicos podem ter utilidades nas mais diferentes
areas, como industrias farmacéuticas, cosmeticas e alimenticias. Mas a aplicacdo destes
compostos sofre limitacbes, pois, em geral, apresentam baixa solubilidade em &gua e séo

instaveis em condicGes ambientais, como a exposicao a luz, oxigénio, temperaturas elevadas e
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atividades enzimaéticas (Paini et al., 2015), dificultando a separacdo e aplicacdo de tais
compostos.

Em funcdo destas caracteristicas, o desenvolvimento de técnicas ndo-convencionais
como a extracao assistida por micro-ondas (EAM), tém interessado as industrias alimenticias,
pois além de proporcionar reducdo no gasto energético em relagdo a métodos que utilizam
fontes de aquecimentos por longos periodos, esta técnica pode aumentar o rendimento na
extracdo dos compostos de interesse e diminuir 0 uso de solventes organicos (Chemat et al.,
2011; Chan et al., 2014; Barba et al., 2016).

Por outro lado, o encapsulamento surge como uma alternativa de se fazer uso dos
compostos bioativos extraidos, garantindo maior estabilidade na sua aplicagdo. O
encapsulamento consiste no revestimento de particulas, utilizando materiais de parede que
fornecam uma barreira fisica entre o composto principal e outros componentes de uma
formulacdo e/ou meio ambiente, de forma a proteger a funcionalidade destes compostos e a
estender a vida til destes produtos (Gharsallaoui et al., 2007; Nunes et al., 2015; Edris et al.,
2016).

Para o encapsulamento de compostos bioativos na industria de alimentos a secagem por
atomizacdo é um dos métodos que sdo amplamente empregados atualmente, em virtude do
baixo custo, simplicidade e flexibilidade, pois permite operagdes continuas e facilita a
manipulagdo dos produtos obtidos, uma vez que, reduz o volume e garante a estabilidade
durante o armazenamento (Fang e Bhandari, 2011; Rocha et al., 2019). A atomizacdo é um
método pelo qual um produto liquido é pulverizado em uma atmosfera aquecida por uma
corrente de ar seco quente, havendo a remoc¢do da umidade e conversdo quase que
instantaneamente em po6 (Gharsallaoui et al., 2007; Anandharamakrishnan e Ishwarya, 2015;
Labuschagne, 2018).

Rendimentos satisfatorios e produtos com caracteristicas sensoriais, funcionais e
nutricionais desejaveis sdo um desafio para o processo de atomizacao, pois as propriedades
fisico-quimicas dos po6s obtidos sdo dependente de variaveis do processo, incluindo a
viscosidade, tamanho de particulas, vazdo, assim como, o ar de secagem, sendo a temperatura
e a pressao fatores fundamentais (Tonon et al., 2008). Devem ser considerados também fatores
como a solubilidade e a sensibilidade ao calor dos compostos a serem expostos ao
encapsulamento, assim como a estrutura quimica e natureza dos materiais de parede, presenca
de outros componentes como agucares e proteinas, alem dos aspectos econémicos (Ozkan et
al., 2019). Consequentemente a andlise criteriosa destes fatores é de fundamental importancia

em uma atomizacdo adequada e eficiente.
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A liofilizagdo, processo que se fundamenta na sublimagéo da &gua do produto, é outro
método de encapsulamento, que é empregado quando se quer obter uma alta capacidade de
preservacdo das caracteristicas sensoriais e nutricionais quando comparado a produtos
resultantes de outros processos de desidratacao (Martinez-Navarrete et al., 2019). Para o uso da
liofilizacdo, o material a ser encapsulado é previamente congelado e em seguida reduz-se a
pressdo a valores menores que 0,006 bar de forma a que gelo no material sublime (Fang e
Bhandari, 2010). A liofilizacdo apresenta custos operacionais mais elevados que a atomizacao,
em consequéncia da utilizacao do frio, do alto vacuo e dos longos tempos de operacao, porém,
é indicada para materiais muito sensiveis ao calor (Cano-Higuita et al., 2015).

Os materiais de parede s&o importantes para um bom encapsulamento. E fundamental
que estes sejam de qualidade alimentar, além de serem de facil manuseio, baixa
higroscopicidade, boa biodegradabilidade, propriedades emulsificantes, resistentes ao trato
gastrointestinal, baixa viscosidade e serem vidveis economicamente (Rocha-Parra et al., 2016;
Rocha et al., 2019). Com isso, estes materiais exercem grande influéncia na qualidade e
eficiéncia dos compostos encapsulados, e nos sistemas de liberacdo controlada (Dias et al.,
2017).

Os encapsulantes podem além de conferir a protecdo desejada, gerar beneficios quando
consumidos, principalmente quando séo utilizados materiais com funcdes prebidticas como é o
caso das fibras dietéticas. Entre os materiais que podem ser utilizados como encapsulantes estao
0 colageno, a pectina, a polidextrose e a goma guar parcialmente hidrolisada. O colageno é uma
proteina de origem animal, cuja funcdo é contribuir com a integridade estrutural dos tecidos,
apresenta baixa viscosidade em solucdo aquosa, odor e sabor neutro, além de outras
caracteristicas que permite sua utilizagdo em uma ampla variedade de produtos (Denis et al.,
2008). A pectina, considerada uma fibra dietética, possui efeito prebidtico e sua ingestdo vem
demonstrando uma reducdo nos niveis séricos de colesterol e triglicerideos (Nazzaro et al.,
2012; Hur et al., 2013; Gomez et al., 2016). A polidextrose, que apresenta baixo valor calérico
e é também considerada um prebidtico, estimulando o crescimento de lactobacilos e
bifidobactérias (Jie et al.,, 2000); e a goma guar parcialmente hidrolisada, que é um
polissacarideo soltuvel em &gua, e é comumente utilizada na inddstria alimenticia, como um
agente espessante e estabilizante em uma grande variedade de produtos (Slavin e Greenberg,
2003), além disso, estudos demonstram que sua utilizacdo melhora moderadamente o
crescimento de diversas cepas de bactérias apresentando atividade prebiotica (Okubo et al.,
1994).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Cano-Higuita%2C+DM
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643816301177#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0899900702010328
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Este estudo teve como objetivo avaliar os métodos de atomizagdo e liofilizagdo para o
encapsulamento do extrato de brécteas de araucaria obtido por extragdo assistida por micro-
ondas, utilizando colageno, pectina, polidextrose e goma guar parcialmente hidrolisada como
materiais de parede, avaliando as caracteristicas fisicas, quimicas e morfolégicas dos pos
obtidos. Do ponto de vista ecoldgico e de conservagdo da Araucaria angustifolia, esta pesquisa
busca o aproveitamento integral e adi¢do de valor agregado a espécie, usando as bracteas como
fonte de compostos fendlicos, que estimulara a cadeia produtiva deste produto e a conservagédo

da espécie ameacada de extincao.

2 Materiais e métodos

Esta pesquisa foi realizada nos Laboratdrios de Engenharia de Processos em Alimentos
e de Desidratacdo do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

2.1 Materiais

As bracteas de Araucaria angustifolia foram coletadas em uma propriedade rural do
municipio de Brochier, RS, Brasil e transportadas ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICTA/UFRGS). As bracteas foram
selecionadas, considerando-se a auséncia de injarias visuais e apds serem lavadas em agua
corrente, desidratadas a 50 °C £ 5 °C e moidas, foram acondicionadas em embalagens de
polietileno e armazenadas a -18 °C em freezer convencional até 0 momento da realizacao das
analises. Os reagentes utilizados foram de grau analitico. A polidextrose foi adquirida da
MasterSense Ing Alim Ltda. (Brasil), a goma guar parcialmente hidrolisada da Taiyo Lucid Pvt.
Ltd. (Estados Unidos), o colageno hidrolisado do Laboratoério Tiaraju Ltda (Brasil) e a pectina

da Importadora Quimica Delaware Ltda (Brasil).

2.2 Extracao

As bracteas desidratadas e moidas foram previamente descongeladas. A seguir,
adicionou-se as brécteas agua destilada na proporcao 1:20 (m/m). Esta suspenséo foi submetida
a agitacdo mecanica (lka, RW 20) durante 10 min e resfriada até 0 °C, para posteriormente ser
realizado o processo de extragdo assistida por micro-ondas (Electrolux, MEF41) a frequéncia
de 2450 MHz, poténcia de 1000 W durante 20 min. Estes pardmetros de extragdo foram obtidos

a partir de provas preliminares.
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2.3 Encapsulamento

Para o encapsulamento do extrato obtido foram empregados como materiais de parede
pectina (PEC), colageno hidrolisado (CH), polidextrose (PD) e goma guar parcialmente
hidrolisada (GGPH). Duas dispersfes foram preparadas resultantes de misturas de PEC-CH e
PD-GGPH que foram adicionadas aos extratos nas proporgdes de 0,25:0,75:9 e 0,5:0,5:9
(m/m/m), respectivamente. A seguir, as dispersdes foram misturadas por Ultra-turrax (Ika, T25)
a 6500 rpm por 5 min, e apds encapsuladas por atomizacéo e liofilizacdo, totalizando quatro
tratamentos.

Para a liofilizacdo as dispersdes obtidas foram previamente congeladas em ultra freezer
(Liotop, UFR30) a -68 °C durante 24 h, sendo na sequéncia encapsuladas utilizando-se um
liofilizador (Liobras, LIOTOP L101) a -57 °C e uma pressao de vacuo inferior a 200 umHg por
aproximadamente 72 h. As amostras foram posteriormente moidas em gral e pistilo (Kuck e
Norefia, 2016).

Na atomizacao foi utilizado um atomizador (Labmag, MDS 1.0), sendo necessérias as
seguintes condicdes operacionais de secagem: pressdo de atomizagdo de 2 a 4 kgf cm™?; vazéo
do ar de secagem de 40,5 L h'; vazdo média de alimentagdo de 0,60 L h; e temperatura do ar
de secagem de 160 °C (Kuck e Norefia, 2016).

