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Silveira, Thamiris Maria Garcia Silveira. Desenvolvimento de filmes biodegradaveis a
partir do residuo da extraciao de corante de urucum. 2017.141p. Dissertacao (Mestrado) —
Faculdade de Filosofia, Ciéncia e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2017.

RESUMO
O principal objetivo deste trabalho foi o aproveitamento do residuo agroindustrial proveniente
da extracdo do pigmento de urucum para elaboragdao de filmes biodegradaveis. Foram
empregados trés métodos (moagem em agua (WS), moagem em pH acido (AS) e moagem em
pH alcalino (KS)) para isolamento de farinha de urucum. O residuo e farinhas foram
caracterizados em composi¢do centesimal, cor, distribuicdo do tamanho de particula, difracao
de raios-X, microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de infravermelho, calorimetria
diferencial de varredura, teor de compostos fenolicos, carotenoides, teor de bixina e atividade
antioxidante. O método KS proporcionou farinha com maior teor de amido e amilose, porém
com menor teor de compostos ativos quando comparada as farinhas WS e AS. Estas farinhas
foram utilizadas para a produ¢ao dos filmes em diferentes condigdes de pH (5, 7, 9) e tempo de
aquecimento (1h, 2h, 3h, 4h) segundo o planejamento fatorial completo 3x3x4. De acordo com
o planejamento as melhores condi¢des foram pH 5 e tempo de aquecimento de 2 horas para os
filmes de farinha KS. Foram produzidos filmes de farinha KS na melhor condi¢do e
caracterizados em suas propriedades mecanicas, funcionais e ativas, para serem comparados
aos filmes de farinha WS e AS. Filmes de farinha KS foram mais hidrofobicos, mais permeaveis
ao vapor de dgua, mais resistentes mecanicamente, contudo apresentaram menor contetdo de
compostos ativos. Os filmes de farinhas WS e AS sdo menos permeaveis ao vapor de agua,
mais imidos, mais soliveis, mais hidrofilicos, mais ativos e de maior capacidade de absorcao
de 4gua quando comparados aos filmes de farinha KS, contudo menos resistentes
mecanicamente. A atividade antimicrobiana de extrato hidro-alcodlico de sementes de urucum
e extrato de curcuma, assim como os filmes de farinha de urucum WS, AS, KS foram testados
pelo método de difusdo em agar contra bactérias e fungos filamentosos. Os extratos de urucum
e curcuma apresentaram eficiéncia antimicrobiana contra S. aureus, S. uberis e S. agalactiae,
além de C. albicans para circuma. O extrato de urucum reduziu a esporulagdo dos fungos 4.
fumigatus € Mucor sp., enquanto o extrato de circuma reduziu a esporulacao dos fungos A.
tamarii, A. flavus, F. oxysporum e P. expansum. Ja no caso dos filmes, apenas o filme elaborado
com farinha KS apresentou boa atividade contra S. aureus, S. uberis, E. coli, P. aeruginosa, L.
monocytogenes e C. albicans. PALAVRAS-CHAVE: urucum, bixina, amido, filmes

biodegradaveis, antioxidante, antimicrobiano.
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Silveira, Thamiris Maria Garcia Silveira. Development of biodegradable films from the
residue of Urucum dye extraction. 2017. 141p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Filosofia, Ciéncia e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

ABSTRACT
The main objective of this work was the use of the agroindustrial residue from the extraction of
the annatto pigment for the elaboration of biodegradable films. Three methods (water milling
(WS), acid pH (AS) grinding and alkaline pH (KS) milling were used for insulation of urucum
flour. The residue and flours were characterized in centesimal composition, color, particle size
distribution, X-ray diffraction, scanning electron microscopy, infrared spectroscopy,
differential scanning calorimetry, phenolic compounds content, carotenoids, bixin content and
activity Antioxidant. The KS method provided flour with higher content of starch and amylose,
but with a lower content of active compounds when compared to WS and AS flours. These
flours were used to produce the films in different pH conditions (5, 7, 9) and heating time (1h,
2h, 3h, 4h) according to the complete 3x3x4 factorial design. According to the planning the best
conditions were pH 5 and heating time of 2 hours for the KS flour films. KS flour films were
produced in the best condition and characterized in their mechanical, functional and active
properties, to be compared to the WS and AS flour films. KS flour films were more
hydrophobic, more permeable to water vapor, more mechanically resistant, yet presented lower
content of active compounds. The WS and AS flours films are less permeable to water vapor,
moist, more soluble, more hydrophilic, more active and with a higher water absorption capacity
when compared to KS flour films, but less mechanically resistant. The antimicrobial activity of
aqua-alcoholic extract of urucum seeds and turmeric extract, as well as the WS, AS, KS urucum
flour films were tested by the agar diffusion method against bacteria, fungi and yeast. Urucum
and turmeric extracts presented antimicrobial efficiency against S. aureus, S. uberis and S.
agalactiae, as well as C. albicans for turmeric. The urucum extract reduced the sporulation of
the fungi A. fumigatus and Mucor sp., while the turmeric extract reduced the sporulation ofthe
fungi A. tamarri, A. flavus, F. oxysporum and P. expansum. In the case of the films, only the
film prepared with KS flour showed good activity against S. aureus, S. uberis, E. coli, P.

aeruginosa, L. monocytogenes and C. albicans.

KEY WORDS: annatto, bixin, starch, biodegradable films, antioxidant, antimicrobial.
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APRESENTACAO

E preocupante a rapidez de uso e descarte de plasticos sintéticos. O aumento da
populagdo mundial e os avangos tecnoldgicos estimulam a producdo industrial.
Simultaneamente, crescem a geracao de residuos prejudiciais ao meio ambiente. As industrias
processadoras vivenciam a dificuldade em propor de maneira ecologicamente correta e
economicamente viavel o descarte de seus residuos. O aproveitamento de residuo agroindustrial
tem sido uma boa alternativa na producdo de filmes biodegradaveis, em fungdo a interessante
composi¢ao quimica e uma vez que, reduz os custos de producao tornando a embalagem mais
competitiva quando comparada as embalagens sintéticas. O residuo da extra¢do de corante de
urucum apresenta rica composicao em amido e presenca de compostos ativos que possibilitam
a produgdo de filmes diferenciados, com caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas. Nessas
circunstancias, este trabalho visou avaliar o potencial de aproveitamento do residuo da extracao

de corante de urucum na elaboracdo de filmes bioativos e biodegradaveis.

Este trabalho serd apresentado nos seguintes capitulos:

e Capitulo 1: apresenta uma revisdo bibliografica sobre o urucum, bixina e norbixina,
filmes biodegradaveis a base de farinhas e/ou residuos agroindustriais, filmes ativos

com propriedade antioxidante e antimicrobiana.

e Capitulo 2: relata processos de isolamento de farinha a partir do residuo da extragdo de
corante de urucum, utilizando trés diferentes métodos moagem em agua (WS), moagem
em pH 4cido (AS) e moagem em pH alcalino (KS). Sao apresentados neste capitulo as

caracterizagoes do residuo e materiais isolados.

e Capitulo 3: aborda o estudo dos efeitos do tipo de farinha de urucum (WS, KS e AS),
pH (5, 7, 9) e tempo de aquecimento (1h, 2h, 3h e 4h) sobre as propriedades mecanicas
e funcionais dos filmes de urucum utilizando um planejamento fatorial completo 3x3x4.
A partir dos resultados deste planejamento, foi escolhida a melhor condi¢do para a
elaboracdo de filmes de farinha de urucum com melhores propriedades mecanicas e

funcionais.



Capitulo 4: relata as determinacdes dos compostos ativos presentes em filmes
elaborados com as farinhas de urucum WS, AS e KS. Ainda neste capitulo, sao
apresentados testes de difusdo em agar de extrato hidro-alcodlico de urucum e extrato
de circuma, como também de filmes de farinha WS, AS, KS para avalia¢ao da eficiéncia

antimicrobiana contra bactérias, fungos e levedura.



INTRODUCAO

Até pouco tempo, era importante o desenvolvimento de materiais duraveis e dentre estes
materiais estavam os plasticos sintéticos, derivados de petroleo, com grande variedade de
aplicagdes, em funcdo as suas propriedades, versatilidade de uso e preco (HUANG, S. J.;

EDELMAN, 1995).

Em 2015, a produ¢ao mundial de plasticos foi de 322 milhdes de toneladas, segundo a
associacdo européia dos produtores de plasticos, a PlasticsEurope (CAMPOS, 2016). Estes
plasticos sintéticos sdo fabricados a partir de uma fonte ndo renovavel, o petroleo e sdo
resistentes a degradacdo natural, pois sua alta massa molar média combinada a hidrofobicidade
dificultam a ag¢do dos microrganismos e de suas enzimas na superficie do polimero (LEE;
CHOI, 1998; ROSA et al., 2004). Estima-se que a quantidade de residuos plasticos descartados
no meio ambiente é aproximadamente 20% do volume total produzido em plasticos (LEAO;
TAN, 1998; HUANG, S. J.; EDELMAN, 1995). Alguns destes plasticos sintéticos podem exigir
até 200 anos para sua degradacdo total. Diante dos alarmantes nimeros de producdo, rapido
consumo e descarte incorreto dos plasticos, aliado a crescente conscientizagdo da preservacao
ambiental, o mercado de plasticos biodegradaveis tem despertado interesse (PHILP; RITCHIE;
GUY, 2013).

A produgdo de plastico biodegradavel ¢ uma alternativa de material ambientalmente
adequado, pois dispensa petroleo e a degradacdo pode acontecer cerca de 20 dias, enquanto o
plastico tradicional pode demorar até 500 anos para degradagdo completa (ALVES, 2003;
CARR, 2006). O material sera considerado biodegradavel quando durante processo de
degradacao por a¢do enzimatica de organismos vivos, como bactérias, leveduras, fungos e algas
resultar produtos finais como o CO, H>O e biomassa sob condic¢des aerdbias e hidrocarbonetos,

metano e biomassa em condi¢des anaerobicas (DOI & FUKUDA, 1994).

Os filmes biodegradédveis sdo produzidos a partir de fontes renovaveis, capazes de
formar matrizes continuas. Geralmente, biopolimeros como polissacarideos, lipideos, proteinas
e derivados. No entanto, em termos econdmicos, as embalagens produzidas a partir de
biopolimeros ndo tem preco competitivo a curto prazo. Neste contexto, o aproveitamento de
residuos agroindustriais faz-se bastante interessante por estes apresentarem altos teores de
biopolimeros formadores de filmes, como polissacarideos e proteinas e por reduzir os custos de

producdo, tornando o plastico biodegradavel mais competitivo no mercado de embalagens
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(AZEREDO et al., 2009; JACOMETTTI et al., 2015; KAYA; MASKAN, 2003; MANIGLIA et
al., 2014; 2015).

Hé estudos de avaliacao do potencial de aproveitamento de residuos agroindustriais, tais
como: rejeitos de cascas de banana, mamona, e residuos como quitosana, bagago de cana-de-
acucar (PELIZER, L.H.; PONTIERI, M.H.; MORAES, 2007). Sobretudo, dentre tantos
residuos agroindustriais, tem-se o residuo da extracdo de corante de urucum ainda ndo

explorado.

A Bixa orellana, pertencente a familia das Bixaceas, popularmente conhecido como
urucuzeiro ¢ uma planta nativa da América Central e do Sul. O fruto do urucuzeiro, o urucum
¢ uma antiga e conhecida fonte de corante natural amplamente utilizado em industria de
alimentos, em industrias téxteis, em cosméticos (FRANCO, 2008; OLIVEIRA, 2005;
SHAHID-UL-ISLAM; RATHER; MOHAMMAD, 2015). O Brasil é um dos maiores
produtores e exportadores de corante extraido de sementes de urucum, sendo responsavel por
57% da producao mundial (ANSELMO et al., 2008; MANTOVANI et al., 2013). A literatura
também reporta atividade antioxidante, antimicrobiana, beneficios farmacologicos e
terapéuticos de compostos presentes nas sementes de urucum (ABAYOMI et al., 2014). As
sementes de urucum sao revestidas por uma camada resinosa de cor avermelhada, caracterizada
por conter carotenoides. O principal carotenoide presente € a bixina (C25H3004), esta representa
80% dos carotenoides totais. A norbixina (C24H2804) pode ser encontrada naturalmente nas
sementes, além de criptoxantina, luteina, zeaxantina em menores teores (MERCADANTE;
PFANDER, 1998; PRABHAKARA RAO et al., 2005; TIRIMANNA, 1981). Os pigmentos
representam menos de 6% do peso total das sementes de urucum. Logo o processo de extracdo
do corante gera de 94 a 98% de residuos, atualmente descartados pela indistria ou incorporados
aracdes animais (MORAES et al., 2008). Segundo Tonani ef al., (2000), a composi¢do quimica
do residuo da extragdo de corante de urucum pode ser considerada equivalente ao farelo de
trigo, por apresentar teores semelhantes especialmente de fibra e proteina bruta. Neste mesmo

residuo também ha amido (cerca de 11,5-30,4%) (BRITO et al., 2015; VALERIO et al., 2015).

Desta maneira, por ser o residuo da extracao de corante de urucum, um residuo rico em
amido, proteinas, fibras, compostos ativos e por ainda nao ter sido explorado no
desenvolvimento de filmes, propomos neste trabalho o estudo e valorizagdo deste residuo

agroindustrial como matéria prima para a elaboracao de filmes biodegradéaveis ativos.



OBJETIVO GERAL
Este trabalho tem como objetivo principal avaliar o potencial de aproveitamento do residuo da

extragdo de corante de urucum na produgdo de filmes biodegradaveis bioativos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Caracterizar o residuo da extra¢ao de corante de urucum.

e Extrair e caracterizar o material rico em amido a partir do residuo da extragdo de corante
de urucum por métodos de moagem em agua (WS), moagem em pH acido (AS) e em
moagem meio alcalino (KS).

e Determinar as melhores condigdes para elaboragao de filmes de farinha de urucum WS,
AS e KS em diferentes valores de pH (5, 7, 9) e tempo de aquecimento (1h, 2h, 3h, 4h).
Elaborar os filmes nas melhores condigdes e caracteriza-los em func¢do a suas
propriedades mecanicas e funcionais.

e Determinar a atividade antioxidante dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS)
como também avaliar a atividade antimicrobiana do extrato da semente de urucum ede

filmes de farinha WS, AS e KS contra bactérias e fungos filamentosos.
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Capitulo 1

1.1 O urucum (Bixa orellana)

O urucuzeiro, cujo fruto é o urucum, pertence a familia Bixaceae e ao género Bixa
(FRANCO et al., 2002). Sao conhecidas diversas espécies tais, como: arborea, excelsa,
platycarpa, urucurana e orellana (MOREIRA et al., 2015). A Bixa orellana, nativa da América
Tropical, ¢ a espécie mais cultivada e explorada economicamente (GIULIANO; ROSATI;
BRAMLEY, 2003). Pode-se encontrar o urucuzeiro, com vasta sinonimia: Achiote, no México;
Bija no Peru; Urucu, na Bolivia; Arnoto, em Ceildo; Ditaque e Kifasu, em Angola; Orleans
Laum, na Alemanha; Roucou, Rocouyer, na Franca, Annatto, na Inglaterra e em tantos outros

paises (FRANCO et al., 2002).

A Bixa orellana é um arbusto que pode atingir de 2 a 9 metros de altura com sistema
radicular do tipo pivotante, onde ha um eixo principal, a partir do qual brotam, lateralmente,
ramificagdes secundarias e terciarias. Apresenta caule lenhoso, de onde partem ramos que
formam uma copa bem frondosa, rica em folhas verdes, como apresentado na Figura 1.1 (A),
com flores grandes de coloracdo branca ou rosea, as quais sao emitidas durante todo o ano com
maior intensidadeem meses antecedentes a Junho/Julho e Novembro/Dezembro, definindo as
safras. A colheita do urucum ¢ feita 120 dias ap6s a abertura da flor. Os frutos do urucuzeiro
sdo capsulas ou cachopas ovdides ricas em sementes. Um fruto bem desenvolvido pode fornecer,
em média, de 40 a 60 sementes, como mostrado na Figura 1.1 (B) (FRANCO et al., 2002). As
sementes tém formato obovoides e sdo cobertas por uma camada resinosa vermelha
(BARROSO, 1978; CORREA, 1978; LORENZI, 1998). Deste pericarpo, camada que envolve
as sementes, ¢ possivel extrair corantes naturais, constituidos por varios carotenoides,
predominando a bixina (FRANCO et al., 2002; MANTOVANI et al., 2013). O processo de
extragdo de corante natural a partir das sementes de urucum gera o residuo apresentado na Figura

1.1 (C).
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Figura 1.1 - (A) Foto do urucuzeiro (Bixa orellana), do (B) fruto urucum aberto com
exposicao das sementes e do (C) residuo da extragao do corante de urucum

Fonte: Fotografias da autora, registradas em Nepomuceno-MG.

Os indigenas utilizavam o urucum para colorir objetos de ceramica, colorir a pele para
rituais religiosos e guerras, também como protecdo aos raios ultravioletas e picadas de insetos,
na tintura de tecidos, assim como na formulagdo de uma bebida a base de cacau (CONSTANT;
STRINGHETA; SANDI, 2002; GIULIANO; ROSATI; BRAMLEY, 2003; OLIVEIRA, 2005).
O urucum também tem sido utilizado como condimento em pratos caseiros desde aquela época
(OCAMPO, 1983).

A cultura do urucum tem aumentado por ser uma das maiores fontes de corantes
naturais, pois o uso dos corantes sintéticos tem sido proibido em paises como Estados Unidos,
Japao e alguns paises da Europa desde a década de 90 devido a suas caracteristicas toxicas e
efeitos cancerigenos.

O Brasil € responsavel por 57% da producdao mundial de urucum segundo a Sociedade
Nacional de Agricultura. Em 2014, a produg@o de urucum no Brasil foi de 12.512 toneladas. A
regido mais produtora ¢ a Norte com 3.658 toneladas, seguida pela regido Nordeste com 2.306
toneladas, Sudeste com 1.378 toneladas, Sul com 1.124 toneladas e Centro-Oeste com 263
toneladas. Os estados que se destacam sdo Bahia com 4.870 toneladas, Rio de Janeiro com
3.452 toneladas e Rondonia com 1.969 toneladas (IBGE, 2014). Outros produtores mundiais sao
Peru (6.000 toneladas), Costa do Marfim e Gana (5.000 toneladas), Quénia (2.000 toneladas),
Guatemala (1.500 toneladas), Republica Dominicana (900 toneladas), Bolivia (500 toneladas),

Equador (400 toneladas), india (300 toneladas) e México (200 toneladas).
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Da producao nacional de urucum, 60% sao destinados a fabricacao de “colorau”, 30%
para producdo de corantes e 10% destinados a exportacdo. De acordo com a resolucio CNNPA
n°12, de 1978 da Anvisa, o colorifico ou colorau ¢ definido como um produto constituido pela
mistura de farinha de mandioca ou de fuba, com urucum (Bixa orellana) em pd ou extrato
oleoso de urucum, adicionado ou ndo de sal e de 6leos comestiveis (BRASIL, 1978). O colorau
¢ um condimento comum na América Latina, mais de 140 milhdes de brasileiros utilizam e seu
consumo nao ¢ prejudicial a satde, pois reduz o colesterol total e os triglicerideos, além de
possuir altos teores de proteinas e aminoacidos essenciais (FRANCO, 2008). O corante é o
produto extraido do arilo das sementes de urucum, sendo constituido por bixina, norbixina e
outros em menores propor¢des. Estes compostos sdo os responsaveis pelo poder corante,
amarelo-avermelhado de extratos utilizados na industria de alimentos, farmacéutica e

cosméticos (GIULIANO; ROSATI; BRAMLEY, 2003).

1.2 Bixina e norbixina

A bixina (C25H3004) representa 80% dos carotenoides totais lipossoliiveis nas sementes,
j& a norbixina (C24H2804) € encontrada naturalmente em pequenas quantidades nas sementes e
outros menos importantes, como criptoxantina, luteina, zeaxantina (MERCADANTE; STECK;
PFANDER, 1999; PRABHAKARA RAO et al., 2005; TIRIMANNA, 1981).

A bixina (CzsH3004) apresenta um &cido carboxilico e um éster metilico nas
extremidades da cadeia, como mostrado na Figura 1.2. A presenca do éster metilico confere a
bixina, caracteristicas lipossoluveis. A hidrélise do grupo metil éster da bixina, produz a
norbixina (C24H2804) (Figura 1.2), um &cido dicarboxilico de maior hidrossolubilidade em

razdo da presenca do grupamento carboxila, sitio de interagdes com moléculas de dgua (LIMA
et al., 2001).
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Figura 1.2 - Formulas estruturais da bixina e norbixina

HOOC N = N N N N N

norbixina COOH

Fonte: Tocchini e Mercadante (2001).

Solugdes alcalinas como de hidroxido de sddio ou hidréxido de potassio, transformam
a bixina em um sal de norbixina, como apresentado na Figura 1.3, que é comercializado nessa
forma, permitindo a utilizagdo em alimentos contendo baixos teores de 6leo. Esta transformagao

amplia o uso dos corantes de urucum.

Figura 1.3 - Reagdes quimicas para obten¢@o de corante norbixina de urucum utilizando
solugoes alcalinas

H,C

norbixinato

KOH
NaOH

H+

HOOC

norbixina

Fonte: Silva (2007).
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Bixina e norbixina podem sofrer isomerizagdo frente a instabilidade das instauracdes
presentes na molécula. Estdo presentes naturalmente, os isdmeros cis, tanto da bixina quanto da
norbixina e sdo convertidos na forma trans, mais estavel, durante o processo de extracao a altas
temperaturas (Figura 1.4). A cis-bixina tem coloracdo alaranjada, enquanto a trans-bixina
proporciona coloragdo vermelha (SATYANARAYANA et al., 2006).

Figura 1.4 - Reacdes de isomerizagao dos pigmentos de urucum

CfS-biXiI'lH Lmr.. I}'ﬂ‘.‘]‘S-biXiI'lE! Lbr.. cu]‘npggiog degrﬂdadog

hidrolise
cis-norbixina trans-norbixina

Fonte: HENRY (1996).

As diferengas estruturais entre bixina e norbixina estdo relacionadas a polaridade,
solubilidade, coloragdo e, por consequéncia, determinam singulares aplicagdes tecnologicas do
corante de urucum (GARCIA et al., 2012). A bixina, pigmento lipossoluvel, devido apresenga
de um éster metilico na molécula ¢ usada em alimentos como margarinas, cremes, sorvetes,
queijos (VALERIO et al., 2015). A norbixina, devido a presenca do grupamento carboxila tem
maior hidrossolubilidade sendo entdo, utilizada principalmente na produgdo de bebidas e

molhos (GARCIA et al., 2012).

A bixina e norbixina podem ser extraidas de sementes de urucum desidratadas por
extracdo indireta com solventes, extragdao direta usando solucdes alcalinas aquosas e extracao
direta com o6leo (SANTOS et al., 2014). A extra¢do indireta produz extratos que contém
principalmente cis-bixina (C2sH3004) e quantidades menores de trans-bixina e cis-norbixina
(RIOS; MERCADANTE; BORSARELLI, 2007; SCOTTER et al., 1998). A extra¢do em 6leo
produz bixina (KANG et al., 2010; SCOTTER, 2009). A extracdo em solucdo alcalina produz
norbixina (CAMPBELL; BOOGERS; DRAKE, 2014).

O vermelho intenso indica a presenga de bixina concentrada, enquanto a coloracdo
amarela indica predominancia de norbixina. A bixina ¢ um carotenoide com altas propriedades
antioxidantes, pois apresenta um sistema de ligagdo dupla conjugada que constitui um excelente

captor de radicais livres (KIOKIAS, 2003; KRINSKY, 1989).
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Os compostos presentes nas sementes de urucum tém atividade antioxidante e
antimicrobiana, além de beneficios farmacoldgicos e terapéuticos. A atividade antioxidante do
extrato de semente de Bixa Orellana pode ser devido a presenga de taninos e flavonodides
(ABAYOMI et al., 2014). Alguns autores também relatam que o 6leo de sementes de urucum
contém vitamina E, classificada como tocoferdis (a, B, Y € 6) ou tocotriendis (a, B, ¥ € ),
compostos antioxidantes e anticancerigenos (ALBUQUERQUE; MEIRELES, 2012;
PIERPAOLI et al., 2013; SILVA et al., 2015; TAHAM; CABRAL; BARROZO, 2015).
Mercadante; Steck; Pfander, (1999); Pino; Correa, (2003); Sylvester; Shah, (2005) relataram
que a bixina inibiu fortemente a auto-oxidagdo de triglicérideos de o6leo. Kiokias (2003)

verificou que a norbixina inibiu a deterioracdo oxidativa de azeite a granel.

Os extratos de sementes de urucum também mostram amplo espectro antibacteriano
contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Salmonella typhi,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida albicans. A atividade antimicrobiana ¢
proporcional ao teor de bixina uma vez que os principais compostos antimicrobianos sao 0s
carotenoides (FLEISCHER et al., 2003; GALINDO-CUSPINERA; MAJOLO; CARVALHO;
WIEST, 2013). Braga et al., (2007) e Rojas et al., (2006) relataram atividade antimicrobiana de

extratos de Bixa orellana na conservacao de alimentos.

Uma vez que a Unido Européia autorizou a utilizagdo de corante de urucum, ao qual ¢é
atribuido o nimero E de E160b, industrias de alimentos, cosméticos, industrias téxteis e de
farmacos comecaram a utilizé-lo como aditivo, estimulando a extracao industrial do corante de
urucum (SHAHID-UL-ISLAM; RATHER; MOHAMMAD, 2015). A bixina, pigmento de
maior interesse para extragdo e produgdo de corante natural representa menos de 6% do peso
total da semente de urucum, logo o processo de extracdo do corante de urucum tem gerado um
consideravel residuo industrial, que representa de 94 a 98% da matéria-prima processada
(MORAES et al.,, 2008). A Tabela 1 apresenta dados da literatura sobre a composi¢dao
centesimal do residuo da extrac¢do de corante de urucum. Destaca-se a presenca do amido (11,5

a 30,42%), fibras (28,48%), proteinas (11,50%) e cinzas (5,22%).
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Tabela 1 - Composi¢ao centesimal do residuo da extragao de corante de urucum

Componentes (g/100 g massa seca)
Umidade* 6,75

Cinzas 5,22

Lipideos 2,33

Proteinas 11,50

Fibras 28,48

Carboidratos 42,20

Amido 11,50 a 30,42

*: Umidade, expressa em base umida, (g/100 g amostra total)
Fonte: Valério et al. (2015); Brito, Queiroz, Figueirédo e Oliveira (2015a)

Devido a esta composi¢cdo quimica, varios autores tem sugerido o uso deste residuo
como complemento em ragdo de suinos (UTIYAMA; MIYADA; FIGUEIREDO, 2002) e
frangos (SILVA et al., 2005) ou como agente corante para gema de ovos (BRAZ et al., 2007).
Entretanto, este residuo apresenta importante teor de amido (de 11, 5 a 30,42%) (BRITO et al.,
2015; VALERIO et al., 2015) que pode ser utilizado como aditivo na indéstria de alimentos ou

como matéria-prima para a producdo de embalagens biodegradaveis.

