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Resumo

A industria de alimentos esté crescendo muito nos ultimos anos, e durante a
observacao de um alimento qualquer fica claro que o impacto visual causado pela
cor sobrepbe-se aos demais. Este atributo € um dos mais importantes na

comercializacao dos alimentos e constitui critério de aceitacao ou nao do produto.

A rejeicao aos corantes sintéticos por motivos de saude faz crescer a busca
por corantes naturais que possam substitui-los adequadamente. Desta maneira o
presente trabalho objetivou a formacdo de complexos entre corante e
ciclodextrinas (CD) com o intuito de melhorar a solubilidade e a estabilidade de
trés corantes de interesse, a saber, curcumina, bixina e betanina, responsaveis

por fornecer as coloracdes mais empregadas na industria.

Durante as andlises ficou evidente que o método de co-precipitagdo, dentre
os realizados, apresentou maiores indicios de formacdo de complexo, para os
corantes curcumina e bixina sendo inviavel para a betanina. Desta maneira
estabeleceu-se um indice estequiométrico corante--CD de 1:2 no caso da

curcumina e de 1:1 para a bixina .

A constante de formacao aparente foi calculada e forneceu valores de
4x10* mol?.L? para curcumina e de 3,34x10% mol®.L? para bixina com valores de R?
iguais a 0,9982 e 0,9981 e possibilidade de complexacao de 86,31 e de 78,4%,

respectivamente.

As andlises térmicas de caracterizagdo dos complexos, ou seja,
termogravimetria e calorimetria diferencial de varredura, também comprovaram
uma maior estabilidade para os complexos feitos pelo método de co-precipitacéo,
ja o método de RMN néo foi conclusivo para nenhum dos corantes.
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Os testes de estabilidade demonstraram uma interferéncia bastante forte da
luz na decomposicdo da bixina e sua complexagdo promoveu uma melhora
significativa na manutencao da intensidade da cor. Para a curcumina percebeu-se
que a luz ndo é o unico fator que influencia no processo de descoloracdo do

produto.

Os testes instrumentais de cor comprovaram a maior capacidade colorante
dos complexos frente ao corante puro. Os testes de andlise instrumental de
textura demonstraram que a inclusdo do complexo na formulagcdo do produto nao

altera suas caracteristicas iniciais.

Com relacao a aplicacao dos corantes em alimento, os estudos de analise
sensorial demonstraram uma 6tima aceitacdo para o queijo tipo minas frescal
equivalente a uma nota média 6,7 numa escala hedbnica de 7 pontos. Para o

requeijao a aceitagao também foi relevante apresentando uma nota média de 5,6.

Foi possivel observar que a aplicacdo em alimentos dos trés corantes
estudados levou a um incremento da coloragdo ao se usar um complexo na
mesma concentracdo. Apesar disto o corante de beterraba foi 0 Unico que nao
apresentou dados satisfatorios quanto a possivel formagéao do complexo, o que se

deve em grande parte ao seu forte carater hidrofilico.

Xiii



Abstract

The food industry has grown significantly in recent years, and when
observing any type of food, it is clear that the visual impact caused by its color is
more important than that caused by other factors. This attribute is one of the most
important in the commercialization of foods and constitutes a criterion for the

acceptance or non-acceptance of the product.

The rejection of synthetic food colorants for health reasons has led to the
search for natural food colorants that can adequately substitute them. In the light of
this problem, the objective of the present study was to form complexes from
colorants and cyclodextrins (CDs) with the aim of improving the solubility and
stability of three particular colorants, namely: curcumin, bixin and betanin, which

are the most frequently used colorants in the food industry.

During the analyses it was found that, of the methods used, the co-
precipitation method showed the best indications of complex formation for the
curcumin and bixin colorants, although it was not viable for betanin. 3-CD-colorant
stoichiometric ratios of 1:2 and 1:1 were established for curcumin and bixin,

respectively.

Apparent rate of formation was calculated, resulting in values of 4x10*
mol®.L? for curcumin and 3.34x10% mol®.L® for bixin, with R® values of 0.9982 and

0.9981, and chances of forming complexes of 86.31 and 78.4%, respectively.

Thermic characterization analyses of the complexes, that is, differential
scanning thermogravimetry and calorimetry, also showed greater stability for the
complexes produced by the co-precipitation method. However, the NMR method

was not conclusive for any of the colorants.
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Stability tests demonstrated that light influenced very strongly in the
decomposition of bixin and that there was a significant improvement in the
maintenance of its color intensity in its complex form. For curcumin, it was
observed that light was not the only factor that affected the process of product

discoloration.

The instrumental color tests showed the complexes had a greater coloring
capacity compared to the pure colorant. The instrumental texture tests
demonstrated that the inclusion of the complex in the manufacture of products did
not alter their initial characteristics.

With regard to the application of the colorants in food, sensory analysis
studies demonstrated excellent acceptance in a type of natural white cheese called
Minas Frescal, achieving a mean score 6.7 on a hedonic scale of seven points. For

cream cheese, acceptance was also good, receiving a mean score of 5.6.

Increases in color were observed for all three complexes of the colorants
when they were added to food in the same concentrations as the natural colorants.
However, betanin (a pigment from beetroot) did not show satisfactory complex

formation data, which was largely due to its strongly hydrophilic character.
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1-INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o desenvolvimento da industria de alimentos esta
crescendo consideravelmente, e os consumidores tornam-se cada vez mais
exigentes em relagao aos produtos consumidos, baseados na sua influéncia direta
na saude. Na observagdao de um alimento, o impacto visual causado pela cor,
sobrepde-se a todos os outros, fazendo deste atributo um dos mais importantes na
comercializagdo de alimentos e constituindo assim, primeiro critério de aceitagao

ou rejeigao de um produto.

A facilidade de padronizagao dos corantes sintéticos, associada ainda a sua
grande disponibilidade muito contribuiu para sua expansao. No entanto, na década
de 70 constatou-se que estes se apresentavam como potenciais causadores de

doengas degenerativas como cancer, deformagdes teratogénicas entre outros.

A crescente divulgacdo quanto aos efeitos nocivos dos corantes sintéticos
contribui para a sua substituicdo por produtos naturais. Em 1990, a Food and Drug
Administration (FDA) proibiu a utilizagdo de alguns corantes sintéticos nos Estados

Unidos. Também na Europa houve restricdo ao uso de corantes artificiais.

A busca por corantes alimenticios que atendam aos requisitos considerados
saudaveis aumenta gradualmente e para satisfazer o cliente, a substituicdo dos
corantes alimenticios sintéticos esta sendo feita, na medida do possivel, por
corantes naturais. No entanto, parte dos corantes naturais de interesse em
alimentos apresenta sensibilidade a luz, ao calor, problemas de solubilidade e
estabilidade. O uso de ciclodextrina apresenta-se como uma opcao interessante
na tentativa de solucionar ou minimizar estes problemas, por meio da formacao de

complexo de inclusdo entre o corante hidrofébico e a ciclodextrina.



Os corantes sdo empregados em numerosos alimentos e bebidas com o
intuito de compensar a perda da cor durante o processamento industrial e a
estocagem, para uniformizar a cor dos alimentos, colorindo os alimentos

originalmente incolores, tornando-os mais atrativos ao consumidor.

O emprego de corantes naturais em substituicdo aos artificiais por diversos
setores da industria gera um crescente interesse pelos produtos provenientes do
urucum. Os métodos rudimentares, frequentemente aplicados para a obtengao
destes produtos tendem a ser substituidos por processos mais elaborados
visando, ndo so a redugdo dos custos de processamento, mas também agregar
valor ao pigmento. Estes corantes apresentam problemas de instabilidade
resultante da prépria estrutura dos carotendides, exigindo cuidados especiais

durante as fases de processamento.

O urucum é um dos corantes naturais mais utilizados pela industria
brasileira, representando cerca de 90% dos corantes naturais usados no Brasil e
70% no mundo, sendo o Brasil um dos maiores produtores e exportadores de

sementes de urucum.

A mudancga na Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para extratos de urucum
ocorreu na década de 80, pois nos anos 70, a IDA era de 1,25mg/kg de massa
corpérea diminuindo para 0,065mg/kg de massa corpérea em 1982. Além disto, a
utilizacdo de extratos de urucum em alimentos sofre severas restricbes no que se
refere a gama de produtos em que pode ser adicionado, bem como quanto a

quantidade permitida.

Alguns fitoterapicos tém sido empregados como agente fotoprotetores em
tratamentos radioterapicos devido as suas propriedades antioxidantes. A bixina
figura em algumas pesquisas relacionadas a aplicagdes farmacoldgicas por
apresentar um grande potencial antioxidante, o que garante que dentro de pouco

tempo estudos sobre este composto, bem como conhecimento toxicolégico
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detalhado estara a disposicao de todos o que podera alterar novamente o valor da

IDA pré-estabelecido.

Os corantes naturais sao liberados para uso em ambito mundial, no
entanto, devido aos seus problemas de instabilidade seu uso é bastante limitado.
De posse da informagéo, j@ comprovada, que o uso de ciclodextrina em muitos
compostos pode vir a aumentar sua estabilidade frente a barreiras como pH,
temperatura, luz, presenca de oxigénio e ataques enzimaticos, sua utilizacdo em

testes para a otimizagao dos corantes naturais ja citados € bastante justificada.

Dados fornecidos pela literatura apontam para a viabilidade do processo de
formacao de complexos de inclusdo que poderao posteriormente ser utilizados de
maneira vastissima em todos os ramos da industria alimenticia, com uma
aceitacdo maior pela populagdo em geral, hoje bastante interessada em habitos

naturais.

As cores mais utilizadas para a coloracdo de alimentos, sem duvida
nenhuma, sdo o amarelo e o vermelho e suas combinagdes, por este motivo o
presente trabalho visou buscar a estabilidade dos corantes naturais que podem
fornecer estas coloragdes, sendo estes a bixina, a curcumina e a betanina. A
pesquisa também manteve um enfoque maior no estudo do urucum uma vez que
os demais apresentam estudos feitos em ambito nacional e internacional. Em
busca do uso seguro e racional dos corantes o trabalho também enfocou a
estabilidade dos complexos frente a luz e sua aplicacdo em alimentos, atentando a

possiveis alteragdes sensoriais pela presenga do complexo na formulacéo.






2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Ciclodextrinas
As ciclodextrinas (CDs) sdo malto-oligossacarideos ciclicos constituidos por

um numero variavel de unidades de glicose (geralmente de 6 a 8), unidos por
ligacdes a-1,4. As mais comuns sdo as o-CD (ciclohexamilose), B-CD

(cicloheptamilose) e y-CD (ciclooctamilose)(Duchéne et al, 1984).

As CDs foram primeiro descritas por Villers, em 1891, e eram denominadas
de “celulosinas”. Logo depois, Schardinger identificou as trés ciclodextrinas mais
comuns, que foram chamadas de alfa, beta e gama-ciclodextrina. Estes novos
compostos eram também referidos como agucares de Schardinger. Por 25 anos
entre 1911 e 1935, Pringshein na Alemanha foi o pesquisador mais proeminente
nesta area, demonstrando que estes agucares formavam complexos aquosos
estaveis com muitos complexos quimicos. Pela metade da década de 70, cada
uma das ciclodextrinas naturais tinham sido caracterizadas estruturalmente e

quimicamente e muitos complexos tinham sido estudados (Bekers et al, 1991).

As CDs sado moléculas nao higroscopicas, homogéneas e cristalinas
possuindo uma forma cénica truncada com uma cavidade interior onde o tamanho
e forma sdo determinados pelo numero de unidades de glicose ligadas. Este
interior & relativamente apolar o que explica a facilidade de formacdo de

complexos com substancias organicas (Szejtli, 1988).

A forma cbnica das ciclodextrinas deve-se a conformacédo do carbono C;
dos residuos de a-D-glicopiranosil e a auséncia de rotagéo livre ao redor das
ligagdes glicosidicas. Os grupos hidroxilas secundarios (nos atomos de carbono
C, e C3 das unidades de glicose) estao situados de um lado do anel e todas as
hidroxilas primarias (nos atomos de carbono Cg) do outro lado. Isto torna as

ciclodextrinas com caracteristicas hidrofilicas externamente. O lado das hidroxilas



secundarias € mais largo que o lado das hidroxilas primarias. A rotagao livre das
hidroxilas primarias reduz o didmetro efetivo da cavidade no lado onde elas
ocorrem, enquanto o grupo de hidroxilas secundarias apresenta uma cadeia
relativamente rigida, sem rotagao (Bekers et al, 1991).

Face de hidroxilas
Cavidade secundarias

Hidrofobico /

Face de hidroxilas
primarias
Figura 1: Representagédo esquematica de uma molécula de B-ciclodextrina.

15.44

A analise das estruturas das CDs por raios-X mostra a existéncia de grupos
hidroxilas secundarios (presentes em carbonos C, e C3 das unidades de glicose)
situados de um lado do anel, enquanto todos os grupos de hidroxilas primarias
estdo situados do outro lado (carbono Cg). Ja os grupamentos hidrogénios
apolares dos carbonos C; e Cs e os demais pares de elétrons livres de oxigénio
estéo direcionados para o interior da molécula (figura 1). Isto resulta na obtencéo
de uma molécula externamente polar podendo ser dissolvida em agua, com uma

cavidade apolar, ou seja, com uma matriz hidrofébica (Szejtli, 1988).

Desta maneira ainda com base na figura 1, observa-se que por estarem
orientadas para fora, as hidroxilas nos atomos C,, C3 e Cg podem sofrer ataque
quimico que modifica a estrutura das ciclodextrinas sem alterar a cavidade central.
Isso permite que as CDs sejam transformadas em derivados, com modifica¢cdes

em suas propriedades fisico-quimicas (Matioli, 2000).



2.2- Propriedades das Ciclodextrinas
A solubilidade da a-CD, a temperatura ambiente, € aproximadamente sete

vezes maior que a solubilidade da B-CD, enquanto a da y-CD é aproximadamente
14 vezes maior, segundo Fromming & Stzejtli (1994). A solubilidade das CDs
aumenta rapidamente com a elevacdao da temperatura, o que permite uma
recristalizacao facil com o abaixamento da mesma (Duchéne et al, 1984). Algumas

outras caracteristicas séo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas das ciclodextrinas (Szejtli,1988).

Propriedades o-Ciclodextrina B-Ciclodextrina y-Ciclodextrina
Unidades de glucopiranose 6 7 8
Massa molar g/mol 972 1135 1297
Solubilidade em agua 25°C(%) 14,5 1,85 23,2
Diametro exterior (A) 14,6 15,4 17,5
Diametro da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Volume da cavidade (A) 174 262 427

Del Valle (2004) afirmou que as ciclodextrinas em solugcao apresentam-se
em diferentes tipos de disposi¢cdes, ou seja, arranjo cristalino, sendo estes
principalmente de dois tipos: moléculas arranjadas formando uma estrutura em
gaiola ou canal. Na estrutura em gaiola a cavidade de cada CD é bloqueada nos
dois lados pelas moléculas adjacentes de CD, isolando-se assim, cada uma das
cavidades, ja na estrutura em canal, as moléculas se alinham uma sobre as
outras, formando um alinhamento linear de cavidades, onde as moléculas inclusas
ficam contidas. Tendo em vista a habilidade da ciclodextrina em promover ligagao
covalente e ndo covalente especifica com outras CDs, as ciclodextrinas podem ser
utilizadas como blocos para a constru¢édo de complexos macromoleculares para a

inclusao de varios compostos organicos.

As cavidades das CDs cristalizadas a partir da agua n&o s&o vazias.
Algumas moléculas de agua ficam contidas nas cavidades das CDs, enquanto

outras formam parte integrante da estrutura cristalina. Os complexos de inclusao
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das CDs sao formados pela substituicdo da agua inclusa por moléculas héspedes

adequadas (Fromming & Szejtli, 1994).

As CDs nado possuem ponto de fusdo definido, mas comecam a se
decompor a partir de 200°C. Suas propriedades térmicas exatas dependem do
teor de agua, estrutura cristalina, grau de aquecimento e decomposicédo da
atmosfera. Uma das mais destacadas propriedades das CDs é a resisténcia as
enzimas que catalisam a hidrdlise do amido. As CDs sé&o totalmente resistentes a
B-amilase, pois ndo contém grupos susceptiveis ao ataque desta enzima. As a-
amilases que nao necessitam de grupos terminais livres, sdo capazes de hidrolisar

as CDs, embora em baixa velocidade (Citernesi & Sciacchitano, 1995).

2.3- Formacgdo de Complexos de Inclusdo
Uma das caracteristicas das CDs é a habilidade de formar complexos de

inclusdo com uma variedade de compostos com o aprisionamento de moléculas
(moléculas héspedes) dentro de uma cavidade de uma CD (molécula hospedeira).
A necessidade minima para a formacdo desse complexo de inclusdo é que a
molécula hoéspede deve se adequar inteiramente, ou ao menos parcialmente,
dentro da cavidade da CD. Complexos estaveis ndo serdo formados com
moléculas hospedes pequenas, pois, estas escaparao do interior da cavidade das
CDs, sendo que moléculas muito grandes que n&o possam penetrar na cavidade
das CDs possuem inviabilidade de complexagao, no entanto, se certos grupos
laterais da molécula conseguem se acomodar na cavidade da CD a formagao do
complexo é possivel. Usualmente, sdo formados complexos 1:1 (CD:hdspede),
contudo, se uma molécula héspede € muito longa para se acomodar em uma
cavidade, a sua outra extremidade também é responsavel pela formacédo do
complexo e desta forma podem ser formados complexos 2:1, 2:2, 3:1, 3:2 entre
outros (Bekers et al, 1991). Na figura 2 mostra-se um esquema da formacéo de

um complexo de incluséo.



Figura 2: Representagao esquematica da formagcdo do complexo de inclusao,

Bergamasco, 2003.

As moléculas hidrofébicas ou alguns residuos hidrofilicos tém mais afinidade
pela cavidade da CD em solugcdo aquosa. A hidratagdo de um complexo de CD,
com um hdspede hidrofébico é favorecida energeticamente quando comparada

com a hidratagao separada dos componentes (Szejtli, 1998).

A preparacao do complexo de inclusdo se faz, geralmente em meio liquido. A
formacdo de complexos em fase sodlida é, em certos casos termicamente
espontanea, apesar da estabilidade ser maior em solugdo aquosa. Os métodos de
preparacao dos complexos dependem, essencialmente, das propriedades das

moléculas hospedes (Duchéne et al, 1984).

De acordo com Szejtli (1988) a presenca de um solvente ndo é condigéo
necessaria para a formacado de um complexo de inclusdo, no entanto, quando
possivel a formagcao do complexo em solugdo € um processo muito rapido. Os
hospedes capazes de formarem complexos mais estaveis sdo aqueles menos
soluveis em agua. Para se alcangar um equilibrio em solugdo aquosa, um longo
tempo de reacdo é necessario, ou 0 héspede deve ser dissolvido em solventes
organicos. A selecdo de solvente é restrita, exceto para alguns solventes
fortemente hidrofilicos e com estrutura molecular pequena, tais como metanol,
etilenoglicol, dietilenoglicol, glicerina entre outros. Muitos podem ser aplicados,

pois formam complexos estaveis.



2.4- Toxicidade
Segundo Bekers et al (1991) os complexos de administragdo oral tem

poucos danos, provavelmente porque quantidades insignificantes de CDs sé&o
absorvidas no trato intestinal. Testes para determinar a toxicidade aguda das CDs
naturais administradas oralmente em ratos resultaram em altos valores de LDsg
(>10g/kg).