As microparticulas depois de obtidas foram acondicionadas em embalagens de
polietileno e armazenadas em dessecadores sob o0 abrigo da luz a temperatura ambiente até o

momento das andlises. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.4 Reologia das dispersoes

As dispersdes tiveram suas propriedades reoldgicas medidas em um reémetro (Thermo
Scientific, HAAKE MARS 40/60) com uma geometria cilindrica (26 mm de didmetro e abertura
de 1,9 mm). Para a determinacdo da viscosidade foi utilizada uma taxa de cisalhamento de 0,1
a 100 s*. Os dados experimentais foram ajustados de acordo com a lei de poténcia (modelo de
Ostwald-de Waele), em que foram determinados os parametros reoldgicos (K e n) das

dispersdes de acordo com a equagéo 1.
1=K xy" (1)
Onde:

T é a tensdo de cisalhamento (Pa)

¥ é a taxa de cisalhamento (s 1)
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K é o indice de consisténcia

n é o indice de comportamento do fluxo

As propriedades viscoelasticas das dispersdes foram determinadas por teste oscilatério
de pequena amplitude a 20 °C. Inicialmente foram aplicadas varreduras de amplitude (10-1000
Pa) sob uma frequéncia angular constante (1 Hz) para determinar a regido viscoelastica linear.
A varredura de frequéncia foi determinada na regido viscoelastica linear (tensdo de 100 Pa)
variando a frequéncia de 0,01 a 10 Hz. Os parametros reoldgicos oscilatorios G’ (mddulo

elastico) e G” (mddulo viscoso) foram registrados em funcéo da frequéncia.

2.5 Andlises fisico-quimicas das microparticulas

As microparticulas foram avaliadas quanto a atividade de agua pelo medidor de aw
(Aqualab, 3TE-Decagon) conforme método da AOAC (2012) n° 978.18 a temperatura de 25
°C, e a umidade foi determinada por diferenca de peso das amostras antes e depois da secagem
em estufa, de acordo com o método da AOAC (2012) n° 984.25.

A solubilidade das microparticulas foi determinada conforme o método descrito por
Eastman e Moore (1984) modificado por Cano-Chauca et al. (2005). Para esta determinacdo foi
adicionado em um béquer 1 g de amostra e 100 mL de agua destilada, sob alta agitacéo
magnética por 5 min, seguida por centrifugacdo a 3000xg, por 5 min. Uma aliquota de 25 mL
do sobrenadante foi transferida para placas de Petri e levada a estufa a 105 °C, até peso
constante, e a solubilidade foi calculada pela diferenca de peso e expressa em %.

Para a determinacdo da higroscopicidade, foi utilizado o método proposto por Cai e
Corke (2000) modificado por Tonon et al. (2009), que consistiu em colocar 1 g de cada amostra
em um recipiente hermético contendo uma solucdo saturada de NaCl (umidade relativa de 75
%) e incubada a 25 °C em uma camara (FDP Ethik Technology, 411). Apds uma semana de
incubacdo, as amostras comecaram a ser pesadas até atingirem o equilibrio. A higroscopicidade

foi expressa em porcentagem (%).

2.6 Analises espectrofotométricas

Com o objetivo de romper o material de revestimento das microparticulas para a
liberacdo dos compostos de interesse a serem analisados, utilizou-se uma solu¢do metanol:acido
acético:agua (50:8:42, v/viv). Aliquotas de 10 mL desta solugdo foram adicionadas a 1 g das

microparticulas, e agitados por 3 min em vortex (Quimis, Q920A2). Apds, esta mistura foi
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centrifugada (Sigma, 4K15) a 3000xg por 10 min, e o sobrenadante recolhido. Esse
procedimento foi repetido trés vezes para cada amostra.
As medidas de absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro UV-visivel (Thermo

Scientific, Genesys S10).

2.6.1 Compostos fendlicos totais

Os teores de compostos fenolicos totais (CFT) foram analisados utilizando-se o método
de Folin-Ciocalteu. As absorbancias foram medidas em comprimento de onda de 765 nm de
acordo com Singleton e Rossi (1965). Foi elaborada uma curva padrdo de cido ténico e os
resultados foram expressos em mg de equivalente de acido tanico por g em base seca. O &cido
tanico é um tanino hidrolisavel, comumente utilizado para a elaboracéo de curvas padrdo para

determinacéo de compostos fendlicos totais e taninos totais.

2.6.2 Taninos totais

Para a analise de taninos totais (TT) foi empregada a metodologia proposta por Makkar
(2003) que consistiu em adicionar 100 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) em um tubo de
ensaio contendo 1,0 mL de agua destilada e 1,0 mL da amostra (preparada conforme descrito
no item 2.6) sob agitagdo em vortex (Quimis, Q920A2). A reagédo foi mantida a 4 °C durante
15 min. A seguir, a solucéo foi centrifugada a 3000xg a 4 °C por 10 min. O teor de compostos
fenolicos contidos no sobrenadante foi quantificado conforme Singleton e Rossi (1965) com
leituraa 765 nm. O teor de taninos totais foi determinado pela diferenca dos teores de compostos
fendlicos totais contidos no extrato (analisados anteriormente) e do sobrenadante. O resultado
foi expresso como mg de equivalente de &cido tanico (EAT) por g em base seca.

2.6.3 Taninos condensados

Os taninos condensados (TC) foram determinados pelo método descrito por Makkar
(2003), que consistiu em misturar em um tubo de ensaio 0,5 mL da amostra (preparada
conforme descrito no item 2.6) com 3 mL da solugédo de butanol/HCI (95:5, v/v) e 0,1 mL de
solucéo de sulfato férrico em HCI (2 N) (2 %, m/v). A solucéo foi agitada em vortex (Quimis,
Q920A2) e aquecida em banho-maria a 100 °C por 60 min. Apds arrefecimento, a absorbancia
foi lida a 550 nm. Um branco de cada amostra foi preparado nas mesmas condicdes
mencionadas, porém sem 0 aquecimento. As catequinas sdo as principais unidades

monomeéricas presentes nos taninos condensados (Shadkami et al., 2009), desta forma, foi
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elaborado uma curva padréo deste composto para que os teores de taninos condensados fossem
expressos como mg de equivalentes de catequina por g em base seca.

2.6.4 Atividade antioxidante

O metodo de ABTS (2,2'-azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico)), descrito
por Re et al. (1999), foi utilizado para estimar a atividade antioxidante das amostras. Uma
aliquota de 300 pL da amostra (preparada conforme descrito no item 2.6) foi adicionada a 2,7
mL de solucéo de radical ABTS e lida a 734 nm ap6s 6 min no espectrofotémetro. Nesta analise
é medido a capacidade dos antioxidantes eliminarem o radical estdvel ABTS®" presente nas
amostras.

A atividade antioxidante das amostras também foi estimada pelo método de DPPH (2,2-
difenil-1- picril-hidrazil) descrito por Brand-Williams et al. (1995), baseado na captura do
radical DPPH* por antioxidantes, produzindo o decréscimo da absorbancia. A absorbancia foi
medida em espectrofotdmetro com um comprimento de onda de 515 nm apds 1 h de reagdo em
repouso ao abrigo de luz.

Para expressar os resultados como pmol de equivalentes de Trolox (&cido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) por g em base seca, foi elaborada uma curva padréo
de Trolox utilizada para os métodos de ABTS e DPPH.

2.7 Rendimento da encapsulacéo (RE)

O rendimento da encapsulacdo foi determinado pelo quociente do teor de compostos
fendlicos totais obtido nos pés microencapsulados (CFP) e o do extrato (CFE) (Paini et al.,
2015), calculado de acordo com a equagao (2)

RE = ££ x 100 )
CFE

2.8 Analise colorimétrica

As medidas colorimétricas, foram determinadas por um colorimetro (Minolta,
CR400/410) de acordo com o sistema CIEL*a*b*, onde L* indica a luminosidade e a* e b*,
sdo as coordenadas cromaticas. Estes parametros foram necessarios para calcular os valores de
Chroma, angulo Hue e a diferenca total de cor (AE) em relacdo ao extrato das bracteas, de
acordo com as equagdes (3), (4), (5) (CIE, 2004).
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Croma = (a* + b*z)% 3)
Hue = tg™*! (Z—) (4)
AE = \(L" = L)2 + (ag” — a*)? + (by" — b*)? (5)

Onde: a*; b"; L™: referem-se aos dados dos p6s obtidos.

ay’; by ;Lo : referem-se aos dados das bracteas desidratadas e moidas.

2.9 Analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria de varredura diferencial (DSC)

A analise termogravimétrica (TGA) dos pds obtidos por atomizacéo e liofilizacdo foram
determinadas através do TGA Discovery (TA Instruments), onde aproximadamente 8 mg de
amostras foram adicionadas a uma panelinha de platina que foi aquecido de 25 a 800 °C, com
uma taxa de aquecimento de 10 °C cm™, em atmosfera de gés nitrogénio de 25 mL min™.

A varredura diferencial de calorimetria (DSC) foi realizada em equipamento Perkin
Elmer DSC 8500. Aproximadamente 6 mg de amostra foram pesadas em panelinhas herméticas
de aluminio e realizou-se as medicGes em corridas de temperaturas de -20 a 250 °C, com taxa

de aquecimento de 10 °C cm™, sob uma atmosfera de nitrogénio.

2.10 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Para analisar os grupos quimicos e a disposicdo de ligacdo dos constituintes presentes
no extrato obtido (ap6s liofilizacdo), assim como nos materiais de parede utilizados e pés
atomizados e liofilizados, foi utilizado um espectrofotémetro FTIR (Jasco 4010). Pastilhas de
brometo de potassio (KBr) contendo as amostras foram confeccionadas com o auxilio de prensa
manual. Os espectros de FTIR foram obtidos na faixa de 4000 a 400 cm™ e a resolucdo foi

ajustada em 4 cm™,

2.11 Microscopia eletronica de varredura

As estruturas das microparticulas foram avaliadas atraves da microscopia eletronica de
varredura — MEV (Jeol, JSM 6060). Para visualizacdo, as amostras foram fixadas em stubs
utilizando fita adesiva dupla face de carbono. A superficie das amostras foi metalizada

utilizando ouro, e ap6s examinadas no microscopio, operando a tensdo de 5 kV e empregando
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uma ampliacdo de 300 vezes para os pos liofilizados e 2000 vezes para 0s pos atomizados (Kuck
e Norefia, 2016).

