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RESUMO

A utilizacdo de aditivos naturais estd em expansao na industria alimentar, devido
a maior exigéncia dos consumidores que procuram produtos com qualidade diferenciada
e beneficios para a satde. Entre os véarios aditivos, a utilizacdo de corantes em alimentos
tem a finalidade de deixar o produto com melhor aparéncia tornando-o mais apelativo.
A curcumina (E100) é um corante natural que, além de conferir cor, possui atividades
bioldgicas, servindo de alternativa a alguns corantes sintéticos que apresentam efeitos
alergénicos, carcinogéenicos ou de défice de atencdo e aumento de hiperatividade em
criancas, por exemplo. Por ser um corante hidrofobico é necessario proceder a sua
modificacdo e/ou compatibilizacdo com o meio aquoso para melhorar a sua estabilidade
e possibilitar a sua aplicacdo em matrizes alimentares hidrofilicas. Assim, métodos
como a encapsulacdo e a preparagdo de emulsdes sdo exemplos de metodologias que
podem ser usadas para a incorporacdo de agentes ativos em diversos produtos,
garantindo a compatibilidade com a matriz alimentar onde séo incorporados, tornando-
0s sollveis e estaveis, aumentando a sua biodisponibilidade e melhorarando a libertacéo
no meio desejado. Neste contexto, o objetivo deste trabalho consistiu na realizacdo de
um estudo visando a aplicacdo de formulagdes de curcumina (E100) em iogurtes (matriz
hidrofilica). Para tal, selecionaram-se diferentes formas de curcumina (comerciais e
preparadas em laboratério), nomeadamente curcumina em p6 (PC, comercial, conteddo
em curcumina 65%, hidrofébica), curcumina dispersavel em agua (DC, comercial,
contelldo em curcumina 4,7-5,3%, hidrofilica) e curcumina nanoencapsulada (NC,
laboratorial, conteddo em curcumina 8,3%, hidrofilica). Foi ainda desenvolvida uma
formulacéo hidrofilica de curcumina que teve por base a sua emulsificacdo em agua por
dissolugdo numa fase 6leo apropriada (curcumina emulsificada, EC), utilizando para o
efeito a técnica de emulsificacdo de alta pressao.

As diferentes formulagdes apresentaram propriedades bioativas nomeadamente,
atividade antioxidante, antibacteriana e citotoxica em células tumorais, de acordo com a
seguinte ordem PC>NC>DC. A cor conferida pelas diferentes formulagcdes manteve-se
durante a vida atil dos iogurtes. No entanto, houve diferencas na tonalidade conseguida
pela aplicacdo de cada uma das formulacbes, demostrando potencial de utilizacdo em
iogurtes com diferentes aromas/sabores (caracteristicas sensoriais que o consumidor
associa a cor). O perfil nutricional dos iogurtes preparados manteve-se de acordo com as

especificacbes do rétulo da amostra controlo, cumprindo o ingrediente corante

XV



adicionado apenas a funcdo de conferir cor. Quanto a preparacdo da curcumina
emulsificada, apds ensaios preliminares foi possivel chegar & selecdo de um sistema
quimico hidrofilico estdvel sendo este composto por um O&leo de grau alimentar
(Miglyol 812, triglicerideo com acidos gordos de cadeia média e com um conteddo de
curcumina de 10,0 mg/10 ml de Miglyol). Os estudos de preparacdo de uma formulagéo
hidrofilica emulsionada realizados mostraram que a melhor opgdo corresponde a
utilizacdo do Miglyol como fase 6leo, quando se usa uma razéo 6leo/agua (O/A) 50/50.
A utilizacdo de 6 ciclos de passagem a alta pressdo originam emulsdes estaveis durante

0 periodo de armazenamento e com tamanho de goticula inferior.

No geral, os resultados demonstraram a viabilidade de aplicacdo do corante
natural curcumina (E100), sob diferentes formulagdes, em matrizes alimentares. O
estudo efetuado para desenvolver o novo produto (curcumina emulsificada), embora
preliminar, valida a estratégia utilizada. Apresenta como desvantagens o baixo contetdo
em curcumina incorporado e como vantagens o uso de concentracdes de emulsionante

baixas.
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ABSTRACT

The use of natural additives is expanding in the food industry due to the
increased demand of consumers seeking products with differentiated quality and health
benefits. Among the several additives, the use of dyes in foods has the goal of making
the product look better, by making it more appealing. Curcumin (E100) is a natural dye
that, in addition to conferring color, has biological activity, serving as an alternative to
some synthetic dyes that have allergenic, carcinogenic effects or disturbs the attention
deficit and increased hyperactivity in children, for example. As a hydrophobic dye its
modification/compatibilization with the aqueous medium is required to improve its
stability and enable its application in hydrophilic food matrices. Thus, methods such as
encapsulation and preparation of emulsions are examples of methodologies that can be
used for the incorporation of active agents into several products, ensuring their
compatibility with the food matrix, making them soluble and stable, increasing their
bioavailability and enhancing their release in the desired medium. In this context, the
objective of this work was to carry out a study aiming the application of curcumin
(E100) formulations into yogurt (hydrophilic matrix). For this, different forms of
curcumin (commercial and laboratorial samples) were selected, namely curcumin
powder (PC, commercial, curcumin content 65%, hydrophobic), water-dispersible
curcumin  (DC, commercial, curcumin content 4,7-53%, hydrophilic) and
nanoencapsulated curcumin (NC, laboratorial sample, curcumin content 8,3%,
hydrophilic). A hydrophilic formulation of curcumin was also developed based on its
emulsification in water by dissolving it in an appropriate oil phase (emulsified

curcumin, EC), using the high pressure emulsification technique.

The different formulations presented bioactive properties namely, antioxidant,
antibacterial and cytotoxic activity in tumor cells, according to the following order PC>
NC> DC. The color conferred by the different formulations was maintained during the
yogurts lifeshell. However, there were differences in the color tone achieved by the
application of each of the formulations, showing potential of use in yoghurt with
different flavors / tastes (sensorial characteristics that the consumer associates with
color). The nutritional profile of the prepared yoghurts was maintained according to the
specifications of the control sample, the dye ingredient added fulfills only the color-
conferring function. For the preparation of emulsified curcumin, after preliminary tests

it was possible to select a stable hydrophilic chemical system, which is composed by a

XVii



food grade oil (Miglyol 812, triglyceride with medium chain fatty acids and a curcumin
content of 10,0 mg/10 ml. The studies of the emulsion preparation showed the
formulation that uses Miglyol as the oil phase in a 50/50 oil/water (O/W) ratio,
subjected to 6 cycles of high pressure as the best solution. This system gave emulsions

with good stability during storage and with lower droplet size.

Overall, the results demonstrated the feasibility of applying the natural curcumin
dye (E100) under different formulations in food matrices. The study carried out to
develop the new product (emulsified curcumin), although preliminary, validates the
strategy used. It presents as disadvantages the low content in curcumin incorporated as

advantages the use of low emulsifier concentrations.
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Introducdo e Objetivos

1.1. Motivacéo e objetivos

Entre os constituintes alimentares responsaveis por uma melhoria consideravel
das caracteristicas organolépticas, os aditivos sdo revelados fundamentais. Eles exercem
beneficios sobre a vida util, qualidade microbioldgica e seguranga de alimentos.
Destaca-se também por sua atratividade sensorial, nomeadamente a percepcéo visual, a
cor e o cheiro, e em particular os corantes alimentares séo de extrema importancia neste
dominio (Martins et al., 2016). Neste contexto sera estudada a incorporacéo de corantes
naturais em matrizes alimentares, estes que muitas vezes, possuem carater hidrofdébico e
sensibilidade a luz, pH, temperatura, entre outros. Por isso a necessidade de estudar
técnicas que facilitem a sua aplicacdo e melhore sua solubilizacdo/estabilizacdo. Numa
perspectiva futura, se o iogurte incorporado for bem aceite pela industria e
consumidores, serd um factor importante para a area de aplicacdo de corantes naturais,

muitos com propriedades bioativas, melhorando a qualidade do produto.
Os objetivos do trabalho sdo:

a) Avaliacdo de propriedades bioativas de diferentes formulagdes de curcumina
(E100): curcumina em p6 (grau de pureza 65%), curcumina dispersavel em agua
e curcumina nanoencapsulada por dispersdo solida, sendo elas: atividade
antioxidante, anti-inflamatdria, citotdxica e antibacteriana;

b) Incorporagdo das diferentes formulacbes de curcumina em iogurtes, com o
objetivo de avaliar a sua utilizacdo como corante natural com propriedades
bioativas. Com ensaios realizados ao longo do tempo de armazenamento (0, 7 e
15 dias);

c) Desenvolvimento de solucdes alternativas as comerciais recorrendo a preparagao

de emulsdes 6leo-em-agua, utilizando um homogeneizador de alta pressao.
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2.1.Aditivos na industria alimentar
2.1.1. Preméncia da sua utilizagéo e classes principais

A alimentacdo é primordial para os seres humanos contribuindo com os nutrientes
essenciais necessarios a sua sobrevivéncia. No decorrer dos anos, foi-se observando um
aumento e uma diversificacdo da producdo de alimentos que, globalmente, tém estimulado a
inovacdo na industria alimentar. Concomitantemente, a necessidade de preservar a qualidade
dos produtos alimentares durante o processamento, transporte e armazenamento, foi sendo
cada vez maior levando a utilizacdo de refrigeracdo, embalagens especiais e/ou uso de

aditivos alimentares.

Segundo o Codex Alimentarius um aditivo alimentar é uma substancia que,
normalmente, ndo é consumida como alimento por si s6 ou usada como ingrediente, dotada ou
ndo de valor nutritivo, e que é adicionada ao alimento com um propésito tecnoldgico (e
organoléptico) na sua fabricacdo, processamento, acondicionamento, transporte ou
armazenamento, para promover possiveis alteracbes, direta ou indiretamente, afetando
caracteristicas do alimento. Este termo néo inclui contaminantes ou substancias adicionadas
com o propdsito de melhorar a qualidade nutricional do alimento (Codex, 2016). Em sintese,
sua adicdo tem a finalidade de impedir alteragdes, manter, conferir ou intensificar as

caracteristicas fisicas e/ou organolépticas.

Justifica-se a utilizagdo de aditivos alimentares quando sua aplicagdo apresenta
vantagens, sem enganar o consumidor ou apresentar risco para a saude do mesmo, servindo
para uma ou mais func@es tecnoldgicas através de meios economicamente e tecnologicamente
praticaveis, visando preservar a qualidade nutricional do alimento; fornecer ingredientes ou
componentes necessarios a grupos de consumidores que tenham necessidades nutritivas
especiais; aumentar a conservacdo ou estabilidade de um alimento melhorando as suas
propriedades organoléticas, desde que isso ndo altere a natureza e qualidade do alimento;
auxiliar o processo tecnolédgico desde que o aditivo ndo seja utilizado para dissimular efeitos
de matérias-primas defeituosas ou mas praticas de manipulacéo no decorrer do processamento
do alimento (Codex, 2016).

Os aditivos alimentares podem ser divididos nas seguintes classes principais:
conservantes, aditivos nutricionais, agentes corantes, agentes aromatizantes, agentes de

texturizacdo e agentes variados. Adicionalmente, os conservantes sdo subdivididos em
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agentes antimicrobianos, antioxidantes e agentes anti-escurecimento; os corantes abrangem
compostos azo, derivados chinophtalon, compostos triarilmetano, xantinas e indigos; os
agentes aromatizantes incluem os edulcorantes, os aromas naturais e sintéticos e 0s
intensificadores de sabor; os agentes texturizantes sdo divididos em emulsionantes e
estabilizantes (Carocho et al., 2015). O grupo dos agentes variados pode incorporar agentes
quelantes, enzimas, agentes anti-espuma, catalisadores, solventes, lubrificantes e agentes
propulsores. No que diz respeito a sua origem e manufatura, os aditivos podem ser divididos
em quatro grupos: aditivos naturais (obtidos diretamente de animais ou plantas); aditivos
similares aos naturais (produzidos sinteticamente imitando os naturais); aditivos naturais
modificados (aditivos naturais modificados quimicamente); e aditivos artificiais (compostos
sintéticos) (Carocho et al., 2014).

Na Unido Europeia (EU), todos os aditivos alimentares, aprovados ou ndo pela EU,
sdo rotulados com a letra “E” e um nimero especifico. Esta nomenclatura foi alargada a
Comissdo do Codex Alimentarius para identificar facilmente aditivos alimentares em todo o
mundo. Assim, houve um esforco para criar uma base de dados Unica de aditivos legais e
utilizados dentro da EU, onde através do Regulamento 1129 de 2011, todos os aditivos
aprovados estdo listados, bem como sua dose diaria aceitavel (DDA) (Regulamento (CE) n°
1333/2008 do Conselho, Regulamento (CE) n°® 1129/2011 do Conselho). A DDA é o ponto de
partida para estabelecer a quantidade maxima permitida de um determinado aditivo a incluir
em cada produto alimentar, podendo variar de miligramas a guantum satis, expressos em
miligramas de aditivo por quilograma de peso corporal (mg/ kg de peso corporal). Quantum
satis € uma palavra do latim empregada pela European Food Safety Authority (EFSA) que
determina que ndo existe um nivel méximo numérico especifico e que as substancias devem
ser utilizadas de acordo com as boas praticas de fabricacdo, a um nivel que ndo ultrapasse o
necessario para atingir o objetivo pretendido e ndo engane o consumidor (Carocho et al.,
2014).