Del Valle (2004) citou que a seguranga toxicologica das CDs foi revisada,
sendo que as CDs naturais e seus derivados hidrofilicos sdo capazes apenas de
permear as membranas bioldgicas lipofilicas, assim como a cérnea e com certa
dificuldade. O estudo de toxicidade realizado por Totterman et al (1997)
demonstrou que as ciclodextrinas administradas oralmente s&o praticamente
atoxicas devido a infima absorg¢ao pelo trato gastrintestinal. Assim a a-CD possui
as seguintes caracteristicas: irritacdo apos administragao de injegao intramuscular,
retencdo de alguns lipideos, irritacdo ocular e 2 a 3% de absorcdo apos
administracdo oral em ratos. Nao foi observado metabolizagdo no trato intestinal
superior, apenas quebra de moléculas realizada somente por microflora intestinal
mais especifica do célon, e excregcao de 60% apds administragdo oral na forma de
CO,, 26 a 33% como metabdlito incorporado e 7 a 14% como metabdlitos nas
fezes e urina, com LDsy oral >10g/kg e LDso IV 500-750 mg/kg. Ja a B-CD tem
capacidade de ser menos irritante quando comparada a o-CD depois de injecao
intramuscular, pouquissima quantidade (1-2%) absorvida no trato intestinal
superior depois de administragdo oral, mesmo tipo de metabolizacdo bacteriana
no colon, é a ciclodextrina mais utilizada em preparacgdes farmacéuticas com LDsg
oral >5g/kg e LDsy IV 450-790 mg/kg. Com relagdo a y-CD observou-se
praticamente nenhuma irritacdo cutdnea apds injegdo intramuscular, esta CD é
rapida e completamente degradada em glicose no trato intestinal por enzimas,
praticamente ndo ha metabolizagcdo apds administracdo intravenosa, com LDsg
oral >>8g/kg e LDsy IV 4000mg/kg, € provavelmente a menos téxica das trés

ciclodextrinas naturais citadas.
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Segundo Szente & Szejtli (2004), estes derivados de amido sao
ingredientes nao téxicos, ndo absorvidos pelo trato gastrointestinal superior e com

metabolizacdo completa pela microflora do célon.

2.5- Métodos de Complexagdo
Nao existe um método universal para a preparacdo dos complexos com

ciclodextrinas. O método deve ser feito sob medida para o hdéspede, e de acordo
com a finalidade (Szejtli, 1988).

Para cada molécula a ser inclusa é necessaria a escolha de um método
especifico e de parametros de otimizagdo, especialmente o teor de agua,
temperatura, tempo de agitacdo e pH, sendo que a falta de controle do pH pode

favorecer a liberagdo de moléculas idnicas (Loftsson, et al 1993).

Dentre os métodos mais comuns para a obtencido de complexos pode-se
citar: co-precipitacdo, suspensdo (slurry), amassamento (kneading), mistura a
seco, mistura umida e aquecimento por inclusdo supercritico. Uma breve

abordagem de cada método é apresentada a seguir.

2.5.1- Método de Co-precipitacao
Este método é o mais amplamente usado em laboratério. A molécula

hospede, ou sua solugao é adicionada lentamente em uma solugdo aquosa de
ciclodextrina. Se um solvente orgéanico for necessario para a dissolugdo da
molécula hospede, esse tem de ser preferencialmente soluvel em agua ou volatil
(Phita & Hoshino, 1992).

A molécula héspede €& geralmente adicionada a uma solugdo de
ciclodextrina quente. O equilibrio € alcangado com intensa agitacdo e com
resfriamento lento em poucas horas. Depois de atingido o equilibrio, o precipitado
pode ser recuperado por decantagdo, centrifugacdo ou filtracdo. O precipitado

poder ser lavado com uma pequena quantidade de agua ou solvente soluvel em
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agua como etanol, metanol ou acetona, o solvente de lavagem pode ser prejudicial
a alguns complexos, por este motivo deve ser testado anteriormente (Loftsson et
al 1993).

Segundo Masson et al (1998) a principal desvantagem deste método € a
escala, pois devido a limitada solubilidade das CDs grandes volumes de agua
devem ser utilizados, sendo que o uso de tanques, tempo e energia de
aquecimento e resfriamento devem ser importantes fatores na analise de custos.
O uso de surfactantes nao i6nico reduz comprovadamente a complexagao de
ciclodextrina, por outro lado, a adicdo de etanol pode promover a formacgao de

complexos em meios solidos e semi-sélidos.

2.5.2- Método de Suspensao (Slurry)
Neste método a ciclodextrina e o hospede ndo sao dissolvidos, mas

finamente suspensos em agua a temperatura ambiente, com intensa agitagéo.
Geralmente uma parte de ciclodextrina € misturada com duas partes de agua,
formando a suspensao. A molécula hospede para ser inclusa deve ser dissolvida
em um solvente adequado ou adicionada diretamente (sem uso de solvente) a

suspenséao de ciclodextrina (Loftsson et al 1993).

Bergamasco (2003) afirma que o tempo exigido para completar a
complexacéao é variavel, e depende da molécula hospede. Esta técnica é realizada
em temperatura ambiente, contudo, para varios hospedes pode-se aplicar o calor
para aumentar a taxa de complexacédo, porém deve-se tomar cuidado para nao

desestabilizar o complexo e evitar que a reacdo ndo se complete.

Neste método, o complexo pode ser coletado como no método de co-
precipitagdo, bem como ainda, pode-se utilizar a secagem tipo spray ou
liofilizador. Além da vantagem de viabilidade para propésitos industriais, pois ha

uma diminuicdo na quantidade de agua utilizada comparativamente ao método
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anterior, pode-se verificar que o equipamento exigido € convencional e raramente

se necessita de investimento adicional (Loftsson & Brewster, 1996).

2.5.3- Método de Amassamento (Kneading)
Este método é uma variacdo do método de suspensao, sendo aplicavel a

principios ativos fracamente soluveis em &gua. A ciclodextrina € macerada
intensamente com uma pequena quantidade de agua, formando uma pasta onde o
héspede € misturado diretamente sem o uso de qualquer solvente, seguido do
amassamento da mistura. O tempo de maceragao varia com o tipo de molécula
hospede trabalhada. O complexo resultante pode ser seco diretamente ou ainda
pode ser lavado com agua ou solvente organico para a remogao da molécula
hospede livre misturada ao complexo de inclusdo. As pastas algumas vezes
secam formando uma massa firme ao invés de um po fino, isto depende
diretamente do tipo de héspede com o qual se esta trabalhando e também da
quantidade de agua utilizada na fabricagdo da pasta. Geralmente, a massa firme
pode ser seca completamente e em seguida triturada para a obtengdo de um po

da mistura contendo o complexo (Loftsson & Brewster, 1996).

Este método ndo €& recomendado para a obtencdo de produtos de
complexagdo puros. A lavagem com solvente organico pode remover uma
quantidade variavel de moléculas hospedes ja incluidas, devido ao seu coeficiente

de partigdo em favor do solvente organico (Duchéne et al, 1984).

2.5.4- Método de Complexacio a partir do Ponto de Fusao
Complexos podem ser preparados pela fusdo da molécula hospede com

ciclodextrina. O ponto de fusdo ndo deve se aproximar da temperatura inicial de
degradacéao térmica da ciclodextrina (deve ser abaixo de 180°C). Em tais casos
deve-se ter excesso de héspede e, depois do resfriamento, este excesso deve ser
retirado por uma lavagem cuidadosa com um solvente que forma um complexo
fraco. A sublimagdo a vacuo é preferivel o que deixa este método praticamente

restrito a hospedes sublimaveis (Fromming & Szeijtli, 1994).
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2.5.5- Método de Mistura Fisica
Algumas moléculas podem ser complexadas pela simples mistura do

hospede com a ciclodextrina. A mistura fisica € mais adequada a o6leos ou
hospedes liquidos. O tempo de mistura exigido é variavel e depende da
substancia. Geralmente, este método é realizado a temperatura ambiente e
funciona como uma variagdo do método de amassamento. A principal vantagem
deste método € que ndo ha adicdo de agua, a menos que seja usada na lavagem
do complexo. As desvantagens s&o os riscos de endurecimento em maior escala
de processamento, resultando em uma mistura de qualidade insuficiente para a
formacado do complexo e, com muitos hospedes, além de ser necessario maior
tempo de contato (Del Valle, 2004).

2.5.6- Método de Mistura por Umidade e Aquecimento
Este método utiliza pequenas quantidades de agua ou pode ser realizado

sem adigdo da mesma. A quantidade de agua utilizada pode ser a suficiente para
a hidratagéo da ciclodextrina sendo que a molécula héspede pode ser adicionada
em cerca de 20 a 25% a mais do que a quantidade de agua de hidratagéo. Esta
quantidade de agua € comumente encontrada em torta de filtro dos métodos de
co-precipitacao e suspensao. O hdspede e a ciclodextrina sdo misturados juntos e
colocados em um recipiente lacrado, este recipiente com seu conteudo é aquecido
a 100°C. Apds o aquecimento o conteudo é retirado e seco. A quantidade de agua
adicionada, o grau e tempo de mistura, bem como o aquecimento do conteudo,
devem ser otimizados segundo cada molécula hospede a ser complexada
(Loftsson & Brewster, 1996).

2.5.7- Método de Complexacao por Diéxido de Carbono Supercritico
A inclusdo de principios ativos e outros produtos no estado sdélido, em

ciclodextrina, pode ser obtida por meio da utilizagdo de diéxido de carbono
supercritico que envolve basicamente pressdo e temperatura, sendo que pelos
estudos realizados notou-se que a pressdo, sozinha, ndo tem efeito direto na

inclusdo de compostos. No entanto, a temperatura por si so6 influencia
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positivamente a formagao do complexo. Melhores resultados foram obtidos com a
combinacdo dos dois fatores, temperatura e presséo, aplicados conjuntamente
com dado de até 98,5% de inclusdo. Este novo método é bastante atrativo, pois
permite a inclusdo de compostos no estado soélido sem a necessidade da
utilizagdo de solventes organicos, além do auxilio do didéxido de carbono na
limitacdo da degradacao de substancias instaveis devido ao seu carater de inércia
(van Hess et al, 2002).

2.6- Aplicacgées de Ciclodextrinas em Alimentos
Quase todas as aplicagdes das CDs envolvem complexagao. Em muitos

casos 0s complexos sao separados numa forma mais ou menos pura e utilizados
como substancias cristalinas, enquanto em outros casos o processo de
complexagcdo é somente um estado transiente, e se torna aparente a partir do

resultado final (Bergamasco, 2003).

As vantagens em potencial do uso e da disponibilidade das CDs
apresentam um papel decisivo no crescente interesse pelas mesmas. Estas séo
usadas em alimentos, farmacos, cosméticos, produtos domésticos, agroquimicos,
industria téxtil, industria de papel, tecnologia quimica, quimica analitica dentre
outros (Matioli, 2000).

Segundo o mesmo autor, apesar das ciclodextrinas serem conhecidas ha
aproximadamente um século sua capacidade de formagdo de complexos de
inclusdao so foi reconhecida em meados dos anos 50, sendo que a utilizacdo em
alimentos s6 veio a acontecer nos anos 80 no Japdo e Hungria. Com o
crescimento de pesquisas na area, hoje as ciclodextrinas possuem alto potencial

de aplicabilidade em alimento.

A primeira publicagdo referente a aplicagdo de CDs em alimentos
industrializados data de 1962, e o numero de patentes tem crescido

consideravelmente desde 1981 (Szeijtli, 1988).
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A maioria das matérias-primas encontradas nos alimentos industriais sao
descritas como adequadas para inclusdo. As substancias aromaticas e as
utilizadas para fornecer sabores estdo entre as mais frequentemente descritas,
juntamente com produtos bactericidas, enzimas de plantas, vitaminas, oleos,
gorduras e antioxidantes, que podem ser complexados antes de serem

adicionadas a composicéo de alimentos industriais (Duchéne et al, 1984).

A principal vantagem da inclusdo dos componentes alimenticios é o
aumento da estabilidade dos componentes inclusos, quer sejam de matérias-
primas ou de produtos acabados. A estabilizagcdo é essencialmente importante
para produtos volateis, fotoativos, termoativos e sensiveis a oxidacao. A protecao
de matérias-primas nao diz respeito a protecdo contra agdo de microrganismos,
mas sim protecdo de produtos fisica e/ou quimicamente instaveis. Dentre os
produtos de alto valor comercial que podem ser melhores conservados apés a
inclusdo estdo os agentes aromatizantes, os adogantes, os extratos vegetais,
Oleos, as vitaminas e os anti-sépticos. Com relagdo aos produtos acabados, a
inclusdo é responsavel pela estabilizacdo e pela melhoria da qualidade final do
produto, no que se refere ao sabor, ao aroma, ao gosto, a forma e a cor dos
alimentos, tais como: sopas de peixe, queijos, sucos de frutas, manteiga, chas,

cremes, sucos de tomate entre outros (Duchéne et al, 1984).

2.6.1- Estabilizacao de Compostos Volateis
Comprovadamente o grande potencial das ciclodextrinas esta na area de

sabor (flavor) e especiarias, estes ingredientes sdo considerados instaveis in
natura o que restringe sua aplicagao em alimentos, devido a diminuicdo da vida de
prateleira dos produtos. A possivel utilizagdo das ciclodextrinas na estabilizagao
de compostos volateis pode controlar a prematura volatilizagdo permitindo a
utilizacdo destes produtos e favorecendo o processamento de certos alimentos
(Staff Article, 1988).
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Nagamoto (1985) citou que a utilizagdo de ciclodextrinas aumentou a
estabilidade das especiarias utilizadas em produtos carneos, sendo que pode ser
comprovado que a estabilidade térmica foi aumentada na adicdo de gorduras.
Também notou a preservagao de sabor dos bolos, biscoitos, frutas citricas, cebola,

alho e puré de vegetais.

Lindner et al (1981) estudaram a inclusdo de extratos aromaticos de alho,
de alecrim, de mostarda e de cebola, entre outros com 10% de B-CD. Os
complexos resultantes eram estaveis por varios anos, sem qualquer perda do

aroma e isentos de impurezas microscopicas e microbioldgicas.

2.6.2- Mascaramento de Odores e Sabores
As ciclodextrinas podem mascarar o odor de certos produtos como peixes,

alho, carnes, extrato de leveduras, leite de soja entre outros, além da capacidade
de complexagdo com agentes adogantes como aspartame que promove uma
melhora no sabor e também uma diminuicdo do amargor e do “aftertaste” de
outros adogantes como o esteviosideo (Del Valle, 2004). O amargor causado
principalmente pela presencga de limoneno e naringina, bem como o “off-taste” no
suco de laranja, proteinas hidrolisadas de plantas e animais podem ser
melhorados pela adigdo de ciclodextrina (Nagamoto, 1985). Ja Konno et al (1981)
observaram que a adicdo de 0,3% de B-CD aos sucos citricos reduziu,

sensivelmente, seu amargor.

Segundo Yu (1988) a ciclodextrina adicionada em bebidas quentes na
proporgéo de 0,1% € capaz de retirar ou diminuir os odores estranhos e o sabor
amargo de chas e café que atingiram temperaturas de 90°C durante o

processamento da bebida.

Ja a caseina hidrolisada de leite € uma o6tima fonte protéica de facil
absorgao, que, no entanto tem seu uso restringido pelo sabor amargo, estudos de

Specht et al, (1981) sugerem a adicao de 10% de B-CD ao hidrolisado para
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retirada total do sabor amargo, aumentando assim a utilizacdo deste tipo de
proteina, um processo muito similar foi utilizado para a retirada do sabor amargo

do extrato de ginseng.

No Japao as ciclodextrinas sdo aprovadas como amido modificado para
aplicagdes na industria de alimentos ha mais de duas décadas, servindo para

mascarar o odor de alimentos frescos (Furuta et al, 1993)

Szejtli (1982) demonstrou que o mascaramento de odores e sabores
indesejaveis era mais otimizado em baixas temperaturas e alta concentracéo de
ciclodextrinas. A adicdo de 10% de B-ciclodextrina em proteina hidrolisada diminui
comprovadamente o amargor, ja a adicéo de 0,3% da mesma ciclodextrina antes

do tratamento térmico, remove por completo o amargor do suco de grapefruit.

2.6.3- Estabilizacdo de Emulsoes
As ciclodextrinas, por sua caracteristica hidrofilica na face externa da

molécula e hidrofébica na face interna, sdo bastante utilizadas na preparacédo de
emulsdes feitas a base de gorduras e Oleos, pois podem estabilizar e prevenir a
oxidacédo e rancidez. Considerando esta habilidade sao utilizadas em produtos
alimenticios como molho para saladas, maionese, 6leo de bacalhau entre outros
(Szejtli, 1982).

Ainda no campo lipidico, encontram-se CDs sendo utilizadas para
estabilizar os acidos graxos poliinsaturados -3 (PUFA), os quais apresentam
importantes funcbes fisiologicas tais como: propriedades antitrombotica,
antialergénica, redugdo do colesterol, entre outras. Esses acidos graxos s&o
quimicamente reativos, necessitando de inclusdo na forma de p6 para protecéo
contra a auto-oxidagao. Yoshii et al (1996) desenvolveram um novo meétodo para
formar complexos de PUFAs com as CDs na forma de po6 e utilizaram este mesmo
pé para o desenvolvimento de um alimento a base de peixe do mar na forma de

pasta.
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Segundo Szente & Szejtli (2004) a adigdo de CDs em emulsdes ou queijos
pode aumentar a retencdo de agua e consequentemente a vida de prateleira do
produto, bem como em produtos carneos, onde o aumento de retencdo de agua

favorece a textura do alimento.

As CDs também tém sido usadas para melhorar a textura de alimentos.
Juhasz et al (1988) adicionaram de 1 a 5 % de B-CD na salsicha tipo frankfurter,
durante sua producdo usual, e verificaram uma grande melhora na textura do

produto.

2.6.4- Controle e Mascaramento de Cores e Pigmentos
Os pigmentos naturais como carotendides e flavondides podem ser

estabilizados por complexos em ciclodextrinas. Os pigmentos podem ter sua cor

mascarada ou intensificada (Nagamoto, 1985).

Segundo Kawashima (1980) o corante natural utilizado em ketchup pode
ser estabilizado pela adigdo de 0,2% de B-CD, o qual, ndo demonstrou perda

efetiva de cor mesmo apés 2 horas de aquecimento a 100°C.

2.6.5- Ciclodextrina como Agente Protetor de Ingredientes Alimenticios
Uma outra aplicacdo das ciclodextrinas como protetores, esta no fato de

que muitos aromas sao reconhecidamente sensiveis a varios tipos de processos
de irradiacdo. No caso do citral, componente responsavel pelo odor de frutas
citricas frescas, pode ocorrer a ciclizagao por radiagdo UV, levando a formagao de
monoterpenos que causam alteragdes significantes de sabor em sucos, entretanto
quando o citral é encapsulado com CDs, ndo se observa a formacido de
monoterpenos mesmo apos exposicdo do produto a radiacdo UV por seis horas
(Szejtli et al., 1979).

As CDs-complexadas com aromas volateis e 6leos essenciais possuem

resisténcia ao aquecimento, segundo observagdes realizadas por Szente & Szeijtli
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(2004) onde comparagbes mostram que entre 80-90°C existem perdas de 94%
para o aroma de alho e 88% para o aroma de café complexados com lactose
contra 2% e 9% de perda em B-CD-complexada, o que mostra claramente seu

efeito protetor frente a exposigcao ao calor.

2.7-Corantes Naturais de Interesse
Este trabalho manteve seu enfoque em trés tipos basicos de corantes

naturais: a bixina um tipo de carotendide conceituado nos itens anteriores, além da

curcumina e da betalaina extraida da beterraba.

A fabricacdo e o preparo de alimentos tém se modificado muito ao longo
dos anos, particularmente nas ultimas trés décadas. No passado, os alimentos
provinham da regido onde eram produzidos ou de regides muito préximas.
Atualmente muitos alimentos produzidos em regides longinquas necessitam
freqlientemente de aditivos para manter a sua qualidade. Além disso, a variedade
e a apresentacdo dos alimentos sao preocupagdes constantes das industrias
alimenticias. Estes fatores motivam as industrias de alimentos a utilizarem quase
que exclusivamente agentes quimicos para conservar, colorir ou aromatizar os
alimentos, com o objetivo de atrair cada vez mais os consumidores (Antunes &
Araujo, 2000).

A crescente divulgagdo quanto aos efeitos nocivos dos corantes quimicos
contribui para a substituicdo por produtos naturais. Em 1990, o FDA (Food and
Drug Administration) proibiu o emprego de alguns corantes nos Estados Unidos.
Restricdes similares também foram impostas na Europa, proibindo-se o uso para o
consumo humano. Esta mudanga por parte de dérgdos governamentais muito
contribui para o retorno e conseqiente aumento da demanda dos produtos
naturais (Goyle & Gupta, 1998).

