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RESUMO - A casca do pinhao possui compostos fenélicos, proporcionando diferentes atividades bioativas. No entanto,
esses compostos sdo instaveis e se degradam facilmente. Uma maneira de preservar suas atividades bioativas é através de
seu encapsulamento. Deste modo, objetivou-se com o trabalho realizar a encapsulacdo de extrato da casca de pinhdo
(ECP) em fibras, pela técnica de electrospinning, utilizando amido de batata solivel como material de parede e avaliar as
propriedades térmicas, cristalinidade relativa e estabilidade térmica do ECP e das fibras. As fibras foram produzidas com
concentragdes de 0,5%, 1,0% e 1,5% de ECP, sendo determinadas as propriedades térmicas (temperatura inicial de fuséo
(Ti), temperatura de pico (Tpico), temperatura final de fusdo (Tr), entalpia de fusdo (AHm)) e cristalinidade relativa (CR)
utilizando um calorimetro diferencial de varredura (DSC). A estabilidade térmica foi avaliada frente a altas temperaturas
de 100 e 180 °C pela quantificagdo dos compostos fendlicos totais. Quanto as propriedades térmicas, houve uma reducédo
nas temperaturas de fusdo (Ti, Tr e Tpea) das fibras quando comparadas ao amido puro. Entretanto, todas as fibras
apresentaram maior entalpia de fusdo em comparacéo ao amido puro. As fibras de amido sem ECP apresentaram maior
CR com valor de 45,5%, diminuindo conforme a incorporagéo do ECP nas fibras. A encapsulagdo do ECP nas fibras de
amido promoveu maior preservacdo dos compostos fendlicos frente ao aquecimento, sendo que a fibra com 1% de extrato
apresentou os maiores valores de compostos fendlicos quando submetidas ao aquecimento de 100 e 180 °C, garantindo
que esta pode ser inserida em alimentos que sdo submetidos a altas temperaturas de processamento.

Palavras-chave: Electrospinning; Extrato fenélico, Amido, DSC, Altas temperaturas

1 INTRODUCAO

A Araucaria angustifolia (Bertolini) Otto Kuntze, também conhecida como Pinheiro-do-Parana ou Pinheiro
Brasileiro, pertence a familia Araucariaceae, com distribuicdo no Brasil concentrada nos estados do Parand, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, sendo a espécie de conifera nativa do pais mais importante economicamente
(ZANDAVALLI; DILLENBURG; SOUZA, 2004; SANTI-GADELLA et al., 2006). Os frutos dessa conifera sdo
conhecidos como pinha e suas sementes como pinhdes (ANSELMINI, 2005). De acordo com Cordenunsi et al. (2004),
os pinhdes apresentam elevado valor nutricional, e em funcéo disso, essa semente tem sido utilizada no desenvolvimento
de distintos produtos, como pinh&o em conserva, bebidas, como cerveja, e na produgéo de farinha (CORDENUNSI et al.,
2004; FREITAS et al., 2018).

O pinhéo apresenta casca de cor marrom avermelhada e a polpa, que é a parte comestivel, necessita do processo
de cocgdo para consumo, em funcdo da sua elevada firmeza quando crua (KOCH; CORREA, 2002). Normalmente, a
casca do pinh&o é descartada, sendo considerada um subproduto importante, pois representa cerca de 20% do peso total
da semente (LIMA et al., 2007; HENRIQUEZ et al., 2008). A casca do pinhdo apresenta em sua composig&o, Compostos
fendlicos, os quais sdo relacionados as atividades antioxidante e antimicrobiana, atividade seletiva do extrato para células
cancerosas, além de promoverem a redugdo de niveis de triglicerideos (CLADERA-OLIVEIRA et al., 2008; DAUDT et
al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015; BRANCO et al., 2015; SANT’ANNA et al., 2016; TROJAIKE, 2018).

Nesse sentido, o extrato da casca do pinhdo, rico em compostos fenélicos, pode ser utilizado em diversos ramos
industriais, como na industria de embalagens, para o desenvolvimento de embalagens ativas (FREITAS et al., 2018) e na
industria de alimentos como aditivo natural (TROJAIKE, 2018). Devido a sua alta instabilidade e por se degradar
facilmente sob acdo de elementos externos, como luz, oxigénio e altas temperaturas, os compostos fenolicos podem ser
encapsulados em materiais com capacidade de protegé-los preservando sua bioatividade. Além disso, esses materiais
apresentam a capacidade de liberacdo de maneira especifica e controlada no local desejado (FANG; BHANDARI, 2010;
MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011; FONSECA et al., 2019a).
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Deste modo, muitas técnicas sdo utilizadas para encapsular bioativos alimentares. Entretanto, a técnicas
electrospinning se destaca por apresentar processamento simples, alta eficiéncia de encapsulagéo, baixo custo (GARCIAS
TEJEDAetal., 2013; DAUDT et al., 2014), e ndo envolver altas temperaturas ou pressfes ao produzir materiais em escala
micrométrica ou nanométrica, como fibras e capsulas (MOOMAND; LIM, 2014).