Atualmente, o interesse dos consumidores por uma alimentagdo saudavel associado a
existéncia de estudos sobre possiveis riscos de toxicidade e efeitos cancerigenos dos aditivos
sintéticos, estimulou o desenvolvimento de alimentos com uma presenca minima (ou

auséncia) de substancias artificiais e, em alternativa, aditivos naturais.
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2.1.2. O caso particular dos corantes

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), um corante alimentar é
“qualquer corante, pigmento ou substincia que, quando adicionado ou aplicado a um
alimento, medicamento ou cosmético, ou ao corpo humano, € capaz (isoladamente ou através
de reagdes com outras substancias) de transmitir cor” (Martins et al., 2016). Sendo assim, os
corantes alimentares sdo usados para alterar ou conferir cores para os alimentos, visando
aumentar sua atratividade aos olhos dos consumidores. Os corantes tém vindo a ser usados
desde tempos longinquos na industria de alimentos, com algumas controvérsias em relacéo

aos seus efeitos sobre a saude (Carocho et al., 2014).

A cor é frequentemente associada ao fator qualidade. As principais razdes para a
adicdo de corantes em alimentos sdo: (i) restaurar a cor natural perdida durante o
processamento e armazenamento; (ii) reduzir a variagdo lote-a-lote dos produtos; (iii)
complementar a intensidade das cores naturais; (iv) dar cor a produtos incolores e (v) gerar

produtos aceitaveis e atraentes para o consumidor (Damant, 2011).

Nas Tabelas 1 e 2 estdo reunidos alguns exemplos de corantes, respetivamente

sintéticos e naturais, aplicados em alimentos.

Tabela 1. Exemplos de corantes sintéticos utilizados em alimentos.

Corante DDA (mg/ kg peso corporal) Aplicacbes
Amaranto (E123) 0,8 Bebidas e ovas de peixe.
Amarelo Crepusculo (E110) 2,5 Bebidas ndo-alcodlicas, doces
e geleias.
Tartrazina (E102) 7,5 Bebidas ndo-alcodlicas, doces
e geleias.
Azul Brilhante FCF (E133) 10,0 Leite em po, bebidas, geleias,

doces, condimentos, glacés,

xaropes, extratos.

Vermelho 40 (E129) 7,0 Refrigerantes e carnes

processadas.

Fonte: Martins, N., Roriz, C., Morales, P., Barros, L., Ferreira, I. et al. (2016). Food colorants: challenges,
opportunities and current desires of agroindustries to enture consumer expectations and regulatory practices.
Trends in Food Science & Technology, 52.



Tabela 2. Exemplos de corantes naturais utilizados em alimentos.
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Corante

Fonte

Aplicagéo

Betalaina (E162)

Luteina (E161b)

Curcumina (E100)

Beterraba (Beta vulgaris L.)

Raizes (Daucus carota L.) e flores

(Tagetes erecta L.)

Rizomas da Curcuma longa L.

Hamburgueres, sobremesas,
gelados, geleias, sopas, molhos,

doces, bebidas, iogurte.

Produtos lacteos, refrigerantes,

confeitos, salada.

Peixe e produtos assados,

produtos lacteos, gelado, iogurte,
bolos, biscoitos, doces, cereais,

molhos, gelatina.

Clorofila (E140) Folhas (Spinacea oleracea L.) e algas  Bebidas, sumo de frutas, massas,

(Spirulina pratensis) produtos lacteos, sopas.

Acido Carminico (E120) Combinacdo de insetos da espécie Bolos, cookies, bebidas, geleias,

Dactylopius coccus gelado, salsicha, tortas, peixe,
iogurte, gelatina, bebidas ndo-

carbonatadas, chicletes.

Fonte: Martins, N., Roriz, C., Morales, P., Barros, L., Ferreira, . et al. (2016). Food colorants: challenges,
opportunities and current desires of agroindustries to enture consumer expectations and regulatory practices.
Trends in Food Science & Technology, 52.

2.1.3. Alternativas naturais versus corantes sintéticos

Existem duas classes distintas de corantes disponiveis para uso em alimentos, 0s
artificiais e os naturais. Os artificiais sdo sintetizados por via quimica e 0s naturais sdo

extraidos de substancias vegetais ou animais.

Com a procura crescente e continua destes aditivos, desenvolveram-se numerosos
corantes sintéticos para serem adicionados aos alimentos com a finalidade de melhorar a
qualidade e caracteristicas da coloracdo, no entanto, ao longo do tempo, a maioria deles foi
banida devido a efeitos colaterais evidentes, sinais de toxicidade a curto e longo prazo e

possiveis efeitos cancerigenos (Martins et al., 2016).

Os corantes alimentares naturais tém-se revelado mais eficazes, quanto a beneficios de

longo prazo. Oferecem maior segurancga e proporcionam beneficios para a saude, isto é, alem
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de conferirem caracteristicas organolépticas, atuam também como antioxidantes e
conservantes, e por ultimo, contribuem para conferir propriedades funcionais aos produtos
alimentares. Alguns fatores externos interferem na estabilidade da cor dos alimentos
reduzindo a sua atratividade, nomeadamente: temperatura, luz, ar/oxigénio, pH, estrutura
quimica, solventes, materiais de embalagem e condi¢Ges de armazenamento. No que respeita
aos corantes naturais, a nivel industrial tém sido aplicadas técnicas para otimizar a extragdo de
pigmentos naturais, garantindo a sua estabilidade nos alimentos, evitando a perda de cor e 0

aparecimento de caracteristicas desagradaveis (Martins et al., 2016).

Apesar de apresentarem maior estabilidade e facilidade de aplicacdo na coloracdo de
alimentos, os corantes sintéticos tém vindo a ser substituidos por alternativas naturais devido
aos riscos que apresentam para a saude humana, nomeadamente efeitos cumulativos
relacionados com a ingestdo diaria. Por exemplo, uma alternativa para o corante tartrazina
(E102), que tem sido associado a irritabilidade, ansiedade e distirbios do sono em criangas,
consiste na utilizacdo de corantes naturais de coloracdo amarela como, por exemplo, a
curcumina (E100), a luteina (E161-b), o urucum (E160-b) e alguns carotenoides (Carocho et
al., 2015). Assim, surge a necessidade do desenvolvimento de técnicas que ajudem a otimizar
a aplicacdo destes corantes, num espectro alargado de matrizes, dado que correspondem a

alternativas muito bem aceites no mercado.

Embora ndo tdo generalizada como a producéo de corantes sintéticos, existe ja alguma
representatividade da producdo e comercializagdo de corantes de origem natural. Séo
exemplos disso as empresas CHR Hansen (http://www.chr-hansen.com/en/natural-colors),
DDW - The Colour House (http://www.chr-hansen.com/en/natural-colors) e a DOEHLER
(https://www.doehler.com). No que respeita a gama de produtos existente esta € ja

significativa em termos de cor e fontes de obtencdo, tal como pode ser verificado na Figura 1.

11
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Figura 1. Gama de cores e fontes para a obtengéo de corantes naturais (Fonte: Adaptado de DOEHLER
(https://www.doehler.com)).

2.2.Curcuma Longa Linn como fonte de pigmentos

A curcumina é um composto polifendlico natural isolado dos rizomas de Curcuma
Longa Linn (Bergonzi et al., 2014). Um grande nimero de plantas pertencentes a familia
Zingiberaceae € utilizado como condimento, corante para alimentos e, também, como
medicamento (Antunes & Araljo, 2000). A curcumina é o principal principio ativo
constituinte da curcuma que é amplamente utilizada como conservante, aromatizante e
corante natural em bebidas e alimentos como curry, mostarda, queijos, gelados, iogurtes e

margarina, substituindo corantes artificiais (Codevilha et al., 2015).

Os constituintes quimicos da Curcuma Longa Linn incluem compostos de
curcuminoides sendo estes curcumina, demetoxicurcumina e bis-demetoxicurcumina, cujas
estruturas quimicas estdo representadas na Figura 2, responsaveis pela pigmentacdo dos
rizomas, tendo a curcumina como principal substancia ativa (60 a 76%) (Marchi et al., 2016).
Estes compostos pertencem ao grupo diaril-heptanoides. A curcumina em si aparece como um
composto cristalino com uma cor laranja-amarelo brilhante, comumente usada como agente
de coloragédo, bem como aditivo alimentar. A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) declarou
que a ingestdo diaria aceitavel deste aditivo se situa na faixa de 0-3 mg/kg peso corporal.

(Lestari & Indrayanto, 2014).
12
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Os produtos que contenham curcumina tém sido identificados como seguros pela Food
and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos, a Diretoria de Produtos de Saude
Natural do Canada e pelo FAO (Food and Agriculture Organization)/OMS (Mahmood et al.,
2015).

A
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H,CO X = OCH,
HO ‘ ‘ OH
B 0 0
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C 0 0

X P
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Figura 2. Estrutura quimica da curcumina (A), demetoxicurcumina (B) e bis-demetoxicurcumina (C) (Fonte:
Lestari & Indrayanto, 2014)

A curcumina é praticamente insolivel em agua a pH acido e neutro, mas soltivel em
solventes organicos polares e ndo polares, bem como bases ou em solventes extremamente
acidos. A estabilidade da curcumina é dependente do pH, o que é comprovado pela alteracao
da cor da solucdo de curcumina em varios valores de pH. A pH menor que 1, as solu¢bes
apresentam coloracdo vermelha devido a presenca da sua forma protonada. A pH entre 1-7, as
solugdes sdo amarelas com a maioria das moléculas na formula neutra. Para valores de pH
superiores a 7,5 as solucdes exibem uma alteracdo de cor para o vermelho-laranja (Lestari &
Indrayanto, 2014).

Varios estudos revelaram que a curcumina possui propriedades antibacterianas,
antiproliferativas, anti-inflamatorias, antioxidantes e anticarcinogénicas (Mahmood et al.,
2015). N&o obstante estas propriedades interessantes, as principais barreiras para o uso de
curcumina na industria de processamento de alimentos sdo a sua fraca solubilidade em agua e
a sua suscetibilidade a condicdes alcalinas, luz, oxidagéo e calor, que também limitam sua
eficacia clinica (Paramera et al.,, 2011). Deste modo, foram desenvolvidas numerosas
tecnologias para melhorar a solubilidade em meio aquoso, para proteger da degradacdo e da

oxidacéo e para aumentar a biodisponibilidade por ingestdo oral (Shin et al., 2015)

13
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Este corante pode ser encontrado em diferentes formulag@es que utilizam técnicas que
visam melhorar a sua estabilidade e solubilidade, aumentando também a biodisponibilidade
da curcumina. Estas incluem a encapsulacdo e a preparacdo de emulsdes, facilitando a
aplicacdo industrial deste pigmento no alimento. A encapsulacdo de compostos bioativos a
nanoescala, por exemplo, mostrou melhorar a estabilidade fisica dos compostos dentro e fora
do intestino e aumentar a captagdo de componentes durante a digestdo (Rao & Khanum,
2015).

Exemplos de aplicacdo da curcumina na area alimentar. Segundo Mangolim et al.
(2014), este corante € comumente utilizado em produtos lacteos, tendo estes autores
desenvolvido um complexo do corante com B-ciclodextrina, e realizado a sua incorporagéo
durante o processo de fabrico em 3 formulacgdes diferentes visando conferir cor a um gelado
com sabor baunilha. Marcolino et al. (2011) testou a adequacdo do uso do complexo do
corante com B-ciclodextrina em iogurte e queijo. Vitaglione et al. (2012) avaliou a
biodisponibilidade da curcumina em diferentes tipos de pé&o, contendo o corante na forma
livre e microencapsulada em revestimento derivado da celulose (contendo curcumina
isoladamente ou em combinacdo com mistura de trés compostos bioativos: piperina,
quercetina e genisteina). Wang et al. (2012) avaliou os efeitos de preservacdo de
microcépsulas de curcumina aplicadas em tofu, pao e carne de porco cozida. Sousdaleff et al.
(2013) estudou a aplicacdo do corante microencapsulado com norbixinato de potassio e

também do corante com maltodextrina, em gelado de baunilha.

2.3.Processos de aplicacdo de corantes na industria dos lacticinios

2.3.1. Processo de producédo do iogurte

O iogurte é definido como um produto coagulado obtido por fermentacdo latica devido
a acdo exclusiva de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e de Streptococcus
thermophilus sobre o leite e produtos lacteos devendo a flora especifica estar viva e ser
abundante no produto final (Esteves & Barbosa, 2013).