1.3 Amido

Os granulos de amido sdo constituidos por dois polissacarideos, amilose e amilopectina
(HIZUKURI, 1986). A amilose ¢ um homopolimero linear constituido por 300 a 1000 unidades
de a-D-glicopiranose, unidas por ligacdes a-1,4 glicosidicas (Figura 1.5A) (BULEON et al.,
1998) (Figuras 1.5-1.6A). A amilopectina apresenta estrutura ramificada, constituida por
cadeias lineares de 20-30 unidades de a-D-glicose unidas por liga¢des glicosidicas a-1,4 e a-
1,6 (FRENCH, 1984; LINEBACK, 1984) (Figuras 1.5-1.6B). As diferencas estruturais entre
amilose e amilopectina, as propor¢des destas, assim como a fonte de origem, tamanho e forma
do granulo irdo influenciar as propriedades funcionais do amido, como sua capacidade

espessante, gelificante e nos processos de gelatinizagdo e retrogradacdo, assim como nas
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propriedades mecanicas e funcionais dos filmes biodegradéaveis a base de amido (HIZUKURI,
1986).

Figura 1.5 - Estrutura representativa do amido

Ligagfo a (1=4)

Ponto de ramificacio
Ligacdo u (1+6)

= ST

Fonte: Baseado na estrutura apresentada por Tester, Karkalas e QI (2004).

Figura 1.6 - Estrutura da (A) amilose e (B) amilopectina

¢ CH:0H ¢ CH:0H

(A) Amilose
CH;OH CH.OH
o
H 1 H
H H
H OH

(B} Amilopectina

Fonte: Adaptado de Tester, Karkalas e QI (2004).

Os amidos nativos tém estrutura semi-cristalina, contendo regides cristalinas e ndo
cristalinas em camadas alternadas formadas por ligagdo de hidrogénio entre as estruturas de
amilose e amilopectina (JENKINS, D.; RICHARD, M. G.; DAIGGER, 1993). A dispersao de

amido exige aquecimento em agua ou outro solvente, logo a estrutura cristalina do amido ¢
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perturbada e entdo, favorece que as moléculas de solvente interajam com os grupos hidroxila
da amilose e da amilopectina, levando a solubiliza¢do parcial de amido (HOOVER, 2001).
Assim, quando os granulos se incham em presenca de agua, abrem-se, incham e hidratam para
iniciar o processo de gelatinizagao ou perda de ordenamento molecular e granular (KRAMER,
2009). A estrutura do granulo de amido destruida durante o aquecimento forma um gel. No
entanto, por ndo estar em equilibrio termodinadmico, sua estrutura cristalina pode ser retomada
com o resfriamento. A capacidade do granulo de amido reordenar a sua estrutura apds o
processo de gelatinizagdo, ¢ conhecido com retrogradacio (MOORTHY; LARSSON;
ELIASSON, 2008).

O amido ¢ utilizado amplamente na industria de alimentos, farmacéutica, de papel e
polimero, cosmética (OTHMAN; AL-ASSAF; HASSAN, 2010) por ser uma fonte renovavel,
facilidade de acesso, baixo custo e propriedades fisico-quimicas interessantes como sua

biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo toxicidade (YULIANA et al., 2012).

O isolamento de amido a partir de residuos agroindustriais torna-se uma alternativa
sustentavel e interessante, uma vez que as fontes de amido mais exploradas, como batata,
mandioca, milho, arroz e trigo sdo utilizadas para alimenta¢do humana. Por métodos de
separacao alcalina, 4cida ou enzimatica o amido pode ser isolado (ARVANITOYANNIS;
KASSAVETI, 2009). Como a maioria dos métodos de isolamento afeta as propriedades do
material final, é essencial identificar a técnica de isolamento mais adequada em termos de
pureza, rendimento e propriedades do amido (CORREIA; BEIRAO-DA-COSTA, 2012). A
extracdo comercial do amido ¢ feita por moagem ou ralagao, separagdo da fibra e suspensao de
amido em 4gua, centrifugacdo, purificagdo, desidratacdo e secagem (AGAMA-ACEVEDO et
al.,2014; SANTOS, 2013) No entanto, alguns tipos de amidos exigem novas etapas no processo

de extracao.

Correia et al. (2013) observaram que o método alcalino para isolamento de amido de
castanhas portuguesas proporcionou maior rendimento de extracdo de amido, em comparagdo
com o método enzimdtico. Palacios-Fonseca et al. (2013) observaram que métodos de
isolamento de amido de milho em meio acido ou alcalino influenciaram na cristalinidade, teor
de amilose e entalpia dos granulos de amido. O método alcalino produziu granulos de amido
com menor teor de lipideo e proteina. Belhadi, Djabali, Souilah, Yousfi, & Nadjemi (2013),
avaliaram o isolamento de amido de sorgo e observaram que o método alcalino confere um

maior rendimento de extragdo, ja o método acido obteve maior pureza. Sun, Chu, Xiong, & Si
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(2015) isolaram amido de ervilha por trés métodos: moagem seca e extragdo em meio acido,
alcalino e enzimético. O amido isolado pelo método alcalino apresentou maior viscosidade e
maior entalpia. Maniglia & Tapia-Blacido (2016) avaliaram o isolamento de amido de babagu
por maceracao alcalina e em agua, sendo que o método alcalino proporcionou maior
rendimento, pureza, menor quantidade de amilose, granulos de amido mais aglomerados, maior
estabilidade térmica, alto poder de solubilidade e inchamento. Mas, a maceracdo em agua
permitiu obter menor perda de compostos fenolicos totais. Estrada-Leon et al., (2016)
verificaram o isolamento de amido das sementes de parota por trés métodos: maceragdo em
bisulfito de sddio, agua e acido. A extragao com bisulfito de sodio apresentou maior rendimento,
pureza e menor quantidade de amilose. Entretanto, o isolamento usando o método de maceracao

em agua destilada e d&cido mostraram melhor poder de inchamento e solubilidade dos amidos.

1.4 Filmes biodegradaveis

O interesse em desenvolver filmes biodegradaveis a partir de fontes renovaveis tem sido
crescente, devido as preocupacdes ambientais quanto ao crescente uso e descarte de embalagens
ndo renovaveis aliado as oportunidades para criagdo de um mercado com foco em
aproveitamento de residuos agroindustriais como matérias-primas formadoras de filmes

(HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008).

O filme biodegradavel pode ser degradado em cerca de 20 dias, ja o filme tradicional
pode demorar até 500 anos para degradagdo completa (ALVES, 2003; CARR, 2006). A
degradacdo ocorre por acdo enzimatica de organismos vivos, como bactérias, leveduras, fungos
resultando em produtos finais do processo, como o COz, H20 e biomassa sob condi¢des aerdbias
e hidrocarbonetos, metano e biomassa em condi¢des anaerobicas (DOI & FUKUDA, 1994;

OJEDA, 2013).

Os filmes biodegradaveis sdo filmes finos, formados a partir de biopolimeros como
proteinas (caseina, proteinas do soro do leite, proteina do milho (zeina), proteina do trigo
(gluten), colageno, gelatina), polissacarideos e seus derivados (celulose, quitosana, amido,
alginatos, pectinas, gomas), os quais sao capazes de formar uma rede tridimensional semi- rigida,
que retém o solvente (GUILBERT, 1986). A rede tridimensional ¢ formada pelas associagdes
inter e intramoleculares ou ligacdes cruzadas de cadeias dos polimeros (THARANATHAN,
2003). A coesdo depende da estrutura do polimero, do processo de fabricagdo, de fatores fisicos

e da presenca de plastificante (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1993).
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Para formagao do filme sdo também necessarios solvente, agente plastificante e agente
ajustador de pH (CUQ; GONTARD; GUILBERT, 1997). Os solventes comumente utilizados
sdo agua, etanol ou a combina¢do de ambos (KESTER, J. J. AND FENNEMA, 1986). Os
plastificantes empregados sdo geralmente, compostos hidrofilicos como os polidis: glicerol,
sorbitol. Estes se acoplam facilmente entre as cadeias poliméricas devido a habilidade em
reduzir as pontes de hidrogénio entre cadeias, causando um aumento do volume livre ou da
mobilidade molecular do polimero (BODMEIER, R; PAERATAKUL, 1997) contribuindo na
reducdo da fragilidade do filme, aumentando a flexibilidade e extensibilidade (MALI et al.,
2002). Para a formacdo de um filme homogéneo, ajustes de pH sdo necessarios para maior
solubilidade da macromolécula seja atingida (BATISTA, 2004). Os ajustadores de pH mais
utilizados em filmes biodegradaveis sao acido acético glacial, acido ascérbico, hidroxido de
sodio (KESTER, J. J. AND FENNEMA, 1986; (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992). Além
destes compostos, podem ser adicionados também outros, como agentes antimicrobianos,

antioxidantes, corantes, lipideos, vitaminas (KROCHTA; DE MULDER-JOHNSTON, 1996).

Os filmes elaborados pelo método casting (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992)
baseia-se em uma primeira etapa de solubilizagdo do polimero em solvente, na sequéncia
adiciona-se o plastificante e aditivos para melhorar as propriedades mecanicas e funcionais do
filme. Na segunda etapa, a solugdo filmogénica ¢ depositada sobre um molde ndo adesivo e em

seguida, submetida a secagem em estufa formando o filme (VICENTINO et al., 2011).

Os filmes biodegradaveis podem ser aplicados sobre alimentos, neste caso servird como
barreira a elementos externos e, consequentemente, protege o produto embalado de danos
fisicos e biologicos, com extensdo da vida de prateleira (HENRIQUE; CEREDA;
SARMENTO, 2008). Dependendo da composi¢ao dos filmes, estes podem ser comestiveis.

1.5 Filmes biodegradaveis a base de farinha e/ou residuos agroindustriais

Os filmes biodegradaveis podem ser produzidos a partir de blendas naturais, que
consistem de misturas naturais (carboidratos, proteinas, lipideos e fibras) obtidas na forma de
farinha a partir de matérias-primas de origem vegetal, tais como cereais, tubérculos, rizomas e

até mesmo residuos agroindustriais resultantes de processamento da fonte vegetal.

Os filmes elaborados a partir de farinhas tendem a diminuir deficiéncias em relacdo a
baixa barreira ao vapor de dgua e baixa resisténcia mecéanica e alongamento tipicos de filmes

produzidos de um tinico biopolimero (MONTANO-LEYVA, 2003). Contudo, as propriedades
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dos filmes de farinha dependerdo do tipo da interagdo formada pela mistura de biopolimeros
(amido, proteina, fibras e pelo lipideo), e também em relagdo a distribuicdo dessas interacdes
dentro da matriz do filme, do balango das interacdes hidrofilicas e hidrofobicas, assim como da
concentragdo de cada componente dentro do filme (ANDRADE-MAHECHA; TAPIA-
BLACIDO; MENEGALLI, 2012; TAPIA-BLACIDO et al., 2007).

A literatura reporta diversos trabalhos de elaboragdo de filmes biodegradaveis a base de

farinhas.

Tapia-Blacido, Sobral e Menegalli (2005), elaboraram filmes de farinha de amaranto.
Os filmes de farinha de amaranto apresentaram colora¢do amarelada, moderada opacidade, alta
flexibilidade e baixa resisténcia mecanica. No entanto, apresentaram menor permeabilidade ao

oxigénio e a dgua que filmes de proteina e polissacarideos.

Dias et al. (2010) elaboraram filmes de farinha e amido de arroz e notaram que ambos
os filmes apresentaram estruturas compactas e com propriedades mecanicas similares. No
entanto, a permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes de farinha foi duas vezes superior a dos

filmes de amido.

Andrade-Mahecha, Tapia-Blacido e Menegalli (2012), desenvolveram filmes de farinha
de achira e obtiveram materiais com boas propriedades mecanicas, baixa permeabilidade ao
vapor de agua e solubilidade quando comparada a filmes elaborados com outras farinhas de

tubérculos.

Pelissari et al. (2013) produziram filmes de farinha e amido de banana e notaram que os
filmes de farinha foram menos resistentes € mais elongéaveis, mais amarelados e porosos que os
filmes de amido. O uso da farinha foi enfatizado pela reducdo de custo na producao, ja que essa

farinha ¢ mais barata que amidos comerciais.

Salas-Valero, Tapia-Blacido e Menegalli, (2015) produziram filmes de farinha de
canihua (cupi e illpa-inia). Os filmes apresentaram maior bloqueio a luz, menor solubilidade e

permeabilidade ao vapor de agua que filmes de polissacarideos.

Daudet et al. (2016) produziram filmes de farinha e amido de pinhao. Filmes de farinha
apresentaram maior permeabilidade ao vapor de dgua e opacidade, menor rigidez, tensdo e

elongacao que os filmes de amido.

Vargas et al. (2017) produziram filmes de farinha de amido e farinha com amido de

20



Capitulo 1

arroz vermelho. Os filmes de farinha de arroz vermelho apresentaram-se menos transparentes
que os de cor vermelha e tiveram custo menor quando comparados aos filmes produzidos

apenas de amido, apresentaram 6tima atividade antioxidante.

E mais comum encontrar filmes produzidos de farinhas obtidas de fontes vegetais
integras, como os trabalhos listados anteriormente. Estudos sobre elaboracdo de filmes
biodegradaveis a partir de farinhas isoladas de residuos agroindustriais sdo ainda em menor

numero na literatura.

Maniglia et al. (2015), produziram filmes de farinha de circuma. Os autores observaram
que os filmes elaborados a partir desta farinha, proveniente de um residuo agroindustrial,
apresentou além de alta resisténcia e baixa solubilidade, a presenca de compostos ativos que

lhe conferiram propriedade antioxidante.

Maniglia et al. (2017) produziram filmes de farinha e de amido de babacu. Os filmes de
farinha isolada a partir do residuo agroindustrial de babacu, mostraram-se menos resistentes
mecanicamente, menos cristalino, mais opacos, mais flexiveis, mais hidrofilicos ¢ mais
permeaveis ao vapor de agua do que os filmes de amido. Tanto os filmes de farinha quanto os

filmes de amido de babagu apresentaram boa atividade antioxidante.

1.6 Filmes ativos

As embalagens eram tradicionalmente desenvolvidas para conter e proteger o produto.
Um requisito principal era a ndo interagdo, funcionavam entdo como uma barreira inerte. Essa
ideia mudou e hoje ¢ de grande interesse o desenvolvimento de embalagens ativas que
apresentem interagdes desejaveis com o produto, aumentando ou monitorando sua vida-de-

prateleira (ALMEIDA, 2013).

Segundo Rooney (1995), as embalagens ativas exercem papel na preservagao dos
alimentos. E ainda, de acordo com Vermeiren, Devliegheree Debevere (2002), as embalagens
ativas interagem com o alimento de maneira intencional, visando primordialmente a melhoria
de suas caracteristicas, alterando as condigdes dos produtos, aumentando sua vida de
prateleira, seguranga e qualidade ou até mesmo melhorando suas caracteristicas sensoriais.
As embalagens ativas exercem funcdes adicionais, como absor¢cao de compostos que
favorecem a deterioragdo, liberacdo de compostos que aumentam a vida-de-prateleira,
monitoramento da vida-de-prateleira (HOTCHKISS, 1995).
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As embalagens ativas apresentam aplicagdes antimicrobianas, antioxidantes,
aromatizantes, sequestradoras (absorvedoras de etileno, absorvedoras de umidade, oxigénio,
odores, dioxido de carbono e luz ultravioleta) e emissoras (oxigénio e etileno) (SOARES et al.,

2009; VERMEIREN et al., 1999).

A oxidagdo lipidica e crescimento microbiano sdo os principais fatores da degradagao
de alimentos como 6leos, molhos, leite em pod integral, frutas, carnes, peixes. Uma estratégia
para retardar essas possiveis degradacdes ¢ a adicdo direta de antioxidantes e agente
antimicrobiano em embalagens. Os compostos antioxidantes e antimicrobianos ficam em
contato direto com a superficie do alimento, local que inicia o processo de degradagdo. Entao,
durante armazenamento ocorre a migracdo destes compostos para o alimento, o que resulta em
menor teor de conservantes incorporados diretamente no alimento e aumentando a vida de

prateleira dos alimentos embalados (COMA, 2013).

Os filmes ativos correspondem a esse tipo de embalagem ao interagir com o produto e

proporcionar beneficios extras em relagao aos filmes convencionais (BODAGHI et al., 2013).

Atualmente, diferentes estudos sobre a incorporagdo de agentes antimicrobianos e
antioxidantes em diferentes matrizes filmogénicas tém sido estudados. A industria de alimentos,
utiliza aditivos de origem sintética como o butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol
(BHA), sais de sulfito, metabissulfito, acido benzoico, 6xido de etileno, nitratos, nitritos,acido
ascorbico e outros. Diante do crescente numero de problemas de saude associados a ingestdao
de conservantes sintéticos, a busca por conservantes de origem natural se intensificou(TYAGI
et al., 2012). H4 também recentes estudos com fontes renovaveis que ja apresentam a presenca
intrinseca de compostos ativos com func¢des antioxidantes/antimicrobiana associados a
macromoléculas podendo ser utilizados como embalagem ativa para alimentos. Nas proximas
segoes 1.6.1 e 1.6.2 serdo abordados os trabalhos reportados pela literatura sobre filmes

antioxidantes e filmes antimicrobianos.

1.6.1 Filmes com atividade antioxidante

O desenvolvimento de embalagens biodegradaveis com acdo antioxidante ¢ de grande
interesse para as industrias de alimentos e sociedade, visto que as reagdes de degradagdo por

oxidagdo sao responsaveis pela deterioragdao dos alimentos, sendo a segunda maior causa, atras
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da deterioracao microbiana (NERfN; TOVAR; SALAFRANCA, 2008).

A auto-oxidagdo ¢ um mecanismo auto catalitico dos radicais livres, que podem ser
gerados resultantes da agdo de iniciadores, como a luz, temperatura ou ions metalicos. Consiste
em 3 fases: iniciagdo, propaga¢ao e terminagdo. A reagao de iniciagdo produz o radical alquil
do acido graxo, que por sua vez, reage com o oxigénio para formar radicais peroxidos na reacao
de propagacdo. Os radicais peroxidos reagem com acidos graxos insaturados e formam
hidroperéxidos, que posteriormente se decompdem para produzir compostos aromaticos
volateis que dao sabor indesejado e odor rangoso. A interagdo dos radicais alquil e peroxido,
leva a formagao de produtos como aldeidos, alcanos e dienos conjugado. A formagao de aldeido

tem sido relacionada diretamente com a mudanca de cor e sabor (SAMPAIO et al., 2012).

Além do desenvolvimento de aromas rangosos, a deterioracdo oxidativa dos lipidios
pode causar o branqueamento de alimentos devido a reacdo dos pigmentos, especialmente os
carotenoides, com os intermediarios reativos, chamados radicais livres, que sdo formados
durante a oxidac¢ao lipidica. Os radicais livres também podem levar a uma reducdo da qualidade
nutricional, por reagir com vitaminas, especialmente a vitamina E, a qual se perde quando da

sua a¢do como antioxidante no alimento.

Os antioxidantes sao substancias que retardam ou previnem a oxidagdo de substratos,
tornando-os indisponiveis para formagao de espécies oxidantes Ao inibir ou retardar a oxidagao,
os antioxidantes podem eliminar os radicais livres (atividade sequestrante), sendo neste caso
descrito como antioxidante primario ou podem agir através de uma variedade de mecanismos,
incluindo a ligacdo de ions metélicos, eliminacdo/seqliestro de oxigénio, conversdo de
hidroperéxidos em espécies nao-radicais, absor¢ao de radiagdo UV ou desativagdo de oxigénio
singlete, sendo neste caso descrito antioxidantes secundarios (HALLIWELL, B,

GUTTERIDGE, 1999).

Dentro do grupo de antioxidantes encontram-se as antocianinas, fendlicos, carotenoides,

e os acidos organicos, como o dcido ascorbico e outros.

O uso de filmes antioxidantes pode inibir processos oxidativos (ROCHA GARCIA,
2002). Neste contexto, as embalagens passivas tém sido transformadas em embalagens ativas

pela adi¢do de compostos com poder antioxidante.

Santana et al. (2012) avaliaram a eficicia da incorporacdo de diferentes concentragdes

do urucum como aditivo antioxidante em filmes biodegradaveis a base de quitosana e ainda
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sugeriu a aplicagdo deste filme em alimentos lipidicos, como 6leos e gorduras, para evitar a
oxidacdo desses produtos. Lopez-Mata et al. (2015) também produziram filmes ativos de

quitosana ao incorporar 6leo de canela.

Li et al. (2014) produziram filme ativo antioxidante de gelatina ao incorporar
antioxidantes naturais como extratos de cha verde, extratos de sementes de uvas e extratos de
gengibre. Estes extratos sdo ricos em compostos fenolicos, flavonoides e carotenoides, sendo

estes responsaveis pela atividade antioxidante.

Perazzo et al. (2014) produziram filme ativo de amido de mandioca ao incorporar a
matriz extrato de cha verde, sendo este rico em polifenodis. Dantas et al. (2015) também
produziram filmes ativos de amido de mandioca ao incorporar polpas de frutas tropicais
(manga, acerola e seriguela) nesta matriz e embalar azeite de dendé observou efeito
antioxidante. Pagno et al. (2016) também produziram filmes ativos de amido de mandioca
incorporado com nanocapsulas de bixina. Também foi verificada a a¢do antioxidante ao

embalar dleo de girassol.

A literatura reporta alguns filmes ativos elaborados a partir de fontes renovaveis que
apresentam compostos ativos intrinsecos. Nesse sistema natural, substancias bioativas estao
aderidas a matriz polimérica (MUNOZ-BONILLA; FERNANDEZ-GARCIA, 2012). Maniglia
et al. (2014; 2015) produziram filmes ativos a partir de farinha de circuma. A presenca de
curcuminoéides € responsavel pela atividade antioxidante dos filmes. Maniglia et al. (2017)
produziram filmes de farinha e de amido de babacu. Tanto os filmes de farinha quanto os filmes
de amido de babacu apresentaram boa atividade antioxidante devido a presenga de compostos

fenolicos.

Daudta et al. (2017) produziram filmes ativos de farinhas das sementes e da casca de
pinha. Os filmes obtidos apresentaram boa atividade antioxidante em razdo a presenca de

polifenois nas cascas.

Vargas et al. (2017) produziram filmes ativos de farinha e de amido de arroz vermelho.
Os graos de arroz vermelhos sdo ricos em compostos fenolicos (PAIVA et al., 2016). Ambos

os filmes apresentaram excelente atividade antioxidante.
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1.6.2 Filme com atividade antimicrobiana

A deterioragdo microbiana causada por microrganismos patogénicos, incluindo
bactérias e fungos, reduz a vida util dos alimentos e aumenta o risco de doengas transmitidas

por alimentos e, portanto, apresenta uma grande preocupagio global (BOHME et al., 2012).

As embalagens com propriedades antimicrobianas sdo uma opg¢ao que reduzem,inibem
ou retardam o crescimento de microrganismos que podem estar presentes nos alimentos
acondicionados, visando estender a vida de prateleira do produto e obter produtos mais seguros
(SOARES et al., 2009). Diante dos beneficios o desenvolvimento de embalagens ativas, com

propriedades antimicrobianas, torna-se interessante (PIZZOLI, 2014).

Os filmes antimicrobianos contém agentes antimicrobianos que interferem no
crescimento ou atividade dos microrganismos, podendo ser classificados em antibacterianos ou
antifingicos (PELCZAR; REID; CHAN, 1980). Os antimicrobianos controlam a contaminagao
microbiana mediante trés mecanismos: reducdo da taxa de crescimento dos microrganismos,
aumento da fase lag ou inativagdo por contato (QUINTAVALLA; VICINI, 2002). De modo
geral, os compostos antimicrobianos agem como desnaturantes de proteinas, solventes de

lipideos e agente lesante da membrana citoplasmatica.

Tradicionalmente, os antimicrobianos sao adicionados diretamente aos alimentos, mas
sua atividade pode ser inibida por muitas substancias do proprio alimento. Vojdani e Torres
(1990), constataram que o sorbato de potassio, quando adicionado diretamente no alimento,
pode ser rapidamente absorvido da superficie do alimento, perdendo seu efeito protetor nesse
local. Quando o sorbato foi adicionado na matriz de um filme a base de metilcelulose e
hidroxipropilmetilcelulose, o filme permitiu lenta difusdo do sorbato por um tempo mais longo

para a superficie do alimento, o que melhorou a sua protegao.

Neste contexto, de acordo com Cooksey (2001) os filmes antimicrobianos funcionam
como um veiculo para o agente antimicrobiano, ao liberar o agente antimicrobiano para a
superficie do alimento, local de maior contaminagdo, através de evaporagdo no headspace

(substancias volateis) ou ao migrar para dentro do alimento por difusao.

Os antimicrobianos podem ser adicionados aos polimeros mediante fusdo ou por
solubilizacdo do composto dentro da matriz. Os agentes antimicrobianos mais utilizados sao
o acido sorbico, acido propionico, sorbato de potassio, acido benzoico, benzoato de sddio,
acido citrico, prata (QUINTAVALLA; VICINI, 2002), bacteriocinas, como nisina e
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pediocina, quitosana, 6leos essenciais, extratos de vegetais (SEBTI; COMA, 2002).

Os principais grupos de compostos com propriedades antimicrobianas, extraidos de
plantas incluem: terpendides e 6leos essenciais (TORSSEL, 1989); alcaldides (FESSENDEN,
1982); lectinas e polipeptidios (TERRAS et al., 1993; ZHANG & LEWIS, 1997) esubstancias
fenolicas e polifendis, que sdo: fendis simples, acidos fendlicos, quinonas (STERN et al., 1996),
flavonas, flavonodis e flavondides (FESSENDEN, 1982), tanino (SCALBERT, 1991) e
cumarinas (O’KENNEDY & THORNES, 1997), carotenoides (SHAHID-UL-ISLAM;
RATHER; MOHAMMAD, 2015). Neste contexto, Carvalho et al. (2017) produziram filme
antimicrobiano de acetato de celulose incorporados de uma suspensao de curcumina. Krepker
et al. (2017) produziram filme antimicrobiano utilizado para embalar “hummus” a partir da

combinagdo sinérgica de dleos essenciais, timol e carvacrol.

Emiroglu et al. (2010) produziram filme antimicrobiano de soja incorporados de 6leos
essenciais de tomilho e orégano e aplicados como embalagem de hamburgueres de carne moida.
A atividade antibacteriana dos filmes foi avaliada contra Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Lactobacillus plantarum. Os 6leos apresentaram atividade

antibacteriana semelhante para todas as bactérias testadas.