Assim, objetivou-se com esse estudo realizar a encapsulacéo de diferentes concentra¢des de extrato da casca de
pinh&o, pela técnica de electrospinning, em fibras utilizando amido de batata solivel como material de parede e avaliar
suas propriedades térmicas, cristalinidade relativa e estabilidade térmica quando submetidas a altas temperaturas (100 e
180 °C).

2 MATERIAL E METODOS

2. 1 Material

O pinhdo, Araucaria angustifolia (Bertolini) Otto Kuntze, foi adquirido em agosto de 2018, de um produtor da
cidade de Vacaria (Latitude: 28° 30" 39" Sul, Longitude: 50° 55' 47" Oeste), Rio Grande do Sul, Brasil. O ECP apresenta
225,32 + 0,89 mg-g* de compostos fendlicos totais e compostos fendlicos majoritarios: catequina/Epicatequina (5,31 +
0,02 mg.g?) e (+)-Catequina (1,45 + 0,06 mg.g') (FONSECA et al., 2020). Para a producéo das fibras de amido foi
utilizado amido sollvel de batata (CeH100s, Sigma-Aldrich, CAS 9005-25-8) com teor de amilose de 32,5 + 3,6%
(FONSECA et al., 2019b) e acido férmico (85% de pureza, Synth, CAS 01A1034.01) como reagente.

2.2 Métodos
2.2.1 Preparacéo do extrato da casca de pinh&o (ECP)

O ECP foi obtido de acordo com a metodologia de Daudt et al. (2014), com modificagfes. As cascas foram secas
em estufa com circulacdo de ar forgada a 30 °C durante 24 h e, posteriormente, foram moidas (Moinho, Chopin
Technologies, Franga) para obtengdo de um p6. O ECP foi preparado em um reator em que a casca de pinhdo (128 g) e a
4gua destilada (855 mL) foram misturadas em um béquer colocado em um banho termostatico (Velp Scientifica,
Enzymatic Digester-GDE, Itélia) a 50 °C, agitado com velocidade de 200 rpm por 60 min.

Posteriormente, o extrato foi filtrado através de filtro qualitativo Whatman® n° 1 (Sigma-Aldrich, Alemanha) e
armazenado em ultrafreezer a -18 °C. Apds, o extrato foi liofilizado (Liotop K108, Brasil) dentro dos seguintes
pardmetros: temperatura do condensador de -100 °C, presséo abaixo de 100 uHg, permanecendo por um periodo de 24 h,
obtendo-se assim ECP liofilizado.

2.2.2 Preparacao das solugfes poliméricas

As solugdes poliméricas formadoras de fibras foram preparadas com 5 g de amido de batata solivel (50% p/v)
em 10 mL de &cido férmico 75% (88,2 mL de &cido formico em 11,8 mL de agua Milli-Q, v/v). A solugdo foi agitada por
24 h para dissolucao total e para atingir gelatinizagdo do amido. Apds, a solugdo ficou em descanso por 24 h (FONSECA
et al. 2019b). Para producédo das solu¢des de amido/ECP, o ECP foi incorporado a solucdo de amido nas concentracdes
de 0,5%, 1,0% e 1,5% (p/v) em base seca, e agitado por 30 min para completa homogeneizacgdo. Essas concentragdes
foram definidas em estudos preliminares.

2.2.3 Producéo das fibras pela técnica de electrospinning

As solucGes poliméricas foram utilizadas para producéo de fibras de amido para encapsular o ECP pela técnica
de electrospinning. As solucGes colocadas em uma seringa plastica de 3 mL com agulha de ago inoxidavel de 0,7 mm de
diametro e bombeadas a uma taxa de fluxo constante de 0,60 mL.h"! por uma bomba de infusio de seringa (KD Scientific,
Model 100, Holliston, Inglaterra). Uma placa coletora de aco inoxidavel aterrada foi posicionada a 20 cm da ponta da
agulha. Uma fonte de alimentacdo (INSTOR, INSES-HV30, Brasil) foi utilizada para aplicar uma tensdo de 25 kV no
sistema. As fibras de amido foram produzidas a temperatura ambiente (25 + 2 °C) e a umidade relativa ajustada em 45 +
2% com um desumidificador.

