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RESUMO

O urucum (Bixa orellana L.) € uma planta de vida perene pertencente a familia
Bixaceae e comumente encontrada nas Regibes Norte e Nordeste do Brasil.
Industrialmente € empregado em formulagbes farmacéuticas, cosméticas e em
alimentos como corante natural em substituicdo aos aditivos quimicos. Na porcao
externa das suas sementes encontra-se como o principal carotenoide a bixina. Os
carotenoides sdo compostos que apresentam baixa estabilidade molecular devido a
sua estrutura quimica com duplas ligacbes conjugadas, deixando-a instavel a
diversas condi¢cbes ambientais, tais como temperatura e presenca ou auséncia de
luz e oxigénio. A microencapsulacdo é uma técnica utilizada para estabilizacdo de
corantes naturais e permite uma melhor incorporacdo desses produtos nos
alimentos. O objetivo deste trabalho foi extrair a bixina de sementes do urucum e
encapsular esse composto pela técnica de liofilizacdo utilizando-se maltodextrina
(MD) como agente encapsulante em diferentes condigbes experimentais.
Inicialmente, a bixina foi extraida das sementes empregando-se o método de
lavagens sucessivas com solventes organicos, sendo posteriormente purificada por
cristalizacdo. Foi obtido um rendimento médio da extracéo de bixina de 1,5 + 0,2 %.
O composto foi entdo microencapsulado seguindo um planejamento experimental do
tipo 22, tendo como variaveis independentes a concentracdo de maltodextrina e a
proporcao de bixina em relacdo ao material encapsulante (Mb/Me); e como variaveis
respostas a eficiéncia de encapsulacdo (E%) e a solubilidade do p6 encapsulado. A
maior eficiéncia de encapsulagéo foi obtida para uma concentracdo de MD de 40 %
m/v e para uma propor¢do Mb/Me de 1:20. A maior solubilidade foi observada para
uma concentracdo de MD de 20 % m/v e para uma propor¢gdo Mb/Me de 1:20.

Palavras-Chave: Bixa orellana L. Carotenoide. Liofilizacdo. Produtos naturais.



ABSTRACT

Bixa orellana L. is a perennial plant that belongs to the family Bixaceae commonly
found in the North and Northeast Regions of Brazil. It is industrially employed in
pharmaceutical and cosmetic formulations and in food as natural dyes to replace
chemical additives. In the outer portion of its seeds, bixin is found as the main
carotenoid. Carotenoids are compounds that have low molecular stability due to their
chemical structure with conjugated double bonds, being unstable under several
environmental conditions such as temperature and presence or absence of light and
oxygen. Microencapsulation is a technique used to stabilize natural dyes and allows
a better incorporation of these products into foods. The objective of this work was to
encapsulate bixin by the lyophilization technique using maltodextrin (MD) as an
encapsulating agent under different experimental conditions. Initially, bixin was
extracted from the seeds using a method of successive washes with organic solvents
and then purified by crystallization. The average bixin extraction yield was 1.5 £ 0.2
%. The compound was then microencapsulated according to an experimental design
of type 22, having as independent variables the concentration of maltodextrin and the
ratio of bixin to encapsulant material (Mb/Me); and as response variables the
encapsulation efficiency (E%) and the solubility of the encapsulated powder. Higher
encapsulation efficiency was obtained for a MD concentration of 40% m/v and Mb/Me
ratio of 1:20. Higher solubility was observed at a MD concentration of 20% m/v and
Mb/Me ratio of 1:20.

Keywords: Bixa orellana L. Carotenoid. Lyophilization. Natural products.
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1 INTRODUCAO

A industria de alimentos tem favorecido historicamente o uso de corantes
sintéticos sobre o0s corantes naturais (PRENSTON; RICKARD, 1980). Essa
preferéncia é baseada no que chamamos de vantagens técnicas, tais como: baixo
custo de producéo; contribuicdo ao sabor e/ou aroma do produto acabado; alta
eficacia em baixas concentracdes e estabilidade quimica superior as condi¢cdes de
processamento, distribuicdo e armazenamento; como calor; pH; luz ou oxigénio
(CORRADINI, 2018). A cor dos alimentos desempenha um fator essencial na sua
aceitabilidade e palatabilidade, e para isso, os corantes alimenticios sdo adicionados
aos alimentos para: melhorar sua aparéncia, compensar as variacdes naturais nas
matérias-primas ou a perda de cor durante o processamento, além de atribuir
identidade de cor/sabor para outros produtos alimenticios incolores (GUKOWSKY et
al., 2018; SPENCE, 2016).

Apesar das vantagens técnicas que corantes sintéticos proporcionam, existem
preocupacdes com o0s seus efeitos adversos a saude. Ha estudos que avaliam tais
aditivos alimentares como agentes causadores de canceres (BALAKRISHNAN et al.,
2016), reacbes alérgicas (SHARMA; MCKONE; MARKOW, 2011), transtornos de
déficit de atencdo (ARNOLD et al., 2012) e outros sintomas. Nota-se também que o
uso indevido e a adulteracdo sdo fatores que tém impulsionado a estrita
regulamentacao da aplicacdo em alimentos e sua substituicdo por corantes naturais
ou eliminacao continua (WROLSTAD; CULVER, 2012).

O aumento do mercado consumidor, as mudancas sociolégicas e 0s avangos
tecnolégicos, levaram a modificacbes no processamento de alimentos,
principalmente na producdo de corantes. Atualmente, muitos fitoquimicos sé&o
usados como corantes naturais, tais como: antocianinas (GORDILLO et al., 2018),
betacianinas (WICZKOWKI, 2018), bixina (ZHANG; ZHONG, 2013) e curcumina
(ALMEIDA et al, 2018). Corantes alimentares naturais sdo estudados e utilizados
para serem tao eficazes quanto os derivados de produtos quimicos. Além disso, sado
mais seguros, proporcionam beneficios a saude, além de contribuirem para as
propriedades funcionais dos géneros alimenticios (CAROCHO et al., 2014,
MARTINS et al., 2016).
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No ambito dos produtos naturais e da sua utilizagcdo como alternativa em
substituicdo aos aditivos quimicos nos alimentos, destaca-se 0 uso de carotenoides
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2018). Entre os carotenoides mais usados como aditivos
alimentares estdo os corantes a base de urucum (BOLOGNESI; GARCIA, 2018). A
extracdo industrial de pigmento de urucum tem aumentado desde que a Uniéao
Europeia autorizou o uso destes compostos como aditivo alimentar (E160b) em
diversas commodities alimenticias, sendo o Brasil um dos maiores produtores e
exportadores, respondendo por 57% da producdo mundial (SILVEIRA; TAPIA-
BLACIDO, 2018).

O urucum, é uma importante fonte de corante natural para as industrias
alimenticia (bebidas, laticinios e produtos cérneos), farmacéutica (expectorante,
laxativo, cardiotonico, hipotensor, antibiotico, anti-inflamatério e cicatrizante) e téxtil,
representando 90% dos aditivos de cor naturais utilizados no Brasil (BRASIL, 2016;
CAPELLA, 2016; SOUSDALEF et al.,2013; SOUZA, 2000; SOUZA et al., 2016). O
corante € extraido do pericarpo (MANTOVANI et al., 2013; VALERIO, 2012), do
urucuzeiro (Bixa orellana L.), planta nativa da América Central e do Sul que possui
ciclo de vida perene (OLIVEIRA, 2005). No Brasil, foi identificada principalmente nos
Estados do Norte e Nordeste, principalmente Amazonas, Para, Paraiba, Piaui,
Maranh&o, Cearéa e Bahia (COSTA, 2007).

A partir das sementes do urucuzeiro é extraida a bixina (C2sH3004) (ROJAS et
al., 2015), um carotendide insoluvel em agua e soluvel em solventes organicos e que
apresenta baixa estabilidade quimica. Uma das alternativas usadas para melhorar a
estabilidade da bixina é a técnica de encapsulacdo, que consiste no revestimento de
particulas (RUNTZ, 2013) e que pode fornecer inUmeros beneficios ao material
encapsulado, pois pode protegé-lo das reagbes de oxidacdo, degradacdo e
volatilizacdo (CARMO; BARROS FERNANDES; BORGES, 2015). Os materiais de
revestimento mais utilizados sdo: goma arabica, maltodextrina, amidos
emulsionantes e proteina de soro de leite (AZEREDO, 2005; FERNANDES et al.,
2012; ZUIDAM; SHIMONI, 2009).

As maltodextrinas sdo amplamente utilizadas como material de parede, pois

possuem pouca capacidade de emulsificacédo. Estes carboidratos tém caracteristicas
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como baixo custo, alta solubilidade e solidos soluveis elevados, proporcionando
protecdo adicional para o material encapsulado (CAMPELO, 2017).

Dentre as técnicas de encapsulacdo conhecidas, destaca-se a liofilizacao.
Essa tecnologia € bem conhecida na industria alimenticia e farmacéutica (PADRO-
RODRIGUEZ; LOPEZ-GONZALEZ; NUVIOLA-FROMETA, 2017) e baseia-se na
remocdo de agua por sublimacdo formando microparticulas de material ativo
protegido por um filme (ABDELWAHED; DEGOBERT; FESSI, 2006; RATTI, 2001).

O objetivo principal desse processo é proteger o material contido na capsula
de condi¢des adversas, contribuindo assim para a reducéo de sua instabilidade. Isto
ocorre devido a capacidade que as microcapsulas possuem de reduzir a taxa de
evaporacao e de transferéncia de material do nucleo para o ambiente. Além disso,
modificam as caracteristicas fisicas do material, facilitando seu manuseio e
propiciando a liberacdo do material encapsulado de maneira controlada (FANG;
BHANDARI, 2010; SCHROOYEN; VAN DER MEER; KRUIJF, 2001).