Os corantes naturais por serem constituidos de uma mistura de numerosos

compostos de estrutura complexa sao, freqientemente, mais caros, isto porque
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requerem etapas de concentragcdo e purificagcdo normalmente mais elaboradas.
Outro aspecto que também contribui para seu elevado valor deve-se a reduzida
concentragdo normalmente presente na sua matriz de origem, o que acarreta seu

elevado precgo (Francis, 1994).

O mesmo autor menciona ainda que os principais corantes naturais de
aplicagdo na industria de alimentos sdo: os carotendides, as antocianinas, a
clorofila, a riboflavina, as betalainas e os caramelos. Deste grupo, as antocianinas
existem em uma ampla variedade de cores, seja: em tons de azul, magenta e
purpura, ou ainda tonalidades que vao do vermelho ao amarelo. Ja foram
identificadas mais de 250 diferentes antocianinas. Contudo, apenas um pequeno
numero delas sdo usadas como aditivos em alimentos. Sdo normalmente corantes

cuja cor é bastante influenciada pelo pH.

Fatores como luz, calor e oxigénio potencializam processos de degradagao
dos corantes naturais. O pH também afeta a estabilidade de muitos corantes
naturais, da mesma forma que a presenca de determinados ions metalicos com
reconhecidas caracteristicas cataliticas, como ferro, aluminio, cobre ou mesmo
magnésio, cuja acéo catalitica € menor. Estes catalisadores podem aumentar a
taxa de decomposicdo de alguns pigmentos, acarretando em consequéncia a
perda de coloragdo. Os carotendides, particularmente, sado extremamente

susceptiveis a estes efeitos (Najar et al,1988).

2.7.1- Urucum
Quando o0s conquistadores espanhois chegaram ao Novo Mundo

conheceram muitas plantas cujos extratos eram empregados pelos Maias e
Aztecas. Uma destas plantas, o urucum, existente ao longo da América tropical
era usado como extrato para tingir tecidos e pintar o corpo, além de ser utilizada
junto a vanilina na formulagéo de uma bebida a base de cacau. O nome cientifico
do urucum, Bixa orellana, foi dado por Francisco Orellana, apés uma expedi¢cao na

regido Amazénica Setentrional (Sandi, 2003; Oliveira, 2005).
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A planta, (Bixa orellana) da familia das Bixaceae recebe diferentes
denominagdes populares ao redor do mundo: Urucu, urucum e agafroa (Brasil),
atole, achiote e bija (Peru, Coldmbia e Cuba), achiote, bija, onoto (Venezuela),
uruku (Paraguai), rocou e rocoyer (Republica Dominicana e Guiana francesa),
rocuyer (Franga), changuarica, pumacua e K'u-zub, (México). Outras
denominagdes encontradas na literatura s&o: ufafé, eroya, chagerica, orelana,
ranota, annatto e lipstick (USA) (Sandi, 2003).

O urucueiro é um arbusto com altura entre 2,0 a 4,0 metros, podendo atingir
até 6,0 metros dependendo das condi¢des de clima e idade da planta. Cresce em
altitudes de até 1000 metros, contudo, desenvolve-se melhor em zonas
relativamente baixas, de 100 a 500 metros, suportando temperaturas de 24° a
35°C. Seus frutos sao capsulas ovoides “cachopas”, cobertas por espinhos
flexiveis, em cujo interior encontram-se de 30 a 50 sementes. Oriundo da América
Tropical acredita-se que tenha sido uma das primeiras plantas “domesticada’ pelos
indios da regido, provavelmente para fins cerimoniais, a partir da Bixa excelsa,

arvore silvestre da familia das (Bixaceae) (Mendes et al, 2006).

As sementes do urucueiro sao cobertas por uma resina vermelha que
contém como pigmento principal o carotendide bixina, principal pigmento de
preparacdes lipossoluveis. A norbixina produto de saponificacdo da bixina, é o
pigmento principal de preparag¢des hidrossoluveis, sendo encontrada em pequena
quantidade nas sementes e nas preparagbes lipossoluveis (Mercadante &
Pfander, 2001).

O urucum é empregado com frequéncia como condimento na culinaria
asiatica, africana e européia. Foram os espanhdis os responsaveis pela expansao
do consumo deste produto ao redor do mundo, o que levou a um aumento de sua
producéao ja no século XIX (Sandi, 2003). Os corantes de urucum tém sido usados
ha muitos anos para a produgao de produtos de maquiagem, tintura de tecidos e

de alimentos (Ferreira et al, 1999).
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As sementes do urucum tém sido empregadas na Europa e nos Estados
Unidos por mais de 100 anos. A bixina, seu principal carotendide, foi identificado
pela primeira vez em 1825. Os extratos de urucum contém os carotendides
naturais obtidos do seu pericarpo, ou ainda, mais propriamente da testa ou
tegumento que envolve a semente. Os dois maiores componentes destes extratos
sdo: a bixina com caracteristicas de lipossolubilidade (9’-cis-6,6’-diapocaroteno-
6,6'-dioato  monometilado, (C2sH3004)) € a norbixina, com caracteristica de

hidrossolubilidade e correspondendo a formula (C24H2504) (Humeau et al, 2000).

A producao total de sementes de urucum no Brasil aumentou de 972
toneladas em 1984 para 9000 em 2006, sendo que neste ano o valor do quilo da
semente foi cotado a R$ 3,00 (IBGE, 2007). Os maiores exportadores destas
sementes sdo o Peru e o Quénia, e os maiores importadores, os Estados Unidos
(FAO/WHO, 1999), ja que no Brasil o mercado nacional absorve a maior parte das

sementes produzidas.

Entre os corantes naturais, o urucum figura como o segundo em
importancia econdmica depois do caramelo (Francis, 1994). O cultivo do urucum
destina-se exclusivamente a comercializacdo do corante presente na semente,
podendo chegar no maximo a 4,5% em massa, nas sementes de boa procedéncia.
A producdo de pigmento, contudo, deixa a semente como subproduto. Esta
semente foi avaliada no sentido de tornar o cultivo daquela espécie mais lucrativo,
procurando, por exemplo, explorar a sua possivel aplicagdo como ragao animal
(Mendes, 2006).

Segundo Bressani et al (1983), em diversas ocasides, o Mistério da
Agricultura de varios paises latino-americanos referiam-se ao potencial econémico
que representa a exploracéo industrial do pigmento da Bixa orellana. A producao
do pigmento deixa como residuo a semente, a qual poderia contribuir para que a
exploragao do urucum fosse mais rentavel. Os resultados de analises quimicas da

semente do urucum revelaram que esta contém quantidades intermediarias de
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proteinas (entre 13 e 16%). Os niveis de fibra crua também sao relativamente
altos (cerca de 16%). A semente também é rica em fosforo, mas pobre em calcio.
Em relagdo aos aminoacidos, parece conter niveis adequados de triptofano e
lisina, mas valores reduzidos de metionina, isoleucina, leucina, fenilalanina e

treonina.

2.7.1.1- Bixina
A bixina (figura 3) é formada por uma cadeia de duplas ligagbes

conjugadas alternadas, que |he confere algumas caracteristicas especiais. Além
disso, pode ser considerada unica entre os carotendides naturais devido a
presenca de dois grupos carboxilicos e por ser um dos poucos carotendides do
tipo cis (Mercadante & Pfander, 2001).

Para uso em alimentos, a extracdo do corante lipossoluvel € feita,
usualmente com 6leo comestivel sob agdo do calor, cujo pigmento principal é a
bixina com massa molar igual a 394,5, apesar da formagdo de compostos de

degradacéo e de isomerizagao (Reith & Gilien, 1971).
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Figura 3: Férmula estrutural da bixina, férmula quimica C2s5H3004.

2.7.1.2- Norbixina

Quando submetida a hidrdlise em meio alcalino, a bixina perde uma
molécula de metanol produzindo a norbixina, pigmento de cor vermelho. A

norbixina em particular a forma cis, possui grande solubilidade em agua, estando
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em pequenas quantidades nas sementes e nas preparacgdes lipossoluveis
(Tocchini & Mercadante, 2001).

E comum a pratica comercial de solugdes alcalinas contendo de 0,5 a 4%
de norbixina, a sua extracado direta ndo é viavel devido ao baixo nivel percentual

nas amostras naturais (Henry, 1996).

2.7.1.3- Principais aplicagdes para os pigmentos bixina e norbixina
Segundo Oliveira (2005) os pigmentos extraidos do urucum servem como

corante com ampla aplicagdo em diversos ramos industriais. A Organizagao
Mundial da Saude reconhece sua nula toxidade tanto para o consumo humano
como para sua aplicagao na pele. O produto é registrado pela Unido Européia sob

a denominacéao de E160 b.

O maior segmento consumidor destes corantes € a industria de derivados
lacteos, sendo empregado para colorir queijos, manteigas, iogurtes e margarinas.
Tem aplicagdo também em produtos derivados de carne como: salsichas, salames
e defumados; derivados de pescados; molhos de salada; cereais matinais,
caramelos, sorvetes, como também em achocolatados, refrigerante, e licores
(Bareth et al, 2002).

Em cosmética, o pigmento encontra aplicagdo como: na formulagdo de
bronzeadores, na forma de extrato oleoso; produtos de maquiagem como: batons
e pos-faciais; produtos para cabelos como: tintura e xampus, como também em
sabonetes. Na industria téxtil € empregado para tingir algodao, 1a e especialmente
a seda, conferindo a esta um efeito especial difuso, amarelo-laranja. Também tem
sido empregado como pigmento na industria de couro, bem como na fabricagao de

tintas e vernizes, graxas para sapato e ceras para pisos (Sandi, 2003).
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Varias sao as propriedades atribuidas a planta e que sao exploradas pela
medicina tradicional das quais sdo mencionadas: ser efetivo contra diarréia,
amidalite, no tratamento de doencgas peitorais, também como estimulante,
diurético, febrifugo, expectorante, cicatrizante, afrodisiaco e laxante (Giuliano et al,
2003).

2.7.1.4- Processo de coloragao
E possivel que para a obtencdo de uma determinada coloracdo se faca um

blend de extratos de bixina e norbixina usando como carreadores substancias
como propilenoglicol ou polissorbatos que poderdo posteriormente ser utilizadas

em alimentos de base aquosa ou oleosa (Henry, 1996).

2.7.1.5- Legislagao

O uso da bixina (annatto) é aprovado nos Estados Unidos como um corante
para alimentos, remédios e cosméticos. Varios estudos em relagdo ao potencial
genotoxico da bixina sugerem que este aditivo natural ndo é nem mutagénico nem
clastogénico em células de mamiferos. Nenhum efeito adverso na reprodugéo foi
demonstrado em um estudo onde a alimentagao de multiplas gerac¢des de ratos foi

suplementada com este carotendide (Silva et al, 2001; Paumgartten et al, 2002).

Em investigacdes realizadas na Holanda sobre a toxicidade do urucum,
mediante experiéncias em ratos, camundongos e suinos, concluiu-se que o
pigmento ndo apresentou toxicidade, podendo ser empregado com seguranga

para colorir alimentos (Paumgartten et al, 2002)

A mudanga na Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) preconizadas pela WHO
(World Health Organization) para extratos de urucum ocorreu na década de 80,
passando de 1,25mg/kg de massa corporea para 0,065mg/kg de massa corporea
em 1982. Além disto, a utilizacdo de extratos de urucum em alimentos tem sofrido
severas restricdes por 6rgaos internacionais, no que se refere a gama de produtos

em que pode ser adicionado, bem como quanto a quantidade permitida. Uma das
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alegacdes feitas € o desconhecimento sobre a composigdo deste extrato
(Mercadante & Pfander, 2001).

Uma recente avaliagdo da ingestao de bixina no Brasil, entretanto, estimou

que o nivel de consumo de grande parte da populagéo (cerca de 14 milhdes de

pessoas) € aproximadamente 150% maior que a ingestdo diaria recomendada

pela WHO. Esta ingestdo elevada de bixina pode ser explicada pelo consumo do

condimento feito das sementes do urucum (colorau) no Norte e Nordeste do Brasil
(Paumgartten et al, 2002, Firace, 2004).

2.7.1.6- Fatores que afetam a estabilidade

a)

Os fatores de instabilidade a seguir citados sao descritos por Henry (1996).

pH: a norbixina tem capacidade de precipitar em pHs acidos, ja a bixina n&o
€ afetada por influéncia do pH, podendo ser usada livremente em produtos

acidos;

Cations: os cations bivalentes especialmente o calcio podem formar sais
com a norbixina, assim sendo, a norbixina é incompativel com produtos

contendo alta concentragao de calcio;

Luz e Aquecimento: quando utilizada em proteinas ou amido a norbixina se
torna estavel a luz e aquecimento, no entanto, a estabilidade € reduzida
quando se encontra diluida em sistemas aquosos. A bixina também é
resistente ao calor, porém, em temperaturas superiores a 100°C inicia-se o
processo de degradagcdo onde a cor amarelo limdo comega a ser
visualizada, seguida de uma perda gradual da coloragdo. Dados da
literatura também demonstram a incapacidade de congelamento de
solugbes destes dois corantes naturais. Segundo Ferreira et al (1999) as

alteragbes de cor e diminuicdo dos teores de sal de norbixina séo
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dependentes do tempo de tratamento, e demonstram que nas temperaturas
de 90 e 100°C as reacgdes sdo menos dependentes do tempo do que a 120
e 140°C, onde as amostras se tornaram mais claras, menos vermelhas e

mais amarelas.

d) Oxigénio: devido ao sistema de duplas ligagdes conjugadas todos os
carotendides sao susceptiveis a oxidagdo, pode-se evitar este processo

com a adi¢ao de acido ascorbico.

Segundo Lyng et al (2005) a inclusdo da bixina em alfa-ciclodextrina € um
mecanismo eficiente de prote¢cao do carotendide contra varios agentes como luz,

ozobnio, ar e temperatura além de torna-lo mais soluvel em agua.

2.7.1.7-Inclusdo do corante bixina com ciclodextrinas e estabilidade
Rao et al (2005) avaliaram o efeito das condicbes de processamento na

estabilidade de alimentos incorporados com bixina e perceberam que comparado
aos produtos tradicionais (bolos e biscoitos), o aquecimento direto e o
processamento do alimento em 6leo quente representam as formas de maior
perda da capacidade do corante, enquanto para o processo de extrusao as perdas
sao similares aos produtos tradicionais e a exposicdo ao microondas nao altera o

corante, ndo tendo perdas significativas.

Balaswamy et al (2006) estudaram a estabilidade do corante em pé
comparativamente com a o6leo-resina, sob varias condicbes como: temperatura fria
na auséncia de luz, temperatura fria com luz ambiente, e a temperatura e luz
ambiente, durante 360 dias, onde foram feitas medidas espectrofotométricas.
Percebeu-se que em todos os casos o corante em pd apresentava uma perda
muito grande comparada a Oleo-resina. A constante de segunda ordem foi
calculada para o p6 e considerada extremamente pequena para a forma de 6leo-
resina, sugerindo-se que seja utilizado esta forma como armazenamento até a

utilizacdo do corante.
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Lyng et al, (2005) tentaram o método de mistura direta com agitagcéo para a
complexacdo da molécula de bixina com a-CD, e concluiram que a interagao da
CD com o corante promove um aumento da hidrofilia do corante antes
completamente hidrofébico. Além disso, a molécula da CD parece exercer uma

fotoprotecéo reduzindo a degradacao do corante frente a luz em 30%.

Barbosa et al (2005) avaliaram a estabilidade da encapsulagdo por
secagem tipo spray de bixina com maltodextrina e goma arabica em solugéo
aquosa na presenca e auséncia de luz a 21°C. Os resultados mostraram a
eficiéncia da encapsulacéo para a protecao do corante, com mais estabilidade ao
se utilizar a complexacdo com maltodextrina e a condi¢cao de auséncia de luz com
efeito protetor de até 10 vezes se comparado ao corante sem complexagao; ja na
presencga de luz o efeito protetor também se manteve, mas com um indice menor,

em torno de duas vezes.

2.7.2-Curcumina
A curcumina € o principal corante presente no rizoma da planta Curcuma

longa. Este tubérculo é utilizado em temperos, como condimento, sendo o

principal ingrediente do curry em pé (Jasim & Ali, 1992).

Este tubérculo é cultivado em paises tropicais incluindo a India, China,
Paquistédo, Haiti e Peru e usualmente é comercializado como raiz seca que pode
ser transformada em po, insoluvel em agua, e sua cor deve-se, em parte, a
dispersao nos alimentos, ou pela dissolugdo em Oleos vegetais. A curcumina
(figura 4) é o principal corante do tubérculo acompanhado por pequenas
quantidades de outros compostos, sendo que todos s&o insoluveis em agua,

possuindo massa molar de 368,4 (Govindarajan, 1980).

Sampathu et al (1988) relatam que a india é o maior produtor mundial do

tubérculo, com valores que variam entre 250 a 300 mil toneladas. A maior parte
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deste tubérculo acaba sendo consumida sob a forma de tempero e apenas uma

pequena fragdo, 1000 a 1500 toneladas sao convertidas em extrato.

Figura 4: Férmula estrutural da curcumina, Ry = Ry, = OCHs, férmula quimica
C21H200s.

A quantidade de corante natural de curcumina produzida anualmente é
bastante pequena, variando na ordem de 30 toneladas, quando comparada com a
quantidade de curcumina consumida como tempero. Tomando-se como
pressuposto a producgao indiana do tubérculo como sendo de 250 mil toneladas e
assumindo-se como média um conteudo de 3% de curcumina pura conclui-se que
o consumo anual do pais ficaria em torno de 7 500 toneladas de curcumina, valor
bastante superior ao produzido no mesmo pais, mostrando que a producao do

corante natural estd aquém das necessidades de mercado (Henry, 1996).

2.7.2.1- Tipos de extrato de curcumina
Existem trés tipos basicos de extratos de curcumina: 6leo essencial do

tubérculo, dleo-resina e curcumina.

a) Oleo Essencial do Tubérculo: é obtido por destilagdo por arraste a vapor
feita com o seu pd, que possui 0 aroma volatil que compde o condimento,
este dleo é incolor. Este produto esta presente no tubérculo numa fragao de
3 a 5% e existe uma demanda comercial diminuta para este tipo de produto
(Manzan et al., 2003).
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b) Oleo-resina: é o extrato mais comum, possui tanto o aroma quanto a

coloragdo em porgdes relativamente proporcionais & do condimento. E
obtido por extragcdo com etanol nos rizomas secos, sendo que o solvente é
extraido mais tarde sob vacuo. Os condimentos na forma de dleo-resina
possuem grande vantagem sobre o tubérculo, principalmente no que diz
respeito a qualidade microbioldgica, padronizagcdo das propriedades
organolépticas e auséncia de contaminates. Por esta razdo o uso de oleo-
resinas vem crescendo muito nos ultimos 30 anos. O éleo-resina advindo

do tubérculo possui cerca de 37-55% de curcumina (Manzan et al., 2003).

Curcumina: funciona como um principio puro de coloragdo e possui muito
pouco aroma do tubérculo que |he deu origem, € obtido pela cristalizagédo
da Oleo-resina, e possui uma pureza de cerca de 95% (Henry, 1996).
Segundo o mesmo autor, Fukazawa (1970) patenteou a extracdo de
curcumina com éter, com posterior evaporagéo do solvente e dissolugéo do
residuo em Oleo vegetal. Sabe-se que a Oleo-resina bem como os
colorantes a base de curcumina sao instaveis frente a luz e meio alcalino.
Desta maneira pesquisadores como Leshnik (1982) preconiza a preparagao
de um po colorante estavel pelo uso de secagem em spray juntamente com
acido citrico, amido de milho, polissorbato 60 e citrato de sddio, formando
um produto encapsulado que apresentou uma estabilidade por até 16
semanas a 35°C. A curcumina também se apresenta como corante
insoluvel em agua, mas que, ao ser complexada com metais, melhora sua
solubilidade segundo Maing & Miller (1981).