A fase mais apropriada do processo para a adicdo de aditivos, incluindo corantes,
depende do tipo de iogurte a fabricar. Como mostrado na Figura 3, no iogurte solido o
processo de fermentacdo ocorre dentro da propria embalagem, ndo havendo homogeneizacéao
posterior, resultando num produto semi-sélido. No iogurte batido, a fermentacdo ocorre em

fermentadoras ou incubadoras seguida de quebra do coagulo por agitagdo mecénica.
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Figura 3. Processo de producdo do iogurte (Fonte: Esteves & Barbosa, 2013)

De uma forma mais detalhada, o leite utilizado para fabricacdo de iogurte, que deve
apresentar boa qualidade fisico-quimica, é submetido, numa primeira fase, a tratamento
térmico para destruir microrganismos patogénicos e outros que possam competir com o
fermento do iogurte, para além de promover a desnaturacao das proteinas do soro e favorecer
0 crescimento das bactérias do iogurte. Seguidamente, procede-se ao arrefecimento (42-43°C),
para adicdo de 1-2% de fermento latico homogeneizado (cultura). Esta fase podera ser
utilizada para adicionar o corante no caso dos iogurtes sélidos. Apos a adi¢do da cultura, o
leite permanece em repouso aproximadamente 4 horas para que ocorra a fermentacdo. No
final deste processo o coagulo deve apresentar pH entre 4,5-4,7 (ponto isoelétrico da caseina);

o gel deve ser liso, brilhante, sem desprendimento de soro ou gases (Reis et. al., 2000).

Apds fermentacdo, o produto passa por uma etapa de arrefecimento com o objetivo de
inibir 0 desenvolvimento das bactérias interrompendo a producdo de &cido lactico. E
recomendado que esta etapa decorra em duas fases, para evitar 0 choque térmico, que provoca
uma contra¢do da massa. A primeira etapa consiste em diminuir a temperatura até 18-20°C,
no maximo, em 30 minutos. No caso do iogurte batido, a adi¢cdo de ingredientes tais como
frutas, corantes e cereais pode ser feita nesta fase dado que passam por um processo de
homogeneizacdo posterior (quebra do coalhado com agitagcdo, visando obter uma massa de
textura homogénea) (Reis et. al., 2000).
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2.3.2. Tipos de corantes utilizados em iogurtes

Os corantes utilizados para coloragdo do iogurte tém a finalidade de
identificar/recordar o sabor escolhido, relacionando-o, por exemplo, com a fruta (Reis et. al.,
2000). Sdo normalmente utilizados corantes naturais como antocianina (E163), betalaina
(E162), curcumina (E100), carmin de cochonilha (E120) e carotenoides entre outros. Quanto a
corantes artificiais, alguns exemplos incluem o amarelo cresplsculo (E110), a tartrazina
(E102) e o vermelho 40 (E129). Como exemplos de utilizagdo tém: os autores Wallace &
Giusti (2008), que analisaram a aplicacdo de antocianina (E163) extraida de Berberis
boliviana L. em iogurte com diferentes teores de gordura, comparando com as antocianinas
aciladas de extratos de cenoura roxa, betalaina (E162) da beterraba e corante sintético
vermelho 40 (E129); Coisson et al. (2005) incorporou sumo de Euterpe oleracea, fonte de
antocianina (E163), em iogurte; Nontasan et al., (2012) estudou a extragdo de antocianina do
farelo de arroz preto e incorporacdo do corante em iogurte; Gomes et al. (2014) prepararam
complexos de pigmentos extraidos de pimentdo (Capsicum annuum), 0s carotenoides
capsantina e capsorubina (E160c) com B-ciclodextrina para incorporar em iogurte; Domingos
et al. (2014) estudaram a utilizacdo do corante luteina (E161b), um carotenoide, e sua

estabilidade oxidativa em iogurte.
2.3.3. Principais problemas

Os principais desafios na aplicacdo de corantes prendem-se com a sua solubilidade e
preservacdo da sua estabilidade. No caso particular do iogurte, uma matriz proteica que
apresenta dgua e gordura na sua composicao, ha que adicionar o facto de ser um produto acido
que passa por variacbes de temperatura durante seu processamento. Assim, para que seja
escolhido o corante ideal deve-se analisar se 0 mesmo é estavel as variacdes de pH e
temperatura, de forma a que a cor se mantenha uniforme em todo o produto durante o

processamento e no seu tempo de prateleira.

2.4.Técnicas de estabilizacédo e compatibilizacéo de ingredientes naturais

Recentemente, a industria alimentar tem feito um esforco para disponibilizar alimentos
que, para além da sua funcdo vital, possam também apresentar uma vertente funcional. Outra
das tendéncias corresponde a utilizacdo, cada vez maior, de ingredientes naturais em
substituicdo dos sintéticos, como j& anteriormente focado neste trabalho. Exemplos disso
incluem a incorporagdo de curcumina, carvacrol, retinol, a- tocoferol, resveratrol, quercetina,
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[-caroteno e minerais diversos. No entanto, as tecnologias e 0os processos utilizados pela
indUstria alimentar para a incorporacdo desses compostos em alimentos nem sempre foram
eficazes. Estes apresentam muitas vezes problemas relacionados com solubilidade,
degradacéo, agregacdo, coalescéncia e interacdo com as matrizes alimentares, que fazem com
que o seu efeito funcional seja diminuido, ou até mesmo perdido, antes de chegar ao
consumidor. A micro/nanotecnologia tem sido apresentada nos altimos anos como uma forma
de solucionar alguns desses problemas - envolvendo a produgdo, o processamento e a
aplicacdo de sistemas a micro/nano escala através do controle da sua forma e tamanho
(Pinheiro et al., 2013).

No que respeita a utilizacdo de corantes, existem diferentes técnicas que podem
conduzir a sua estabilizacdo e modificacdo da solubilidade de forma a proporcionar uma
correta compatibilidade com a matriz alimentar onde véo ser incorporados. Dada a sua
importancia, nas seccdes seguintes serdo abordados os topicos da micro/nanoencapsulacao e
da preparacdo de emulsdes. Outras técnicas incluem a preparacdo de compostos de inclusao
principio-ativo/ciclodextrinas e a preparacdo de misturas emulsionaveis/dispersaveis em agua.
Esta Gltima técnica é muito utilizada a nivel industrial e passa pela preparacdo de misturas

contendo a curcumina, um emulsionante e um alcool de cadeia média.
2.4.1. Micro/nanoencapsulacao

A encapsulacéo é a técnica através da qual um material, ou uma mistura de materiais, é
revestido ou aprisionado numa matriz de um outro material ou sistema. O material revestido é
chamado de material ativo ou nucleo, e o material de revestimento é chamado de involucro ou

encapsulante (Madene et al., 2006).

De acordo com seu tamanho, estas particulas podem ser classificadas como
nanoparticulas ou microparticulas, estando nas gamas 0,01-0,2 pm e 1-100 pm
respetivamente. A escolha do método mais adequado para a encapsulacdo depende do tipo de
material ativo, da aplicacdo pretendida e do mecanismo de libertagdo desejado para a sua
acao. Existem diferentes métodos de encapsulacédo, que dependem da forma como o material €
colocado/formado para proteger principio ativo. Estes podem ser subdivididos em métodos

fisicos, quimicos ou fisico-quimicos (Suave et al., 2006).

Quanto a morfologia das estruturas formadas € possivel distinguir duas tipologias

principais. Se o material ativo incorporado ao sistema se encontra disperso numa matriz do
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material encapsulante, temos uma estrutura designada por micro/nanoesfera (Figura 4 (A)).
No caso das nano/microcépsulas, o material ativo incorporado encontra-se na forma de um

nucleo liquido, confinado por uma parede do material encapsulante (Figura 4 (B)) (Anton et
al., 2008).

A Membrana polimérica

Agente ativo na matriz polimérica Agente ativo encapsulado

Figura 4. (A) nanoesfera ou microesfera - 0 agente ativo esta distribuido em uma matriz polimérica; (B)
nanocépsula ou microcapsula - o agente ativo esta envolvido pelo agente encapsulante (polimero). (Fonte: Suave
et al., 2006)

No caso da formacdo de nanoparticulas é possivel utilizarem-se dois tipos de
procedimentos: procedimentos top-down (de cima para baixo) e bottom-up (de baixo para
cima). Em métodos top-down, as forcas mecénicas sdo aplicadas para fragmentar
macro/microestruturas em nanoestruturas usando para o efeito diversas operacfes unitarias.
Em métodos bottom-up, sdo utilizados principios fisicos, quimicos e bioldgicos para construir
nanoestruturas a partir de particulas ou moléculas. Estes dois métodos diferem na magnitude
da energia mecanica utilizada; sendo chamados de métodos de alta e baixa energia,

respetivamente (Pan & Zhong, 2016). Estes métodos estdo representados de forma
esquematica na Figura 5.
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Figura 5. Métodos para formar nanoparticulas (Fonte: Pan & Zhong, 2016).

2.4.2. Preparacao de emulsdes

No campo da preparagdo das emulsdes ha que distinguir as emulsdes propriamente
ditas (macroemulsdes), as nanoemulsdes e as microemulsdes. As principais diferencas
residem na gama de tamanho das goticulas e as caracteristicas de estabilidade. As macro e
nanoemulsdes sdo descritas como termodinamicamente instaveis, no entanto, devido ao
tamanho pequeno das goticulas das nanoemulsdes, estas podem ser cineticamente estaveis
para escalas de tempo elevadas. Este tipo de sistemas é bastante atraente para um leque
alargado de aplicacbes por serem relativamente menos sensiveis a mudancas fisicas e
quimicas (Gupta et al., 2016). Por outro lado, as microemulsdes sdo sistemas
termodinamicamente estaveis, opticamente transparentes, isotropicos e de baixa viscosidade.
Sdo constituidos por goticulas de tamanho nanométrico dispersas numa fase continua

constituida por um solvente imiscivel com a fase dispersa (Silva et al., 2015).

Uma emulsdo é formada por 3 componentes principais: uma fase hidrofilica
(designada por “fase agua”), uma fase lipofilica (designada por ‘“fase o6leo”) e um
emulsionante (que pode ser uma mistura de mais do que um emulsionante, usualmente um

emulsionante e um co-emulsionante). A adicdo de um emulsionante é critica para a criacao de
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goticulas de menor tamanho, uma vez que diminui a tensdo interfacial, isto é, a energia

superficial por unidade de &rea, entre as fases 0leo e agua da emulsdo (Gupta et al., 2016).

Uma ferramenta muito importante usada no desenvolvimento de emulsdes consiste da
construcdo do diagrama ternario (ou pseudoternario) do sistema Oleo/agua/emulsionante. A
sua elaboracdo, que traduz a combinagdo de diferentes propor¢des dos seus constituintes,
possibilita um estudo detalhado sobre o sistema, nomeadamente avaliar as caracteristicas
fisico-quimicas das formulag¢Ges. Adicionalmente permite comparar a utilizacdo de diferentes

sistemas de preparagéo.

Por intermédio dos diagramas ternarios é possivel identificar os componentes mais
adequados e suas proporcdes relativas para a obtencdo de sistemas fisicamente estaveis. Estes
diagramas apresentam a forma de um triangulo equilatero, sendo representado nos vértices
cada um dos componentes, e em cada um dos lados as variagbes nas concentraces dos
componentes (de 0 a 100%). A sua analise possibilita encontrar as regides de transicdo entre
emulsdes, a zona de separacao de fases e a regido das emulsdes O/A (6leo-em-agua) e A/O
(Agua-em-0leo) e, consequentemente, determinar as concentragdes minimas de cada
componente para obter um dado tipo de emulsdo. A formulagédo ideal de uma emulsdo
corresponde aquela necessaria para que o sistema resultante tenha as propriedades fisico-
guimicas desejadas, tais como viscosidade, estabilidade, pH e area especifica da fase dispersa.
Adicionalmente, deve proporcionar uma aplicacdo eficiente do ponto de vista tecnologico e,
evidentemente, conseguida a um baixo custo (Silva et al., 2015). A Figura 6 mostra um

diagrama ternério tipico de um sistema éleo/agua/emulsionante.
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Separagdo de fases
Aspecto letoso com separagéo leve

Aspecto leitoso homogéneo
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Figura 6. Representacéo do diagrama ternario para um sistema dleo/agua/emulsionante colocando em evidéncia
o tipo de sistema formado. Os pontos numerados correspondem a composi¢fes que deram origem a emulsdes
(pontos marcados com circulos a preto) e microemulsdes (pontos marcados com cruzes) (Fonte: Lima et al.,
2016).