Segundo Walsh et al. (2003) os 6leos essenciais de condimentos podem ter muitos
componentes, como compostos fendlicos, carotenoides e outros compostos ativos, sendo estes
os principais responsaveis pelas propriedades antimicrobianas dos mesmos. Sao compostos
hidrofobicos e o seu sitio de agdo ¢ a membrana celular da célula microbiana, onde acumulam-
se causando desarranjo na fun¢do e na estrutura da membrana ao penetrar a célula bacteriana,
exercendo atividade inibitoria no citoplasma celular, provocando lise e liberacdo do ATP
intracelular. Enfim, agem como reguladores do metabolismo intermedidrio, ativando ou
bloqueando reagdes enzimaticas, afetando diretamente uma sintese enzimadtica seja em nivel
nuclear ou ribossomal, ou mesmo alterando estruturas de membranas (SINGH & SHUKLA,

1984).

Contudo, ha algumas poucas matrizes que contém naturalmente agentes
antimicrobianos. E bastante positivo um filme ser naturalmente antimicrobiano, pois os
processos de incorporacdo dos agentes antimicrobianos nao sdo faceis e geralmente quando
incorporados a eficacia ¢ reduzida ja que os compostos ativos sdo sensiveis a luz, temperatura

(KREPKER et al., 2017).

Yuan, chen e Li (2016), relatam a natural atividade antimicrobiana de filmes de
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quitosana, assim como a melhora da atividade antimicrobiana destes filmes ao incorporar 6leos
essenciais. A quitosana tem sido muito utilizada na composi¢do de filmes antimicrobianos,
porque, além de ter boas propriedades formadoras de filmes, possui a¢do bactericida e
fungicida. Esta acdo ¢ devida a sua capacidade de ligar-se as moléculas de adgua, inativar as
enzimas microbianas e absorver os nutrientes usados pelos microrganismos (OUATTARA et
al., 2000). Os revestimentos a base de quitosana aplicados em frutas induzem a produgao da
enzima quitinase, que ¢ um agente antifungico natural (DEBEAUFORT; QUEZADA-
GALLO; VOILLEY, 1998). Em fungos, a quitosana pode também produzir alteracdes nas
fungdes da membrana, por interagdo com a superficie eletronegativa deles, levando a
mudanc¢as na permeabilidade, distirbios metabdlicos ¢ morte celular (FANG; LI; SHIN,
1994). Segundo Muzzarelli et al. (1990) a atividade antimicrobiana da quitosana sobre
bactérias ¢ devida a natureza policatidnica da molécula de quitosana, que permite a interacao
e formagao de complexos polieletrolitos com os polimeros acidos produzidos na superficie da
bactéria (lipopolissacarideos, acido teicoico e teicurdnico). Filmes e revestimentos a base de
quitosana testados sobre Listeria monocytogenes inibiram o crescimento desse
microrganismo (COMA et al., 2002). El Ghaouth et al. (1992) mostraram que revestimentos
a base de 1 e 2% de quitosana reduziram no tomate a incidéncia de deterioracao,
principalmente a causada por Botrytis cinérea. Para filmes de quitosana, pesquisadores
correlacionam a atividade antimicrobiana a formacao de complexos polieletroliticos, uma vez
que seus grupos aminicos protonados provavelmente se ligam seletivamente a superficie
celular carregada negativamente dos micro-organismos, alterando a atividade celular e a
permeabilidade da membrana, resultando na perda de componentes intracelulares e,

consequente, inibigdo microbiana (AVADI et al., 2004).

As farinhas de urucum utilizadas neste trabalho para produgado dos filmes sdo ricas em
compostos ativos, tais como compostos fendlicos e carotendides. De acordo com Shahid-ul-
islam; Rather; Mohammad, (2015) o extrato etanolico de sementes de urucum apresentou agao
contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Salmonella typhi,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida albicans. Os principais compostos
responsaveis pela atividade antimicrobiana sdo os carotenoides (9’-cis-norbixina e all-trans-
norbixina) (GALINDO-CUSPINERA; WESTHOFF; RANKIN, 2003). Portanto, espera-se que
os filmes de farinha de urucum produzidos neste presente trabalho apresentem atividade

antimicrobiana.
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Alguns fatores podem afetar a efetividade da embalagem antimicrobiana, como as
caracteristicas do antimicrobiano (solubilidade e tamanho da molécula) e do alimento,
condi¢des de estocagem e distribui¢do (tempo e temperatura), método de preparo do filme

(extrusdo ou casting) e interacdo entre antimicrobiano e polimero (SOARES et al., 2009).
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Apresentacio

O efeito do método de isolamento de amido a partir do residuo de urucum sobre as
propriedades fisico-quimicas, térmicas, morfologia e propriedades antioxidantes do material
obtido foram estudadas neste capitulo. Os métodos de isolamento foram: moagem em agua
(WS), moagem em pH acido (AS) e moagem em pH alcalino (KS). Os materiais obtidos no
isolamento foram caracterizados em composi¢do quimica, distribui¢do de particula,
microscopia eletronica de varredura, cor, teor de compostos fendlicos, carotenoides, teor de
bixina, atividade antioxidante, espectroscopia de infravermelho, difracdo de raios-X,
calorimetria diferencial de varredura. Os resultados demonstraram que os materiais isolados
com os trés métodos testados nao podem ser considerados como amido, pois a pureza em amido
dos materiais foi ao redor de 65%. Portanto, estes materiais foram considerados farinhas com
alto teor de amido, sendo obtidas trés tipos de farinha WS (65% de amido), farinha AS (66%
de amido) e farinha KS (69% de amido) segundo o método de isolamento com diferengas na

sua composi¢ao centesimal, estrutura e teor de compostos bioativos.

2.1 Materiais e métodos

2.1.1 Materiais

O residuo da extragdao de corante de urucum foi fornecido pela empresa de corantes
Firace (Sao Paulo, Brasil). O residuo foi transportado e armazenado em embalagem escura
(polietileno de baixa densidade) a 10°C. De acordo com a Firace, a extracdo do corante de
urucum foi realizada utilizando 6leo de soja, com rendimento na extracdo de 90%.

Os reagentes: hidroxido de sddio e acido ascorbico P.A foram adquiridos pela Dinamica-
Quimica Contemporanea, (Sao Paulo, Brasil). O radical ABTS (2,2’-azinobis (3-
etilbenzoatiazolina-6-acido sulfonico)), o antioxidante sintético BHT (2,6-Di-tert-butyl-4-
methylphenol), o antioxidante sintético Trolox ((+)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-
2-carboxylic acid) e o padrao bixina (95%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, (Sao Paulo,

Brasil).
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2.1.2 Isolamento de farinhas a partir do residuo da extracio do corante de urucum

O isolamento de farinhas a partir do residuo da extracdo de corante de urucum foi
realizado, empregando-se trés métodos: moagem em agua (WS), moagem em pH acido (AS) e
moagem em pH alcalino (KS), conforme metodologia descrita por Maniglia e Tapia-Blacido
(2016), como mostrada na Fig. 2.1. Entdo, o residuo de urucum foi imerso em aguadeionizada
(método em agua/neutro — pH 7), ou em solucdo de 0,25% de hidréxido de so6dio (método
alcalino — pH 10), ou em solugao de 1% de 4cido ascorbico (método 4cido — pH 3), seguindo a
proporg¢ao 1:2 (residuo de urucum: solugao) por 18 horas a 10 °C. Em seguida, a mistura passou
por moagem em liquidificador Oster (modelo 6844-017, 450 W) por 2 minutos. O material
moido foi peneirado utilizando peneiras de 80, 200 ¢ 270 mesh (Bertel, Brasil). O material
retido foi reprocessado no liquidificador (4 vezes) e o material passante foi centrifugado em
centrifuga Quimis (Q222RM, Brasil) a 1500 rpm por 10 min, 10 °C. Para a extracdo da farinha
em pH 4cido ou alcalino, o material passante foi lavado e centrifugado, nas mesmas condigdes,
até pH 7. Tanto o material retido (farelo) quanto o material passante (farinha: fragdo rica em
amido) foram secos em estufa com circulagdo for¢cada a 40 °C (Quimis, Q314M292, Brasil) por
12 h e em seguida, foram moidos, peneirados (80 mesh) e armazenados em frascos ambar, sob-

refrigeragdo (10 °C).
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Figura 2.1 - Fluxograma do processo de isolamento de farinhas a partir do residuo da
extragdo de corante de urucum por moagem em agua (WS), moagem em pH acido (AS) e
moagem em pH alcalino (KS)
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2.1.3 Composi¢cao quimica

O residuo da extracdo de corante de urucum e as farinhas obtidas nos métodos de
isolamento por moagem em agua (WS), moagem em pH 4cido (AS) e moagem em pH alcalino
(KS) foram caracterizados em fung@o a sua composicao centesimal. As andlises foram feitas

em triplicata, com excecdo da andlise de fibra alimentar total que foi feita em quadruplicata.
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2.1.3.1 Umidade

A determinagdo de umidade foi realizada segundo pelo método gravimétrico n® 920.151
da AOAC (AOAC-920.151, 1997). 2,0 g de amostra foram pesadas em cadinho de porcelana
previamente tarado. A amostra foi colocada em estufa com circulacao forgada de ar (QUIMIS,

Q314M292, Brasil) a 105°C por 24 horas. O teor de umidade foi calculado pela equacao 1.

% Umidade =" x100 (1)
My

Sendo: Miquq: massa de dgua (a diferenga entre a massa de cadinho com a amostra imida e a

amostra seca) e M,: massa da amostra seca.
2.1.3.2 Cinzas

A determinagdo de cinzas foi realizada segundo o método gravimétrico n® 923.03 da
AOAC (AOAC-923.03, 1997). 1,0 g de amostra seca foi incinerada em mufla (QUIMIS,
Q318M24, Brasil), a 800°C por 4 horas. O teor de cinzas foi calculado pela equacao 2.

% Cinzas = M x100 2)
My

Sendo: Mc: massa de cinzas (diferenca entre a massa do cadinho contendo cinzas e este vazio)

e M4 massa da amostra seca.

2.1.3.3 Proteinas

O teor de proteinas foi determinado pela metodologia Kjeldahl, segundo a técnica

n°926.86 da AOAC (AOAC-926.86, 2005). Esta técnica consiste de trés etapas principais:

1) Digestdo das proteinas da amostra: 0,3 g de amostra foram pesadas em tubo para
digestdao, em seguida foram adicionadas 2 g de mistura catalitica CuSO4:NaSO4
(20:1) e 5 mL de H>SO4 concentrado a 400 °C em um digestor (Quimis, modelo
Q327M, Brasil) para a geragao de (NH4)2SOs4.

Amostra (Proteina) + H:SOy ———>  (NH4)250;4
2) Neutralizagdo e destilagdo: esta etapa foi realizada no equipamento semi-

automatico Kjeldahl (Quimis, Q328S21, Brasil). A amostra digerida foi adicionada

41



Capitulo 2

de aproximadamente 25 mL de NaOH (50%), para neutralizacdo, e em seguida foi
realizada a destilagao (75 ). O NHs destilado foi recolhido em uma solugao de 4%
(m/v) de H3BO3 contendo indicador vermelho de metila-verde de bromocresol.
Desta maneira, foi recolhida uma solucdo de aproximadamente 70 mL de
NH/H>BO:3.
(NH4)>S0O4 + 2NaOH ——> 2NH3 + NaxSO4 + 2H>0
NH3 + H3:BO3; ——> NH4H>BO3

O indicador vermelho de metila-verde de bromocresol foi obtido da mistura de
vermelho de metila (0,1% m/v em etanol) e verde de bromocresol (0,1% m/v em
etanol) nas propor¢des de 2:5, respectivamente.

3) Titulagdo: nesta etapa, foi utilizado HCI (0,1M) para titular a solugdo destilada que
contéem NH.H>BO:s.

NH/H>BO3 + HCl ——> H3BO3+ NH4CI

A determinagdo de teor de proteinas ¢ baseada no teor de nitrogénio. O teor de proteinas
foi calculado segundo as equagdes 3 e 4. Na equacdo 4 foi utilizado o fator de conversao de
6,25. Na maioria dos alimentos o nitrogénio corresponde aproximadamente a 16% do peso da
proteina, o que implica indiretamente que em 100 g de proteina tem-se 16 g de nitrogénio, e
100/16 = 6,25, que corresponde ao fator de conversdo de nitrogénio: proteina (N:P). Dessa
maneira, quando a concentragdo de nitrogénio total ¢ convertida em proteina utilizando-se o
fator de conversdo 6,25, considera-se que todo nitrogénio recuperado € proveniente,
principalmente, da proteina e que a contribuicdo de substancias nitrogenadas ndo proteicas,
como nitrogénio inorganico (nitrato, nitrito) e outras fontes de nitrogénio organico
(nucleotideos, 4cidos nucléicos, aminoacidos livres, pequenos peptideos, quitina, clorofila) sao

despreziveis (GUIMARAES; LANFER-MARQUEZ, 2005).

(Va=Vp)XN1x0,014x100
= 3)
M

% N1

% P.B (buy= %N1Xx 6,25 4)

Sendo: % Nr: nitrogénio total, % P.B.u): proteina bruta em base umida, Va: volume (mL) de
HCl usado na titulagao da amostra, Vb: volume (mL) de HCI usado na titulagdo do branco, Ni:

normalidade de HCI usado na titulagdo, M = massa(g) de amostra seca.
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2.1.3.4 Lipideos

Para a determinagao de lipideos foi utilizado o método de Bligh; Dyer, (1959) utilizando
solventes como cloroformio, metanol e 4gua. Em béquer foram pesadas 3,0 g de amostra e
adicionados 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol ¢ 8 mL de agua deionizada,
respectivamente. O béquer foi fechado com auxilio de papel filme e colocado sob agitagdo por
3 min. Ao terminar a agitagdo, adicionou-se 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solucdo de
sulfato de sodio 1,5% gerando-se duas fases: aquosa e organica. Na fase orgénica estdo os
lipideos presentes no material. Agita-se a mistura por mais 2 minutos, em seguida aguarda-se
30 minutos para que as camadas se separarem naturalmente em funil de decantagdo. Sao
recolhidos 15 mL da camada inferior para um tubo de 30 mL. Em seguida, 1g de sulfato de
sodio anidro foi adicionado e o tubo foi fechado e agitado para a retirada de resquicios de agua.
A amostra foi filtrada em papel de filtro e 5 mL do filtrado foram pesados em béquer de 50 mL
previamente tarado. O béquer foi colocado em estufa a 80 °C durante 30 minutos ¢ quando o
solvente foi totalmente evaporado, o residuo que sobrou foi esfriado em dessecador e pesado.

A porcentagem de lipideos foi calculada de acordo com a equagdo 5.

% Lipideos(uy =~ (5)

Sendo: M;: massa de lipideos e M,4: massa da amostra seca.

2.1.3.5 Teor de fibra alimentar total

O teor de fibra alimentar total foi determinado pelo método enziméatico-gravimétrico n°
985.29 da AOAC, descrito por Prosky e Lee (1996), com modificacdes. Este método baseia-se
na digestdo enzimatica das amostras, com objetivo de promover a hidrélise do amido e das
proteinas presentes. Em uma primeira etapa, o amido foi hidrolisado usando a enzima a-
amilase, posteriormente em uma segunda etapa, a proteina foi hidrolisada pela acao da protease,
e por ultimo a amilose foi hidrolisada usando a enzima amiloglucosidase. Para tal, 1 g de
amostra seca e desengordurada foi agitada com 50 mL de solugdo tampao fosfato pH=6 por 30
minutos a temperatura ambiente e, por mais 30 minutos a 60 °C. Em seguida, adicionou-se 100
pL de a-amilase (A3306, Sigma Aldrish). A solu¢do permaneceu em banho-maria a 100 °C, sob

vigorosa agitacdo, por 15 minutos e depois foi resfriada a temperatura ambiente. O pH da
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amostra foi ajustado a 7,5 com aproximadamente 10 mL de NaOH (0,275M). A amostra foi
entdo aquecida sob constante agitacdo em banho a 60 °C. Em seguida, adicionou-se 100 pL de
solugdo de protease (50 mg de protease - Brauzyn® 100, ProzynBioSolutions - em 1 mL de
solucao tampao de fosfato pH= 6) e foi mantida em constante agitagao por 30 minutos. O pH
foi ajustado a 4,0-4,6 com 10 mL de HCI (0,325M). Em seguida, adicionou-se 300 puL de
solugdo enzimatica de amilo-glucosidase (A9913, Sigma Aldrish) sob agitacdo por 30 minutos
a 60 °C (temperatura da amostra controlada). Adicionou-se 280 mL de etanol (95%) para
precipitacao da fibra soluvel, resfriou-se e deixou-se em repouso por 60 minutos atemperatura
ambiente. Filtrou-se o s6lido e procedeu-se a lavagem com 20 mL de etanol 78%, 10 mL etanol
95% e finalmente duas vezes com 10 mL de acetona. A amostra foi seca em estufa a 105 °C até
massa constante. A determinacdo foi realizada em quadruplicada. Um dos duplicados foi
utilizado para a determinagdo da proteina e o outro para a determinagdo da cinza para corre¢ao
do teor de fibras. A determinagdo do teor de cinzas e proteinas foi realizada de acordo com as

metodologias ja descritas anteriormente.

Para o preparo da solug¢do tampao de fosfato (pH=6) foi utilizado misturas de 500 mL de

agua com 438 mL de NaH>PO4 (0,2M) e 61,5 mL de Na,HPO4 (0,2M).
As fibras do branco (papel filtro sem amostra) foram determinadas utilizando a equagao 6:
B = Wrtg— Pg-Csg (6)

Onde: B ¢ a massa de fibras do branco (g), Wrts € a massa do residuo total gerado pelo branco
(g), P ¢ a massa de proteinas do branco depois do tratamento enzimatico (g), Cs ¢ a massa de

cinzas do branco depois do tratamento enzimatico (g).

O calculo do teor de fibra alimentar para cada amostra desengordurada foi calculado de

acordo com a equagdo 7:
Wﬁbraa,d = [Wrtad — P — C] — B (7)

Onde: Wfibraaq, ¢ a massa de fibra alimentar da amostra desengordurada (g); Wrta.q € a massa

(g) do residuo total da amostra desengordurada depois do tratamento enzimatico; P ¢ a massa
(g) de proteinas do residuo depois do tratamento da amostra desengordurada e C, ¢ a massa (g)

de cinzas do residuo total depois do tratamento da amostra desengordurada.

O teor de fibra alimentar total foi calculado de acordo com a equagdo 8 e foi expresso

em g de fibra por 100g amostra seca.
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__ Wifibra, 4

% TDF 5y = [100 — %Lipideos b)) (8)

ad

Onde: %TDF.s), € a porcentagem de fibra por 100g de amostra seca; Wfibraaq, ¢ a massa de
fibra alimentar da amostra desengordurada (g); Wad € a massa (g) de amostra desengordurada

e %Lipideos(b.s) € a porcentagem de lipideos de amostra em base seca.

2.1.3.6 Amilose

O teor de amilose foi determinado pelo método colorimétrico do iodo simplificado, de
acordo com a metodologia proposta por Juliano (1971), adaptada por Martinez e Cuevas (1989).
0,2 g de amostra foram pesadas em um baldo volumétrico de 100 mL e 1 mL de etanol (96%)
foi adicionado, e a mistura foi agitada para dissolver toda amostra. Em seguida foi acrescentado
9 mL de NaOH (IN) e realizado o aquecimento em banho-maria, a 100 °C, durante 9 minutos,
para gelatinizagdo do amido. Deixou-se esfriar por 30 minutos o baldo. Lavou-se as paredes do
baldo com 4agua destilada e completou-se o volume para 100 mL com posterior agitagdo.
Pipetou-se 5 mL da solugdo obtida para um novo baldo volumétrico de 100 mL e adicionou-se
I mL de acido acético (1M), 2 mL da solugdo de iodo (0,0001N) para formar o complexo
amilose-iodo e completou-se o volume de 100 mL de solugdo. Deixou-se em repouso a solucao
por 30 minutos para fazer a leitura da absorvancia em A=610. O valor da absorvancia foi
relacionado com uma curva padrdo de amilose para determinar o teor de amilose na amostra. O

teor de amilose foi calculado pela equacao 9:

% amilose CxVfxVo. 100*%lipideos(b.s))

= )
(bs) "y aliquota 1000xW farinha

Sendo: % amilose (vs): teor de amilose em base seca (g de amilose/100g de farinha), C:
concentragdo da ltima dilui¢do, Vf: volume da dilui¢do final (mL), Vo: volume da primeira
diluigdo (mL), Valiquota: volume da aliquota (mL), % lipideos.s): porcentagem de lipideos da

amostra total em base seca, Wrarinna: massa de farinha na amostra seca (g).
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2.1.4 Distribuicdo do tamanho de particulas

A distribuicdo do tamanho de particulas do residuo e das farinhas isoladas pelos trés
métodos testados foram determinados por difragdo de laser com espalhamento estatico de luz
(DLS) através de um Difratometro Laser (Beckman Coulter, LS 13320, EUA), em modulo

tornado para andlise de amostras secas.

2.1.5 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

O residuo da extragdo de corante de urucum e as farinhas isoladas pelos trés métodos
testados tiveram a morfologia analisada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Estes
materiais foram acondicionados em dessecadores com silica gel por sete dias para a retirada da
umidade e foram colocados em suportes de aluminio e cobertos com ouro através de
pulverizagdo catodica por meio de um metalizador (Bal-Tec, SCD050 Sputter Coater,
Fiirstenstein- Liechtenstein). As micrografias das amostras foram obtidas em um Microscopio
Eletronico de Varredura (MEV), (Shimadzu, SS-550, Kyoto-Japdo), sob voltagem de
aceleracao de 15 KV.

2.1.6 Cor

Os parametros de cor das amostras de residuo de urucum, farinhas e farelos foram
avaliados com auxilio de um colorimetro portatil MiniScan XE (Hunterlab, Riston, Virginia,
EUA) de acordo com o método (HUNTERLAB, 1997). A andlise foi feita em triplicata. Para
determinar a cor, os valores de L*, a* ¢ b* foram obtidos de acordo com as coordenadas da
escala CIE Lab (Commission Internationale de 1’Eclairage L*, a*, b*), baseado em uma
representacdo numérica dos parametros de luz refletida no espectro visivel (Figura 2.2). O
parametro L* representa a luminosidade que varia de 0 a 100, sendo que valores mais proximos
a 100, representam amostras mais claras e os valores proximos a 0, as mais escuras. A
cromaticidade ¢ definida por a*, coordenada que varia do vermelho (+a*) ao verde (-a*), e por
b*, coordenada que varia do amarelo (+b*) ao azul (-b*). As medidas foram conduzidas em
triplicata. A cor foi expressa como a diferenga de cor total (AE*) e foi calculada pela equagao

10:
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AE * =V(AL®)? + (Aa*)? + (Ab*)? (10)

Onde AE*: diferenca total da amostra em relagdo a um padrdo ou referéncia. Aa*, Ab* e AL*

sao as diferencas entre os parametros das amostras e do branco (a* =-0,77, b*=1,40, L*=93,49).

Figura 2.2 - Esquema do sistema tridimensional representativo das coordenadas dos
parametros de cor e da diferenca de cor total (AE*)

branco
L*=100 L*
amarelo 1
+b*
bh* @ l;.' L*) AT
verda
i vermelho
_a "
+d
Abt g e
I i o
azy % /
: !
preto e >
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Fonte: Adaptado do Optical and Color, consultado em 23/05/2017
(http://www.smithersrapra.com/testing-services/by-material/plastics-and-polymer-physical-
testing/optical-and-colour) e (GONNET, 2001).

2.1.7 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi medida pelo método de captura do radical livre ABTS™
(RUFINO et al., 2007). Pesou-se em béquer, aproximadamente 200 mg de amostra, seguida
pela adicdo de 2 mL de metanol. Esta mistura foi agitada a temperatura ambiente (~ 25 °C)
durante 3 h, na auséncia de luz e depois filtrada usando papel filtro (Wathman N°4) para obter

0 extrato.

O radical livre ABTS"" foi preparado a partir da reagdo de 5 mL de solugdo de estoque
de ABTS (7 mM) com 88 uL da solugdo de persulfato de potassio (140 mM). A solucao foi
armazenada no escuro a temperatura ambiente, durante 16 horas. Apds este periodo, 1 mL da
solucdo foi diluida em alcool etilico até se obter valores de absorvancia de 0,70 nm + 0,05 nm

a 734 nm.

Finalmente, adicionou-se 3 mL do radical ABTS'"a 30 uL de extrato, € mantida em

agita¢do por 6 min. Determinou-se a quantidade de radical ABTS " restante por medida da
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absorvancia a 734 nm usando um espectrofotometro (Hewlett Packard HP 8453). Uma curva
padrao foi preparada utilizando Trolox (antioxidante sintético), em concentragdes de 10-2000
uM. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em mg de equivalente Trolox

(TE) / g de amostra.

2.1.8 Carotenoides Totais e teor de Bixina

A determinacao do teor de carotenoides totais foi realizada de acordo com o método
descrito por Gross, (1991). Assim, 0,1 g de amostra foi adicionado a 2 mL de uma solugao
contendo 200 mg.L! de hidroxitolueno butilado (BHT) em solvente acetona-etanol (1:1) e
manteve-se sob vigorosa agitacao, durante 1 hora. Em seguida, a amostra foi filtrada em papel
filtro (Wathman N°4), e foram feitas sucessivas lavagens utilizando a solug@o de acetona:etanol
(1:1). O filtrado foi diluido até atingir 10 mL (Vf) de extrato em baldo volumétrico. A
absorvancia do extrato foi medida na regido de UV-visivel em um espectrofotometro (UV-M51
UV- Visivel, Bel, Brasil) a 470nm. O solvente puro foi utilizado como branco. O teor de
carotenoides totais foi calculado de acordo com a equacdo 11 e foi expresso em pg

carotenoides por g de amostra seca.