2.7.2.2- Aplicagoes

Na forma pura, com 95% de pureza, a curcumina nao € ideal para uso

direto na industria de alimentos, principalmente por ser insoluvel em agua e pouco
soluvel em outros solventes. Em varios paises emprega-se a curcumina dissolvida
com uma mistura de solventes de grau alimenticio que permite sua emulsificagao,

nesta forma o produto possui cerca de 4-10% de curcumina, miscivel em agua. O

31



polissorbato 80 (Tween 80) favorece sua emulsificagdo e é um carreador ideal
para a curcumina. Diante disso a curcumina apresenta uma coloracdo amarela
brilhante mesmo em pequenas doses, sabe-se que a cor se torna saturada com
niveis superiores a 20ppm, determinando a dose minima para que se alcance a
cor desejada. A coloragdo fornecida pela curcumina é bastante semelhante a
obtida pelo uso do corante artificial amarelo tartrazina (Tonnesen, 2002). Outras
formas de comercializagdo da curcumina também sdo conhecidas, e incluem
suspensdo da curcumina em 6leo vegetal e dispersdo deste corante em amido,
mas nao as formas mais comumente usadas. As varias aplicacbes da curcumina
no setor alimenticio, de acordo com Navas-Diaz & Ramos-Peinado (1992) sao

apresentados a seguir:

e Industria de laticinios: na industria latica estda a principal utilizacdo da
curcumina. O creme de baunilha é usualmente colorido pela combinagao de
curcumina e norbixina em quantidade de 20ppm para 12ppm
respectivamente, em iogurte o uso de 5ppm fornece uma cor amarelo lim&o
bastante aceitavel. A coloragdo pela curcumina é feita preferencialmente
em produtos viscosos para que se consiga uma perfeita homogeneizacéo.
A unica restrigdo para o uso de curcumina na industria de laticinios esta na
coloragéo de leite longa vida aromatizado e acondicionado em embalagens

transparentes, onde a estabilidade a luz é o fator limitante.

e Panificacdo: é bastante tradicional o uso de coloragdo amarela em bolos e
biscoitos, para isto se utiliza um blend entre curcumina e norbixina, outro
corante natural comumente utilizado em sorvetes, sendo que os produtos
podem ser protegidos por longo tempo de exposi¢cao a luz empregando-se

embalagens adequadas.

e Doces: em geral a curcumina é bem aceita em todos os confeitos nao

expostos excessivamente & luz. E comum que a indUstria faga uso de
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solucao estoque de corante para que se torne mais facil a padronizacao e

mistura na massa de agucar.

e Produtos congelados: algumas bebidas refrescantes podem ser coloridas
com sucesso pela adicdo de 5-15ppm de curcumina e seu baixo pH nao
vem a ser um grande inconveniente. No entanto, vale lembrar que solugdes

de curcumina ndo devem ser congeladas, pois ha risco de precipitarem.

e Misturas secas: corante de curcumina obtido por secagem em spray
utilizando goma acacia como carreadora € ideal para a mistura com cremes
e pudins instantaneos. Estes produtos sempre contém cerca de 8% de
curcumina. Quando se usa esta goma € necessario, na reconstituicdo do
produto, o emprego de calor, alternativamente pode-se dispersar o corante

em amido.

2.7.2.3- Legislagao

A d6leo-resina obtida a partir da Curcuma longa é permitida universalmente
como condimento. A legislagdo sueca, por exemplo, cita que a paprica, agafrao
entre outros, ndo sado considerados corantes, mas primariamente como
condimentos. A curcumina é especificamente permitida como corante natural pela

unido européia (llker, 1987).

Segundo Francis (1996) os extratos do tubérculo ndo apresentam efeito
mutagénico, além de reduzir a nitrosagao da metiluréia pelo nitrato de sodio reduz
a mutagenicidade da Salmonella typhimurium. Outros pesquisadores ainda
relatam que a Listeria monocytogenes nao consegue sobreviver em meios de
cultura contendo corantes a base de curcumina. Estes efeitos de respostas

antibacterianas e antimutagénicas encorajam o uso de curcumina em alimentos.
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2.7.2.4- Fatores que afetam a estabilidade
Segundo Tang et al. (2002) muitos fatores alteram a estabilidade, sendo

que os citados a seguir estdo diretamente relacionados com a curcumina

dissolvida em meio aquoso.

e pH: a curcumina apresenta coloracdo amarelo limdo quando exposta ao
meio acido, com uma tonalidade verde distinta. Com o aumento do pH a
tonalidade verde passa a ficar menos distinta, ja em meio alcalino (pH

acima de 9) a cor se torna distintamente laranja.

e Aquecimento: a curcumina € essencialmente estavel ao aquecimento.

e Luz: a curcumina é sensivel a luz e este fator € um dos mais usuais quanto
ao limite de suas aplicagcdes em alimentos. A curcumina em suspensao é

mais estavel do que em meio solubilizado.

e Diodxido de enxofre: o diéxido de enxofre normalmente utilizado na industria
de alimentos como um controlador de microflora, reduz a intensidade de cor

da curcumina solubilizada quando seus indices sao superiores a 100ppm.

2.7.2.5- Inclusao do corante curcumina com ciclodextrinas e estabilidade
Tonnesen et al (2002) demonstraram que dentre as CDs investigadas

(hidroxipropil-a-ciclodextrina,  hidroxipropil-B-ciclodextrina,  hidroxipropil-  y-
ciclodextrina, B-ciclodextrina  metilada randomicamente, sulfabutiléter-p-
ciclodextrina e hidroxitrimetilaméniopropil-B-ciclodextrina) obtidas pelo método de
co-precipitacdo, formaram complexos 1:1 com a molécula de curcumina. Numa
solucdo com 5% de CD houve um aumento da solubilidade em até 10* e a
estabilidade quimica em pH 8 foi acrescida em 50 vezes. As solugcbes de
curcumina em meio tamponado puro possuiam vida média de dois minutos,

enquanto em solugées com B-CD 5% a vida média passou para 46 horas. Em
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contraste a fotodegradacéo obteve apenas uma pequena melhora na presenga de

solucao de ciclodextrina.

Ja os relatos de Tang et al (2002) demonstraram que a complexacéo de -
CD com curcumina ocorre na propor¢cao de 2:1 respectivamente, sendo que a
formacao foi comprovada pelo aumento da absorbancia e pelo método

espectrofotométrico de determinacao da curcumina.

Entretanto, Qi et al (2003) encontraram uma proporgéao estequiométrica de
1:1 em estudos baseados nas propriedades de absorcdo frente a luz da

curcumina, em solugdes de ciclodextrinas.

Mais recentemente Baglole et al (2005) concluiram que a proporgao
estequiométrica da complexacdo curcumina-CD ocorre na propor¢cao de 1:2
baseado em mensuracado fluorométrica que complementado com relatos de
Loftsson et al (2004) tentam explicar a possivel diferenga obtida nas proporgdes
estequiométricas dependendo do método utilizado, ja que estes autores reforcam
que a ciclodextrina pode exercer algum efeito sobre a ndo formagao de complexo
de inclusdo agindo como um surfactante, causando apenas agregagado de

moléculas.

Sowbhagya et al (2005) analisaram a possivel substituicdo do corante
artificial amarelo tartrazina por curcumina em alimentos extrusados e verificou que
do ponto de vista de estabilidade a curcumina, apds a vida de prateleira do
alimento, apresentou uma manutengdo de 83% da cor enquanto a tartrazina
possuia uma manutencao da cor de 93%. Os autores ainda relatam que a perda
da cor seguiu uma cinética de primeira ordem em ambos 0s casos e que a
curcumina apresentou uma taxa de degradagédo maior que da tartrazina, mas que
ainda assim € uma alternativa viavel para a utilizagdo em produtos extrusados em

substituicdo ao corante artificial.
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Estudos sobre a estabilidade da curcumina e curcumindides realizado por
Tomren et al (2007) demonstram que os curcumindides de modo geral sao mais
estaveis a degradacao hidrolitica do que a curcumina quando complexados com
CD. Em contrapartida, os ensaios fotoquimicos demonstraram uma maior

estabilidade da curcumina complexada comparada aos curcuminoides.

2.7.3- Beterraba
A beterraba vermelha é cultivada ha milhares de anos em todo tipo de

temperatura e clima. Os pigmentos presentes sdo conhecidos como betalainas e
podem ser divididos em duas classes: os pigmentos vermelhos conhecidos como
betacianinas e os amarelos chamados de betaxantinas, ambos bastante soluveis
em agua. As betalainas possuem uma distribuicdo limitada nas plantas, nao
havendo muitas espécies que possuam estas substancias como colorante basico,
sendo que ao que tudo indica as betalainas e antocianinas sdo mutuamente
exclusivas, ou seja, plantas que produzem betalainas ndo contém antocianinas e

vice-versa (Henry, 1996).

O mesmo autor refere ainda que a maioria das variedades de beterraba
contém a betacianina vermelha, chamada betanina, com massa molar de 550,5
(figura 5) como composto corante predominante representando de 75 a 90% do
total de corantes apresentados. Ja a vulgaxantina | e Il s&o os principais corantes

amarelos que compdem o grupo das betaxantinas.

A beterraba € uma excelente fonte de corante natural e algumas variedades
contém mais de 200mg/100g de massa fresca de betacianinas representando
mais de 2% de sdlidos soluveis. Quantidades bastante apreciaveis deste vegetal,
cerca de 200.000 toneladas, sdo anualmente colhidas na Europa Ocidental, sendo
que a grande maioria € consumida como vegetal ou como conserva. Cerca de
20.000 toneladas sao convertidas em suco e corante, desta maneira o consumo
de beterraba como corante é bastante pequeno se comparado a seu consumo

como vegetal, até mesmo porque quando se consome 100g de beterraba esta se
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consumindo 200mg de betanina. Entretanto quando se consome 100g de iogurte
de morango contendo betanina como corante, a quantidade ingerida € de apenas
0,5mg (Lewis & Walker, 1995).

Glucose — 0O

HO

HOOC H COOH

Figura 5: Férmula estrutural da betanina, formula quimica C24H2sN2013.

2.7.3.1- Extratos e suas formas de aplicagao
A beterraba é transformada em suco de maneira muito similar a utilizada

nas industrias de suco de frutas. Este suco é centrifugado, pasteurizado e
concentrado a um liquido viscoso com aproximadamente 70% de agucar e 0,5%
de betanina, desta maneira, este produto conhecido como suco de beterraba
concentrado, € utilizado na industria de alimentos como ingrediente. Também é
possivel a produ¢cdo de um extrato colorido (0 que aumenta o poder colorante e
reduz o sabor) pela fermentacdo de alguns agucares a alcool com posterior

retirada deste produto durante a etapa de concentracao (Yamada et al, 1980).

O suco pode ser transformado em pé pela secagem em spray juntamente

com maltodextrina (Chandra et al, 1993).

O mesmo autor comenta ainda que a betanina possui uma coloragéo tao
intensa quanto outros corantes artificiais semelhantes como Amaranto e Ponceau
4R, sendo que em produtos como iogurte usa-se comumente S5ppm de betanina.

Ja no sorvete sabor morango a sua concentragédo é de aproximadamente 20ppm.
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E necessario mencionar que o suco de beterraba oferecido no mercado
possui uma especificagcdo de aproximadamente 1% de betanina, ja no p6 a

concentragao cai para cerca de 0,4 a 0,7% do colorante (Francis, 1989).

A susceptibilidade da betanina ao calor, oxigénio e a alta atividade de agua
restringe seu uso como corante alimenticio, sendo mais utilizada em produtos que
possuem um nivel restrito de tratamento térmico, ou que possuam baixa atividade
de agua, ou até mesmo em alimentos com pequenos prazos de validade que néo
incluam SO, como agente conservante na sua formulagdo. Desta maneira os
produtos mais comuns de aplicagdo deste corante sdo as misturas de pds e

produtos congelados (Francis, 1989).

O sorvete consiste na maior aplicacdo para o corante a base de beterraba,
a maioria dos sorvetes com tonalidade rosa na Alemanha utilizam suco de
beterraba ou corante a base de beterraba na sua composi¢cdo, sendo que a
betanina se apresenta em concentragdes que variam de 15 a 25ppm (Yamada et
al, 1980).

Assim como no sorvete, no iogurte este corante novamente é o de
preferéncia, seguido da curcumina. Sabe-se que a proporg¢do usualmente utilizada
€ de cerca de 4 a 8 ppm. Neste tipo de produto a qualidade microbiolégica do
corante é particularmente importante devido ao fato do suco de beterraba ser
susceptivel ao crescimento de leveduras e fungos. Assim se estabelece niveis
6timos com valores menores de 10 unidade formadora de colénia por grama
(UFC/g) do produto. A boa qualidade depende do processamento para a obtengao
do suco ja que este suco possui grandes niveis de agucar o que possibilita o
desenvolvimento de bolores e leveduras. O armazenamento em temperaturas
inferiores a 5°C é indicado para auxiliar no processo de conservagdo (Henry,
1996).
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2.7.3.2- Fatores que interferem na cor e estabilidade do corante de
beterraba

Como a maioria dos corantes naturais, o corante a base de beterraba sofre

de inerente instabilidade, sendo mais estavel em condicbes de baixos pHs e

estando sujeito a degradacgdes dos pigmentos para produtos incolores ou com

formagdo de pigmentos marrons, sendo que metabdlitos insoluveis também

podem ocorrer (Jackman & Smith, 1996).

pH: o corante de beterraba mostra boa estabilidade em pH 4,5. Em pH de
7,0 ou acima desse valor a betanina se degrada mais rapidamente nao
sendo recomendada sua aplicagdo em meios alcalinos. A coloragdo nao
sofre mudangas significativas em valores de pH que variam de 3 a 7, ja em
condi¢cbes muito acidas o corante adquire um tom mais azulado, uma vez
que a forma vermelha anibnica é convertida a um cation violeta. Em
condi¢Oes de alcalinidade a coloragao se torna amarelada chegando a tons

de marrom devido a quebra da betanina.

Temperatura: os pigmentos de beterraba sdo susceptiveis a degradagao
pelo calor, fator que limita sensivelmente sua utilizagdo como corante
alimenticio. A taxa de diminuicdo da cor em diferentes temperaturas é
dependente de variados fatores como pH e atividade de agua. O processo
de pasteurizagdo do suco usado como corante provoca uma diminuicdo de
até 5% na intensidade da cor. O aquecimento por um curto periodo de
tempo, no caso do suco, é aceitavel sendo que o fator mais importante

consiste no rapido resfriamento na sequéncia do processamento.

Oxigénio: as betaninas s&o susceptiveis a oxidagcao e perdem a coloragéo,
sendo que isto € mais comumente observado durante a vida de prateleira
dos alimentos, e os produtos com alta atividade de agua apresentam esta
oxidagcdo de maneira mais evidente. Alguns antioxidantes como o acido

ascorbico tem se mostrado benéfico para evitar a descoloragdo deste
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pigmento, mesmo sabendo que outros agentes como B-hidroxianizol (BHA)

e o B-hidroxitolueno (BHT) se mostraram inefetivos.

e Luz: aluz é capaz de causar a degradagao dos pigmentos de beterraba, no
entanto, outros fatores tém uma maior relevancia no efeito descolorante,

causando limitagdo para seu uso como ingrediente alimenticio.

e Atividade de Agua: o pé obtido pela secagem do suco de beterraba quando
armazenado em ambiente seco é bastante estavel, mesmo na presenca de
oxigénio. Pos a base de carotendides nas mesmas condi¢gdes sao oxidados
mais rapidamente. Ja em meio aquoso solugcdes com alta concentracédo de

sélido promovem maior estabilizagdo da cor do pigmento.

e Cations: alguns ions bi e tri valentes, particularmente o ferro e cobre,
aceleram a degradacdo das betaninas. Desta maneira o uso de

sequestrantes ou agentes quelantes melhoram a estabilizagao da cor.

e Dioxido de Enxofre: a presenga de SO, causa uma total e completa
descoloracdo dos pigmentos de beterraba, assim o0s conservantes
utilizados juntamente com pigmentos deste tipo devem ser benzoatos e

sorbatos.

2.7.3.3- Legislagao

O suco concentrado de beterraba € permitido universalmente como corante
de alimentos, sendo muito utilizado na Europa e América do Norte além de muitos
outros paises como Egito, india, Tailandia entre outros. A unido européia
estabeleceu uma padronizacdo para corante de beterraba vermelha com no
minimo 0,4% de betanina (tanto para forma liquida quanto para os pos). As
especificagbes preparadas pelo Join Food and Agriculture Organization/World

Health Organization Expert Committee on Food Additives (JECFA) sdo bastante
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semelhantes, mas usam outra base de calculo que estabelecem um limite minimo

de 1% para liquidos e 4% para pos (Henry, 1996).

2.7.3.4- Betaninas e formagao de complexo de inclusao em ciclodextrinas
Yamada et al (1980) fizeram uso de extrato de antocianinas e betaninas

retiradas de diversas fontes, como morangos, uvas e beterraba, sendo que estas
substancias foram examinadas com papel cromatografico para a comprovagao de
sua pureza antes da utilizacdo. Para a formacdo de complexos de inclusio
testaram a a-CD e a B-CD, sendo que a B-CD causou um efeito de desbotamento
maior do que a a-CD. O efeito de desbotamento € baseado na mudanga do ion
oxonium para pseudobase e pode ser explicado pela hipotese da formacao da
pseudobase por dois passos. O primeiro passo seria a formagado do complexo de
inclusdo da antocianina com a B-CD e o segundo passo seria a mudanga do ion
oxonium para pseudobase por agao catalitica da p-CD. No entanto, a cor volta a
mesma intensidade apresentada antes da adicdo da B-CD pela forte acidificagao
do meio. Este resultado sugere que a formagcdo do complexo de inclusdo pode

proteger as antocianinas da decomposicéo.

Chandra et al (1993) demonstraram que as antocianinas provenientes de
suco de cereja (torta) foram estabilizadas com uso de acido fosférico e
ciclodextrinas, sendo que as misturas de pigmentos quando estocadas em pé e
adicionadas anteriormente de ciclodextrinas, permaneceram estaveis em
condi¢des laboratoriais mesmo depois de 12 semanas de armazenamento. Ao
final de 12 semanas, o0 mesmo pdé de antocianinas sem a presenga das
ciclodextrinas, apresentava-se em melhores condi¢ées do que o suco, onde todas
as amostras analisadas, sem acidificagdo, apresentavam perda da coloragéo
vermelha além de presenca de precitado marrom. As amostras acidificadas com
4% de acido fosforico apresentavam claramente menor degradacao das

antocianinas.
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2.8-Analise Sensorial

A andlise sensorial pode ser definida como uma disciplina cientifica usada
para evocar, medir, analisar e interpretar reagcées em alimentos que possam ser
percebidas pelo sentido da visdo, olfato, tato, sabor e audigcéo, utilizando
conhecimentos de Ciéncia de Alimentos, Fisiologia, Psicologia e Estatistica
(Simpson et al, 1998). Entre as aplicagbes mais freqlentes da analise sensorial
tem-se melhoramento e desenvolvimento de novos produtos; avaliagdo de
processos; controle de qualidade; avaliacido de estabilidade no armazenamento;
estudos de aceitabilidade ou preferéncia do consumidor e correlagdo com medidas

instrumentais (Ift, 1981).

Os métodos discriminativos sdo, em geral, de facil interpretagao, requerem
pouco tempo, sdo relativamente baratos e estabelecem a diferengca qualitativa

e/ou quantitativa entre as amostras (Stone & Sidel, 1985).

A analise descritiva caracteriza e descreve as propriedades sensoriais de

um produto, empregando uma linguagem técnica (Murray et al, 2001).

2.9-Cor

A cor é uma percepgao visual que resulta da detecgcdo da luz apods

interacdo com um objeto (Pomeranz & Meloan, 1994).

Pode variar em trés dimensdes: tonalidade cromatica (“hue”), luminosidade
ou brilho (“value” ou “brightness”) e croma, saturagdo ou pureza (“‘chroma”,
“saturation” ou “purity”). A tonalidade cromatica € um atributo pelo qual se
identificam as cores (violeta, azul, amarelo, laranja, vermelho e purpura), essa
percepgao é resultado de diferengas na absor¢ao da energia radiante em varios
comprimentos de onda. A luminosidade é o atributo que descreve a relacédo entre

a luz refletida ou absorvida e caracteriza a cor como mais clara ou mais escura (de
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preto a branco). O croma € o atributo que indica a pureza da cor, quanto esta é
diferente do cinza (ABNT, 1992; Pomeranz & Meloan, 1994; Lawless & Heymann,
1998).