Nas Ultimas décadas, o foco da investigacdo tem sido colocado na preparacdo de
nanoemulsdes atraves de varios métodos. Estes sdo classificados em duas grandes categorias:
métodos de alta e baixa energia (Figura 7) (Gupta et al., 2016). As nanoemulsdes sdo
dispersdes coloidais que contém pequenas particulas (tipicamente em torno de 20 a 200 nm de
didmetro) dispersas num meio aquoso. Existe um crescente interesse na utilizagdo destes
sistemas na inddstria alimentar devido as alteracbes provocadas nas propriedades fisico-
guimicas e no desempenho biolégico, associadas a reducdo do tamanho de particula. Reduzir
o tamanho das particulas numa emulsdo resulta numa série de consequéncias que podem ser
benéficas para determinadas aplicacfes alimentares. Nomeadamente: (i) maior estabilidade a
agregacdo de goticulas e a separacdo por acdo da gravidade; (ii) maior clareza ética e (iii)
aumento da biodisponibilidade oral. Em particular, as nanoemulsdes podem ser Uteis para
encapsular bioativos lipofilicos (Guttoff et al., 2015). A estabilidade, as propriedades fisico-
quimicas e o desempenho funcional das nanoemulsdes dependem significativamente da
concentracdo de goticulas, composicdo, distribuicdo de tamanho de particula e das
propriedades interfaciais, que podem ser controladas alterando suas condic¢des de preparacao.
O tamanho das goticulas € crucial para determinar a sua estabilidade, aparéncia, propriedades

reoldgicas e biodisponibilidade (Joung et al, 2016)
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Figura 7. Métodos de formagdo de nanoemulsdo (Fonte: Adaptado de Gupta et al., 2016).

As propriedades das substdncias que compdem o sistema quimico da emulsdo
influenciam diretamente o comportamento das fases, assim como a sua capacidade de
solubilizacdo de compostos adicionados. A estrutura e propriedades da fase lipidica
apresentam variagdo principalmente devido ao tamanho da cadeia e grau de instauragdo do
triacilglicerol utilizado (componentes comumente utilizados como fase “6leo”). A
temperatura influencia também o processo de formacédo das microemulsdes. Adicionalmente,
€ necessario que estas sejam estaveis para certas gamas de temperatura, ja que os alimentos ou
bebidas precisam de ser estaveis a temperatura de armazenamento. Também a natureza e a
concentragdo do surfactante e co-surfactante utilizados influenciam essa estabilidade (Fasolin,
2013).

A formulacdo de emulses com corantes naturais constitui também uma alternativa
para otimizar a aplicacdo destes na area alimentar, melhorando a sua solubilizagdo e

estabilidade no meio.
2.4.3. Técnica de preparacao de nanoparticulas por disperséo sélida

O método de dispersdo soélida foi utilizado originalmente para melhorar as

propriedades de dissolucdo e a biodisponibilidade de farmacos pouco sollveis em &gua,
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dispersando-os em portadores solUveis em agua (Giri et al., 2012). Na producdo de
nanoparticulas por dispersdo sélida uma mistura de encapsulante (com caracteristica
hidrofilica, como a poli(vinil-pirrolidona)) e o composto bioativo a ser encapsulado (com
caracteristica hidrofobica) sdo solubilizados em um solvente organico comum, e entdo a
mistura € submetida a sonifica¢do, que induz & interacdo entre as moléculas encapsulante e
encapsulado, por ligagdes de hidrogénio (Kavaras et al.,, 2006) sendo entdo o solvente

evaporado ao final do processo (Silva et al., 2017).

A preparacdo destes sistemas pressupde a presenca de interacdes intermoleculares
entre o farmaco e o veiculo polimérico para evitar a aglomeracdo de farmacos e a
recristalizacdo ou a formacdo de formas metaestaveis. Essas interacfes podem ser
caracterizadas como fatores criticos para as propriedades fisico-quimicas dos sistemas
resultantes (Kavaras et al., 2006). Este efeito aumenta a compatibilidade ou a miscibilidade
entre 0s materiais usados, uma vez que a ligacdo ao hidrogénio induz uma contribuicao

entusiasta negativa e favoravel a energia livre de Gibbs de mistura (Kanvas et al., 2005).

A poli(vinil pirrolidona) (PVP) é um polimero ndo-toxico amplamente aplicado na
producdo de micro e nanoparticulas. Na Figura 8 temos sua molécula que possui uma por¢do
fortemente hidrofilica, composta pela fracdo pirrolidona, e também uma regido hidrofébica,
na qual se encontra o grupo alquila. Essas caracteristicas tornam o PVP um estabilizante
eficaz, capaz de evitar a aglomeracdo de particulas em fase aquosa. Isso porque suas cadeias
carbdnicas hidrofobicas se repelem, resultando no distanciamento das particulas e fazendo
com que a dispersao coloidal se mantenha estavel. O PVP ¢ solubilizado com facilidade em
agua ou outro solvente nao aquoso, devido ao seu carater anfifilico (Koczur et al., 2015). Seu
uso como encapsulante de compostos bioativos e nutracéuticos, como a curcumina, pode ser
observado em diversos estudos recentes: Paradkar et al. (2004), Karavas et al. (2006),
Kaewnopparat et al. (2009), Wu et al., (2009), Frizon et al., (2013), Kumavat et al. (2013) e
Martins et al. (2013).

N~ O
H

e

Figura 8. Estrutura monomeérica do poli(vinil-pirrolidona) (Fonte: Gupta et al., (2015)).
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2.4.4. Revisdo bibliografica sobre a utilizacdo de micro/nanoencapsulacéo e

micro/nano emulsdes no campo dos corantes alimentares

Na literatura existem véarios estudos que utilizam estas técnicas para melhorar a
solubilidade de corantes promovendo assim a sua estabilizacdo quando aplicados em matrizes

alimentares. A Tabela 3 reiine um conjunto de exemplos onde estas estratégias sdo utilizadas.

Tabela 3. Exemplos de técnicas de estabilizagao/solubilizacdo no campo dos corantes alimentares

Corante Cor Método de Referéncias
estabilizac¢io/solubilizacio
Antocianina Variacao de laranja, - Encapsulacdo do corante com Zaidel et al., (2014).
(E163) vermelho, parpura e maltodextrina e auxilio de micro-
azul; ondas, para incorporagdo em emulséo
AJO;
Betalaina Variacdo de - Dupla emulséo &4gua-em-dleo-em- - Kaimainen et al.,
(E162) vermelho e amarelo; agua através de misturador de alta (2015);
velocidade; - Janiszeuska,
- Microencapsulacdo do corante com (2014).
maltodextrina pouco cristalizada e
goma arabica, através da técnica
spray-dryer;
Curcumina Variacdo de amarelo - Nanoemulsdo do corante revestido - Lietal., (2016);
(E100) e laranja; com quitosana, obtida através de - Zouetal.,
ultrasonicag&o; (2015)/Ma et al.,
- Emulséo 6leo-em-&gua contendo o (2017);
corante através de um - Mangolim et al.,
microfluidizador/homogeneizador de (2014);
alta pressao; - Mazzarino et al.,
- Complexo do corante com [3- (2012).
ciclodextrina, através de co-
precipitagdo liofilizagdo e método de
evaporacao de solvente;
- Nanoparticulas contendo o corante,
revestidas com quitosana, através de
nanoprecipitacdo/ método de
substituicdo de sol vente.
Luteina (E161b) Amarelo - Emulséo 6leo-em-agua contendo - Pardo-Davidov et

corante através de microfluidizador;

al., (2016).
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2.4.5. Revisdo bibliografica sobre a utilizacdo de nanoparticulas produzidas por
disperséo solida no campo dos corantes alimentares

Praticamente ndo se encontram trabalhos com aplicacdo de nanoparticulas solidas
produzidas por dispersdo solida em alimentos. Mas citando mais alguns exemplos desta
técnica, temos autores como: Chuah et al. (2014) produziram nanoparticulas contendo
curcumina a partir de extruséo por fusdo realizada por extrusora de parafuso co-rotativa; Li et
al. (2013) produziram dispersdes sélidas através de técnica spray-dryer e Li et al. (2015)

através de liofilizacdo, ap0ds agitacdo e evaporagdo do solvente.

Alguns trabalhos relatam a nanoencapsulacdo da curcumina a partir da técnica de
dispersdo sélida e evidenciam o aumento da solubilidade e da taxa de dissolucdo das
nanoparticulas produzidas em comparacdo ao composto in natura. Paradkar et al. (2004)
prepararam dispersfes solidas de curcumina em PVP, em diferentes proporcdes, por spray
drying, com o intuito de melhorar sua dissolugdo em meio &cido. Seus resultados
demonstraram que as dispersdes sélidas com razbes de curcumina e PVP de 1:7 e 1:10
apresentaram dissolucdo completa em acido cloridrico 0,IN ap6s 30 minutos de analise,
enquanto a curcumina pura obteve um percentual de liberacdo menor que 10% ao fim de 90
minutos. Kaewnopparat et al. (2009) produziram dispersdes sélidas de curcumina em PVP
pelo método de evaporacdo de solvente e realizaram estudos de solubilidade e dissolucdo das
particulas obtidas, de suas misturas fisicas e do composto puro em dois meios: fluido gastrico
simulado sem pepsina e fluido intestinal simulado sem pancreatina. Os resultados
comprovaram o aumento da solubilidade das dispersdes solidas nos dois meios testados em
comparag¢do a curcumina pura, sendo este aumento proporcional a quantidade de PVP na
formulacdo. O mesmo ocorreu nas analises de dissolucdo, nas quais a curcumina pura
apresentou uma liberacdo menor que 1% em 60 minutos, enquanto suas dispersdes solidas
exibiram dissolugdo completa nos dois fluidos em aproximadamente 15 minutos. Martins et
al. (2013) elaboraram microparticulas de pigmentos curcumindides em PVP pela técnica de
dispersdo soOlida e observaram um aumento na solubilidade das microparticulas em
comparacdo aos pigmentos puros da ordem de 100 vezes (21,30 ug/mL e 0,22 ug/mL,

respetivamente).
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3.1.Amostras de curcumina

3.1.1. Curcuminaem po (grau de pureza 65%o)

A curcumina em pé usada neste trabalho é comercializada como Curcumin
C1386 pela Sigma-Aldrich Brasil. Tem um com grau de pureza de 65%. Apresenta
coloracdo alaranjada, € isenta de modificacGes e € insoltvel em agua. Esta forma vai ser

designada no trabalho por PC.
3.1.2. Curcumina dispersavel em agua

A curcumina dispersavel em agua é comercializada pela CHR Hansen como
Vegex Tumeric WS5. Consiste numa mistura do corante curcumina (E100, 4,75-5,25%)
com polisorbato 80 (E433, aproximadamente 75%) e propilenoglicol (E1520,
aproximadamente 19%). Apresenta-se como um liquido viscoso com coloragdo que
varia do alaranjado ao castanho. E solivel em agua. Esta forma vai ser designada no
trabalho por DC.

3.1.3. Curcumina nanoencapsulada por disperséo sélida

A amostra nanoencapsulada é composta pela curcumina em pé (grau de pureza
65%) e PVP (polivinilpirrolidona). E obtida através do processo de dissolucdo de
solvente comum (Karavas et al. (2006); Miranda et al. (2016)) e apresenta uma
coloragéo alaranjada a vermelho. Para a sua preparagéo, realizada no grupo da UTFPR
(Campus Campo Mourdo), utilizou-se o seguinte procedimento: inicialmente, 100 mg
de PVP (E1201), 10 mg do corante (E100) e 10 mg do estabilizante Tween 80 (E433),
foram dissolvidos em etanol sob agitacdo. A mistura obtida foi levada a um ultrassom
(Fischer Scientific, modelo 120, ponteira de 1/8”) e submetida a ciclos de 30 s com
aplicacdo do ultrassom e 10 s de pausa durante um periodo total de 15 min a uma
poténcia de 150 Watts. Durante a sonificacdo a temperatura esteve controlada por um
banho a 25°C. Seguidamente evaporou-se 0 solvente em estufa, onde passou quinze
minutos sob efeito de ultrassom e, em seguida, evaporou-se 0 solvente em estufa de
convecgdo a 40°C até atingir massa constante obtendo-se um filme/matriz que por acéo
mecanica (moagem com pistilo e almofariz) deu origem as nanoparticulas. O teor
teérico de curcumina é de 8,33x10? mg/mg de sélidos (equivalente a 8,3% m/m).
Devido a modificagdo efetuada estas nanoparticulas sdo hidrofilicas. Esta amostra foi
caracterizada por Laser Diffraction (LD) (Malvern, Mastersizer 3000 Hydro MV), para
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determinar tamanho da particula (foi utilizado n-hexano como meio liquido de
dispersdo), e também analisada termicamente (TG 209 — F3, Netzsch) sendo pesado
aproximadamente 8 mg de cada componente em um cadinho de alumina (polimero
PVP, curcumina nanoencapsulada e curcumina em po), com inicio em 20°C chegando

até 710°C, sob fluxo de azoto . Esta forma vai ser designada no trabalho por NC.