Afox 106
= 11
Mx 100 xAL% (11)

Sendo: CT: teor de carotenoides totais como pg equivalente em B-carotenos por cada g de
amostra seca, A: absorvancia (A = 470 nm), V¢: volume da solugdo total (mL), AL% = 2500

corresponde ao coeficiente de absorvancia especifica para B-carotenos, M € a massa da amostra

(8)-

O teor de bixina, carotenoide principal presente nas sementes de urucum, foi
determinado por HPLC (CTO-10ASVP, Shimadzu). A analise foi feita em triplicata.
Aproximadamente 200 mg de amostras de urucum foram pesadas em um béquer, seguido pela
adi¢dao de 2 mL de metanol. A mistura foi agitada a temperatura ambiente (~ 25 °C) durante 3
h, na auséncia de luz. A amostra foi filtrada em papel filtro (Wathman N°4) para obter o extrato.
Em seguida, 50 uL do extrato foi injetado nas seguintes condi¢des: coluna C-18 (Luna da

Phenomenex, 4,6 x 150 mm, 5 um), conjunto de detectores de diodo (Modelo: SPD M10AVP)
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(460 nm), loop =20 pL, fluxo = 1,0 mL.min"!. A fase movel utilizada foi de acetonitrila: 4cido
acético a 2% (65:35). O padrdo bixina foi adquirido da Sigma-Aldrich (95%). As solugdes
padrdo de bixina em metanol foram preparadas em diferentes concentracdes (0,17 a 3,20 mg.L-
!, R?=0,98) para construcdo da curva de calibragdo. A curva de calibragdo foi estabelecida
através da representacdo grafica das areas de pico em fun¢ao da concentracao de cada analito.

O tempo de retengdo da bixina contida no residuo de urucum e nas farinhas foi 24 minutos.

2.1.9 Compostos fenolicos totais

O teor de compostos fenoélicos totais (CFT) foi determinado pelo método colorimétrico
de Folin-Ciocalteau, de acordo com o método descrito por Hillis; Swain (1959). A anélise foi
feita em triplicata. 0,1 g de amostra seca foi adicionada a 2 mL de metanol, sob agitacdo por 1h
e depois filtrado para obter o extrato. Em seguida, em 0,5 mL deste extrato foi adicionado a 8
mL de agua e 0,5 mL da solugcdo de Folin-Ciocalteu em meio aquoso na propor¢do 1: 7 e
mantido em agita¢do por 3 minutos com posterior adi¢do de 1,0 mL de solugdo de carbonato de
sodio (0,5 M). Os tubos foram mantidos sob agitacdo por 10 min e depois foi medida a
absorvancia a 725 nm em um espectrofotdometro (UV-M51 UV-Visivel, Bel, Brasil). O teor de
CFT foi determinado utilizando uma curva padrdo de 4cido galico (5 a 45 mgL™), expressos
como mg de equivalente 4cido galico (EAG) por 100 g de amostra. A equagdo da curva padrao
de EAG obtida foi C = 161,89A — 0,0066 com R*= 0,9898, onde C ¢ a concentracio do EAG
em mgL'e A ¢ a absorvancia da leitura da amostra. Foi utilizado um branco, composto por

metanol e reagentes sem o extrato.

2.1.10 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As temperaturas de gelatinizagdo das farinhas isoladas foram determinadas por
Calorimetria Diferencial de Varredura usando um DSC 2010 (TA Instruments, New Castle, DE,
USA). As amostras (~1 mg) foram pesadas diretamente em capsulas de aluminio (TA
Instruments, pans, #900793,901) e adicionada agua deionizada (9 mg) usando uma micro
seringa para produzir uma suspensdo de amido de 10% (w/w). As amostras foram
hermeticamente seladas e deixadas em repouso durante 45 minutos a temperatura ambiente
antes do aquecimento no DSC. O analisador DSC foi calibrado usando indio e um cadinho vazio

como referéncia. Os cadinhos foram aquecidos a uma taxa de 10 °C/min de 30 a 110 °C, em
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ambiente inerte (45 mL/min de N2).

Foi utilizado, para referéncia, uma capsula vazia, e o equipamento foi calibrado com
amostra de indium (Tm= 156,6 °C ¢ Am = 28,71 J/g) (TA Instruments). As temperaturas do
intervalo de gelatinizacdo: T; (temperatura de inicio), T, (temperatura pico de gelatinizacdo), Tr
(temperatura final) e AH referido a entalpia de gelatinizagdo foram obtidas pelo software

Universal Analysis 2000 (TA Instruments, New Castle, Inglaterra).

2.1.11 Difracao de raios-X

O residuo da extragao de corante de urucum e as farinhas isoladas tiveram os indices de
cristalinidade determinados por difragdo de raios-X. As amostras foram previamente
desidratadas em dessecador com silica gel durante uma semana. Foram fixadas em suporte de
aluminio e analisadas a temperatura ambiente, em um Difratometro de Raios-X Siemens,
(Siemens, modelo D5005, Baden-Wiirttemberg, Alemanha), operando com filtro
monocromatico, radiacdo Ka de cobre, corrente de 30mA, voltagem de 40KV e velocidade de
varredura de 0,02° por segundo, com angulo 20 variando 2° a 50°. O indice de cristalinidade
(%) dos materiais foi quantitativamente estimado como a razao entre a area cristalina para a
area total do difratograma, seguindo o método de Nara; Komiya, (1983) usando o software

Origin 8.1 (OriginLab Corporation, Massachusetts, EUA).

2.1.12 Espectroscopia de absorc¢ao na regiio do infravermelho (FTIR)

As andlises espectroscopicas na regido do infravermelho das amostras foram realizadas
em um espectrofotometro (Shimadzu, IR Prestige-21, Kyoto-Japdo) com transformada de
Fourier (ATR). As analises foram realizadas na regido de 4000 a 400 cm™', com resolugio de 2

cm’!, com 20 varreduras.

2.1.13 Analise estatistica dos resultados

Foram realizadas analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey de comparagdes
multiplas de médias, com nivel de significancia de 5% para avaliar a diferenca significativa das

propriedades do residuo e das farinhas isoladas pelos métodos de moagem em meio neutro
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(WS), moagem em pH acido (AS) e moagem em pH alcalino. As analises estatisticas foram

realizadas utilizando o software Statistica 7.0: Basic Statistics and Tables.

2.2 Resultados e Discussao

2.2.1 Composicao Quimica

O residuo da extragdo de corante de urucum fornecido pela Firace, contém 11,02 +
0,63% de umidade (base umida), 17,88 &+ 0,93% de proteinas, 8,31 + 0,62% de lipideos, 19,52
+ 0,63% de fibras, 5,03 + 0,01% de cinzas e 49,26 + 1,43% de amidos, 28,95 + 0,97% de
amilose, teores em base seca. Os teores de proteinas, lipideos e amidos do residuo de urucum
foram semelhantes aqueles reportados por outros autores na literatura (BRITO et al., 2015;
CARVALHO; CARVALHO; MANTOVANI, 1991; PEDROSA; CIRNE; MAGALHAES
NETO, 1999; VALERIO et al., 2015). No entanto, o teor de fibras neste trabalho foi baixo
quando comparado ao relatado por Utiyama; Miyada & Figueiredo (2002) e Valério et al.
(2015), 36,8% e 28,5%, respectivamente. As diferengas na composi¢dao quimica do residuo de
urucum podem ser devido aos métodos de extracao de corantes utilizados nestes casos: 6leo de

soja ou solucao alcalina de KOH.

Os materiais obtidos do residuo da extra¢do de corante de urucum pelos métodos de
isolamento de moagem em agua (WS), acido (AS) e alcalino (KS) também foram caracterizados
em base a sua composi¢ao quimica, os resultados estdo apresentados na Tabela 2.1, onde

também estdo apresentados os rendimentos dos métodos de extragao utilizados.

Com relagdo ao isolamento de amido, a Tabela 2.1 mostra que os métodos (WS, AS
ou KS) aqui utilizados ndo proporcionaram amido puro: os materiais isolados contém entre 64,6
a 68,7% de amido, sendo entdo designados como farinha. Outros autores conseguiram isolar
amidos mais puros quanto utilizaram os métodos WS, AS ou KS para isolar amido de
mesocarpo de babacu (94 a 98,8% de amido) ou de outras fontes vegetais como maca root
(87,8% de amido), makal (96,7% de amido), amido de sementes de Parota (84% de amido)
(ESTRADA-LEON et al., 2016a; MANIGLIA; TAPIA-BLACIDO, 2016; RONDAN-
SANABRIA; FINARDI-FILHO, 2009; TORRUCO-UCO; BETANCUR-ANCONA,2007).
Devemos aqui ressaltar que estes autores isolaram amido a partir de materiais integros, ja nosso

trabalho trata-se de uma tentativa em isolar amido de um residuo resultante da extracao de
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pigmento de urucum. Como apresentado na Tabela 2.1, nos farelos obtidos predomina-se fibras,
33,21 a 49,97%, mas também contém de 28 a 45% de amido e menores teores de proteinas e
lipideos quando comparados a farinha. O alto teor de proteinas e lipideos das farinhas isoladas
pelos métodos WS, AS e KS podem explicar a baixa pureza em termos de amido deste material
isolado. As proteinas e lipideos podem ter impedido a entrada de agua no material integral,
dificultando a liberagao de granulos de amido.

Os métodos WS e AS permitiram obter maiores rendimentos em base seca na extragao
do amido (32 e 31%, respectivamente) quando comparados ao método KS (19%).
Comportamento diferente foi observado na extracao de amido de milho e amido do mesocarpo
de babagu (MANIGLIA; TAPIA-BLACIDO, 2016; PALACIOS-FONSECA et al., 2013),pois
estes autores relataram maior rendimento no isolamento do amido quando usado o método

alcalino.

Ao comparar os trés métodos testados WS, AS e KS, observa-se pela Tabela 2.1 que o
método de moagem alcalina (KS) reduziu o teor de proteina quanto o teor de lipideos de forma
mais efetiva do que os outros métodos, em 17,9% e 59,4%, respectivamente. Isso porque as
proteinas presentes nas sementes de urucum sdo solaveis em pH 12 (VALERIO et al., 2015) ¢
os lipideos sdo soliveis em solugdo alcalina (MANIGLIA; TAPIA-BLACIDO, 2016).
Entretanto, o método AS permitiu obter farinha com menor teor de fibras quando comparado
com o residuo (de 19,5% para 3,8%) e foi mais eficaz que os métodos WS e KS, considerando
que a celulose e a hemicelulose em meio acido podem ter sofrido hidrélise, rendendo entao uma
farinha com menor teor de fibras (SUN et al., 2004; BRETT; WALDRON, 1990; VAN SOEST
1996). O método KS também produziu uma farinha com maior conteudo de cinzas em
comparagdo com as farinhas isoladas pelos métodos WS e AS. A solu¢do de NaOH (pH 10)
utilizada na extracdo em meio alcalino pode ter degradado e solubilizado estruturas que estariam
aderidas aos granulos de amido, permitindo assim a difusdo de ions so6dio para o interior dos
granulos de amido (ROONEY; SUHENDRO, 1999). Um comportamento semelhante foi
relatado para o isolamento de amido a partir de milho por mergulho em solucdo de NaOH

(PALACIOS-FONSECA et al., 2013).

O teor de amilose da farinha obtida por método KS foi maior do que os teores obtidos
pelos métodos WS e AS. Correia e Beirdo-da-Costa (2010) relataram que o teor de amilose esta
influenciado pela lixiviagdo/ degradagdao da amilose durante a extracdo do amido. O alto teor
de amilose da farinha obtida por método alcalino, pode estar relacionada a hidrdlise alcalina

das regides cristalinas do granulo de amido, formada principalmente pela amilopectina, a qual
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pode ser degradada preferencialmente e de forma mais rapida que a amilose, e em decorréncia
ha um aumento relativo da amilose como fragao linear (PALACIOS-FONSECA et al., 2013;
RIBEIRO; SERAVALLLI, 2004). Palacios-Fonseca et al. (2013) também observaram o mesmo
comportamento na extragdo do amido de milho em meio alcalino, mas Maniglia ¢ Tapia-
Blacido (2016) obtiveram um comportamento inverso no isolamento de amido do mesocarpo
de babagu em meio alcalino. Neste sentido, pode-se dizer que o teor de amilose pode ser
influenciado pelo método de isolamento utilizado, pela fonte botanica e pela presenca de outros
componentes como proteinas, fibras e lipidios. Segundo Moore et al. (1983), o amido pode ser
classificado em relacdo ao seu teor de amilose em: amido normal 18-30% de amilose), amido
ceroso (aproximadamente 1%) e amido de elevado teor de amilose (mais que 70%). Portanto
pode-se dizer que o amido isolado pelos métodos de moagem em agua, acido e alcalino sdo do
tipo normal. A propor¢ao de amilose e amilopectina ¢ uma importante propriedade funcional,
uma vez que a amilose ¢ responsavel pela formacdo e estabilidade de géis, enquanto a
amilopectina formar géis com baixa tendéncia a retrogradagdo e maior viscosidade
(BILIADERIS, 1991). Nas farinhas obtidas pelos métodos estudados ha predominancia de
amilopectina. Entretanto, os farelos apresentaram menores teores de amilose quando
comparados as farinhas independentemente do método utilizado. Comparando os métodos de
extragdo, observa-se na Tabela 2.1 que o método de extragdo em meio neutro (4gua) ndo alterou
a estrutura das fibras e a cristalinidade do granulo de amido, portanto este método permitiu
obter farinhas com menor teor de amilose. Como o farelo estd composto principalmente por
fibras e amido, o método de determinagdo de amilose para este tipo de material apresenta

algumas deficiéncias, sendo dificil determinar a quantidade real de amilose presente.
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Tabela 2.1 - Composi¢ao quimica e rendimento de farinhas e farelos obtidos de residuo da extracdo de corante de urucum por diferentes métodos

de isolamento

Composic¢ao Farinhas Farelos
WS AS KS WS AS KS
Umidade (%) * 11,21 0,254 10,86 +£0,31%A 12,52 + 0,044 11,92 +0,91%4 9,94 + 0,428 9,54 + 0,328
Cinzas (%) 3,85+ 0,08 3,49 +0,01°B 5,85+0,15% 4,18 + 0,524 545+0,172 5,33 +£ 0,654
Lipideos (%) 6,50 +0,31°A 6,93 +0,11%4 3,37+ 0,394 427+ 0,908 4,89 + 0,378 3,61 +0,47°B
Proteinas (%) 17,43 + 0,36 19,46 + 0,50* 14,68 + 0,21°A 13,33 + 0,032 10,85 + 1,01%B 10,80 + 0,38"B
7,63 £2,01%B 3,79 + 1,07°8 7,38 +1,19%B 33,21 +5,83% 49,97 + 7,084 48,43 + 7,09%A

Fibras (%)
Amido**
Amilose***

Rendimento

64,59 + 2,07
23,87+ 0,21

32

66,33 + 1,224
23,52 +0,84%

31

68,72 + 1,284
27,84 +1,93%4

19

45,01 +5,99°°
6,70 + 0,45°°

48

28,84 + 7,178
13,64+ 0,138

47

31,83+ 7,158
14,26 + 0,458

50

*: Umidade, expressa em base imida, (% = g/100g amostra imida), **: Amido obtido por diferen¢a (100-cinzas-proteinas-lipideos-fibra alimentar).
**%. Amilose expressa em relagdo “a quantidade de amido, (% = g amilose/100g amido).

a, b, c: Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca estatistica significativa entre as amostras segundo o teste de Tukey

(p<0,005).

A, B: Letras maitsculas diferentes na mesma linha indicam que hé diferenca estatistica significativa entre as amostras segundo o teste de Tukey

(p<0,005).

(WS): moagem em agua, (AS): moagem em pH acido, (KS): moagem em pH alcalino.
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2.2.2 Cor

O residuo da extragdo de corante de urucum, as farinhas isoladas pelos métodos de moagem em
meio agua (WS), moagem em pH 4cido (AS) e moagem em pH alcalino e os correspondentes
farelos apresentaram diferentes tons de vermelho, dependendo da técnica de isolamento

empregada (Fig. 2.3).

Figura 2.3 - Residuo da extracdo de corante de urucum, farinhas e farelos obtidos nos
métodos por moagem em agua (WS), moagem em pH acido (AS) e moagem em pH alcalino
(KS)

Residuo da extracdo de corante de urucum
o

Farinha (WS) Farinha (AS) Farinha (KS)

Farelo (WS) Farelo (AS) Farelo (KS)

Fonte: Fotografia da autora.
A Tabela 2 apresenta os parametros de cor (L*, a*, b*) e as diferengas de cor (AE*) do

residuo de urucum e dos materiais produzidos (farinhas e farelos). O residuo de urucum mostrou

menor luminosidade (< L*) que as farinhas e semelhante aos farelos.

54



Capitulo 2

As farinhas apresentaram tons maiores de vermelho (>a * (+)) e amarelo (>b * (+)) e
maior diferenga de cor (> AE *) do que o farelo, independentemente do método de isolamento
utilizado. Este resultado indicou que os carotenoides responsaveis pela cor presente no residuo
de extracdo de pigmento de urucum permaneceram nas farinhas isoladas, possivelmente
recobrindo a superficie dos granulos de amido presentes nestas farinhas e associados as

proteinas e lipidios.

O método de moagem em pH alcalino permitiu obter farinha com maior luminosidade
e valores mais baixos dos parametros a * ¢ b * em comparagdo com os materiais obtidos em
isolamento pelos outros métodos. O pH alcalino (solu¢do de NaOH) pode provocar a
saponificagdo da bixina (responsavel pela cor vermelha), produzindo a norbixina (de cor
amarela) e esta durante processo de neutralizagdo do pH ¢ perdida por ser soluvel em agua
(MORTENSEN, 2006). Ja o método de moagem em pH &cido produziu farinha com tons mais
intensos de vermelho e amarelo que os outros métodos, possivelmente pela agdo antioxidante
do 4cido ascorbico, utilizado na solucdo acida, o qual evitou a perda de pigmentos de urucum

ao longo do processo de isolamento de amido.
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Tabela 2.2 - Parametros de cor (L*, a*, b*) e diferenca de cor (AE*) de residuo da extragdo de corante de urucum, farinhas e farelos obtidos por

diferentes isolamentos

Amostras Método L* a* b* AE*
Residuo de Urucum 43,00+ 0,19 22,21 +0,10 29,00 + 0,07 61,41 +0,10
WS 46,49 + 0,254 24,65 + 0,224 29,78 + 0,38 60,47 + 0,424
Farinhas AS 46,52 +0,47°A 28,39 +0,23%4 32,71 £ 0,323 63,57 + 0,384
KS 52,44 £0,17°A 22,12+ 0,12 27,51 +0,21°A 63,22 + 0,144
WS 42,56 +0,51°B 11,22 +0,7128 18,10 + 0,248 47,59 + (0,558
Farelos AS 4435 + 0,068 10,61 + 0,128 17,69 + 0,118 4891 + 0,108
KS 46,67 + 0,628 11,63 + 0,588 19,22 + 0,698 51,80 + 0,948

a,b: letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca estatistica significativa entre os métodos de extrag¢ao (Tukey, p <0,05).
A, B: Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam que hé diferenca estatistica significativa entre as amostras segundo o teste de Tukey

(p<0,005).

L*, coordenada de pardmetros de luminosidade que variam de 0 (preto) a 100 (branco).
a*, coordenada que varia do vermelho (+a*) ao verde (-a*).

b*: coordenada que varia do amarelo (+b*) ao azul (-b*).

AE*: diferenca de cor comparado com uma referéncia (branco).
(WS): moagem em 4agua, (AS): moagem em pH acido, (KS): moagem em pH alcalino.
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2.2.3 Compostos fenolicos totais, carotenoides totais, teor de bixina e atividade

antioxidante

A Tabela 2.3 apresenta os teores de compostos fenolicos totais, carotenoides totais, teor
de bixina e atividade antioxidante do residuo da extra¢do de corante de urucum, das farinhas
isoladas pelos métodos de moagem em meio neutro, moagem em pH acido, moagem em pH
alcalino e dos correspondentes farelos. Nesta tabela observa-se que as farinhas contém
importante teor de compostos fendlicos e carotenoides, sendo estes tltimos responsaveis pela
coloracdo avermelhada deste material, como mostrado na analise de cor (Tabela 2.2). Como os
teores destes compostos nas farinhas foram significativos e em valores quase semelhantes ao
residuo de urucum, confirma-se que estes compostos ficaram retidos nos granulos de amido

presentes na farinha dificultando também a liberacao destes granulos nos trés meios utilizados.

Por outro lado, a farinha isolada pelo método em pH acido apresentou maior teor de
compostos fendlicos totais do que os métodos em agua e em pH alcalino. Segundo Angelo e
Jorge (2007) os compostos fendlicos quando presentes em vegetais, podem estar em formas
livres ou complexados a agucares e proteinas. Segundo isto, o maior teor de proteinas presentes
no amido isolado por moagem em meio acido (Tabela 2.1) pode ter permitido a maior retengdo
destes compostos na farinha. Por outro lado, o método de moagem alcalina pode ter causado a
oxidacdo dos compostos fenolicos presentes no residuo de urucum obtendo-se farinha com
menor teor de compostos fendlicos do que os métodos de moagem em pH 4cido e em agua. O
farelo resultante do isolamento pelo método em pH 4acido também apresentou maior teor de
compostos fendlicos, o qual pode ser justificado pelo maior teor de fibras neste material, e
possivelmente pelo maior teor de lignina, que contribuiu com o maior teor de compostos
fenolicos do farelo (BRETT; WALDRON, 1990, ANGELO; JORGE, 2007). Por outro lado, o
método de moagem em pH alcalino empregando-se hidroxido de sodio contribuiu com a
solubilizagdo de uma grande parte da lignina (OH et al., 2005), isto justifica o baixo teor de

compostos fenolicos do farelo resultante do isolamento pelo método em pH alcalino.

Com relagdo ao conteudo de carotenoides, observa-se na Tabela 2.3 que as farinhas
extraidas pelos métodos de moagem em meio neutro, em pH dacido e em pH alcalino
apresentaram maior teor de carotenoides do que residuo de urucum. Entretanto, os farelos
obtidos no processo apresentaram baixos teores de carotenoides quando comparados ao residuo
e as farinhas. Comparando os métodos de isolamento, observa-se que isolamento por moagem

em pH 4cido permitiu obter farinha com maior teor de carotenoides, enquanto pelo método em
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pH alcalino provocou perdas de carotenoides na farinha. Como os carotenoides sdo compostos
lipossoluveis sabe-se que o meio alcalino solubiliza compostos lipidicos produzindo perdas dos

carotenoides no processo de isolamento utilizado.

Os teores de bixina das farinhas isoladas pelos trés métodos estudados foram
semelhantes aos encontrados no residuo de urucum. Portanto, os métodos de isolamento por
moagem em agua, em meio acido e em meio alcalino ndo conseguiram remover a bixina
presente no residuo, e esta continuou retida nos granulos de amido. Sabe-se que a bixina ¢é
insoluvel em agua e pode formar complexos com proteinas € com a amilose que estdo presentes
no amido justificando sua presenca na farinha isolada apds os processos de moagem,
peneiragem e centrifugacdo utilizando solugdes aquosas em pH neutro, pH acido e pHalcalino
(BOBBIO; BOBBIO, 1992). O método por moagem em pH alcalino pode ter causado a
saponificacdo da bixina produzindo o 4cido dicarboxilico, a norbixina, causando uma ligeira
diminui¢ado do teor de bixina na farinha, como pode ser observada na Tabela 2.3 (PIMENTEL;

STRINGHETA, 1999).

Os compostos fenolicos e carotenoides presentes nas farinhas isoladas por métodos de
moagem em meio neutro, moagem em pH acido e moagem em pH alcalino podem atuar como
antioxidantes proporcionando esta caracteristica a este material. Esta propriedade antioxidante
das farinhas foi verificada pelo método de radical ABTS™" Assim, foi confirmada que as
farinhas extraidas pelos trés métodos apresentaram atividade antioxidante, sendo maior a
atividade antioxidante na farinha obtida pela moagem em pH 4cido devido ao maior teor de
compostos fenolicos e carotenoides totais deste material. Como neste método foi empregado
acido ascorbico, um antioxidante que pode ter evitado a oxida¢do dos compostos fenolicos,
refor¢ando a propriedade antioxidante. Entretanto, o método em pH alcalino causou uma perda
da atividade antioxidante devido a maior remog¢ao dos carotenoides e oxidagdao dos compostos

fenolicos.
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Tabela 2.3 - Compostos feno6licos totais, carotenoides totais, teor de bixina e atividade antioxidante (AA) em residuo da extracao de corante de
urucum, farinha e farelos obtidos por diferentes métodos de isolamento

Carotenoides totais

Compostos fenolicos totais Bixina AA
Amostras Métodos (mg de GAE/100g de amostra) (ug ca;‘:fg’;fri%“/ g de (g bixina/100g de amostra)  (mg de TE/g de amostra)
Riﬁ‘iﬁnde 1141,16 = 7,73 523,82 + 1,23 12,16 + 0,25 2,02+ 0,26
WS 1454,93 + 36,18 716,95 + 8,67°A 13,01 £ 0,593 3,07 0,034
Farinha AS 1578,83 + 45,894 780,21 £ 0,69* 11,06 + 0,30 3,61 +0,54*
KS 1306,60 + 10,134 549,38 + 3,124 11,32 +£0,30° 1,92 + 0,294
WS 768,59 + 10,658 280,00 + 1,15%8 3,00+ 0,13%B 0,66 + 0,258
Farelos AS 1198,04 + 17,598 201,46 +3,61B 4,65+ 0,19°B 0,80 + 0,07°B
KS 713,01 = 1,87°B 229,81 + 6,198 3,09 + 0,188 0,97 +0,46°8

a,b,c: letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam que hé diferenga estatistica significativa entre os métodos de extragdo (Tukey, p <
0,05). A, B: Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca estatistica significativa entre as amostras segundo o teste de

Tukey (p<0,005).

(WS): moagem em agua, (AS): moagem em pH acido, (KS): moagem em pH alcalino
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2.2.4 Distribuicao do tamanho de particulas

A Figura 2.4 mostra a distribuicdo do tamanho de particulas do residuo da extragdo de
corante de urucum, farinhas isoladas pelos métodos de moagem em agua, moagem em pH acido

e moagem em pH alcalino.

Figura 2.4 - Distribui¢ao do tamanho das particulas do residuo da extragdo de corante de
urucum e farinhas isoladas por moagem em agua (WS), moagem em pH acido (AS) e
moagem em pH alcalino (KS)
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O residuo da extracdo de pigmento de urucum exibiu distribuicdo de tamanho de
particulas bimodal, com dois picos: o principal emergiu a 160 um, e outro apareceu a 38 pum.
Os métodos de moagem em agua (WS) e moagem em pH acido (AS) produziram farinhas com
distribuicao de tamanho de particula bimodal. O pico principal correspondeu a um tamanho
médio de 133 um e 121 um, respectivamente, € houve um pico menor a 20 pm e 22 pm,
respectivamente (Figura 2.4). J4 o método de moagem em pH alcalino permitiu obter uma
farinha com distribui¢do de tamanho de particula polimodal com um pico médio principal de
147 pum, um pico menor a 76 um e um terceiro pico a 20 pm de tamanho médio de particula.
Essa variacao no tamanho das particulas isoladas pelo método alcalino indicou maior formacao
de aglomerados de granulos de amido nesta farinha. De acordo com Pelissari et al. (2012) a
aglomeragao dos granulos de amido pode ser devido ao tratamento quimico com NaOH que
remove compostos quimicos durante o processo. Neste trabalho, a agregacdo dos granulos de
amido foi justificada pela lixiviacdo da amilose, formacao de interagdes amido-proteina e

amido-lipideo. Maniglia e Tapia-Blacido (2016) relataram variagdo no tamanho de particula e
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presenca de granulos de amido aglomerados durante isolamento alcalino. J& os tamanhos de
particula variando de 20 a 22 pm podem estar relacionados a presenca de granulos de amido
liberados e soltos na farinha.