2.12 Estabilidade de armazenamento e liberacdo em condicdes aceleradas

As microparticulas foram armazenadas em frascos herméticos em uma camara de
incubacédo (FDP Ethik Technology, 411), onde foram mantidos nas temperaturas de 35 e 55 °C
e nas umidades relativas de 75 % (solucdo saturada de cloreto de sdédio) e 90 % (solucdo
saturada de cloreto de bario), em um periodo de 35 dias. As andlises de compostos fenolicos
totais (CFT), taninos totais (TT) e atividade antioxidante por ABTS e DPPH foram realizadas
a cada 7 dias (Kuck et al, 2017).

2.13 Analise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas através de analise de variancia (ANOVA) e a
comparacao entre os tratamentos foi feita através de provas e comparagdes multiplas de médias

através do teste de Tukey (p < 0,05), com o emprego do software estatistico SAS, versdo 9.3.

3. Resultados e discussao

3.1 Reologia das dispersoes

Na Figura 1 estdo representadas as curvas de viscosidade das dispersées em funcdo da
taxa de cisalhamento. Ambas as dispersdes, PEC-CH e PD-GGPH, apresentaram um
comportamento caracteristico de fluidos ndo-Newtonianos com propriedades pseudoplasticas,
que indicam que a viscosidade aparente diminui quando a taxa de cisalhamento é aumentada
(Marcotte et al., 2001; Mohammadzadeh et al., 2013). Observa-se que a viscosidade diminuiu
com o0 aumento da taxa de cisalhamento até valores proximos a 20 s*, evidenciando o
comportamento pseudoplastico, o que indica que estes fluidos tornaram-se menos viscoso com
taxas crescentes de cisalhamento (Yang et al., 2018; Li et al., 2019b). A partir deste valor a
viscosidade manteve-se constante independentemente da taxa de cisalhamento aplicada.

O modelo de Ostwald-de Waele (lei da poténcia), € um modelo simples que descreve o
comportamento do fluxo em termos do indice de comportamento de fluxo (n) e do indice de
consisténcia (K) (Yang et al., 2018). Ambos os dados experimentais de tensdo de cisalhamento
em funcgéo de taxa de cisalhamento foram bem ajustados pelo modelo de Ostwald-de Waele,

resultando em coeficiente de determinacdo (R?) superiores a 0,98 (Tabela 1), indicando
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comportamento pseudopléstico pois valores de n sdo inferiores a 1 (Koocheki et al., 2009; Quek
etal., 2013).
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Figura 1 — Curvas de fluxo de ambas dispersoes: pectina (PEC) - colageno hidrolisado (CH) e

polidextrose (PD) - goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH).

Tabela 1 — Pardmetros reoldgicos obtidos pelo modelo da lei de poténcia de Ostwald-de Waele
para ambas as dispersdes: pectina (PEC) - colageno hidrolisado (CH) e polidextrose (PD) -

goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH).

Dispersoes Lei da poténcia

K (Pas) n R?

PEC-CH 0,034 + 0,0012 0,935 + 0,008? 0,999

PD-GGPH 0,021 + 0,003? 0,714 £ 0,037° 0,986

K = indice de consisténcia
n = indice de comportamento do fluxo

Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferencas significativas (p < 0,05).

O indice de consisténcia (K), € um indicador da natureza viscosa de um sistema, e foi

maior para PEC-CH, sugerindo maiores viscosidades, como demonstrado na Figura 1. No
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entanto, apesar de PEC-CH ter caracteristicas mais viscosas, de acordo com a Figura 1, seu
valor de indice (n) também foi maior, devido essencialmente ao seu comportamento ndo-
Newtoniano verificado até uma taxa de cisalhamento de 10 s, enquanto que para PD-GGPH
este comportamento foi observado até taxa de 20 s, como verificado na Figura 1.

O comportamento viscoelastico, expressos pelo mddulo elastico (G”) e mdédulo viscoso
(G”) em fung¢ao da frequéncia (Hz) das duas dispersoes esta mostrado na Figura 2. Os valores
dos dois modulos aumentaram com o incremento da frequéncia.

O G” em ambas amostras indicaram valores maiores ao G” em toda faixa de frequéncia
estudada, indicando comportamento mais viscoso que elastico. Estes resultados sugerem um
comportamento viscoeldstico predominantemente liquido, sem formacdo de gel (Medina-
Torres et al.,, 2000; Espinosa-Andrews et al., 2010; Garcia-Cruz et al., 2013). Estas
caracteristicas indicam que nas dispers@es as interacdes moleculares sdo fracas formando uma

rede estrutural mais fragil.
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Figura 2 — Curvas reoldgicas oscilatérias dinamicas para ambas as dispersdes: pectina (PEC) -

colageno hidrolisado (CH) e polidextrose (PD) - goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH).

G’ — modulo elastico; G” — modulo viscoso.

3.2 Anélise fisico-quimicas
As propriedades como atividade de 4gua, umidade e higroscopicidade sdo fundamentais

para a estabilidade e armazenamento dos pos obtidos por atomizacéo e liofilizagdo, enquanto a



76

solubilidade esté relacionada com a reconstituicéo deste pd para suas mais diversas aplicacoes
(Tonon et al., 2009).

Os valores para a atividade de agua (aw), umidade, solubilidade, higroscopicidade e
rendimento do encapsulamento do extrato de bracteas de araucaria com PEC-CH e PD-GGPH
séo apresentados na Tabela 2, conforme os diferentes tratamentos obtidos.

Os resultados para aw nos tratamentos realizados neste estudo, estiveram na faixa de
0,19 a 0,35, sendo todos os tratamentos diferentes significativamente entre si, com 0s menores
valores encontrados nos pos liofilizados. P6s com alta aw indicam a presenca de agua livre
disponivel para reagdes bioquimicas e, com isso, uma menor vida Util dos produtos (Nunes et
al., 2015; Yamashita et al., 2017). Valores baixos para aw Sdo desejaveis, pois proporcionam
uma maior estabilidade ao produto, evitando a multiplicacdo de microrganismos e reac0es,
como 0 escurecimento enzimatico e ndo-enzimatico (Rocha et al., 2019). Piovessana e Norefia
(2018) encontraram valores similares, 0,137 a 0,339, no encapsulamento de extrato de hibisco
por atomizacdo e liofilizacdo, utilizando polidextrose e goma guar parcialmente hidrolisada
como materiais de parede, indicando que estes valores proporcionam uma boa estabilidade aos

pos.

Tabela 2 — Atividade de dgua, umidade, higroscopicidade solubilidade e rendimento do extrato
de brécteas de Araucaria angustifolia encapsulado com pectina (PEC) - colageno hidrolisado

(CH) e polidextrose (PD) - goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH) por atomizacéo e

liofilizac&o.
Tratamentos aw Umidade (%) Higroscopicidade (%) Solubilidade (%) Rendimento (%)

Atomizacdo

PEC-CH 0,35+ 0,002 3,48+ 0,052 43,30 + 0,052 84,55 + 0,92° 62,28 +0,17¢
PD-GGPH 0,33 +0,00° 1,52 +0,02° 45,27 + 1,342 98,00 = 0,01° 80,57 +0,21°
Liofilizacdo

PEC-CH 0,19 + 0,001 2,04 +0,250¢ 30,68 + 0,09¢ 91,91 +£0,23° 60,37 + 1,75¢
PD-GGPH 0,28 + 0,00° 2,56 +0,02° 39,10 + 0,35° 97,69 + 0,462 89,94 + 1,05°

Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferencas significativas (p < 0,05).

Como pode ser observado na Tabela 2, os teores de umidade dos pés variaram de 1,52
a 3,48 % em base seca, com a menor umidade apresentada no tratamento encapsulado com PD
e GGPH por atomizagdo. Kuck e Norefia (2016) relatam valores de umidade menores em

amostra atomizadas em comparagdo com as liofilizadas, encontrando valores de 2,41 a 2,57 %,
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em pos obtidos de extratos de casca de uva utilizando PD e GGPH como materiais de
revestimento. Fazaeli et al. (2012), destacam que as temperaturas altas utilizadas na entrada do
processo de atomizacgdo, faz com que a transferéncia de calor para a particula seja elevada,
fornecendo maior forga motriz para a evaporacao da umidade

Quanto a higroscopicidade, os pds obtidos por atomizagdo, apresentaram valores
maiores em relacdo aos tratamentos liofilizados, apresentando valores de 43,30 e 45,27 % para
0S pos atomizados com PEC-CH e PD-GGPH, respectivamente. A higroscopicidade ¢ uma
propriedade importante na avaliacgdo do comportamento do produto durante seu
armazenamento, pois para valores altos, a capacidade dos p6s adsorverem umidade do ambiente
é também alta (Rocha et al., 2019) provocando a aglomeracdo e pegajosidade dos pos. De
acordo com Schuck et al. (2012), pds com higroscopicidade acima de 25 g 100 g (quando
determinado a 75 % de umidade relativa) sdo considerados extremamente higroscopicos.

A solubilidade é uma propriedade importante dos pés, pois refere-se ao comportamento
do produto quando é submetido a reidratacdo quando usado em uma formulacéo alimenticia
(Mahdavi et al., 2016; Sarabandi et al., 2018). Quanto a este parametro houveram diferencas
significativas entre os materiais de parede utilizados, apresentando valores maiores nos pos
encapsulados com PD-GGPH tanto por atomizagédo quanto por liofilizagdo, com 98,0 e 97,69
%, respectivamente. Para os pds encapsulados com PEC-CH a maior solubilidade foi no pé
liofilizado. A solubilidade em &gua dos pos é influenciada por diversos fatores, entre eles a
composicdo dos materiais encapsulantes e o tamanho das particulas (Rezende et al., 2018).
Kuck e Norefia (2016), ressaltam que quanto menor o tamanho da particula, maior é a area
disponivel para hidratacao.