Nesse contexto, objetiva-se a preparacdo de um p6 encapsulado de bixina de
modo que as suas propriedades como composto bioativo sejam preservadas;
proporcionando uma melhora da sua solubilidade e estabilidade e a ampliacdo da

sua aplicacdo como composto natural em substituicdo ao uso de corantes sintéticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Extrair o pigmento bixina a partir de sementes de urucum (Bixa orellana L.) e

encapsular este composto por liofilizagao.

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar as sementes de urucum quanto a sua composicao fisico-quimica;
- Extrair a bixina a partir da semente de urucum;

- Quantificar a bixina extraida por analise cromatografica;

- Liofilizar a bixina utilizando como veiculo encapsulante a maltodextrina;

- Avaliar a eficiéncia de microencapsulacéao;

- Avaliar a solubilidade do p6 microencapsulado.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Urucum

O urucum (Bixa orellana L.) (Figura 1.1) é o fruto do urucuzeiro e foi nomeado
pelo pesquisador Francisco Orellana (PRESTON; RICKARD, 1980), sendo
internacionalmente conhecido como annatto. Apesar de sua denominacéo cientifica,
ainda possui varias nomeacdes pelo mundo, tais como urucu e urucum (Brasil);
atole, achiote e bija (Peru, Colémbia e Cuba); achiote, anoto (Venezuela); uruku
(Paraguai); rocou e rocoyer (Republica Dominicana e Guiana Francesa); rocuyer
(Franga); changuarica e K’ u-zub (México) (CUNHA, 2008).

Figura 1.1 — llustracdes do urucum.

A: fruto verde; B: cachopa com frutos maduros; C: em floracdo; D: fruto aberto com sementes
expostas.
Fonte: Oliveira (2005, p. 31).

Essa planta possui ciclo de vida perene e é pertencente a subdivisdo:
Angiospermae, classe: Dicotiledoneae, ordem: Parietales, subordem: Cristianeae,

7z

familia: Bixaceae e género: Bixa. Essa espécie é nativa da Floresta Tropical da
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América Central e do Sul, sendo também encontrada no Leste e Sul da Africa
(Quénia e Gana), podendo atingir de 2 a 6 metros de altura. No Brasil, € comumente
encontrada na regiao Norte (FELICISSIMO et al., 2004; OLIVEIRA, 2005).

O arbusto dessa planta tem folhas codiformes, dentadas e pontuadas (Figura
1.2). Suas flores sdo hermafroditas de cor azul réseo com cinco pétalas nas
extremidades dos galhos, formando fasciculos. Desses, nascem as cachopas
(cdpsulas ovoides com dois ou trés capelos que protegem as sementes). As
cachopas séo cobertas por espinhos, e cada uma dessas unidades contém cerca de
54 sementes rodeadas de polpa mole e de coloracdo vermelho intensa (ALVES,
2005).

Figura 1.2 — Corte longitudinal de uma cépsula de urucum.

A: cachopa; B: sementes; C: espinhos.
Fonte: Alves (2001, p. 6).

3.1.1 Aplicagbes do urucum

Essa planta vem sendo amplamente utilizada para fins desde comerciais,
devido a sua capacidade de colorir, quanto medicinais (VALERIO, 2012;
OLEGARIO; SANTOS, 2014). O urucum é uma fonte importante de corantes
naturais para as indastrias alimenticia, farmacéutica, téxtil e de produtos de cuidados
pessoais. Segundo dados do IBGE, a producéo de urucum no ano de 2016 chegou a

1817 toneladas (BRASIL, 2016). O corante é extraido do pericarpo (tegumento que
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envolve externamente a semente do urucum) (MANTOVANI et al., 2013; VALERIO,
2012).

Os corantes de urucum representam cerca de 90% dos corantes naturais
utilizados no Brasil e 70% em todo o mundo (SOUSDALEF et al., 2013). Na culinaria
regional, € comum o uso do urucum, que tem a denominagao popular de “colorau”; e
0 seu consumo é estimado em 20 a 25 mil toneladas/ano em todo o pais
(ANSELMO; MATA; RODRIGUES, 2008). O seu uso pela industria de alimentos data
de cerca de 100 anos atrds (LANCASTER; LAWRENCE, 1996). A principio,
restringia-se a aditivos alimentares em leite e derivados lacteos; hoje, também séo
utilizados em uma ampla faixa de produtos alimenticios como: cereais, salgadinhos,
sorvetes e temperos (TOCCHINI; MERCADANTE, 2001).

Na cosmetologia, o corante natural de urucum pode ser empregado na
fabricacdo de pos faciais, esmaltes, batons e creme bronzeador da pele. HA um
segmento desse setor, chamado de fitocosméticos, do qual os pigmentos de Bixa
orellana L. fazem parte. O pigmento extraido da semente é oferecido em cépsulas
que auxiliam e estabilizam a cor da pele em processos de bronzeamento (SILVA;
BIZERRA; FERNANDES, 2018).

O urucum possui muitos compostos bioativos que sdo provenientes do
metabolismo secundario das plantas, e entre eles destacam-se 0s compostos
fendlicos e os carotenoides. No organismo humano, os carotenoides atuam na
prevencdo de doencas cronicas nao transmissiveis, reducdo da degeneracao celular
relacionada ao envelhecimento e na reducdo do desenvolvimento de canceres
(MATIOLI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003; MORAIS, 2006).

Estes compostos estdo relacionados com as propriedades funcionais das
sementes, entre elas a atividade antioxidante, responsavel pela prote¢do a oxidacao
celular (LIMA et al., 2003; MOREIRA, 2013). Em relacdo as propriedades
farmacoldgicas existentes, pode-se citar: antibacteriana e anti-fiungica, antioxidante,
diurética, anti-inflamatéria, hipoglicémica, hepatoprotetora e anti-hipertensiva
(GARCIA et al., 2012; MORAIS et al., 2012; SANTOS et al., 2014; WALESKA et al.,
2010).
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3.1.2 Pigmentos do urucum

A partir das sementes de urucum sdo obtidos os pigmentos norbixina
(hidrossoluvel) e bixina (lipossolavel) (LIMA, 2010). Segundo Kang et al. (2010),
existem trés processos comerciais usados para extrair o pigmento das sementes de
urucum secas: extracao direta em 6leo, extracao direta em &lcali aquoso ou extragdo
indireta com solventes. A partir da extragdo com 6leo ou solvente, o corante obtido
principalmente é a bixina; ja a extracdo com base aquosa saponifica o grupo metila

da bixina, produzindo norbixina como corante principal.

Tanto a norbixina como a bixina ocorrem naturalmente na forma cis, mas
podem ser convertidas para a forma trans pela luz e pelo calor. As formas trans da

bixina e da norbixina s&o mais vermelhas que suas formas cis (OLIVEIRA, 2005).

3.1.2.1. Norbixina

7

A norbixina, de formula molecular Cy4H230, (Figura 1.3), € o produto da
saponificacdo da bixina, que quando submetida a hidrélise em meio alcalino produz
a norbixina, pigmento de cor vermelho intensa (OLIVEIRA, 2005). E encontrada em
grandes concentracdes nas preparacdes hidrossoluveis, estando presente em menor
quantidade nas preparacdes lipossoliveis e nas sementes (TOCCHINI;
MERCADANTE, 2001).

Figura 1.3 — Estrutura molecular da norbixina.
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Fonte: Tocchini e Mercadante (2001, p. 311).
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3.1.2.2. Bixina

A bixina (CzsH3004) € um diapocarotenoide de éster dicarboxilicomonometil,
com configuracdo cis 1,8. Esse pigmento, que representa cerca de 80% dos
carotenoides totais presentes nos graos, € o principal componente natural do
urucum. Foi isolado pela primeira vez no ano de 1825, sendo que a sua primeira
cristalizacdo foi realizada em 1878 (PRESTON; RICKARD, 1980). Além disso, é a
bixina a responsavel pela coloracdo vermelho intensa das sementes (AZZA et al.,
2015; BOUVIER; DOGBO; CAMARA, 2003; CARDARELLI; BENASSI;
MERCADANTE, 2008; FONTANA et al, 2010; MANTOVANI et al., 2013;
PACHECO, 2014; SILVEIRA, 2017).

Na semente bruta, a concentracdo desse carotenoide pode chegar a até 5%,
porém como existem diferentes variedades de graos, estes podem apresentar teores
as vezes inferiores a 2%. O valor comercial da semente é baseado no percentual de
bixina (CARVALHO et al.,, 2010). A Figura 1.4 mostra a estrutura molecular da

bixina.

Figura 1.4 — Estrutura molecular da bixina.
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Fonte:Tocchini e Mercadante (2001, p. 311).

Esta estrutura central pode possuir uma ou ambas extremidades com
estruturas ciclicas ou grupos funcionais. Os elétrons 1T deslocalizados do sistema de
dupla ligacéo conjugada séo de tal forma que a energia do primeiro estado excitado
€ relativamente pequena. Esta energia corresponde a absorcdo da luz visivel na
faixa de comprimento de onda de 400 a 500 nm, sendo esse espectro responsavel
pelas cores que vao desde o amarelo ao vermelho e que sdo geralmente associadas
aos carotenoides (TAY ABOGZO, 2018).
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A bixina é classificada e indexada como corante natural no Color index como
Cl N° 75120, e pela Comunidade Econémica Européia (CEE) no Caodigo
internacional dos corantes de urucum como E160b e CI Natural Color 4 (OLIVEIRA,
2005). Na natureza, a maioria dos carotenoides ocorre como hidrocarbonetos trans-
isbmero e sao insoluveis em agua. Dos poucos carotenoides que ocorrem como cCis-

isdmero na natureza, a cis-bixina esta entre os menos estudados (MORAIS, 2006).