2.2.4 Propriedades térmicas

A temperatura de fuséo e a entalpia do ECP livre e das fibras foram determinadas em um calorimetro diferencial
de varredura (DSC, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japao). Aproximadamente 3 mg das amostras foram pesadas em um
recipiente de aluminio hermeticamente fechado. As panelas foram entdo aquecidas de 30 a 300 °C a uma taxa de 10
°C.min%.

L ”
- FEAR - Faculdade de

U PF Engenharia e Arquitetura

ENGENHARIA DE ALIMENTOS



Producado de alimentos, saudabilidade
e sustentabilidade ambiental

ISSN 2236-0409
v. 11 (2021)

As fibras sem ECP foram utilizadas como controle. As propriedades determinadas foram: temperatura inicial ]
fusdo (T;), temperatura de pico (Tpico), temperatura final de fuséo (Tr) e entalpia de fusdo (AHm). ‘

2.2.5 Cristalinidade relativa (CR)

A CR das amostras foi calculada pela Equagdo 1, usando a entalpia obtida na analise de calorimetria diferencial
de varredura (DSC) (Secédo 2.2.4).

CR (%)= Alf

i — x 100 Equacéo (1)

0

Nesta equagdo, AHnm € a entalpia de fusdo calculada a partir do termograma DSC e AHon € a entalpia de fusdo do
amido cristalino (257,36 J-g™1), calculada por extrapolagido (FONSECA et al., 2019a).

2.2.6 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica do ECP e das fibras foi medida conforme metodologia descrita por Evangelho et al.
(2019). As amostras (10 mg) foram armazenadas em frascos de vidro e submetidas a altas temperaturas de 100 e 180 °C
em estufa, por 20 min. As fibras ndo submetidas a nenhum tratamento foram utilizadas como controle.

A estabilidade térmica foi determinada através da quantificacdo dos compostos fendlicos totais do ECP pelo
método de Swain e Hillis (1959), com modificacdes. Apds os tratamentos térmicos (100 e 180 °C), o ECP livre foi
dissolvido em 10 mL de agua Milli-Q e as fibras foram dissolvidas em 1,5 mL de &gua Milli-Q. Os compostos fendlicos
foram quantificados homogeneizando 30 pL das amostras com 1200 pL de agua Milli-Q e 15 uL de reagente Folin-
Ciocalteu 0,25 mol.L%. Ap6s 3 min, 30 pL de carbonato de sddio saturado 1 mol.L™ foram adicionados a mistura. Apds
2 h no escuro, a absorbancia foi medida usando um espectrofotdmetro (SpectraMax 190, Microplate reader, Molecular
Devices, EUA) a 725 nm.

A quantificagdo dos compostos fendlicos exigiu uma curva de calibragdo do acido gélico em concentracdes
variando de 25 a 450 mg.mL™ ("y = 0,0026x - 0,0064", R? = 0,9968). O contetdo fendlico foi expresso em equivalentes
de 4cido gélico (mg GAE.g™ 1).

2.2.6 Analise estatistica

Os dados da estabilidade térmica foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foi
aplicado para comparar as médias ao nivel de significancia estatistica de p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Propriedades térmicas

As temperaturas de transicdo (Ti, Tre Tpea) € 0S valores de entalpia (AHm) sdo mostrados na Figura 1 e na Tabela
1. O conhecimento das propriedades térmicas pode levar a aplicacdo mais efetiva de certos compostos e materiais. No
termograma de DSC (Figura 1) dos constituintes puros (amido e ECP), observou-se que o amido apresentou um evento
endotérmico na temperatura de 96,40 °C, relacionado a sua gelatinizagdo, e outro a 244,80 °C, correspondendo a
decomposicdo do amido, devido & degradacdo da amilose e amilopectina (ALTAYAN et al., 2017).

No termograma ECP livre, foi observado um evento endotérmico em 99,55 °C, que pode estar relacionado a
fusdo dos compostos fendlicos. Isso foi descrito anteriormente por Jansen-Alves et al. (2018), que utilizou proteinas de
arroz, ervilha, soja e ovalbumina para a microencapsulagéo do extrato de prépolis.

Eventos endotérmicos foram observados em 68,92 °C para fibras de amido puro; 77,00 °C para fibras com 0,5%
de ECP; 75,90 °C para fibras com 1,0% de ECP e; em 80,75 °C para fibras com 1,5% de ECP (Figura 1). O evento
endotérmico do ECP ndo foi visualizado nas fibras de amido/ECP, o que sugere a encapsulagdo do extrato, de acordo com
Jansen-Alves et al. (2018). O aumento da concentracéo de ECP nas fibras proporcionou maior constancia térmica.