O rendimento da encapsulacdo dos pos é um parametro Util para avaliar a degradacao
de compostos fenolicos totais durante os processos de encapsulamento (Paini et al., 2015).
Neste estudo os rendimentos da encapsulacdo variaram de 60,37 a 89,94 %, com maior
rendimento no pé PD-GGPH por liofilizacdo. Na atomizacao as perdas estéo relacionadas com
as altas temperaturas do ar de entrada e a presenca de ar que favorece as degradac6es oxidativas
(Cano-Higuita et al., 2015); enquanto que na liofilizacdo, a sublimacéo pode causar poros nas
particulas, que levam a liberacdo precoce dos compostos encapsulados, resultando em
degradacbes (Rezende et al., 2018). Entretanto, os maiores rendimentos nas amostras
liofilizadas podem estas relacionadas ao emprego de temperaturas mais amenas e a auséncia de

oxigénio durante a secagem.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813016300083#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877418302395#!
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Cano-Higuita%2C+DM
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3.3 Anélise colorimétrica

Os resultados da andlise colorimétrica sdo apresentados na Tabela 3. Para o parametro
L", que indica luminosidade, todos os pds apresentaram diferencas significativas entre si, tendo
como pbés mais claros os tratamentos atomizados, com valores de 80,25 e 75,60,
respectivamente. Saikia et al. (2015), também obtiveram p6s mais claros na atomizagdo com
relacdo a liofilizacdo, atribuindo esta condicdo, a possivel destruicdo de alguns pigmentos,
devido ao emprego de maiores temperaturas. Kuck e Norefia (2016) e Piovesana e Norefia
(2018), obtiveram p6s mais escuros com a utilizacdo da liofilizacdo em relacdo a atomizacéo,
podendo este comportamento estar relacionado com a estrutura dos pés obtidos por esta técnica,
que devido ao congelamento pode haver a formacéo de cristais de gelo, gerando poros, o0 que
pode tornar a superficie destas particulas mais escuras devido as propriedades de disperséo de
luz dos espacos vazios apés a sublimacéo (Kuck e Norefia, 2016).

Os parametros a” (vermelho ao verde) e b” (amarelo ao azul) em todos os pds
apresentaram valores positivos, indicando colora¢do do vermelho ao amarelo encontrada no
primeiro quadrante do circulo cromatico. Corroborando com este resultados, o angulo Hue,
evidencia uma tonalidade mais préxima do amarelo, pois apresentou valores de 66,14 a 77,80°,

que situam-se no primeiro quadrante (0 a 90°).

Tabela 3 — Pardmetros colorimétricos do extrato de brécteas de Araucaria angustifolia
encapsulado com pectina (PEC) - colageno hidrolisado (CH) e polidextrose (PD) - goma guar

parcialmente hidrolisada (GGPH) por atomizacéo e liofilizacao.

Tratamentos L* a* b* Hue (°) Chroma AE
Atomizacéo
PEC-CH 80,25+0,192 3,14+0,02¢ 14,51 +0,03¢ 77,80 + 0,052 14,84 +0,03¢ 58,96 + 0,192
PD-GGPH 75,60+0,01° 4,32+0,02° 17,10+0,01° 75,81 +0,08° 17,64 £0,00° 54,44 +0,01°
Liofilizacdo
PEC-CH 64,43+0,00° 7,75+0,02® 18,73+0,01® 67,53+0,05° 20,27 £0,00° 43,22 +0,01°
PD-GGPH 56,99+0,01° 8,63+0,02* 19,52+0,00° 66,14 + 0,04 21,34+0,01* 36,10 +0,01¢

Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferencas significativas (p < 0,05).

Para a saturacdo de cor, representada pelo Chroma, valores significativamente superior

foram encontrados nos dois pos liofilizados, indicando para estas amostras uma maior
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saturacdo. Piovesana e Norefia (2018) também encontraram valores de satura¢do mais elevados
para as amostras liofilizadas em comparagéo a atomizacao.

A diferenca de cor (AE) dos p0s obtidos em relacédo as bracteas desidratadas e moidas,
apresentaram diferencas perceptiveis visualmente, com valores que variaram de 36,10 a 58,96.
Conforme Obon et al. (2009), diferenca de cor de 0 a 1,5 sdo considerada pequena e quase
idéntica para a observagdo visual, ja na faixa de 1,5 a 5 a diferenca j& pode ser percebida

visualmente.

3.4 Analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria de varredura diferencial (DSC)

Os resultados da andlise termogravimétrica (TGA) (Figura 3) indicam que na primeira
etapa de aguecimento até 220 °C os pos encapsulados com PD-GGPH apresentaram menores
taxas de perdas, com apenas 5 % de reducdo do peso total, em comparagdo aos pds com PEC-
CH que perderam nesta etapa 15 % de seu peso. Esta perda inicial esta relacionada com a agua
ligada e a compostos volateis que podem néo ter sido devidamente encapsulados (Paini et al.,
2015; Tavares e Norefia, 2019; Pinilla et al., 2019).
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Figura 3 — Analise termogravimétrica do extrato de bracteas de Araucaria angustifolia
encapsulado com pectina (PEC) - colageno hidrolisado (CH) e polidextrose (PD) - goma guar
parcialmente hidrolisada (GGPH) por atomizacéo e liofilizacao.
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Em uma segunda etapa de aquecimento, entre 220 e 450 °C ocorrem taxas de perda mais
acentuadas, de 60 a 70 % de peso total, em consequéncia da decomposicédo e despolimerizagéo
das ramificacbes dos polissacarideos, pois em geral, estas reacfes ocorrem em temperaturas
acima de 200 °C (Silva et al., 2018). As desestruturacdes ocorridas nos materiais de parede
resultam na exposi¢do dos compostos encapsulados iniciando sua degradacdo. Neste estagio,
observa-se que o0s pds de PEC-CH apresentam um taxa de perda menos acentuada que no PD-
GGPH, revelando uma maior estabilidade térmica.

No ultimo estdgio, a partir dos 450 °C continua ocorrendo a degradacdo dos
encapsulantes, devido a decomposicdo quimica dos polimeros (Ballesteros et al., 2017),
associada a degradacdo oxidativa dos residuos de carbono que foram formados na segunda fase
de degradacéo, ocorrendo a partir dos 500 °C (Azevedo et al., 2015).

Nas analises de DSC (Figura 4) os pds obtidos apresentaram picos endotérmicos, com
valores de entalpia (AH) de 17,1193 J gt a 90,3413 J g* e temperaturas de fusdo de 75,48 °C a
102,52 °C. Os picos endotérmicos presentes nas amostras de PEC-CH, sdo caracteristicos da
desnaturacdo proteica que ocorre na estrutura da tripla hélice do colageno (Perumal et al., 2018;
Bam et al., 2019). Na desnaturacdo ocorre a dissociacdo de ligagOes intramoleculares,
ocasionando um processo endotérmico (Fitzsimons et al., 2008). Os picos endotérmicos
encontrados nos p6s de PD-GGPH sdo devidos a evaporacdo da umidade presente nestas
amostras (Nayak e Singh, 2001).

A presencga de interagdes intermoleculares entre os componentes de uma mistura
aumenta a entalpia de fusdo (Sin et al., 2010). Neste sentido, 0 pé constituido de PD-GGPH por
liofilizacdo, mostrou maior interacdo entre seus compostos, visto a maior entalpia de fuséo
(90,3413 J g'1) e temperatura de fusdo (102,52 °C) apresentadas, indicando uma estrutura com

maior estabilidade térmica (Tavares e Norefia, 2019).
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Figura 4 — Termogramas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) do extrato de bracteas
de Araucaria angustifolia encapsulado com pectina (PEC) - colageno hidrolisado (CH) e
polidextrose (PD) - goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH) por atomizagao e liofilizacéo.

3.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho dos materiais de parede sdo apresentados na Figura 5, e
0s espectros do extrato e dos pés encapsulados na Figura 6.

Para a PEC (Figura 5) observa-se que o espectro apresentou bandas de absorc¢éo tipicas
dos polissacarideos, como a vibracdo de estiramento do grupo O-H correspondente a faixa
situada entre 3700 e 3000 cm™ e a vibragéo de estiramento do grupo C-H, na faixa de 3000 e
2800 cm™. O pico em 1747 cm™ esta relacionado ao estiramento da carbonila do grupo metil
éster (-COOCH?:) e do acido carboxilico (-COOH) néo dissociado, enquanto a banda a 1647
cm diz respeito ao estiramento assimétrico da carbonila do fon carboxilato (-COO") (Maciel
et al., 2015; Slavutsky e Bertuzzi, 2019). O pico em 1400 cm™ corresponde ao estiramento
simetrico do ion carboxilato (Slavutsky e Bertuzzi, 2019).

As ligacOes quimicas observadas para a PD (Figura 5) apresentaram vibragdo de
estiramento de hidroxila (3439 cm™), banda de estiramento C-H (2931 cm?) e estiramento do
grupo carbonila (1643 cm™). O pico a 1029 cm™ foi atribuido ao estiramento da ligacéo

glicosidica C-O-C, visto que este normalmente se encontra na faixa entre 1180 e 930 cm™


https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/differential-scanning-calorimetry
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(Okuro et al., 2013; Wang et al., 2014). O pico em 1406 cm™ pode indicar a deformag&o angular
da ligagédo O-H ou C-H.

2930
PD 1406

3400

GGPH
1147

CH
1240,
1544

Transmitancia (%)

PEC
1647

1747

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm_l)
Figura 5 — Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos materiais

de parede utilizados no encapsulamento do extrato de bracteas de Araucaria angustifolia. (PD)
polidextrose; (GGPH) goma guar parcialmente hidrolisada; (CH) colageno hidrolisado; (PEC) pectina.

