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RESUMO

As exigéncias dos consumidores por uma alimentacdo mais saudavel sdo cada vez maiores, 0
que tem levado a industria a investir de forma mais persistente no uso de produtos naturais.
Um dos segmentos de investimento de destacada importancia, é o de substancias naturais que
atuem como pigmentos, em substituicdo aos corantes artificiais. Devido a alta instabilidade
destas substancias, diversas pesquisas tém buscado determinar condi¢6es favoraveis para seu
uso. Dentre as substancias estudadas tem-se a bixina, um pigmento natural, carotenoide,
lipossollvel, extraido da semente do urucuzeiro (Bixa orellana L.). A maioria dos
carotenoides é sensivel a fatores como alta temperatura, luz, oxigénio e baixo pH, o que
restringe 0 seu emprego como pigmento em alguns produtos alimenticios. O uso da
nanoencapsulacdo tem sido uma alternativa para melhorar a estabilidade de pigmentos como a
bixina, tornando possivel sua incorporagdo em sistemas alimenticios sem a perda de suas
propriedades. Considerando o0 exposto, 0 presente trabalho teve por objetivo obter,
caracterizar e avaliar a estabilidade de nanocéapsulas contendo extrato do urucum, empregando
a goma do cajueiro como material de parede. Para a obtencdo das nanocépsulas foram
realizadas as etapas de preparo da emulsdo e atomizacdo. As nanocapsulas obtidas foram
caracterizadas e apresentaram tamanho médio de 24,17 nm + 3,71, com distribuicdo por
volume de 97,33% + 2,08, o que demonstrou considerado grau de homogeneidade de
tamanho. A solubilidade das nanocapsulas foi de 74,13% + 3,68 e a eficiéncia alcancada no
processo de nanoencapsulacdo foi de 44,74% + 4,38. Os testes de estabilidade das
nanocapsulas foram feitos armazenando-as em condicGes de auséncia e presenca de luz. A
cada dez dias, durante quarenta dias, fez-se a determinacdo das coordenadas colorimétricas
a*, b*, L*, C* e angulo Hue e as determinacGes dos teores de bixina total e bixina superficial.
A bixina total teve uma reducdo de 78,48% para as nanocapsulas expostas a luz, enquanto que
na condicdo de auséncia de luz essa reducdo foi de apenas 41,88%. Os valores de bixina
superficial, ou ndo encapsulada, oscilaram de 27,64 mg/100g a 8,65 mg/100g, para amostras
submetidas a luz, e de 27,64 mg/100g + 2,13 a 16,45 mg/100g + 0,80 para amostras
armazenadas na auséncia de luz. As nanocapsulas mostraram maior estabilidade quando
armazenadas ao abrigo da luz, comprovando o efeito deletério da luz ao extrato de urucum e,
portanto, a ndo total protecdo da goma de cajueiro como material de parede. Também foram
verificadas nesta pesquisa as atividades antioxidante (utilizando-se o0 sistema f-
caroteno/Acido Linoléico) e antimicrobiana (pelo método de disco-difusio) das nanocapsulas

contendo extrato do urucum. Em relagéo a atividade antioxidante, obteve-se percentual medio



de inibi¢ao da oxidacdo do B-caroteno correspondente a 61,90%, 54,576% e 51,73%, para 0s
extratos contendo concentracbes de nanocapsulas de 40 mg/L, 30 mg/L e 20 mg/L. Os
resultados obtidos sugerem atividade antimicrobiana das nanocapsulas, com formacéo de halo
de inibigdo frente ao Staphylococcus aureus utilizando-se as concentragdes de 1 mg/L, 2
mg/L e 10 mg/L, porém ndo foi observada a formacdo de halos de inibicdo para os
microrganismos Escherichia coli e Salmonella choleraesuis. Neste estudo as nanocapsulas
contendo o extrato do urucum foram aplicadas em sistema modelo (solucdo-tampéo) e em um
sistema alimenticio (iogurte). A estabilidade desses sistemas foi medida através dos
pardmetros colorimétricos, a cada cinco dias, durante 40 dias. Observou-se que o sistema
modelo pode ter promovido estabilidade as nanocapsulas, conservando seus nucleos. Quando
aplicadas em iogurte as nanocapsulas conferiram a este alimento uma coloracdo
amarelo/alaranjado e durante o periodo de armazenamento houve reducdo dos valores de a* e

aumento dos parametros b* e C*.

Palavras-chave: Nanoencapsulagdo. Extrato do urucum. Goma do cajueiro. Caracterizacao.
Estabilidade



ABSTRACT

Consumers demands for healthier eating are increasing, which has led the industry to invest
more persistent in the use of natural products. One of more relevant segment is natural
substances acting as pigments, replacing the artificial coloring. Due his high instability,
several researches have been directed to determine favorable conditions of use of these
substances. Among the compounds studied we have bixin, a natural pigment, carotenoid,
lipid-soluble annatto seed extract (Bixa orellana L.). Most carotenoids are sensitive to factors
such as high temperature, light, oxygen and low pH, which restricts its use as a pigment in
some food products. The use of nanoencapsulation has been an alternative for improving the
stability of pigments such as bixin, making possible its incorporation into food systems
without loss of its qualities. Considering that, the present study aimed to obtain, characterize
and assess the stability of nanocapsules containing annatto extract, employing the cashew
gum as wall material. To obtain these nanocapsules were performed steps of preparation of
the emulsion and spray drying. The nanocapsules were characterized and showed a average
size of 24.17nm + 3.71 with distribution by volume of 97.33% + 2.08, demonstrating high
degree of homogeneity in size. The solubility of the nanocapsules was 74.13% + 3.68 and the
efficiency achieved in the process of nanoencapsulation was 44.74% + 4.38. Stability tests
were made with nanocapsules storing them in conditions of absence and presence of light.
During ten days, for forty days, was made the determination of colorimetric coordinates a*,
b*, L*, C*, Hue angle and the determinations of the levels of total bixin and superficial bixin.
The total bixin had a reduction of 78,48% for the nanocapsules exposed to light, while in
condition of absence of light the reduction was only 41.88%. The values of surperficial bixin
or unencapsulated, ranged from 27.64 mg/100g to 8.65 mg/100g, for samples subjected to
light, and from 27,64 mg/100g + 2,13 a 16,45 mg/100g + 0,80 for samples stored in absense
of light. The nanocapsules showed greater stability when stored away from light, confirming
the deleterious light effect in annatto extract and therefore not full protection of cashew gum
as wall material. Were also found in this study the antioxidant activities (using the system -
caroteno/ acid linoleic) and antimicrobial (by disk diffusion) of nanocapsules containing
annatto extract. In relation to the antioxidant activity (inhibition of the oxidation of B-
carotene) was obtained average perceptual corresponding to 61.90%, 54.576%, and 51.73%
for containing extracts of nanocapsule concentration of 40 mg/L, 30 mg/L and 20 mg/L. The
results suggests antimicrobial activity of the nanocapsules, making an inhibition zone against

Staphylococcus aureus using concentrations of 1 mg/L, 2 mg/L and 10 mg/L, however there



was observed the formation of inhibition zones for Escherichia coli and Salmonella
choleraesuis. In this study, nanocapsules containing annatto extract were applied to the model
system (buffer) and food system (yogurt). The stability of these systems was measured using
the colorimetric parameters, during five days, for 40 days. It was observed that the system
model may have promoted the nanocapsule stability, retaining their nucleus. When applied in
yoghurt gave the nanocapsules to this food yellow / orange coloration and during the storage

period was reduced values of a* and increased b* and C* parameters.

Key-words: Nanoencapsulation. Annatto extract. Cashew gum. Characterization. Stability
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1 INTRODUCAO

O uso de corantes como aditivos alimenticios tem sido altamente explorado com a
funcdo de torna-los mais atrativos e, em virtude de observacdes, tem aumentado a
preocupacdo quanto aos riscos toxicoldgicos desses produtos e/ou seus metabdlitos no
organismo humano (KAPOR et al., 2001).

A valorizacdo de uma alimentacdo mais saudavel pelo mercado consumidor, fez
com que crescesse a utilizacdo dos corantes naturais, dentre 0s quais, 0 urucum €& 0 mais
usado pela industria brasileira, representando cerca de 90% dos corantes naturais usados no
Brasil e 70% no mundo (TOCCHINI e MERCADANTE, 2001).

As sementes do urucuzeiro (Bixa orellana L.) sdo recobertas por uma resina
vermelha que contém o carotendide bixina, e em menor quantidade o carotendide norbixina.
A bixina possui a caracteristica de ser lipossoluvel e sua saponificacdo resulta em norbixina
que é um composto hidrossolivel (MERCADANTE e PFANDER, 1998; LIMA et al, 2001).

A bixina, assim como a maioria dos carotendides, é sensivel a fatores como alta
temperatura, luz, oxigénio e baixo pH, o que restringe o seu emprego em alguns produtos
alimenticios (BARBOSA, 2009). A hidrofobicidade faz com que os carotendides apresentem
dificuldades para serem incorporados em formulacGes alimenticias aquosas, além de serem,
dependendo da matriz alimenticia na qual estdo inseridos, dificilmente absorvidos no trato
gastrointestinal. Tais problemas podem ser contornados através da nanoencapsulacdo
(GOMES, 2011).

O processo de encapsulacdo vem sendo estudado como uma alternativa para
preservacdo das propriedades fisico-quimicas dos bioativos. As particulas formadas através da
encapsulacdo podem ser classificadas em trés classes: macro (>5000 um); micro (1,0-5000
um) e nano (<1,0 um), sendo que as particulas podem apresentar diferentes formas,
dependendo dos processos usados para prepara-las (JAFARI, 2008; DESAI e PARK 2005).

O material de parede, ou agente encapsulante, utilizado no processo de
encapsulagdo deve possuir caracteristicas tais como apresentar propriedade emulsificante e de
formacéo de filme, possuir baixa viscosidade em solugdes com alta concentragdo de solidos,
oferecer capacidade de estabilizacdo da solucdo do material de parede, apresentar baixa
higroscopicidade, ser de baixo custo e ser capaz de proteger o ingrediente das condigdes
adversas (BARBOSA, 2009).
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Dentre o0s agentes encapsulantes, as gomas naturais, tais como a goma do cajueiro,
vém sendo estudadas, pois sdo produtos de facil obtencdo e de baixo custo (RODRIGUES,
2004).

Vaérias técnicas sdo utilizadas para a encapsulacdo na area de alimentos, e sua
escolha depende de uma serie de fatores: o tamanho de particula requerido, as propriedades
fisicas e quimicas do material encapsulante e do bioativo, 0s mecanismos desejados de
liberacdo, a escala de producéo e o custo (GOMES, 2011).

O uso do meétodo de secagem por atomizacdo como técnica de encapsulagéo é
considerado um processo eficiente e econémico, além de possibilitar 0 emprego de uma
ampla variedade de agentes encapsulantes, com produto final apresentando boa retencéo e
estabilidade dos compostos (MENDES, 2012).

Tendo em vista a importancia dos corantes naturais para a industria de alimentos e
a escassez de trabalhos abordando corantes nanoencapsulados, principalmente utilizando a
goma do cajueiro como agente encapsulante, este trabalho teve por objetivo obter, caracterizar
e avaliar a estabilidade de nanocépsulas contendo extrato do urucum, empregando a goma do
cajueiro como material de parede. Também foram verificadas nesta pesquisa 0
comportamento das nanocépsulas em sistemas modelo e alimenticio e as atividades

antioxidante e antimicrobiana do extrato do urucum nanoencapsulado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Corante natural do urucum

O urucum (Bixa orellana L.) é uma importante matéria-prima empregada na
indUstria brasileira de alimentos. Esse fruto vem sendo amplamente utilizado na producéo de
embutidos, massas, queijos, sorvetes e confeitarias (LEMOS et al.,2011).

Sdo fabricados a partir do urucum os corantes naturais mais difundidos na
indUstria de alimentos, com tonalidades que vdo do amarelo ao castanho, passando pelo
vermelho (SILVA, 2007).

O consumo de urucum tem aumentado muito nas Ultimas décadas devido ao uso
dos seus corantes naturais em substituicdo aos corantes sintéticos, considerados cancerigenos.
A proibicdo dos corantes sintéticos em muitos paises impulsiona o crescimento do urucum no
mercado internacional e faz com que o urucuzeiro ganhe importancia nas regioes produtoras
(OLIVEIRA, 2005).

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no
ano de 2010 foram produzidos 13.309 toneladas de sementes de urucum no Brasil, em uma
area de 12.540 hectares plantados, com um crescimento de 6,7% em relagdo ao ano anterior.

A regido Sudeste lidera o ranking nacional, com uma producdo de 4585
toneladas, seguida das regibes Norte e Nordeste. O Estado de Séo Paulo tem a maior
participacdo na producdo de sementes de urucum (22,03% da produgé@o nacional), mas 0s
estados de Rondbnia (17,60%) e Minas Gerais (11,16%) também se destacam, colhendo
anualmente mais de 1,4 toneladas de urucum por hectare (IBGE, 2010).