No sistema CIELAB, a cor é descrita por um diagrama tridimensional, onde
o espago € definido pelas coordenadas retangulares (L*, a*, b*). L* a
luminosidade, varia de 0 a 100, em que o valor 0 indica o preto e o 100, o branco.
O valor a* define o componente vermelho-verde, variando do vermelho (+a*),
localizado de 0° ou 360° ao verde (-a*), que esta a 180° (na auséncia dos
componentes amarelo ou azul). O valor b* define o componente amarelo-azul, na
auséncia dos componentes verde ou vermelho, variando do amarelo (+b*) ao azul
(-b*), localizados a 90° e 270° respectivamente (Shewfelt et al.,1988). Os
parametros croma (C*=(a*2 + b*2)12) e tonalidade cromatica (H*=arc tang (b*/a*))
sao coordenadas cilindricas do mesmo espago. O H* mostra a localizagéo da cor
em um diagrama, aonde o angulo 0° representa vermelho puro; o 90°, o amarelo
puro; o 180°, o verde puro; e o 270°, o azul puro. O croma € definido pela distancia
de H* ao centro do diagrama tridimensional, sendo o 0 no centro e aumentando de

acordo com a distancia (Clydesdale, 1984; Lawless & Heymann, 1998).

2.10-Textura

A textura € uma propriedade sensorial que pode ser detectada pelos
sentidos do tato e da visdo, e se manifesta quando o alimento sofre uma

deformacao (Anzaldua-Morales, 1994).

As propriedades que caracterizam a textura s&o classificadas em trés
categorias: atributos mecanicos, geométricos e de composigdo. Os primeiros
indicam o comportamento mecéanico dos alimentos antes da deformacgao e, por
sua vez, dividem-se em primarios e secundarios. Os primarios estdo
correlacionados com uma propriedade mecanica tal como a forca, deformacgao e

energia, os secundarios resultam da combinagcdo de propriedades primarias. Os
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atributos geométricos sdo aqueles relacionados com a forma de orientagcdo das
particulas dos alimentos. Os de composi¢ao sdo os que, aparentemente, indicam
a presencga de algum componente no alimento (Anzaldua-Morales, 1994). Entre as
técnicas de avaliagdo da textura podem ser citados métodos instrumentais,

quimicos e microscopicos.

Para a analise sensorial de textura de alimentos, tém sido frequentemente

utilizados métodos descritivos (Jack et al, 1993; Murray et al, 2001).
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Materiais Utilizados

3.1.1- Corantes

Os corantes empregados na pesquisa foram selecionados pela importancia
que suas cores representam na industria alimenticia, desta maneira utilizou-se a
bixina com 90% de pureza, fornecida pela Christian Hanssen, o corante a base de
beterraba, do mesmo fornecedor e a curcumina (grau analitico) fornecida pela
Synth.

Como agentes de inclusdo foram utilizadas as ciclodextrinas o e f
fornecidas pela Roxette. Todos os demais reagentes utilizados no presente

trabalho foram de grau analitico.

3.1.2-Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho

foram:
e Balanca analitica METTLER AE200;
e Espectrofotdbmetro UV-VIS, marca SHIMADZU, modelo UV-1601PC;

e Espectrofotbmetro de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (RMN-
H"), marca VARIAN, modelo mercury plus BB, 300MHz;

e Calorimetro Diferencial de Varredura, marca SHIMADZU, modelo DSC-50;
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e Termobalanga, marca SHIMADZU, modelo TGA-50;

e pH-metro digital, marca TEC-2, acoplado com eletrodos de vidro;

¢ Incubadora Refrigerada com Agitagcao Orbital, marca: TECNAL, modelo: TE
424

o Texturébmetro TA-XT2 (Stable Micro Systems);

e Colorimetro Minolta CR10.

3.2- Métodos

3.2.1- Determinacao da Solubilidade e Faixa de Absorvancia para
Curcumina, Bixina e Betanina

Antes de comecar as analises foi necessario conferir a solubilidade e a faixa
de absorvancia dos corantes fornecidos pelo distribuidor para atestar que seus

valores estavam de acordo com os padrdes de literatura.

Os corantes foram dissolvidos em diferentes solventes para verificar seu
grau de saturacdo e em seguida procedeu-se a varredura em espectrofotdmetro

para observacao do valor do pico de absortividade.

Os solventes testados foram: agua, etanol, metanol, acetona, éter e

etilenoglicol.
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3.2.2- Determinacao da Constante de Formac¢ao Aparente para Curcumina,
Bixina e Betanina

Nesta determinacdo a concentracédo final dos corantes foi mantida, para
curcumina, bixina e betanina e os valores finais da concentracdo foram 1,0x107°
mol/L, 1,0x10* mol/L e 1,0x10 mol/L, respectivamente. O pH do sistema foi
ajustado para 2,4 com a adigdo de 2 mL de solugdo tampéao citrato de sédio/acido

cloridrico.

Ja a concentracéo de B-CD foi variada pela preparagdao de uma solugao
mae de ciclodextrina com concentracdo de 0,01 mol/L, onde foram retiradas
aliquotas (0-5 mL). O volume obtido no tubo de ensaio da mistura de solucao de
corante mais B-CD e tampéo foi diluido para 10 mL com agua destilada e agitado

vigorosamente, sendo deixado em repouso para equilibrio durante 15 minutos.

A absorbancia foi medida a 431 nm, 488 nm e 530 nm, para os corantes
curcumina, bixina e betanina respectivamente, comprimentos de onda estes,
previamente encontrados por varredura espectrofotométrica dos corantes, e foi
utilizado um branco preparado com todos os reagentes na mesma concentragao

com excecao do corante. Todas as medidas foram realizadas em duplicata.

Aos dados obtidos a partir da leitura em espectrofotdbmetro aplicou-se o
método de Benesi-Hildebrand’s (Mesplet et al, 2005) para a determinagdo do
coeficiente estequiométrico com a utilizagdo dos dados em um grafico que
combina valores de 1/(A-A0) em fungdo de 1/[3-CD] buscando uma relagéo linear
para a determinacdo deste coeficiente, para posterior obtengdo do valor da

constante de formagao aparente (Ky).

Assumindo que o corante faz um complexo com a molécula de B-CD na

proporgéo de 1:1, o equilibrio pode ser escrito da seguinte maneira:
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Corante +1f —CD <> Corante — (3 —CD), (1)
e a constante de formacgao aparente (Ks) do complexo seria dada por:
K, =[Corante -  — CD]/[Corante][  — CcDY' (2)

onde, [Corante-B-CD], [Corante] e [B-CD]" estdo em equilibrio.

Desta forma de acordo com Szente & Szejtli (2004), a relagdo observada

entre a absorvancia e a concentragao de B-CD é dada por:

1 1 " 1 @)
A-4, (A, -A)K[p-CD] " A, -A,

onde, A denota a absorvancia da concentracdo de [B-CD] testada, Ay € a
absorvancia na auséncia de B-CD e A, é a absorvancia quando todas as
moléculas de corante sao efetivamente complexadas, assim sete concentragdes
foram analisadas para cada corante com intuito de construir um grafico que
demonstrasse qual a relacdo estequiométrica obtida durante a complexacédo e o

valor de K¢ para cada um deles.

3.2.3- Determinacao Espectofotométrica dos Corantes Curcumina, Bixina
e Betanina

Aliquotas de curcumina variando de (0,0-4,0)x10”" mol, de bixina entre (0,0-
4,0)x102 mol e de betanina (0,0-5,0)x10™ mol, foram adicionadas a 7,5 mL de
solucdo de B-CD de concentracdo 1,0x102 mol/L e 2mL de tampao citrato/acido
cloridrico e diluido até 10mL em tubo de ensaio. A mistura foi agitada fortemente e

deixada em repouso a temperatura ambiente por 15 minutos.
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A absorvancia da solucao foi determinada nos comprimentos de onda de
431 nm, 488 nm e 530 nm para os corantes curcumina, bixina e betanina
respectivamente. Um branco preparado com os mesmos reagentes excluindo-se

apenas o corante foi utilizado. As medidas foram feitas todas em duplicata.

3.2.4- Preparacao do Complexo de Inclusdo 3-CD-Corante pelo Método de
Co-precipitacao

O complexo de inclusao B-CD-corante foi realizado segundo dados
fornecidos pela constante de formacéo aparente que mostrou como cada um dos
corantes especificos agiam frente a p-ciclodextrina, formando um valor
estequiométrico préprio para cada um deles. Assim, calculou-se a quantidade de
corante a ser complexado em uma solugdo contendo 50mL de B-CD na
concentragao de 0,06mol/L. Os corantes foram previamente dissolvidos em alcool
etilico a 60°C, e adicionados gota, a gota a um baldo volumétrico de 250mL de
trés bocas, onde ja se encontrava a solugao de 3-CD a temperatura de 60°C e sob
agitacao forte. A mistura foi agitada por um periodo de 4 horas sob refluxo a 70°C.
Em seguida o refluxo foi retirado e a solugédo permaneceu nesta temperatura por

mais 1 hora para que o alcool remanescente fosse todo evaporado.

O sistema foi resfriado a temperatura ambiente e agitado fortemente
durante mais 8 horas. A mistura reacional foi mantida por uma noite a temperatura
de 4°C e entdo filtrada com papel de filtro quantitativo faixa branca, com
porosidade de 25 micras, sob vacuo. O produto cristalino obtido foi seco em estufa
de circulagao de ar em temperatura de 55°C e guardado em dessecador para as

préximas analises.

49



3.2.5- Preparac¢ao do Complexo de Inclusdo 3-CD-Corante pelo Método de
Mistura Fisica

e Curcumina: foram macerados 1,135g de B-CD (1 mmol) com 0,1842g de
curcumina (0,5 mmol) em um cadinho de porcelana, com auxilio de pistilo,

sem a adicao de qualquer solvente, durante 15 minutos;

e Bixina: foram macerados 1,135g de B-CD (1 mmol) com 0,3945g de bixina
(1 mmol) em um cadinho de porcelana, com auxilio de pistilo, sem a adic&o

de qualquer solvente, durante 15 minutos;

e Betanina: foram macerados 1,135g de B-CD (1 mmol) com 0,5505g de
betanina (1 mmol) em um cadinho de porcelana, com auxilio de pistilo, sem
a adigdo de qualquer solvente, durante 15 minutos. Foi testado também
uma possivel razdo estequiométrica de 1:2 B-CD:corante e para isso foram

macerados 1,135g de B-CD (1 mmol) com 0,2752g de betanina (0,5 mmol);

3.2.6- Preparacdo do Complexo de Inclusao a-CD-Betanina pelo Método de
Mistura Fisica

Além do teste feito com a B-CD foi testada também a possibilidade de
formagao de complexo com a a-ciclodextrina, onde foram macerados 0,972g de a-
CD (1 mmol) com 0,5505g de betanina (1 mmol) em um cadinho de porcelana,
com auxilio de pistilo, sem a adigdo de qualquer solvente, durante 15 minutos. Foi
testado também uma possivel razdo estequiométrica de 1:2 a-CD:corante e para
isso foram macerados 0,972g de a-CD (1 mmol) com 0,2752g de betanina (0,5

mmol).
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3.2.7- Preparac¢ao do Complexo de Inclusdo 3-CD-Corante pelo Método de
Didxido de Carbono Supercritico

O complexo de inclusdo B-CD-corante no método supercritico foi feito a
uma temperatura de 30°C, com um tempo de permanéncia de 12 horas, sendo
que a pressao utilizada foi de 250Kgf/sz. Durante a preparacdo as proporcdes

estequiométricas de corante e CDs foram mantidas e adequadas para o método.

3.2.8- Caracterizacao do Complexo Obtido

Os complexos formados foram caracterizados por varias técnicas
diferentes. O método selecionado depende da informacdo exigida sobre o
complexo, que pode variar simplesmente da necessidade de se saber se a
complexacao ocorreu, até quantificar a extensdo da complexagao (Bergamasco,
2003). Os principais métodos empregados s&o resumidamente apresentados na

sequéncia.

3.2.8.1- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
A ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN-H') e do carbono 13

(RMN-C13) € eficiente para a identificagdo e estudo dos compostos de inclusao
com ciclodextrinas, seja no estado sélido ou no estado liquido. Na molécula de -
ciclodextrina, as unidades de glicose possuem grupos de hidroxilas primarias e
secundarias nas regides terminais da estrutura toroidal. Os prétons H(3) e H(5)
séo direcionados para o interior da cavidade da molécula, enquanto H(1), H(2) e
H(4) estdo localizados no seu exterior. Desta forma, se a molécula hospede esta
acomodada na cavidade, os protons localizados no interior da cavidade, H(3) e
H(5), ou proximo a ela, H(6) devem estar deslocados. Alternativamente, se a
associagao ocorrer no exterior da estrutura toroidal, H(1), H(2) e/ou H(4) devem

ser afetados (Bergamasco, 2003; Szejtli, 1988).
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Os espectros de RMN de hidrogénio ("H-RMN) foram obtidos de solugdes
usando agua deuterada como solvente. Estes espectros de RMN foram obtidos a
temperatura ambiente (22°C + 2°C), com campo magnético de 300,058 MHz,
tempo de aquisicéo (at) de 2,0 segundos, pulso (pw) de 45°, 128 repeticbes e uma

faixa espectral (sw) de 0 a 12 ppm.

3.2.8.2- Calorimetria diferencial de varredura (DSC)
Esta técnica pode ser utilizada para demonstrar a complexagao de alguns

hospedes.

e Hobspede com alto ponto de fuséo e ebulicdo: a DSC revela dois picos para
a ciclodextrina livre. A 100°C ha um pico para a liberagdo de agua, e a
300°C um pico aparece como a decomposi¢do da ciclodextrina. Muitos
complexos nado tém pico, ou um pico reduzido a 100°C que resulta do

deslocamento das moléculas de agua da cavidade pelo héspede.

e Hodspedes Volateis: a formacado do complexo com héspedes volateis resulta
num aumento da temperatura de ebulicdo do hodspede. Assim, a

temperatura de ebulicgdo aumentada € uma indicagdo de complexacéo.

e Hobspedes com ponto de fusdo baixo: similarmente, a auséncia de um pico
de fusdo para alguns héspedes € uma indicacdo de complexagdo. Esta
técnica é limitada para aqueles hdspedes que tém ponto de fusdo ou
ebulicio menor que a temperatura de decomposigcdo da ciclodextrina
(300°C) ou que é maior ou menor que a da agua (100°C) (Bergamasco,
2003).

Para as analises de DSC foram utilizados recipientes de aluminio e

aproximadamente 6 mg de amostra. As amostras foram submetidas a um intervalo
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de aquecimento da temperatura ambiente até 500° C, com uma taxa de

aquecimento (B) de 10° C/min e fluxo de nitrogénio de 20 mL/min.

3.2.8.3- Termogravimetria (TG) e termogravimetria diferencial (DTG)
Estas técnicas fornecem dados quantitativos de perda de massa com o

aumento da temperatura. A ciclodextrina perde seu teor de agua quando a
temperatura se aproxima de 100°C, e comeca a se decompor acima de 250°C.
Este método é adequado para determinar se um produto particular € um complexo
verdadeiro. Se a substancia hospede nao estd complexada, frequentemente sofre
alguma alteragao antes da degradacgao térmica da CD (250-300°C). Esta alteragao
pode ser devida a evaporagdo, decomposi¢ao, oxidacdo, fusdo ou transicao
polimérfica (Szeijtli, 1988).

Aproximadamente 6 mg de amostra foram colocadas em um recipiente de
platina. Cada amostra foi submetida a um aquecimento desde a temperatura
ambiente até 1000°C, em atmosfera de nitrogénio (20 mL/min) e taxa de

aquecimento (4 ) de 10°C/min.

3.2.9- Testes de Estabilidade

A estabilidade dos corantes frente a luz foi testada com base em estudos de
Matioli & Rodriguez-Amaya (2002).

3.2.9.1- Estocagem
Os corantes bixina, bixina-BCD, curcumina e curcumina-CD foram

armazenados em embalagens de polietileno com area de 100cm?, nos quais foram
colocados 1g de material. Parte das embalagens foram expostas a luz natural,
enquanto outras foram protegidas da luz, em ambiente escuro durante 53 dias, a

temperatura ambiente.
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3.2.9.2- Quantificacdao dos corantes
Em erlenmeyer de 50mL foi pesado 0,1g do p6 que foi disperso em 10mL

de acetona e 10mL de hexano. Seguiu-se agitagdo em agitador mecanico a 260
rom, por 55 minutos a 10°C. Posteriormente foram realizadas diluicbes

necessarias para a leitura em espectrofotdmetro e a concentragao calculada.

3.2.9.3- Analise dos resultados
Os resultados percentuais das concentragdes dos corantes monitorados no

periodo experimental foram analisados por regressao linear, a qual permitiu definir
o0 modelo matematico mais adequado a cinética de reacdo dos corantes ao

tratamento empregado, segundo a equacgao definida por Arabshahi & Lund (1985).

3.2.10- Aplicacao do Corante Fabricado

O corante produzido por diversas técnicas foi aplicado em alimento para a
visualizacao de possiveis melhoras na solubilidade e poder colorante, para tanto,
sabendo-se que todos os corantes relacionados eram compativeis com a industria
de lacticinios escolheu-se o iogurte e o queijo para a aplicagdo dos complexos de
curcumina e betanina e o queijo e o requeijao para a aplicagdo do complexo de

bixina.

e O iogurte foi preparado com a utilizagdo de trés litros de leite pasteurizado
adicionado de um copo de iogurte natural mantido por 6 horas a
temperatura de 40°C, para fermentagdo adequada. Posteriormente
separou-se um litro de iogurte para servir como branco, ou seja, ausente de
corante, ao segundo litro adicionou-se 5ppm de curcumina e ao litro final
5ppm de curcumina complexada. Os testes foram realizados com estas

amostras.

e O queijo tipo minas frescal foi preparado utilizando-se 5L de leite

pasteurizado, uma colher de coalho dissolvido em Y42 de copo com agua e
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uma colher de iogurte natural. Foram preparadas trés amostras, sendo que
a primeira nao foi adicionado corante, ao segundo foi adicionado 20ppm de
curcumina e ao terceiro foi adicionado 20ppm de curcumina complexada.

Os testes foram realizados com estas amostras.

e Para fabricagdo do requeijao foram utilizados 5L de leite, creme de leite
UHT, sal e leite pra dar o ponto da massa. O processo de obtencido da
massa foi feito normalmente, sendo que a primeira amostra nao foi
adicionado corante, ja a segunda amostra adicionou-se 20ppm de bixina e
a terceira 20ppm de bixina complexada. O corante foi acrescido as

amostras sempre no momento de cozimento da massa.

3.2.10.1- Analise sensorial
Os testes de analise sensorial foram realizados em supermercado da

cidade de Maringd, onde os clientes que frequentam o local se predispunham a
provar as amostras e preencher a ficha de analise (Anexo Il) manifestando sua

avaliagao quanto ao produto testado.

Para verificar a aceitagao da nova formulagdo com aplicagao de corante, 50
consumidores avaliaram amostras de queijo e requeijao. Utilizou-se uma escala
hedbnica estruturada de 7 pontos, com termos verbais nas extremidades e meio.
Também foi solicitado aos provadores que citassem os motivos pelos quais

comprariam ou n&o a amostra analisada.

3.2.10.2- Analise da cor
As amostras (queijo, requeijao e iogurte) foram acondicionadas e mantidas

refrigeradas. Foi empregada a técnica instrumental tradicional para a
determinagdo de cor com a utilizagdo de colorimetro. As analises foram
realizadas empregando-se um delineamento inteiramente ao acaso. Para a

determinagao instrumental, foram feitas as leituras (3 repeticbes) utilizando-se um
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colorimetro Minolta CR10. O equipamento possuia como especificacdo: area de
leitura 8mm, iluminante CIE Des (luz natural do dia), colocado num angulo de 8°e
observador padrao CIE 10° (Minolta, 2008). O colorimetro forneceu diretamente os
parametros de L* (luminosidade), a* (componente vermelho-verde) e

b*(componente amarelo-azul).