3.2.Avaliacao de propriedades bioativas
3.2.1. Atividade antioxidante

Foram realizados quatro ensaios para avaliar a atividade antioxidante das
diferentes formulages do corante. As amostras em p6, emulsionada e nanoencapsulada
foram dissolvidas em metanol na concentracdo 1 mg/mL, sendo submetidas a sucessivas
diluicGes até a concentracdo de 0,49 pg/mL. Os resultados foram expressos em valores
de ECsy, Ou seja, a concentracdo da amostra que providencia (50%) da atividade

antioxidante ou a absorvéancia de 0,5 na avaliacdo do poder redutor (Sobral, 2015).

a) Efeito captador de radicais livres (DPPH)

Esta metodologia foi realizada em triplicata utilizando uma placa de 96 pocos,
onde a rea¢do consiste na adicdo de 30 pL de cada uma das solucdes das amostras
seguida de 270 pL de solu¢do metanodlica de DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazilo)
(6x10™ M). A mistura foi deixada 60 min em repouso no escuro. A reducdo do radical
de DPPH foi determinada pela medicdo da absorvancia a 515 nm em um leitor de
Microplacas ELX800 (Bio-Tek Instruments, Inc.m Winooski, VT, EUA). A atividade
captadora de radicais (RSA) foi calculada como percentagem de descoloracdo da
solucdo de DPPH, utilizando a formula:

(ADPPH — AS)
%RSA = ~— > x100

Onde, As é a absorvancia da solucdo na presenca da amostra numa determinada
concentracdo e Apppy € a absorvancia da solugdo de DPPH. A concentracdo de amostra
que leva a 50% da atividade captadora de radicais (ECsp) foi calculada a partir do
grafico de percentagem RSA em fungdo da concentracdo da amostra. Utilizou-se o

trolox como padréo (Sobral, 2015).
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b) Poder redutor

Esta metodologia foi realizada em duplicata utilizando eppendorfs (2 mL), onde
foi adicionado 0,5 mL de cada uma das solugfes das amostras seguido de 0,5 mL de
solucdo-tampdo de fosfato de sodio (pH= 6,6; 200mM) juntamente com 0,5 mL de
ferricianeto de potassio (1% w/v, 100mg/10mL). As misturas foram incubadas a 50°C
durante 20 min. Apds incubacéo, foi adicionado 0,5 mL de acido tricloroacético 10%.
Retirou-se 0,8 mL do sobrenadante para uma microplaca de 48 pocos, adicionando 0,8
mL de agua destilada e 160 pL de cloreto de ferro (0,1% w/v, 1mg/mL). Utilizando o
leitor de microplacas citado anteriormente, mediram-se as absorvancias a 690 nm. A
concentracdo de amostra que fornece 0,5 de absorbancia (ECs) foi calculada a partir do
gréafico de absorvancia a 690 nm em funcéo da concentracdo. Utilizou-se o trolox como
padrdo (Sobral, 2015).

c) Inibicdo da descoloragdo do -caroteno

Para esta metodologia inicialmente preparou-se uma solu¢do de [-caroteno
(2mg) em 10 mL de cloroférmio. Transferiram-se 2 mL desta solu¢do para um baldo,
que por um evaporador rotativo a 40°C evaporou todo cloroférmio. Adicionaram-se 40
mg de acido linoleico, 400 mg do emulsificante Tween 80 juntamente com 100 mL de
agua destilada, agitando vigorosamente a mistura. Foi transferido 4,8 mL da emulsdo
para tubos de ensaio que continham 0,2 mL das diferentes concentra¢es das amostras,
que apds agitacdo foi feita leitura das absorvancias a 470 nm no tempo zero. Os tubos
foram incubados num banho-maria a 50 °C com agitacdo durante 2h, seguido da leitura
das absorvancias a 470 nm no tempo dois. A inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno foi
calculada utilizando a seguinte equagéo:

A470T2

% Descoloracao = mxlOO

Onde A470Ty € a absorvancia inicial e A47oT» € a absorvancia do -caroteno apds 2h de
ensaio. A concentracdo de amostra que leva a 50% de atividade antioxidante (ECsp) foi
calculada por interpolacdo a partir do grafico de percentagem da inibicdo da
descoloracdo do B-caroteno em funcdo da concentracdo. Utilizou-se o trolox como
padréo (Sobral, 2015).
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d) Inibicdo da peroxidacao lipidica— TBARS

Inicialmente pesou-se uma determinada massa de tecido cerebral de porco para
um tubo de falcon, ao qual foi adicionado tampéo tris-HCI (2:1, vim; 20 mM, pH=7 4,
conservado em frigorifico) e em seguida agitado. Centrifugou-se a suspensdo a 3500
rpm durante 10 min. Em duplicata de tubos de ensaio foi adicionado 200 pL de cada
solucao das amostras, 100 uL de acido ascorbico, 100 pL de sulfato de ferro e 100 uL.
de sobrenadante da suspensdo do homogenerizado cerebral, sendo incubados em banho-
maria a 37,5°C durante 1h. Adicionou-se 500 pL de acido tricloroacético (28%) e 380
uL de 4cido tiobarbitarico (TBA) (2%), voltando a ser aquecido a 80°C durante 20 min.
Apbs este tempo, centrifugou-se a 3000 rpm por 5 min para remocao de proteinas. A
intensidade da cor do complexo malonaldeido (MDA) (MDA-TBA) do sobrenadante foi
medida através da absorvancia a 532 nm. A percentagem de inibicdo da peroxidagdo

lipidica (% inibicdo) foi calculada utilizando a seguinte equacao:

B
% inibigcdo = x100
Onde A ¢é a absorvancia do controlo e B a absorvancia da solucdo com a amostra. A
concentracdo de amostra que leva a 50% de inibicdo da peroxidacao lipidica (ECsp) foi
calculada a partir do grafico da percentagem de inibicdo da formacdo de TBARS em
fungéo da concentragdo de amostra. Utilizou-se o trolox como padréo (Sobral, 2015).

3.2.2. Atividade anti-inflamatéria

Inicialmente 8 mg das amostras de curcumina nanoencapsulada e dispersavel em
agua foram dissolvidas em agua, enquanto que a curcumina em pé (pureza 65%) foi
dissolvida em dimetilsulfoxido:agua (DMSO:agua, 50:50, v/v), obtendo solugcdes com
concentragdes finais de 8 mg/mL que foram submetidas a quatro dilui¢bes sucessivas
em duplicata numa gama de concentragdes de 400 a 6,25 pug/mL. A atividade anti-
inflamatdria foi avaliada seguindo o procedimento descrito por Sobral (2015). Em
resumo, a linha celular de macréfagos de rato RAW264.7 foi cultivada em meio DMEM
suplementado com soro fetal de bovino a 10% inativado pelo calor e glutamina a 37°C
sob 5% de CO,, em ar umidificado. Para cada andlise, as células foram desprendidas
com ajuda de um raspador de células. A densidade das células foi 5x10° células/mL e a
proporcao de células mortas foi inferior a 1% de acordo com os testes de exclusdo com

o corante azul de tripano. As células foram colocadas em placas de 96 pocos, contendo
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assim cada poco 150.000 células e deixou-se a placa uma noite dentro da camara de
incubacdo. Em seguida, as células foram tratadas com as diferentes concentracdes de
cada uma das amostras durante 1h. A dexametasona (50n uM) foi usada como controlo
positivo na experiéncia. O passo seguinte foi a estimulacdo com lipopolissacarido (LPS)
(1 pg/mL) durante 18h. Também foi avaliado o efeito das amostras testadas na auséncia
de LPS, de modo a observar se elas induziam mudancas nos niveis de NO (6xido
nitrico) basais. No controlo negativo ndo foi adicionado LPS. Todas as amostras e LPS
foram dissolvidas em DMEM suplementado. Para determinar a concentracao de NO, foi
utilizado um kit de reagentes de Griess que continha sulfanilamida, di-hidrocloreto de
N-(1-nafti)etilenediamina (NED) e uma solugdo nitrica. Foram transferidos 100 puL do
sobrenadante da cultura de células para uma placa em duplicado, misturando-lhe a
sulfanilamida a solucdo de NED, respetivamente, e deixando repousar 5 a 10 minutos
cada, a temperatura ambiente. A producdo de nitrito foi determinada pela medicao da
absorvancia a 515 nm, no leitor de placas ja referido anteriormente, e foi comparada
com a curva de calibragdo padrdo. Os resultados foram expressos em percentagem de
inibicdo da producdo de NO em comparacdo com o controlo negativo (100%) e os
valores de ECs (concentracdo da amostra que providencia 50% da inibicdo da producéo

de NO), também foram estimados.

3.2.3. Atividade citotéxica em células tumorais e ndo tumorais

a) Células tumorais

Para esta andlise em células tumorais utilizaram-se as solugdes descritas na
secdo 3.2.2. Preparou-se as seguintes culturas de células tumorais humanas: MCF-7
(adenocarcinoma da mama), NCI-H460 (carcinoma de pulméo), HepG2 (carcinoma
hepatocelular) e HelLa (carcinoma cervical) todas obtidas no DSMZ-Leibniz-Institut
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH ECACC
(European Collection of Cell Cultures). As celulas foram mantidas rotineiramente como
cultura de células aderentes em meio RPMI-1640 contendo 10% de FBS inativado pelo
calor e glutamina a 2mM, a 37°C, numa incubadora de ar umidificado contendo 5% de
CO,. Para avaliar a citoxicidade, realizou-se o ensaio de Sulforodamina B (SRB). Para
isso, ap0Os preparadas e realizadas a contagem de células em microscépio, as linhas
celulares foram colocadas em microplacas de 96 pocos (190 puL) nos pogcos com as
dilui¢des da amostra (10 pL) e incubadas durante 48h. Apds o periodo de incubagdo, as

células aderentes foram fixadas por adicdo de &cido tricloroacético 10% (100 pL) e
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incubadas durante 1h a 4°C. Apds esse tempo, as microplacas foram lavadas com agua e
secas, para que em seguida adicionasse 100 uL. de SRB (0 a 7%) e incubou-se por 30
min & temperatura ambiente. Posteriormente, removeu-se a SRB ndo aderida utilizando
como solucdo de lavagem é&cido acético a 1% e foram secas. A SRB aderida foi
solubilizada com Tris 10mM (200 pL) e a absorvancia foi lida a um comprimento de
onda de 540 nm no leitor de microplacas. Os resultados foram expressos em valores de
Glso (concentragdo de amostra que inibe 50% do crescimento celular). A elipticina foi

usada como padrao (Rudke, 2016).

b) Células ndo tumorais

Para analisar a atividade citotoxica em células ndo tumorais também se
utilizaram as solucdes descritas na secdao 3.2.2. Preparou-se uma cultura de células a
partir de figado de porco, que se designou por PLP2 (porcine liver primary culture:
cultura primaria de células de figado de porco). Os tecidos de figado foram lavados com
uma solucdo salina equilibrada de Hank (HBSS) e divididos em explantes de 1x1 mmg,
Alguns destes explantes foram colocados em frascos de 25 cm? em DMEM
suplementado com 10% de FBS, 2 mM de aminoacidos ndo essenciais € 100 U/mL de
penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina, e incubados a 37°C com atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,. O meio foi mudado a cada dois dias e 0 crescimento
das células foi acompanhado com um microscopio de contraste de fase. A citoxicidade
foi analisada através do mesmo procedimento e ensaio de SRB citado no item (a). Os
resultados foram expressos em valores de Glsp (concentracdo de amostra que inibe 50%
do crescimento celular na cultura primaria PLP2) e utilizou-se elipticina como padrao
(Rudke, 2016).

3.2.4. Atividade antibacteriana

Para esta metodologia foram utilizadas quatro bactérias Gram positivo
(Enterococcus faecalis, Listeria monocitogenes, Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (MSSA), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)) e seis Gram
negativo (Eschericia coli, Eschericia coli produtora de B-lactamases, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella pneumoniae produtora de [-lactamases, Pseudomonas
aeruginosa, Morganella morganii). Inicialmente, 48h antes da anélise, fez-se a
repicagem das bactérias para meio fresco seguida de incubacdo a 37°C durante 24h e

posterior repicagem para meio fresco novamente e incubagdo a 37°C durante mais 24h,
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garantindo que as bactérias se encontrariam na fase exponencial de crescimento. Para a
preparacdo das amostras pesou-se 10 mg de cada formulacdo do corante, sendo a
curcumina em po insoluvel em agua foi necessario sua solubilizagdo em 500 pL de
DMSO + 500 pL de 4gua, seguida de adicdo de 1 mL de dgua (5 mg/mL, 25% DMSO)
e diluida (com meio e bactéria) por 5 vezes (1 mg/mL, 5%DMSQO); as demais amostras

foram dissolvidas no meio de cultura (1 mg/mL).