Como os métodos de isolamento de amido testados neste trabalho ndo permitiram obter
amido puro e sim uma farinha com alto teor de amido (64,6 a 68,7%), a distribui¢ao de tamanho
de particula apresentou um maior pico principal de 121 a 147 um ao comparar com o amido
isolado de mesocarpo de babagu que apresentou pico em de 13 um pelos métodos WS ou KS
(MANIGLIA; TAPIA-BLACIDO, 2016), o amido isolado de babana tem pico principal em
47,3 um pelo método WS (PELISSARI et al., 2012), e o amido isolado de castanheiros com
pico principal em 9-13 pm pelo método KS (CORREIA; BEIRAO-DA-COSTA, 2012).

2.2.5 Morfologia por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As Figuras 2.5, 2.6 e 2.7 mostram as micrografias obtidas por MEV do residuo da
extragdo de corante de urucum, as farinhas isoladas pelos métodos de moagem em agua, em pH
acido e em pH alcalino, e seus respectivos farelos. A Figura 2.5 mostra a microestrutura do
residuo de urucum, na qual pode ser observado que os granulos de amido encontram-se
aprisionados formando estruturas de maior tamanho. As proteinas, lipideos, carotenoides e
fibras presentes no residuo de urucum devem ser as responsaveis pela formacdo destes

aglomerados.

Por outro lado, na Figura 2.6 podemos observar que os métodos de isolamento utilizados
neste trabalho removeram parcialmente as proteinas, lipideos, carotenoides e fibras que
inicialmente estavam aderidos aos granulos de amido (Figura 2.5). Entretanto, nestas
micrografias observa-se ainda a presenca de aglomerados de granulos de amido, e granulos de
amido cujas superficies apresentam estruturas fibrosas e recobertas também com outros
compostos como proteinas e lipideos, que favorecem a aglomeracdo dos granulos obtendo-se
estruturas com diferentes tamanhos médios de particulas (Figura 2.4). Estas microestruturas
observadas nas farinhas confirmam a composi¢do centesimal mostrada na Tabela 2.1 e
distribui¢do do tamanho de particula mostrada na Figura 2.4. Nas micrografias da Figura 2.6
também pode ser observado que a farinha apresenta granulos de amido livres com didmetros
médios de 15 a 18 um e formato ovais, esféricos, elipsoides e triangulares. As formas
triangulares apresentam-se como a unido de 3 granulos envoltos por uma membrana. Para

amidos de outras fontes, tais como, milho, mandioca, batata-doce, foram relatados diametros
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que variaram de 10,6 a 33 um (HERNANDEZ-MEDINA et al., 2008; MEDINA; SALAS,
2008).

As microestruturas dos farelos mostram a presenca de granulos de amido confirmando
a composi¢do centesimal apresentada na Tabela 2.1. O farelo esta composto principalmente de
estruturas fibrosas, onde os granulos de amido encontram-se aprisionados possivelmente a

proteinas e lipideos (Figura 2.7).

Figura 2.5 - Micrografias obtidas por MEV do residuo de urucum
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Figura 2.6 - Micrografias obtidas por MEV das farinhas isoladas por (A-B) moagem em
agua, (C-D) moagem em pH acido, (E-F) moagem em pH alcalino
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Figura 2.7 - Micrografias obtidas por MEV dos farelos resultantes do isolamento por (A-B)
moagem em agua, (C-D) moagem em pH 4cido, (E-F) moagem em pH alcalino
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2.2.6 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os termogramas obtidos por DSC das suspensdes de 10% do residuo de urucum e das
farinhas permitiram visualizar os picos endotérmicos referentes ao processo de gelatinizagao e
obter os valores das temperaturas correspondentes ao intervalo de gelatinizacao: temperatura
inicial (Ti), temperatura de pico (Tp), temperatura final (Ty), assim como obter o intervalo (Tge1)
e a entalpia de gelatinizacdo (AHge), listados na Tabela 2.4. A Figura 2.8 apresenta o

termograma de DSC de amostras de residuo e farinhas WS, AS e KS.

O residuo de urucum apresentou valores de Ti e Tp semelhantes aos obtidos para a
farinha obtida por método de moagem em 4gua (pH neutro), porém estes valores foram maiores
do que os obtidos para ass farinhas extraidas pelos metodos por moagem em pH acido e moagem
em pH alcalino. O menor teor de amido da farinha obtida por moagem em agua, como mostrado
na composicao quimica, deve ter influenciado no maior valor da Ti e Tp quando comparado
com as farinhas obtidas pelos métodos 4cido e alcalino. Como a temperatura de gelatinizacao
pode ser influenciada pela composi¢do do granulo de amido (amilose/amilopectina), a forma e
o tamanho do granulo de amido, estrutura molecular (comprimento das cadeias, regides amorfas
e cristalinas) e a presenca de outros componentes como lipideos, proteinas e fibras
(GUNARATNE; HOOVER, 2002; NODA et al., 1996; SINGH; KAUR; SINGH, 2004;
SINGH; SINGH, 2001; YUAN; THOMPSON; BOYER, 1993)
observa-se diferencas no intervalo de gelatinizagdo dos materiais obtidos e do residuo de
urucum. Assim, o intervalo de gelatinizag@o (Tgel ) foi maior para o residuo quando comparado
com as farinhas, isto pode ser justificado pelo maior tamanho de particula e presenca de maiores
aglomerados do residuo de urucum (Figura 2.4), no qual os granulos de amido estdo
aprisionados formando estruturas compactas, com foi verificado por MEV (Figura 2.5)

(ROCHA; DEMIATE; FRANCO, 2008).

Também foi observada diferencas nos valores de entalpia de gelatinizacdo (AH g1) das
farinhas em funcdo dos métodos de isolamento utilizados neste estudo. A entalpia de
gelatinizagcdo (AH ge1) foi maior para a farinha obtida pelo método alcalino devido ao maior
tamanho de particula deste material, quando comparado com as farinhas obtidas pelo método de
moagem em agua e em pH acido, como pode ser verificado na Figura 2.4, sendo entdo, necessaria
maior quantidade de energia para clivar a estrutura dos granulos de amido, apesar do menor teor
de amilopectina desta farinha (teor de amilose 27%) (AGAMA-ACEVEDO et al., 2014; CORAL

et al., 2009; PELISSARI et al., 2012). Como o tamanho médio departicula dos amidos isolados
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por moagem em 4agua e em meio acido foram quase semelhantes, os valores de entalpia de
gelatinizagdo (AH ge1) destes amidos ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa
segundo o teste de Tukey (p<0,05). A entalpia de gelatinizacdo dos amidos de urucum produzidos
neste trabalho (6,9 a 11 J/g) foi maior do que os amidos isolados a partir do mesocarpo do babacu
(2,61 J/g), e menor ao relatado para o amido de castanha portuguesa (16,3 J/g) (MANIGLIA;
TAPIA-BLACIDO, 2016; NOR NADIHA et al., 2010; XIE et al., 2008).

Tabela 2.4 - Valores de temperatura e entalpia do intervalo de gelatinizagdo dos amidos

presentes no residuo da extracao de corante de urucum e nas farinhas obtidas por diferentes
métodos de isolamento

Amostras Ti (°C) Tp (°C) Tt (°C) Tgel (°C) AH g (J/g)
Residuo de 63,42 70,48 78,58 14,13 3,19

urucum

Farinha 64,00 £ 0,072 69,04 £ 0,172 80,40 £ 1,24* 10,08 6,92 +1,01°
(WS)

Farinha 60,92 + 0,22° 67,17 £0,35° 78,12 +1,89* 12,3 7,80 £ 0,66°
(AS)

Farinha 61,09 + 0,04° 67,06 +0,11° 81,48 £0,64* 11,8 10,98 + 0,13
(KS)

T;: temperatura inicial de gelatinizagcdo; T,: temperatura pico de gelatinizagdo; Tytemperatura final de
gelatinizacdo; Tgel = 2*(Tp-To): intervalo de gelatinizag@o; AHg.: entalpia de gelatinizagdo por grama
de amido em base seca;

a, b, c: letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenga estatistica significativa
entre os métodos de extragdo (Tukey, p < 0,05).

(WS): moagem em agua, (AS): moagem em pH acido, (KS): moagem em pH alcalino.

Figura 2.8 — Termograma de DSC de residuo e farinhas WS, AS e KS
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2.2.7 Difracio de raios-X

Os difratogramas de raio X de residuo de urucum, farinhas isoladas pelos métodos de
moagem em agua, moagem em pH 4cido e moagem em pH alcalino e os correspondentes farelos
estao apresentados na Figura 2.9. O residuo de urucum e as farinhas obtidas pelos métodos de
moagem em agua, em pH 4cido e em pH alcalino exibiram picos em 15°, 17°, 20°, 22° ¢ 23°. A
farinha obtida por moagem em pH 4cido apresentou pico em 6 °, tipico de amido tipo A comum
em cereais (KARIM; NORZIAH; SEOW, 2000) e apenas, o residuo de urucum e a farinha
extraida por moagem em 4gua exibiram pico em 27°, tipicos de amido tipo B, comum em
tubérculos (HOOVER, 2001; SHUJUN; JINGLIN; WENYUAN, 2005). Também foi observado
um pico em 37°, o qual pode estar relacionado a celulose, pois foi mais evidente no residuo de
urucum e no farelo resultante da extracdo por moagem em agua, que contem maior teor de fibras.
O pico proximo a 20° observado nas farinhas isoladas pelos trés métodos € tipico da presenga de
complexos amilose-lipideos (CHEETHAM; TAO, 1998). Os picos em 17°, 22° e 35° sdo
caracteristicos da celulose (NISHIYAMA; LANGAN; CHANZY, 2002; PARK et al., 2010).
Estes picos apareceram nos difratogramas dos farelos devido a sua composi¢ado rica em fibras
(Tabela 2.1 e Figura 2.7). As diferengas de intensidade dos picos, refletem as alteracdes na
estrutura de cada uma das farinhas obtidas, que podem estar em funcdo ao tipo de método de

isolamento utilizado.

A amilopectina e celulose sdo as principais responsaveis pela cristalinidade das farinhas
produzidas neste trabalho. A farinha isolada pelo método em pH 4acido teve maior indice de
cristalinidade (63,79%) quando comparado as farinhas obtidas por moagem em agua (58,26%)
e moagem em pH alcalino (54,12%). Quanto aos farelos, o indice de cristalinidade do farelo
obtido através do método acido foi 45,79%, valor proximo ao indice de cristalinidade do farelo
obtido pelo método em agua (44,64%), enquanto o farelo obtido por moagem em pH alcalino
teve menor indice de cristalinidade (36,65%). O residuo de urucum teve menor indice de
cristalinidade (11,48%) do que os materiais isolados. Indices de cristalinidade baixo, podem
indicar a presenca de componentes amorfos como a celulose amorfa, lignina e hemicelulose

(REDDY et al., 2010).
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Figura 2.9 - Difratograma de raios-X (A) residuo da extragdo de corante de urucum, farinhas
isoladas por moagem em agua (WS), moagem em pH 4cido (AS), moagem em meio alcalino
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2.2.8 Espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho (FTIR)

A Figura 2.10 mostra os espectros de FTIR de residuo de urucum, farinhas obtidas pelos
métodos de moagem em dagua, moagem em pH acido, moagem em pH alcalino e os
correspondentes farelos. Os espectros de FTIR mostraram comportamento semelhante para os
materiais estudados, com a presenca das mesmas bandas tipicas de grupos funcionais.

A regido IR de 3700 — 3000 cm! sdo atribuidos a presenca de grupos hidroxilas ou as
vibragdes de estiramento das ligagdes O-H, pela presenca de interagdes intra e intermoleculares
das ligagdes de hidrogénio (ABIDI; CABRALES; HAIGLER, 2014; OH et al., 2005). O residuo
de urucum, farinhas e farelos obtidos pelos métodos apresentaram pico proximo a 3328 cm™.

Na regido IR entre 3000 — 2800 cm™! tem-se duas bandas, com picos em 2927 cm™' e
2850 cm! associados aos estiramentos simétricos e assimétricos de CHa, respectivamente
(ABIDI; CABRALES; HEQUET, 2010; NELSON; MARES, 1965) presentes em todos os
materiais estudados. Segundo (ABIDI; CABRALES; HAIGLER, 2014), o pico 2850 cm™ est4
relacionado a presenga de celulose e proteina.

A regido IR entre 1800 — 1500 cm™!, observa-se trés bandas de vibragio em 1712 cm™,
1648 cm™!, 1568 cm™. O pico em 1712 cm™ ¢ atribuido ao estiramento de grupos carbonila
presentes em hemicelulose ou lipideos. A vibracdo em 1648 cm™ ¢ atribuida ao estiramento da
ligagdo C=0 (amida I) em proteinas (FABIAN; SCHULTZ, 2000).

O pico em 1568 cm™!, pode ser atribuido as vibragdes de grupo amida II devido a banda
de acoplamento da deformagdo angular de NH», H>O e ao estiramento de C-N (KONG; YU,
2007; ROLERE et al., 2015).

Na regido de 1500 a 1200 cm™ ha um acoplamento de bandas, podendo-se observar trés
picos em todos as farinhas e os respectivos farelos, com exce¢do do residuo de urucum, sendo
eles 1426, 1350 e 1245 cm™'. As vibracdes em 1426 e 1350 cm! sdo atribuidas as deformacdes
no plano dos grupos O-H e estiramento de C-H, respectivamente, atribuidas a estruturas
cristalinas da celulose ou amido (LENZ, 1994; NELSON; MARES, 1965).

Em 1245 cm™!, a vibracio corresponde ao estiramento de C=0 ou deformagio do grupo
NH> que ocorrem em aminoacidos e pectinas (ABIDI; CABRALES; HAIGLER, 2014;
NELSON; MARES, 1965).

A regido de 1200 até 750 cm™ observa-se picos em 1160, 1078, 1013, 960, 862 e 763
cm™!. O pico em 1160 cm™ foi associado as vibragdes de estiramento de C-O-C em materiais

ndo celuldsicos (CORREIA; NUNES; BEIRAO-DA-COSTA, 2013). O pico em 1078 cm’!
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corresponde ao estiramento de grupos C-O (ABIDI; CABRALES; HEQUET, 2010), tipico de
carboidratos. A vibragdo em 1009 cm ¢ relacionado ao estiramento das ligagdes C-C
(ROLERE et al., 2015), C-O (ABIDI; CABRALES; HAIGLER, 2014) e C-H (LI et al., 2015).
Em 960 cm’!, ha vibragdes geradas por estiramento de C-C, em 862 cm™ ha vibragdes fora do

plano de flexdo de C=C-H e deformagdo angular de -CH»- em 763 cm™'.
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Figura 2.10 - FTIR (A) do residuo da extragdo de corante de urucum, farinhas isoladas por
moagem em agua (WS), moagem em pH &cido (AS), moagem em pH alcalino (KS) e (B)
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2.3 Conclusao

O residuo da extragdo de corante de urucum apresentou importante teor de amido, fibras,
proteinas, e lipideos, além de compostos fenodlicos e carotenoides, que nao foram totalmente
extraidos durante o processo industrial. A presenca destes compostos dificultou a liberagao dos
granulos de amido durante os processos de isolamento empregados neste estudo, obtendo-se
baixos rendimentos no processo € um material que ndo pode ser considerado como amido
devido ao baixo grau de pureza, portanto foi considerado como farinha. Demonstrou-se que os
granulos de amido presentes no residuo de urucum sao dificeis de serem liberados nos processos
de isolamento testados por estarem fortemente retidos em estruturas fibrosas, formando
complexos com proteinas, lipideos e com os compostos ativos, carotenoides € compostos
fenolicos. Assim, os métodos de isolamento utilizando diferentes pHs (neutro, acido e alcalino)
ndo foram eficientes na remog¢ao dos compostos fendlicos e dos carotenoides, o que também
causou menor liberacdo dos granulos de amido. Portanto, as farinhas obtidas apresentaram
coloracdo avermelhada devido a presenga de bixina, com diferenca na intensidade dos tons em
funcdo ao método de isolamento utilizado. O tipo de método utilizado para o isolamento de
amido influenciou na composicao quimica, cristalinidade, distribui¢do do tamanho de particulas
e propriedades funcionais das farinhas obtidas. O método em pH alcalino foi o mais eficiente
na remocao de proteinas e lipideos permitindo obter farinha com maior teor de amilose, mas
causou perda de compostos fendlicos e carotenoides. J& o método em pH 4cido foi o mais
eficiente na remogdo das fibras e permitiu obter farinha com maior atividade antioxidante
devido ao maior teor de compostos fendlicos e carotenoides. A farinha isolada pelo método em
pH alcalino apresentou maiores aglomerados de granulos de amido, o qual influenciou nas suas
propriedades térmicas, pois precisou de mais calor para gelatinizar (maior AH ge1) do que as
farinhas obtidas por moagem em agua e em pH acido, que apresentaram granulos mais soltos e
distribui¢do bimodal. As farinhas obtidas a partir do residuo da extragdo de corante de urucum
podem ser aplicadas como ingrediente alimentar e em produgdo de filmes biodegradaveis por

seu alto teor de amido e presenca de compostos bioativos.
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Capitulo 3. FILMES BIODEGRADAVEIS A BASE DE FARINHA OBTIDA DO
RESIDUO DE URUCUM
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Apresentacio

Este capitulo aborda a produgao e caracterizacao de filmes de farinha de urucum obtida
por trés diferentes métodos: moagem em agua (WS), moagem em pH acido (AS) e moagem em
pH alcalino (KS) a partir do residuo de urucum. Os filmes foram elaborados em diferentes pH
(5,7, 9) e tempos de aquecimento (1h, 2h, 3h, 4h). Para estudar o efeito destas variaveis: tipo
de farinha, pH e tempo de aquecimento sobre as propriedades mecanicas e propriedades
funcionais (umidade, solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua) foi utilizado um
planejamento fatorial completo 3x3x4. A partir dos resultados obtidos neste planejamento foi
escolhida a melhor condi¢cao em pH e tempo de aquecimento para produzir os filmes de farinha
deurucum WS, ASe KS. Estes filmes foram caracterizados e comparados em base a suas
propriedades mecanicas e funcionais. Dentre os filmes de farinha WS, AS e KS, verificou-se
que os filmes de farinha KS foram menos hidrofilicos, mais permedveis ao vapor de agua,
menos soluveis, menos umidos € mais resistentes mecanicamente do que os filmes de farinha

WS e AS.

3.1 Materiais e Métodos

3.1.1 Materiais

O residuo da extragdo de corante de urucum (Bixa Orellana) foi fornecido pela empresa
de corantes “Firace” (Sao Paulo, Brasil). A farinha de urucum foi isolada a partir deste residuo
por moagem em agua (WS), moagem em pH acido (AS) e moagem em pH alcalino (KS), como

descrito no Capitulo 2, item 2.2.2.

Os reagentes HCl e NaOH usados para ajustar o pH foram adquiridos da LS Chemicals
(Sdo Paulo, Brasil) e da Dinamica Quimica Contemporidnea (Diadema-SP, Brasil),

respectivamente. O glicerol utilizado como plastificante foi adquirido da Sigma-Aldrich.

3.1.2 Elaboracao dos filmes de farinha de urucum

Os filmes de farinha de urucum WS, AS e KS foram elaborados segundo método casting
(GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992), como mostrado na Figura 3.1. Inicialmente, foi
preparada uma suspensdo 5% (m/m) de farinha de urucum em 4agua deionizada, a qual foi
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homogeneizada por 3 minutos a 10000 rpm em Ultra-Turrax (TE-102-Turratec, Tecnal). Apos
homogeneizagao, foi feito o ajuste de pH em 5, 7 e 9, utilizando solu¢ao de HCI 1M ou solugao
NaOH 1M. Em seguida, a suspensao foi aquecida a 85 °C sob agitagdo magnética (IKA® C-
MAG HS7- Marconi) por tempos de aquecimentos de 1h, 2h, 3h e 4h, aplicando-se ciclos de
homogeneizagdo (3 min a 10000 rpm) a cada 1 h em Ultra-Turrax. Faltando aproximadamente
15 min para o término do tempo de aquecimento das solugdes foi adicionado o plastificante
(glicerol: 25g/100g de farinha). Posteriormente, a solugdo foi vertida em placas de acrilico
(gramatura de 0,15 g/m?), e em seguida foi realizada a secagem durante 12 h a 35°C e 45% UR
em uma estufa (BOD modelo SL 200-364, marca SOLAB, Piracicaba, Brasil). Os filmessecos
foram cortados em moldes e acondicionados em dessecadores a 58% UR (solugdo saturada de

NaBr) a temperatura ambiente.

Figura 3.1- Fluxograma de elaboracdo dos filmes de urucum por método casting

[ Farinha ]VAV:
I KS

[ Suspensdo 5% (m/m) de farinha em agua deionizada ]

!

[ Homogeneizagdo, 3 min a 10000 rpm, ultra-turrax ]

Y

[ Para cada suspensio de farinha, ajuste de pH em 5, 7, 9 J

!

[ Aquecimento a 85 °C, por 1h, 2h, 3h e 4h

» A cada 1h homogeneizar por:
3 min a 10000 rpm .

Y

[ Adicdo de plastificante (glicerol:25g/100g de farinha) ]

v

[ Secagem por 12 h a 35 °C, 45% UR em BOD J
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3.1.3 Caracterizacao dos filmes de farinha de urucum
3.1.3.1 Espessura dos filmes

A espessura dos filmes pré-condicionados (58% UR, 25 °C) foi avaliada com auxilio de
um micrometro digital Zaas- Precision de ponta plana (com resolu¢do de 1 pm). Foram

realizadas 10 medig¢des em posicdes aleatorias para determinagdo da espessura média.
3.1.3.2 Propriedades mecanicas dos filmes

Os testes mecanicos de tragao foram realizados em um Texturdmetro TA XT Plus (TA
Instrument, Inglaterra) empregando-se o software do equipamento “Texture Expert” versao
1.22. As andlises foram realizadas em quintuplicata. A tensdo e a elonga¢do na ruptura em teste
de tragdo foram determinadas de acordo com a norma ASTM D882-09 (ASTM, 2002). Os
filmes foram cortados em corpo de prova segundo a Figura 3.2 e submetidos a tragdo com
velocidade de 1,0 mm/s, partindo-se de uma separagao inicial de 80 mm, até a ruptura do filme.
A tensdo na ruptura e a elongacdo na ruptura foram obtidas diretamente da curva de tensdo em
funcdo da elongacdo, conhecidas as dimensdes iniciais dos corpos de prova. O modulo de

elasticidade, ou modulo de Young, foi obtido da tangente na regido linear da curva.

Figura 3.2 - Esquema do corpo de prova para teste de tragdo
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T .
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81



Capitulo 3

3.1.3.3 Umidade

A umidade dos filmes foi determinada segundo a técnica da ASTM D644-99 (ASTM,
1999). Aproximadamente 1g de filme foi colocada em pesa-filtros e levadas a estufa (Quimis,
Q314M292, Brasil) a 105 °C por 24 horas. A umidade dos filmes foi calculada pela seguinte

equacao:

Umidade (%) = (1 - m£) x 100 (1)
m;

Sendo: mi: massa inicial dos filmes (g); mf: massa final dos filmes (g).

3.1.3.4 Solubilidade

A solubilidade em 4gua dos filmes foi calculada como a percentagem de matéria seca
do filme solubilizado ap6s imersdo durante 24 horas em dgua a 25 + 2 °C (GONTARD;
GUILBERT, 1992), como descrito por TAPIA-BLACIDO; SOBRAL; MENEGALLI (2011).
Trés discos de cada amostra de filme, com 2 cm de diametro, previamente pesados, foram
imersos em 50 mL de dgua contendo azida sédica (0,02% p/v), e mantidos por 24 horas a 25
°C, sob agitacdo em um shaker (Solab SL-223, Piracicaba, Brasil), apos o qual, foi determinado
o conteido de matéria seca ndo solubilizada. A matéria solida insoluvel foi determinada

segundo a técnica 971.09 da AOAC, (1995). A solubilidade foi calculada segundo a equagao:

Solubilidade (%) = (1 — m£) x 100 )
m;

Sendo: mi: massa inicial dos filmes (g); mf: massa final dos filmes (g).

3.1.3.5 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de 4gua dos filmes foi determinada segundo o método
padrdo ASTM E96-95 modificado (ASTM, 1995). As determinagdes foram realizadas em
triplicata. As amostras de filmes foram fixadas em suportes de aluminio com abertura circular
de 34 mm, correspondendo a area do filme exposta para a troca, vedada hermeticamente, e
contendo silica gel no seu interior (0% UR). Os suportes de aluminio foram colocados dentro
de dessecadores contendo 4gua destilada (100% UR, P=3,167 KPa a 25 °C = 2 °C), com

ambiente equilibrado durante 48 horas antes da andlise (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Esquema do meio utilizado para determinar a permeabilidade ao vapor de dgua
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A massa do sistema (suporte + filme) foi determinada em balanga semi-analitica
(Sartorius-BL210S, Alemanha) em intervalos de 1 hora durante 7 horas. A taxa de

permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) foi calculada utilizando a equagdo:

wé
PVA =
tAAp

(g.m!. h'l. KPa™) (3)

Sendo: w/t: relagdo calculada por regressao linear dos pontos experimentais de ganho de
massa (g) da célula medida em funcdo do tempo (h) para a zona de estado estaciondrio (1* =
0,98); A é a area de permeacio do filme (0,00196 m?), § é a espessura média dos filmes (m) e
AP ¢ a diferenca entre a pressao parcial da atmosfera sobre a silica gel e sobre a d4gua pura

(3,168 kPa, a 25 °C).