3.2.10.3- Analise de textura
O queijo tipo minas frescal foi cortando com molde plastico de 1,5cm de raio

e altura de aproximadamente 1cm, enquanto para o requeijao foram utilizados
cortes retangulares de 1cm de altura por 2cm de diametro. As amostras foram
analisadas (dez repeti¢cdes, inteiramente ao acaso) utilizando-se um texturémetro
TA-XT2 (Stable Micro Systems). As condigbes de operagdo foram: sensor
(“probe”) cilindrico, de metal, de diametro de 2,5cm (P25), forca de 0,05N,
velocidade do teste 3mm/s, distancia de penetracdo de 3mm. A partir dos perfis de
textura, foram avaliados os parametros de dureza (N), coesividade (adimensional),
elasticidade (adimensional), adesividade (Ns) e gomosidade (N) (Pons & Fiszman,
1996).

3.2.10.4- Analise estatistica
Foi empregado um delineamento inteiramente casualizado. Os resultados

foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), considerando-se amostra
(alimento aplicado corante) como Unica causa de variacédo e teste de médias
Tukey a 5% de probabilidade, por meio do software Statistica 7.0/2003 (Stat Sofft,
Inc. Tulsa, OK, EUA).
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- Resultado das Andlises Realizadas para o Corante Curcumina

A solubilizagdo do corante ocorreu nos solventes etanol, metanol, éter,
acetona e etilenoglicol, com excec¢ao da agua, no entanto, alguns destes solventes
nao se mostravam adequados para a utilizagdo em espectrofotobmetro por
causarem alteragdes na linha de base, sendo que o Unico que n&o apresentava
tais alteragbes foi o metanol, em concordancia com os relatos de Tang et al (2002)
que preconiza a utilizacdo deste solvente para preparagdes de analises

espectrofotométricas com curcumina.

Segundo Henry (1996) a curcumina € bastante soluvel em solventes
organicos e isto foi verificado na pratica pela utilizacdo dos solventes ja citados. O
mesmo autor mostra uma varredura do corante feita com acetona (figura 6), onde

0 pico de absorvancia se encontra na faixa de 430nm.

o8} 1

0-4 —

Absorbance Units

1 A = e | 1
400 500 @600 700
Wavelength nm

0-0

Figura 6: A esquerda molécula de curcumina, & direita espectro de curcumina
feito com acetona a 0,0005% (Henry, 1996).

Desta maneira, preparou-se uma solucdo méae de corante curcumina em
metanol com concentragdo de 1x10° molar de onde foram retiradas 5 aliquotas e

feitas diluicbes 1:1 em agua destilada e apds a solugéo ser agitada foi realizada a
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varredura entre 190-1100nm, esta amplitude foi necessaria pra garantir que havia
presenca de pico somente na faixa esperada (430nm). Foi observado um espectro
de absorbancia concordante com os valores de literatura (figura 6). Trés aliquotas
ilustram a figura 7, que apresenta somente os principais pontos variando de 300-

500nm mostrando o comportamento deste corante durante a varredura realizada.

0,75 -
06 - (a)
S
2
S 045
§ (b)
Qo 0,3+
<
0,15 (c)
_.—'—'_'_'_'_'q‘a‘%\%_
0 : : : 3
300 350 400 450 500

Comprimento de Onda (nm)

Figura 7: Aumento do pico de absorcdo em funcdo do acréscimo da concentracao
de curcumina nas concentracdes 5x10° (a), 1x10” (b), 5x10® (c) molar. Espectro

de absor¢cédo da curcumina em metanol;

4.1.1- Espectro de Absorcao

A figura 8 apresenta a variacdo do pico de absor¢cao conforme acréscimo
de B-CD, onde diferentes concentracées de B-CD foram adicionadas a mesma
concentracao de curcumina e pode-se verificar que a primeira curva referente a
auséncia de B-CD apresenta pico de absorcao em 426nm, ja a ultima linha
representada pela adicdo de 0,005 mol/L de B-CD tem o pico deslocado para
431,5nm. Este efeito batocrémico pode ser explicado pela protecao exercida pela

molécula de B-CD nos elétrons excitados do cromoéforo, consequentemente
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apresentando um indicativo de formagdo de complexo, em concordancia com o
estudo de Tang et al (2002) que demonstraram que a curcumina apresentava
espectros de absorcdo diferentes conforme variavam-se as concentragbes de f-
CD, ou seja, os valores de pico de absorcao variaram de 426nm a 431nm segundo

0 acréscimo de 3-CD.

0,5

Absorbancia

300 350 400 450 500
Comprimento de Onda (nm)

Figura 1: Espectro de absorcao da curcumina em varias concentracdes de B-CD;
de baixo para cima correspondente a: 0; 5,0x10™; 1,0x10%; 1,5x10%; 2,0x107%;
2,5x107%; 3,0x10%; 4,0x10°%; 5x10°mol/L, com [curcumina]=1,0x10°mol/L; pH=2,4.

4.1.2- Determinacao da Constante de Formacao Aparente para a

Curcumina

Tang et al (2002) mencionam ainda em seus estudos que a dimensao da
molécula de curcumina é bastante ampla para ser incluida em apenas uma
cavidade da molécula de B-CD, desta maneira seria racional imaginar uma
proporgcao de 2 moléculas de B-CD para 1 molécula de curcumina. No entanto,
Tonnesen et al.,, (2002) demonstraram em seu trabalho que a proporcado de

complexacgao entre curcumina-p-CD era de 1:1.
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Por haver contradicdo entre os autores e devido a necessidade de se
realizar a complexacdo do corante com a molécula hdspede, o presente trabalho
determinou o coeficiente estequiométrico a ser utilizado durante as complexagdes

subsequentes.

Considerando que a curcumina faz um complexo com a molécula de B-CD

na proporgao de 1:2, o equilibrio pode ser escrito da seguinte maneira:
Curcumina +2f—CD <> Curcumina —(f —CD), (1)
e a constante de formagao aparente (Ky) do complexo seria dada por:

K, =[Curcumina — f— CD]/[Curcumina][ 5 - CDY)’ (2)

onde, [Curcumina-B-CD], [Curcumina] e [B-CDJ]? estdo em equilibrio.

Desta forma de acordo com Szente & Szejtli (2004), a relagdo observada

entre a absorvancia e a concentragao de -CD é dada por:

1 1 . 1 3)
A=A, (A, -AK[p-CDF " 4, -4,

onde, A corresponde a absorvancia da concentragdo de [B-CD] testada, Ay a
absorvancia na auséncia de -CD e A, a absorvancia quando todas as moléculas
de curcumina sao efetivamente complexadas. Foram analisadas sete
concentragdes com o intuito de construir um grafico (figura 9) que demonstrasse a
relacdo estequiométrica obtida durante a complexag¢ado de acordo com o método
de Benesi-Hildebrand’s (Mesplet, 2005).
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Figura 9: Determinagao da estequiometria do complexo de inclusdo curcumina-f-
CD pelo método de Benesi-Hildebrand’s utilizando-se solugdo aquosa: a)

1/(A-A,) em fungéo de 1/[f—CD](hipotese de formagéo de complexo 1:1); b)

1/A—-A,) em fungdo de 1/[ - CDJ’ (hipotese de formagio de complexo 1:2).

Assim quando se plotam graficamente valores de 1/(A—-A,) em fungdo de
1/[ S — CD]observa-se uma relagédo nao linear o que reflete a ndo formagédo de

complexo na razao estequiometria de 1:1 como apresentado na figura 9a.
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Testou-se a hipétese 1:2 plotando-se no grafico valores de 1/A—A;) em

funcdo de 1/[ - CD]*, conforme estudos apresentados por Mesplet et al. (2005) e

Baranac et al (1990). Como resultado uma relagao linear foi obtida (relagédo
polinomial de segunda ordem) com valor de R? = 0,9948, definindo a proporgéo
estequiométrica de 1:2 (figura 9b) conforme resultado previsto por Tang et al

(2002) e em discordancia com os estudos de Tonnesen et al (2002).

O valor da constante de formagado aparente, baseando-se numa solugéo

aquosa de curcumina, apresentou valor de Ks = 4x10* mol2.L2.

Entretanto, alguns experimentos foram realizados utilizando-se curcumina
em solucdo contendo metanol e o valor da constante de formacao aparente obtido
foi de 1,49x10° mol™.L?, com valor de R? igual a 0,9982 (figura 10). Isto significa
que quando um complexo curcumina-B-CD com raz&o 1:2, é formado na presenca
de outro solvente que n&do agua a constante que representa a estabilidade do

complexo formado é maior, indicando formacédo de um complexo mais estavel.

4,00E+02

3,00E+02 -

2,00E+02 -

1/(A-A0)

1,00E+02 R2 = 00,9982

0,00E+00 ‘ ‘ ‘ ‘ )
0,00E+00 1,00E+06 2,00E+06 3,00E+06 4,00E+06 5,00E+06
1/[B-CD]J?

Figura 10: Determinagcdo da estequiometria do complexo de inclusdo

curcumina-B-CD utilizando-se curcumina em solugdo de metanol 1/A—-A;) em

funcdol/[ S — CD]*.
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4.1.3- Analise de Sobrenadante do Complexo de Inclusdo Obtido pelo
Método de Co-precipitacao

Uma maneira de analisar hipoteticamente a formagao de complexo seria
pela medida espectrofotométrica do sobrenadante obtido apds a coleta do pd
complexado. Os resultados obtidos demonstraram que do total de curcumina
colocado no processo somente 13,69% restaram neste liquido, ou seja, estavam
livres. A outra parcela, 86,31%, estava na forma de p6 ndo podendo ser garantido
que todo o corante estivesse realmente incluso no interior da molécula de B-CD,
mas, todavia, isto apresenta um bom indicativo de formacdo de complexo,

precisando outras analises como DSC, TGA e RMN para a confirmacéo.

4.1.4- Analise dos Complexos Formados por TGA

As curvas termogravimétricas da curcumina e da p-ciclodextrina s&o

apresentadas na figura 11.

TGA
24

100.00
[a)

50.00

(b)

L 1 1 L
0.00 200.00 400.00 600.00
Temp[C]

Figura 11: Curvas termogravimétricas dos 2 produtos usados para formagao de

complexos, curcumina (a) e p-CD (b);
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O primeiro estagio de perda de massa da p-CD, na analise
temogravimétrica, ocorre na temperatura de 26-107°C, e corresponde a
desidratagdo da molécula como resultante da perda de 13% de umidade. O
segundo estagio esta relacionado a decomposi¢do da estrutura da B-CD, com
perda de 67% de massa do composto, na faixa de temperatura de 280°C a 500°C.
Por outro lado a curcumina apresenta um comportamento diferenciado, por ser
uma molécula pouco hidrofilica nao se observa o estagio de perda de agua como
na B-CD fazendo com que a molécula passe dos 200°C sem alteragdo de massa.
A 246°C a molécula comega a perder massa num processo continuo de
decréscimo até 450°C, com perda de aproximadamente 56%, entrando

posteriormente numa sequéncia de perda lenta e gradativa.

A partir da analise das curvas termogravimétricas (figura 12) e dos dados
mostrados na tabela 2, pode-se verificar que as curvas da 3-CD e da curcumina
mistura fisica com amassamento, praticamente se sobrepbéem, o que denota a
presenca de B-CD na forma livre, ambas as curvas a e b mantém a linha de
manutencao de massa (platd) entre 100 e 250°C com uma perda de massa inferior
a da B-CD, mas superior ao da curcumina o que era esperado ja que o complexo

formado possui dois tercos da quantidade de agua da -CD pura.

Um fator que indica com mais precisdo a formagdo de complexo é a
mudancga de caracteristicas fisicas como o ponto de decomposi¢do. Segundo a
tabela 2, a curva que mais se encontra entre o valor médio dos reagentes
utilizados para a formacdo do complexo € a do método de co-precipitacdo. O
método fisico com amassamento se assemelha ao ponto de decomposicéo da f-
CD pura. O método fisico simples mostra-se termodinamicamente menos estavel
quando comparado as duas curvas anteriores, pois sua perda de massa comeca a

ocorrer pelo menos 60°C antes da curva de co-precipitacao.
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Figura 12: Curvas termogravimétricas dos produtos complexados, sendo que as
letras correspondem respectivamente a: a) curcumina-p-CD mistura fisica com
amassamento, b) curcumina-BCD co-precipitagdo e c); curcumina-p-CD mistura
fisica simples;

Tabela 2: Resultados das curvas termogravimétricas para os componentes puros
e os produtos obtidos na preparagédo dos complexos de incluséo.

Sistema Técnica T °C de Estagio TGA (faixa de Perda de
decomposicao temperatura °C) massa (%)
Curcumina - 270 1 20-175 0,3
2 175-471 58
3 471-600 7
B-CD - 300 1 24,7-104,0 13
2 250-387 72
3 387-600 5
Curcumina- Co- 280 1 24,7-104 9
B-CD (1:2) precipitagao 2 250-387 62
3 387-600 9
Mistura fisica 300 1 24,7-104 10
amassamento 2 250-387 62
3 387-600 9
Mistura fisica 220 1 24,7-104 12
simples 2 250-387 65
3 387-600 6
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4.1.5- Analise dos Complexos Formados por DSC

A técnica de DSC foi utilizada para a caracterizacdo preliminar dos

compostos de inclusao.

Segundo Szejtli (1988), as ciclodextrinas ndo apresentam ponto de fusao
definido, e acima de 200°C comecam a se decompor. As propriedades
termoanaliticas observadas dependem de pelo menos quatro fatores: teor de
agua, estrutura cristalina, velocidade de aquecimento e atmosfera gasosa dos
ensaios. Os termogramas de DSC apresentam as medidas dos fluxos de calor
gerados e absorvidos pela amostra, durante um aquecimento programado. Em
geral, a complexacao € verificada pelo desaparecimento do pico endotérmico
caracteristico da molécula encapsulada. Este desaparecimento pode ser atribuido

ao estado amorfo, a formagao do complexo, ou ambos.

A curva de DSC para a -CD exibe um pico endotérmico a 104,7°C, que &
devido a evaporagao de agua. H4 um pequeno pico endotérmico a 220,2°C, sem
qualquer perda de massa, que segundo a literatura, pode representar um
processo fisico e é atribuido a uma transformacéao reversivel da $-CD, contudo a
natureza desta transformacdo n&do é conhecida (Bergamasco, 2003). O terceiro

pico, a 326,1°C, é referente a degradacao térmica da p-CD (figura 13).

No termograma da curcumina um pico endotérmico é observado a 175°C
(figura 13) representativo da degradacéo térmica da substéncia, desta maneira
observa-se que a curcumina ndo tem ponto de fusédo, o que torna um pouco mais

complicado atestar a formagédo de complexo desta substancia.
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Figura 13: Curvas de DSC para padrbes, -CD (a) e curcumina (b);

A figura 14 mostra as curvas de DSC para os complexos feitos por

diferentes métodos na proporgao estequiométrica 1:2.
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Figura 14: Curvas de DSC para produtos da complexagdo curcumina-p-CD
pelos métodos, mistura fisica com amassamento (a), co-precipitagao (b) e mistura
fisica simples (c);
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A tabela 3 mostra valores de analise térmica dos graficos de DSC que sao
Uteis para a caracterizacdo e informagdes sobre uma possivel formacao de

complexo.

Tabela 3: Resultados das curvas de DSC para os componentes puros e 0s
produtos obtidos na preparagdo dos complexos de inclus&do da curcumina-f-CD.
MFA (Mistura fisica com amassamento); CP (Co-precipitacédo) e MFS (mistura
fisica simples).

B-CD Curcumina MFA CP MFS

Temp. evaporacéo da agua(°C) 104,7 - 106,6 103,2 116,7
AH do pico de evaporagdo da agua  439,2 - 409,05 340,4 368,7
Temp. degradagao curcumina (°C) - 176 176,66 180,4 177,55
AH da degradagao da curcumina - 123,8 18,39 142 157
Temp. degradacéo da B-CD (°C) 326 - 3254 307,5 322

AH da degradacao da B-CD(°C) 177 - 164,19 182,6 79,2

Segundo Brady & Humiston (2003) e Bergamasco (2003), quanto maiores
forem as variacbes de temperatura e entalpia dos sistemas de picos maior a
possibilidade de formacédo de complexo por alteragdes de caracteristicas fisicas.
Com base na tabela 3 e analisando a figura 14 pode-se observar que em relagao
a evaporacao de agua comparativamente as temperaturas da mistura fisica com
amassamento (MFA) e da co-precipitagdao (CP) sdo bem proximas. Todavia a
variacdo de entalpia causada pelo pico do complexo por co-precipitacdo é
energeticamente inferior indicando uma melhor integragdo entre a curcumina e a
B-CD. Outro dado interessante € que este mesmo complexo promove uma maior
protecéo térmica da curcumina fazendo com que sua degradacao passe de 176°C
para 180,45°C, ou seja, um ganho térmico de aproximadamente 4,5°C, sendo que

sua variagao entalpica também é a mais significativa.

Novamente um fato observado na secao anterior se repete aqui, onde, os
valores apresentados pelo complexo mistura fisica com amassamento sdo muito

similares aos da B-CD indicando que esta se apresenta de forma livre, ja a mistura
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fisica simples apresenta dados discrepantes dos anteriores ndo sendo relevantes

para a analise.

4.1.6- Analise dos Complexos Formados por RMN

As indicagdes de picos de RMN-H' dos compostos puros e dos supostos
complexos de inclusdo no espectro RMN-H' estdo sumarizadas na tabela 4,
sendo que a figura 15 mostra o espectro de RMN-H' feito para a molécula de

ciclodextrina usando como solvente agua deuterada.

H6 e HS

]

H3 H2

-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3B PP

Figura 15: Espectro de RMN-H' de p-CD em agua deuterada.

Observando-se a figura 15 verifica-se os hidrogénios de interesse neste
tipo de analise para a possivel identificacdo de formacdo de complexo. Desta
maneira, quando ha formagdo de complexo, ou seja, a molécula hospede entra na
cavidade da ciclodextrina os sinais de H3, H5 e H6 mudam caracterizando a

formacg&o de complexo.

69



Por outro lado, para a curcumina nao foi possivel realizar a analise por
RMN devido ao fato da substancia ser insoluvel em agua, ja que seria necessario
pelo menos uma pequena solubilizagao para que o equipamento pudesse detectar

o composto, fato que n&o ocorreu.

Tabela 4: Pico de RMN-H' para substancias puras e possiveis complexos, MFA
(Mistura Fisica com amassamento), CP ( Co-precipitagcdo), MFS (Mistura Fisica
Simples) e DSC (Diéxido de carbono supercritico) (outros RMN-H' em Anexo).

H3 H6 e H5 H2 H4
Curcumina - - - -

B-CD 3,983 3,865 3,655 3,599
3,952 3,836 3,642 3,588

3,921 3,825 3,621 3,537

MFA 3,987 3,896 3,661 3,605
3,956 3,839 3,649 3,547

3,925 3,627 3,543

CP 3,983 3,865 3,656 3,601
3,952 3,847 3,644 3,570

3,920 3,835 3,623 3,539

MFS 3,986 3,868 3,659 3,604
3,955 3,850 3,647 3,573

3,923 3,838 3,626 3,542

DCS 3,989 3,871 3,662 3,606
3,958 3,841 3,650 3,575

3,926 3,831 3,629 3,544

Com base nos dados mostrados na tabela 4 verifica-se que a alteragao de
pico pelo contato da molécula hospede com a B-CD é pequena ou nenhuma,
assim ndo ha como afirmar a formacdo de complexo pela utilizagcdo deste
método.Também pode-se presumir que o complexo € muito pouco soluvel e
grande, em adicao, este complexo possui alto poder colorante, o que justifica a

coloragao observada na agua deuterada.

Segundo Wimmer et al (2002), héspedes alifaticos ou complexos com

constante de associagdo baixa geralmente sofrem deslocamentos quimicos
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insignificantes, o que poderia justificar o ndo deslocamento quimico significativo

dos picos da B-CD para estes possiveis complexos.