3.2 Carotenoides

O termo carotenoide refere-se a um conjunto de pigmentos nos quais as suas
coloracdes variam do amarelo ao vermelho, sendo estes distribuidos entre os reinos
vegetal e animal (ALVES, 2005). Nos anos 70 eram conhecidos apenas 300
pigmentos desse grupo; jA em 1992, esse numero duplicou e hoje, devido ao
isolamento desses compostos a partir de organismos marinhos, acredita-se que
esse numero estd em constante crescimento (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ;
PAREDES-LOPEZ, 2000; DOWNHAM; COLLINS, 2000).

Os carotenoides sdo uma extensa classe estrutural de compostos
caracterizados pela presenca de uma cadeia poliénica conjugada, podendo ter 40 ou
mais carbonos em sua estrutura. As variagbes estruturais encontram-se na
extremidade da cadeia, podendo apresentar anéis ou terminacdo poliénica
(MERCADANTE; PFRANDER, 2001, TAY-AGBOZO, 2018), sendo responsaveis por
uma alteracdo no comprimento de onda da absorcdo maxima no espectro visivel,
aproximando-se de 440 a 489 nm, o0 que resulta em tons de amarelo a vermelho
alaranjado (WROLSTAD; CULVER, 2012).

A grande estrutura de duplas ligacbes conjugadas presentes nos
grupamentos cromoéforos da cadeia de hidrocarboneto também é responsavel pela
baixa estabilidade dessa molécula, sendo esta influenciada por fatores como:
presenca/auséncia de oxigénio, altas temperaturas e luz (MERCADANTE;
PFRANDER, 2001; MONTENEGRO et al., 2004). Sendo assim, a organizagao

estrutural quimica da molécula de bixina € composta por uma cadeia de carbono de
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20 dienos conjugados com quatro grupos metila e radicais hidrogénio ou metila nas
extremidades. O polieno cadeia neste tipo de sistema conjugado (isto €, onde os
elétrons-r sdo altamente deslocalizados) fornece as caracteristicas fitoquimicas do

carotendide, incluindo a cis-trans isomeriza¢do (SCOTTER, 2009).

Os carotenoides sao classificados pela sua estrutura quimica como
carotenos, que sdo constituidos por carbono e hidrogénio, e oxicarotenoides ou
xantofilas, que possuem carbono, hidrogénio e oxigénio (MORAIS, 2006).

Além disso, os carotenoides podem ser classificados como priméarios ou
secundarios. Os carotendides primarios sao integrantes do processo de fotossintese
(B-caroteno, violaxantina e neoxantina), enquanto que o0s secundarios estao
localizados em frutas e flores (a-caroteno, B-criptoxantina, zeaxantina,
antheraxantina, capsantina e capsorubina) (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ;
PAREDES-LOPEZ, 2000).

3.3 Encapsulacao

Uma das alternativas usadas para melhorar a estabilidade dos carotenoides
de urucum é a técnica de encapsulacao (RUNTZ, 2013). Esta técnica consiste em
um processo de empacotamento de particulas, como por exemplo: compostos de
sabor, pigmentos, acidulantes, nutrientes, enzimas e conservantes. Ainda pode-se
definir como o aprisionamento de um ingrediente sensivel dentro de um material de
revestimento (mais resistente), produzindo particulas de diferentes tamanhos
(BURGAIN et al., 2011; LAKKIS, 2007).

A estrutura formada em torno do encapsulado é chamada de parede, que é o
material exterior que da a forma da microcdpsula, enquanto que o ingrediente
interno constitui o material ativo. Os materiais de parede mais utilizados sdo: goma
arabica, maltodextrina, amidos emulsionantes e proteina de soro de leite
(AZEREDO, 2005; FERNANDES; CANDIDO; OLIVEIRA, 2012; ZUIDAM; SHIMONI,
2009).
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As microparticulas (Figura 1.5) podem ter o tamanho variando entre fracdes
de um micron até varios milimetros, apresentando-se em diferentes formas,
dependendo dos materiais e métodos utilizados na sua preparacdo. A
microencapsulacdo de corantes se destina a protegé-los contra a oxidacao,
fornecendo um aumento vida de prateleira e uma solubilizacdo mais eficiente
(AZEREDO, 2005; FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008).

Figura 1.5 — Modelos de microparticulas.

& O.0.

Modelos: (A): matriz (microsfera); (B): microcapsula simples; (C): simples, irregular; (D): duas
paredes; (E): varios nucleos; (F): agrupamento de microcapsulas.
Fonte: Azeredo (2005, p. 89).

O obijetivo principal desse processo € proteger o material do nacleo contido na
capsula de condicbes adversas, contribuindo assim para a melhora da sua
estabilidade nas condicdes ambientais. Além disso, modificam as caracteristicas
fisicas do material, facilitando seu manuseio e propiciando a liberacdo do material
encapsulado de maneira controlada (FANG; BHANDARI, 2010; SCHROOYEN; VAN
DER MEER; DE KRUIJF, 2001).

A encapsulacdo apresenta inimeras vantagens: aumenta o0 tempo de
armazenamento das substancias; melhora a solubilidade da substancia encapsulada
e a sua incorporagdo em sistemas secos; diminui as interacdes da substancia
encapsulada em relacdo aos fatores ambientais, impedindo perdas sensoriais e
nutricionais; mascara substancias com sabores indesejaveis; permite que a liberacao
da substancia encapsulada seja modificada, ocorrendo de forma lenta ou a partir de

determinado estimulo e reduz a velocidade de evaporacdo de substancias volateis
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(AZEREDO, 2005; ANAL; SINGH, 2007; BURGAIN et al., 2011; KUANG; OLIVEIRA;
CREAN, 2010).

Este processo € particularmente adequado para a encapsulacdo de
antioxidantes naturais que sdo utilizados em alimentos, produtos farmacéuticos,
cosmeéticos e industrias (DURANTE; LENUCCI; MITA, 2012; KANDASWAMI,
MIDDLETON, 1994). Diversas técnicas tém sido empregadas na elaboracdo de
microcépsulas, tais como: coacervagao, extrusédo, extrusdo centrifuga, recobrimento
em leito fluidizado, spray drying, spray cooling, e liofilizacdo (ALVES, 2014,
AZEREDO, 2005; SOUZA, 2012).

3.3.1 Encapsulacéo por liofilizagao

A liofilizacdo, também denominada de criodesidratacdo ou criosecagem, €
uma tecnologia bem conhecida na indGstria alimenticia e farmacéutica (PADRO-
RODRIGUEZ; LOPEZ-GONZALEZ, 2017). O termo liofilizacdo vem do grego
“liophile” e significa como solvente, referindo-se a habilidade desse método de secar
0 produto para reidrata-lo depois (RAY; MAY, 2004).

Historicamente, o primeiro produto liofilizado de maneira adequada foi o virus
da raiva, em 1911 (TERRONI et al., 2013), porém o conhecimento da técnica data
de 1906, onde era usada para a preservacao de vacinas. Durante a Segunda Guerra
Mundial (1939-1945), o processo de liofilizagédo atingiu a escala industrial devido a
demanda por plasma sanguineo. Entretanto, ja havia a comercializacdo de café em

po, que surgiu em 1938, pela companhia Nestlé® (TERRONI et al., 2013).

A partir da década de 1960, passaram a surgir varios alimentos liofilizados no
mercado, inclusive alimentos fornecidos aos astronautas em miSSao no espago
(ADAMS, 2002). Depois disso, e com o desenvolvimento da técnica, seu uso foi
disseminado em todo o meio industrial, com uma ampla aplicagcdo. Sao
rotineiramente liofilizadas grandes variedades de substancias, tais como: alimentos

(ervas, frutas e produtos lacteos), antibidticos, anticoagulantes, bactérias, virus,
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enzimas, entre outros (DZIEZAK, 1988; SHAHIDI; HAN, 1993; WEISSMUELLER;
SCHIFFTER; POLLARD, 2013).

O método baseia-se na remoc¢do de agua por sublimacdo (ABDELWAHED;
DEGOBERT; FESSI, 2006; RATTI, 2001). O ciclo de liofilizacdo pode ser dividido em
trés etapas: congelamento (solidificacdo), secagem primaria (sublimacéo de gelo) e
secagem secundaria (absor¢cdo de agua descongelada) (STRALLER; LEE, 2017).
Para que o produto ndo passe pelo estado liquido durante a liofilizacao, € necessario
gerar um vacuo durante o processo, mantendo a temperatura suficientemente baixa
e a baixa pressao atmosférica. Além disso, é necessario fornecer energia suficiente
na forma de calor dentro do equipamento, simultaneamente, para compensar a
transicado de fase (HOCHI et al., 2011).

O emprego da liofilizacdo como técnica de microencapsulacdo apresenta a
vantagem de obter produtos com elevada solubilidade e estabilidade oxidativa. Para
tal, a secagem do produto de interesse é realizada pela adicdo de um agente
encapsulante, em geral um polimero como material de parede. De acordo com a
escolha do agente encapsulante utilizado no processo, podem ser obtidas particulas
de diferentes tamanhos (SCHAFFAZICK et al., 2003).

3.3.2 Materiais de parede

A escolha do material de parede € um dos parametros mais importantes nos
processos de microencapsulacdo de alimentos. Sua composicao e estrutura quimica
podem afetar a qualidade do produto em pd, sendo fatores que devem ser
observados e estudados para a formagédo de uma boa emulsdo. E deve-se levar em
consideracdo a necessidade de baixo custo, como boa formacdo de barreira
protetora do material ativo, alta temperatura de transicao vitrea e consequentemente
estabilidade durante o armazenamento (CAMPELO et al., 2017).