A determinacdo da concentragdo inibitoria minima (MIC) foi realizada pelo
método de microdiluicdo com o ensaio colorimétrico de cloreto p-iodonitrotetrazolio
(INT). Inicialmente, preparou-se a solucdo das bactérias (1,5x10° UFC/mL) com
respectivos meios, para adicionar 100 uL. na microplaca de 96 pogos. Nos primeiros
pogos foram adicionados 200 puL. das amostras com concentracdo Img/mL, com a pipeta
multicanal pipetou-se 100 uL realizando as dilui¢des sucessivas. Foi feito um controlo
(meio de culturatbactéria; 480 uL+20 pL). Posteriormente, as placas foram incubadas
em estufa a 37°C durante 18-24h. As MICs das amostras foram determinadas apos
adi¢ao de 40 pL de INT (0,2 mg/mL) e incubagdo a 37°C durante lh para analisar se
houve mudanca de cor. Quando ndo se regista alteracdo de cor considera-se que a
bactéria foi inibida (a coloracdo rosa representa bactéria viavel). A MIC foi definida
como a concentracdo da amostra mais baixa que impediu esta alteracéo e exibiu inibicdo

completa do crescimento bacteriano (Svobodova et al., 2017).

3.3. Incorporagao em iogurtes para fins corantes
3.3.1. Preparacéo dos iogurtes

Os iogurtes naturais (de agricultura bioldgica) base foram adquiridos num
supermercado local na cidade de Braganca — Portugal, com a seguinte informacéo
nutricional por 100 g do produto: energia: 316 kJ/74 kcal; lipidos: 3,8 g, dos quais
saturados: 2,4 g; hidratos de carbono: 4,7g, dos quais agucares: 4,7 g; proteinas: 5 g; sal:
0,15 g. A incorporagdo das formulagdes do corante foi efetuada diretamente,
respeitando os limites estabelecidos pela legislacdo e dose diaria aceitavel, e tendo em
vista a coloracdo pretendida (tonalidades agradaveis e naturais adequadas ao produto de
aplicagdo) (Tabela 4). O iogurte com o corante foi homogeneizado através de agéo
mecénica até dissolucdo e uniformidade da cor. Utilizou-se como controlo iogurte sem
adicéo de corante. A estabilidade da cor e o valor nutricional dos produtos finais foram

analisadas em trés tempos diferentes: 0, 7 e 15 dias de armazenamento a 4°C.
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Tabela 4. Informacéo da quantidade de corante incorporado no iogurte.

Massa de iogurte Massa de curcumina Massa de curcumina em Massa de curcumina
dispersavel em agua po (65% pureza) (PC) nanoencapsulada (NC)
(DC)
7049 5,5 mg 50,0 mg 7,0 mg

3.3.2. Avaliacéo da cor

A monitorizagdo da capacidade corante das formulagdes e uniformidade da
mesma no produto final foi realizada através de um colorimetro (modelo CR-400,
Konica Minolta Sensing Inc., Japdo), equipamento projetado para medir e avaliar a cor.
Utilizou-se 8 mm de abertura do diafragma para obter os valores CIE L*, a* e b* (com
0 auxilio do programa EasyRGB).

3.3.3. Determinagdo de macronutrientes e valor energeético

As amostras foram analisadas apds liofilizacdo quanto ao teor em cinzas,
proteinas, gordura e hidratos de carbono, seguindo procedimentos oficiais de anélise de
alimentos (A.O.A.C., 2016). A diferenca da massa entre o produto fresco e seco
permitiu determinar a humidade. As cinzas foram determinadas por incineracdo de
determinada massa da amostra a 600°C. O teor de proteinas foi determinado pelo
método macro-Kjeldahl através de equipamento (model Pro-nitro M Kjeldhal Steam
Distillation System, Barcelona Spain), utilizou-se o fator 6,38 para converter o teor de
azoto (N) em proteina total. A gordura foi determinada apos extracdo em Soxhlet com
éter de petroleo. Os hidratos de carbono totais foram obtidos por diferenga. Sendo a
energia calculada a partir da equagé&o:

E=4x(P+HC)+9xG

Onde E representa a energia (kcal/100 g), P a massa de proteina, HC a massa de

hidratos de carbono e G a massa de gordura, todas expressas em g.
3.3.4. Perfis de acucares livres e acidos gordos

Para os acucares livres, inicialmente, utilizou-se a massa da amostra apos a

extracdo de gordura, preparando-a para ser analisada por HPLC (cromatografia liquida
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de alta eficiéncia). Utilizou-se um cromatografo constituido por um sistema integrado
composto por uma bomba (Knaer, sistema Smartiline 1000, Berlim, Alemanha), um
sistema desgaseificador (Smartiline manager 5000) e um injetor automatico (AS-2057
Jasco, Easton, MD, EUA), acoplado a um detector de indice de refracdo (IR) (Knauer
Smartiline 2300). A separacdo cromatografica foi obtida com uma coluna Eurospher
100-5 NH; (5 pm, de 250 mm x 4,6 mm de didmetro interno, Knauer) operando a 35°C.
A fase movel foi acetonitrilo/dgua desionizada, 70:30 (v/v) a um fluxo de 1 mL/min. Os
acucares foram identificados por comparacéo dos tempos de retencédo dos picos obtidos
nas amostras com os picos padrdes. A quantificacdo baseou-se no sinal do detector de
indice de refracdo aplicando o método do padrdo interno (melezitose). Os dados obtidos
foram analisados usando o software Clarity 2.4 (DataApex) (Rudke, 2016).

Para os acidos gordos, a amostra de gordura bruta obtida por extragdo Soxhlet
passou pela metodologia de derivatizacdo para ser analisado por HPLC. Utilizou-se um
cromatografo gasoso (DANI 1000, Contone, Suica) equipado com um injetor
split/splitless e um detector de ionizagdo de chama (GC-FID a 260°C), uma coluna
Macherey-Nagel (Duren, Alemanha) (50% cianopropilmetilo, 50%
fenilmetilpolisiloxano 30 m x 0,32 mm de diametro interno x 0,25 mm ds). O forno teve
a seguinte programacdo de temperatura: temperatura inicial de 50°C, mantida durante 2
minutos, rampa de 30°C/min até 125°C, rampa de 5°C/min até 160°C, rampa de
20°C/min até 180°C, rampa de 3°C/min até 200°C, rampa de 20°C/min até 220°C e
mantida durante 15min. O fluxo de géas de arraste (hidrogénio) foi 4 mL/min (0,61 bar),
medido a 50°C. A injecao split (1:40) foi realizada a 250°C. A identificacdo dos acidos
gordos foi feita por comparacdo dos tempos de retencdo dos picos das amostras com 0s
picos padrdes (FAME). Os resultados foram registrados e processados usado o software
CSW 1.7 (DataApex1, Praga, Republica Checa) (Rudke, 2016).

3.3.5. Monitorizacéo da curcumina

Para realizar a metodologia de quantificagcdo de curcumina, inicialmente, foram
feitos testes para a escolha do melhor solvente e determinar qual o comprimento de
onda com maior absorvancia. Foi utilizado para todas as analises o solvente metanol.
Segundo Lestari & Indrayanto (2014) o maximo de absorcdo de curcumina em metanol
é cerca de 420 nm, e a solugdo apresentou uma cor amarelo brilhante devido a sua

excitagdo m-m*. Foi feita a monitorizagdo do corante antes e ap0s a incorporagédo no
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iogurte. Depois de incorporado, a amostra passou por uma extracdo com solvente
metanol, onde o extrato foi quantificado através de uma técnica espectrofotométrica
(AnalytikJena, Jena, Germany) com as leituras feitas a 420 nm.

3.3.6. Andlise estatistica

Foram utilizadas duas repetices das amostras com respetivos nimero de
réplicas de cada analise para cada leitura de concentragdo nos ensaios. Os resultados
foram expressos como valores médiostdesvio padrdo. Os resultados foram analisados
utilizando a analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste HSD de
Tukey com p = 0,05. Para cada parametro com apenas dois valores disponiveis, foi
aplicado um teste t de Student para determinar a diferenca significativa entre as
amostras correspondentes, com p = 0,05. Quando o valor p foi inferior a 0,05, foram
consideradas diferencas significativas entre as amostras. As analises foram realizadas
com o IBM SPSS Statistics, verséo 23.0. (IBM Corp., Armonk, Nova York, EUA).

3.4. Desenvolvimento de formulac¢des hidrofilicas de curcumina

3.4.1. Sistema quimico

No presente trabalho foram desenvolvidas formulagGes hidrofilicas de
curcumina tendo por base a preparacdo de emulsbes 6leo-em-agua. O sistema quimico
base utilizado compreendeu o uso de um o6leo de grau alimentar (azeite refinado e

Miglyol 812), agua ultrapura e um surfactante (Tween 20, HLB 16,7).

Inicialmente fez-se um estudo, sem adicdo de corante, utilizando os dois 6leos
alimentares selecionados e Tween 20 (num conteudo de 30% relativamente a fase 6leo).
O estudo compreendeu variar a razdo 6leo/agua (O/A) nas seguintes proporcdes: 20/80,
30/70, 40/60 e 50/50, visando maximizar o volume da fase 6leo (fase onde sera
incorporado o corante, portanto correspondendo a maximizar a quantidade de corante na
emulsdo). Adicionalmente estudou-se o efeito de aplicacédo de 3 e 6 ciclos na preparagédo
das emulsdes através do homogeneizador de alta presséo (ver descri¢do da tecnologia no
ponto 3.4.2.). Dado que a preparagao da emulséo com razéo O/A de 50/50 decorreu com
sucesso, esta foi selecionada para fazer os estudos posteriores de incorporagdo do

corante.
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3.4.2. Tecnologia de emulsificacdo de alta presséao

Na preparacdo das amostras utilizou-se a tecnologia de emulsificacdo de alta
pressdo. Neste tipo de tecnologia, a mistura de 6leo e agua é submetida a um fluxo
turbulento e a taxas de cisalhamento elevadas. A turbuléncia € o mecanismo
predominante, que leva a ruptura da fase dispersa em pequenas goticulas. O movimento
relativo entre as gotas resulta na sua colisdo, levando a sua coalescéncia. Geralmente,
existe um equilibrio dindmico entre ruptura e coalescéncia. A vida util, bem como a
textura da emulsdo, depende muito da distribuicdo do tamanho das goticulas formadas,
que pode ser ajustada controlando durante o processo (Flouryu et al., 2000). Esta técnica
é recomendada para reduzir o tamanho das particulas de forma eficiente e com alta
reprodutibilidade, permitindo processar suspensdes muito concentradas. Tem sido
amplamente aplicada na preparacdo de emulsdo estaveis, apresentando as seguintes
vantagens: simplicidade, alta eficiéncia e dispensa de uso de solventes organicos (Donsi
et al., 2010). O equipamento utilizado neste trabalho corresponde a um emulsificador do

tipo EmulsiFlex-C3 da Avestin (Figura 9).
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Onde:
1-Botdo OFF 9-Corpo da bomba
2-Botdo ON 10-Valvula de retengdo de saida
3-Manémetro de ar / gas 11-Valvula de homogeneizacao
4-Regulador de pressdo de ar / gas 12-Cilindro de controlo pneumaético
5-Tampa do reservatorio de amostra 13-Mandémetro de homogeneizacao
6-Reservatorio da amostra 14-Encaixe da vavula do manémetro

7-Ligacdo do reservatério a valvula de entrada ~ 15-Sistema de fornecimento do gas

8-Vélvula de retengdo de entrada 16-Cilindro de amostra

Figura 9. Homogeneizador de alta pressdo utilizado na preparacdo das nanoemulsdes (Fonte: Manual
AVESTIN, Inc).

Na Figura 10 mostra-se esquematicamente o funcionamento do equipamento,
onde uma bomba de alta pressdo (B) empurra o produto através de uma valvula de
homogeneizacdo ajustavel (C). Pode ser recolhido no reservatorio E ou reciclado através
do reservatdrio A através do circuito normal ou passando através de um permutador de

calor (D) (acessorio opcional).
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Figura 10. Esquema de funcionamento do homogeneizador de alta pressdo (Fonte: Adaptado de Manual

AVESTIN, Inc).

O procedimento para a preparacdo das emulsdes foi efetuado em duas etapas,

tendo o volume total da emulséao sido estabelecido em 20 ml:

A primeira etapa correspondeu a preparacdo da emulsdo O/A primaria, através
da mistura do Tween 20 na fase aquosa sob agitacdo magnética. Seguidamente,
adicionou-se o0 Oleo e procedeu-se a preparacdo da emulsdo utilizando o
homogeneizador CAT Unidrive X, durante 3 minutos e utilizando uma
velocidade de homogeneizacdo de 11 000 rpm. Com base neste estudo
selecionou-se a razdo O/A 50/50 para a preparacdo das emulsGes contendo
curcumina. A curcumina foi dissolvida na fase 6leo a uma temparatura de 60°C,
sob agitacdo na etapa anterior a preparacdo da emulsdo primaria. Seguidamente
procedeu-se a preparacdo da emulsdo.

A segunda etapa correspondeu a reducdo do tamanho de goticula da emulséao
priméria, com recurso ao homogeneizador de alta pressdo. As emulsfes foram
submetidas a 3 e 6 ciclos de passagem, utilizando uma pressdo de 20000 psi. No
final de cada conjunto de ciclos (3 e 6), recolheram-se amostras de

aproximadamente 10 ml para caracterizagdo posterior.