A planta do urucum, pertencente a familia das Bixaceas, € uma arvore pequena,
geralmente inferior a 6 metros, podendo atingir até 8 metros, originaria da regido amazonica e
cultivada em quase todos os estados brasileiros (SILVA, 2007; BARCELOS, 2010).

As sementes podem ser numerosas por fruto. S&o angulares, com 3 a 4 mm de
comprimento, cobertas com uma substancia resinosa de coloracdo vermelho-alaranjada a qual
torna-se seca, dura e de coloracdo escura com o amadurecimento (FRANCO et al., 2002). A
partir dessas sementes obtém-se varios tipos de corantes, diferentes entre si na solubilidade e

pigmentacdo (LIMA et al., 2010). A Figura 1 mostra frutos e sementes de urucum.
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Figura 1: Urucum: A: cachopa com frutos maduros;
B: fruto aberto com sementes expostas

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2005

A bixina é o pigmento presente em maior concentracdo nas sementes de urucum,
representando mais de 80% dos carotendides totais. Observa-se na superficie das sementes um
arilo que possui varias substancias além do pigmento vermelho caracteristico. Este arilo
representa cerca de 5% a 10% do peso da semente, dos quais 30% s&o representados pelo
carotendide bixina (CARVALHO et al., 2010).

Os corantes naturais sao empregados em uma infinidade de alimentos e bebidas
com o intuito de compensar a perda de cor durante o processamento industrial e estocagem,
uniformizar a cor dos alimentos e dar cor a alimentos originalmente incolores, tornando-os
mais atrativos ao consumidor. As preparacfes de urucum sdo usadas para colorir manteiga,
queijos, produtos de panificacdo, Oleos, sorvetes, cereais e embutidos (TOCCHINI e
MERCADANTE, 2001).

O corante do urucum € o mais usado pela industria brasileira, representando cerca
de 70% dos corantes naturais usados e 50% de todos os ingredientes naturais que exercem
essa funcdo, sendo utilizado em suas varias formas, na industria de alimentos, para
tonalidades amarelas a vermelhas (GHIRALDINI, 1989; SILVA; NACHTIGALL e
STRINGHETA, 2009). O baixo custo de producdo e a baixa toxicidade fazem deste um
pigmento muito atrativo e conveniente, em substituicdo a muitos corantes sintéticos (AGNER
et al., 2004).

Como ja citado, os pigmentos do urucum sdo extraidos da camada externa das
sementes (arilo), sendo os mais importantes a bixina e norbixina, cujas estruturas quimicas
estdo apresentadas na Figura 2. A coloracdo vermelha da semente esta diretamente
relacionada ao percentual de bixina. Quanto maior a concentragdo de norbixina, maior a
tendéncia para o amarelo. Tanto as sementes, quanto 0s extratos processados sdo

comercializados com base no teor de bixina ou norbixina (OLIVEIRA, 2005).
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Figura 2: Estruturas da bixina e da norbixina
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Fonte: TOCCHINI e MERCADANTE (2001)

A partir da bixina s&o obtidos os demais pigmentos do urucum, como a norbixina
(lipossoluvel), o sal da norbixina (hidrossollvel) e os produtos de degradagdo térmica
(lipossoluveis e de coloracdo amarela mais estavel) (TOCCHINI e MERCADANTE, 2001;
CONSTANT; STRINGHETA e SANDI, 2002; NACHTIGALL et al., 2009).

A saponificagdo da bixina d& origem a um corante hidrossoltvel constituido pelo
sal de norbixina (LIMA et al., 2001). O sal de norbixina, anteriormente citado, pode ser
convertido em norbixina por precipitacdo 4&cida, tornando o pigmento lipossoltvel
(CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002).

Tanto a bixina como a norbixina apresentam duas configuracGes estereoquimicas
(cis e trans). Nos extratos, em condi¢cdes normais, pode predominar a cis-bixina ou a cis-
norbixina, mais instaveis. A cis-bixina ou a cis-norbixina em solucdo sob aquecimento séo
parcialmente transformadas para a configuracdo trans, mais estavel, conhecidas como
isobixina e isonorbixina (PIMENTEL, 1995).

Na natureza a maioria dos carotendides ocorre na configuracdo trans. A bixina é
uma excecdo, pois é encontrada naturalmente na forma cis. Além disso, sua molécula possui
dois grupos carboxilicos, um deles sendo um éster metilico, 0 que da a molécula certa
lipossolubilidade. Pela hidrélise alcalina do seu grupamento éster metilico, pode-se preparar o
sal hidrossoluvel do &cido dicarboxilico norbixina (C24H2504) (SILVA, 2007).

O aquecimento da cis-bixina a converte em trans-bixina, uma forma mais estavel e
mais solivel (HENRY, 1996). Na Figura 3 esta representada a relacdo entre os tipos de

pigmentos do urucum.
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Figura 3: Inter-relagdo entre os diferentes pigmentos do urucum
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Fonte: HENRY (1996)

Os corantes de urucum podem ser encontrados no mercado em diferentes formas:
em solucdo aquosa, soltvel em 6leo ou ainda, na forma de emulsdo ou em suspensdo (SANDI
et al.,, 2003). Existem varios processos para obtencdo do pigmento. Para a extracdo do
pigmento das sementes, sdo normalmente utilizados trés diferentes métodos: a extragdo com
6leo refinado, a extracdo com solventes organicos e a extragdo com solucdo alcalina
(COLLINS, 1992). Dentre estes processos 0 mais simples e mais utilizado comercialmente
para a producdo de corantes de urucum € o que utiliza solugdes alcalinas para extrair o
pigmento. O uso frequente deste processo baseia-se no fato de que a bixina ndo é solGvel em
agua, exceto em uma solugdo alcalina, onde pode ser saponificada. Como alcalis, sdo
utilizados hidréxido de sodio, de potassio ou de amonio e o carbonato de sédio (SILVA,
2007).

Na extracdo com OGleo refinado o pigmento € obtido por abrasdo do pericarpo
submerso em 6leo vegetal aquecido a 70°C (ARAUJO, 2004). De acordo com Silva (2007), o
pigmento principal obtido neste método de extracdo é a bixina, mas existe a formacdo de
compostos de degradacao térmica, devido ao uso de calor durante o processo.

Quando extraido com solventes organicos, como acetona e metanol, pode-se obter
um produto com concentragcbes mais elevadas de pigmento, alcancando teores entre 3,5 a
5,2% de bixina. Nesse caso, ap0s a extragdo o solvente é removido e o pigmento na forma de
p6 é ressuspendido em dleo (ARAUJO, 2004).

O uso da extracdo com solventes para a aplicacdo do corante em produtos
alimenticios € limitado, uma vez que o corante estara sujeito a sérias restricdes técnicas, pela

toxicidade potencial de residuos de solventes neles presentes (SILVA, 2007).
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Nas indastrias brasileiras processadoras de urucum o etanol € um solvente
organico bastante utilizado devido a facilidade de sua obtencdo e baixo custo, quando
comparado a outros solventes. Qutras caracteristicas favoraveis a este solvente sdo:
disponibilidade, baixa toxicidade, baixo ponto de ebulicdo e propriedades bactericidas
(PRENTICE-HERNANDEZ e RUSIG, 1992).

Os pigmentos naturais estdo relacionados com importantes atividades biologicas.
Seus efeitos benéficos em relacdo a salde estdo relacionados com suas propriedades
antioxidantes, protecdo contra danos oxidativos a componentes celulares, efeitos anti-
inflamatorios e prevencdo das doencas cronicas nao transmissiveis (VOLP; RENHE e
STRINGUETA, 2009).

Com aplicagdo em mdaltiplos ramos industriais, 0 pigmento extraido do urucum é
reconhecido pela Organizacdo Mundial da Saude como um corante de nula toxidade tanto
para 0 consumo humano como para sua aplicacdo na pele. O produto € registrado pela Unido
Européia sob a denominagao de “E160b” (OLIVEIRA, 2005).

O corante do urucum tem sido mais utilizado pela industria na forma de extrato
seco de urucum hidrossoluvel em vez do corante liquido. Isto se deve ao fato de que os
pigmentos em poO apresentam alta intensidade de cor, facil manuseio e transporte e maior
estabilidade durante a estocagem, além de serem U(teis em produtos secos como sopas
desidratadas e misturas em p6 (PIMENTEL, 1995).

As exigéncias do mercado interno e externo enfatizam a importancia da pesquisa
por novas tecnologias de producdo de corantes de urucum. Um processamento mais eficaz e
um maior conhecimento na quimica e bioquimica dos pigmentos do urucum, e de seu
comportamento em diferentes meios, poderiam contribuir significativamente na producgéo de
corantes com melhor qualidade final (SILVA, 2007).

2.2 Nanoencapsulagao

A nanotecnologia tem como objetivo a caracterizacdo, fabricacdo e manipulacéo
de estruturas, bioldgicas e ndo-bioldgicas, que possuam tamanhos inferiores a 100nm
(WEISS; TAKHISTOV e MCCLEMENTS, 2006). O prefixo nano (do grego: “ando”) ¢é
usado nas ciéncias para designar uma parte em um bilh&o, sendo assim, um nanémetro (1nm)
corresponde a um bilionésimo de um metro (MELO e PIMENTA, 2004). Particulas com este

tamanho, ou nanoparticulas, apresentam uma grande area superficial e, frequentemente,
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exibem propriedades mecanicas, Opticas, magnéticas e quimicas distintas de particulas
macroscopicas (QUINA, 2004).

O termo nanoparticula € utilizado tanto para nanoesferas quanto para
nanocapsulas (Figura 4). As nanoesferas sdo formadas por uma matriz homogénea, ou seja,
sdo particulas cuja massa inteira é sélida e as moléculas podem ser adsorvidas na superficie
esférica ou encapsuladas dentro da particula. J& as nanocépsulas sdo sistemas vesiculares, que
atuam como uma espécie de reservatdrio, em que as substancias englobadas estdo confinadas
a uma cavidade, constituindo em um nucleo liquido (6leo ou agua) cercado por um material
solido (RAO e GECKELER, 2011).

Figura 4: llustracdo da classificacdo de nanoparticulas:
nanoesferas (A), nanocapsulas contendo 6leo (B) e agua (C)

Fonte: Adaptado de RAO e GECKELER, 2011

A B Cc

A nanoencapsulacdo envolve incorporacdo, absorcdo ou dispersdo de
combinac@es de bioativos sélidos, liquidos ou gasosos em vesiculas pequenas, com didmetro
na escala nanométrica. As combinagdes de bioativos incorporados podem ser protegidas
contra degradacdo e melhorar a estabilidade e a solubilidade dos compostos (ASSIS et al.,
2012; KLAYPRADIT e HUANG, 2008; JAFARI et al., 2008).

Segundo Turchiuli et al. (2005), muitas das substancias sensiveis contidas nos
alimentos, como pigmentos e antioxidantes, sdo compostos a base de lipideos, que existem na
forma liquida a temperatura ambiente. Para estas substancias lipofilicas 0 meio mais simples
de encapsulamento consiste em emulsificar ou dispersar o componente em uma solucgéo

aquosa.

Segundo Gharsallaoui et al. (2007), o principal objetivo da encapsulagcdo é
proteger uma substancia sensivel na capsula ou na parede, isolando fisicamente o ingrediente
do meio ambiente. Atualmente, os interesses essenciais sdo atribuidos ao encapsulamento de

flavors, lipideos e carotenoides, entre outros ingredientes; ressaltando-se que, em funcgéo de
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um Unico agente encapsulante ndo possuir todas as propriedades do material de parede ideal,
pesquisas recentes tém focado em misturas de carboidratos, gomas e proteinas.

Os beneficios da nanotecnologia vém sendo reconhecidos por diversos setores da
industria. Nesse contexto, a industria de alimentos necessita ir além da observacdo das
propriedades macroscopicas e partir para a meso e a nano escalas, com o posterior controle
das estruturas hierarquicas no alimento e na sua funcionalidade. Assim, sdo crescentes 0s
estudos sobre as relagGes entre as estruturas nano e supramoleculares, bem como da
funcionalidade nos niveis fisico, nutricional e fisiologico desses materiais (SANGUANSRI e
AUGUSTIN, 2006).

A aplicacdo da nanotecnologia em alimentos é considerada nova, quando
comparamos com sua utilizacdo na biomedicina e nas industrias de tecnologia de informacéo,
onde essa técnica ja é aplicada na fabricacdo de materiais, existindo, portanto, diversas areas
gue podem ser exploradas, tais como a elaboracdo de produtos com caracteristicas funcionais
e nutracéuticas (ASSIS et al., 2012).

Segundo Heyang et al. (2009) e Fathi, Mozafari e Mohebbi (2011), a
nanoencapsulacdo na area de alimentos proporciona para compostos, tais como vitaminas,
antimicrobianos, antioxidantes, aromatizantes, corantes e conservantes, protecdo contra
condicBes ambientais desfavoraveis, melhoria da solubilidade, reducdo da deterioracéo,
reducdo da perda de matérias volateis e a remocdo de sabores e odores indesejaveis.