O material a ser utilizado como agente encapsulante deve atender a muitos
critérios, como a protecdo de material, alta solubilidade em &gua, cristalinidade,

difusibilidade, boas propriedades de emulsificacdo e formacdo de filme
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(GHARSALLAOUI et al., 2007). Os principais produtos usados como agentes
encapsulantes incluem gomas naturais (goma ardbica, alginatos, carrageninas),
proteinas (proteinas lacteas, proteinas de soja, gelatina), carboidratos
(maltodextrinas e derivados de celulose) e/ou lipidios (ceras, emulsionantes)
(ZUIDAM; SHIMONI, 2009).

3.3.2.1. Maltodextrina como agente encapsulante

Os carboidratos possuem boa capacidade de absorver os materiais ativos
volateis e reté-los em sua estrutura, sendo amplamente utilizados nos processos de
microencapsulacéo (LIU et al., 2001). Um dos carboidratos mais empregados como
agente encapsulante é a maltodextrina. Além do baixo custo, apresenta baixa
higroscopicidade, evitando a aglomeracdo das particulas, efeito antioxidante, alta
solubilidade e alto teor de solidos soluveis (AZEREDO, 2005).

As maltodextrinas sao produtos da hidrélise do amido e séo classificadas pelo
seu teor de dextrose equivalente (DE). A DE desses compostos pode ser definida
como o nivel de hidrélise do amido e estéd associado a sua capacidade redutora, ou
seja, quanto maior o seu valor, maior o seu grau de hidrélise (OLIVEIRA et al.,
2013). Alguns estudos mostraram que as maltodextrinas com diferentes DEs
produzem microparticulas com propriedades fisicas e quimicas diferentes
(CAMPELO et al., 2018).

Como a maltodextrina consiste em uma mistura de polimeros de varios
tamanhos (glicose, maltose, oligossacarideos e polissacarideos), o DE & um valor
médio que pode variar de 3 a 20 (AKHAVAN MAHDAVI et al., 2016).

3.4 Espectrofotometria

A espectroscopia consiste em uma técnica de quantificacdo de compostos
fundamentada na lei de Lambert-Beer, que € a base matematica para medidas de

absorcao de radiacdo por amostras no estado solido, liquido ou gasoso, nas regides
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ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro eletromagnético. A luz ultravioleta é a
radiacdo eletromagnética com comprimento de onda entre 180 e 400 nm e a luz
visivel apresenta o comprimento de onda na regido entre 400 e 780 nm (SPUDEIT,
2009). Espectrofotometria na regido UV-VIS do espectro eletromagnético é uma das
técnicas analiticas mais empregadas, pois apresenta custo relativamente baixo e
grande numero de aplicacdes (ROCHA; TEIXIRA, 2004).

Essa quantificacdo € tipicamente obtida medindo-se a absorbéncia das
solugbes estoque e usando os valores obtidos para calcular a concentracdo do
composto de interesse. Os valores de absorbancia dependem do coeficiente de
absorcdo do composto nos solventes utilizados (RAHMALIA et al.,, 2014).Sua
aplicacdo para pesquisa cientifica e tecnolégica abrange uma ampla area do
conhecimento, sendo muito utilizada na quantificacéo direta de pequenas moléculas
organicas e inorganicas, de macromoléculas como proteinas e acidos nucléicos ou
na quantificacéo indireta de espécies inorganicas, organicas e biolégicas através da
titulacdo de indicadores cromogénicos e/ou reagentes especificos (GALO;
COLOMBO, 2009).

O equipamento utiizado por essa técnica € denominado do
espectrofotometro. Os espectrofotometros podem ser de feixe simples ou de feixe
duplo, que é direcionado para a amostra varias vezes por segundo. Na Figura 1.6
tém-se a representacdo esquematica de um espectrofotbmetro de feixe simples
(PASSOS; SARAIVA, 2019; PASK et al., 2008; SPUDEIT, 2009).

Este consiste basicamente de uma fonte luz (A), na qual normalmente usa-se
lampada de deutério e tungsténio, sendo a primeira para a regido do UV e a
segunda para a regido do visivel, os monocromadores (B), que sdo destinados a
selecionar faixas do espectro de emissdo de luz; apdés passar pelos
monocromadores o feixe de luz incide na amostra que estd em uma célula. As
células (C) normalmente sdo de quartzo ou vidro; por ultimo, o detector (D). Os

espectrofotbmetros podem empregar um ou varios detectores (SPUDEIT, 2009).

Figura 1.6 - Representacdo de um espectrofotdmetro de feixe simples e com

monocromador de prisma.
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Legenda: A: fonte de luz (lampada); B: monocromador; C: célula; D: detector.
Fonte: Spudeit (2009, p. 4).

3.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) € uma técnica que utiliza
alta presséo para forcar a fase movel e um analito através de uma coluna fechada
com particulas em escala micrométrica, que constituem a fase estacionaria (LA
COURSE, 2017). Consiste numa ferramenta de rotina para a separagao de misturas
complexas (SHOCKCOR, 2017).

A separacao de cada entidade quimica da mistura baseia-se na sua afinidade
distinta em relacdo ao material adsorvente na coluna ou na fase movel, fazendo com
que varios constituintes se desloquem a diferentes velocidades e se separem.
Anteriormente, era chamada de cromatografia liquida de alta pressao, pois depende
de bombas de alta pressao para permitir uma separacdo mais rapida (SAHU et al.,
2017).

A composicao basica de um instrumento de CLAE inclui as seguintes partes
(Figura 1.7): um sistema de fornecimento de solvente (recipientes de solvente e
desgaseificador); um sistema de bombeamento de alta pressdo; um injetor; um
suporte de coluna com termostato; uma coluna cromatografica (possivelmente com
uma coluna de guarda ou pré-coluna); um ou mais detectores e a unidade de
controle de instrumento e processamento de dados (MOLDOVEANU; DAVID, 2017).
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Figura 1.7 — Esquema representativo de um equipamento de cromatografia liquida

de alta eficiéncia.

Degaseificador Amostras | Suporte :
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Fonte: Moldoveanu e David (2017, p. 87).

A utilizacdo dessa técnica depende predominantemente de alguns parametros
intrinsecos da fase movel, tais como polaridade, vazdo, pH e composi¢do, bem
como de propriedades inerentes da matriz da amostra e do tipo e natureza da fase
estacionaria, além de fatores ambientais como temperatura e tipo de detector do
equipamento. Esses fatores devem ser controlados concomitantemente para a

obtencado das separacdes desejadas durante a andlise (HEYDEN et al., 2001).
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4.1 Resumo

A bixina € o principal carotenoide encontrado na porcdo externa das
sementes de Bixa orellana L., popularmente conhecida como urucum.
Industrialmente, € empregada em formulagcbes farmacéuticas, cosméticas e em
alimentos como corante natural em substituicdo aos aditivos quimicos. Este trabalho
visa extrair a bixina de sementes do urucum e encapsular este carotenoide usando a
técnica de liofilizacdo empregando-se maltodextrina como agente encapsulante sob
diferentes condi¢Bes experimentais. A bixina foi extraida das sementes de urucum in
natura empregando-se um método de lavagens sucessivas com solventes organicos
e posterior purificacdo por cristalizacdo, obtendo-se um rendimento de 1,5 + 0,2 %.
O composto foi submetido a analises espectrofotométricas em etanol, alcool
isopropilico, dimetilsulfoxido (DMSO), cloroférmio e hexano. Os melhores resultados
foram obtidos para o cloroférmio (escolhido para solubilizar a bixina durante o
preparo das amostras na etapa de microencapsulacdo) e hexano (solvente utilizado
nas analises espectrofotométricas). A bixina foi microencapsulada seguindo um
planejamento experimental do tipo 22, tendo como varidveis independentes a
concentracdo de maltodextrina (20 a 40 %) e a proporcao de bixina em relagédo ao
material encapsulante (Mb/Me-1:20 a 1:40), enquanto que as variaveis resposta
foram a eficiéncia de encapsulacdo (E%) e a solubilidade do pé encapsulado. A
maior eficiéncia de encapsulacéo foi obtida para uma concentracdo de MD de 40 %
m/v e para uma propor¢do Mb/Me de 1:20. A maior solubilidade foi observada para
uma concentracdo de MD de 20 % m/v e para uma propor¢gdo Mb/Me de 1:20.

Palavras-chave: Carotenoides. Urucum. Particula
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4.2. Abstract

Bixin is the main carotenoid found in the outer portion of the seeds of Bixa
orellana L., popularly known as annatto. This compound is industrially employed in
pharmaceutical, cosmetic and food formulations as natural dyes to replace chemical
additives. This work aims to extract the bixin carotenoid from the annatto seeds and
encapsulate using the lyophilization technique. Maltodextrin was used as
encapsulating agent under different experimental conditions. Bixin was extracted
from the annatto seeds in natura employing a method of successive washes with
organic solvents and subsequent purification by crystallization, getting a yield of 1,5 +
0,2 %. Bixin was analyzed spectrophotometrically in different organic solvents:
ethanol, isopropyl alcohol, dimethylsulfoxide (DMSO), chloroform and hexane. The
best results were obtained for chloroform (chosen to solubilize bixin during the
preparation of the samples in the microencapsulation stage) and hexane (solvent
used in the spectrophotometric analyzes). Bixin was microencapsulated following an
experimental design of type 22, having as independent variables the concentration of
maltodextrin (20 to 40%) and the ratio of bixin to maltodextrin (Mb/Me-1: 20 to 1:40),
while the response variables were the encapsulation efficiency (E%) and the
solubility of the encapsulated powder. Higher encapsulation efficiency was obtained
at a MD concentration of 40% w/v and a Mb/Me ratio of 1:20. Higher solubility was

observed at a MD concentration of 20% w/v and a Mb/Me ratio of 1:20.