A GGPH, também apresentou vibracdo de estiramento para o grupo O-H e vibracgéo de
estiramento C-H, encontradas nas faixas de 3419 e 2933 cm™ (Dodi et al., 2011; Bosio, 2014).
A banda intensa a 1643 cm™ ¢ atribuida a 4gua ligada, caracteristica da GGPH, que mostra um
aumento na associacdo com as moléculas de agua, o que poderia justificar sua maior
solubilidade em comparacdo com a goma guar natural (Mudgil et al., 2012; Li et al., 2017). O
pico de absorgdo a 1147 cm™ pode ser relacionado com o estiramento da ligacdo glicosidica
(Mohammadi et al., 2019).

O espectro de FTIR do CH apresentou bandas de amida A (3383 cm™), amida B (3087
cm™), amida | na regido de 1660 cm™ (estiramento C=0), amida Il na faixa de 1544 cm
(dobramento de N-H e deformagcéo de C-N) e amida 111 em 1240 cm™ (deformagdo C-N) (Duan
et al., 2016; Kozlowska e Kaczmarkiewicz, 2019; Li et al., 2019a).
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Na Figura 6 observa-se que o espectro do extrato das bracteas indica banda de absorcao
a 3400 cm™ que corresponde ao estiramento O-H n&o livre, associado a moléculas de 4gua. O
pico intenso observado a 1629 cm™ foi atribuido ao estiramento C=C dos compostos
aromaticos, podendo indicar a presenca de taninos no extrato de bracteas. O pico a 1082 cm™
pode estar relacionado com o estiramento C-O-C (do Carmo et al., 2017).

EXT ](,29

Transmitancia (%)

Hsas 1240

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Niimero de onda (cm'l)

Figura 6 — Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) do extrato

das brécteas de Araucaria angustifolia e dos pos encapsulados por atomizacéo e liofilizacao.

EXT (Extrato), 1 (Liofilizado, PD-GGPH); 2 (Atomizado, PD-GGPH); 3 (Liofilizado, PEC-CH); 4 (Atomizado,
PEC-CH).

Os pbs atomizados apresentaram espectros similares aos pds liofilizados quando se
refere aos mesmos materiais de parede empregados, demonstrando que ambos métodos de
secagem tiveram comportamentos similares no encapsulamento. Percebe-se que as bandas
encontradas tanto no extrato de bracteas, quanto nos materiais de parede, se fazem presentes
nos pos obtidos de acordo com a composicéo de cada tratamento.

Em todos os pos é possivel observar a vibragdo de estiramento para o grupo O-H e
vibragdes de estiramento C-H, ambas encontradas nas faixas de 3440 e 2940 cm™, que ja se
faziam presente em todos materiais de parede. Para os pos encapsulados com PEC-CH é
possivel observar as bandas de amida Il na faixa de 1544 cm™ e também a banda de amida Il

na faixa de 1240 cm™. Na regido entre 1700 e 1600 cm™ todas as amostra apresentam picos,
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podendo esses estarem relacionados & amida I, nos casos de pos encapsulados com CH ou com
as vibracOes das ligagdes C=C, caracteristicas da presenca de compostos arométicos que
estavam presentes no extrato.

De modo geral, os espectros de FTIR dos pds obtidos apresentaram apenas as bandas
presentes nos materiais de parede e no extrato das bracteas, sugerindo, desta forma, que as
estruturas moleculares dos materiais de parede e dos compostos encapsulados ndo foram
alteradas (Meng et al., 2017). Com isso, ndo houve o aparecimento de novas bandas devido a
ndo formacéo de novas ligacbes quimicas provenientes de reacfes entre 0s grupos funcionais
dos materiais de parede e 0s grupos ativos dos compostos presentes no extrato de bracteas.
Interacdes intermoleculares de carater mais fraco, que ndo causaram a modificacdo da estrutura
qguimica dos produtos obtidos, entre elas as ligacGes de hidrogénio entre os grupo OH e o
oxigénio presente nos polimeros, e/ou as interacdes de Van der Waals entre as partes apolares
das cadeias podem ter ocorrido. Assim sendo, pode-se dizer que o encapsulamento foi
proporcionado por interagdes fisicas entre os encapsulantes e os compostos de interesse (Pinilla
etal., 2017; Tavares e Norefia, 2019).

3.6 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das particulas estdo apresentadas na Figura 7, onde percebe-se que 0s p6s
atomizados (Figura 7A e 7B) apresentam-se com tamanhos diferentes, aparentemente sem
fissuras e rachaduras sendo, em geral, estas caracteristicas dos pds obtidos por este método de
secagem (Kuck e Norefia, 2016; Abrahdo et al., 2019). A auséncia de fissuras é um aspecto
essencial que assegura uma protecdo adequada, garantindo a retengdo do composto encapsulado
e uma menor permeabilidade aos gases (Rocha et al., 2012; Jansen-Alves et al., 2019).

Formas predominantemente esféricas sdo tipicas de materiais produzidos por
atomizacéo (Tonon et al., 2009), e foram constatadas nos pds obtidos, porém, o pé encapsulado
com PEC-CH (Figura 7A) exibiu uma estrutura esférica bastante irregular e com a ocorréncia
de concavidades e rugosidades, diferindo-se do po constituido de PD-GGPH (Figura 7B) que
apresentou morfologia esférica e com a auséncia de rugosidades.

As rugosidades presentes geralmente sdo atribuidas a retracdo que ocorre apés a rapida
evaporacédo da dgua durante o processo de secagem no atomizador, com o posterior resfriamento
das particulas (Jansen-Alves et al., 2019). Além disso, esta caracteristica é exibida em pds secos
por atomizacdo quando encapsulados com proteinas (Faldt e Bergenstahl, 1994), o que pode

ser evidenciado pela morfologia apresentada pelo pé constituido com colageno hidrolisado


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0927775794029148#!
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(Figura 7A), possivelmente devido a presencas de estruturas poliméricas caracterizadas como
fibras colagenas (Valencia et al., 2019).

Figura 7 — Microscopia eletrdnica de varredura do extrato das bracteas de Araucaria
angustifolia encapsulados com pectina (PEC) - colageno hidrolisado (CH) e polidextrose (PD)

- goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH) por atomizagéo e liofilizag&o. (A, C: PEC-CH,

atomizado e liofilizado; B, D: PD-GGPH, atomizado e liofilizado).

Particulas com formato esférico também foram encontradas por Kuck e Norefia (2016),
no encapsulamento de extrato de cascas de uva com a utilizagdo de PD e GGPH como
encapsulantes.

Para os pos elaborados por liofilizagdo, nota-se a falta de controle sobre o tamanho das
particulas, devido a forma como o material foi moido, como ja descrito por Cano-Higuita et al.
(2015) e Ozkan et al. (2019). Além do tamanho, estes pds apresentam formas irregulares, com
aspecto semelhante a estilhagos de vidro, formato este também encontrado por Kuck e Norefia
(2016) no encapsulamento de extrato de casca de uvas e por Piovesana e Norefia (2018) na
obtencdo de pds de extrato de hibisco. Ambos os estudos utilizaram a liofilizacdo e goma guar
parcialmente hidrolisada, polidextrose e goma arabica como materiais de parede.


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Cano-Higuita%2C+DM
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3.7 Teores de compostos fendlicos totais, taninos totais, taninos condensados e atividade
antioxidante nos pés encapsulados

Os teores de CFT, TT, TC e atividade antioxidante medidos pelos métodos de DPPH e
ABTS presentes no extrato das bracteas de Araucaria angustifolia e de seus p6s encapsulados
com PEC-CH e PD-GGPH sdo apresentados na Tabela 4.

Observa-se que os teores de CFT foram significativamente menores em todos 0s p6s em
relacdo ao extrato. A maior retencdo de CFT foi no po liofilizado com PD-GGPH, com 89,95
%, enquanto que as menores retencbes foram nos pds encapsulados com PEC-CH, obtendo-se
percentuais de 62,29 e 60,37 % para atomizados e liofilizados, respectivamente. As perdas de
compostos fendlicos por atomizacédo estdo relacionadas com a utilizacdo de altas temperaturas
e a exposicao ao oxigénio, o que leva a degradacdo e a polimerizacdo dos compostos presentes
nos pos (Gharsallaoui et al., 2007; Kuck e Norefia, 2016).

Para os teores de TT observa-se que nos pés elaborados com PD-GGPH apresentaram
valores maiores ao encontrado no extrato das bracteas. Estudos mostram que a GGPH possui
taninos em sua composicao (Nidhina e Muthukumar, 2015; Hamdani e Wani, 2017) que podem

ter contribuido nesse aumento.

Tabela 4 — Compostos fendlicos totais (CFT), taninos totais (TT), taninos condensados (TC) e
atividade antioxidante (ABTS e DPPH) do extrato das bracteas de Araucaria angustifolia e de
seus pés encapsulados com pectina (PEC) - colageno hidrolisado (CH) e polidextrose (PD) -

goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH) por atomizacdo e liofilizacéo.

Tratamentos CFT TT TC ABTS DPPH
(mg g*(b.s) ear) (mgg*(b.s)ear) (mgg’(b.s)ecar) (umolg?(b.s)er)  (umol g* (b.s)er)
Extrato 52,74 + 0,912 33,72 +1,16° 781,27 £ 5,662 436,42 + 3,932 466,31 + 3,412
Atomizacdo
PEC-CH 32,85+ 0,094 25,85 £ 0,06° 88,14 + 1,88¢ 109,15 + 0,15¢ 69,10 + 3,69¢
PD-GGPH 42,50 £ 0,11° 36,88 +0,12° 498,46 £ 5,05° 264,97 + 2,08° 139,78 + 0,08°¢
Liofilizacdo
PEC-CH 31,84 + 0,924 24,93 £ 0,96°¢ 125,55 + 3,59¢ 120,60 +1,42° 74,27 + 2,02¢
PD-GGPH 47,44 +0,55° 40,91+ 0,472 669,58 + 4,89° 267,24 +1,27° 157,83 +£0,23°

Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferencas significativas (p < 0,05).