A nanoencapsulacdo age como uma barreira que pode conferir protecdo contra a
agua, oxigénio e/ou luz, além de permitir uma liberacdo controlada do ingrediente retido e
evitar interacéo entre substancias (TURCHIULI et al., 2005).

Existem diversas técnicas utilizadas para a encapsulacdo na area de alimentos. Os
processos mais utilizados podem ser divididos em métodos fisicos (extrusdo, bocais,
atomizacao, discos rotativos, pan coating, leito fluidizado, liofilizacdo, spray cooling e spray
chilling, por exemplo), métodos quimicos (polimerizacdo interfacial, inclusdo molecular, por
exemplo) e métodos fisico-quimicos (coacervacdo simples, coacervacdo complexa,
lipossomas, particulas lipidicas sélidas, por exemplo) (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

Em comparagdo com compostos microencapsulados, a nanoencapsulacdo oferece
uma maior area de superficie, como j& comentado, e tem a capacidade de aumentar a
solubilidade, além de apresentar melhor biodisponibilidade e uma liberacdo mais controlada,
0 que permite uma maior precisdo na utilizagdo de materiais encapsulados nesta condigéo
(MOZAFARI et al., 2008).
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2.2.1 A técnica de spray-drying

Uma variedade de técnicas sdo utilizadas para a secagem de nanocéapsulas, entre
elas estd o spray-drying ou atomizacgdo. Este processo tem sido utilizado na inddstria de
alimentos desde o0 ano de 1950 (FANG e BHANDARI, 2010).

A secagem por spray-drying € um método que inicia pela atomizacdo ou
pulverizacdo gerando goticulas em suspensdo, seguida por um processo de secagem, 0 que
resulta na producdo de particulas sélidas (Figura 5). E um método eficiente de secagem,
devido a grande area de superficie disponivel para transferéncia de calor e massa
(OKUYAMA et al., 2006). O tempo de exposicdo das particulas ao calor é curto e a
temperatura do nucleo ndo ultrapassa os 100°C, o que reduz a ocorréncia de alteracdes
indesejaveis em compostos termossensiveis. Outra vantagem é que as particulas atomizadas
sdo altamente sollveis, devido ao seu pequeno tamanho, geralmente inferior a 100 pum
(OLIVEIRA, 2008).

Figura 5: Diagrama esquematico do processo de secagem
de uma goticula por spray dryer.

Goticula
Particula seca

.
C C
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Ar quente

Fonte: ALVES, 2012

Por ser um método econémico, flexivel, continuo e produzir particulas de boa
qualidade, a atomizagdo é uma técnica vastamente utilizada na industria para a produgéo de
aditivos alimentares secos e estaveis (DESAI e PARK, 2005).

De acordo com Assis et al. (2012), o processo de encapsulacdo envolve quatro
estagios: preparacdo da dispersdo ou da emulsdo; homogeneizacdo da dispersdo; atomizagéo

da emulsio e desidratacdo das particulas atomizadas. E importante ressaltar que apenas as
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duas dltimas etapas ocorrem especificamente no equipamento atomizador, sendo as duas
primeiras etapas onde, efetivamente, ocorre a encapsulagéo.

O preparo da emulsdo consiste no preparo da mistura a ser atomizada,
dispersando-se 0 nucleo (que normalmente é de natureza hidrofébica), numa solucdo do
agente de revestimento com o qual é imiscivel (GHARSALLAOUI et al., 2007). As vezes, a
adicdo de um emulsificante é necesséria e a dispersao é entdo homogeneizada antes do spray-
drying (ASSIS et al., 2012). Em seguida o material nucleo deve ser homogeneizado com o
material de parede. A mistura é entdo introduzida no spray-drier e atomizada com um bico ou
roda a girar. A agua € evaporada pelo ar quente em contato com o material atomizado. As
capsulas séo recolhidas depois de cairem no fundo do secador (FANG e BHANDARI, 2010).
Um sistema de spray-drier pode ser explicado seguindo o desenho esquematico representado

na Figura 6.

Figura 6: Desenho esquematico de um sistema de spray-drier, incluindo: (1) bocal
para dois fluidos; (2) camara de secagem; (3) ciclone para separacdo de particulas; (4)
filtro de remocdo das particulas finas; (5) aspirador para geracdo de fluxo; (6)
reservatorio do produto

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2008

Este processo pode ser aplicado em substancias sensiveis ao calor, pois, embora as
goticulas sejam submetidas a altas temperaturas, o risco de superaquecimento destas é
minimo, devido a secagem quase instantanea (ALVES, 2012).

As propriedades do material de parede, bem como as caracteristicas de emulsao e
parametros de secagem, sdo fatores que podem afetar a eficiéncia de encapsulamento pelo
método de spray-drying (JAFARI et al., 2008), considerando, especificamente, a secagem da

emuls&o, preparo no qual as capsulas ja estdo estruturadas.
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2.3 Material de Parede

As nanocépsulas sdo constituidas por um involucro polimérico disposto ao redor
de um ndcleo, podendo o componente ativo de interesse estar dissolvido nesse nucleo e/ou
adsorvido a parede polimérica (material de parede). A retencdo desses nucleos € regida por
sua funcionalidade quimica, solubilidade, polaridade e volatilidade. O material de parede
consiste, portanto, na barreira externa e geralmente € feito de compostos que formam uma
rede com sua estrutura (ASSIS et al., 2012).

O material da parede é feito, normalmente, de compostos como amidos,
gomas, gelatinas, polimeros, etc., e geralmente abrigam grupos hidrofilicos e/ou hidrofébicos
(TURCHIULI et al., 2005).

Propriedades como baixa viscosidade, facil manipulagdo, ser inerte ao material
encapsulado, baixa higroscopicidade, capacidade de liberar completamente o solvente ou
outros materiais utilizados durante o processo de encapsulacdo, proporcionar maxima
protecdo ao material ativo, ser solivel em solventes comumente usados, possuir as
propriedades desejadas de liberagdo do material ativo e o baixo custo, sdo ideais em um
material encapsulante (SANTOS; FERREIRA e GROSSO, 2000).

Por possuirem boas caracteristicas as gomas vém sendo bastante utilizadas nos

ultimos anos como agente encapsulante (MENDES, 2012).

2.3.1 Goma do cajueiro

As gomas industriais podem ser definidas como polissacarideos sollveis em agua
e que formam solucBes viscosas a baixas concentracBes, sendo substancias incolores,
inodoras, insipidas e ndo toxicas (MOURA NETO, 2008). Elas podem ser classificadas em
naturais e modificadas, sendo as gomas naturais obtidas de exsudados de arvores, de
sementes, de algas ou por fermentacdo microbiologica (RODRIGUES; DE PAULA e
COSTA, 1993).

Os polissacarideos de exsudados séo produzidos como mecanismo de defesa das
plantas contra o estresse causado por injurias fisicas ou ataque microbiano (CUNHA; PAULA
e FEITOSA, 2009).
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O uso de gomas naturais, provenientes dos exsudados e extratos de plantas, vém
tomando grande impulso por suas multiplas e lucrativas possibilidades de industrializagéo
(SARUBBO et al., 2007).

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), planta fonte do exsudado, pertence a
familia Anacardiaceae, havendo mais de 21 espécies relacionadas no género Anacardium,
todas de ocorréncia tipicamente tropical (LIMA et al., 2007). E uma arvore de multiplo uso,
que se desenvolve, geralmente, em solos arenosos secos, nas planicies centrais do Brasil,
ocupando lugar de destaque entre as plantas frutiferas tropicais, em decorréncia da crescente
comercializacdo de seus produtos (SARUBBO et al., 2007).

O exsudado do cajueiro (Figura 7) é produzido nas células epiteliais da planta.
Quando esse exsudado, ainda liquido, atinge asimediacdes externas, através de
um corte (feito de forma natural ou ndo), seca por evaporacdo da agua, tornando-se uma

resina mais firme, que quando purificada da origem a goma (TORQUATO et al., 2004).

Figura 7: Exsudado do cajueiro (Anacardium occidentale L.)
(A) fragmento e (B) triturado

Fonte: Autora

A goma do cajueiro é um heteropolissacarideo complexo, exsudado de cajueiros,
especialmente dos troncos. Sua composi¢do consiste em galactose (72%), glicose (14%),
arabinose (4,6%), ramnose (3,2%) e acido glucurénico (4,5%) (DE PAULA et al., 1998). A
Figura 8 apresenta um fragmento da estrutura quimica da goma do cajueiro.



Figura 8: Representagdo da estrutura quimica da goma do cajueiro
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do

polissacarideo da goma do cajueiro como arabinogalactanas com uma variedade de cadeias

laterais, incluindo &cido glucurdnico e residuos de acido galacturénico. De acordo com este

autor a, a hidrdlise da goma do cajueiro resultou em: 70% de galactose, 11% de glucose, 6%

de &cido glucurdnico, 5% de arabinose, 4% de ramnose e 1% de manose .
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Na industria a goma do cajueiro é utilizada como espessantes para sucos e
refrescos, emulsificante para molhos e saladas, suporte para microcapsulas e ainda como
agente depressor de minério (MOTHE, 2000).

As caracteristicas da goma de cajueiro sdo semelhantes as da goma arébica,
podendo substitui-la como cola liquida para papel, na indastria farmacéutica, em cosmeéticos,
como aglutinante de capsulas e comprimidos e na industria alimenticia como estabilizante de
sucos, cervejas e sorvetes. Dessa forma, o polissacarideo do cajueiro representa uso
alternativo, ndo-convencional, podendo ser utilizado para diferentes finalidades (SILVA,
2006).

Por ser um polissacarideo de exsudado de arvores brasileiras, em especial nativas
do Nordeste, a goma do cajueiro vem sendo estudada, apresentando uma grande possibilidade
de producdo comercial. A exsudacdo da goma é simples e muitas vezes espontanea. A
producdo média de goma/planta/ano é de 700 g o que gera a possibilidade de producédo da
goma/ano muito superior a importada de goma arédbica (CUNHA; PAULA e FEITOSA,
2009).

Segundo Oliveira (2008), a exploracdo da goma do cajueiro para fins de
industrializacdo representaria uma grande vantagem ja que o exsudado do cajueiro €
altamente disponivel na regido Nordeste, devido a abundancia de cajueiros presentes. Outro
aspecto a destacar € que a extracdo da goma do cajueiro representa mais uma fonte de lucros
para o produtor, que utilizaria ndo sé a castanha e o pedunculo, mas também o exsudado,
inclusive dos cajueiros improdutivos, em fase de declinio e senescéncia, sendo uma
alternativa lucrativa para o aproveitamento dos mesmos.

Estudos que gerem novos mercados para a utilizagdo da goma do cajueiro nos
diversos segmentos da industria, principalmente na industria de alimentos, sdo uma forma de
agregar valor a cajucultura (CUNHA; PAULA e FEITOSA, 2009).

2.4 Atividade biologica dos corantes naturais

Muitos pigmentos naturais em alimentos servem primariamente para propdsitos
de cor, mas também estdo associados com importantes atividades biologicas, pois promovem
salde e bem estar por prevenir e as vezes até auxiliar na cura de doengas (VOLP; RENHE e
STRINGUETA, 2009).
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Varios estudos tém confirmado as atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas e anticancerigenas dos pigmentos naturais (GUL et al., 2004; ALMEIDA,
2006).

Os carotendides ja ha alguns anos vém sendo utilizados como corantes e
antioxidantes. Outros pigmentos como antoxantinas e antocianinas demonstram a capacidade
de captar radicais livres (atividade antioxidante) e efeitos na prevencdo de enfermidades
cardiovasculares e circulatérias (KUSKOSKI et al., 2006). A clorofila, também usada como
aditivo para produtos alimenticios, pode ser utilizada tanto como pigmento gquanto como
antioxidante (STREIT, 2005).

O efeito antioxidante dos derivados do urucum, da bixina e outras substancias
naturais (luteina, licopeno, B-caroteno e y-tocoferol) vém sendo estudados quanto a sua
capacidade antioxidante (GARCIA et al., 2012). Kiokias e Oreopoulou (2006) verificaram
que o extrato de urucum apresentou destacado efeito antioxidante, inibindo a formacéo de
hidroperdxidos em uma emulsdo aquosa, cuja oxidacdo foi estimulada pelo uso do 2,2'-
azobis-amidinopropano (AAPH), e superou outras substancias naturais como (-caroteno,
luteina e licopeno, apresentando a maior atividade antioxidante.

Pesquisas relacionadas a atividade antimicrobiana de compostos naturais, sobre a
multiplicacdo bacteriana, podem levar a sua utilizacdo em novas tecnologias, melhorando a
qualidade e a seguranca alimentar (MAU et al., 2001).

Extratos vegetais que apresentam atividade antimicrobiana sdo de extrema
importancia devido ao fato de muitos microrganismos apresentarem resisténcia, causando
sérios problemas de saude publica (FABRI et al., 2011). Diversos estudos relatam a atividade
antimicrobiana de pigmentos como a circuma (ALMEIDA, 2006; BHAVANISHANKAR et
al.,1979).