Keywords: Carotenoid. Urucum. Particles.
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4.3 Introducéao

A bixina é um diapocarotendidede éster dicarboxilicomonometil, com
configuracéo cis, 1,8, solivel em solventes orgéanicos e encontrado majoritariamente
nas sementes de Urucum (Bixa orellana L.) (Mercadante, 2001). Possui formula
molecular CysH300,4 € estd presente no revestimento externo dos gréos da planta
(Rahmalia et al., 2014). E considerado um corante natural responsavel pelas
tonalidades que variam do amarelo ao vermelho (Mantovani, Grando, Xavier, &
Otoni, 2013).

Os carotenoides de urucum sdo amplamente utilizados tanto pelas industrias
de alimentos quanto pela farmacéutica (Dornas et al., 2010) Nas industrias
alimenticias é empregado como antioxidante (Souza et al., 2016), agente
fotoprotetor (Rojas et al., 2015) e corante natural (Mercadante, 2001). Sob o aspecto
medicinal, as sementes de urucum possuem propriedades expectorante; laxativa;
cardiotdnica; hipotensora e antibibtica; anti-inflamatéria e cicatrizante (Bolognesi,
2018; Capella et al., 2016; Olegério & Santos, 2014).

A estrutura da bixina contém uma longa cadeia de hidrocarbonetos poli-
insaturados com um A&cido carboxilico e um grupo éster metilico em cada
extremidade da cadeia. Devido a presenca desses grupos funcionais em sua
estrutura quimica, a molécula é insoltvel em agua e solivel em solventes orgéanicos
polares, como: hexano, metanol e acetona (Humeau et al., 2000) o que a caracteriza
como composto lipossoluvel (Jahangiri et al., 2018).

As variacdes na cadeia proporcionam a molécula capacidade de absorcdo da
luz no comprimento de onda no espectro visivel, aproximando-se de 440 a 489 nm, o
gue resulta em tons de amarelo a vermelho alaranjado (Wrolstad & Culver, 2012).
Esta capacidade deve-se a presenca de uma cadeia poliénica conjugada, que
possui um sistema de dupla ligacdo localizado centralmente que atua como
cromoforo e € essencial para multiplas funcdes e acbes (Rodriguez-Concepcion et
al., 2018). Sendo assim, os modelos analiticos mais utilizados para a determinagao
de bixina sdo a espectroscopia UV-visivel e a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) (Rahmalia et al., 2014).
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A presenga de uma cadeia poliénica conjugada torna os carotenoides
propensos a isomerizacdo e oxidacdo (Rodriguez-Concepcion et al., 2018),
tornando-os instaveis por fatores como presenca/auséncia de oxigénio, altas
temperaturas e luz (Montenegro et al., 2004).

Uma das alternativas usadas para melhorar a estabilidade dos carotenoides
de urucum é a técnica de microencapsulacao (Rutz, 2014). O emprego da liofilizacao
como técnica de microencapsulacdo apresenta a vantagem de obter produtos com
elevada solubilidade e estabilidade oxidativa. Para tal, a secagem do produto de
interesse é realizada pela adicdo de um agente encapsulante, em geral um polimero
como material de parede. De acordo com a escolha do agente encapsulante
utilizado no processo, podem ser obtidas particulas de diferentes tamanhos
(Campelo et al., 2017).

Este trabalho visa encapsular por liofilizacdo o carotenoide bixina, usando
maltodextrina como material de parede. A encapsulacéo foi realizada seguindo um
planejamento experimental do tipo 22, tendo como varidveis independentes a
concentracdo de maltodextrina e a propor¢cdo de bixina em relacdo ao material
encapsulante (Mb/Me), enquanto que as variaveis resposta foram a eficiéncia de
encapsulacao (E%) e a solubilidade do p6 microencapsulado.

4.4 Material e métodos

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Bromatologia,
Bioprocessos e de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de
Pernambuco — campus Vitéria de Santo Antéo e nos Laboratérios de Bioprocessos e
Bioprodutos da Universidade Federal de Pernambuco - campus Recife e do

Laboratorio de Imunopatologia Kiezo Asami.

4.4.1 Sementes de urucum (Bixa orellana L.)

As sementes de urucum (Bixa orellana L.) foram adquiridas da Empresa
Beleza da Terra (Space Green FE0444), sendo estocadas em sacos de polietileno

hermeticamente fechados em refrigerador a 8-10°C (Santana et al.,, 2008). As
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sementes foram caracterizadas em termos do teor de proteinas, lipideos, cinzas e
umidade de acordo com os métodos analiticos oficiais (Pregnolatto & Pregnolatto,
1985).

4.4.2 Extracdo de bixina

Cada extracdo de bixina foi realizada a partir de 200 g de sementes de
urucum (Rios & Mercadante, 2004). Inicialmente, foram realizadas duas lavagens
sucessivas das sementes com solugdo de hexano/metanol (1:1) por 15 min sob
agitacdo. Em seguida, as sementes foram lavadas por duas vezes com acetato de
etila por 15 min sob agitacdo. Nesta etapa, ocorre a remo¢do dos compostos
indesejaveis que afetam a pureza do produto final sendo, na maioria das vezes,
constituidos por lipideos e compostos polares. ApGs a lavagem das sementes, estas
foram drenadas e secas a 30 °C em estufa. O Fluxograma do processo de retirada
dos interferentes encontra-se no Anexo 1.

ApOs a retirada dos interferentes, as sementes foram submetidas ao processo
de extracdo propriamente dita visando a obtencao dos cristais de bixina. Esta etapa
consiste em promover a extracao e a purificacdo do extrato de urucum por meio da
cristalizacdo. As sementes secas foram lavadas com diclorometano e etanol
absoluto (numa proporcdo de 1:4 em volume). Em seguida, o material foi levado
para um banho de gelo por 5 minutos, sendo posteriormente congelado. Em
seguida, a mistura foi filtrada, lavada com etanol absoluto e seca em estufa com
circulacao de ar a temperatura de 29 °C por 24 h. Os cristais de bixina foram entéo
mantidos em frasco ambar envolto em folha de aluminio e congelados a -8 °C. O
fluxograma do processo de extragdo e cristalizagdo da bixina encontra-se no Anexo
2.

Foram realizados dez experimentos de extragcdo de forma a serem obtidos
cristais com teor padronizado de bixina e em quantidade suficiente para a realizacao
dos ensaios de microencapsulacdo. O teor de bixina do extrato foi avaliado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A extracdo dos cristais de bixina tem seu rendimento (R%) calculado pela

relacdo entre a massa de cristais de bixina obtida apds a extracdo e a massa inicial
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de sementes (200 g). Dessa forma, o rendimento foi calculado de acordo com a
Equacéo 1:

massa dos cristais

Rendimento (R%) = X 100% (Equacdo 1)

massa das sementes

4 .4.3 Ensaios de varredura da bixina em diferentes solventes

Os ensaios de varredura da bixina em diferentes solventes foi realizado de
acordo com de Oliveira (2005), com modificacbes. Uma massa de 25 mg de bixina
foi adicionada a 30 mL do solvente em estudo. Apds agitacdo em vortex por 1 min e
repouso a 30 °C, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 min.
Posteriormente, os sobrenadantes foram submetidos a andlise espectrofotométrica
em espectrofotometro UV-VIS (Thermoscientific Genesys 10S) numa faixa de
comprimento de onda de 300 a 800nm.

Os ensaios de varredura foram determinados nos seguintes solventes: alcool

isopropilico, etanol, dimetilsulféxido (DMSO), cloroférmio e hexano.

4.4.4 Encapsulagéo por liofilizacéo

Foi realizado um planejamento estatistico experimental do tipo 22, com duas
variaveis a dois niveis e quintuplicata no ponto central, totalizando 9 experimentos.
As variaveis independentes foram a concentracdo de maltodextrina e a proporcao de
bixina em relacdo ao material encapsulante (Mb/Me), enquanto que a variavel
resposta foi a eficiéncia de encapsulagdo (E%) e a solubilidade do po
microencapsulado.

A Tabela 2.1 mostra os valores das varidveis que foram investigadas no
planejamento experimental. A matriz completa do planejamento € mostrada no
Anexo 3. Os experimentos foram realizados de forma randdmica e as analises dos

dados foram efetuadas por meio do programa Statistica® (versdo 7.0).
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Tabela 2.1- Variaveis investigadas no planejamento experimental

Variavel -1 0 +1
Concentragao de maltodextrina (%) 20 30 40
Proporcéo bixina/maltodextrina (Mb/Me) 1:20 1:30 1:40

Mb - massa de bixina; Me - massa encapsulante (maltodextrina)

Inicialmente, a massa de maltodextrina indicada por cada condicdo do
planejamento estatistico experimental foi previamente dissolvida em agua destilada
aquecida a 60 °C para formar uma suspensdo aquosa. Para facilitar a formacdo da
emulsao, adicionou-se Tween 80 (0,1 %) a cada emulsdo aquosa de maltodextrina.

Os cristais de bixina foram dissolvidos em 5 mL de cloroférmio e a mistura foi
adicionada a suspensdo aquosa de maltodextrina. A suspensdo foi agitada
vigorosamente em agitador magnético por 30 min, de acordo com trabalho de Spada
et al. (2012), com modificagdes. Foi escolhido o solvente cloroférmio (solvente
relativamente polar, momento de dipolo 1,04 D) por ter um ponto de fusdo de -63 °C
(1 atm), o que permite que as amostram estejam solidificadas na temperatura
utilizada para o seu congelamento (-80 °C) antes do procedimento de liofilizac&o.
Além disso, apesar de ser um solvente relativamente polar, consegue solubilizar os
cristais de bixina.