Para taninos condensados (TC) houve uma diminuicéo significativa dos teores nos pds

em relagdo ao extrato. O po liofilizado com PD-GGPH foi 0 que apresentou maior retencdo de
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TC (85,70 %), enquanto o tratamento do p6 obtido por atomizagdo de PEC-CH apenas teve
11,28 % de retencdo. Para as atividades antioxidantes, os pos contendo PD-GGPH apresentaram
maiores valores.

Dessa forma, os resultados indicam que os pos encapsulados com PD-GGPH por
atomizacdo e liofilizacdo, exibiram maiores teores para CFT, TT, TC e de atividade
antioxidante. Kuck et al. (2017) afirmam que a capacidade de formacdo de ligagcdes de
hidrogénio entre os compostos fenolicos e os grupos de hidroxilas da PD e da GGPH resultam
em uma forte interacdo entre eles e que pode ter sido fundamental para os resultados

satisfatorios encontrados nos pés encapsulados com estes materiais de parede.

3.8 Estabilidade de armazenamento e liberacdo em condicdes aceleradas

O efeito das condicdes de armazenamento em condicGes aceleradas de armazenamento,
(35 dias a temperaturas de 35 e 55 °C e umidades relativas de 75 e 90 %), s&o observados para
os teores de CFT (Figura 8), TT (Figura 9), e atividade antioxidante por ABTS (Figura 10) e
DPPH (Figura 11).

Os pobs apresentaram comportamentos similares para as analises de CFT (Figura8) e TT
(Figura 9) durante o armazenamento, sendo que na condig¢do de 35 °C e 75 % de UR, néo
houveram alteracdes significativas quanto aos teores de CFT e TT nos p6s obtidos por
atomizacao e liofilizagdo com a utilizacdo de PEC-CH (Figuras 8A e 9A), assim como no pé
com PD-GGPH atomizado (Figuras 8C e 9C), sendo que este Gltimo também manteve a
estabilidade para a condicdo de 55 °C e 75 % de UR.

Para todos os demais tratamentos houveram aumentos significativos nos teores de
compostos fenodlicos totais e taninos totais durante o periodo de armazenamento. Nos pos
constituidos com PEC-CH (atomizado e liofilizado) nas condi¢des de 55 °C e 90 % foram
evidenciadas as maiores recuperacdes dos compostos, com 70,7 e 101,9 % para CFT e 81,0 e

116,0 % para TT, atomizados e liofilizados, respectivamente.
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Figura 8 — Efeito da temperatura e umidade relativa nos teores de compostos fendlicos totais
(CFT) do extrato de bracteas de Araucaria angustifolia encapsulado com pectina (PEC) -
colageno hidrolisado (CH) e polidextrose (PD) - goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH)
por atomizacdo e liofilizacdo. (A, B: PEC-CH, atomizado e liofilizado; C, D: PD-GGPH, atomizado e

liofilizado).

Este aumento nos teores, pode estar associado a hidrélise de compostos fendlicos
conjugados que pode ocorrer durante o tempo de armazenagem (Robert et al., 2010; Tsali et al.,
2018), e a polimerizacdo devido as temperaturas empregadas (Kuck et al., 2017). Outro fator
que deve ser considerado, ¢ a possivel formacdo de melanoidinas, compostos escuros de baixo
peso molecular formados pelas rea¢des de Maillard, que podem ser induzidas pela temperatura,
contribuindo para o aumento da capacidade redutora da amostra, resultando em uma
superestimacao dos composto fenolicos atraves do método de Folin-Ciocalteu (Abrahéo et al.,
2019).

Diferentes estudos demonstraram resultados similares aos encontrados, havendo

durante 0 armazenamento aumento dos teores de compostos fenolicos totais. Robert et al.
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(2010), reportaram aumentos significativos de compostos fendlicos durante os 35 primeiros
dias de armazenamento a 60 °C, nos extratos de romé& (Punica granatum) encapsulados com
maltodextrinas e proteina isolada de soja. Saénz et al. (2009) também obtiveram aumento nos
teores de compostos fendlicos quando avaliaram extratos provenientes de Figueira da india
(Opuntia ficus-indica) encapsulados com maltodextrinas e inulina, em condi¢des de

armazenamento a 60 °C durante 44 dias.
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Figura 9 — Efeito da temperatura e umidade relativa nos teores de tanino totais (TT) do extrato
de brécteas de Araucaria angustifolia encapsulado com pectina (PEC) - colageno hidrolisado
(CH) e polidextrose (PD) - goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH) por atomizacéo e

liofilizag&o. (A, B: PEC-CH, atomizado e liofilizado; C, D: PD-GGPH, atomizado e liofilizado).

Estudos de estabilidade com armazenamento em temperaturas de refrigeragdo também
obtiveram aumentos de compostos fenolicos totais. Nunes et al. (2015), por exemplo, avaliaram
a estabilidade de erva mate (llex paraguariensis) encapsulada com maltodextrina, por um
periodo de armazenamento de 45 dias a 4 °C, obtendo aumento nos teores. J& no

encapsulamento de extrato de groselha preta, Bakowska-Barczaka e Kolodziejczyk (2011)
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avaliaram a estabilidade das microparticulas armazenadas a 8 °C por 12 meses e obtiveram
aumentos de compostos fendlicos durante os 6 primeiros meses em pds encapsulados por
maltodextrinas, e durante os 12 meses para os encapsulados com inulina. Cam et al. (2014), ndo
obtiveram diferencas significativa nos teores de compostos fenolicos nos pds obtidos de
extratos de cascas de rom& (Punica granatum L.) encapsulados com maltodextrinas e
armazenados por 90 dias a 4 °C.

Os resultado para a atividade antioxidante por ABTS (Figura 10), indicam que todos 0s
pos tiveram perdas significativas ao final da armazenagem, exceto nos pés de PEC-CH,
atomizado e liofilizado (Figuras 10A e 10B), nas condicGes de 55 °C e 90 % de UR, que
apresentaram aumento da atividade antioxidante em 33,0 e 11,0 %, respectivamente. Cabe
ressaltar que estes mesmos pos, ja haviam apresentado aumento nos teores de CFT e TT,
podendo estes resultados, para a atividade antioxidante, serem atribuidos aos novos compostos
formados durante as condicGes aceleradas de armazenamento.

Para o método do DPPH (Figura 11), nas condi¢6es de armazenagem a 35 °C e 75 % de
UR todos os pds reduziram significativamente a atividade antioxidante. Nesta mesma
temperatura, porém na condicdo de 90 % de UR, os pds com PEC-CH exibiram este mesmo
comportamento decrescente, enquanto os pés com PD-GGPH ndo apresentaram diferencgas
significativas durante o periodo de estocagem. Com rela¢do a 55 °C e 75 % de UR, 0s p0s
também ndo apresentaram diferencas significativas ao término dos 35 dias, enquanto que a 90
% de UR em todos os p6s houve um aumento nos teores de atividade antioxidante, sendo que
0 maior valor foi exibido pelo p6 atomizado com PEC-CH com aumento de 51 % em relacéo a
atividade antioxidante inicial.

De forma geral, a reducdo da atividade antioxidante esta relacionada com a degradacéo
dos compostos fenodlicos (Kuck et al., 2017). Em contrapartida, atividades antioxidantes com o
comportamento crescente, podem estar associadas aos compostos fenolicos que poderiam estar
sendo formados em decorréncia das hidrolises e polimerizacdes durante a armazenagem, e que

apresentem atividades antioxidantes compensatorias (Moser et al., 2017).
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Figura 10 — Efeito da temperatura e umidade relativa na atividade antioxidante (ABTS) do
extrato de bracteas de Araucaria angustifolia encapsulado com pectina (PEC) - colageno
hidrolisado (CH) e polidextrose (PD) - goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH) por

atomizacéo e liofilizacéo. (A, B: PEC-CH, atomizado e liofilizado; C, D: PD-GGPH, atomizado e liofilizado).

Porém, como os resultados obtidos para os CFT (Figura 7) e TT (Figura 8) nédo
apresentaram reducfes em seus teores, pelo contrario, em alguns casos houve aumento dos
niveis, a perda da atividade antioxidante apresentada por alguns pds em algumas condicdes de
armazenagem, pode estar relacionada com a formacao de novos compostos fendlicos que néo
apresentam a mesma atividade antioxidante daquelas moléculas que outrora sofreram hidrélise
ou polimerizagéo durante a estocagem (Kuck et al., 2017).

Corroborando com os resultados encontrados neste estudo, Flores et al. (2014)
observaram que apds 0 armazenamento em temperaturas de 22, 37 e 45 °C, a concentracéo total
de fenolicos de extrato de mirtilo encapsulado, aumentou aproximadamente duas vezes em
todas as condigOes propostas, enquanto a capacidade antioxidante aumentou ligeiramente,

indicando com isso, que ndo houve um aumento na mesma proporcao entre o CFT e a atividade
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antioxidante, podendo este fato ser relacionado com a formagéo de novos compostos fenolicos
com capacidade antioxidante reduzida quando comparada com 0s compostos presentes no

inicio do armazenamento.
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Figura 11 — Efeito da temperatura e umidade relativa na atividade antioxidante (DPPH) do
extrato de bracteas de Araucaria angustifolia encapsulado com pectina (PEC) - colageno
hidrolisado (CH) e polidextrose (PD) - goma guar parcialmente hidrolisada (GGPH) por

atomizacéo e liofilizagdo. (A, B: PEC-CH, atomizado e liofilizado; C, D: PD-GGPH, atomizado e liofilizado)

4 Concluséo

A utilizacdo de pectina, colageno hidrolisado, polidextrose e goma guar parcialmente
hidrolisada, como materiais encapsulantes, atraves das técnicas de atomizacéo e liofilizacéo,
mostraram-se como alternativas no encapsulamento do extrato de bracteas de Araucaria
angustifolia, pois os pos obtidos apresentam boas retences de compostos fendlicos e atividade
antioxidante. Entretanto, os pds atomizados e liofilizados com polidextrose e goma guar
parcialmente hidrolisada como materiais de parede, foram 0s que apresentaram 0S maiores
teores de compostos fenolicos totais, taninos totais, taninos condensados e atividade
antioxidante por ABTS e DPPH.
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Quanto as caracteristicas fisico-quimicas todos os pos obtidos apresentaram baixa
atividade de agua e umidade, enquanto altos valores foram encontrados para a higroscopicidade
em todos os pos, indicando, a capacidade dos mesmos adsorverem umidade do ambiente,
podendo este fato estar relacionado com a constituicdo polimérica da pectina, goma guar
parcialmente hidrolisada e polidextrose. Os maiores valores de solubilidade foram encontrados
nos pds constituidos de polidextrose e goma guar parcialmente hidrolisada. As anélises de
FTIR, indicaram que o encapsulamento aconteceu em todas as amostras por interagdes fisicas
e a analise termogravimétrica indicou que os pds constituidos de PEC-CH apresentam maior
estabilidade térmica. A avaliagdo do armazenamento em condigdes aceleradas indicou que nos
p6s ndo ocorreram perdas de compostos fendlicos e taninos totais durante a estocagem,
havendo, em algumas condi¢fes 0 aumento destes teores em relagcéo a concentracdo inicial.