Estudos com Bixa orellana L. (urucum) relatam sua atividade antimicrobiana,
demostrando a capacidade preservativa desta planta na conservacao e agregacdo de qualidade
aos alimentos (MAJOLO, 2009; BRAGA et al., 2007; ROJAS et al., 2006; GONCALVES,
2005; NALIMOVA et al., 2005; FLEISCHER et al., 2003).

Pesquisas para avaliar a atividade antimicrobiana de diferentes componentes
frente a diversos microrganismos podem ser realizadas por meio de estudos comparativos,
com microrganismos de interesse na area alimenticia. (ALMEIDA, 2006).

Sistemas de liberagdo controlada, como a nanoencapsulagéo, podem melhorar

o efeito bioldgico promovido pelos corantes naturais, pois sdo caracterizados por apresentar a
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capacidade de prolongar e controlar a liberacdo de substancias ativas, proteger as moléculas
frente a degradacdo no meio biolégico, veicular substancias hidrofobicas e reduzir os efeitos
colaterais indesejaveis (GRANADA et al., 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Matéria-prima

As matérias primas utilizadas foram o corante natural de urucum (Bixa orellana
L.) e a goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.). O corante de urucum foi fornecido por
uma empresa localizada em Aracaju, Sergipe, o qual foi enviado devidamente acondicionado
em frasco de cor ambar, hermeticamente fechado e sob temperatura de refrigeracéo. O corante
foi mantido sob refrigeracdo, efetuando-se rapidos manuseios para as analises e preparagdo
dos materiais. A goma do cajueiro foi obtida pela purificagdo do exsudado do cajueiro,

coletado em cajueiros de uma empresa localizada em Pacajus, Ceara.

3.2 Instalacbes

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Frutos Tropicais do
Departamento de Tecnologia de Alimentos, no Laboratério de Quimica de Biopolimeros do
Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica e no Laboratério de Microbiologia

Ambiental do Departamento de Biologia, todos da Universidade Federal do Ceara.

3.3 Purificacdo da goma do cajueiro

A purificacdo da goma do cajueiro foi feita segundo metodologia descrita por
Rodrigues, Paula e Costa (1993), com algumas modificacdes. Para o preparo da goma, o
exsudado foi fragmentado com o auxilio de um martelo e, em seguida, 50 g da amostra
triturada foram transferidas para um béquer contendo 500 mL de agua destilada, onde
permaneceu sob agitacdo por 2h. A solucdo obtida foi entdo filtrada para remocdo de
fragmentos de madeira e/ ou outras impurezas macroscopicas presentes. O filtrado obtido foi
adicionado em etanol, na proporcdo 1:4 v/v (filtrado/etanol), para precipitacdo da goma. O
sistema foi deixado sob refrigeracdo por aproximadamente 12 h, para promover eficiente
precipitacdo. Apos este periodo, parte do &lcool sobrenadante foi removido e o precipitado foi
separado por filtracdo a vacuo, em funil de vidro de placa sinterizada. No sistema a vacuo o
precipitado foi lavado com duas por¢des de 100 mL de etanol para remocdo de possiveis

tracos de gorduras, ou outras impurezas sollveis neste solvente. A goma purificada foi
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transferida para almofariz e seca com o auxilio de um secador manual. A goma seca foi

armazenada em frasco fechado, a temperatura ambiente.

3.4 Determinagao do teor de bixina no extrato do urucum

O teor de bixina no extrato do urucum foi determinado de acordo com a
metodologia de Barbosa, Borsarelli e Mercadante (2005), onde retirou-se 0,2 mL do extrato e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL, aferindo o baldo com cloroférmio. Apds
2h, fez-se a leitura em espectrofotdbmetro da marca SCHIMADZU, modelo UV- 1800 (Kyoto,
Japdo), em comprimento de onda 470nm (méaxima absorcdo). O teor de bixina foi calculado

utilizando a Equagéo 1.

C= A (Equacéo 1)

1%
E Olcm

Onde: A= valor da absorbancia

E%1cm = coeficiente de absortividade do cloroférmio, com valor de 2826

3.5 Obtencao das nanocapsulas

A obtencdo das nanocépsulas consistiu, em principio, na formacdo de uma
emulsdo estavel do material do nucleo (extrato do urucum), com a solugdo do material de
parede (goma do cajueiro). Para isto foi preparada uma formulacdo utilizando-se solucéo de
goma do cajueiro a 10% e extrato de urucum na proporcao 10:1 (material de parede:nucleo).
Para melhor estabilidade da solucdo foi necessaria a adicdo de um agente emulsificante
(Tween 20), na propor¢do de 1:1 (nucleo:emulsificante). A dispersdo foi entdo
homogeneizada por 2 minutos a 14000 rpm em homogeneizador Turratec (marca TECNAL,
modelo TE-102) e submetida ao processo de atomizagdo em mini spray dryer marca BUCHI,
modelo B-290 (Suiga). Imediatamente apds a atomizagéo, o produto obtido foi acondicionado
em embalagens metalicas que foram seladas a vacuo e armazenadas em dessecador para evitar

a exposicdo a luz e umidade. A formulacédo foi preparada em trés repeticdes.
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3.6 Caracterizacdo das nanocépsulas

3.6.1 Tamanho e distribuicéo

O tamanho das nanocépsulas, bem como a sua distribuicdo de tamanho, foram
verificados utilizando um analisador de tamanho de particulas Zetasizer Nano, modelo ZS
3600, Malvern. Os resultados obtidos no analisador de tamanho de particula sdo mostrados
em forma de gréaficos de volume como funcdo do tamanho das particulas produzidas em cada

amostra.

3.6.2 Solubilidade em agua

A solubilidade das amostras foi determinada segundo a metodologia descrita por
Cano-Chauca et al. (2005), com algumas modificaces. Para as analise foi pesado 0,25g de
cada amostra e adicionados 25 mL de agua destilada, obtendo-se uma solucdo, a qual foi
centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos. Em seguida colocou-se 20 mL do sobrenadante em
placa de Petri seca e vazia, com massa computada anteriormente, a qual foi levada a estufa de
circulacdo de ar a 105°C por 5 h. Calculou-se a solubilidade pela diferenca de massa e 0s

resultados foram expressos em percentual de solubilidade.

3.6.3 Cor

As leituras colorimétricas foram realizadas utilizando-se um colorimetro Minolta
(modelo CR 400, Konica Minolta Sensing, Japdo) calibrado com um padrdo branco. As
amostras foram colocadas em placas de petri de 16cm de diametro, em quantidade suficiente
para cobrir a base da placa, e em seguida foi efetuada a leitura. Em seguida, as por¢oes
analisadas foram descartadas.

O resultado foi expresso de acordo com as coordenadas do sistema CIELAB
(Figura 9) que inclui as variaveis L* (luminosidade, numa escala de 0 a 100, indicando pouco
brilho e muito brilho, respectivamente), a* (intensidade de vermelho e verde), b* (intensidade
de amarelo e azul), C* (Chroma , que representa a saturacédo de cor) e angulo Hue (angulo de
tonalidade).
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Figura 9: Coordenadas do sistema CIELAB de cor

Branco

|

Fonte: HUNTERLAB (1978)

Os valores de croma (C*) e do angulo Hue (H*) foram calculados a partir dos
dados de a* e b*, de acordo com as Equacdes 2 e 3 (NACHTIGALL et al., 2009).

C*=+fa* +b* (Equagcio 2)

H*=arctan(b*/a*) (Equacéo 3)

3.6.4 Determinacéo da bixina total

A bixina total (BT) das nanocépsulas foi extraida com cloroférmio, metanol e
agua, pelo método de Bligh-Dyer, com modificacdes (CECCHI, 2003). Para o experimento
pesou-se 0,20g de nanoencapsulas, adicionou-se 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol, 8
mL de agua destilada e agitou-se a mistura em agitador magnético, por 30 minutos. Apos
agitacdo adicionou-se 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solugédo de sulfato de sddio 1,5%.
Em seguida, transferiu-se a mistura para um funil de separacdo ambar e agitou-se

vigorosamente por 1 minuto, deixando o sistema em repouso até completa separacdo das
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fases. Apds a separacdo, a fase organica contendo o corante solubilizado foi recolhida em
béquer.

A quantificacdo do teor de bixina total (BT) foi feita sequndo metodologia de
Barbosa, Borsarelli e Mercadante (2005), com modifica¢fes, onde tomou-se um aliquota de 1
mL da fase organica e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL, aferindo-se o baldo
com diclorometano. Para o branco tomou-se uma aliquota de 1 mL de cloroférmio e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL, aferindo-se o baldo com diclorometano.

A bixina total (BT) presente no extrato do urucum nanoencapsulado foi
quantificada, por espectrofotometria no Y™ em diclorometano, utilizando absortividade de
2826, e absorbancia obtida em espectrofotometro a 470 nm (LARA, 1987),

Os valores de bixina total (BT) foram determinados através da Equacdo 4. Os

resultados foram expressos em mg de bixina por 100g de nanocapsulas.

BT = Abs x 10 x 20 x 100 (Equa(;é_o 4)
2826 x m

Onde: BT = teor de bixina total
Abs = absorbancia obtida em espectrofotdmetro a 470 nm

m = peso da amostra

3.6.5 Determinacéo da bixina superficial

A quantificacdo da bixina superficial (BS), ou bixina ndo encapsulada, foi feita
segundo metodologia de Barbosa, Borsarelli e Mercadante (2005), com modificaces.

A bixina superficial (BS) foi extraida das nanocapsulas somente com cloroformio,
onde pesou-se 0,20g de nanocapsulas, adicionou-se 58 mL de cloroférmio e centrifugou-se a
3.000 rpm por 10 minutos. Apos centrifugacdo, filtrou-se a amostra, tomou-se 1 mL do
filtrado transferindo-se para um baldo volumétrico de 10 mL e aferiu-se o baldo com
diclorometano. Em seguida quantificou-se a bixina superficial, ou ndo encapsulada, através de
espectrofotometria no Yméx, em diclorometano, utilizando absortividade de 2826 e
absorbancia de 470 nm (LARA, 1987).
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Os valores de bixina superficial (BS) foram determinados através da Equacdo 5 e
os resultados foram expressos em mg de bixina por 100g de nanocapsulas.

BS = Abs x 10 x 58 x 100 (Equacéo 5)
2826 X m

Onde: BS = teor de bixina superficial
Abs = absorbancia obtida em espectrofotdmetro a 470 nm

m = peso da amostra

3.6.6 Eficiéncia da nanoencapsulacao

A eficiéncia da encapsulagdo (EE) foi determinada segundo McNamee,
O’Riordan e O Sullivan (2001), pela Equacéo 6:

% EE= (BT -BS) * 100 (Equacéo 6)
BT

Onde: BT = teor de bhixina total
BS = teor de bixina superficial

3.6.7 Atividade antioxidante

Para a determinacdo da atividade antioxidante do corante de urucum
nanoencapsulado utilizou-se o sistema p-caroteno/Acido Linoléico, de acordo com
metodologia descrita por Miller (1971), com algumas modificagdes.

Primeiramente obteve-se 0 extrato do corante nanoencapsulado, onde pesou-se 1g
das nanocépsulas em um béquer de 100 mL, adicionou-se 10 mL de metanol 50%,
homogeneizou-se e deixou-se o sistema em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, centrifugou-se a 15.000 rpm durante 15 minutos e transferiu-se o sobrenadante
para um baldo volumeétrico de 25 mL. Ao residuo da primeira extracdo, adicionou-se 10 mL
de acetona 70%, homogeneizou-se e deixou-se 0 sistema em repouso por 60 minutos a

temperatura ambiente. Prosseguindo, centrifugou-se novamente a 15.000 rpm durante 15
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minutos, transferiu-se o sobrenadante para o baldo volumétrico contendo o primeiro
sobrenadante e aferiu-se o baldo com agua destilada.

A partir do extrato obtido, preparou-se em tubos de ensaio, trés diluicdes
diferentes (40, 30 e 20 mg/L), em triplicata. Misturou-se 0,4 mL de cada diluicdo do extrato
com 5 mL da solucdo sistema p-caroteno/acido linoléico. Utilizou-se para fins de comparagéo
0,4 mL da solugdo de trolox (200mg/L) com 5 mL da solucdo sistema [-caroteno/acido
linoléico e como controle 5,4 mL da solucéo sistema B-caroteno/acido linoléico sem adicéo do
antioxidante sintético (trolox). Homogeneizou-se os tubos de ensaio em agitador e manteve-0s
em banho-maria a 40°C. Realizou-se a primeira leitura, a 470 nm, ap6s 2 minutos de efetuada
a mistura e depois, em intervalos de quinze minutos até 120 minutos. O espectrofotémetro foi
calibrado com agua. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo da oxidagao
(%1.0.) e foi calculado em relacdo ao decaimento da absorbancia do controle (Ac) que foi

correlacionado com a queda da absorbancia das amostras (Aam), atraves da Equacao 7 :

% 1.0. = Ac — Aam x 100 (Equacéo 7)
Ac
Onde: Ac = Abs inicial — Abs final
Aam = Abs inicial — Abs final

Abs = absorbancia

3.6.8 Atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, foi utilizado o método de disco-
difusdo de Bauer et al. (1966), com algumas modificacdes. Neste método a atividade
antimicrobiana est4 associada a formacéo de halos de inibig&o.