A Tabela 5 contém os dados sobre os registos de preparacdo das emulsdes.

41



Material e Métodos

Tabela 5. Registo dos ensaios de preparacao das emulsdes. Os ensaios sdo designados por razdo O/A, o

6leo utilizado e teores dos componentes.

Ensaio Fase 6leo Veieo (ML) Vgua (ML) Vween (ML)
AR20/A80 Azeite refinado 4.0 16.0 1.2
AR30/A70 Azeite refinado 6.0 14.0 1.8
AR40/A60 Azeite refinado 8.0 12.0 2.4
AR50/A50 Azeite refinado 10.0 10.0 3.0

M20/A80 Miglyol 812 4.0 16.0 1.2
M30/A70 Miglyol 812 6.0 14.0 1.8
M40/A60 Miglyol 812 8.0 12.0 2.4
M50/A50 Miglyol 812 10.0 10.0 3.0

3.4.3. Caracterizacéo das emulsdes produzidas

As emulsdes produzidas foram analisadas observadas semanalmente de forma a

verificar a perda de estabilidade (aparecimento de fases distintas e heterogeneidade) A

morfologia das emulsdes foi analisada por microscopia 6tica, utilizando o microscépio

otico Nikon Eclipse 50i, equipado com uma camara Nikon Digital Sigth para aquisi¢do

de imagem. Adicionalmente, o pH das emulsdes foi medido utilizando um elétrodo de
pH em vidro WTW.
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4.1.Caracterizacao da curcumina nanoencapsulada por disperséo solida

A curcumina nanoencapsulada foi caracterizada relativamente ao tamanho

médio de particula e ao perfil de degradacéo térmica.

No que respeita ao tamanho de particula da curcumina nanoencapsulada, os
resultados da anélise efetuada estdo registados no Anexo A. A técnica de difracdo de
laser mede a intensidade da luz dispersa por um grupo de particulas numa variedade de
angulos. Os resultados sdo baseados na dispersdo observada para um conjunto de
particulas com volume esférico equivalente ao da amostra analisada, sendo apresentados
como didmetros esféricos equivalentes de uma distribuicdo de volume. A distribuicéo
em numero é calculada a partir da distribuicio em volume. Adicionalmente, o
equipamento utilizado nesta analise requer a dispersao prévia da amostra num solvente,
sob agitacdo forte e, caso seja necessario, a utilizacdo de ultrassons. Para além disto, o
solvente deverd ser selecionado tendo em conta a insolubilidade da amostra. Nesta
andlise foi utilizado o n-hexano como solvente. Devido a dificuldade de dispersao
adequada desta amostra, foram efetuadas varias medicdes utilizando diferentes
velocidades de agitacdo e utilizacdo de ultrassons. Ao longo destas, foi possivel
verificar que a utilizacdo de ultrassons favoreceu a degradacdo das nanocépsulas,
resultando na libertagdo da curcumina. Os resultados registados no Anexo A
correspondem a utilizacdo de uma velocidade de agitacdo de 2500 rpm durante 10
minutos, antes de iniciar a andlise. Foram obtidas a distribuices de tamanho de
particula em volume e em nimero, os respetivos percentis D1g, Dso € Dgg € 0s tamanhos
médios de particula. No entanto, os resultados obtidos mostram a presenca de
aglomerados devido a méa dispersao da amostra, o que indica que esta técnica nao é a

mais adequada para a analise deste tipo de amostras.

No que respeita a analise do perfil de degradacdo térmico da curcumina

nanoencapsulada, os perfis obtidos sdo apresenatdos na Figura 11.

A determinacdo da variacdo da massa para uma substdncia em determinados
intervalos de temperatura pode ser utilizada para avaliagdo da estabilidade térmica da
amostra, a composicao e estabilidade dos compostos intermediarios e produto final,
comportamento térmico, determinacdo do teor de umidade e/ou solventes, determinagdo
da temperatura de ebulicio e sublimagdo, determinacdo da temperatura de

decomposicgéo termica e do teor de cinzas. Ao finalizar o processo térmico registra-se a
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curva termogravimétrica (TG) e a curva termogravimétrica derivada (DTG) (esta
permite melhor defini¢do de onde se iniciou e finalizou a perda de massa) (Nascimento,
2014). Os resultados da analise termogravimétrica (TG) permitiram verificar que o
inicio da degradacdo da curcumina ocorre a uma temperatura de 180 °C, enquanto que
para a polivinilpirrolidona (PVP), utilizada como material da matriz das nanocapsulas,
se inicia a 329 °C. Relativamente ao residuo final, a PVP apresenta 5,48% de residuo
enquanto que a curcumina tem cerca de 43,5%. A curcumina nanoencapsulada, por sua
vez, tem um residuo de 15,9% e a degradacdo inicia-se a uma temperatura de 344 °C,
sendo superior a da curcumina em pd, o que indica que a sua estabilidade térmica

aumentou devido a encapsulagao.
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Figura 11. Curvas TG e DTG da polivinilpirrolidona utilizada como material de encapsulacéo,
curcumina em pé e curcumina nanoencapsulada

4.2.Propriedades bioativas das amostras de curcumina

Foram analisadas as propriedades bioativas do corante curcumina (E100) em
diferentes formulag6es, curcumina nanoencapsulada (NC), curcumina dispersavel em

agua (DC) e em p6 com pureza 65% (PC) e os resultados sdo apresentados na Tabela 6.
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Foram escolhidos diferentes métodos para avaliar a atividade antioxidante das
amostras, de forma a englobar mecanismos distintos. O ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo) é um teste rapido que reflete o potencial de eliminacdo de radicais
livres de compostos com capacidade para ceder eletrdes. No poder redutor, os ides Fe®*
sd0 usados como agentes oxidantes e a detecdo de Fe®* é avaliada para estudar
antioxidantes capazes de reduzir estes ides através de transferéncia simples de eletrdes.
No ensaio de descoloracdo de P-caroteno, o radical linoleico formado a partir da
peroxidacdo de acido linoleico a 50°C, ataca as ligacbes duplas do B-caroteno, o que
podem ser prevenido por antioxidantes. O ensaio TBARS (substancias reativas do acido
tiobarbiturico) utiliza biomarcadores de peroxidacdo lipidica de &cido tiobarbitdrico
(TBA) e malonilaldeido (MDA) para avaliar o potencial de antioxidantes que previnem

a formacéo do cromogénio TBA-MDA (Svobodova et al., 2017).

As amostras de curcumina mostraram atividade antioxidante e os resultados
foram expressos em valores de ECsg, que representam a concentracao que promove 50%
de atividade antioxidante ou 0,5 de absorvancia no ensaio do poder redutor; assim,
valores mais elevados correspondem a um menor potencial antioxidante. A atividade
antioxidante das amostras estudadas seguiu a ordem PC>NC>DC. Note-se que a
curcumina em pbé 65% de pureza, apresentou valores préximos do controlo positivo,
exceto no ensaio do poder redutor; no caso do ensaio TBARS foi bastante melhor que o

Trolox (controlo positivo).

Foram ja realizados alguns estudos sobre a atividade antioxidante do corante
natural curcumina em diferentes formulagdes. Por exemplo, Joung et al. (2016)
analisaram a reducdo da oxidacdo lipidica do leite durante o armazenamento devido a
incorporacdo de nanoemulsdo contendo curcumina; Yi et al. (2016), descreveram uma
elevada atividade antioxidante da curcumina nanoencapsulada em o-lactoalbumina;
segundo Rao & Khanum (2015), a atividade antioxidante da curcumina, eugenol, timol
e alguns péptidos resultantes de proteinas hidrolisadas tem sido descrita nomeadamente
pela capacidade de neutralizar radicais livres, protegendo o corpo humano de doengas e

os alimentos da deterioragéo através da oxidacéo lipidica.
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Tabela 6. Propriedades antioxidantes e citotdxicas de diferentes formulagdes do corante curcumina.

NC DC PC Controlo positivo
Atividade antioxidante (valores ECsp; pg/mL)
DPPH 813+6" 1113+11% 48+2° 41+1
Poder redutor 552+5" 858+4° 46+1° 18+1
B-caroteno 468+6° 691+17° 41+3° 41,740,3
TBARS 10,610,3° 19,8+0,6 7,90+0,01° 23+1
Atividade anti-inflamatéria (valores ECsy; pg/mL)
Producao de NO 20245° 244+10° 63+2° 16+1
Atividade citotoxica (valores Glsp; pg/mL)
MCF-7 47+5°% 47+2° 29+3° 1,00+0,04
NCI-H460 170117 172+2% 48+1° 1,0+0,1
HelLa 90+2? 75+1° 20+1° 2,0£0,1
HepG2 717" 153+18° 17+1° 1,0+0,2
PLP2 20611° 235+13° 89+2° 31

*Trolox, dexametasona e elipcitina foram utilizados como controlos positivos para atividade antioxidante,
anti-inflamatdria e citotoxica, respetivamente. Em cada coluna, letras diferentes significam diferencas
estatisticas significativas entre as diferentes formulagGes de curcumina (p<0,05).

A inflamagdo é uma resposta biolégica complexa envolvendo microvasos,
células imunes e mediadores moleculares em resposta a estimulos nocivos (isto é,
patdgenos, células danificadas e irritadas). O stresse oxidativo é um processo
fisiopatoldgico que se manifesta com a superproducdo de espécies reativas de oxigénio
e espécies reativas de azoto em resposta a estimulos oxidativos. A curcumina €
tradicionalmente conhecida pelas suas propriedades anti-inflamatérias, podendo aliviar
as respostas inflamatérias através de varios mecanismos, que incluem a inibicdo de
citocinas pro-inflamatorias, a adesdo e infiltracdo de macrofagos e a modulacdo da

atividade imunocitaria (Jiang et al., 2017).

Na Tabela 6, apresentam-se os valores de ECs, obtidos nos ensaios de avaliacéo
da atividade anti-inflamatoria, que representam a concentracao responsavel por 50% da
inibicdo da producdo de oxido nitrico (NO) em comparacdo com o controlo negativo
(100% de producdo de NO). Segundo Svobodova et al. (2016), o NO é um mediador
pleiotrépico produzido em locais inflamatorios e é usado para determinar a atividade
anti-inflamatoria em macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS (lipopolissacarido).
Todas as formulagdes do corante apresentaram atividade anti-inflamatoria seguindo a
ordem PC>NC>DC.
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Analisou-se também a citoxicidade das amostras em células tumorais e néo
tumorais. Segundo Fang et al. (2013), a curcumina exibe inibicdo do crescimento de
tumores in vitro e in vivo, suprime a proliferagdo celular em vérias linhas celulares e
inibe a tumorigénese. No presente trabalho, a anélise citotoxica foi efetuada em linhas
celulares tumorais humanas MCF-7 (adenocarcinoma de mama), NCI-H460 (carcinoma
de pulméo), HepG2 (carcinoma hepatocelular) e HelLa (carcinoma cervical), e em
culturas primérias de células de figado de porco (PLP2- ndo-tumorais). Os resultados
foram expressos em valores de Glsp (Tabela 6), que representam a concentracdo que
inibiu 50% do crescimento celular. As diferentes formulacGes revelaram capacidade
para inibir o crescimento das células tumorais, segundo a seguinte ordem: PC>NC>DC.
No entanto, as amostras em estudo também demonstraram toxicidade para células ndo-
tumorais, na mesma ordem anterior, apesar de em concentracGes superiores as
necessarias para inibir o crescimento das linhas celulares tumorais. Deve realgar-se o
facto de que as amostras de iogurte incorporadas com as diferentes formulagdes do
corante ndo apresentaram toxicidade para células ndo tumorais (PLP2, Glso>400
pg/mL).

Existem indicios de que os grupamentos metoxila e hidroxila da curcumina
sejam 0s reponsaveis por sua atividade antimicrobiana. A literatura relata que a
curcumina em sua forma in natura apresenta atividade antimicrobiana para Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus mutans,
Staphylococcus epidermis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia
enterocolitica e Shigella dysenteriae (Silva, 2016). Moghadamtousi et al. (2014),
realizaram estudos de avaliacdo da atividade antibacteriana com um extrato aquoso do
rizoma de Curcuma longa e descreveram concentracdes minimas inibitoria (MICs) de 4
a 16 mg/mL e concentra¢Ges minimas bactericidas (MBCs) de 16 a 32 mg/mL contra
Staphylococcus epidermis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli, por exemplo. Na Tabela 7, sdo apresentados os resultados da atividade
antimicrobiana (MICs) das diferentes formulagdes de curcumina em estudo no presente
trabalho. Pode observar-se que todas as bactérias foram inibidas, com excecdo de duas
Gram-negativo (Morganella morganii e Pseudomonas aeruginosa) que foram
resistentes a formulacdo DC. No geral, as bactérias Gram-positivo foram sensiveis a PC
com MICs de 0,0625 mg/mL; para NC os valores de MIC foram 0,5 mg/mL e para DC

variaram de 0,5 a 1 mg/mL. As bactérias Gram-negativo também foram sensiveis a PC
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apresentando MICs de 0,125 a 0,5 mg/mL. As formualgdes NC e DC foram menos
ativas com MICs de 1 mg/mL.