Desta forma, com os resultados obtidos, considera-se que o extrato obtido das bracteas
encapsulados séo fontes de compostos bioativos que podem ser incorporados em formulagoes

alimenticias.
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CAPITULO 4

DISCUSSAO GERAL

O presente estudo teve como objetivo a extracdo de compostos bioativos de bracteas de
Araucaria angustifolia atraves das extracdes assistidas por micro-ondas (EAM) e ultrassom
(EAU) e o posterior encapsulamento do extrato obtido pelo tratamento que resultou no maior
rendimento para a extracdo dos compostos. Os resultados encontrados foram apresentados na
forma de dois artigos cientificos. Desta forma, a primeira parte do estudo, correspondente ao
artigo 1 (Capitulo 2), foi baseada na avaliacdo da EAM e EAU e com a obtencdo da melhor
condicdo de extracdo, passou-se a segunda parte, artigo 2 (Capitulo 3), que consistiu no
encapsulamento do extrato através das técnicas de atomizacdo e liofilizacdo com a utilizacéo
de pectina, colageno hidrolisado, polidextrose e goma guar parcialmente hidrolisada como
materiais de parede.

No capitulo 2, uma suspensdo aquosa constituida de bracteas e agua 1:20 (m/m) foi
submetida as extracOes assistidas. Para cada método foram avaliados 2 fatores (poténcia e
tempo) com 3 niveis cada. Na EAM foram utilizada as poténcias de 700, 800 e 1000 W, com
tempos de 10, 15 e 20 min., enquanto que para a EAU foram estabelecidas as poténcias de 250,
350 e 450 W e tempos de 10, 15 e 20 min. Uma extracdo exaustiva com a utilizacdo de uma
solucdo de acetona:agua (70:30; v/v) (Makkar et al., 2003) também foi realizada com a
finalidade de comparacdo aos métodos propostos.

A melhor condicdo de extracdo para a EAM foi obtida no tratamento de 1000 W de
poténcia por 20 min, que resultou em teores de 47,61 mg g* (b.s) eat, 27,09 mg g (b.S) ear,
779,95 mg g (b.s) ecar, 427,28 umol g* (b.s) er, 467,79 umol g* (b.s) er, para compostos
fenolicos totais, taninos totais, taninos condensados, e atividade antioxidante por ABTS e
DPPH, respectivamente. Este resultado esta relacionado ao emprego de alta poténcia das micro-
ondas e ao tempo mais longo de exposi¢do, que consequentemente levaram a uma rapida
elevacdo da temperatura, resultado das altas taxas de aquecimento, fazendo com que houvesse
0 aumento da solubilidade e dos coeficientes de difusdo dos compostos fendlicos, diminuindo
a viscosidade do solvente de extracdo e desta forma aumentando a dissolu¢do dos compostos
no solvente (Dahmoune et al., 2015).

Os tratamentos da EAU apresentaram valores significativamente menores para todas as
variaveis de respostas analisadas, quando comparados com a EAM. Martinez-Guerra e Gude

(2014) ressaltam que as micro-ondas fornecem taxas de aquecimento maiores que o ultrassom,
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o0 que foi verificado no presente trabalho, visto que as amostras foram previamente refrigeradas
antes das extracdes para os dois métodos, e ao final de cada processo extrativo, obtiveram-se
temperaturas mais baixas nas extracfes com o uso de ultrassom. Desta forma, fica em evidéncia
que no caso da EAU, teve importancia a temperatura inicial, indicando a necessidade de estudos
onde a temperatura inicial da disperséo seja outro fator a ser avaliado.

Quando se fez a comparagdo do melhor extrato obtido (EAM; 1000 W; 20 min), com o
extrato obtido pela extracao exaustiva (Tabela 4; capitulo 2), observou-se que nao apresentaram
diferencas significativas (p < 0,05) em relacéo aos teores de CFT, TT, TC, sendo a atividade
antioxidante por DPPH significativamente maior.

Estudos mostram que a EAM oferece como vantagens, o uso de menores quantidades
de solventes organicos e de tempos de extracdo (Pan et al., 2008; Hayat et al., 2009; Pifieiro et
al., 2017; Hoyos-Martinez et al., 2019). Neste trabalho a utilizacdo de uma suspensao aquosa
para a EAM foi efetiva, eliminando o uso de solventes orgénicos. Além disso, houve uma
reducdo em 83 % do tempo de extracdo, quando comparado a extracdo exaustiva empregada no
estudo.

Apesar das inimeras vantagens oferecidas pelas EAM para a separacdo de compostos
de matrizes vegetais, a eficiéncia da extracdo esta relacionada a varios fatores, como poténcia,
tempo, tipo de solvente, relagdo matéria-prima/solvente, tamanho de particula da amostra,
ciclos de extracdo, entre outros (Hayat et al., 2009), por isso, poderiam ser desenvolvidos novos
estudos que visem o aprimoramento da EAM na obtencdo de compostos provenientes das
bracteas de araucéria.

Com a melhor condicgéo extrativa desenvolvida na primeira parte do estudo (1000 W;
20 min), passou-se a elaboracdo de p6s encapsulados por atomizacdo e liofilizacdo do referido
extrato. Para isso utilizou-se misturas de PEC-CH e PD-GGPH, adicionadas ao extrato nas
proporc¢oes de (0,25:0,75:9; m/m/m) e (0,5:0,5:9; m/m/m), respectivamente. A atomizacao foi
realizada a 160 °C e a liofilizagdo a -57 °C (72 h), obtendo-se quatro tratamentos diferentes,
dois atomizados e dois liofilizados.

O estudo reoldgico das dispersdes (Figura 1; Capitulo 3), revelou que ambas dispersdes
(PEC-CH e PD-GGPH) apresentaram um comportamento ndo-Newtoniano, com propriedades
pseudoplasticas, que indicam que a viscosidade aparente diminui quando aumenta-se a taxa de
cisalhamento (Marcotte et al., 2001; Mohammadzadeh et al., 2013). Este comportamento foi
confirmado pela aplicacdo da lei de poténcia (modelo de Ostwald-de Waele), pois valores de n
foram menores a 1, indicando caracteristicas pseudoplasticas das dispersdes (Koocheki et al.,
2009; Quek et al., 2013).
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Apo6s a obtencdo dos po6s foram realizadas as analises fisico-quimicas (Tabela 2;
Capitulo 3), sendo que a aw das amostras apresentaram valores de 0,19 a 0,35, indicando que
possuem boa estabilidade, pois com esses valores evita-se 0 crescimento de microrganismos e
as taxas de deterioracdo quimica sdo baixas (Yamashita et al., 2017; Rocha et al., 2019). Os pds
possuem teores de umidades recomendaveis para um bom armazenamento, visto que os valores
encontrados estdo na faixa de 1,52 a 3,48 %. Entretanto, os valores de higroscopicidade dos pos
foram altos, de 30,68 a 45,27 %, indicando que durante a estocagem sera necessario 0 USO
embalagens que garantam a impermeabilidade ao vapor de agua, pois a capacidade desses pds
adsorverem a agua do ambiente é alta (Rocha et al., 2019) provocando a aglomeragéo,
empedramento e pegajosidade dos p6s. A solubilidade foi alta, com valores acima de 84 % em
todos o0s pos obtidos, sendo que os pos constituidos de PD-GGPH foram os que apresentaram
valores estatisticamente maiores de 98,00 e 97,69 %, para atomizado e liofilizado,
respetivamente, indicando a viabilidade de utilizacdo destes pds em formulag6es alimenticias.

A andlise do rendimento € necessaria para avaliar a degradacdo dos compostos durante
o0 encapsulamento (Paini et al., 2015). Os rendimentos dos pos, quanto a retencdo de composto
fenolicos, variaram de 60,37 a 89,94 %, apresentando retencdes estatisticamente maiores no po
obtido com PD e GGPH por liofilizacdo. P6s liofilizados podem sofrer menos perdas devido a
utilizacdo de temperaturas mais amenas e a auséncia de oxigénio durante o processo de secagem
(Cano-Higuita et al., 2015).

A analise colorimétrica dos pos indicou uma maior luminosidade (L), para os
tratamentos atomizados, sendo estas amostras mais claras que as demais. Este fator pode estar
relacionado ao uso de altas temperaturas na secagem, que podem levar a destruicdo de alguns
pigmentos. Para os pardmetros de a” e b* todos os pos apresentaram valores positivos, indicando
coloracdo do vermelho ao amarelo, encontrada no primeiro quadrante do circulo cromatico. O
angulo Hue confirma a tonalidade proxima ao amarelo, pois os valores encontrados de 66,14 a
77,80° situam-se no primeiro quadrante (0 a 90°). Os po6s liofilizados apresentaram valores
maiores de Chroma, indicando uma maior saturacao de cor para estas amostras. Para a diferenca
de cor (AE) dos pds obtidos em relagdo as bracteas desidratadas e moidas, todos os tratamentos
apresentaram diferencas perceptiveis visualmente.