As cepas utilizadas sédo de padrdo American Type Culture Collection (ATCC),
incluindo Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 11775) e
Salmonella choelerasius (ATCC 14028).

O experimento consistiu, primeiramente, no preparo de solucdes contendo 1
mg/mL, 2 mg/mL e 10 mg/mL das nanocépsulas. Em seguida, as solu¢des foram impregnadas
em discos de papel filtro estéreis (6 mm). O in6culo foi transferido para agar Miiller Hinton,

onde os discos foram aplicados sobre o agar e as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.
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Apos o periodo de incubacdo, o halo de inibicdo foi medido. O ensaio foi realizado em
triplicata.

3.7 Testes de estabilidade

3.7.1 Estabilidade das nanocépsulas na auséncia e presenca de luz, através dos teores de

bixina total e superficial

A estabilidade das nanocépsulas foi determinada armazenando-se porcGes em
auséncia e presenca de luz. As amostras foram acondicionadas em placas de petri e
armazenadas em ambiente com temperatura média de 25°C. A condic¢do de auséncia de luz foi
estabelecida pela acomodacdo das placas contendo as amostras em caixas de papeldo
reforcado, totalmente vedadas, mantidas em ambiente sem iluminacdo. Para a condicdo de
luminosidade as placas foram colocadas em uma camera de luz (Data Color TRUVUER),
monitorada para incidir 2.500 lux, correspondente a luz do dia.

A cada dez dias, durante quarenta dias, fez-se a determinacdo das coordenadas
colorimétricas das amostras e as determinacGes dos teores de bixina total e bixina superficial

nas nanocapsulas, aplicando as metodologias descritas nos itens 3.6.4 e 3.6.5.

3.7.2 Estabilidade do sistema modelo adicionado das nanocapsulas, na auséncia e

presenca de luz, através de parametros colorimétricos

Devido a complexidade das reacBes quimicas que afetam a estabilidade das
nanocapsulas durante o processamento de alimentos, torna-se dificil isolar fatores que
expliqguem as mudancgas que ocorrem com a cor dos alimentos adicionados deste composto.
Consequentemente, essa avaliagdo requer a utilizagdo de um sistema modelo para a obtencgéo
de informac6es mais precisas em relagdo a estabilidade das nanocépsulas.

Neste estudo utilizou-se como sistema modelo a solu¢do-tampéo de Mcllvaine,
conforme metodologia adaptada de Stringheta (1991).

Para a realizacdo dos ensaios de estabilidade, primeiramente, preparou-se uma
solugéo-tampao de Mcllvaine com pH 4,0. O preparo dessa solugéo foi realizado pela mistura
de solugdo de fosfato dissodico (Na,HPO,) 0,2 M, preparada dissolvendo-se 28,4 de
NazHPO4 em 1 L de agua destilada, com solucdo de acido citrico (CgHgO7) 0,1 M, pela
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dissolugdo de 19,2 do &cido citrico em 1 L de agua destilada. A adi¢do da solucdo de acido
citrico 0,1M & solucgio de fosfato dissodico 0,2 M foi finalizada quando se obteve pH 4,0. A
solucéo final obtida foi adicionado 500 mg/L de sorbato de potassio com intuito de evitar o
desenvolvimento de fungos.

Em seguida usou-se 0,20g de cada uma das trés amostras de nanocapsulas
(repeticdes), individualmente, para 200 mL de solucdo tampédo de Mcllvaine, a fim de
distribuir em 18 frascos de vidro com capacidade de 15 mL cada. Para cada amostra
(repeticdo), esse procedimento foi realizado em triplicata. Os frascos contendo as amostras
foram hermeticamente fechados, de modo a ndo permitir a entrada de ar.

No teste de estabilidade na presenca de luz, os frascos foram colocados em uma
camara de luz (Data Color TRUVUER), monitorada para incidir 2.500 lux, correspondente a
luz do dia, com temperatura média de 25°C. Nos testes realizados na auséncia de luz, as
amostras foram armazenadas em frascos ambar, devidamente fechados, os quais foram
acomodados em caixas de papeléo reforgcado, totalmente vedadas, mantidas em ambiente com
pouca iluminacdo, com temperatura média de 25°C.

A cada cinco dias, durante quarenta dias, fez-se a determinacdo das coordenadas
colorimétricas L, a*, b*, C* e H* para todas as amostras dos tratamentos na auséncia e
presenca de luz. As determinagfes foram feitas de acordo com a metodologia descrita no item
3.6.3.

3.7.3 Estabilidade de iogurte natural acrescido das nanocapsulas, através de parametros

colorimétricos

A formulacéo de corante nanoencapsulado foi empregada em iogurte. Na préatica
tomou-se 0,20g de cada amostra de nanocapsulas (trés repeticdes), e homogeneizou-se,
individualmente, em 200 mL de iogurte natural de marca comercial, sem adicdo de corante, e
distribuiu-se em 9 frascos de vidro a&mbar com capacidade de 15 mL cada. Os frascos
contendo as amostras foram hermeticamente fechados, de modo a ndo permitir a entrada de ar
e armazenados, durante 40 dias, em incubadora BOD marca TECNAL, modelo TE - 371, a
temperatura de 4°C + 1, simulando a forma como é comercializado.

Foram preparados 9 frascos contendo iogurte sem adicdo de corante
nanoencapsulado e submeteu-se as amostras as mesmas condi¢cdes de armazenamento para

serem utilizados como padréo.
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A cada cinco dias fez-se a determinacdo das coordenadas colorimétricas L, a*, b*,
C* e H* para todas as amostras de iogurte (com e sem a adi¢do de nanocépsulas), de acordo

com a metodologia descrita no item 3.6.3.
3.8 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram desenvolvidas utilizando-se o programa SAS versao
8.1(2006). O experimento foi realizado em trés repeticbes e, em cada repeticdo foram
realizadas as analises em triplicata. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de
interacdo entre os processos, as formulacdes e o tempo de armazenamento. Em seguida,
realizou-se analise de regressdo até o modelo cubico, e quando conveniente, foi realizado teste

de Tukey para comparacdo de médias, ao nivel de 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teor de bixina no extrato do urucum

O teor de bixina encontrado no extrato do urucum utilizado foi de 237,56 +
2,92 mg/100 mL. Este resultado é superior ao relatado por outros autores que utilizaram a
mesma metodologia. Ao quantificarem bixina no extrato do urucum, Mendes (2012) obteve
valor igual a 141,5 mg/ 100 mL e Landim (2008) obteve valor igual a 146 mg/100 mL. O
maior teor de bixina obtido no atual trabalho deve-se, provavelmente, a fatores tais como

tempo de armazenamento do extrato do urucum e condigdes de estocagem.

4.2 Caracterizacao das nanocapsulas

4.2.1 Tamanho e distribuicéo

O tamanho médio das nanocépsulas obtidas foi de 24,17+ 3,71 nm, possuindo
uma distribuicdo por volume de 97,33 + 2,08%, o que demonstra considerado grau de
homogeneidade de tamanho.

Os gréficos de distribuicdo de tamanho de particulas (FiguralO) obtidos para as
nanocapsulas apresentaram distribuicdo estreita de tamanho com faixa compreendida entre 10
e 60 nm, caracteristica de nanoparticula.

Figura 10: Distribui¢do do tamanho das nanocéapsulas obtidas:
repeticdes R1 (a), R2 (b) e R3 (c)
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Em todos os casos, foram observados pequenos percentuais de volumes de
particulas maiores, com diametros na faixa de 100nm a 1000nm. Devido aos pequenos
registros, tais particulas ndo conferem polidispersividade as amostras.

Paula et al. (2009) encontraram um tamanho de particula médio variando de 10 a
60 nm em nanoparticulas de goma de angico e quitosana contendo 6leo essencial de Lippia
sidoides. O método de encapsulacéo utilizado por estes autores também foi a homogeneizacgéo
seguida da secagem em spray-drying, o que demonstra que este método é eficiente na

producdo de compostos de dimensfes nanomeétricas.



47

4.2.2 Solubilidade em agua

As nanocépsulas obtidas apresentaram solubilidade média de 74,13% + 3,68.
Pesquisa desenvolvida por Mendes (2012) encontrou valores semelhantes aos deste estudo,
em torno de 75%, para microcapsulas constituida de goma de cajueiro como material de
parede e extrato do urucum como nucleo, por processos de liofilizagdo e atomizacdo. Landim
(2008) obteve valores de 64% para microcapsulas compostas de maltodextrina e goma de
cajueiro como material de parede e extrato do urucum como nucleo e de 68% para
microcapsulas compostas de maltodextrina e goma arabica como material de parede e extrato
do urucum como ndcleo. Estes valores inferiores aos encontrados neste estudo estdo
provavelmente relacionados as diferentes propriedades dos materiais de parede empregados.

Em experimento desenvolvido por Oliveira (2008) foram observados valores de
solubilidade que variaram entre 91,27% e 96,41% para capsulas compostas de maltodextrina e
goma de cajueiro como material de parede e suco de caju como nucleo. Uma vez que a goma
de cajueiro e a maltodextrina sdo solGveis em &gua, a menor solubilidade encontrada no

presente trabalho pode estar associada a alta hidrofobicidade do extrato de urucum.

4.2.3 Eficiéncia da nanoencapsulacao

De acordo com Jafari (2008) a eficiéncia da encapsulacdo pode ser definida como
a quantidade de material nacleo encapsulado dentro das particulas obtidas.

No presente trabalho a eficiéncia da nanoencapsulacdo do extrato do urucum
utilizando-se a goma de cajueiro como material de parede foi de 44,74% + 4,38. Moreira
(2007) ao encapsular residuo de acerola utilizando goma de cajueiro e maltodextrina como
materiais de parede, indicou um melhor desempenho da goma de cajueiro sobre a
maltodextrina em termos de retengdo do composto encapsulado.

Em pesquisa realizada com o6leo essencial de Citrus sinensis encapsulado em
quitosana, Gonsalves et al. (2009) obtiveram eficiéncia de 31,16%. Mendes (2012) obteve
eficiéncia de 26,93% e 31,21% para extrato do urucum microencapsulado em goma de
cajueiro e goma arabica associada a goma de cajueiro, respectivamente.

A maior eficiéncia de encapsulacdo observada neste estudo, em relacdo as

referéncias citadas, pode estar associada a um processo de homogeneizacdo mais eficiente,
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durante o preparo da emulsdo, o que resulta em uma melhor interagdo entre o material nucleo

e 0 agente encapsulante, favorecendo o processo de nanoencapsulagéo.

4.2.4 Atividade antioxidante

A Figura 11 mostra a curva cinética obtida através da diminuicdo da absorbéancia a
470 nm, medida durante 120 minutos, proveniente da descolora¢dao do B-caroteno, devido a
oxidagdo do B-caroteno e &cido linoleico na presenca do extrato obtido das nanocapsulas
(concentracbes de 40mg/L, 30mg/L e 20mg/L), sem a adicdo do extrato (sistema controle) e

com a adi¢do de um antioxidante sintético (trolox).

Figura 11: Atividade antioxidante dos extratos contendo 40 mg/L, 30 mg/L e 20 mg/L das
nanocapsulas, em funcdo do tempo de armazenamento
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Observa-se rapida oxidacdo do sistema controle, comportamento este diferente
das amostras adicionadas do antioxidante sintético Trolox ou das nanocépsulas, o que indica
capacidade antioxidante das nanocapsulas contendo extrato do urucum. Diversos estudos tém
observado o efeito antioxidante do urucum e seus derivados (GARCIA et al., 2012; KIOKIAS
e OREOPOULOU, 2006; MARTINEZ-TOME et al., 2001).
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4.2.4.1 Inibigdo da Oxidagéo (% 1.0.)

Os extratos obtidos das nanocapsulas apresentaram percentuais meédios de
inibigdo da oxida¢ao do B-caroteno correspondente a 61,90%, 54,576% e 51,73%, para as
concentracdes de 40mg/L, 30mg/L e 20mg/L, respectivamente, sendo esse valor inferior ao
obtido com o antioxidante sintético Trolox, que apresentou valor de 78,36%. Contudo, estes
resultados sugerem que as nanocapsulas contendo extrato do urucum podem ser utilizadas
com a finalidade de fornecer, alem da cor, estabilidade oxidativa.

Verifica-se através dos resultados que a concentracdo dos extratos influencia no
percentual de inibicdo da oxidagéo (% 10), ou seja, quanto mais elevada a concentra¢do maior
0 percentual de protecao.