Uma outra justificativa para este comportamento esta relacionada com a
dimensdo das moléculas, uma vez que nem todas as moléculas se acomodam
dentro da cavidade da B-CD de diametro de aproximadamente 0,60-0,65nm.
Szejtli (1988) observou esta mesma nao adequacdo com o complexo de inclusdo
p-nitrofenolato-a.CD, onde ndo apareceram deslocamentos quimicos significantes
do espectro deste complexo. Outro caso semelhante foi descrito por Bergamasco
(2003), onde a sulfluramida apesar de outros indicios de complexagdo também

nao alterou significativamente os picos da B-CD na analise de RMN.

Nas figuras 40 a 44 (Anexo l) sdo mostrados os espectros de RMN obtidos

para os complexos preparados pelos diferentes métodos.

A partir dos resultados apresentados pode-se inferir que a proporgao
estequiométrica de um possivel complexo de inclusdo curcumina:f-CD & de 1:2. O
método de co-precipitagdo € o mais viavel por possibilitar maiores garantias de

probabilidade de formagao do complexo.

4.2- Resultado das Andlises Realizadas para o Corante Bixina

Assim como no item 4.1 referente a curcumina, aqui também foi necessario

testar a solubilidade do corante nos varios solventes possiveis.

Da mesma forma que anteriormente a opc¢ao foi feita pelo metanol devido
ao seu comportamento mais estavel frente a analises espectrofotométricas. Henry
(1996) mostra em seu trabalho uma varredura do corante bixina que se apresenta

segundo a figura 16.
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Figura 16: Espectro de absorbancia de bixina em cloroférmio na concentragao

de 0,0003g/100mL (Henry, 1996).

Baseados na experiéncia anterior com o corante curcumina, preparou-se
uma solucdo mae de corante bixina em metanol com concentragdo de 5x107
molar. Desta solucdo foi retirada 1 aliquota e feito 3 diluicdes 1:1 em metanol
seguido de agitacao e verificou-se durante a varredura feita entre 190-1100nm
uma similaridade do pico de absorbancia na faixa espectral da substancia, cerca
de 455nm, com os valores mostrados na figura 16, no entanto esta figura foi
desenvolvida com cloroférmio que demonstra uma melhor definicdo dos pico em
detrimento do metanol, estas 3 aliquotas ilustram a figura 17, que apresenta
somente o0s principais pontos variando de 350-600nm mostrando o

comportamento deste corante durante a varredura realizada.
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Figura 17: Aumento do pico absorgédo em fungéo do acréscimo da concentragéao
de bixina com valores de 1,0x10°mol L", 7,0x10° mol L™ e 1,0x10° mol L™

espectro de bixina em metanol.

4.2.1- Espectro de Absorc¢ao

Ao contrario do comportamento da curcumina que apresentava um efeito
batocrémico, para a molécula de bixina ndo se observou o mesmo efeito. Isto
pode ser explicado devido a auséncia dos anéis aromaticos que em consequéncia
implicam numa leitura de espectro num ponto confluente que para o solvente
metanol foi de 488nm. No entanto, em semelhanca a curcumina observa-se que
mesmo com a manutengdo da concentragao de bixina ocorre um acréscimo da
absorvancia no mesmo comprimento de onda com a variagao crescente de B-CD,
0 que pode ser indicativo de formacdo de complexo. Estas informacbes estado

sintetizada nas figura 18.
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Figura 18: Espectro de absorgdo de bixina em varias concentragdes de B-CD:
de baixo para cima, 0; 5,0x10™% 1,0x10%; 1,5x107% 2,0x107; 2,5x10°mol L;

Concentrac&o de bixina fixa de 1,0 x10™° mol L™.

4.2.2- Determinacao da Constante de Formacao Aparente para a Bixina

Nas pesquisas realizadas em material de literatura e bancos de dados, néo
se encontram aspectos sobre a formacado de complexo Bixina-B-CD. No entanto,
Lyng et al (2005) assumem ter realizado esta complexagdo, mas nao fornecem
detalhes quanto a proporcéo estequiométrica e outros dados de relevancia. Desta
maneira, foram testadas as mesmas propor¢des estequiométricas usadas para as
curcumina. Assim assumindo que a bixina forma complexo de inclusdo com a B-

ciclodextrina na proporcao de 1:1 tem-se o equilibrio representado pela equagao

(4):

Bixina + f#—CD < Bixina— f—CD (4)
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e a constante de formacgao aparente (Ks) do complexo seria dada por:

K, =[Bixina— 8 — CD]/[Bixina][ f — CD] (5)

onde, [Bixina-pB-CD], [Bixina e [B-CD] estdo em equilibrio.

Desta forma de acordo com Szente & Szejtli (2004), a relagdo observada

entre a absorvancia e a concentragao de B-CD é dada pela equacgao:

1 1 1

A=A, (A -A)K[p-cD] A A,

(6)

onde, A., € a absorvancia quando todas as moléculas de bixina sdo efetivamente
complexadas, assim seis concentracdes de bixina foram utilizadas com o intuito de
construir um grafico que demonstrasse qual a relagdo estequiométrica obtida

durante a complexacéo.

Assim quando se plotam graficamente valores de 1/(A— A,)em fung¢do de
1/[ S — CD] observa-se uma relagao linear o que reflete a formagdo de complexo na

razdo estequiométrica de 1:1 com valor de R?*= 0,9981, como apresentado na

figura 19a.
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Figura 19: Determinagdo da estequiometria do complexo de inclusdo bixina-f-
CD pelo método de Benesi-Hildebrand's utilizando-se solugdo em metanol: a)

1/(A-A,) em fungéo de 1/[f—CD](hipotese de formagédo de complexo 1:1); b)

1/A-A,) em fungéo de 1/[ 8- CDJ’ (hipotese de formagdo de complexo 1:2).

Para realmente descartar a possibilidade de formacdo de um complexo de

ordem estequiométrica 1:2, testou-se a hipotese 1:1 plotando no grafico valores

de 1/A-A)) em fungdo de 1/[f-CD]’, conforme estudos apresentados por

Mesplet et al (2005). Como resultado uma relagédo nao linear foi obtida (figura

19b), descartando esta hipotese. Os resultados apontados foram realizados
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baseando-se numa solugcdo metandlica de bixina que apresentou valor de K; =
3,34x10° mol.L2.

4.2.3- Formacao do Complexo de Inclusao

Para a formacédo do complexo de inclusao foram utilizados os métodos de
co-precipitacdo, mistura fisica com amassamento e mistura fisica simples além da
técnica de dioxido de carbono supercritico, dentre todas estas técnicas apenas a
de co-precipitagao foi possivel ser analisada previamente quanto a provavel

formagao de complexo.

A ultima etapa do processo de formagdo do complexo pelo método citado
envolve um armazenamento em ambiente refrigerado por uma noite, sendo que,
passado este tempo o complexo é filtrado e seco. Desta forma uma maneira de
analisar a formacdo de complexo seria pela medida espectrofotométrica do
sobrenadante obtido apdés a coleta do pé complexado. Estes valores obtidos
demonstraram que do total de bixina colocado no processo aproximadamente 22%
restaram neste liquido, ou seja, estavam livres. A outra parcela 78% estava na
forma de pd, ndo podendo ser garantido que todo o corante estivesse realmente
encapsulado dentro da molécula de B-CD. No entanto, isto apresenta um bom
indicativo de formacédo de complexo, precisando outras analises como DSC, TGA

e RMN para a confirmacéo.

4.2.4- Analise dos Complexos Formados por TGA

As curvas termogravimétricas da bixina e da p-ciclodextrina s&o

apresentadas na figura 20.

As andlises referentes ao termograma da molécula de B-CD ja foram
descritas no item 4.1.4 e se repetem aqui, ndo sendo necessario menciona-las

novamente (figura 20). Ja para o corante bixina observa-se que a perda de massa
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até a temperatura de 150°C é 1,7%, o que determina que a molécula nao possui
agua na sua estrutura cristalina. A perda de massa significativa comega a ocorrer
préximo a 190°C em uma linha descendente menos acentuada do que a molécula
de B-CD que cai verticalmente. Observa-se também que a 450°C a molécula
cessa a perda de massa e estabelece-se um platd de manutencao referente a

presencga de cinzas na amostra.
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Figura 20: Curvas termogravimétricas das substancias: bixina (a) e -CD (b);

A partir de analises das curvas termogravimétricas da figura 21 e dos
dados mostrados na tabela 5, pode-se verificar que as curvas da B-CD e da bixina
mistura fisica com amassamento, praticamente se sobrepbéem o que denota a
presenca de B-CD na forma livre. No entanto o mais interessante € que para a
curva b se observa uma perda de agua de 6,5%, sabendo-se que a porcentagem
de agua da B-CD é de 13,3%, com formacdo de complexo 1:1. Todas as curvas
deveriam perder exatamente a metade deste valor (se houvesse a formagédo do

complexo), no entanto isso sé é observado para a linha b.
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Figura 21: Curvas termogravimétricas dos produtos complexados, sendo que as
letras correspondem respectivamente a: a) bixina--CD mistura fisica com
amassamento, b) bixina-B-CD co-precipitacdo e c); bixina-p-CD mistura fisica

simples;

Um fator que indica com mais precisdo a formagdo de complexo é a
mudancga de caracteristicas fisicas como o ponto de decomposi¢cdo. Segundo a
tabela 5, para Bixina-p-CD co-precipitagédo tem um acréscimo de 4°C para o inicio
da decomposicao. Todavia o dado mais relevante esta na diferenciagao da curva a
e b proximo a temperatura de decomposi¢cdo da B-CD, onde verifica-se uma
inclinagdo da linha da curva b que significa decomposi¢cdo mais lenta nesta fase,
mostrando a interferéncia do corante na degradacdo da molécula hospedeira.
Com relagao a linha ¢ em todos os aspectos esta se mostra termodinamicamente
menos estavel do que as duas anteriores excluindo a possibilidade de interagao

por esta técnica de complexacéo.
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Tabela 5: Resultados das curvas termogravimétricas para os componentes puros
e o0s produtos obtidos na preparagdo dos complexos de incluséo.

Sistema Técnica T °C de Estagio TGA (faixa de Perda de
decomposicao temperatura °C) massa (%)
Bixina - 190 1 20-180 3,6
2 180-480 69,7
3 480-600 7,3
B-CD - 300 1 24,7-104,0 13,3
2 250-387 71,8
3 387-600 4.7
Bixina-B-CD Co- 194 1 24,7-104 6,5
(1:1) precipitacao 2 184-387 61,6
3 387-600 15,9
Mistura fisica 181 1 24,7-104 10,2
amassamento 2 184-387 66,2
3 387-600 8,8
Mistura fisica 190 1 24,7-104 11,3
simples 2 184-387 69,3
3 387-600 6,2

4.2.5- Analise dos Complexos Formados por DSC

As analises do termograma de DSC referente a B-CD ja foram descritas

anteriormente no item 4.1.5.

No termograma apresentado na figura 22 observam-se as curvas
referentes a B-CD e a bixina. O corante apresenta um pico endotérmico observado
a 68°C, que muito provavelmente se deve a perda de agua na substancia ja que
este se inicia de maneira semelhante ao da B-CD, que faz neste ponto perda de
umidade. Outro pico € observado a 185°C sendo representativo da degradagéao
térmica do corante. Desta forma, observa-se que a bixina ndo tem ponto de fuséo,
nao sendo possivel atestar a formagao de complexo com este corante. A figura 23
mostra as curvas de DSC para os complexos feitos por diferentes métodos na

proporcao estequiométrica 1:1.
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Figura 22: Curvas de DSC para componentes puros, bixina (a) e -CD (b);

Os dados da tabela 6 juntamente com a andlise da figura 23 fornecem
parametros para a avaliacdo dos trés provaveis produtos de complexacao obtidos

por diferentes técnicas.

Tabela 6: Resultados das curvas de DSC para os componentes puros e os
produtos obtidos na preparagado dos complexos de incluséo da bixina--CD. MFA

(Mistura fisica com amassamento); CP (Co-precipitagcdo) e MFS (mistura fisica
simples).

p-CD Bixina MFA CP MFS
Temp. (°C)evaporacéo da agua 104,7 68 107,3 93 101
AH do pico de evaporagdo da 439,2 100,6 395,5 263 390,8
agua

Temp. (°C) degradacéo bixina - 185,5 184,2 182,8 165,9
AH da degradagao da bixina - 58,6 7 22 1,3

Temp. (°C )degradagdo da B-CD 326 - 314 298,5 3155
AH da degradagao da -CD 177 - 92 126,4 23,9
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Figura 23: Curvas de DSC para os produtos da complexagao bixina-p-CD pelos
métodos, (a) mistura fisica com amassamento, (b) co-precipitacéo e (c) mistura

fisica simples;

Como ja citado anteriormente segundo Brady & Humiston (2003), quanto
maior as variagdes de temperatura e entalpia dos sistemas de picos, maiores as
possibilidades de formacado de complexo por alteracdes de caracteristicas fisicas.
Com base na tabela 6 e analisando os dados da figura 23 pode-se observar que,
no que se refere a evaporagdo de agua, comparativamente, a técnica de co-
precipitacao fornece uma variagao fisica de aproximadamente 12°C sendo a mais
relevante entre as técnicas analisadas. A variacdo de entalpia também foi
energeticamente menor quando comparada aos demais, indicando uma melhor
integracao entre a bixina e a B-CD. Com relagdo a degradacéo da bixina pode-se
notar que entre os possiveis complexos ndao ocorrem diferengas significativas. Ja
para o item degradacdo da B-CD pode-se observar que, novamente, o complexo
que apresenta maior variagdo comparado ao produto puro € o obtido por co-
precipitacao, reafirmando sua capacidade de alteracédo fisica. O corante produzido

pela mistura fisica simples acaba sendo menos efetivo termodinamicamente, pois
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a bixina passa a ser degradada a 165°C e ndo mais a 185°C, verificando-se uma

reducao de aproximadamente 20°C durante este processo.

4.2.6- Analise dos Complexos Formados por RMN

A figura 24 complementada com os dados da tabela 7 fornece elementos
para as analises dos possiveis complexos formados pela técnica de RMN-H'. A
figura 24 representa o complexo obtido por co-precipitagdo, este foi escolhido
para ser exposto segundo dados preliminares das analises feitas por TGA e DSC

que referiam o corante como o mais estavel e provavel de formacao de complexo.

H6 e HS

]

H3 H2

Ny

T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.2 4.0 38 36 3.4 3.2 PPM

Figura 24: Espectro de RMN-H' de Bixina-p-CD em agua deuterada.

Com base nos dados da tabela 7 verifica-se que a alteragdo de pico pelo
contato da molécula hospede com a B-CD € pequena ou nenhuma, assim

significativamente ndo ha como afirmar a formagdo de complexo pela utilizagao
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deste método, e as provaveis justificativa sdo a mesmas apresentadas no item
4.1.6 por Wimmer (2002) e Szejtli (1988).

Tabela 7: Pico de RMN-H' para substancias puras e possiveis complexos, MFA
(Mistura Fisica com amassamento), CP (Co-precipitacdo), MFS (Mistura Fisica
Simples) e DSC (Diéxido de carbono supercritico) (outros RMN-H' em Anexo).

H3 H6 e H5 H2 H4

Bixina - - - -
B-CD 3,983 3,865 3,655 3,599
3,952 3,836 3,642 3,588
3,921 3,825 3,621 3,537
MFA 3,980 3,863 3,658 3,604
3,949 3,841 3,647 3,572
3,917 3,626 3,542
CcpP 3,970 3,854 3,653 3,598
3,938 3,819 3,641 3,567
3,907 3,620 3,537
MFS 3,981 3,863 3,659 3,604
3,949 3,842 3,647 3,573
3,904 3,830 3,626 3,542
DCS 3,984 3,865 3,659 3,603
3,953 3,845 3,647 3,572
3,921 3,832 3,626 3,542

A partir dos resultados apresentados pode-se inferir que a proporgao
estequiométrica de um possivel complexo de inclusdo bixina:3-CD € de 1:1. O
método de co-precipitagdo é o mais viavel por possibilitar maiores garantias de

probabilidade de formagao do complexo.

4.3- Resultado das Andlises Realizadas para o Corante Beterraba

Ao contrario dos dois corantes anteriormente discutidos, para o corante a
base de beterraba nio foi necessaria a pesquisa de solventes adequados para as

analises espectrofotométricas ja que este se mostra soluvel em agua.
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Henry (1996) mostra em seu trabalho uma varredura para a betanina

apresentada na figura 25.

T T
Glucose — O =
| —COOH n
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Figura 25: Espectro de absorvancia de betanina em agua a 0,00075%, com

absortividade de 530nm.

Preparou-se uma solucdo mé&e de corante betanina em agua com
concentracdo de 2x102 molar de onde foram retiradas trés aliquotas com diluicdes
em agua destilada e agitagdo e verificou-se durante a varredura feita entre 190-
1100nm uma concordancia do pico de absorvancia na faixa espectral da
substancia, cerca de 530nm, com os valores mostrados na figura 26. Estas trés
aliquotas ilustram a figura 30, que apresenta somente o0s principais pontos
variando de 350-700nm mostrando o comportamento deste corante durante a

varredura realizada.
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Figura26: Aumento do pico de absorcdo em fungcdo do acréscimo da

concentragao de betanina;

4.3.1- Espectro de Absorc¢ao

Ao contrario do comportamento das demais substancias ja trabalhadas, o
corante de betanina ndo apresentou 0 mesmo comportamento frente a presenca
da B-CD. Enquanto os corantes anteriores mostravam uma linha crescente e linear
de absorvancia com o acréscimo de B-CD, a betanina, por sua vez nao exibe o
mesmo padrao de comportando apresentando-se aleatoriamente, como mostrado

na figura 27, com um valor de R?=0,4734.

Segundo Henry (1996), a betanina pode ser influenciada diretamente pelo
pH e a mesma se adequa melhor a pHs mais acidos, desta maneira, dois valores
40 e 2,0, foram testados na busca de uma estabilizacdo de valores de

absorvancia o que n&o foi comprovado.
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Figura 27: Valores de concentragdo de B-CD em fungédo da absorvancia de

betanina, utilizando pH 4,0.

Buscando uma alternativa para este problema testou-se em lugar da p-CD
uma outra ciclodextrina, mais soluvel em agua, a-CD, com intuito de verificar a
melhor estabilizacdo do corante e evidenciar um possivel indicativo de formacao
de complexo. A figura 28 sumariza estes dados e mostra que a troca de
ciclodextrina nao foi efetiva e a absorvancia aleatéria continuou acontecendo,
sendo que o valor de R? = 0,4329 confirma a ndo formagao de reta para os pontos
testados. Devido a estes problemas encontrados na analise deste corante, a
determinagdo da constante aparente de formacédo nédo pode ser feita, bem como
também néo foi possivel estabelecer estequiometricamente qual seria a proporgéao

de betanina para as moléculas de a-CD ou B-CD utilizadas.
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Figura 28: Valores de concentragdo de a-CD em fungdo da absorvancia de

betanina, utilizando pH 4,0.

4.3.2- Formacao do Complexo de Inclusao

Para a formacgédo do complexo de inclusdo foram utilizados os métodos de
co-precipitacdo, mistura fisica com amassamento e mistura fisica simples além da

técnica de diéxido de carbono supercritico.

Durante o processo de co-precipitagdo como ambas as moléculas, -CD e
betanina s&o soluveis em agua, ndo houve formacéo de precipitado, o que indica
claramente a nao formagdo de complexo. Mesmo assim, ainda foram testados os
processos de mistura fisica com amassamento e mistura fisica simples que seréo
analisados nos itens subsequentes. Ja para o método de diéxido de carbono
supercritico, ndo foi possivel a formacdo de complexo, pois quando exposta a

altas pressdes a molécula do corante de beterraba se funde e ndo permite a
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volatilizacédo pelo CO,. Yamada et al, (1980) ao tentarem a formagédo de
complexos notaram a descoloragdo dos extratos em maior intensidade ao usar -
CD e um pouco menos com o uso de a-CD que retornavam parte da coloragéo
com a acidificagdo do meio. No entanto, os autores obtiveram apenas indicagao
da formacdo do complexo de inclusdo e ndo chegaram a analisa-lo segundo
técnicas fisico-quimicos mais apuradas, baseando-se somente em dados

colorimétricos.