Quando se analisa as caracteristicas fisico-quimicas das particulas, em geral, 0s pos
obtidos com polidextrose e goma guar parcialmente hidrolisada apresentaram melhores
resultados, principalmente no que diz respeito ao rendimentos de encapsulagéo e a solubilidade,

requisitos necessarios para aplicacao destes pds em formulagoes.
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Atraveés da analise termogravimétrica (TGA) foi avaliada a perda de massa das amostras
em relacdo ao tempo e da temperatura na faixa de 25 a 800 °C, (Figura 3; Capitulo 3). Na
primeira faixa de aquecimento até 220 °C, os p0s constituidos de PD-GGPH tiveram taxas de
perda de 5 % de peso total, enquanto os pés com PEC-CH perderam cerca de 15 %. Estas
perdas, em geral, estdo relacionadas a eliminacdo de umidade residual e compostos volateis
(Paini et al., 2015; Tavares e Norefia, 2019). Entre 220 e 450 °C, comecou a ocorrer a
decomposicéo e despolimerizacdo das ramificacGes dos polissacarideos (Silva et al., 2018),
levando a perdas de peso entre 60 e 70 %. Esta desestruturacdo dos materiais encapsulantes
resulta na exposicao e consequentemente degradacdo dos compostos encapsulados. Nesta etapa,
0s p6s PEC-CH apresentaram taxas de perda menos acentuadas, indicando uma maior
estabilidade térmica.

A analise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
avalia as interagbes que ocorreram entre o0 extrato e os materiais de parede utilizados no
encapsulamento. Quando se observam os espectros obtidos para os encapsulantes (Figura 5;
Capitulo 3) e os espectros do extrato e dos p6s (Figura 6; Capitulo 3), percebe-se que 0s picos
presentes isoladamente em cada um dos materiais, também sdo encontrados nos poés
encapsulados, de acordo com a composic¢ao de cada, sugerindo que as estruturas moleculares
tanto de encapsulantes como do extrato de bréacteas ndo sofreram alteracdes quimicas durante
0 processo de encapsulamento (Meng et al., 2017). Além disso, ndo houve a formacéo de novas
bandas, consequéncia da inexisténcia de reacdes quimicas entre os polimeros e 0s grupos ativos
dos compostos a serem encapsulados, indicando que o encapsulamento foi obtido através de
interagdes fisicas (Pinillaetal., 2017; Tavares e Norefia, 2019), possivelmente com a ocorréncia
das interacBes intermoleculares de carater mais fraco, que ndo causaram a modificacdo da
estrutura quimica dos produtos obtidos, entre elas as liga¢6es de hidrogénio entre os grupos OH
e 0 oxigénio presente nos polimeros, e/ou as interacBes de Van der Waals entre as partes
apolares das cadeias.

A morfologia das particulas foi analisada por microscopia eletronica de varredura
(MEV) (Figura 7; Capitulo 3). As imagens obtidas, mostraram p6s atomizados aparentemente
sem fissuras e rachaduras. Formas esféricas regulares foram encontradas nos pés constituidos
de PD-GGPH, enquanto que formatos mais irregulares, com presenca de rugosidades foram
encontrados nos pos com PEC-CH. Essas rugosidades podem ser atribuidas a presenca de
proteina na constituicdo da particula (Féldt e Bergenstahl, 1994). Como os pos liofilizados

foram moidos com o auxilio de grau e pistilo, a forma das particulas foi bastante irregular,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0927775794029148#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0927775794029148#!

105

similar a estilhagos de vidro como relatado por Cano-Higuita et al. (2015), Dag et al. (2017) e
Ozkan et al. (2019).

A Tabela 4 do Capitulo 3, apresenta as analises de compostos fendlicos totais, taninos
totais, taninos condensados e atividade antioxidante por ABTS e DPPH realizadas no extrato
das bracteas de Araucaria angustifolia e de seus pds encapsulados com PEC-CH e PD-GGPH.
Estes dados indicaram que o pd liofilizado constituido por PD-GGPH, apresentou maiores
teores de compostos fendlicos totais (47,44 mg g (b.s) eat), taninos totais (40,91 mg g* (b.s.)
EaT), taninos condensados (669,58 mg g* (b.s) ecar) e atividade antioxidante por ABTS (267,24
umol g (b.s) et) e DPPH (157,83 pmol g (b.s) er). Uma forte associagdo entre PD e GGPH
acontece pela capacidade de formacéo de ligacGes de hidrogénio entre compostos fenolicos e o
grupo de hidroxila presentes nestes polimeros foi evidenciada por Kuck et al. (2017).

Os resultados dos efeitos da estabilidade em condigdes aceleradas de armazenamento
durante 35 dias em temperatura de 35 e 55 °C e umidades relativa de 75 e 90 % s&o mostradas
nas Figuras 8 a 11 do Capitulo 3, para os teores de CFT, TT, e atividade antioxidante por ABTS
e DPPH, respectivamente.

Para compostos fendlicos totais e taninos totais nenhuma amostra apresentou perdas
significativas durante o armazenamento, sendo que para algumas condi¢cBes 0s pos
encapsulados apresentaram aumento destes compostos no periodo de estocagem. Os pos
encapsulados com PEC-CH foram os que exibiram maiores aumentos em relacdo aos teores
encontrados no inicio do armazenamento, com 70,7 e 101,9 % para CFT e 81,0 e 116,0 % para
TT, atomizados e liofilizados, respectivamente, na condicao de 55 °C a 90 % de UR.

Esses aumentos podem estar relacionados com a hidrélise de compostos fendlicos que
pode ocorrer durante o armazenamento (Tsali e Goula, 2018), ou com a polimerizacédo, devido
as temperaturas empregadas (Kuck et al. 2017). Além disso, a possivel formacdo de
melanoidinas, compostos escuros de baixo peso molecular (formados pela reacdo de Maillard)
podem superestimar os valores dos compostos fenolicos através do método de Folin-Ciocalteu
(Abrahdo et al., 2019).

Os pds obtidos com PEC-CH nas condigdes de 55 °C e 90 % foram os Unicos, entre
todas as amostras, que ndo sofrerem perdas significativas para a atividade antioxidante por
ABTS durante a armazenagem em condic¢éo acelerada. Inclusive nesta condicéo, verificou-se
aumentos nos teores entre o inicio e o término da estocagem, de 33 % para o po atomizado e 11
% para o liofilizado. Estes mesmos pos também apresentaram este comportamento para 0s
teores de CFT e TT, relacionando o aumento de compostos fenélicos com a maior atividade
antioxidante (Moser et al., 2017).
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Comportamentos diferentes foram encontrados no método do DPPH, que apresentaram
perdas significativas da atividade antioxidante para todos os pos nas condicdes de 35 °C a 75
% de UR. A 90 % de UR nesta mesma temperatura, os pos constituidos de PEC-CH (atomizados
e liofilizados) também exibiram perdas, enquanto os p6s com PD-GGPH provenientes dos dois
métodos de secagem, ndo apresentaram diferencas significativas durante o periodo de
armazenagem.

Com relacdo a 55 °C e 75 % de UR, em todas as amostras ndo houve diferencas
significativas quanto a atividade antioxidante por DPPH ao término do periodo avaliado,
enquanto que a 90 % de UR em todos os tratamentos houve um aumento da atividade, sendo
que o maior valor foi exibido pelo p6 atomizado com PEC-CH com 51 % de aumento em
relacdo a atividade antioxidante inicial.

A reducdo da atividade antioxidante, em geral, estd relacionada a degradacdo dos
compostos fendlicos (Kuck et al., 2017). Entretanto, no presente estudo ndo houve diminuigéo
dos fendis em nenhuma condi¢do avaliada, pelo contréario, em alguns casos ocorreu aumentos
nos teores de fenolicos. Assim, o que pode ter contribuido com as reduc6es encontradas para a
atividade antioxidante, foi a formacdo de compostos, que ndo possuiam a mesma capacidade

antioxidante dos compostos que estavam presentes no inicio da armazenagem.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados apresentados no presente estudo, evidencia-se que as bracteas de
Araucaria angustifolia sdo fontes consideraveis de compostos fenolicos com alta atividade
antioxidante, podendo tornar este subproduto da araucaria, até entdo sem valor comercial, em
mais uma fonte de renda aos produtores de tal conifera. A extracdo assistida por micro-ondas
empregando agua destilada como solvente é uma alternativa a ser empregada na obtencgéo destes
compostos, diminuindo consideravelmente o tempo de processo e 0 uso de solventes organicos.

O encapsulamento dos compostos extraidos das bracteas foi possivel pelas técnicas de
atomizacao e liofilizacdo, com o emprego de pectina, colageno hidrolisado, polidextrose e goma
guar parcialmente hidrolisada, como materiais encapsulantes, apresentando boas retencdes de
compostos fenolicos e atividade antioxidante. Considerando-se as analises realizadas para as
particulas, pode-se indicar que os pds obtidos com polidextrose e goma guar parcialmente
hidrolisada (atomizado e liofilizado) foram os melhores tratamentos, pois obtiveram maiores
retencdes do compostos fenolicos totais, taninos e atividade antioxidantes, maiores
solubilidades, menores higroscopicidades, além de apresentarem baixas atividade de agua e

umidade.
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PERSPECTIVAS

O presente trabalho apresentou contribui¢bes no campo da ciéncia e tecnologia de
alimentos, com o estudo de um subproduto da Araucaria angustifolia que até 0 momento nédo
possui nenhuma utilidade comercial. Porém, trabalhos futuros podem ser desenvolvidos com o
objetivo de promover a otimizacao de extracdes e do encapsulamentos dos compostos obtidos
de bréacteas. A seguir sugere-se algumas linhas de trabalho que podem ser exploradas:

e Realizar a identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes nas bracteas

através do HPLC-DAD-MS;

e Investigar a utilizacdo de diferentes temperaturas iniciais para a extracao assistida

por ultrassom;

e Realizar estudos in vivo para medir a atividade antioxidante dos extratos e pds

obtidos;

e Realizar a aplicacdo dos p6s encapsulados em formulacdes alimenticias.
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