Em estudo da atividade antioxidante em diferentes genotipos de urucum Lemos et
al. (2007) encontraram em extrato hidroetanolico, oriundo de sementes secas de urucum da
variedade CPATU 0060, um percentual de inibicdo da oxidacdo do p-caroteno correspondente
a 70,10%. Vale ressaltar que no presente estudo foram avaliados apenas 0s pigmentos do
extrato do urucum nanoencapsulado, portanto, o processo de extracdo pode ter colaborado
para o reduzido percentual de inibicdo da oxidacgdo, por restringir 0s compostos presentes aos

pigmentos.

4.2 5 Atividade antimicrobiana

A Tabela 1 mostra os tamanhos dos halos de inibicdo formados para 0s
microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis, utilizando

concentracdes de 1 mg/L, 2 mg/L e 10 mg/L de nanocapsulas contendo extrato do urucum.

Tabela 1: Medidas dos halos de inibicdo formados, utilizando concentragdes de 1 mg/L, 2
mg/L e 10 mg/L de nanocapsulas contendo extrato do urucum

Halo de inibigdo (mm)

Concentracao

d?.S Staphylococcus aureus Escherichia coli ch Olesrzler;:)ir;e(lllf_rcc
nanocapsulas (ATCC 6538) (ATCC 11775) 14028)
1mg/L 8,0+2,0 * :
2mg/L 5,0+ 0,0 * N
10mg/L 5,0 + 1,0 * -

* N&o houve formacéo de halo de inibicao.
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Dentre os microrganismos testados, as nanocapsulas contendo extrato do urucum
apresentaram formacdo de halos de inibigdo frente ao Staphylococcus aureus, em todas as
concentragdes analisadas, indicando presenca de atividade antimicrobiana.

Segundo Gul et al. (2004) a atividade antimicrobiana observada para bactérias
gram positivas, como o Staphylococcus aureus, pode estar associada ao fato destas nédo
possuirem uma membrana externa capaz de restringir a penetracdo de substancias. Em estudo
do efeito antibacteriano de diferentes por¢des da Curcuma longa, este mesmo autor observou
que a curcuma inibiu o crescimento de algumas bactérias, como Staphylococcus aureus, mas
ndo inibiu a Escherichia coli, que é gram negativa.

Majolo (2009) em pesquisa da atividade antibacteriana in vitro de diferentes
acessos de Bixa orellana L. (urucum) e sua relagdo com o teor de bixina presente nas
sementes, verificou que a atividade antibacteriana de extratos de sementes secas de Bixa
orellana apresentou-se seletiva, sendo gque as bactérias gram positivas foram mais sensiveis.

Os halos de inibicéo para Staphylococcus aureus apresentaram diametro médio de
5mm para as concentracdes de 10 mg/mL e 2mg/mL, e de 8mm para a concentragdo de
1mg/mL (Tabela 1).

Verificou-se durante o experimento que 0 corante nanoencapsulado exibiu
dificuldade de dispersdo no meio de cultura, principalmente para as solugbes com maior
concentracdo do composto. Esta dificuldade de disperséo pode justificar o fato de os maiores
halos terem sido formados naqueles discos imersos em solugfes menos concentradas.

Nascimento et al. (2007), em estudo sobre a atividade antimicrobiana de 0Oleos
essenciais, afirmaram que o volume e a concentracdo dos 6leos sdo parametros que também
devem ser observados na avaliacdo do efeito antimicrobiano, pois podem afetar os resultados
do sistema-teste. Deve-se ressaltar que o corante de urucum € um extrato oleoso e, mesmo
nanoencapsulado, ainda pode apresentar certa hidrofobicidade.

Neste experimento o corante de urucum nanoencapsulado ndo apresentou
formacdo de halo frente aos microrganismos Escherichia coli e Salmonella choelerasius.
Almeida (2006), em estudo de verificacdo da atividade antimicrobiana in vitro da circuma e
derivados, ndo obteve formacéo de halo de inibig&o contra os microrganismos Staphylococcus
aureus, Salmonella choleraesuis e Escherichia coli, utilizando extratos etanolicos da
cdrcuma, da curcumina e da desmetoxicurcumina.

Gongcalves (2005), em estudo comparativo da atividade antimicrobiana de extratos

de algumas arvores nativas observou que o extrato hidro-alcodlico de urucum apresentou
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atividade antimicrobiana contra Streptococcus pyogens, Proteus mirabilis e Staphylococcus
aureus. Coelho et al. (2003) em estudo da atividade antimicrobiana de Bixa orellana L.
(urucum), encontraram atividade antimicrobiana frente aos microrganismos Bacillus sp,
Bacillus subtilis, Chromobacterium violaceum, Enterococcus faecalis, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Proteus sp, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp,
Salmonella enteritidis, Serratia marcescens e Staphylococcus aureus, utilizando tinturas de B.
orellana preparadas a partir de seus 6rgdos e suas drogas, tinturas liofilizadas e tinturas
obtidas de drogas originadas dos 6rgdos do fruto imaturo e flor.

Os resultados obtidos no presente estudo ndo excluem o potencial antimicrobiano
do corante de urucum nanoencapsulado contra outros microrganismos, sendo necessarios
ensaios complementares, utilizando um modelo experimental diferente, pois, como citado
anteriormente, o corante apresentou dificuldade para se difundir em &gar, 0 que poderia
justificar a auséncia de atividade contra os microrganismos Escherichia coli e Salmonella

choelerasius.

4.3 Testes de estabilidade

4.3.1 Estabilidade das nanocapsulas na auséncia e presenca de luz, através dos teores de
bixina total e superficial

Na Tabela 2 estdo os resultados da quantificacdo de bixina total e superficial nas

nanocapsulas obtidas, durante os 40 dias de armazenamento.

Tabela 2: Valores de bixina total e superficial nas nanocapsulas contendo extrato do urucum,
em funcdo do tempo de armazenamento, na auséncia e presenca de luz

Presenca de luz Auséncia de luz
Armazenamento Teor de bixina  Teor de bixina  Teor de bixina Teor de bixina

(dias) total superficial total superficial
(mg/100g) (mg/100g) (mg/1009) (mg/100)

0 50,21 + 4,63 27,64 + 2,13 50,21 + 4,63 27,64 +2,13

10 44,31 + 2,55 18,41 + 2,20 49,03 + 3,74 21,28 +1,15

20 31,71+ 2,27 8,65 + 1,62 35,05+ 2,99 12,44 + 4,49

30 24,26 + 0,69 10,81 + 1,43 35,94 +1,23 16,45 + 0,80

40 10,80 + 1,25 11,18 + 2,06 29,18 + 4,61 20,46 + 2,07

Médias seguidas de desvios padrdes
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Para as andlises de quantificacdo de bixina total e superficial verificou-se
interacdo significativa (p<0,05) entre os processos (presenca e auséncia de luz) e o tempo de
armazenamento (0, 10, 20, 30 e 40 dias), portanto, a andlise de regressdao foi feita
separadamente, para as amostras armazenadas na presenca e auséncia de luz, testando-se até

modelo clbico.

4.3.1.1 Quantificacdo do teor de bixina total e superficial na presenca de luz

Os modelos testados ndo se adequaram aos valores de bixina total e superficial
das nanocépsulas contento extrato do urucum armazenadas na presenca de luz, a temperatura
média de 25°C. Na Figura 12 pode ser observado o comportamento dos teores de bixina total
e superficial na presenca de luz, obtidos neste estudo. Conforme observado na Tabela 2, os
valores de bixina total variaram de 50,21 mg/100g a 10,80 mg/100g, e de bixina superficial
oscilaram de 27,64 mg/100g a 8,65 mg/100g, para amostras submetidas a luz.

Figura 12: Teores de bixina total e superficial das nanocapsulas contendo
extrato de urucum, em fungdo do tempo, na presenca de luz
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Os valores de bixina total comportaram-se de forma decrescente o que pode ser
possivelmente atribuido a degradacdo do pigmento exposto a luz, uma vez que estudos, como
0 de Mendes (2012), mostram que a bixina é rapidamente degradada nesta condicdo. Os dados

apresentados na Tabela 2 reforcam esse comportamento, que revela maiores valores para o
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processo de degradacdo da bixina presente nas nanocapsulas expostas a luz que naquelas
acondicionadas na auséncia de luz.

Segundo Azeredo (2005) o processo de encapsulacdo permite que a liberagdo do
material do nucleo ocorra lentamente com o tempo, ou a partir da ocorréncia de certo evento.
A diminuicao do teor de bixina superficial até o tempo de 20 dias de armazenamento e seu
posterior aumento apds este tempo, estdo possivelmente associados ao mecanismo de
liberacdo controlada. Dessa forma pode-se considerar que a bixina contida na superficie
externa da nanocapsula foi primeiramente degradada pela luz, seguido da liberacdo do
pigmento contido no interior da nanocapsula, o que, provavelmente justifica os aumentos
determinados nos teores de bixina. E importante mencionar que tais aumentos nio s&o

expressivos, pois, certamente, tem-se degradacdo dos contetdos liberados.

4.3.1.2 Quantificacdo do teor de bixina total e superficial na auséncia de luz

Os modelos testados ndo se adequaram aos valores de bixina total e superficial
das nanocapsulas contendo extrato do urucum armazenadas na auséncia de luz, a temperatura
média de 25°C, durante os 40 dias de armazenamento.

A degradacdo da bixina total na auséncia de luz se comportou de forma
semelhante aquela observada na presenca de luz, ou seja, aumentou com o tempo, conforme
pode ser verificado na Figura 13, embora ao avaliarmos em termos percentuais a bixina total
teve uma reducdo de 78,48% para as nanocapsulas expostas a luz, enquanto que na condi¢édo
de auséncia de luz essa reducéo foi de apenas 41,88%.

Figura 13: Teores de bixina total e superficial das nanocapsulas contendo

extrato de urucum, em fungédo do tempo, na auséncia luz
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Os valores de bixina superficial variaram de 27,64 mg/100g a 12,44 mg/100g até
0 tempo de 20 dias de armazenamento, e depois aumentaram até o valor de 20,46 mg/100g,
em comportamento semelhante para o observado na condicdo de presenca de luz. De acordo
com Assis et al. (2012), em compostos nanoencapsulados o revestimento permite o controle
da liberacdo das substancias ativas contidas em seu interior, portanto as observacdes de
Azeredo (2005), apresentadas no item 4.3.1.1, sdo concordantes com as divulgadas por Assis
et al. (2012). Assim, a goma do cajueiro permitiu a lenta liberacdo de bixina para a superficie
das nanocapsulas, o que fez com que seus teores variassem durante o seu armazenamento.

Semelhante ao justificado para o material exposto a luz, a reducdo e posterior
aumento do teor de bixina superficial, possivelmente deve-se a degradacdo da por¢do néo
encapsulada e sequencialmente a migracdo para a superficie da porcdo interna. Como nédo se
tem, nesta situacdo, a acdo direta da luz, a degradacdo € decorrente, provavelmente, de
oxidacdo, provocada pela permeacdo do ar atraves das paredes das caixas de papeldo
utilizadas para estocar as amostras.

A conhecida e ja apresentada acdo degradativa da luz sobre a bixina pode ser
observada na Tabela 2, quando se considera ndo apenas os maiores valores referentes a
reducdo dos teores desse pigmento nas amostras expostas a luz, mas também quando se
considera o aumento dos teores apOs os vinte dias de armazenamento, onde, menores
aumentos sdo constatados nas amostras expostas a luz, indicando maior velocidade de

degradacdo, quando comparada a das amostras armazenadas na auséncia de luz.

4.3.2 Estabilidade das nanocépsulas na auséncia e presenca de luz, através de

parametros colorimétricos

Na Tabela 3 estdo os resultados das analises de cor das nanocapsulas, obtidas
durante os 40 dias de armazenamento.

Para os parametros colorimétricos a*, b*, Croma e angulo Hue, houve interacédo
significativa (p<0,05) entre os processos (presenga e auséncia de luz) e o tempo de
armazenamento (0, 10, 20, 30 e 40 dias), assim, a andlise de regressdo foi testada
separadamente, para as amostras armazenadas na presenca e auséncia de luz, até o modelo
cubico. Ja para o pardmetro L* ndo houve interacédo significativa (p<0,05) entre as condicdes
de presenca ou auséncia de luz e o tempo de armazenamento, entdo, a anélise de regressao foi

testada em conjunto, para as amostras armazenadas na presenca e auséncia de luz, até o
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modelo cubico. De acordo com os dados apresentados na Tabela 3 verifica-se que no teste de
média houve diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras armazenadas na presenca e

auséncia de luz.