3.1.3.6 Molhabilidade dos filmes (Angulo de contato)

A determina¢do de molhabilidade dos filmes foi realizada por medigdes de angulo de
contato com auxilio do equipamento OCA-20 Dataphysiscs (OCA 20, Dataphysiscs,
Alemanha). As imagens de uma gota de agua (tensao superficial 72,7 mN /m) foram tomadas a
cada 2 min em temperatura ambiente. Tomou-se o cuidado de deixar a superficie que foi exposta
a secagem para a inser¢ao da gota de dgua deionizada. O software de processamento de imagem
GIMP 2.6.8 foi utilizado para medir o dngulo de contato, que foi identificado tangente a borda

de queda, na intersecao dos meios liquido, s6lido e gasoso (Figura 3.4). Os valores dos angulos
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de contato foram obtidos em triplicata (angulos de contato foram medidos com deposi¢ao de
gotas de agua deionizada em diferentes regides dos filmes).
Figura 3.4 - Esquema ilustrativo do angulo de contato formado pela gota depositada sobre a

superficie do filme

Tangente a superficie

do liquido \

Angulo de contato

gas

liquido

solido

Fonte: LAl et al. (2016)

3.1.3.7 Absorcao de agua

As andlises de absor¢ao de agua foram realizadas de acordo com Duftresne; Dupeyre ;
Vignon (2000). As amostras de filmes (20 mm x 20 mm) foram acondicionadas a 25 °C em
dessecador contendo solugdo saturada de sulfato de sodio (UR 95%). Durante as primeiras 12
h, as amostras foram pesadas a cada hora. Em seguida, foram pesadas a cada 12 h até o
equilibrio ser atingido. Este ensaio foi realizado em triplicata. A absor¢ao de agua foi calculada

conforme a equagao 2:

Absorcao de agua = mt—mo x100 (4)

mo

Sendo: mt: massa no tempo t (g); mo: massa do s6lido seco apds secagem durante 24 h a 105

°C (antes da exposicao a 95% de UR)
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3.1.3.8 Analise estatistica dos resultados

Uma andlise de variancia (ANOVA) com um nivel de significancia de 5% foirealizada
para comparar os desvios médios das médias do efeito do tipo de farinha, pH e tempo de
aquecimento sobre as propriedades dos filmes de farinha de urucum. Além disso, o teste de
Tukey de comparagdes multiplas foi realizado para comparar as propriedades dos filmes
produzidos a partir dos trés tipos de farinha. As andlises estadisticas foram realizadas com o

auxilio do software Statistica 6.0: ANOVA e Basic Statistics and Tables.

3.2 Resultados e Discussao

3.2.1 Propriedades mecanicas

Na Tabela 3.1 estdo apresentados os valores de tensdo e elongagdo na ruptura, e médulo
de Young dos filmes de farinha de urucum produzidos segundo o planejamento fatorial
completo 3x3x4. Observa-se nesta tabela que houve uma diferenga entre os valores de tensao,
elongacdo e MY em funcdo ao tipo de farinha, pH e tempo de aquecimento. Neste sentido,
filmes produzidos com a farinha obtida por moagem alcalina (KS) apresentaram os maiores
valores de tensdo na ruptura (3,6 MPa) em pH 5 e tempo de aquecimento de 2 horas. Nesta
condi¢do, os filmes também apresentaram o maior valor de MY (223,6 MPa), o qual indica que
este filme de farinha extraida em pH alcalino nas condi¢des de pH 5 e tempo de aquecimento
de 2 horas foi mais resistente e rigido mecanicamente. A farinha KS também permitiu obter
filmes mais elongaveis (41,3%) quando produzido em pH 7 e tempo de aquecimento de 4 horas.
Por outro lado, observou-se que os filmes produzidos a partir de farinha AS (pH 4cido)
mostraram-se menos resistentes mecanicamente € menos elongdveis quando produzidos em
altos valores de pH (7 e 9) independente do tempo de aquecimento. Entretanto, os filmes de
farinha AS mais elongaveis (31,58%) foram obtidos em condi¢des de pH 5 e 2 horas de
aquecimento. O pH alcalino (9) e tempo de 2 horas ndo favoreceu a formagdo de uma matriz
elongével quando produzido a partir da farinha WS (meio neutro), pois este filme apresentouo

menor valor de elongacao (0,9%) quando comparado aos outros filmes.
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Tabela 3.1 - Resultados das propriedades mecanicas dos filmes de farinha de urucum

pH Tempo Tensao (MPa) Elongacio (%) Médulo de Young (MPa)
(h)
WS AS KS WS AS KS WS AS KS
1 03+02 0,7+0,1 2,7+0,6 9,7+2,7 230+4,74 12,9 +4,7 152+49 17,1+£1,5 164,0+0,1
5 2 0,5+0,1 0,7+0,1 3,6+x0,6 21,6+2,0 31,58+1,73 7,0+£2,1 79+08 209+24 223,6+13,8
3 0,7+0,1 0,7+0,2 1,5+0,2 23,0+2,77 14,05+295 13,9+14 222409 343+50 452+ 49
4 0,7+0,2 14+0,1 1,703 155+2,1 21,19+1,37 17,9 +4.8 18,9+35 503+44 52,4+83
1 0,7€0,6 02+0,1 06+0,2 13,5+2,0 6,5+3,9 23,3+2,1 57,7416 45+1,1 16,1 +54
7 2 0,8+03 04+02 03+0,1 13,6+6,8 6,9+1,8 223+44 30,0£11,7  9,1+21 32+0,9
3 0,5+0,2 02+0,1 08+0,1 22,0+8,0 82+1,7 29,5+£2,5 147£1,5 4,0+0,9 18,5+4,3
4 0,6+0,1 02+02 07+0,1 20,5+29 5,7+0,6 413+32 153+3,7 59+1,1 149+3,5
1 04+02 0,7+0,5 05+0,1 62+2,6 4,2+0,8 27,0+£5,5 46+33 309+4,6 86=+1,1
9 2 03+02 05+03 1,1+0,6 09+0,2 72+3,5 122+1,2 423+2,1 273+£9,7 524+6,8
3 ,L3+0,3 02+0,1 19+03 19,5+25 3,604 26,2 +3,2 439+27 9,0+4,0 188,1+26,6
4 09+0,1 03+0,1 1,6+04 250+1,7 55+14 20,8 £3,0 16,3+29 13,0+x1,4 83,7193
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Os resultados mostrados na Tabela 3.1 foram analisados estatisticamente usando o
software STATISTICA 6.0. Os valores de “p” obtidos na Analise de Varianca (ANOVA) sdo

mostrados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Valores de ”’p” da tabela da ANOV A para as propriedades mecanicas

Efeitos Tensao Elongacao MY
tipo de farinha 0,0001* 0,0001* 0,0001*
pH 0,0001* 0,0001* 0,0001*
tempo 0,00001* 0,0001* 0,0001*
tipo de farinha x pH 0,0001* 0,0001* 0,0001
tipo de farinha x tempo 0,00001* 0,0001* 0,0001*
pH x tempo 0,0001* 0,00001* 0,0001*
tipo de farinha x pH x tempo  0,0001* 0,00001* 0,0001*

(*) para p<0,05 o efeito da varidvel foi significativo.
MY: Médulo de Young

De acordo a Tabela 3.2, o tipo de farinha, pH e tempo de aquecimento e todas as
interagdes tiveram efeito significativo sobre a tensdo na ruptura, elongacido e modulo de Young
dos filmes de farinha de urucum (p<0,05). Isto ¢, uma mudanga nos valores destas variaveis

produz um aumento ou diminui¢ao nos valores das propriedades mecanicas.

O efeito destas variaveis sobre as propriedades mecanicas dos filmes pode ser justificado
em funcdo ao tipo de ligagdes moleculares que podem ser formadas quando muda- se o valor
de pH da suspensao e tempo de aquecimento para a formacao da solucdo filmogénica, além do

efeito da composi¢do das farinhas WS, AS e KS.

O tipo de farinha pode ter influenciado na tensdo na ruptura do filme devido a diferenca
na composi¢ao destas farinhas, como mostrado no capitulo 2. Foi observado que o método de
moagem em pH alcalino (KS) foi o mais eficiente na remogao de proteinas e lipideos permitindo
obter farinha com maior grau de pureza e maior teor de amilose. De acordo com a literatura, o
maior grau de pureza e maior teor de amilose permitem a formag¢ao de uma matriz mais coesa,
devido a maiores interagdes entre amilose-amilose, amilopectina-amilopectina, amilose-
amilopectina, possibilitando a formagdo de filme mais resistente (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010; PELISSARI et al., 2012).

Por outro lado, como as farinhas de urucum aqui trabalhadas contém proteinas, lipideos,
fibras e compostos ativos. Logo, o ajuste de pH se faz importante para a homogeneizacao da
matriz que sera constituida. Assim, o pH teve efeito importante na tensao de ruptura, ao verificar
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que os filmes de farinha KS em pH 5 apresentaram maiores valores de tensdo. A farinha KS
tem maior teor de amilose e maior grau de pureza. Em pH 5, podem ocorrer hidrolises das fibras
contidas nesta farinha permitindo a entrada de 4gua para a gelatiniza¢ao dos granulos de amido,
consequentemente hd maiores interagdes amido-amido, amido-proteina na matriz e aformagao

de um filme mais resistente (SUN et al., 2004).

Em geral, a tensao na ruptura ¢ influenciada pela interacao entre as proteinas na matriz
filmogénica. O pH 5 esta proximo ao ponto isoelétrico das proteinas presentes na farinha de
urucum. Logo, em pH 5 as interagdes eletrostaticas sao minimas, proporcionando um maior
namero de ligagdes covalentes S-S das proteinas na matriz filmogénica, promovendo entdo a

formagdo de filmes mais resistentes, como mencionado por Alting et al. (2000; 2002; 2003).

O aumento do pH aumentou os valores de tensao na ruptura dos filmes de farinha de
urucum. Em valores de pH de 7 a 9, ocorre forte repulsdo eletrostatica intramolecular causada
pela alta carga liquida, resultando no desdobramento das estruturas proteicas e maior
solubilidade (DAMODARAN, 2010). Tal fato, explica os menores valores da tensdo na ruptura
dos filmes com o aumento do pH. Este comportamento estd de acordo com Yoshida, (2002) que
estudou a influéncia do pH nas propriedades de filmes de proteinas do soro de leite, foi
verificada redu¢d@o na tensdo de ruptura com o aumento do pH. Souza, (2012) avaliou o efeito
de diferentes valores de pH nas propriedades de filmes de soro de leite e também foi verificada

reduc¢do na tensdo de ruptura com aumento de pH.

O pH também interfere nos carotenoides, ja que estes sdo estaveis em faixas de pH de 3
a 7. Em pH extremo os carotendides podem sofrer isomerizagdo cis/trans de certas duplas

ligacdes, assim como saponificacao (RIBEIRO & SERAVALLI, 2004).

As Figuras 3.5 e 3.6 confirmam que o tipo de farinha apresentou maior efeito sobre a
tensdo na ruptura € médulo de Young , pois a farinha KS permitiu obter filmes com maior
resisténcia mecanica e mais rigidos, principalmente em pH 5 (Figura 3.5A). O efeito do tempo
de aquecimento sobre a tensdo na ruptura foi mais evidente nos filmes de farinha KS produzidos
em pH 5 e pH 9, mas com diferente comportamento. Os filmes KS produzidos em até 2 horas
de aquecimento apresentaram maior tensao na ruptura em pH 5, mas em pH 9 precisou-se de
maior tempo para produzir filmes mais resistentes mecanicamente (3 horas). Portanto, o filme
de farinha de urucum mais resistente mecanicamente foi obtido quando utilizado farinha isolada

em meio alcalino (KS), pH 5 e tempo de aquecimento de 2 horas.
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Figura 3.5 - Tensao dos filmes de farinha de urucum isolados por métodos WS, AS e KS
elaborados em diferentes pH (5,7,9) e tempo de aquecimento (1h, 2h, 3h, 4h)
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Figura 3.6 - Modulo de Young dos filmes de farinha de urucum isolados por método WS, AS
e KS elaborados em diferentes pH (5,7,9) e tempo de aquecimento (1h, 2h, 3h, 4h)
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Os filmes de farinha KS, em pH 7 e 4 horas de aquecimento apresentaram-se mais
elongaveis (Figura 3.7B). O pH 7 pode ter favorecido a maior exposi¢do dos grupos sulfidrilas
(SH) na superficie, consequentemente ha um aumento das ligagdes covalentes dissulfidicas(S-
S) nos filmes, caracterizando-se pela formacao de filmes mais elongaveis (YOSHIDA, 2002).
O mesmo foi discutido e sugerido por Fairley et al. (1996) onde grupos SH livres foram
responsaveis pela elongagdo de filmes de isolado proteico de soro de leite, como também

observado por Soares, (2012) em filmes biodegradaveis de proteinas do soro de leite..

Os filmes produzidos de farinhas WS e AS, em pH 5 e 2 horas de aquecimento
apresentaram melhores valores de elongagdo em relagdo aos demais valores de pH (Figuras 3.7
A). As farinhas WS e AS contem menor teor de amido do que a farinha KS, nelas estao presentes
proteinas e lipideos, estes podem atuar como plastificantes, aumentando a elongagdo. Nota-se
que em pH 9, os valores de elongacdo para os mesmos sdo menores. Em pH alcalino ocorre
saponificagdo dos lipideos e a solubilizagdo das proteinas, reduzindo o efeito plastificante

dessas macromoléculas.

No geral, independente da farinha (WS, AS, KS), pH e tempo de aquecimento, os filmes

obtidos tiveram baixa resisténcia mecanica, mas foram filmes flexiveis.
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Figura 3.7 - Elongagao dos filmes de farinha de urucum isolados por método WS, AS e KS
elaborados em diferentes pH (5,7,9) e tempo de aquecimento (1h, 2h, 3h, 4h)
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3.2.2 Propriedades funcionais

Na Tabela 3.3 estdo apresentados os valores de umidade, solubilidade e permeabilidade
ao vapor de agua dos filmes de farinha de urucum produzidos segundo o planejamento fatorial
completo 3x3x4. Observa-se nesta tabela que houve uma diferenca entre os valores de umidade,
solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua em funcao ao tipo de farinha, pH e tempo de
aquecimento. Neste sentido os filmes produzidos com farinha obtida por moagem (WS) e por
moagem (AS) apresentaram se mais Umidos (23,0%) e (24,6%) em pH 5 e tempo de
aquecimento de 2 horas. No geral, os filmes tiveram suas solubilidades aumentadas com
aumento do pH (5 a 9), indicando que os filmes elaborados em pH 5 sdo menos soluveis. O pH
exerceu forte influéncia sobre os valores de permeabilidade ao vapor de 4gua ao analisar filmes
de mesmas farinhas com diferentes comportamentos de acordo com o pH. Em pH 5, para filmes
de farinha WS foi observada maior permeabilidade ao vapor de 4gua (7,3 x 107°.g.m'h! . KPa).
O filme de farinha WS em pH 7 apresentou menor permeabilidade (3,3 x 107°.g.m'h! KPa).
Em pH 9, para farinhas WS e AS foram obtidos maiores valores de permeabilidade ao vapor de

agua (6,3x 10%gm'h ' KPae 9,8 x 10'°.gm'h'.KPa).
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Tabela 3.3 - Resultados das propriedades funcionais dos filmes de farinha de urucum

pH  Temp Umidade (%) Solubilidade (%) PVA (¥)
0
(h) WS AS KS WS AS KS WS AS KS
1 23,6+04 253+0,1 202+0,1 63,9+0,1 5490+  372+08 69+12 24+05 34+0,1
5 2 23,0+£0,7 241+0,1 21,7+0,7 54,6+24 1,5 38,1+3,0 73+0,6 24+03 34+03
3 244+0,1 23,5+02 20,6+0,3 659+41 609+26 352+03 62+13 23+03 2,7+0,9
4 23,6+04 268+0,5 203+22 563+1,6 489+21 39,0+48 65+08 3,9+02 3,8+02
48,4 +1,9
1 19,7£0,8 304+23 27,1+0,7 445+22 55151 587+1,5 34+15 51+12 44+09
7 2 153+0,9 269+14 268+0,1 764+11,5 639+51 53,5+0,6 33+08 61+07 90+0,7
3 21,0+0,6 31,6+1,9 284+0,1 599+0,6 571+51 43,6+0,1 3,1+02 71+40 45+0,2
4 209+03 264+0,6 242+03 654+21 519+61 402+04 33+08 7,1+1,5 46+0,9
1 284+0,6 238+12 235+04 734+24 918+1,1 621+15 63+08 52+0,9 39+05
9 2 18,1+13 229+0,5 17,0+0,1 639+11,6 771+18 555+0,6 38+04 3,0+1,1 62+12
3 18,1+0,2 30,4+0,7 183+0,7 559+54 583+21 496+0,1 43+08 98+04 67+08
4 209+03 288+1,5 473+0,9 599+£26 725+84 452+04 51+£02 79+14 T4+16

PVA: permeabilidade ao vapor de dgua.
(*): expresso em (107°.g.m™'h! KPa)
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Os resultados mostrados na Tabela 3.3 foram analisados estatisticamente usando o software

STATISTICA 6.0. Os valores de “p” obtidos na Analise de Varianca (ANOV A) sdo mostrados

na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Valores de ”’p” da tabela da ANOVA para propriedades funcionais

Efeitos Umidade Solubilidade PVA
tipo de farinha 0,000001* 0,000000%* 0,985080
pH 0,018896* 0,000004* 0,000087*
Tempo 0,023514* 0,004681* 0,013223*
tipo de farinha x pH 0,000274* 0,004969* 0,000000
tipo de farinha x tempo 0,141027 0,280012 0,000013*
pH x tempo 0,002042%* 0,093984 0,000317*
tipo de farinha x pH x tempo 0,000200* 0,006526* 0,048127*

(*) para p<0,05 o efeito da varidvel foi significativo.
MY: Médulo de Young

De acordo a Tabela 3.4, o tipo de farinha, pH e tempo de aquecimento tiveram efeito
significativo sobre a umidade, solubilidade e permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes de
farinha de urucum (p<0,05). Isto ¢, uma mudanca nos valores destas varidveis produz um
aumento ou diminui¢do nos valores das propriedades funcionais. Também se observa que o tipo
de farinha foi a varidvel mais significativa sobre a solubilidade e a umidade. Entretanto, o pH
foi a a variavel mais significativa sobre o valor de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
de farinha de urucum. As interagdes tipo de farinha x pH, tipo de farinha x tempo e pH x tempo
também apresentaram maior efeito sobre a permeabilidade ao vapor de d4gua (PVA). A interacao
tipo de farinha x pH x tempo apresentou efeito mais significativa sobre a solubilidade dos filmes
de farinha de urucum. Por outro lado, as interacdes farinha x tempo nao apresentou efeito
significativo sobre a umidade e solubilidade dos filmes de farinha de urucum, assim como a

interacdo pH x tempo sobre a solubilidade.

O teor de umidade nos filmes esta ligado a composi¢ao quimica das farinhas. Com foi
apresentado no capitulo 2, as farinhas apresentaram grau de pureza em amido, em torno de 65%,
e a presencga de outros componentes hidrofilicos como proteinas e fibras na matriz filmogénica
pode favorecer um maior nimero de interagdes com moléculas de agua tornando este material

mais hidrofilico (PELISSARI et al., 2013).
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A solubilidade dos filmes em &gua estd relacionada diretamente com as interagdes
intermoleculares entre seus componentes, de acordo com sua estrutura e suas caracteristicas

quimicas como hidrofilicidade e hidrofobicidade (FERREIRA, 2006).

Ao analisar os resultados de solubilidade na Tabela 3.3 observa-se que a solubilidade
média dos filmes de farinha de urucum WS, AS e KS aumentou com o aumento dopHde 5a9
(Figura 3.9). De acordo com Gennadios et al. (1994), a variagdo de pH (5,0 a 10,0) da solugdo
filmogénica, permitiu um aumento na forga ionica ou adi¢do de ions que contribuiu para o

aumento da solubilidade dos filmes de proteinas de vegetais e animais.

Os filmes elaborados em pH 5 apresentaram médias de solubilidade inferiores aos
demais (Figura 3.9 A). Isto pode ser devido a que pH préximo a 5 € proximo ao ponto isoelétrico
das proteinas, logo as proteinas na farinha tendem a se agregar, formando redes e nao
solubilizam. Valério et al. (2015), avaliou o perfil de solubilidade das proteinas contidas na
farinha de urucum e determinou o ponto isoelétrico em pH 3,8 e verificou maior solubilidade
das proteinas em pH 12. Fora do ponto isoelétrico, a proteina possui carga positiva e negativa
em excesso, que vao interagir com a molécula de dgua, contribuindo para a solubiliza¢do
(SGARBIERI, 1996). O aumento da densidade de cargas da proteina, em valores de pH
afastados da regido do ponto isoelétrico, como ¢ o caso dos filmes produzidos com ajuste de
pH (7 ¢ 9), favorecem as interacdes proteina-agua resultando em um aumento das propriedades

de hidratacdo e consequentemente hd um aumento na solubilidade (DAMODARAM, 1996).

Segundo Bemiller (1993) em pH 4&cido pode ocorrer hidrélise das ligagdes
glicosidicas/peptidicas resultando em fragmentos menores, 0 que poderia criar espagos vazios
na rede do filme, explicando o aumento nos valores de PV A nesta condicao de pH (Figura 3.10).
Este fato justifica a maior permeabilidade ao vapor de agua do filme de farinha WS em pH 5
(Figura 3.10 A). A menor permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes de farinhas AS e KS em
pH 5 pode estar associada a presenga de proteinas e lipideos em maior quantidade nestas
farinhas. Neste caso, o lipideo atua como uma barreira, preenchendo os poros € impedindo a
passagem de agua (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000). A permeabilidade ao vapor de
agua do filme de farinha KS em pH 5 ¢ devido a rede mais compacta ja que a farinha KS ¢ a

mais rica em amilose.

A menor permeabilidade ao vapor de agua do filme de farinha WS em pH 7 pode estar
associada a maior presenga de fibras nesta farinha (Figura 3.6 B). Neste caso, as fibras criam uma

tortuosidade nesta matriz, evitando a difusdo de vapor de adgua através da matriz e diminuindo o
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PVA (GARCIA et al., 2009; MA et al., 2008). Em pH 9, para farinhas WS ¢ AS foram obtidos
maiores valores de permeabilidade ao vapor de dgua (Figura 3.10 C). Neste pH, pode ocorrer a
saponificagdo de lipideos e a solubilizacdo de proteinas, logo pode haver espacos vazios na rede

polimérica, antes ocupados por essas macromoléculas.
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Figura 3.8 - Umidade dos filmes de farinha de urucum isolados por método WS, AS e KS
elaborados em diferentes pH (5,7,9) e tempo de aquecimento (1h, 2h, 3h, 4h)
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Figura 3.9 - Solubilidade dos filmes de farinha de urucum isolados por método WS, AS e
KS elaborados em diferentes pH (5,7,9) e tempo de aquecimento (1h, 2h, 3h, 4h)
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Figura 3.10 - PVA dos filmes de farinha de urucum isolados por método WS, AS e KS
elaborados em diferentes pH (5,7,9) e tempo de aquecimento (1h, 2h, 3h, 4h)
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Dos filmes analisados anteriormente, concluiu-se que as melhores condigdes para
elaboracdo foram: pH 5, tempo de aquecimento de 2h para todos os trés amidos (WS, AS, KS).
Os filmes elaborados nas melhores condigdes foram produzidos e caracterizados em

propriedades funcionais € mecanicas.

3.2.3 Caracterizacio dos filmes de farinha de urucum na formulacio escolhida

3.2.3.1 Propriedades mecanicas dos filmes

A Tabela 3.5 apresenta a espessura e as propriedades mecanicas (tensao, elongagdo e
modulo de Young) dos filmes de farinha de urucum (WS, AS e KS) produzidos em pH 5 e
tempo de aquecimento de 2 h.

Tabela 3.5 - Espessura e propriedades mecanicas dos filmes elaborados com diferentes
farinhas de urucum

Filme Espessura Tensao Elongacao Moddulo de Young
(num) (MPa) (%) (Mpa)
WS 88,08 + 8,08" 0,39 £0,07° 17,16 £ 0,29° 8,31 +1,39°
AS 90,83 +10,60* 0,17 £0,03° 16,90 + 0,65° 3,50 +£0,71°¢

KS 85,26 £5,91* 1,08 £ 0,23 13,63 +2,25° 24,03 +£5,70°

a,b,c: letras diferentes em uma mesma colunas indicam diferenca significativa entre os filmes
de amidos obtidos por diferentes métodos de extragcdo, de acordo com o teste de Tukey (p <
0,05).

Ao analisar a Tabela 3.5, nota-se que as espessuras dos filmes da farinha de urucum WS,
AS e KS ndo apresentaram diferenca significativa, segundo o teste de Tukey (p<0,05).
Entretanto, os valores de tensdo, elongacdo e médulo de Young dos filmes de farinha WS, AS
e KS apresentaram diferenga significativa, sendo os filmes de farinha KS os mais resistentes
mecanicamente € mais rigidos, mas menos elongaveis quando comparados aos filmes
produzidos com as farinhas WS e AS. O maior conteido de amilose e maior teor de amido da
farinha KS, resultou na formacdo de uma matriz mais coesa, com mais interagdes presentes
entre os polimeros de amido (amilose-amilose, amilose-amilopectina, amilopectina-
amilopectina). Este comportamento esta de acordo com o descrito na literatura, ja que se espera
que amidos com alto teor de amilose formem filmes com alta resisténcia mecanica devido a
linearidade das cadeias de amilose (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010; PELISSARI
etal., 2012).
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Ja os filmes de farinha WS e AS apresentaram menores valores de tensdo e mddulo de
Young, e maiores valores de elonga¢do. De acordo com a composi¢do quimica, WS e AS sdo
farinhas com menor grau de pureza em amido. A presenc¢a de maior teor de fibras comoocorre
na farinha WS e de lipideos como ocorre na farinha AS podem interferir na gelatinizagdo dos
granulos de amido dificultando a formagdo das interagdes: amilose-amilose, amilose-
amilopectina, amilopectina-amilopectina durante a formagao da matriz filmogénica tornando o
filme mais fragil (PELISSARI et al., 2012). A maior elongacdo ¢ justificada pela presenca de
proteinas e/ou lipideos e o teor de amilopectina na matriz, o quais podem formar matrizes mais
flexiveis devido as interagdes fortes de ligagdo de hidrogénio entre o amido e proteinas
(GUTIERREZ et al., 2016). Além disso, os lipideos podem atuar como plastificante. Portanto,
os filmes de farinhas WS e AS apresentaram-se menos resistentes, menos rigidos e mais

flexiveis.

O mesmo comportamento foi observado por Batista; Tanada-Palmu; Grosso, (2005) que
ao trabalharem com filmes a base de pectina adicionada de acidos graxos observaram que ao se
triplicar as doses de material lipidico a resisténcia mecanica a tragao diminuiu 9,81%. Segundo
Chen (1995), ao trabalhar com filmes formados a partir de proteinas do leite e lipidios, percebeu
que a medida que se adiciona este ultimo em doses crescentes a resisténcia mecanica a tragao
decresce linearmente e atribuiu o fendmeno a dispersao e inser¢ao do lipidio como plastificante
na matriz protéica que modificou sua organizacdo. Yang; Paulson (2000) no experimento de
filmes formados a partir de proteina gelana plastificado com uma mistura dos acidos graxos
palmitico e estearico, notaram que @ medida que o teor de lipideo era adicionado a formulagao
a resisténcia mecanica a tragdo aumentava e atribuiram o acontecimento pela possivel troca do
polimero gelana pelos dois acidos graxos na matriz formadora do filme, em resposta a diferenca
de polaridade entre o componente lipidico e o protéico. Tapia-Blacido; Sobral & Menegalli
(2005) elaboraram filmes de farinha de amaranto de alta flexibilidade e baixa resisténcia
mecanica. Andrade-Mahecha; Tapia-Blacido & Menegalli (2009) produziram filmes de farinha
de achira e obtiveram materiais com boas propriedades mecanicas. Pelissari et al. (2013)
produziram filmes de amido e de farinha de banana verificando que os filmes de farinha de
banana foram menos resistentes e mais elongaveis. Maniglia et al. (2014, 2015a) produziram
filmes de farinha de ciircuma de alta resisténcia. Daudt et al. (2016) produziram filmes de amido
e de farinha de pinhdo. Os filmes de farinha apresentaram menor rigidez, tensdo e elongagao.