As fibras de amido obtidas por electrospinning, com ou sem ECP, apresentaram tendéncia semelhante no
comportamento térmico, mas diferente do amido puro que néo foi submetido ao processo de electrospinning. Isso pode
ser explicado devido ao processo de gelatinizacdo do amido durante a elaboracao da solucdo polimérica (SINGH et al.,
2007).
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Figure 1. Propriedades térmicas (DSC) do ECP livre, do amido de batata soltvel puro e das fibras de amido/ECP.
*ECP: extrato da casca de pinhdo; amido de batata soltvel; fibras com 0; 0,5; 1,0; e 1,5% de ECP.

De acordo com Tabela 1, houve redugéo nas temperaturas de fuséo (Ti, Tr e Tpico) das fibras quando comparadas
ao amido puro. Esse comportamento é atribuido as caracteristicas de gelatinizagdo do amido associadas ao
enfraguecimento das ligagdes intermoleculares, bem como ao derretimento dos cristais de amido, que sdo reorganizados
durante o processo de retrogradacdo (FONSECA et al., 2015). Assim, as propriedades térmicas sofreram alteracfes ao
passar pela gelatinizacdo na formacdo das solugdes poliméricas e pelo processo de electrospinning para a formacao das
fibras.

A entalpia de gelatinizagdo (AHm) indica desordem molecular dentro do grénulo durante a gelatiniza¢do do amido
(HORNUNG et al., 2015). Todas as fibras apresentaram maior entalpia de fusdo em comparagdo ao amido puro. 1sso
pode ser atribuido aos eventos endotérmicos das fibras que estdo relacionados a fusdo, o que pode ocorrer devido a
recristalizagdo de polimeros que precisam de mais energia para iniciar o distirbio molecular.

Tabela 1. Propriedades térmicas e cristalinidade relativa (CR) do ECP livre, do amido de batata soltvel e das fibras de

amido/ECP.
Propriedades térmicas?
Amostras! CR?
Ti (°C) Tt (°C) Thico (°C) AHm (J-g)
ECP (livre) 65,36 127,17 99,55 105,43 40,96
Amido 61,06 135,86 96,40 103,46 40,20
Fibras 0% ECP 44,37 99,46 68,92 117,26 45,56
Fibras 0,5% ECP 48,12 108,86 77,00 115,52 44,88
Fibras 1,0% ECP 47,99 107,55 75,90 112,86 43,85
Fibras 1,5% ECP 52,28 108,55 80,75 112,59 43,74

1 ECP: Extrato da casca de pinhdo; amido de batata soltvel; fibras com 0; 0,5; 1,0; e 1,5% de ECP

2T; (°C): Temperatura de fusdo inicial; T+ (°C): Temperatura de fusdo final; Tpico (°C): Temperatura de pico; AHm (J-g%):
Entalpia.

8 Cristalinidade relativa
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3.2 Cristalinidade relativa

Na Tabela 1 sdo mostrados os valores de CR das fibras e seus constituintes. O amido puro e o ECP livre}
apresentaram CR de 40,2 e 40,9%, respectivamente. O CR foi maior para as fibras de amido sem ECP (0%) com valor de
45,5%, diminuindo conforme a incorporacdo do ECP nas fibras, apresentando valores de CR de 44,8, 43,8 e 43,7% para
as fibras com 0,5, 1,0 e 1,5% ECP, respectivamente. A cristalinidade de um material polimérico é consideravelmente
importante, pois pode definir sua aplicagdo. De acordo com Silva et al. (2020), quanto maiores os valores de CR, maior
a resisténcia de um polimero, devido ao emaranhamento das macromoléculas.

Os valores de CR das fibras mostraram que, mesmo ap06s a gelatinizacdo do amido em acido férmico e o processo
de electrospinning, as fibras ainda apresentaram CR remanescente de seu constituinte principal (amido). Valores
semelhantes de CR para amido de batata sollvel e fibras de amido foram encontrados por Fonseca et al. (2019a), que
encapsulou carvacrol em fibras de amido de batata soltvel pela técnica de electrospinning.

3.3 Estabilidade térmica

O ECP livre sem exposicdo aos tratamentos de alta temperatura apresentou 225,32 mg GAE.g* de compostos
fendlicos (Tabela 2). Porém, quando submetidos as diferentes temperaturas, houve redugéo significativa (p < 0,05) dos
compostos, passando de 70,27% a 100 °C e 70,32% a 180 °C, sem distingdes significativas entre as duas condi¢des (p >
0,05).