Tabela 3: Coordenadas colorimétricas das nanocapsulas contendo extrato do urucum, na
presenca e auséncia de luz, em funcao do tempo de armazenamento, a 25°C

Armaze- L*
namento L* - a* b* Croma Hue
(dias) médio
0 59,36 + 3,96 2487+1,03 47,93+221 5400+242 61,89+ 1,63
10 52,20 + 3,11 2417+1,05 40,81+199 4743+224 59,36+ 0,29
szsflj‘z‘?a 20 52,92 +439 5744 1663+282 2474+575 29,82+6,32 5574+196
30 61,92 + 1,59 17,96 +2,83 28,82+3,88 33,96+4,79 58,13+ 0,66
40 60,78 + 3,94 13,00+3,26 2223+429 2576+535 59,92 +144
0 59,36 + 3,96 2487+1,03 47,93+221 54,00+242 61,89+ 1,63
10 48,50 + 3,36 2314+151 41,70+218 47,61+271 60,98 +0,84
Ag:é'l’;‘;‘a 20 4783+370 51,95° 2282+119 4050+2,02 46,54+240 60,60+0,23
30 54,20 + 3,51 2555+2,39 44,94+327 50,59 +398 60,41+ 0,63
40 49,86 + 4,04 24,16 +252 41,95+252 4844+289 60,00+ 0,53

Médias seguidas de desvios padrdes

A coordenada L* (luminosidade) é uma medida de quanto mais clara ou mais
escura é a amostra, com valores variando de 0 (totalmente preta) a 100 (totalmente branca)
(SPADA, 2011). A Figura 14 apresenta o grafico do comportamento do parametro
colorimétrico L* em funcdo do tempo, para as nanocapsulas armazenadas na presenca e

auséncia de luz, a 25°C, cujos modelos testados ndo se adequaram aos valores obtidos.

Figura 14: Luminosidade das nanocapsulas contendo extrato do urucum, em funcéo do
tempo de armazenamento, na presenca e auséncia de luz, a 25°C
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Diversos estudos relatam um aumento no valor de L* em compostos
encapsulados expostos a luz (MENDES, 2012; SPADA, 2011; NACHTIGALL et al., 2009),
indicando que as amostras foram tornando-se mais claras com o passar do tempo. Nesta
pesquisa os valores de L* ndo sofreram o aumento relatado nos demais estudos, indicando que
a degradacdo do pigmento contido nas nanocapsulas ndo tendeu ao branco.

Em relacdo aos valores da coordenada a*, as amostras armazenadas na presenca
de luz apresentaram um decréscimo de 47,73% durante os 40 dias de armazenamento. Como
valores positivos de a* quantificam a intensidade de vermelho, este comportamento era
esperado, Vvisto que na presenca de luz os pigmentos vermelhos/alaranjado que constituem os
pigmentos do urucum sdo degradados a compostos amarelos.

Em estudo com microcapsulas constituidas de p-caroteno encapsulado em
manitol/gelatina, submetidas a diferentes umidades relativas a 25° C, Sutter et al. (2006)
reportaram que a coordenada de cor a* foi a que melhor se correlacionou com a degradacéo
do pigmento na superficie das microcapsulas. Elizalde, Herrera e Buera (2002) em pesquisa
de avaliacdo da alteracdo de cor de B - caroteno encapsulado em matriz de trealose/gelatina
estocado em diferentes atividades de agua, verificaram que a coordenada de cor a* foi a que

melhor se correlacionou com a degradacdo do carotendide.

Na Figura 15 observa-se o comportamento da coordenada a* durante o periodo de

estocagem das nanocéapsulas na presenca e auséncia de luz.

Figura 15: Coordenada a* das nanocépsulas contendo extrato do urucum, em funcéo
do tempo de armazenamento, na presenca e auséncia de luz, a 25°C
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Na auséncia de luz percebe-se que a degradacdo dos componentes vermelhos do
corante nanoencapsulado ocorreu de forma mais suave, uma vez que os valores de a*
sofreram um decréscimo menor quando comparados com os das amostras submetidas a luz.

Na Tabela 3 verifica-se um decréscimo nos valores da coordenada b* durante 0s
quarenta dias, para ambas as condi¢des de armazenamento. De acordo com Spada (2011)
esse parametro caracteriza o eixo azul-amarelo e oscilagdes nos seus valores podem significar
aumento ou perda na cor amarela. A acentuada reducdo dos valores é coerente com a
condicéo de exposicao a luz.

Oscilacbes da cor amarela sdo comuns nos processos de degradacdo de
carotenoides, aonde os componentes avermelhados vao se degradando e gerando componentes
amarelados, que por sua vez, também sofrem degradacdo (LANDIM, 2008). Uma vez
protegidos da luz, esta degradacdo é mais lenta, o que justifica as pequenas variacdes nos
valores de b* para as amostras armazenadas ao abrigo da luz (Tabela 3).

O comportamento do pardmetro colorimétrico b* em funcdo do tempo, para as
nanocapsulas mantidas na auséncia e presenca de luz pode ser observado na Figura 16. Os
valores de b* para as amostras mantidas ao abrigo da luz se ajustaram ao modelo cubico,
variando de 47,93 + 2,21 a 40,50 + 2,02.

Figura 16: Coordenada b* das nanocépsulas contendo extrato do urucum, em
funcéo do tempo de armazenamento, na auséncia e presenca de luz, a 25°C
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Para as amostras armazenadas na presenca de luz, os valores de b* variaram de
47,93 + 2,21 a 22,23 + 4,29, o que indica uma tendéncia a diminui¢do da cor amarela ao
longo do periodo de armazenamento.

Os modelos testados ndo se adequaram aos valores de croma (C*), que representa
a saturacdo de cor, para as amostras armazenadas sob a luz. De acordo com os dados
apresentados na Tabela 3, podemos observar que este parametro apresentou uma tendéncia
gradativa a diminuicdo, ao longo do periodo de armazenamento. Comportamento semelhante
foi descrito por Mendes (2012), em estudo com extrato do urucum microencapsulado em
goma de cajueiro. Este autor atribuiu a diminuicao da saturacao da cor a maiores reducdes dos
valores de a* e b*, com o tempo de armazenamento, que resultou na reducéo da percepgdo da
cor, uma vez que o croma (C*) é obtido pela relacdo entre esses valores. Tal comportamento,
ou seja, a reducdo dos valores de a* e b* nas amostras armazenadas sob a luz, também foi
observado neste estudo (Tabela 3), o que colabora para justificar a reducdo dos valores de C*.

Para as amostras armazenadas em condigdes de auséncia de luz, os valores de
croma se ajustaram ao modelo cubico. O comportamento da saturagdo da cor nas
nanocapsulas contendo extrato do urucum, armazenadas na auséncia e presenca de luz, pode
ser visualizado na Figura 17.

Figura 17: Saturacdo da cor (C*) das nanocéapsulas em funcdo do tempo
para as amostras armazenadas na auséncia de luz
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O menor declinio dos valores de croma nas amostras armazenadas ao abrigo da
luz, quando comparadas com as nanocapsulas armazenadas na presen¢a de luz, pode estar
relacionado a pouca variacdo dos valores dos pardmetros a* e b* nas amostras estocadas na
auséncia de luz, resultando em valores para C* maiores e com menores variagdes (Tabela 3).
Como citado anteriormente, existe uma relacéo entre os valores de a* e b* e 0 croma.

O angulo de tonalidade (Hue) se comportou de forma decrescente nas amostras
armazenadas sem a presenca de luz (Figura 18), se enquadrando ao modelo linear, com

tendéncia a diminuigéo gradativa ao longo do periodo de armazenamento.

Figura 18: Angulo Hue das nanocapsulas contendo extrato do urucum, em funcéo do tempo
de armazenamento, na auséncia e presenca de luz, a 25°C
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Para as amostras armazenadas na presenca de luz, os valores de Hue variaram de
61,89 + 1,63 a 55,74 + 1,96, o que indica uma diminuicdo na tonalidade das nanocapsulas
contendo extrato do urucum durante os 40 dias de armazenamento, 0 que € condizente com as
reducdes das coordenadas a* e b*. Nenhum dos modelos estudados se enguadrou nesses

valores.

4.3.3 Estabilidade do sistema modelo (solu¢do tampao) adicionado das nanocapsulas, na

auséncia e presenca de luz, através de parametros colorimétricos

Para os sistemas modelo adicionados de nanocépsulas contendo extrato do

urucum, a anélise de interacdo para os parametros colorimétricos a*, b*, C* e angulo Hue
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detectou interacdo significativa (p<0,05) entre as condi¢cGes de armazenamento (presenca e
auséncia de luz) e o tempo (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias), portanto a analise de
regressdo foi testada separadamente para os dois processos, até o modelo cubico. Para o
parametro L* ndo houve interacdo significativas entre as condicdes de presenca ou auséncia
de luz e o tempo de armazenamento, entdo, a analise de regressdo foi testada em conjunto,
para as amostras armazenadas na presenca e auséncia de luz, até o modelo cubico. Os
resultados das andlises de cor dos sistemas modelo adicionados de nanocépsulas contendo

extrato do urucum, obtidos durante os 40 dias de armazenamento, estdo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4: Coordenadas colorimétricas do sistema modelo adicionados de nanocapsulas
contendo extrato do urucum, em funcgdo do tempo de armazenamento, na auséncia e presenca

de luz, a 25°C
Armaze- L*
namento L* - * b* Croma Hue
(dias) médio
0 46,23 + 1,00 -028+0,03 885+040 885+041 91,82+0,25
5 50,46 + 0,75 021+0,09 286+0,18 287+0,18 8558 +1,93
10 51,62 + 1,05 -097+014 152+0,17 1,81+0,15 122,68 +5,05
15 52,18 + 1,96 -0,78+0,11 0,30+0,04 083+0,11 15844 +3.21
ngf&‘fa 20 51004140 50,35 .0,84+009 013+0,23 0,88+0,09 171,32 +15,16
25 50,30 + 0,80 -1,16 +0,06 0,58+0,12 1,30+0,07 153,44 +5,00
30 49,92 + 0,55 -1,24+0,03 0,61+0,12 1,38+0,07 153,83 +4,40
35 50,80 + 0,24 -1,24+0,01 1,07+0,18 164+0,12 139,27 +4,74
40 50,62 + 0,25 -1,43+0,07 111+021 182+011 142,21 +6,07
0 46,23 + 1,00 -028+0,03 885+040 885+041 91,82+0,25
5 48,25 + 0,91 -0,47+0,03 846+063 846+0,62 93,22+0,24
10 51,62 + 1,05 -0,30+0,10 886+0,12 886+0,13 47,72+ 1,09
o 15 48,51 + 1,75 0,06+0,15 814+0,40 8,14+0239 89,51+1,07
Agzel[ﬁ'a 20 4737+155 47,86° 0,09+018 7,66+015 7,66+0,15 89,34 +1,35
25 47,47 + 0,82 -0,14+0,07 7,.89+048 7,89+048 91,07 +0,62
30 46,81 + 0,47 -0,17+0,09 7,60+022 7,60+0722 91,27+0,70
35 47,25 + 0,44 -0,11+0,03 810+0,04 810+004 90,75+ 0,23
40 47,26 + 0,27 -0,30+0,10 802+026 803+0725 92,17 +0,80

Médias seguidas de desvios padrdes

Os modelos estatisticos testados ndo se adequaram aos valores dos parametros

colorimétricos para as amostras armazenadas tanto na auséncia como na presenca de luz.
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O comportamento da luminosidade (L*) para os sistemas modelo adicionados
de nanocépsulas contendo extrato do urucum, durante os quarenta dias de armazenamento,
pode ser observado na Figura 19. O teste de média detectou diferencas significativas (p<0,05)

para os valores de L*, entre as amostras armazenadas na auséncia e presenca de luz.

Figura 19: Luminosidade (L*) em funcdo do tempo nos sistemas modelo adicionados de
nanocépsulas contendo extrato do urucum na presenca e auséncia de luz
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Segundo Melendez-Martinez, Vicario e Heredia (2004), a a¢do de luz intensa em
carotenoides induz a ruptura da molécula com a consequente formacdo de compostos
incolores de baixo peso molecular, aumentando os valores de L*. De acordo com a Figura 19
podemos observar que os valores de L* para os sistemas modelo adicionados de nanocéapsulas
contendo extrato do urucum apresentaram pequena variagdo. Tal comportamento indica que o
meio utilizado (solucdo tampdo) promoveu estabilidade as nanocapsulas obtidas, protegendo
assim o extrato de urucum encapsulado da degradacao.

A componente a* tem sido utilizada para descrever a degradacéo dos carotenoides
encapsulados em diferentes tipos de sistemas modelo, uma vez que esse parametro
corresponde ao componente vermelho da cor (Elizalde et al., 2002; Santos et al.,2004; Prado
et al., 2006; Sutter et al., 2006). A Figura 20 representa o comportamento da coordenada a*
para o sistema modelo adicionados de nanocapsulas contendo extrato do urucum, durante 0s

quarenta dias de armazenamento, nas condi¢Oes de presenca e auséncia de luz.
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Figura 20: Comportamento da coordenada a* dos sistemas modelo adicionados de nanocapsulas
contendo extrato do urucum em funcdo do tempo de armazenamento, na presenca e auséncia de
luz, a 25°C
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De acordo com a Figura 20 verificamos um decréscimo nos valores de a* para 0s
sistemas modelo adicionados de nanocépsulas contendo extrato do urucum submetidos a luz.
Como ja citado anteriormente, a degradacdo dos compostos vermelhos do extrato do urucum
resultam em compostos amarelos, e estes, na presenca de luz, também sdo degradados.
Comportamento diferente pode ser observado na condi¢do de auséncia de luz, onde a
coordenada a* sofreu pequena variacdo. Como ja apresentado o sistema modelo parece ter
proporcionado conservacdo as nanocapsulas, com a preservacdao dos pigmentos vermelhos,
constatado pela tendéncia a estabilidade da coordenada a* na auséncia de luz.