De modo geral, os filmes de farinhas de urucum WS, AS e KS apresentaram flexibilidade e
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pouca resisténcia e rigidez. A Tabela 3.6 apresenta resultados de propriedades mecanicas de

filmes relatados na literatura que foram produzidos com polimeros de diferentes fontes.

Tabela 3.6 - Comparagao das propriedades mecanicas de filmes elaborados com polimeros de
diferentes fontes

Filme Amido Plastificante  Tensdo Elongagao MY Referéncia
(%) (g glicerol/100g  (Mpa) (%) (MPa)
de material
Amaranto 75,7 20,0 4,7 30,2 66,7 (1)
(4%)
Banana 74,9 19,0 9,2 24,2 5834 2)
(4%)
Banana 85,3 19,0 1,0 49,0 2,7 3)
(2%)
Circuma 69,0 22,0 9,9 2,1 580,0 4)
(5%)
Pinhio 80,6 20,0 13,1 2,5 706,0 %)
(5%)
Urucum
WS (5%) 64,6 25,0 0,4 17,2 8,3 Este
trabalho
Urucum
AS (5%) 66,3 25,0 0,2 16,9 3,5 Este
trabalho
Urucum
KS (5%) 68,7 25,0 1,1 13,6 24,0 Este
trabalho

Referéncias: (1) TAPIA-BLACIDO; SOBRAL; MENEGALLI, (2013), (2) PELISSARI et al.,
(2013), (3) GUTIERREZ et al., (2016), (4) (MANIGLIA et al., 2015b), (5) (DAUDT et al.,
2016).

MY: Moédulo de Young.

De modo bem geral, os trés filmes produzidos com farinhas de urucum WS, AS e KS
quando comparados a filmes elaborados a partir de diversas fontes relatados pela literatura,
apresentaram baixos valores de resisténcia, rigidez ¢ moderada flexibilidade. Pela Tabela 3.6,
os filmes elaborados com farinhas WS e AS apresentaram comportamento semelhante as

propriedades mecanicas encontradas nos filmes de banana (GUTIERREZ et al., 2016), se

apresentando pouco resistentes e bem flexiveis. O filme de farinha KS apresentou
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comportamento semelhante ao filme de amaranto, se apresentando mais resistente ¢ menos

flexivel.

Como apresentado na Tabela 3.6, o teor de amido presente nas diferentes fontes vegetais
¢ proximo, o plastificante utilizado foi o mesmo, glicerol, em concentracdes proximas. No
entanto, nota-se que a diferenca nas propriedades mecanicas apresentadas pelos filmes pode ter
ocorrido devido o tipo e a quantidade dos demais componentes presentes nestes materiais (por
exemplo, fibras, lipideos e proteinas), a propor¢do de amilose-amilopectina dos amidos e a

morfologia dos materiais.

3.2.3.2 Propriedades funcionais

A Tabela 3.7 apresenta as propriedades funcionais (umidade, solubilidade,
permeabilidade ao vapor de dgua e angulo de contato) dos filmes de farinha de urucum (WS,

AS e KS).

Tabela 3.7 - Propriedades funcionais dos filmes elaborados com diferentes farinhas de

urucum i
Filme Umidade  Solubilidade PVA Angulo de contato (°)
(%) (%) (*107. g.ml.s1.Pal)
WS 27,72+1,64* 4839 +2,15° 2,18+0,17° 40 + 5¢
AS 23,50+ 1,19® 61,52+ 1,292 2,11 +0,34° 56 + 5°
KS 17,26+£0,67° 43,59 +1,48°¢ 2,46 £ 0,08? 90 + 2

* PVA: permeabilidade de vapor de agua.
a,b,c: letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenga significativa entre os filmes
de farinhas WS, AS e KS, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Os filmes de farinhas de urucum WS e AS apresentaram angulos de contato (0) menores
que 90°, caracteristico de superficies hidrofilicas (BICO; MARZOLIN; QUERE, 1999). Ja o
filme de farinha de urucum KS apresentou angulo de contato (0) por volta de 90°, tipico de

superficies hidrofobicas.

Os filmes de farinha WS e AS apresentaram maiores valores de umidade esolubilidade
e menores valores de angulo de contato que o filme de farinha KS (Tabela 3.7). Estes resultados
indicam que os filmes de farinhas WS e AS sdo mais hidrofilicos quando comparados ao filme

de farinha KS considerado hidrofobico. A maior hidrofilicidade dos filmes WS e AS
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influenciou também nas suas propriedades mecanicas, pois exerceu efeito plastificante
aumentando sua elongagdo e diminuindo sua resisténcia mecanica (DELVILLE, 2002;

GODBILLOT et al., 2006; PELISSARI et al., 2013; SOBRAL, 2001).

O filme de farinha AS apresentou maior solubilidade em relagao aos filmes de farinha
WS e KS. A farinha AS tem menor teor de fibras, enquanto as farinhas WS e KS sdo ricas em
fibras. Logo, nos filmes de farinhas WS e KS ha maiores interagdes entre amido-fibra, fibra-
lipideo e fibra-proteina presentes na matriz do filme, aumentando a sua hidrofobicidade,
diminuindo a sua afinidade com a 4gua (TAPIA-BLACIDO et al., 2007). As solubilidades dos
filmes de farinha de urucum foram altas quando comparadas a solubilidade de filmes de
curcuma (38%) (MANIGLIA et al., 2014). Pode-se dizer que os filmes de farinha KS e WS
apresentaram solubilidade intemediaria. Filmes com valores elevados de solubilidade em agua
poderiam ter aplicagdo como veiculo de bioativacio de substancias, uma vez que se dissolvem

facilmente na boca (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2000).

Em relagdo ao PVA, os filmes de farinhas WS e AS foram menos permedveis ao vapor
de 4gua quando comparado ao filme de farinha KS. A menor permeabilidade do filme de farinha
WS pode estar associada a maior presenga de fibras presentes nesta farinha. Neste caso, as fibras
criam uma espécie de labirinto de preenchimento nesta matriz, evitando a difusdo de vapor de
agua através da matriz e diminuindo o PVA (GARCfA et al., 2009; MA et al., 2008). E a menor
permeabilidade do filme de farinha AS pode estar associada ao maior teor de lipideo nesta
farinha. Neste caso, o lipideo atua como uma barreira, preenchendo os poros e impedindo a

passagem de agua (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000).

Os resultados de permeabilidade ao vapor de dgua obtidos neste trabalho sdo altos
quando comparados a filmes produzidos por Tapia-Blacido; Do Amaral Sobral & Menegalli,

(2011) a partir de farinha de amaranto com PVA de 7,0 x 10''g.m™ 57! Pa’!, filmes de farinha
de banana com valores de PVA de 2,1 x 1071° g¢m™.s”! Pa’l (PELISSARI et al., 2013), filmes de

farinha de canhihua com valor de PVA 1,20 x 10710 g.m'l.s'l.Pa'1 (SALAS-VALERO;
TAPIA- BLACIDO; MENEGALLI, 2014), filmes de farinha de pinhdo com valor de 5,25 x

10710 g m 151 pa-l (DAUDT etal., 2016). Maniglia et al. (2014) produziram filme de farinha

de carcuma com PVA de 9,80 x 10'gm! s!.Pa’!.

3.2.3.3 Capacidade de absorc¢io de agua dos filmes

A Figura 3.11 apresenta a capacidade de absorc¢do de 4gua dos filmes elaborados com
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farinhas de urucum isoladas pelos métodos WS, AS e KS plastificados com glicerol.
Figura 3.11 - Capacidade de absor¢ao de agua dos filmes elaborados com diferentes

farinhas de urucum (WS, AS, KS)
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Ao analisar a Figura 3.11 pode-se observar que as curvas de absor¢ao de agua dos filmes
de farinha de urucum apresentaram comportamento semelhante: houve rapida absor¢ao de dgua
até 24 h, seguido por menor absorcdo até que permanece constante a 120 h. Os filmes de
farinhas WS e AS apresentaram maior capacidade de absorcdo de agua, 78%, 69%,
respectivamente quando comparado a capacidade de absor¢ao de dgua do filme de farinha KS,
25%. Os valores de absor¢ao de agua dos filmes de farinhas de urucum WS e AS foram maiores
que os resultados de absor¢ao de 4gua em filmes de farinha de circuma, 45,4%, sendo apenas
os filmes de farinha de urucum KS de menor capacidade de absor¢cao quando comparados aos
filmes de farinha de carcuma (MANIGLIA et al., 2014). A maior capacidade de absorcao de
agua dos filmes de farinhas WS e AS renderam filmes mais soluveis, como pode ser observado
na Tabela 3.7.

A capacidade de absorcdo de 4gua geralmente concorda com o comportamento da
solubilidade em agua, umidade e molhabilidade dos filmes (CONDES; ANON; MAURI, 2013).
Os filmes de farinha de urucum mais tmidos, mais soltveis e mais hidrofilicos sdo também os
que apresentaram maior capacidade de absor¢do de agua. A menor capacidade de absor¢do de
agua dos filmes de farinha de urucum KS indica que estes filmes sdo menos hidrofilicos do que
os filmes de farinhas de urucum WS e AS. As farinhas de urucum WS e AS como ja
mencionado, se apresentam como um material menos puro, com maior propor¢ao de proteinas

e fibras que a farinha de urucum KS, e esta composi¢do resultou em filmes com maior
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capacidade de absorcdo de agua (mais higroscopicos) do que os filmes de farinha KS. As
farinhas WS e AS apresentaram teor de amilose inferior ao teor de amilose na farinha KS, logo
as farinhas WS e AS contém mais amilopectina. O maior teor de amilopectina contribui para
uma maior afinidade com a agua (Li et al., 2008). Pela mesma razao, os filmes de farinha KS
apresentaram capacidade de absor¢ao de 4gua menor do que os filmes de farinha WS e AS, pois
a matriz de amido KS apresenta o maior teor de amilose dentre as farinhas. Em geral, os filmes
de farinha de urucum produzidos neste estudo apresentaram elevada capacidade de absor¢ao de
agua (69 a 78%), com excecao do filme de farinha KS (25%). Filmes com alta absor¢do de dgua
ndo sdo indicados para uso como embalagem de alimentos que tém elevada atividade de dgua

(MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

3.3 Conclusao

As farinhas de urucum obtidas a partir do residuo de urucum por moagem em meio
neutro (WS), meio acido (AS) e meio alcalino (KS) tem potencial para formacao de filmes
biodegradaveis. As diferen¢as no teor de amido, amilose, fibra, proteinas e lipideos das farinhas
WS, AS e KS causou também diferencas nas propriedades mecanicas e funcionais dos filmes
de farinha de urucum, assim como o pH e tempo de aquecimento utilizado para a produgao
destes filmes. De acordo com os resultados do planejamento, as melhores condi¢des para
elaboragdo de filmes de farinha de urucum com melhores propriedades mecanicas e funcionais
sdo pH 5 e 2 horas de aquecimento quando utilizado a farinha KS. Nestas condi¢des de pH e
tempo de aquecimento verificou-se que os filmes de farinha KS foram menos hidrofilicos com
menor capacidade de absor¢do de umidade, menos soliveis, mais permeaveis ao vapor de dgua
€ mais resistentes mecanicamente quando comparados aos filmes WS e AS. O maior teor de
amido e amilose na farinha KS permitiram obter filmes KS com melhores propriedades
mecanicas. O pH dacido (5) favoreceu a formagdo de interacdes amido-proteina, proteina-

proteina, amido-fibra, promovendo a formagdo de uma matriz coesa.
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Apresentacio

Este capitulo aborda a determinag¢do de compostos ativos, como fendlicos, carotenoides, teor
de bixina e atividade antioxidante dos filmes de farinha de urucum WS, AS, e KS, elaborados
em pH 5 em 2 horas de aquecimento. Foram avaliadas a atividade antimicrobiana do extrato
das sementes de urucum, do extrato do rizoma de circuma e dos filmes de farinha de urucum
WS, AS e KS, contra bactérias, fungos filamentosos e levedura através do teste do halo de
inibicao ou método da difusdo em agar. O extrato das sementes de urucum apresentou eficiéncia
antimicrobiana contra Sthapylococcus aureus, Sthapylococcus uberis e Sthapylococcus
agalactiae, além de reducdo da esporulagdo dos fungos Aspergillus fumigatus e Mucor sp. O
extrato do rizoma de circuma apresentou eficiéncia antimicrobiana contra Sthapylococcus
aureus, Sthapylococcus uberis, Sthapylococcus agalactiae e Candida albicans, além de redugao
na esporula¢do de fungos Aspergillus tamarri, Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum e
Penicillium expansum. J& para os filmes, apenas o filme elaborado com farinha KS apresentou
um bom efeito contra Sthapylococcus aureus, Sthapylococcus uberis, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes e levedura Candida albicans.

4.1 Materiais e métodos

4.1.1 Materiais

Os frutos da Bixa orellana, o urucum, foram colhidos no jardim da Cdmara Municipal

de Ribeirdo Preto-SP.

Os rizomas de Curcuma Longa L, foram fornecidos secos pela empresa Flores e Ervas

(Campinas — SP, Brasil).

Os solventes Etanol P.A., Isopropanol P.A., o radical ABTS (2,2’-azinobis (3-
etilbenzoatiazolina-6-acido sulfonico)), o antioxidante sintético BHT (2,6-Di-tert-butyl-4-
methylphenol), o antioxidante sintético Trolox ((+)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-
2-carboxylic acid) e o padrao bixina (95%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, (Sao Paulo,
Brasil).

Os filmes de urucum foram elaborados pelo processo casting, como descrito no capitulo

3, item 3.1.2, a partir das farinhas isoladas do residuo da extragdo de corante de urucum
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fornecido pela empresa de corantes “Firace” (Sao Paulo, Brasil), por moagem em agua (WS),
moagem em pH acido (AS) e moagem em pH alcalino (KS), conforme descrito no capitulo 2,

item 2.1.2.

Os meios de cultura Tryptone Soya Agar (TSA CMO131) e Potato Dextrose Agar (BDA
CMO139), ambos da marca OXOID foram adquiridos da empresa J.C.N.C Hospitalar & Lab
(Ribeirao Preto - SP, Brasil). Os discos brancos estéreis (901945, 6mm @) foram adquiridos da
Laborclin (Sao Paulo, Brasil).

O filme de amido de mandioca (5% amido/100g; 20% glicerol/5 g de amido), utilizado

como controle negativo, foi produzido pelo método casting.

Foram realizados ensaios com as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Listeria
monocytogenes (ATCC 19115) e levedura Candida albicans (ATCC 11006). As bactérias
Staphylococcus uberis e Staphylococcus agalactiae fazem parte da cole¢do do professor Dr.
Luiz Alberto Beraldo de Moraes, do Departamento de Quimica da FFCL-RP. Foram feitos
ensaios com os fungos CFF 118 Aspergillus tamarri, CFF 25 Aspergillus flavus, CFF 04
Aspergillus fumigatus, CFF 163 Mucor sp, CFF 39 Fusarium oxysporum, CFF 128 Penicillium
expansum, pertencentes a colecdo de Fungos Filamentosos (CFF) do Laboratério de
Microbiologia e Biologia Celular da professora Dr.* Maria de Lourdes Teixeira de Moraes

Polizeli, do Departamento de Biologia da FFCL-RP.

4.1.2 Determinacio dos compostos ativos

4.1.2.1 Carotenoides totais e teor de bixina

A determinacgao do teor de carotenoides totais dos filmes foi realizada de acordo com o
método descrito por Gross (1991). Assim, 0,1g de amostra de filme foram adicionados a 2 mL
de solucdo contendo 200 mg.L™! de hidroxitolueno butilado (BHT) em solvente acetona-etanol
(1:1) e manteve-se sob vigorosa agitacao, durante 1 hora. Em seguida, a amostra foi filtrada em
papel filtro (filtro 0,45 um Millipore, Brasil), e foram feitas sucessivas lavagens utilizando a
solugdo de acetona:etanol (1:1). O filtrado foi diluido até atingir 10 mL (Vf) de extrato, em
baldo volumétrico. A absorvancia do extrato foi medida na regido de UV-visivel em um

espectrofotometro (UV-MS51 UV- Visivel, Bel, Brasil), a 470nm. O solvente puro foi utilizado
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como branco. O teor de carotenoides totais foi calculado de acordo com a equacao 1 e foi

expresso em pug de carotenoides por g de amostra seca.

Afox 106
Mx 100 xA1%

cm

CT (ug carotenoides/g amostra) =

Sendo: CT: teor de carotenoides totais como pg equivalente em B-carotenos por cada g
de amostra seca, A: absorvancia (A = 470 nm), Vr: volume total da solu¢do (mL), A% = 2500

corresponde ao coeficiente de absorvancia especifica para B-carotenos, M ¢ a massa da amostra

()

O teor de bixina, carotenoide principal presente nos filmes de urucum, foi determinado
por HPLC (CTO-10ASVP, Shimadzu, Japao). Aproximadamente 200 mg de amostras de filme
de urucum foram pesadas, seguido pela adicdo de 2 mL de metanol. A mistura foi agitada a
temperatura ambiente (~ 25 °C) durante 3 h, na auséncia de luz. A amostra foi filtrada em papel
filtro (filtro 0,45 um Millipore, Brasil) para obter o extrato. Em seguida, 50 puL do extrato foram
injetados nas seguintes condigdes: coluna C-18 (Luna da Phenomenex, 4,6 x 150 mm, 5 um,
EUA), conjunto de detectores de diodo (SPD M10AVP, Shimadzu, EUA) (460 nm), loop =20
uL, fluxo = 1,0 mL.min™'. A fase mével utilizada foi acetonitrila:acido acético a 2% (65:35).
As solugdes padrao de bixina em metanol foram preparadas em diferentes concentragdes (0,17
a 3,20 mg.L!) para construir a curva de calibragdo. A curva de calibragio foi estabelecida
através da representacdo grafica das areas de pico em fungdo da concentragdo de cada analito.

A analise foi feita em triplicata.

4.1.2.2 Compostos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais (CFT) dos filmes foi determinado pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau, de acordo com o método descrito por Hillis; Swain (1959).
0,1 g de amostra de filme foram adicionados a 2 mL de metanol, sob agitacao por 1h e depois
filtrado para obter o extrato. Em seguida, 0,5 mL deste extrato foram adicionados 8 mL de dgua
e 0,5 mL da solucdo de Folin-Ciocalteu (solu¢do aquosa 1:7). Na sequéncia, foi realizada
agitacdo por 3 minutos com posterior adicdo de 1,0 mL de solugdo de carbonato de sodio (0,5
M). Os tubos foram mantidos com agitacdo em shaker (Solab SL-223, Piracicaba — Brasil) por
10 min e depois foi medida a absorvancia a 725 nm em um espectrofotometro (UV-M51 UV-

Visivel, Bel, Brasil). O teor de CFT foi determinado utilizando uma curva padrdo de é4cido
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gélico (5 a 45 mg.L"), expressos como mg de equivalente 4cido galico (EAG) por 100 g
deamostra. Foi utilizado um branco, composto por metanol e reagentes sem o extrato. A analise

foi feita em triplicata.

4.1.2.3 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos filmes foi medida pelo método de captura do radical livre
ABTS™ (RUFINO et al., 2007). Pesou-se aproximadamente 200 mg de amostra de filme,
seguido pela adicao de 2 mL de metanol. Esta mistura foi agitada em shaker (Solab SL-223,
Piracicaba — Brasil) a temperatura ambiente (~ 25 °C) durante 3 h, na auséncia de luz e depois
filtrada usando papel filtro (filtro 0,45 um Millipore, Brasil) para obter o extrato. Com este

extrato metanolico obtido foram realizadas as rea¢des com radical livre ABTS™.

O radical livre ABTS™" foi preparado a partir da reagdo de 5 mL de solugdo de estoque
de ABTS (7 mM) com 88 uL da solucdo de persulfato de potéssio (140 mM). A solucdo foi
armazenada no escuro a temperatura ambiente, durante 16 horas. Apos este periodo, 1 mL da
solucdo foi diluida em alcool etilico até se obter valores de absorvancia de 0,70 nm + 0,05, a

734 nm.

Finalmente, adicionou-se 3 mL do radical ABTS™" a 30 uL de extrato, ¢ mantida a
agitacdo em shaker (Solab SL-223, Piracicaba — Brasil) a 250 rpm por 6 min. Apds este periodo,
determinou-se a quantidade de radical ABTS™ restante por medida da absorvancia a 734 nm
utilizando um espectrofotometro (HP Hewlett Packard 8453, EUA). Uma curva padrao foi
preparada utilizando Trolox (antioxidante sintético), em concentragdes de 10 a 2000 uM. Os
resultados da atividade antioxidante foram expressos em mg de equivalente Trolox (TE)/g de

amostra. A andlise foi feita em triplicata.

4.1.3 Preparo do extrato das sementes de urucum e do rizoma de circuma

Para o preparo do extrato hidro-alcodlico seguiu-se a orientagdo do processo A da
farmacopéia brasileira, adaptado por Younes; Varella; Suffredini (2000). As sementes de
urucum foram removidas do fruto e secas em estufa com circulagdo forcada (Quimis,
Q314M292, Brasil) a 40 °C, até obter-se um teor padrao de umidade de 10%. Foi preparada uma
solugdo hidro-alcodlica (etanol 70%), na proporcido de 10% (m.v'"). Estocou-se essa solugio a
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temperatura ambiente, protegida da luz, por um periodo de 25 dias, procedendo-se em seguida
a filtragem do material. A partir da solugdo filtrada, produziu-se o extrato, com auxilio de roto-
evaporador a 50 °C, retirando-se todo o solvente. Entdo, foi obtido um evaporado final que

recebeu 0 nome de "extrato hidro-alcoolico” da semente de urucum a 10%.

Para o preparo do extrato de curcuma, os rizomas foram triturados e peneirados
utilizando um conjunto de peneiras de 35 e 45 mesh (500 pm e 355 um de diametro,
respectivamente). O material peneirado foi armazenado em sacos herméticos em geladeira a 5
°C. A extragdo de corante foi realizada em um extrator Soxhlet (MA491/6, Marconi — SP,
Brasil) utilizando os solventes: etanol: isopropanol (1:1). O pigmento extraido sera armazenado

em frasco ambar a 5 °C (MANIGLIA et al., 2015).

4.1.4 Padronizacio do inéculo e semeadura

Os microrganismos foram ativados pela técnica de semeadura em superficie em meio
de cultura adequado. As bactérias S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, L. monocytogenes, S. uberis
e S. agalactiae foram inoculadas em meio de cultura TSA incubadas a temperatura de 37 °C
por 24 horas. Apos este periodo, foram ressuspensas em solucdo fisiologica 0,9% (p/v) até
obter-se uma turvagdo equivalente ao padrao 1 da escala de Mac Farland, o que corresponde
aproximadamente a 1,5 x 10° UFC/mL. Uma aliquota de 100 uL dessa suspensio foi semeada,
com auxilio da al¢a de Drigaslk, na superficie de placas de Petri contendo 20 mL do meio TSA

(SHADOMY e-INGROF, 1980).

Os fungos A. tamarri, A. flavus, A. fumigatus, Mucor sp, F. oxysporum, P. expansum e
a levedura C. albicans foram inoculados em meio de cultura PDA e incubados a temperatura

de 35 °C por 48 horas. Apds este periodo, a suspensdo de esporos foi preparada com agua estéril.

As suspensoes de esporos obtidas foram ajustadas para a concentracdo de 104 conideos/mL
através da contagem dos esporos em camara de Neubauer. Em média 100 pL da suspensao
foram semeadas, com auxilio da alg¢a de Drigaslk, em placas de Petri contendo 20 mL do meio

PDA (MORAES; ALVES, 1986).

4.1.5 Atividade antimicrobiana do extrato de urucum e do extrato de circuma

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos de urucum e ctrcuma foi
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empregado o método da difusdo em agar (Bianco et al. 2017), utilizando os discos brancos
estéreis de 6mm. O disco controle negativo recebeu 20 pL de etanol, os demais discos
receberam 20 pL de extrato. Em todos os ensaios, ap6s a semeadura dos microrganismos, o
disco controle negativo (etanol) e os discos contendo extratos de urucum e de ciircuma foram
distribuidos como na ordem apresentada no teste com Aspergillus fumigatus, na Figura 4.2 A.
Foi mantida distancia entre os discos para evitar interferéncias entre os possiveis halos de
inibicao. Apds este procedimento, as placas foram fechadas, invertidas e incubadas a 37 °C para
bactérias e a 35 °C para leveduras e fungos. Apos 24h de incubagdo foi realizada a leitura dos

resultados, que consistiu na medi¢do do didmetro dos halos de inibicao.

4.1.6 Teste do Halo

Para a avaliag¢do da atividade antimicrobiana dos filmes de farinha de urucum WS, AS
e KS foi empregado o teste do halo (BARRY; THORNSBERRY, 1991). Os filmes de farinha
de urucum foram cortados em discos com aproximadamente 2,5 cm de didmetro, em seguida
foram expostos a UV por 5 minutos em cada face. Apds as semeaduras de 100 pL da suspensdo
dos microrganismos, com auxilio da Alca de Drigalsk, os filmes foram colocados
assepticamente sobre a superficie do meio de cultura inoculado. As placas foram incubadas em
temperaturas especificas, 37 °C bactérias e 35 °C fungos e levedura, por 48 horas. Para todos

os ensaios realizados, o filme de amido de mandioca foi utilizado como controle negativo.

4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Aspecto visual

Os filmes de farinha de urucum WS, AS, e KS, apesar da coloragdo intensa,
apresentaram transparéncia, como pode ser vista na Figura 4.1. E possivel enxergar o fundo
quadriculado atrds do filme, indicando que este material ndo bloqueia totalmente a passagem

de luz.
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Figura 4.1 - Aparéncia dos filmes elaborados com as farinhas de urucum AS, WS e KS

KS

4.2.2 Compostos ativos

Foram realizadas analises de determinacao de compostos fenolicos totais, carotenoides
totais, teor de bixina e atividade antioxidante dos filmes de farinha de urucum WS, AS e KS.

Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Fenolicos totais, carotenoides totais, teor de bixina e atividade antioxidante de
filmes de farinha de urucum

Filme Fenélicos totais Carotenoides totais Bixina AA
(mg GAE/ 100 g (ng carotenoides/g de (g bixina/100 (mg TE/g de
de amostra) amostra) g de amostra) amostra)
WS 459,51 +£0,20° 210,16 +0,91° 0,40 + 0,05° 1,1 £0,21°
AS 522,30+ 0,60* 213,47 +£0,70? 0,77 + 0,09? 1,5+0,11%
KS 204,49 £0,20° 66,79 + 0,80° 0,30+ 0,08°¢ 0,8 +£0,12°¢

AA: atividade antioxidante, WS: moagem em agua, AS: moagem em pH 4acido, KS: moagem
em pH alcalino.

a,b,c: letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenga significativa entre os filmes de
farinhas WS, AS e KS, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Os filmes apresentaram diferenca significativa, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)
para teor de fenodlicos totais, carotenoides totais, teor de bixina e atividade antioxidante dos

filmes de farinha de urucum WS, AS e KS.

O teor de compostos fenodlicos, carotenoides, bixina e atividade antioxidante dos filmes
elaborados com as farinhas de urucum (WS, AS e KS) s@o menores do que dos materiais iniciais
(farinhas WS, AS e KS), basta comparar os resultados apresentados na Tabela 4.1 deste

capitulo, com a Tabela 2.3 do capitulo 2.

Os filmes de farinha de urucum apresentaram reducao de compostos fenolicos totais
(WS: 68,4%, AS: 66,7%, e KS: 84%), carotenoides (WS: 70,7%, AS: 72,6%, ¢ KS: 87,8%),
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bixina (WS: 96,9%, AS: 93%, e KS: 97,3%), atividade antioxidante por ABTS (WS: 35%, AS:
41%, e KS: 60%) quando comparado com os materiais iniciais (farinhas AS, WS e KS). Os
compostos ativos sdo sensiveis a temperatura e provavelmente foram degradados na etapa de
elaboragdo dos filmes, durante o aquecimento a 85 °C por 2 horas (SCHIOZER; BARATA,
2007). FRATIANNI; CINQUANTA; PANFILI, (2010) verificaram que a degradagdo de
carotenoides ¢ influenciada por temperatura e tempo de aquecimento ao observarem a reducao
de 50% de todos os carotendides expostos a 85 °C, apds 1 minuto de aquecimento. Segundo

Castro, (2016), os compostos fendlicos podem sofrer degradagdao em altas temperaturas.

Maniglia et al. (2015) ao elaborarem filmes com farinha do residuo de curcuma,
observaram comportamento semelhante quanto a redu¢ao dos compostos ativos; houve reducao
de 79% de curcumina, 91% de demetoxicurmina, 61% de bisdemetoxicurcumina e 31% de

atividade antioxidante em relagao ao material inicial.

Apesar da redugao de compostos ativos em todos os filmes produzidos, nota-se que
houve uma manutencdo das proporg¢des de compostos ativos nos filmes com relagao as
respectivas farinhas (material inicial: WS, AS, KS) utilizadas na producao. Os filmes de farinha
KS apresentaram menores teores de compostos fenolicos, de carotenoides, de bixina e de
atividade antioxidante do que os filmes de farinhas WS e AS. No isolamento da farinha KS, em
pH alcalino, ocorreu a saponificagdo da bixina, principal carotenoide, produzindo a norbixina,
e esta, durante processo de neutralizagdo do pH, ¢ perdida por ser solivel em agua
(MORTENSEN, 2006). Em pH alcalino, a bixina também pode sofrer isomerizagao, reduzindo,
entdo, seu poder antioxidante (RIOS; MERCADANTE; BORSARELLI, 2007). Ainda em pH
alcalino, os compostos fenolicos sofrem oxidagdo (OLIVEIRA, 2015). Os filmes de farinha AS
também sofreram redu¢do de compostos ativos, em menores propor¢des, assim como os filmes
de farinha WS, quando comparados aos filmes de farinha KS. Os filmes de farinha AS
apresentaram maiores teores de compostos fenolicos totais, de carotenoides, de bixina e de
atividade antioxidante do que os filmes de farinhas WS e KS. O 4cido ascorbico, utilizado
durante o isolamento da farinha, pode ter aumentado a estabilidade dos fenolicos presentes
(OETARI et al., 1996), como de outros compostos ativos. Além do fato que a presenca residual
do acido ascorbico, nesta farinha, também pode contribuir com a sua a¢do antioxidante

(HASSIMOTTO; GENOVESE; LAJOLO, 2005).

A atividade antioxidante dos filmes produzidos com farinhas de urucum (W, AS, KS)

neste trabalho, mostrou-se menor que a atividade antioxidante reportada por Maniglia et al.
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(2015) ao produzir filmes de farinha de circuma com atividade antioxidante de 46,4%.

4.2.3 Atividade antimicrobiana dos extratos de urucum e curcuma

As Figuras 4.2 e 4.3 apresentam os resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana

dos extratos de urucum e ciircuma contra bactérias, fungos e leveduras.

Os extratos de urucum e de curcuma ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra
os fungos, pois nao houve aparecimento de halo de inibi¢do. Contudo, ao observar a Figura 4.2,
nota-se que em alguns casos, os extratos reduziram a esporulacao de alguns fungos. Isto pode
ser observado em A. fumigatus (Figura 4.2 A) e Mucor sp. (Figura 4.2 E) na presenca do extrato
de urucum, e em A. tamarri (Figura 4.2 B), A. flavus (Figura 4.2 C), F. oxysporum (Figura 4.2
D) e P. expansum (Figura 4.2 F) na presenca de extrato de circuma. A literatura reporta estudos
de extratos brutos e 6leos essenciais de plantas, tais como alecrim, orégano, pitanga, roma,
manjericdo e outros que tém sido empregados para inibi¢do de crescimento micelial e
esporulacdo de fungos fitopatogénicos (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ,
2000). De modo geral, o modo de agdo destes compostos sobre os fungos, com relagdo a reducao
da esporulacdo, esta baseado na desorganizagdo celular, ruptura de membranas e inibi¢ao de
enzimas fungicas. Estes efeitos causam a inibicdo da germinag¢do e elongac¢do do tubo

germinativo e reducdo ou inibi¢do do crescimento micelial (LO et al.(1996).

Os extratos de urucum e de curcuma apresentaram atividade antimicrobiana contra
algumas bactérias, pois houve aparecimento de pequenos halos de inibi¢do, como podem ser

vistos na Figura 4.3. Os valores dos halos de inibi¢do estdo apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Atividade antimicrobiana de extratos de urucum, e circuma

Microrganismo Extrato Diametro do halo
Sthapylococcus aureus Urucum 7,5 mm
(Figura 4.3 A) Clrcuma 8,0 mm
Sthapylococcus uberis Urucum 9,8 mm
(Figura 4.3 B) Clrcuma 10,2 mm
Sthapylococcus agalactiae Urucum 9,0 mm
(Figura 4.3 C) Carcuma 12,5 mm
Pseudomonas aeroginosa Urucum Nao houve halo
(Figura 4.3 D) Curcuma Nao houve halo
Escherichia coli Urucum Nao houve halo
(Figura 4.3 E) Carcuma Nao houve halo
Candida albicans Urucum Nao houve halo
(Figura 4.3 F) Carcuma 7,5 mm

A literatura reporta atividade antimicrobiana de extratos hidro-alcoolicos de diferentes
partes da espécie Bixa orellana, tais como raiz, caule, folhas, sementes (CASTELLO et al.,
2002). A atividade antimicrobiana do extrato hidro-alcodlico das sementes ¢ menos explorada,
quando comparada as demais partes da planta, j& que as sementes ja sdo utilizadas na extracao
de corante, enquanto as outras partes da planta ndo sdo exploradas.

Segundo Mors; Rizzini; Pereira, (2000), no arilo ceroso da semente ha dleo essencial
rico em E-geranilgeraniol, monoterpenos e sesquiterpenos oxigenados, fenilalanina, treonina,
triptofano e acidos elagico, salicilico e tomentosico, além dos carotenodides bixina, norbixina,
isobixina, bixeina, bixaghaneno, crocetina, bixol, responsaveis por sua cor ¢ alfa e beta-

caroteno em teores mais baixos.

Fleischer et al. (2003) ao fazerem uma triagem de extrato hidro-alcoolico (70%) de
sementes de urucum, conseguiram identificar a presen¢a de flavonoides, saponinas, fendlicos e
0leos. Neste mesmo trabalho foi verificada a atividade antimicrobiana contra S. aureus (17
mm), P. aeroginosa (19 mm), E. coli (18 mm), C. albicans (20 mm). Gongalves; Filho;
Menezes, (2005) relataram atividade antimicrobiana do extrato de sementes de urucum contra
S. pyogenes, Proteus mirabilis e S. aureus, enquanto E. coli e P. aeruginosa foram resistentes

ao extrato.
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Figura 4.2 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos hidro-alcoolicos de urucum e
curcuma contra fungos filamentosos

Aspergillus fumigatus

Aspergillus flavus Fusarium oxysporum

Mucor sp Penicillium expansum
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Figura 4.3 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos hidro-alco6licos de urucum e
circuma contra bactérias e levedura

Sthapylacoceus uberis

Escherichia coli Candida albicans
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Irobi; Moo-Young; Anderson, (1996) avaliaram a atividade antimicrobiana de extrato
de folhas contra bactérias e fungos. Neste trabalho, foram determinadas a concentracao
inibitéria minima (4-16 mg/mL) e a concentracdo inibitéria maxima (16-64 mg/mL). Em ensaio
de difusdo de disco em agar, com extrato a 5 mg/mL foi verificada acao contra Bacillus subtilis
(15 mm), S. aureus (17 mm) e Streptococcus faecalis (17 mm) e pequena atividade contra E.
coli (2 mm), Serratia marcescens (1 mm), C. albicans (3 mm), e Aspergillus niger (3 mm).
Neste estudo, as bactérias gram-positivas mostraram-se mais sensiveis, provavelmente devido
a composicao quimica de sua membrana, que permite acdo do composto antimicrobiano. O
extrato contém diversos compostos fitoquimicos que se difundem em taxas diferentes, além de
concentragdes e acdes distintas, podendo entdo justificar as diferentes zonas de inibi¢ao

(IROBI; MOO-YOUNG; ANDERSON, 1996)

Shilpi et al. (2006) fizeram a triagem fitoquimica da raiz, folhas e sementes de urucum.
Na semente de urucum foi relatada a presenca de carotenodides, como a bixina e norbixina,
terpenoides, tocotrienois e flavonoides. Apenas o extrato das folhas de urucum foi testado neste

trabalho e se mostrou ativo contra E. coli, S. aureus e Shigella dysenteriae.

Shahid-ul-islam; Rather; Mohammad, (2015) relataram a presenga de fitoquimicos em
todas as partes da Bixa orellana, como carotenoides, apocarotenoides, terpenos, terpenoides,
esterdis, compostos alifaticos. Em especial, as sementes contém bixina, norbixina e, em
quantidades menores, criptoxantina, luteina e zeaxantina. O principal composto antimicrobiano
nas sementes de urucum sao 9°-cis-norbixina e all-trans-norbixin (GALINDO-CUSPINERA;
LUBRAN; RANKIN, 2002). A acdo antifungica esta associada principalmente a O6leos
essenciais, terpenos, taninos, alcaloides (ZHAI et al., 2014). Foi verificada a¢do antifiingica
contra Trychophyton mentagophytes e Trychophyton rubrum com CIM > 8mg/mL,
Cryptococcus neoformans e Microsporum gypseum com MIC de 8 mg/mL e 2 mg/mL,

respectivamente (SHAHID-UL-ISLAM; RATHER; MOHAMMAD, 2015) .

Apesar dos relatos na literatura consultada indicarem uma evidente atividade
antimicrobiana de extratos hidro-alcodlicos de Bixa orellana contra diversos microrganismos,
os resultados obtidos neste trabalho, nos ensaios com extrato das sementes contra bactérias,
levedura e fungos foram menos eficientes, com halos de inibi¢do menores (Tabela 4.2) aos
reportados pela literatura. Embora os halos de inibi¢do identificados no presente trabalho seja

menores aos reportados, ainda podem ser considerados, pois segundo Feitor, (2010), se a zona
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de inibi¢ao observada for maior que 1 mm, o efeito antimicrobiano pode ¢ considerado como
bom.

O efeito inibidor depende da concentracdo dos compostos ativos. Os teores de bixina,
principal agente antimicrobiano podem variar de acordo com questdes ambientais e
variabilidade genética, podendo variar de 1 a 6% (FRANCO et al., 2002). Logo, ndo se sabe ao
certo, qudo pura sdo as espécies de Bixa orellana do presente trabalho e as estudas pela
literatura. Além deste fator, o efeito inibidor depende da sensibilidade das espécies de
microrganismos aos agentes antimicrobianos. Ha estudos que relatam a maior resisténcia de
bactérias Gram negativas em relagao a menor resisténcia de bactérias Gram positivas, quando
testadas contra antibidticos. Os microrganismos empregados nio tiveram suas resisténcias
testadas contra antibidticos comerciais no presente estudo, o que dificulta uma comparagdo mais
acurada, mas de modo geral pode-se afirmar que os extratos tiveram efeito de inibi¢do do
crescimento em bactérias Gram positivas S. aureus, S. agalactiae, S. uberis (FURLANETTO,

2014).

A literatura também reporta a atividade antioxidante e antimicrobiana da curcuma
(AKRAN et al., 2010). A partir da ciircuma ¢€ possivel produzir o p6 de clircuma, 6leo resina
com teores de 30 a 40% de pigmentos expressos em curcumina € 6leo volatil de 15 a 25%, 6leo
essencial e extrato de curcumina (FILHO et al., 2000). Na clircuma estdo presentes trés
pigmentos curcuminoides: a curcumina, a desmetoxicurcumina e a bisdesmetoxicurcumina. No
rizoma de circuma estes pigmentos podem estar em concentragdes variaveis de 4 a 6 mg/100 g
para curcumina; de 4 a 3 mg/100 g para desmetoxicurcumina, ¢ de 3 a 2 mg/100 g para a
bisdesmetoxicurcumina (PEREIRA; STRINGHETA, 1998; PERET-ALMEIDA et al., 2008).
O oleo essencial, a curcumina e o 6leo resina da circuma sdo os responsaveis pela atividade
antioxidante natural e agdo antimicrobiana contra bactérias, fungos, leveduras e parasitas. O
extrato obtido no presente trabalho aproxima-se de um 6leo resina, no qual os compostos ativos
estdo concentrados (FILHO et al., 2009).

Rolim, (2004) verificou que ao incorporar 2% de dleo resina de circuma em queijos
houve redug¢io da concentragio de S. aureus de 10® para 105 UFC/mL.

Péret-Almeida et al. (2008) avaliou a a¢do antimicrobiana de curcumina, 6leo essencial
e oleo resina de curcuma contra S. aureus, Bacillus subtilis, Salmonela chorelaesuis, E. coli,
Aspergillus niger, Sacharomices cerevisae, C. albicans. O 6leo essencial, na CIM (90 pg)

apresentou halo de inibi¢ao (10 mm) para E. coli e (18 mm) para B. subtilis). Nao foram
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identificados halo de inibi¢ao contra os microrganismos em presenc¢a de extratos de curcumina

e Oleo resina.

Aqui, ¢ importante salientar que o teste do halo dos extratos de urucum e ciircuma foram
realizados apenas para uma avaliagdo qualitativa do efeito antimicrobiano dos extratos testados,
e que para uma avaliagdo mais completa, seria necessario a realizacao de testes quantitativos
para conhecimento da Concentragdo Minima Inibitéria (CIM). Que serdo realizados em

trabalhos futuros.

4.2.4. Teste do Halo dos filmes de farinhas de urucum

O teste do halo foi realizado com o objetivo de avaliar a eficiéncia antimicrobiana dos
filmes de farinha de urucum WS, AS e KS. Os resultados do teste do halo dos filmes de farinha
WS, AS e KS estdo apresentados nas Figuras de 4.4 a 4.16.

Nao houve aparecimento de halo de inibi¢ao para nenhum filme de farinha de urucum
WS, AS, e KS testados contra bactérias, fungos ou levedura. O halo de inibi¢ao € proporcional
a concentragdo do agente antimicrobiano na matriz. As concentragcdes de bixina, um dos
principais responsaveis pela atividade antimicrobiana nos filmes de farinha de urucum WS, AS
e KS foram baixas (WS: 0,40, AS: 0,77, KS:0,30 g/100g). Os baixos teores sdo devido a
degradacao ao longo do processo, desde a extragdo do pigmento na industria, isolamento das
farinhas e elaboracao dos filmes.

Tradicionalmente, ndo ¢é comum encontrar variedade em filmes naturalmente
antimicrobianos. Os filmes de quitosana sdo naturalmente antimicrobianos e ainda assim sao
incorporados agentes antimicrobianos para melhorar desempenho. Yuan; Chen; Li, (2016)
verificou o aumento da atividade antimicrobiana de filmes de quitosana ao incorporar 6leos
essenciais. A literatura reporta maior nimero de trabalhos de filmes antimicrobianos que
tiveram a incorporagdo de agente antimicrobiano na matriz. Carvalho et al. (2017) produziram
filme antimicrobiano de acetato de celulose incorporados de uma suspensdo de curcumina.
Krepker et al. (2017) produziram filme antimicrobiano utilizado para embalar “hummus” a
partir da combinagao sinérgica de 6leos essenciais, timol e carvacrol.

Em todos os filmes de farinha de urucum WS, AS e KS houve crescimento de fungos
sobre toda a superficie dos filmes, possivelmente porque as concentracdes de compostos

antimicrobianos de agdo antifingica sao baixissimas (SHAHID-UL-ISLAM; RATHER;
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MOHAMMAD, 2015). De acordo com Feitor, (2010), a atividade antimicrobiana pode ser
considerada insuficiente.

Contudo, em alguns casos, ndo houve crescimento de bactérias e levedura sobre a
superficie de filmes de farinha de urucum. Em contrapartida, houve crescimento sobre toda a
superficie do filme controle negativo (filme de amido de mandioca), quando testado contra as
mesmas bactérias e levedura.

Os filmes de farinha de urucum WS, no geral, permitiram crescimento de bactérias e
levedura abaixo do filme, ao redor e sobre o filme; logo, ndo apresentaram atividade
antimicrobiana que, de acordo com Feitor, (2010) a atividade antimicrobiana pode ser
considerada insuficiente. Em alguns casos, os filmes de farinha AS também nao apresentaram
nenhuma atividade antimicrobiana, pelas mesmas situacdes descritas, para os filmes de farinha
WS, como nos testes com Staphylococcus uberis, Staphylococcus agalactiae e Candida
albicans. Ja os filmes de farinha KS ndo apresentaram crescimento por baixo do filme, nem ao
redor ou sobre para todas as bactérias testadas e para a levedura Candida albicans, com excegao
apenas da bactéria Sthapylococcus agalactiae. De acordo com Fortes (2010), a capacidade
antimicrobiana deste filme pode ser considerada de boa com a tendéncia a limitada por ser
observado o crescimento de Sthapylococcus agalactiae sobre o filme.

De acordo com os resultados de compostos fendlicos, carotenoides e bixina, os filmes
de farinha WS e AS apresentaram maiores teores de compostos ativos, quando comparados ao
filme de farinha KS. Esperava-se que a resposta antimicrobiana dos filmes de farinha WS e AS
fosse proporcional aos maiores teores de compostos ativos. Contudo, foi o filme KS o de melhor
resultado com relagdo a atividade antimicrobiana. Este comportamento pode ser justificado de
acordo com os resultados de caracterizagdes funcionais (Capitulo 3), quando o filme de farinha
KS se mostrou mais hidrofébico, menos solivel e com menor absor¢ao de agua que os demais

filmes de farinha WS e AS.
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Figura 4.4 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Staphylococcus aureus (5 x 10*UFC)

Controle Filme controle de amido de Filme de farinha WS Filme de farinha AS
mandioca

Figura 4.5 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Staphylococcus uberis (5 x 10*UFC)

Filme controle de amido de Filme de farinha WS Filme de farinha AS Filme de farinha KS
mandioca
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Figura 4.6 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Staphylococcus agalactiae (5 x 10*UFC)

Controlc Filme controle de amido de Filme de farinha WS Filme de farinha AS Filme de farinha KS
mandioca

Figura 4.7 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Listeria monocytogenes (5 x 10*'UFC)

Filme de farinha KS

Controle Filme controle de amido de Filme de farinha WS
mandioca
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Figura 4.8 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Pseudomonas aeroginosa (5 x 10*'UFC)

Controle Filme controle de amido de Filme de farinha WS Filme de farinha AS Filme de farinha KS
mandioca

Figura 4.9 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Escherichia coli (5 x 10*'UFC)

s

Controle Filme controle de amido de Filme de farinha WS Filme de farinha AS
mandioca
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Figura 4.10 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Candida albicans (5 x 10*UFC)

Controle Filme controle de amido de Filme de farinha WS Filme de farinha AS Filme de farinha KS
mandioca

Figura 4.11 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Aspergillus fumigatus (5 x 10*UFC)

Controle Filme controle de amido de Filme de farinha WS Filme de farinha AS Filme de farinha KS
mandioca
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Figura 4.12 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Aspergillus tamarri (5 x 10*'UFC)

Controle Filme controle de amido de Filme de farinha WS Filme de farinha AS Filme dec farinha KS
mandioca

Figura 4.13 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Fusarium oxysporum (5 x 10*UFC)

Controle Filme controle de amido de
mandioca
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Figura 4.14 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Mucor sp (5 x 10*UFC)

Controle Filme controle de amido de Filme de farinha WS Filme de farinha AS Filme de farinha KS
mandioca

Figura 4.15 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Aspergillus flavus (5 x 10*°UFC)

Controle Filme controle de amido de Filme de farinha WS Filme de farinha AS Filme de farinha KS

mandioca
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Figura 4.16 - Teste do halo dos filmes de farinhas de urucum (WS, AS e KS) com Penicillium expansum (5 x 10*'UFC)

Filme controle de amido de Filme de farinha WS Filme de farinha AS Filme de farinha KS
mandioca
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4.4. Conclusao

Os filmes de farinha de urucum WS, AS, e KS sdo considerados ativos pela capacidade
antioxidante. O filme de farinha de urucum AS apresentou-se como o de maior atividade
antioxidante entre os demais. O extrato hidro-alcodlico das sementes de Bixa orellana
apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus, S. uberis e S. agalactiae devido a estas
bactérias serem mais sensiveis aos compostos ativos por serem Gram-positivas e permitirem a
difusdo dos compostos ativos na membrana e reduziram a esporula¢ao de fungos A. fumigatus
e Mucor sp. O extrato do rizoma de curcuma apresentou eficiéncia antimicrobiana contra
Sthapylococcus aureus, Sthapylococcus uberis, Sthapylococcus agalactiae € Candida albicans,
além de reducdo na esporulagdo de fungos Aspergillus tamarri, Aspergillus flavus, Fusarium
oxysporum € Penicillium expansum. O filme de farinha de urucum KS, mostrou atividade
antimicrobiana ao ndo permitir crescimento das bactérias S. aureus, S. uberis, E. coli, P.

aeruginosa, L. monocytogenes ¢ da levedura C albicans.
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CONSIDERACOES GERAIS

O residuo de urucum apresentou composicao rica em amido e presenga de compostos
ativos. A partir da moagem em agua, em pH éacido e em pH alcalino do residuo de urucum foi
possivel obter um material com maior grau de pureza em amido em relagdo ao material inicial,
sendo entdo consideradas farinhas WS, AS e KS. Os métodos de isolamento empregados
permitiram a obtenc¢do farinhas com propriedades diferenciadas tanto em composi¢ao quimica
quando nas propriedades térmicas, fisicas e macroestruturais. O planejamento fatorial completo
3x3x4 permitiu o estudo das melhores condigdes de producao dos filmes. De acordo com os
resultados do planejamento, as melhores condi¢des para elaboracdo de filmes de farinha de
urucum com melhores propriedades mecanicas e funcionais foram pH 5 e 2 horas de
aquecimento quando utilizado a farinha KS. Nestas condi¢des de pH e tempo de aquecimento
verificou-se que os filmes de farinha KS foram menos hidrofilicos com menor capacidade de
absorcdo de umidade, menos soluveis, mais permeaveis ao vapor de agua e mais resistentes
mecanicamente quando comparados aos filmes WS e AS. O maior teor de amido e amilose na
farinha KS permitiram obter filmes KS com melhores propriedades mecanicas. O pH acido (5)
favoreceu a formacdo de interagcdes amido-proteina, proteina-proteina, amido-fibra,
promovendo a formag¢do de uma matriz coesa. Os filmes de farinha de urucum WS, AS, e KS
apresentaram baixa atividade antioxidante em relagdo a matéria-prima inicial (fonte de
compostos ativos), devido ao processo de elaboracdo que pode ter degradado parte dos
compostos ativos contidos na matriz. Entre os filmes, o filme AS apresentou-se como o de maior
atividade antioxidante. O extrato hidro-alcoolico das sementes de Bixa orellana apresentou
atividade antimicrobiana contra S. aureus, S. uberis e S. agalactiae devido a estas bactérias
serem mais sensiveis aos compostos ativos por serem Gram-positivas e permitirem a difusao
dos compostos ativos na membrana, além de reduzir a esporulagdo de fungos 4. fumigatus e
Mucor sp. O filme de farinha de urucum KS, mostrou atividade antimicrobiana ao ndo permitir
crescimento das bactérias S. aureus, S. uberis, E. coli, P. aeruginosa, L. monocytogenes e da
levedura C albicans. Portanto, este trabalho comprova o potencial aproveitamento do residuo
da extracdao de corante de urucum na producao de filmes biodegradaveis ativos, podendo ser
utilizados como coberturas antioxidantes e/ou antimicrobianas. Contudo, ¢ importante ressaltar
a necessidade de estudos futuros que identifiquem temperaturas menores para formacao dos

filmes, ja que a 85 °C houve perdas de compostos ativos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade a este trabalho com o residuo de urucum pode-se sugerir para trabalhos

futuros:

e (aracterizagdo reoldgica das suspensoes filmogenicas das farinhass de urucum WS, AS,
e KS para aprofundar o conhecimento das propriedades dessas suspensdes e o tipo de
interagdes moleculares formadas entre os componentes da mistura;

e Estudo da biodegradabilidade destes filmes;

e Estudo da aplicacdo de coberturas destes filmes elaborados a partir das farinhas de
urucum para a conservagao de alimentos;

e Determinagao de concentragdo inibitéria minima (bacteriostatico) e determinagdo de
concentragdo inibitéria maxima (bactericida) do extrato de urucum contra
microrganismos;

e Incorporagdo de agente antimicrobiano a matriz para verificar o aumento da eficiéncia

da atividade antimicrobiana.
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