As amostras foram distribuidas em frascos de vidro tipo penicilina com tampa
de borracha para liofilizacdo, sendo posteriormente congeladas a -80 °C overnight.
Em seguida, as amostras foram liofilizadas no LIKA - Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami utilizando liofilizador (FTSsystems). O processo de secagem foi
realizado por até 48 h a -84 °C, com vacuo a 188 mT. Os frascos contendo os pds
foram lacrados, armazenados sob refrigeracéo e protegidos da luz para as analises

subsequentes.

4.4.5 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo (E%) foi determinada de acordo com a Equacgéo
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E% = ? X 100 (Equacéo 2)

Onde E% € a eficiéncia de encapsulacdo, Ci é a concentracao inicial de bixina na
suspensao e Ce é a concentracdo de bixina na amostra encapsulada.
A concentracdo de bixina na amostra encapsulada foi determinada de acordo

com a Equacgéo 3:

Ce = (Ci — Cs (Equacao 3)

Onde Cs € a concentracdo de bixina de superficie (amostra ndo encapsulada).

A determinacdo das concentracdes de bixina nas amostras inicial (Ci) e de
superficie (Cs) foi realizada com base no fato de que este carotendide é lipofilico e
solivel em hexano, e que a matriz (maltodextrina) €, por outro lado, soluvel em agua
e insoluvel em hexano. O solvente hexano foi escolhido por ser apolar (momento
dipolar 0.00 D), ou seja, os cristais de bixina sé&o soluveis neste solvente.

A concentracdo de bixina de superficie foi determinada pela lavagem de
aliquotas de 50 mg do po liofilizado com 20 mL de hexano em tubo de centrifuga
(Hettichzeentrifugen Rotina 420R) por 15 s a 100 rpm. Em seguida, a amostra foi
centrifugada (Hettichzeentrifugen Rotina 420R) a 528 g por 1 min e a absorbancia do
sobrenadante foi medida a 455 m em espectrofotdmetro (ThermoscientificGenesys
10S).

A concentracao inicial de bixina foi determinada pela dispersao de 50 mg da
amostra liofilizada em 2,5 mL de agua e 20 mL de hexano. A amostra foi agitada em
centrifuga (Hettichzeentrifugen Rotina 420R) a 2500 rpm por 20 min, sendo retiradas
aliquotas da fase organica para a analise espectrofotométrica a 455 nm.

As quantificagcbes de bixina por espectrofotometria foram realizadas a 455 nm,
comprimento de onda de maxima absor¢cdo de bixina quando solubilizada em

hexano. Foi plotada uma curva-padrdo de absorbancia x concentracdo para a

quantificacdo da bixina nas amostras (Anexo 4).
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4.4.6 Solubilidade em agua

A solubilidade do pdé microencapsulado foi avaliada de acordo com a
metodologia descrita por Eastman & Moore (1984), com adaptacdes. Uma massa
correspondente a 0,5 g da amostra foi diluida em 50 mL de &gua destilada. ApGs
homogeneizacdo da suspenséo sob agitacdo magnética de 1.000 rpm por 5 min, a
amostra foi centrifugada a 4.500 rpm por 5 min. Uma aliquota de 12,5 mL do
sobrenadante foi levada a estufa a 105 °C, até peso constante, e a solubilidade (S)
foi calculada, em termos percentuais, pela diferenca de peso, de acordo com a

Equacéo 4. Os ensaios foram realizados em triplicata.
5% = E X 100 (Equacéo 4)

Onde Ms: massa de p6 no sobrenadante; Mt: massa de po total.

4.4.7 Umidade

O teor de umidade do p6é microencapsulado foi determinado a partir da perda
de massa de 5 g de amostra liofilizada submetida a aguecimento a 105 °C, até
obtencéo de peso constante (AOAC, 1995).

4.4.8 Analise da bixina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Foram realizadas as andlises da bixina obtida na etapa de extracdo e de uma
amostra de bixina padrao (Sigma Aldrich Brasil LTDA.) com pureza = 90%.

Foram preparadas amostras contendo uma massa de 0,01 g e dissolvidas na
fase mével metanol/acido acético 0,5% (70:30 v/v), de acordo com Rahmalia, Fabre,
& Mouloungui (2015). As amostras foram filtradas a vacuo (Prismatec) em
membrana Milipore 0,22 um (Chromafil® Xtra PVDF -20/25, Macherey-Nagel) antes
de serem injetadas no cromatégrafo. Foi utilizada uma coluna cromatografica Cig
(ShimParck CLC ODS (M), 25 cm), mantida a 29 °C, fase mdvel sob condicGes
isocraticas e taxa de fluxo de 1,0 mL/min. As analises cromatograficas foram

realizadas em cromatografo Shimadzu (modelo CGM — 20A), os espectros foram
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adquiridos entre 250 e 600 nm e os cromatogramas processados no comprimento de
onda de 455 nm, com um tempo de corrida cromatografica de 10 min.

No Anexo 6 sdo mostrados os resultados de area do cromatograma e de
concentracdo de bixina que foram obtidos para a injecao de volumes de 20, 30, 40 e
50 pL da amostra de bixina obtida por extracdo. Os valores de concentracdo foram
calculados com base no gréfico do padrdo de bixina obtido por CLAE (Anexo 5),

considerando os valores de area dentro do intervalo da curva-padréo.

4 5 Resultados e discussao

4.5.1 Caracterizacao das sementes de urucum (Bixa orellana L)

A Tabela 2.2 mostra a composicdo centesimal das sementes de bixina. De
acordo com Scotter (2009), as sementes de urucum geralmente contém 1 a 6,3 % de
bixina, 9,6 a 13,3 % de umidade, 5,4 a 6,9 % de cinzas, 2,0 a 4,8 % de lipideos, 12,1
a 17,0 % de proteina e 70 % de carboidratos totais. Em estudos mais recentes,
Albuquerque & Meireles (2012) também encontraram valores semelhantes para
sementes de urucum in natura variedade Piave, a saber: 4,9 % * 0,2 % de bixina,
12,3 % £ 0,1 % de umidade, 6,2 % = 0,1 % de cinzas, 3,7 % £ 0,0 % de lipidios, 12,1

% + 0,2 % de proteinas e 65,7 % de carboidratos totais.

Tabela 2.2 — Caracterizacao fisico-quimica das sementes de urucum

Componente Concentracdo (%) (média + dp”)
Cinzas 9,73+0,45
Proteinas 12,93 + 0,15
Lipideos 2,12 +£0,20
Umidade 10,18 + 0,68

dp* — desvio padréo

Rodrigues (2013) obteve os seguintes valores: umidade 15,6 %; cinzas 4,8 %;

proteinas 16,1 %; lipideos 17 %, carboidratos totais 46,5 % e bixina 2,9 %. Deste
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modo, considerando as variabilidades de cultivares, solo e condicbes de

armazenamento, os valores aqui encontrados divergem dos dados mencionados.

4.5.2 Extragdo da bixina

O rendimento do processo de extracdo da bixina das sementes de urucum €
fator determinante para a viabilidade econdmica do emprego deste carotenoide na
indastria. A extragdo dos cristais de bixina tem seu rendimento calculado pela
relacdo entre a quantidade de p6 produzida ao final da extracdo a partir da
guantidade inicial de sementes. Utilizando-se a metodologia adotada neste trabalho,
foi obtido um rendimento de 1,5 + 0,2 %. A Figura 2.1 mostra o aspecto visual das

sementes de urucum in natura e dos cristais de bixina extraido das sementes.

(A) (B)
Figura 2.1 - Aspecto visual das sementes de urucum in natura (A) e dos cristais de

bixina extraido das sementes(B)

Apods a colheita e principalmente durante o armazenamento, 0os graos de
urucum ficam expostos a alguns fatores ambientais, como atividade de &gua,
temperaturas elevadas, exposicdo ao ar e alta umidade relativa do ambiente.
Variacdes nesses fatores também acabam interferindo no rendimento da producdo
dos pigmentos. O teor desses compostos presentes nas sementes de urucum oscila
de acordo com a variedade da cultura, do solo, do clima e dos tratos culturais,
podendo ser encontradas sementes com menos de 1 % e outras até com 6 % de
bixina (Demczuk Jr & Hoffmann Ribani, 2015). De acordo com Carvalho et al. (2010),
as técnicas de extracdo em sua maioria visam a producdo de um po de coloragédo
vermelho intensa no qual a bixina, maior responsavel pela cor, encontra-se em baixa

concentragao.
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Em seus estudos, Rahmalia et al. (2015) analisaram a concentracao de bixina
em sementes de urucum usando-se um método de extracdo com 0s solventes
ciclohexano/acetona em diferentes propor¢cdes. Os autores observaram que a
quantidade do carotendide nas suas amostras foram: 27,90 £ 0,02 mg de bixina/g
(2,79 £ 0,02 % em peso). A concentracdo meédia de bixina foi relatada como variando
12 a 23 mg/g nas sementes, dependendo das condi¢des climaticas de plantio (como
temperatura, iluminacédo, chuva e solo) e fatores genéticos (cultivares).

Chisté et al. (2011) utilizaram agua, etanol, acetato de etila, etanol-agua (1:1,
v/v) e etanol-acetato de etila (1:1, v/v) em sementes de urucum intactas. Os
solventes foram adicionados numa relacdo massa/solvente de 1:2 (m/v) e agitados
num agitador orbital. Os extratos obtidos utilizando etanol, acetato de etila e etanol-
acetato de etila apresentaram o0 maior teor de bixina. A bixina apresenta a
propriedade de ser lipossoluvel e, portanto, sujeita a extracdo com diversos
solventes orgéanicos, dentre os quais os mais utilizados sé@o cloroférmio, acetona,
propilenoglicol e o etanol (Rahmalia et al., 2014).