O parametro b* (Figura 21) sofreu uma queda acentuada nos primeiros cinco dias
de armazenamento na condicdo de presenca de luz, o que demonstra que a degradacdo dos
compostos amarelos foi maior do que a sua formacdo, nesse periodo. Na sequéncia, observa-
se pequena variacdo, tendendo a estabilidade, o que reforca a indicacdo de acédo estabilizadora
do sistema modelo frente as nanocapsulas. Resultados semelhantes foram descritos por
Mendes (2012), ao estudar sistemas modelo adicionados de microcapsulas contendo extrato
do urucum em goma do cajueiro e goma arabica, e Landim (2008), ao estudar microcapsulas
de extrato do urucum nos sistemas maltodextrina/goma do cajueiro e maltodextrina/goma

arébica, aplicadas em solugdo-tampéo.
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Na condicdo de auséncia de luz, o parametro b* apresentou comportamento
semelhante ao observado no pardmetro a*, o que provavelmente deve-se a possivel
preservacao dos pigmentos amarelos pelo sistema modelo.

Figura 21: Comportamento da coordenada b* em fungédo do tempo, nos sistemas modelo
adicionados de nanocapsulas contendo extrato do urucum na presenca e auséncia de luz
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Em relacdo ao comportamento da coordenada C* (Figura 22) para 0s sistemas
modelo adicionados de nanocépsulas contendo extrato do urucum, observou-se diminuicdo da
saturacdo da cor na condicdo de presenca de luz, o que ja era esperado, uma vez que houve

diminuicdo nos valores de a* e b*, que sdo utilizados para o célculo dos valores de croma.

Figura 22: Croma (C*) dos sistemas modelo adicionados de nanocapsulas contendo extrato
do urucum, em funcéo do tempo de armazenamento, na presenca e auséncia de luz, a 25°C
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A reducdo dos valores de croma possivelmente indica degradagdo dos pigmentos
vermelho e amarelo do extrato de urucum, com a acéo da luz. Porém, é importante mencionar
que a saturacdo da cor tende a estabilidade, apresentando-se como mais um indicio da
conservacao das nanocapsulas, promovida pelo sistema modelo.

Para a condicdo de auséncia de luz, os valores de croma apresentaram pequena
variacdo, o que é coerente frente ao comportamento observado para as coordenadas a* e b*.

Nos sistemas modelo adicionados de nanocépsulas contendo extrato do urucum
submetidos a luz, o angulo Hue sofreu variacdes em seus valores durante os 40 dias de
armazenamento, conforme pode ser verificado na Figura 23.

Figura 23: Angulo Hue dos sistemas modelo adicionados de nanocépsulas contendo extrato
do urucum, em funcéo do tempo de armazenamento, na presenca e auséncia de luz, a 25°C
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Mendes (2012) em estudo com microcdpsulas contendo extrato do urucum
aplicadas em solucéo-tampao atribuiu a mudanca na tonalidade da solugdo-tampao, submetida
a luz, a degradacdo e formacdo dos pigmentos vermelhos e amarelos.

Pelo fato do angulo Hue ser obtido por meio de uma funcdo arco-tangente da
relacdo dos valores de b* e a*, é natural que seu comportamento seja atrelado as variagdes
desses parametros. Sendo assim, verifica-se na Figura 23 que nos sistemas modelo
adicionados das nanocépsulas submetidos a auséncia luz, o angulo Hue sofreu pequena
variacdo, uma vez que nesta condi¢cdo também houve estabilidade nos valores de a* e b*.

De uma maneira geral verificou-se que nos sistemas modelo adicionados de

nanocapsulas contendo extrato do urucum armazenados na auséncia de luz, houve pouca
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variacdo dos parametros colorimétricos 0 que sugere que o sistema modelo possa ter
promovido estabilidade nas nanocéapsulas, conservando seus nucleos. Segundo Uenojo,
Marostica Junior e Pastore (2007) na auséncia da luz e a temperatura ambiente, a velocidade
de degradacao dos pigmentos carotenoides torna-se muito lenta. Constant e Stringheta (2002)
encontraram resultados semelhantes em estudo com pigmentos microencapsulados e
atribuiram a pouca variagdo das coordenadas colorimétricas ao fato de os pigmentos estarem
protegidos de um de seus fatores mais deletérios, a luz, na referida condigdo de

armazenamento.

4.3.4 Estabilidade do iogurte adicionado de nanocapsulas

Os iogurtes adicionados de nanocapsulas contendo extrato do urucum
apresentaram diferenca em sua coloracdo, quando comparados aos iogurtes sem a adi¢do do
corante nanoencapsulado, conforme pode ser verificado na Figura 24.

Figura 24: logurtes sem a adi¢do de nanocapsulas contendo extrato do urucum (A) e
com a adi¢do de nanocépsulas contendo extrato do urucum (B)

Fonte: Autora

A diferenca visual entre os iogurtes com e sem a adi¢do de nanocapsulas contendo
extrato do urucum foi confirmada pelos valores inferiores dos parametros CIELAB b* e
saturacdo da cor (croma) do iogurte que ndo continha as nanocépsulas (Tabela 5) e pela
analise de interacdo que demonstrou interacdo significativa (p<0,05), para todas as
coordenadas colorimétricas, entre os tratamentos e o tempo de armazenamento.
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De acordo com as coordenada do sistema CIELAB verificou-se que 0s iogurtes

adicionados de nanocédpsulas contendo extrato do urucum tenderam a coloracdo

amarelo/alaranjado, uma vez que valores de a*, b* e croma para essas amostras, foram

superiores aos dos iogurtes sem a adi¢do das nanocapsulas.

Tabela 5: Coordenadas colorimétricas do iogurte com e sem a adi¢cdo de nanocépsulas

contendo extrato de urucum, em funcdo do tempo de armazenamento, a 25°C

Armazena-
mento L* ax b* Croma Hue
(dias)
0 74,16 +0,42 -3,55+0,03 522+0,09  6,31+0,09 124,17 +0,22
[<5)
g 12 c 5 70,79 +0,75 -3,74+0,05 525+0,08 6,45+0,10 125,41 +0,09
S, PE’ 3 10 68,57 +0,13 -3,50+0,01 5,15+0,02 6,23+0,02  124,25+0,13
28 § 15 68,44+0,88 -3,55+0,06 4,95+0,06  6,09+0,08 12567+0,16
c »n
= ‘_§ 3 20 64,40+0,20 -3,31+0,02 4,44+0,03 5,54+0,03 126,66 + 0,02
§ \% % 25 71,49+1,19 -3,73+0,02 5,29+0,06 6,47 +0,04  125,22+0,47
-
‘__:., é’ > 30 69,68+0,09 -3,69+0,02 515+0,04  6,34+0,04 12562+0,19
(B}
g 35 69,45+0,52 -3,70+0,03 532+0,01 648+0,02 124,81+0,24
40 67,54+0,50 -3,70+0,04 510+0,11 6,30+0,10 125,97 +0,45
0 65,32+0,73 -0,16+0,02 9,37+0,19  9,37+0,19 90,98 + 0,10
(5]
'g zg c 5 65,66 +0,35 -0,02+0,01 10,46+0,08 10,46+0,08 90,16 + 0,09
S L3 10 68,43+0,53 -0,08+0,01 11,81+0,14 11,81+0,14 89,41+1,71
28 § 15 64,60+0,46 -0,07+0,01 11,04+0,16 11,04+0,16 90,37 +0,08
© 0
= ‘_g 3 20 65,27+0,11 -0,09+0,01 11,35+0,10 11,35+0,10 90,47 + 0,07
(@]
N \% 2 25 67,68+0,41 -0,12+0,01 12,16+0,04 12,16+0,04 90,56 + 0,07
-
‘g § > 30 67,85+0,18 -0,27+0,01 12,61+0,06 12,62+0,06 91,24 +0,03
(3]
§” z 35 67,84+0,72 -0,17+0,01 12,80+0,05 12,80+0,05 90,76 + 0,05
40 69,11+0,21 -0,31+0,01 13,21+0,05 13,21+0,05 91,34 +0,04

Médias seguidas de desvios padrdes

adicionados de nanocapsulas contendo extrato do urucum foram inferiores aos dos iogurtes

sem a adicdo das nanocapsulas. Isso caracteriza a coloracdo mais escura das amostras

Os valores da luminosidade (L*) e da tonalidade (angulo hue) para os iogurtes

adicionadas das nanocapsulas contendo extrato de urucum.

dos parametros b* e croma, o que significa uma diminuicdo da coloracdo vermelha e

Durante o periodo de armazenamento houve reducdo dos valores de a* e aumento

intensificacdo da coloragdo amarelo/alaranjado, respectivamente.
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5 CONCLUSOES

A producdo de nanocapsulas empregando a goma de cajueiro como material de
parede e o extrato do urucum como nucleo foi possivel e a metodologia utilizada para
obtencdo das nanocapsulas mostrou-se eficiente.

As nanocapsulas contendo extrato do urucum apresentaram maior estabilidade
quando armazenado ao abrigo da luz, comprovando o efeito deletério da luz ao corante natural
de urucum e, portanto, a ndo total protecdo da goma de cajueiro como material de parede
frente ao extrato de urucum,

Os testes com sistema modelo indicaram efeito protetor as nanocépsulas.

Verificou-se a viabilidade da aplicacdo de nanocépsulas obtidas, como agente para
conferir cor em iogurte natural.

As nanocapsulas contendo extrato do urucum demonstraram possuir atividade
antioxidante e atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, o que confere a este
composto, além das aplicagdes tecnoldgicas como agente capaz de atribuir cor, promover e/ou

reforcar propriedades funcionais aos alimentos acrescidos desse pigmento.
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Apéndice A - Quadrado médio (QM) dos pardmetros colorimétricos L*, a*, b*, croma e Hue, e dos teores de bixina total e superficial para as
nanocapsulas contendo extrato do urucum armazenados na presenca e auséncia de luz

Quadrado Médio

Fv GL L* a* b* Croma Hue Bixina total B|X|r_1a_
superficial
Tratamento (Tr) 1 676,78048* 514,8541* 2479,7851* 2843,6077* 70,1720*  1308,4310* 419,1268*
Erro (a) 4 49,3178 23,4974 55,5521 73,8482 0,9974 15,7957 37,1099
Tempo (t) 4 319,6455*  123,7626* 784,1025*  884,8511* 33,2903* 2761,7492* 785,4285*
Trxt 4 76,3667N°  120,6037* 390,4338*  493,7513* 17,8122*  244,1774* 53,2539*
Erro (b) 16 31,7138 11,3719 29,7393 36,0354 4,2267 41,3809 7,9146

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ™ NAo significativo ao nivel de 5% de probabilidade;

FV — Fonte de variacao

GL - Grau de liberdade
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Apéndice B - Quadrado médio (QM) dos parametros colorimétricos L*, a*, b*, croma e Hue para sistema modelo (solu¢do-tampéo) adicionados
de nanocépsulas contendo extrato do urucum, armazenados na presenca e auséncia de luz

Quadrado Médio

FV GL
L* a* b* Croma Hue
Tratamento (Tr) 1 250,1587* 18,5914* 1599,5168*  1363,5802*  98097,9218*
Erro (a) 4 1,3970 0,0129 0,5230 0,4414 197,4701
Tempo (t) 8 37,8696*  1,0423* 42,4997* 35,7861* 5332,8395*
Trxt 8 9,8791N°  1,7413* 26,7539* 22,4444* 4593,3483*
Erro (b) 32 4,5591 0,0330 0,2855 0,2651 67,5101

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; “> N4o significativo ao nivel de 5% de probabilidade;

FV — Fonte de variacao GL - Grau de liberdade



Apéndice C - Quadrado médio (QM) dos parametros colorimétricos L*, a*, b*, croma e Hue para o sistema alimenticio (iogurte) com e sem
adicdo de nanocépsulas contendo extrato do urucum

Quadrado Médio

FV GL
L* a* b* Croma Hue
Tratamento (Tr) 1 7158,7604* 254,8451* 173,2363* 37,0182*  738,5606*
Erro (a) 1 0,0123 0,0103 0,0139 0,1663 1,4945
Tempo (t) 8 1,0395* 0,6679* 0,7276* 9,7885*  1009,5716*
Trxt 8 0,5147* 1,0709* 1,0427* 7,6186*  892,4604*
Erro (b) 8 0,1033 0,0059 0,0058 0,6491 2,4115

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; “> N4o significativo ao nivel de 5% de probabilidade;

FV — Fonte de variacao GL - Grau de liberdade