4.3.3- Analise dos Complexos Formados por TGA

As curvas termogravimétricas da betanina, da a e da B-ciclodextrina sao

apresentadas na figura 29.
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Figura 29: Curvas termogravimétricas das substancias usadas para a formagéo
de complexos, sendo que as letras correspondem respectivamente a: a) a-CD, b)
B-CD e c) betanina;

Pode-se observar pela analise da figura 29 que os termogramas das duas

ciclodextrinas apresentadas sao basicamente iguais, variando com relagcdo a

&9



porcentagem de agua contida na a-CD que é menor (9,4%) do que a da B-CD
(13,6%) o que explica o desnivel no inicio das linhas, agora com relagdo a
decomposicao e degradagao térmica, as linhas das ciclodextrinas praticamente se

sobrep6em o que justifica um comportamento semelhante em ambos os casos.

Com relagao ao corante nota-se que sua curva apresenta varios ombros
durante a analise térmica o que é explicado pela falta de pureza da substancia
(corante beterraba 4%) que segundo o fornecedor contém agucares variados em
sua composigdo, que ao se degradarem demonstram este ombro caracteristico da

substancia.

Ja na figura 30 é notorio que as curvas praticamente se sobrepdem e nao
se observa ganhos ou prote¢cado do ponto de vista térmico, ja que os agucares se
degradando na mesma temperatura também fazem com que as CD comecem a se
degradar antes do previsto. Esta andlise ndo fornece indicativos confiaveis de

formacdo de complexo.
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Figura 30: Curvas termogravimétricas dos produtos complexados, sendo que as
letras correspondem respectivamente a: a) betanina-a-CD mistura fisica com

amassamento, b) betanina--CD mistura fisica com amassamento.
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4.3.4- Analise dos Complexos Formados por DSC

No termograma apresentado na figura 31 observam-se as curvas
referentes a B-CD, a-CD e a betanina. O corante apresenta um pico endotérmico
observado a 75,5°C, que muito provavelmente se deve a perda de agua na
substancia ja que este se inicia de maneira semelhante ao da -CD e da a-CD que
faz neste ponto perda de umidade. Juntamente com este pico existe sobreposi¢ao
de outro que se refere a fusdo dos agucares contidos na amostra. Estas
constantes sobreposi¢cdes dificultam ou praticamente impossibilitam as analises. O

outro pico ocorre a 136°C sendo representativo da degradagao térmica do corante.

Os dados da tabela 8 combinados as linhas da figura 31 promovem a

analise dos provaveis complexos obtidos com as diferentes CDs utilizadas.

Tabela 8: Resultados das curvas de DSC para os componentes puros e os
produtos obtidos na preparagdo dos complexos de inclusdo da betanina--CD.
MFA (Mistura fisica com amassamento) e betanina-a-CD. MFA (Mistura fisica com
amassamento).

B-CD o-CD Betanina B-CDMFA o-CDMFA

Temp. °C evaporagédo da agua 104,7 103,7 75,5 80,4-109 77-102,3

AH do pico de evaporagdo da 439,2 430,7 97 363,6 294,6
agua

Temp. °C degradacgao betanina - - 135 - -
AH da degradacgao da betanina - - 15,2 - -
Temp. °C degradacao da CD 326 321 - - -
AH da degradacédo da CD 177 259,8 - - -
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Figura 31: Curvas de DSC para os produtos puros. (a) B-CD, (b) a-CD e (c)

betanina.

As linhas da figura 32 apresentam claramente o fenébmeno de sobreposigao
de picos que impossibilita a sua analise. As informacdes uteis que podem ser
tiradas s&o que com o uso de B-CD a decomposi¢cédo parece comegar um pouco
depois, ou seja, passa de 77°C para 80,5°C mostrando um incremento da
protecdo quando se usa esta ciclodextrina. Todos os demais dados estdo

comprometidos pela sobreposicéo de picos.
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Figura 32: Curvas de DSC para produtos da complexagéo. (a) betanina-a-CD,
(b) betanina-B-CD.

A partir dos resultados apresentados nao foi possivel inferir a proporgéao
estequiométrica de um possivel complexo de inclusdo betanina:3-CD ou
betanina:a-CD, supbem-se que devido a intensa solubilidade do corante em meio
aquoso a realizagdo do método de co-precipitagao ficou dificultada, sendo que
mesmo com testes de outros métodos de complexagao nao foi possivel atingir

resultados satisfatorios que garantissem uma interagéo entre corante e as CDs.

4.4-Teste de Estabilidade

Analises com intervalos semanais foram realizadas para quantificacdo dos

corantes complexados e nao complexados apresentando os resultados a seguir:
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4.4.1- Corante Curcumina e Curcumina Complexada

Para a curcumina armazenada na presenca e auséncia de luz pode ser
observado pela figura 33 um decaimento de até 40% na intensidade de cor
apresentada pelo corante durante o periodo de teste. No entanto, percebe-se
também que a luz n&o é o maior fator interferente neste processo de queda, ja que
o corante armazenado no escuro tem valores de quedas muito proximos ao

armazenado frente a luz natural.
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Figura 33: Porcentagem remanescente de curcumina durante o tempo de

armazenamento na presencga e auséncia de luz.

Quando se analisa o corante complexado, ndo € possivel afirmar que o
emprego da ciclodextrina melhore sua conservacao frente a luz. Comparando a
figura 33 com a figura 34 percebe-se que mesmo complexado o decaimento da
curcumina chega a cerca de 40% tanto para o armazenamento frente a luz, quanto
no escuro, o que demonstra valores muito préximos ao declinio apresentado pelo

corante sem complexacao.
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Figura 34: Porcentagem remanescente de curcumina complexada com (-CD

durante tempo de armazenamento na presenga e auséncia de luz.

4.4.2- Corante Bixina e Bixina Complexada

A bixina armazenada na presenca de luz, durante o tempo de analise,

mostrou um decaimento de cerca de 75%, enquanto o armazenamento na

auséncia de luz mostrou uma queda de aproximadamente 50%, o que demonstra

que a luz influi de maneira importante na conservagao da integridade deste

corante (figura 35).
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Figura 35: Porcentagem remanescente de bixina durante o tempo de

armazenamento na presencga e auséncia de luz.

A partir de analise da figura 36 pode-se perceber que a complexagao do
corante com a B-CD confere ao mesmo uma protecao frente a luz, pois seu indice
de decaimento de cor é cerca de 30% menor que o corante sem complexagao.
Quando se compara 0 armazenamento no escuro percebe-se que a diferenga
entre complexo e corante sem complexagdo € ligeiramente menor que o
apresentado no claro, o que sugere a acao protetora frente a luz exercida pela

molécula de B-CD.
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Figura 36: Porcentagem remanescente de bixina complexada com (-CD

durante tempo de armazenamento na presenga e auséncia de luz.

4.5-Aplicag¢do do Corante Fabricado

Os corantes produzidos por complexagao e também os nédo complexados
foram aplicados em alimentos para uma melhor visualizacdo das diferencas
existentes. Os produtos lacteos sao citados em literatura como boas fontes de
aplicagdo destes corantes, por isto o queijo tipo minas frescal, o requeijao e

iogurte foram escolhidos para utilizagao.

4.5.1- Analise Sensorial

O queijo minas frescal com adicdo de curcumina-BCD foi bem aceito,
recebendo nota média de 6,7 numa escala de 7 pontos, ressaltando ainda que
39% dos provadores disseram consumir este produto diariamente. Quando foi
solicitado aos provadores que citassem os atributos que mais gostaram nesta

formulagao, destacou-se a aprovagao pelo sabor do produto (60%), sendo ainda
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citados a cor e o fator de ser saudavel (43%). Em relacéo aos atributos que menos
gostaram, poucas foram as citagdes e estas nao tiveram representatividade junto

aos provadores.

O requeijao com adicao de bixina-CD também foi bem aceito, recebendo
nota média de 5,6 numa escala de 7 pontos, ressaltando ainda que 23% dos
provadores disseram consumir este produto apenas 2 ou 3 vezes por semana.
Quando foi solicitado aos provadores que citassem os atributos que mais
gostaram nesta formulagdo, destacou-se a aprovagao pelo sabor do produto
(78%), sendo ainda citados a cor e o fator de ser saudavel (25%). Em relagcao aos
atributos que menos gostaram também, poucas foram as citagbes e sem

representatividade.

4.5.2- Andlise Instrumental da Cor e Textura

4.5.2.1- Queijo Minas Frescal

Com base nos dados da tabela 9 pode-se perceber que o queijo sem
corante curcumina apresenta luminosidade significativamente maior que o queijo
com corante ou com complexo. Mas ao analisar o interior, verifica-se que o queijo
com complexo apresenta luminosidade significativamente menor que os demais. O
parametro (a*) praticamente apresentou diferenga significativa em todas as
situagdes. Contudo, o parametro que mais chamou a tencgéao foi o (b*) referente a
intensidade de cor amarela, o qual percebe-se uma diferenca estatisticamente
significativa entre o corante e o complexo evidenciando o maior poder corante do
complexo, fato que pode ser observado também na figura 37 com a visualizagao

dos produtos.
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Tabela 9: Parametros da cor superficie externa e interna do queijo tipo minas
frescal, quando do uso do corante curcumina.

Amostra de Queijo Casca Dentro
(L) (@¥) (b%) (L) (@¥) (b*)
Queijo com Curcumina 85+0,7° -1,5#0,05° 1740,1° 87+0,9° -1,7+0,03° 22+0,6°
Queijo com Curcumina-BCD  83#1°  -3,4%0,7°  43%1®  84#0,5° -3,2#0,2° 43%0,3°
Queijo sem Corante 89+0,5% -0,7+0,2° 13+0,9° 87+0,7% -0,8+0,2° 13+0,6°

Letras iguais em uma mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa entre as amostras
(p<0,05). L* = Luminosidade (O=preto; 100=branco); a* = componente vermelho-verde; b* =
componente amarelo-azul.

Figura 37: Queijo minas frescal, (a) queijo sem adicdao de corante, (b) queijo
acrescido de 20ppm de curcumina, e (c) queijo acrescido de 20ppm de complexo
CP curcumina-p-CD.

A anadlise da tabela 10 demonstra que quanto a textura n&o foram
encontradas diferengas significativas entre os queijos adicionados de corante e

complexo.

Tabela 10: Parametros de textura para queijo tipo minas frescal, quando do uso
do corante curcumina.

Amostra de Queijo Dureza Adesividade Elasticidade Matigabilidade

Queijo com Curcumina 22,1+1,8® -0,1+0,08  0,9+0,03% 16,9+1,3?
Queijo com Curcumina-fCD 23,0 +2,8° -0,07+0,06*° 0,9+0,05° 18,2+2,9°

Letras iguais em uma mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa entre as amostras
(p=0,05).
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4.5.2.2- logurte

Com base nos dados apresentados na tabela 11 pode-se perceber que a
alteragao significativa na luminosidade ocorre no produto sem corante curcumina
em relagao aos demais, contudo, ndo é uma alteragao relevante. O parametro (a*)
praticamente apresentou diferengca significativa em todas as situagbes, mas
também sem relevancia. O parametro (b*) novamente chamou atengéo, pois os
trés produtos apresentaram diferengas significativas, contudo, no produto com
complexo esta diferenga foi muito mais marcante fato que pode ser observado na

figura 38 com a visualizagéo dos produtos.

Figura 38: Tubos de ensaio contendo iogurte, tubo (a) iogurte natural sem
adigao de corante, tubo (b) iogurte natural acrescido de 5ppm de curcumina, e
tubo (c) iogurte natural acrescido de 5ppm de complexo CP curcumina-3-CD.
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Tabela 11: Parametros da cor para iogurte, quando do uso do corante
curcumina.

Amostra de logurte (L) (a*) (b*)
logurte com Curcumina 79,6+0,1° -2,8+0,1° 9,2+0,1°
logurte com Curcumina-pCD 79,7+0,1° -7,1+0,1°¢ 24,2+0,0?
logurte sem Corante 80,8+0,1° -3,240,1° 7,2+0,1°

Letras iguais em uma mesma coluna indicam que nao ha diferenca significativa entre as amostras
(p<0,05). L* = Luminosidade (O=preto; 100=branco); a* = componente vermelho-verde; b* =
componente amarelo-azul.

4.5.2.3- Requeijao

Com base nos dados mostrados na tabela 12 pode-se perceber uma
diferenca significativa em relagcdo ao parametro (L*) e (a*) em praticamente todas
as situacbes estudadas. Quanto ao parametro (b*), referente a intensidade de cor
amarela, observa-se o maior poder corante do complexo, quando comparado com
as demais situagdes. Também é possivel observar que o requeijao com complexo
tém uma maior proximidade na intensidade de cor com o requeijao tipo cheddar.
As diferencas entre o requeijdo adicionado de complexo e corante s&o
visualizadas na figura 38.

Tabela 12: Parametros da cor superficie externa e interna de requeijao quanto
ao estudo do corante bixina.

Amostra de Casca Dentro
requeijao

(L) (a*) (b%) (L) (a*) (b%)

Requeijdo com 66+0,3° 810,1°  36+0,5° 69+0,4° 610,3° 29+0,2°
bixina

Requeijao 71+0,3° 10+0,1°  40+0,4°  75+0,4° 7+0,2° 40+0,4°

complexo bixina

Requeijio sem  81+0,5* -2+#0,0°  17+0,0° 84+1,1° -2+0,19 18%0,9°
corante

Requeijao 69+0,4° 11+0,1®  44+0,6°  72+0,1° 13+0,2* 41+0,1°
cheddar

Requeijao de 7320,2°  -3%0,1° 14+0,6° 74+0,2b,° -4+0,0° 16+0,4°
corte (mercado)

Letras iguais em uma mesma coluna indicam que néo ha diferencga significativa entre as amostras
(p<0,05). L* = Luminosidade (O=preto; 100=branco); a* = componente vermelho-verde; b* =
componente amarelo-azul.
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Figura 39: Requeijao, (a) sem adicao de corante, (b) acrescido de 20ppm de
bixina, e (c) acrescido de 20ppm de complexo CP bixina-g-CD

A anadlise da tabela 13 demonstra que quanto a textura n&o foram
encontradas diferengas significativas entre os requeijdes adicionados de corante e

complexo.

Tabela 13: Parametros de textura para requeijao quanto ao estudo com corante

bixina.
Amostra de Requeijao Dureza Adesividade Elasticidade Matigabilidade
Requeijdo sem corante 14,0£0,4° -0,1+0,0° 0,8+0,0° 7,7+0,3%
Requeijdo com Bixina 14,0+0,4° -0,1+0,0° 0,7+0,0° 6,9+0,2°
Requeijao com Bixina-CD 15,0£0,2°  -0,1+0,0° 0,8+0,0° 7,5+0,2°

Letras iguais em uma mesma coluna indicam que nao ha diferenca significativa entre as amostras
(p=<0,05).
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5- CONCLUSOES E SUGESTOES

Desta maneira baseado em todos os estudos realizados com os corantes

curcumina, bixina e beterraba pode-se concluir que:

1. Para o corante curcumina o melhor método de complexacdo dentre os
testados, foi o de co-precipitacdo, sendo que as analises de caracterizagao do
complexo apresentaram fortes indicios da ocorréncia da formagdo do
complexo de inclusdo. Cabe ainda ressaltar que o valor da constante de
formacdo aparente, K; foi significativa sendo de 1,45x10° mol?.L?> mesmo sem
informacdes relevantes sob a formacdo do complexo pela analise por RMN-
H'. Para este corante ainda, ficou estabelecido uma relagdo estequiométrica

de 1:2 entre curcumina e 3-CD.

2. Ainda para a curcumina foi possivel observar visualmente uma imensa
melhora na solubilidade e capacidade de coloragdo para o complexo de co-
precipitacdo testado em alimentos, o que vislumbra para a industria a
possibilidade de usa-lo com seguranga e confiabilidade obtendo uma melhora

da pigmentag&o nas mesmas concentragdes.

3. Para o corante bixina, o método de complexacao mais eficiente em termos de
protecdo térmica e indicio de formagao de complexos foi também o de co-
precipitacdo com valor de constante de formacdo aparente, K, de 3,34x10?
mol/L. A provavel diferenga deste valor para o conseguido com a curcumina,
talvez seja explicado pela interagao da molécula do corante com a CD que no
caso da bixina € menos intensa na cavidade interior da CD, mesmo assim, o
poder de solubilizagdo em meio aquoso aumentou e a capacidade corante em
alimentos com algum teor de gordura cresceu consideravelmente capacitando
este complexo para uso industrial. Estabeleceu-se para este corante uma

relacédo estequiométrica de 1:1, referente a interagéo bixina-B-CD.
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Para o mesmo corante ainda pode-se observar que as técnicas de
caracterizacdo demonstraram o efeito de protecdo térmica e interacdo de

héspede e hospedeiro, com excegdo do método de RMN-H'.

Ja para o corante beterraba ndo foram obtidos resultados relevantes, ficou
comprovado que devido a baixa pureza do composto e a presenga de muitas
moléculas interferentes, na sua maioria, agucares impediram definir ao certo
qual a interagdo do corante com a molécula da CD, pois, durante a realizagéo
de formagdo do complexo ndo se pode ter a certeza de qual molécula
interagiu com a CD e os valores aleatérios de absorvancia destes compostos

em UV visivel comprovam esta teoria.

Os testes de estabilidade demonstraram uma influencia bastante forte da luz
na decomposicado da bixina e sua complexagdo promoveu uma melhora
significativa na manutengcdo da intensidade da cor. Para a curcumina
percebeu-se que a luz ndo é o unico fator que influencia no processo de

descoloragéo do produto.

Os testes instrumentais de cor comprovaram a maior capacidade colorante
dos complexos frente ao corante puro. Os testes de analise instrumental de
textura demonstraram que a inclusdo do complexo na formulagdo do produto

nao altera suas caracteristicas iniciais.

Os estudos de analise sensorial demonstraram uma o6tima aceitagéo para o
queijo tipo minas frescal, equivalente a uma nota media de 6,7 pontos numa
escala hedbnica de 7 pontos. Para o requeijao a aceitagdo também foi

relevante apresentando uma nota media de 5,6.

Recomenda-se que outras técnicas de inclusdo sejam utilizadas, como

lipossomas, por exemplo, tanto para os corantes onde se conseguiu
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determinar qual melhor complexo a ser utilizado, como no caso da beterraba,
para que os novos complexos formados ao serem analisados por RMN tragam

informagdes complementares.

10. Para implementar ainda mais a solubilizagdo da bixina, sugere-se também o
uso de outras CDs para o processo de complexagao, a titulo de curiosidade,

pois estas encareceriam demais o corante para fins industriais.
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Anexo |

(Graficos de RMN-H')
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Figura 40: RMN-H' para complexo Curcumina-B-CD método de co-precipitacéo.
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Figura 41: RMN-H' para complexo Curcumina-p-CD método de mistura fisica

simples.
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Figura 42: RMN-H' para complexo Curcumina-p-CD método de mistura fisica

com amassamento.
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Figura 43: RMN-H' para complexo Bixina-B-CD método de mistura fisica

simples.
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Figura 44: RMN-H' para complexo Bixina-B-CD método de mistura fisica com

amassamento.
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Anexo Il

(Questionario de Aceitacao dos Novos
Produtos e Intencao de Compra)
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E consumidor de queijo (tipo minas frescal): ( ) sim ( ) néo

Com que frequéncia:

() diariamente ()1 vezporsemana
()2 a3vezes por semana (......) quinzenalmente
(......) uma vez por més

Vocé esta recebendo uma amostra. Por favor, prove e use a escala abaixo
para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou.

7- gostei muito

6-

5-

4 - nem gostei/nem desgostei
3-

2.

1 - desgostei muito

Compraria esse produto? ( ) sim ) néo
Por que ?

E consumidor de requeijdo de corte: ( ) sim ( ) ndo

Com que frequéncia:

() diariamente ()1 vezporsemana
()2 a3vezes por semana (......) quinzenalmente
(......) uma vez por més

Vocé esta recebendo uma amostra. Por favor, prove e use a escala abaixo
para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou.

7- gostei muito

6-

5-

4 - nem gostei/nem desgostei
3-

2 -

1 - desgostei muito

Compraria esse produto? ( ) sim ) néo
Por que ?
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