Fatores como escolha do solvente, propor¢cao entre os solventes, temperatura
de extracdo e a quantidade de a&gua presente nos graos influenciam na quantidade
final de bixina obtida (Saini & Keum, 2018).

As dificuldades na comparacdo entre os resultados do teor de bixina de
diferentes procedéncias e variedades podem estar relacionadas a falta de
uniformidade dos métodos de analise. As metodologias usadas variam desde a
utilizacéo de diferentes solu¢des para extracdo dos pigmentos até o uso inadequado

de coeficientes de absorcéo para quantificacéo (Carvalho et al., 2010).

4.5.3 Analise da bixina extraida das sementes e comparacédo com o padrao

A Figura 2.2 mostra o cromatograma do padrao de bixina (>90% de pureza —
2.2-A) e da amostra de bixina obtida apds a extracdo (2.2-B). Pode-se observar que,
nas condicdes experimentais utilizadas, a separacdo cromatografica indica o
aparecimento de um pico referente ao padrédo de bixina correspondente a um tempo

de retencao de cerca de 5,65 s, 0 que coincide com o pico do extrato obtido a partir
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da semente do urucum (Figura 2.2B). Os resultados indicaram que a concentragao
de bixina na amostra do extrato foi 0,12 + 0,01 g/L (Anexo 6).
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Figura 2.2 - Cromatograma do padrao de bixina (>90% de pureza — A) e da amostra
de bixina obtida apds a extracéo (B).

Rios & Mercadante (2004) verificaram o efeito de diferentes condi¢cées na
extracdo organica de bixina e norbixina seguida de cristalizagao a partir de “snacks”
extrusados. Os autores utilizaram CLAE com fase movel acetonitrila/acido acético
2% (65:35) e comprimento de onda da analise de 461 nm. Foram encontrados dois
tempos de retencao significativos: Tr entre 18 e 22 min, identificado como sendo da

bixina, e um Tr entre 6 a 10 min como sendo a norbixina.
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Chisté et al. (2011), usando um extrato com 98% de pureza, identificaram a
bixina como sendo o pico que aparece em 38,6 min. Cardefiosa et al. (2011)
avaliaram a concentracdo de bixina e norbixina em alimentos e observaram tempos
de retencéo entre 8 a 10 min para a bixina e entre 4 a 6 min para a norbixina.

Como observado, os valores encontrados na literatura para o Tr da bixina nas
andlises por CLAE dependem de fatores como: metodologia de extracdo; tipo de
solvente utilizado como fase movel e proporcdo de solventes entre a fase movel e a
fase estacionaria. Sendo assim, os resultados encontrados neste trabalho (amostras
do extrato de urucum e do padrdo de bixina com tempos de retencéo entre 5 e 6
min) indicaram que o a metodologia proposta neste trabalho para a quantificacdo da
bixina foi bem sucedida, confirmando que os cristais obtidos a partir do procedimento

de extracdo das sementes de urucum eram formados por bixina.

4.5.4 Espectrofotometria de Varredura UV-VIS

Os resultados da varredura estdo apresentados na Figura 2.3. De acordo com
Takamoto (2015), o perfil espectrofotométrico dos carotenoides, como é o caso da
bixina, apresenta trés picos de absor¢cdo dos quais os dois ultimos apresentam maior
intensidade. Como observado na Figura 2.3, o perfil se repete para a bixina em
todos os solventes testados. O autor relata que os espectros podem ser utilizados
para a identificacdo dos carotenoides, ja que cada molécula apresenta picos
especificos de comprimentos de onda.

De acordo com Rahmalia et al. (2014), o sistema de dupla ligacdo conjugada
da bixina resulta numa forte banda de absorcdo acima de 400 nm. Os solventes que
apresentaram as maiores absor¢des foram o cloroférmio e o hexano, com valores de
comprimento de onda de 455 e 430 nm, respectivamente.

A bixina € um composto organico lipossolavel, solivel em solucdes alcalinas
(sais de sodio e potassio) e insoluvel em agua (Humeau et al., 2000; Jahangiri et al.,
2018). Os estudos publicados sobre carotenoides trans, como [-caroteno,
zeaxantina e a cantaxantina indicam que a geometria trans € a estrutura de energia

mais baixa e é considerada insolivel em agua (Polyakov et al., 2004).
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Figura 2.3 — Espectrofotometria de varredura da bixina extraida de sementes de
urucum nos solventes etanol (--), alcool isopropilico (--), DMSO (--), cloroférmio (--)

e hexano (--).

A localizacédo do pico de absor¢cdo na espectrofotometria fornece informacéo
estrutural sobre o composto, ja que o grupo cromoforo ocupa uma grande por¢éao da
molécula; a intensidade do pico de absorcdo esta relacionada tanto a estrutura
guanto a concentracdo do carotenoide. Além disso, a posicdo e intensidade do pico
de absorcédo sdo sensiveis as variacbes do ambiente como a polaridade do solvente
(Takamoto, 2015).

Os carotenoides de urucum, principalmente a bixina, sdo encontrados na
natureza, na sua maioria, na conformagéo cis (Scotter, 2009) e mesmo assim se
apresentam como compostos de baixa polaridade sendo, portanto, sollveis em
solventes organicos. Segundo Tay-Agbozo et al. (2018), isso ocorre devido a
presenca de interacdes fracas e reversiveis, como ligagdes de hidrogénio, interacdes
de van dar Waals e forcas de dipolo (Hempelet al., 2016), exercendo efeito de
molécula hidrofébica.

Considerando a metodologia adotada, a condi¢do lipossoluvel da bixina e os

dados da literatura, observa-se que a concentracdo do carotenoide no extrato
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organico dependera da sua interacdo com o solvente escolhido, variando conforme

for estabelecida a relacao soluto/solvente.

4.5.5 Encapsulagéao por liofilizacdo

A Figura 2.4 mostra a curvas de contorno (2.4-A) e Diagrama de Pareto (2.4-
B) para a variavel resposta eficiéncia de microencapsulacédo em funcéo das variaveis
concentracédo de maltodextrina e razdo maltodextrina/bixina.

Os resultados mostram que para a variavel resposta eficiéncia de
encapsulacdo, as \variaveis concentracdo de maltodextrina e razao
maltodextrina/bixina, bem como a interacdo entre ambas, foram significativas ao
nivel de 95% de confianca (p > 0,5). As maiores eficiéncias de encapsulacdo foram
obtidas para maiores concentracdes de maltodextrina e para maiores valores da
razdo maltodextrina/bixina. O menor valor obtido para a eficiéncia de encapsulacéo
(E%) foi na condicao 20 % de MD e razdo MD/bixina de 20 (72,5 %), ao passo que 0
maior valor de E% (85,5 %) foi observado para uma concentracdo de MD de 40 % a
essa mesma razdo MD/bixina.

Curi-Borda et al. (2019) utilizaram a maltodextrina como material de parede
em combinacdo com outros compostos para encapsulacdo de corantes de urucum.
Os autores relataram que quando a maltodextrina foi utilizada de maneira isolada,
formaram-se microcapsulas com uma eficiéncia de encapsulagdo de 77 %. No
entanto, quando foi associada a uma fracdo de carboidratos nativa (goma arabica,
carboximetilcelulose e pectina), foi observado um aumento da eficiéncia para valores
acima de 90%.

Sabe-se que a quantidade de um composto que pode ser incorporado em
sistemas microencapsulados € afetada pelo tipo de formulacéo e técnica utilizada
(Lobato et al., 2013), o que explica os diferentes valores de eficiéncia publicados na
literatura. Nesse trabalho, a maltodextrina provou ser adequada como um material
de parede, oferecendo uma eficiéncia de encapsulacdo E% > 70% em todas as
condicbes experimentais investigadas. Trabalhos que utilizaram a metodologia de

encapsulacdo por spray drying para bixina (Barbosa et al., 2005), carotenoides



(A)




50

variou de 13,1% a 62,1% e de 17,3% a 94,5% utilizando métodos de ultrassom e o
método alcalino, respectivamente.

A Figura 2.5 mostra as curvas de contorno (2.5-A) e Diagrama de Pareto (2.5-
B) para a variavel resposta solubilidade do pé microencapsulado em agua em
funcdo das variaveis concentracdo de maltodextrina e razdo maltodextrina/bixina.
Observa-se que apenas a variavel concentracdo de maltodextrina foi significativa (p
> 0,5), mas com um efeito negativo (-5,40), ou seja, quanto maior a concentracao de
MD, menor a solubilidade do p6 microencapsulado. Maiores solubilidades foram
obtidas para menores concentragcfes de maltodextrina e para menores valores da
razdo MD/bixina.

O maior valor de solubilidade em agua (75,3 %) foi observado na condicéao
MD 20 % m/v e razdo MD/bixina de 20, enquanto que a menor solubilidade (59,5 %)
foi obtida para MD 40 % m/v e razdo MD/bixina de 40. Dessa forma, observa-se que
a microencapsulacao de bixina em maltodextrina favoreceu a solubilidade da bixina
em agua. Experimentos anteriores foram realizados para avaliar o grau de
solubilidade dos cristais de bixina em agua, e os resultados demonstraram que 0s
cristais eram insoldveis.

Os resultados obtidos assemelham-se aos relatados por Barbosa et al.
(2005). Os autores, ao avaliarem a solubilidade da bixina encapsulada e né&o
encapsulada em &gua, constataram que as microcapsulas possuiam boa
solubilidade (64 segundos), enquanto que o0s cristais puros foram considerados
insolaveis.