Houve aumento na quantidade de compostos fendlicos nas fibras que ndo foram submetidas a tratamentos com
alta temperatura, de acordo com a concentragao de ECP (p < 0.05). Isso era esperado devido a maior quantidade de ECP
incorporada nas fibras, de 0,5 a 1,0 e a concentragdo de 1,5%. Nas fibras com 0,5% de ECP, ndo houve diferenga
significativa (p > 0,05) entre o tratamento controle (sem exposi¢ao a altas temperaturas) e as fibras expostas ao tratamento
térmico a 100 °C. Porém, com o aumento da temperatura para 180 °C, foi observada uma redugdo significativa de 41,65%
nos compostos fenodlicos. Na concentracdo de 1,0% de ECP nas fibras, observou-se aumento significativo (p < 0,05) dos
compostos fendlicos em ambos os tratamentos de 100 °C e 180 °C, em relagdo as fibras sem exposicao aos tratamentos
térmicos. Esse comportamento pode ser explicado pela liberacdo de compostos fendlicos no meio ou na superficie das
fibras quando expostas a altas temperaturas.

Para as fibras com 1,5% de ECP, o teor de compostos fendlicos diminuiu significativamente (p > 0,05) em
relacdo as que ndo foram submetidas a tratamentos térmicos: foi observada reducéo de cerca de 36,81% com o tratamento
a 100 °C e 43,97% a 180 °C. Diferencas significativas foram observadas nos valores de compostos fendlicos para fibras
com 1,0 e 1,5%, quando comparados os dois tratamentos em altas temperaturas (p < 0,05).

Tabela 2. Estabilidade térmica do ECP livre e das fibras de amido/ECP, quando submetidas a tratamentos em altas
temperaturas de 100 e 180 °C.

Compostos fenolicos

Amostrat Temperatura (°C)
(mg EAG.gY)
0 225,32 +0,89%A
ECP (livre) 100 67,01 +2,36 oA
180 66,88 + 2,88 b4
0 3,86 +£ 0,44
Fibras de amido com 0,5% ECP 100 4,44 + 0,40 ®
180 2,42 +0,23 ¢
0 5,54 + 0,55 ¢
Fibras de amido com 1,0% ECP 100 6,77 + 0,04 %8
180 6,47 £ 0,14
0 7,96 + 0,07 %8
Fibras de amido com 1,5% ECP 100 5,03 +0,83 "8
180 4,46 + 0,48 bBC

1ECP: Extrato da casca de pinhdo

abValores com diferentes letras para a mesma amostra nos diferentes tratamentos apresentam diferenca significativa (p <
0,05)

ABCvalores com diferentes letras para a diferentes amostras nos mesmos tratamentos apresentam diferenca significativa
(p<0,05)
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De maneira geral, os resultados mostraram que a encapsulacdo do ECP nas fibras de amido promoveus
preservacdo dos compostos fenolicos quando comparado ao ECP livre nos tratamentos térmicos. Assim, esse pode
incorporado em diferentes alimentos que, por exemplo, sio submetidos ao processo de ultra alta temperatura (UHT),”
135-145 °C por 5 a 10 segundos, ou alguma outra combinacdo equivalente de tempo/temperatura.

Evangelho et al. (2019) encapsularam &cido folico em fibras de zeina por eletrofiagdo e realizaram tratamentos
térmicos em temperaturas de 100, 140 e 180 °C, relatando que a concentragdo de acido folico (1,5%, p/p), quando
encapsulado, foi mantida ou apenas ligeiramente reduzida apés submetida ao tratamento de 180 °C.

4 CONCLUSAO

Conclui-se que houve a encapsulagdo dos compostos fenolicos do extrato da casca de pinhdo nas fibras de
amido utilizando a técnica de electrospinnig, conforme analise de DSC. Houve reducéo nas temperaturas de fusdo (Ti, Tr
e Tpico), assim como maior entalpia de fusdo das fibras quando comparadas ao amido puro. A encapsulacdo do ECP nas
fibras de amido promoveu maior preservacao dos compostos fenolicos frente aos tratamentos térmicos, sendo que a fibra
com 1% de extrato apresentou 0s maiores valores de compostos fendlicos quando submetidas ao aquecimento de 100 e
180 °C. Evidenciando, que esse extrato pode ser incorporado em diferentes alimentos que sejam submetidos a diferentes
tratamentos térmicos que utilizem altas temperaturas.
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