Outro estudo que também demonstrou a solubilidade do microencapsulado
em comparacao com o cristal do carotenoide foi realizado por Santos et al. (2005),
gue avaliaram microcapsulas de paprica em oleoresina utilizando carboidratos como
material de parede. Sousdaleff et al. (2013), ao avaliarem a solubilidade da
curcumina apoés liofilizacdo em maldodextrina, concluiram que a curcumina
microencapsulada a uma proporgéo 1:20 proporcionou uma solubilidade apds 1 min
e 35 s sem produzir precipitados ou aglomerados. Este resultado mostra que o
processo de liofilizacdo combinado com a maltodextrina fornece uma melhoria na

solubilidade deste corante.
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Figura 2.5 - Curvas de contorno (A) e Diagrama de Pareto (B) para a variavel
resposta solubilidade do pdé microencapsulado em funcdo das variaveis
ncentragdo de maltodextrina e raz&o maltodextrina/bixina.

O composto hidrofobico presente no nucleo da microcapsula é disperso em
agua quando o material da parede da microcdpsula é dissolvido. Sendo assim, a
estabilidade da dispersao aquosa formada do composto hidrofobico sera afetada por
varios fatores, como: distribuicdo e tamanho da particula; condicbes ambientais e as

interacOes repulsivas ou atraentes entre as particulas (Berton-Carabin & Schroén,
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2015). A inter-relacdo desses fatores produz varios mecanismos de instabilidade,
como sedimentagao, floculagdo ou coalescéncia das particulas hidrofébicas (Curi-
Borda et al., 2019), o que pode explicar as diferentes solubilidades entre os ensaios
realizados nesse trabalho.

Existem numerosos métodos de microencapsulagdo que podem ser usados,
por isso a escolha do método de secagem € determinante para obtencao do produto
final. Varios fatores devem ser levados em consideracdo: propriedades quimicas e
fisicas diferentes da substancia encapsulada e material do nucleo, ndo reatividade
com o material do nucleo, sua estabilidade por um longo tempo e uso futuro.
Também séo importantes o tamanho da capsula e sua forma final.

N&o existe um método de secagem que permita a estabilizacdo do
carotenoide sem adicdo de material de parede. Por exemplo, ao secar um produto
por spray dryer sem a adicdo de um agente encapsulante, ocorre a formacédo de
particulas viscosas e pegajosas, 0 que é desvantajoso na sua aplicacdo posterior.
Isto ocorre devido a presenca de substancias de baixo peso molecular, que séo
caracterizadas por uma baixa temperatura de transicdo vitrea (Janiszewska, 2014).
O problema de aumentar a temperatura do estado vitreo € resolvido usando agentes
encapsulantes, que ao serem adicionados a suspensdo, também influenciam as
propriedades finais do produto. Os resultados do planejamento experimental
indicaram que a eficiéncia de encapsulacdo aumenta para maiores concentracdes
de maltodextrina. Uma hipétese é que o aumento na concentracdo de MD altere a
temperatura de transicao vitrea da amostra durante o processo de encapsulacao,
favorecendo a formacao das microcépsulas.

O teor médio de umidade dos p0s liofilizados variou entre 4,1 e 6,1 % (desvio
padrao de 0,64 %). Tupuna et al. (2018) relataram que a temperatura de secagem, o
percentual de solidos sollveis totais em cada amostra e a higroscopicidade
especifica do material de parede séo fatores que influenciam o teor de umidade.

Considerando que os parametros operacionais de secagem foram mantidos
constantes para todos 0s experimentos neste estudo, as variacdes dos percentuais
de umidade dos pos microencapsulados sédo devido as caracteristicas de cada

amostra (concentragdo de MD e diferentes razbes MD/bixina). O teor de umidade
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pode afetar significativamente a qualidade dos pds; jA que a baixa umidade garante

a sua estabilidade durante o armazenamento.

4.6 Conclusodes

Os carotenoides séo pigmentos naturais instaveis que precisam de protecao.
Dentre as inUmeras técnicas que podem ser usadas para a microencapsulacao de
carotenoides, destaca-se a liofilizacao.

A técnica de microencapsulacdo por liofilizacdo da bixina utilizando
maltodextrina como polimero de parede permitiu a producédo de microcapsulas com
boa eficiéncia de encapsulacdo a depender da concentracdo de maltodextrina na
suspensao inicial e da razdo Me/Mb, sendo observados maiores valores de
eficiéncia de encapsulacdo para maiores concentracdes de maltodextrina e para
maiores valores da razdo Me/Mb.

No que se diz respeito a solubilidade da bixina microencapsulada, as maiores
solubilidades foram obtidas para menores concentracbes de maltodextrina e para
menores valores da razdo maltodextrina/bixina, tendo apenas a concentracédo de
maltodextrina com diferenca significativa (p <0,05).

Dessa maneira, pode-se afirmar que a secagem por liofilizacdo foi bem
sucedida, gerando pos de facil solubilizacdo em agua, o que ndo acontece com 0
material ativo ndo encapsulado, ja que o mesmo € hidrofébico. A alteracdo da
solubilidade do material sem perda das suas propriedades é de grande importancia
para a industria alimenticia, sendo uma alternativa para proteger esses compostos
de fatores que provocam a oxidacéo e a degradacgéo da bixina, melhorando assim a

sua estabilidade.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A extracdo de bixina das sementes de urucum (Bixa orellana L.), realizada
atravées de lavagens com solventes organicos e posterior purificagdo por
cristalizagdo, permitiu a obtencdo de cristais de bixina que foram quantificados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, obtendo-se resultados que confirmam a
extracdo da bixina quando comparada ao padréo.

A espectrofotometria de varredura da bixina extraida de sementes de urucum
demonstrou que os solventes que apresentaram as maiores absor¢bes foram o
cloroférmio e o hexano. Todos os resultados de varredura indicaram a obtencéo de
fortes bandas de absorcdo acima de 400 nm, um perfil tipico de substancias que
contém duplas ligagBes conjugadas, como é o caso do carotenoide bixina.

O processo de liofilizagdo dos cristais de bixina em maltodextrina apresentou
uma eficiéncia significativa na producdo das microcapsulas e a solubilizacdo da
amostra encapsulada em agua. Ao levarmos em consideracdo a instabilidade do
carotenoide bixina, a microencapsulagdo € uma alternativa importante para a
alteracdo da sua propriedade fisica, gerando pos de facil solubilizacdo e que podem
ser mais facilmente aplicados na formulacdo de diversos produtos. Em adi¢do, o
processo de microencapsulacédo promove a protecdo desse composto contra fatores

gue provocam a sua oxidacdo e degradacdo, melhorando assim a sua estabilidade.
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ANEXO A - FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE RETIRADA DOS
INTERFERENTES

Sementes in
natura

Lavagem com solucao de
hexano/metanol 1:1 (2x)

/N

Descarte do Solvente Sementes lavadas

Lavagem com acetado
de etila (2x)

/ N\

Descarte do Solvente

Sementes

!

Secagem a T< 30°C

!

Sementes secas

Fonte: Adaptado de Rios e Mercadante (2004).
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ANEXO B - FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE EXTRACAO E CRISTALIZACAO

DA BIXINA

Sementes P
secas

l

Etanol absoluto
(adicionar lentamente)
1:4 em volume

l

Banho de gelo
(5min)

l

Congelar (24h)

l

Formacgao dos
cristais

l

Diclorometano

Filtrar

Lavar com etanol
absoluto

l

Secar em estufa com
circulagao de ar (T = 29°C)

!

Cristais de bixina

Fonte: Rios e Mercadante (2004).



ANEXO C - MATRIZ DO PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL 22 COM

CINCO CENTRAIS (NIiVEL 0)
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Proporcéo
. Concentracgao de o .
Ensaio . bixina/maltodextrina
maltodextrina (%)
(Mb/Me)
1 -1 -1
2 -1 +1
3 +1 -1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
9 0 0

Mb - massa de bixina; Me - massa encapsulante (maltodextrina)
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ANEXO D- CURVA-PADRAO DE ABSORBANCIA x CONCENTRACAO DE BIXINA
EM HEXANO OBTIDA POR ESPECTROFOTOMETRIA A 455 NM

0,7 -

o
(=)
1

y =2883,7x+ 0,0008
RZ=1

Absorbéncia (455 nm)
o o = o
[\] w E= w

o
[EEY
1

0 T T T T 1
0,00E+00 5,00E-05 1,00E-04 1,50E-04 2,00E-04 2,50E-04

Concentragio (g/L)




ANEXO E- GRAFICO DO PADRAO DE BIXINA QUANTIFICADO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

8000,00 -
7000,00 -
6000,00 -

5000,00 -

4000,00 - y =1306,4x

R?=0,9951
3000,00 -

2000,00 -

Area do cromatograma

-

1000,00 -
*

0,00

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
Massa de bixina (pg)

Massa de bixina Tr
(0g) Area |(min)
0,00 0,00 0,00
0,64 525,60 | 5,63
1,28 1281,30| 5,63
3,84 4952,60| 5,67
5,12 6821,40| 5,67
5,76 7570,80| 5,69
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ANEXO F - TABELA DOS RESULTADOS DA AMOSTRA DE BIXINA OBTIDA POR
EXTRACAO E QUANTIFICADA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

EFICIENCIA
Tk (Min) | Area V (uL) C (g/L)
6,05 3527,4 20 0,1350
5,67 4224.3 30 0,1078
5,79 6514,8 40 0,1247
5,68 7018,6 50 0,1074
0,12 +0,01
Média = dp g/L