Tabela 7. Atividade antibacteriana de diferentes formulagdes do corante curcumina.

Bactérias MIC (mg/mL)
NC DC PC

Gram-positivo

MRSA 0,5 0,5 0,0625

MSSA 0,5 0,5 0,0625
Enterococcus faecalis 0,5 1 0,0625
Listeria monocytogenes 0,5 1 0,0625

Gram-negativo

Escherichia coli 1 1 0,125
Escherichia coli ESBL 1 1 0,125
Klebsiella pneumoniae 1 1 0,125

Klebsiella pneumoniae ESBL 1 1 0,125
Morganella morganii 1 - 0,5
Pseudomonas aeruginosa 1 - 0,5

MIC = concentragdo minima de inibicéo

ESBL = produtor de p-lactamases

MRSA = Staphylococcus aureus resistente a meticilina
MSSA = Staphylococcus aureus sensivel a meticilina

4.3.Avaliacdo nutricional, parametros de cor e perfil de acuUcares
livres/acidos gordos

As diferentes formulagbes de curcumina foram incorporadas em iogurtes
visando avaliar se havia, ou ndo, alteracdo no perfil nutricional do produto final,
nomeadamente ao nivel de macronutrientes, energia, agtcares livres e acidos gordos. Na
Tabela 8 estédo representados os perfis nutricionais das amostras de iogurte estudadas. A
humidade foi o pardmetro com o valor mais elevado (variando de 81 a 85 g/100 g); os
hidratos de carbono apresentaram variagdo de 5,50 a 6,4 g/100 g, seguidos das proteinas
(5,0 a 5,4 g/100 g) e das gorduras (3,5 a 3,9 g/100 g). Note-se que ndo houve diferenca
significativa entre as amostras no decorrer do tempo e também comparando com o perfil

nutricional expresso no rétulo da amostra controlo (citado no item 3.3.1). Considera-se

50



Resultados e Discussdo
isto um aspecto positivo, pois a funcdo do corante é apenas conferir cor, nao
provocando alteragdes na composicdo do produto.

Tabela 8. Valor nutricional dos iogurtes incorporados com diferentes formula¢es do corante curcumina
durante sua vida Util (valor médio*desvio padréo).

Valor Humidade Cinzas (g/100 Gordura Proteinas Hidratos Energia

nutricional (9/100 g) 0) (9/100 g) (9/100 g) de (kcal/100 g)

(tempo 0,7 e carbono
15 dias) (9/100 g)

Controlo-0 84+1° 0,7+0,1% 3,6+0,5° 5,0040,01° 6,3+0,3° 78+2%
YNC-0 84+1° 0,80+0,01° 3,640,4° 5,200+0,001*  6,2+0,3 78+1°
YDC-0 84+1° 0,80+0,02° 3,90+0,03° 5,061+0,004"  6,00+0,04  79,40+0,03
YPC-0 85+1° 0,73+0,03* 3,740,3* 5,2+0,2% 5,7+0,2% 76,7+0,9°

Controlo-7 81+1° 0,80+0,03° 3,55+0,08° 5,240,2° 6,2+0,2° 77,6+0,4°
YNC-7 83+1° 0,82+0,02° 3,6+0,3* 5,8+0,3% 6,00+0,04° 79,3+0,8°
YDC-7 82+1° 0,830+0,002* 3.740,1° 5,4+0,2° 6,03+0,04  78,9+0,5%
YPC-7 82+1° 0,83+0,03* 3,5+0,1% 5,1+0,4% 6,4+0,3° 78,0£0,5°

Controlo-15 84+1° 0,80+0,03° 3,640,1° 5,3+0,2° 6,00£0,05*  77,4+0,4%
YNC-15 85+1° 0,80+0,04% 3,740,1% 5,21+0,02° 5,50+0,03% 76,0+0,5°
YDC-15 84+1° 0,83+0,02° 3,80+0,01° 5,3+0,2% 6,1+0,2° 79,60+0,04°
YPC-15 85+1° 0,80+0,04% 3,570+0,001° 5,1+0,1° 5,8+0,1° 75,8+0,1°

Em cada coluna, letras diferentes significam diferencas estatisticas significativas entre os iogurtes com as
diferentes formulacdes de curcumina em cada um dos tempos de armazenamento (p<0,05).

Os parametros L*, a* e b* relativos a avaliacdo da cor dos iogurtes incorporados
com diferentes formulagfes de curcumina e armazenados durante 15 dias, apresentam-
se na Tabela 9. O aspeto das amostras pode também ser observado na Figura 12.
Segundo Roriz et al. (2017), os valores médios foram considerados para determinar as
coordenadas de cores, onde L* representa a luminosidade, a* representa cromaticidade
num eixo verde (-) para vermelho (+) e b* representa cromaticidade num eixo azul (-)

para amarelo (+).

Para estas amostras o parametro de interesse € o b*. Através dos resultados da
leitura da cor, nota-se que ndo houve variacao significativa da mesma durante a vida Util
dos iogurtes. Comparando o parametro L* do controlo com as amostras incorporadas
com NC e DC, observa-se valores aproximados, diferenciando-se apenas a amostra com

PC, pois houve a necessidade de incorporar uma maior quantidade para atingir a
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coloracdo desejada. A olho nu os iogurtes com NC e DC aparentavam a mesma
coloracdo amarela (aplicavel a um iogurte de banana); porém, através dos valores de b*
nota-se que existe uma diferenca: NC>DC; a amostra com PC apresentava uma
coloragdo mais alaranjada diferente das demais (aplicavel a um iogurte de
manga/péssego), logo um valor diferente de b*. De facto, com a adicdo da curcumina

em po obtinha-se sempre uma tonalidade alaranjada e nunca amarelada.

Ap06s monitorizacdo espetrofotometricamente (420 nm) da curcumina (mg) nas
amostras de iogurte, verificou-se que esta foi preservada ao longo dos quinze dias de
armazenamento.

Tabela 9. Avaliacdo da cor dos iogurtes incorporados com as diferentes formuala¢fes de curcumina,
durante sua vida Util (valor médiotdesvio padréo).

Parametros da cor

L* a* b*

Controlo 93,6+0,3° -3,53+0,01" 10,5+0,3"

_ YNC 93,240,3 -5,24+0,03° 25,9+0,4%
Dia® YDC 93,50+0,09°  -7,6440,02° 20,63+0,03°

YPC 85,740,2° -1,70+0,07° 33,340,1°

Controlo 93,340,6° -3,35+0,04" 9,8+0,6"

_ YNC 93,4+0,1° -9,72+0,01" 26,7+0,1°

bt YDC 93,6+0,3 -8,17+0,04° 21,8+0,5°
YPC 89,47+0,02°  -1,41+0,06°  34,60+0,06

Controlo 92,840,2° -3,38+0,03" 9,5+0,2°

YNC 93,4+0,4° -9,740,3° 27,440,1°

Dia 15
YDC 93,240,1° -7,740,2° 20,9+0,4°
YPC 89,1+0,2° -1,3+0,2° 36,9+0,1°

Em cada coluna, letras diferentes significam diferencas estatisticas significativas entre os iogurtes com as
diferentes formulagdes de curcumina em cada um dos tempos de armazenamento (p<0,05).
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i

PC

Figura 12. logurtes incorporados com diferentes formulagdes do corante curcumina (B=controlo,
NC=nanoencapsulada, DC=disperrsavel em agua e PC=curcumina em p0).

Foram identificados dois agucares livres na analise por HPLC acoplado com um
detetor de indice de refracdo. Os valores das concentracdes de galactose e lactose sdo
apresentados na Tabela 10. A concentracdo de acucares totais é similar ao valor
expresso no rétulo do iogurte controlo.

Tabela 10. Perfil e concentragdo (g/100 g) de aclcares livres dos iogurtes incorporados com diferentes
formulagBes do corante curcumina (valor médiotdesvio padréo).

Galactose Lactose Aculcares

totais

Controlo 0,90+0,01° 4,0+0,1° 4,9+0,1°

Dia0 YNC 0,85+0,03" 3,80+0,02° 4,60+0,,04°
Ia

YDC 0,85+0,04" 3,8+0,1° 4,60+0,.07°

YPC 1,00+0,04% 4,20+0,04% 5,2+0,1%

Controlo 0,90+0,01° 4,00+0,03" 4,90+0,04°

Dia 7 YNC 0,85+0,05" 3,80+0,06° 4,60+0,01°
1Ia

YDC 0,90+0,03" 4,00+0,06" 5,00+0,03"

YPC 1,00+0,03? 4,240,1° 5,20+0,09°

Controlo 0,90+0,09° 3,840,4° 4,840,5°

Dia 15 YNC 1,00+0,08° 3,8+0,1° 4,8+0,2°

YDC 0,90+0,03? 3,90+0,01° 4,90+0,02%

YPC 1,00+0,03% 4,00+0,06 5,10+0,03?

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticas significativas entre 0s iogurtes com as
diferentes formulacdes de curcumina em cada um dos tempos de armazenamento (p<0,05).

A Tabela 11 mostra o perfil em acidos gordos obtido por analise em HPLC.
Foram apresentados os 4acidos gordos (expressos em percentagem relativa) mais
abundantes, pois estes sdo 0s que tém maior contribuicdo para o perfil nutricional das

amostras. Estdo expressas também as percentagens de &cidos gordos saturados (SFA),
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monoinsaturados (MUFA) e poli-insaturados (PUFA). Os acidos gordos mais
abundantes foram o &cido palmitico (C16: 0) e o &cido oleico (C18:1) com valores de
33,5 a 36% e 19,8 a 20,8%, respetivamente, seguidos do acido miristico (C14:0) e do
acido estearico (C18:0), com valores de 12,2 a 13,2% e 10,0 a 10,5%, respetivamente.
No geral, verifica-se que os acidos gordos saturados estdo presentes em maior
quantidade, com valores de 73,4 a 76,0%, seguido dos monoinsaturados (21,8 a 23,0%)
e, por ultimo, dos polinsaturados (2,6 a 3,8%). Pequenas variacfes da percentagem de
alguns acidos gordos fez com que fossem detetadas diferencas estatisticamente
significativas entre as amostras, porém na pratica tais valores ndo promoverdo

alteracbes da qualidade nutricional ou bioativa do produto final.
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Tabela 11. Perfil e percentagem relativa de acidos gordos das amostras de iogurtes incorporados com diferentes formulages do corante curcumina, (valor médiotdesvio
padrdo).
C6:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 Cc18:1 C18:2 SFA(%) MUFA(%) PUFA(%)
Controlo 3,3+0,3% 3,640,2%® 4,1+0,2° 12,7+0,2°  35,40+0,09% 10,2+0,04? 20,7+0,5% 2,340,5°% 7441 22,740,4% 3,5+0,6°
YNC 2,7+0,5° 3,4+0,3° 4,1+0,1° 12,8+0,2%® 35,8+0,3 10,40+0,08% 20,7+0,2% 2,1+0,2% 73,8+0,6" 22,740,3 3,3+0,3®
Dia 0
YDC 3,3+0,1°  3,7+0,2®  4,2+0,2° 12,8+0,2% 35,2+0,3? 10,5+0,2% 20,4+0,3% 2,04+0,01%®° 74,3+0,3° 22,4+0,3? 3,30+0,06%
YPC 3,3+0,3° 3,8+0,1° 4,440,2° 13,240,4° 36,0+0,8° 10,4+0,3" 19,8+0,7" 1,740,3" 76+2° 21,8+0,9° 2,60,6°
Controlo 3,56+0,7% 3,8+0,4%® 43+0,1*°  12,80+0,05°  35,2+0,6® 10,2+0,3? 20,2+0,5% 2,00+0,04° 74,5+0,5% 22,3+0,5% 3,30+0,03°
YNC 3,5+0,4% 3,9+0,1*  4,30+0,07°  12,8+0,2% 35,140,1° 10,20+0,04% 20,10+0,02° 2,040,1 74,5+0,2°% 22,20+0,03° 3,3+0,2°
Dia 7
YDC 3,2040,03*  3,7+0,1®  4,20+0,03*°  12,9+0,1% 35,3+0,3% 10,240,2° 20,240,1% 2,5+0,6° 73,9+0,7° 22,340,1% 3,7+0,6
YPC 2,80+0,06° 3,53+0,05° 4,20+0,02° 12,90+0,03*  35,8+0,2° 10,5+0,1° 20,62+0,04% 2,1+0,08 74,0+0,2% 22,730+0,001° 3,2+0,2°
Controlo 3,0+0,3% 3,7+0,2° 4,2+0,1° 12,6+0,01° 35,040,5% 10,4+0,04? 20,8+0,2° 2,20+0,08° 73,440,2" 23,040,2 3,5+0,1°
YNC 3,4+0,3% 3,8+0,1*  4,20+0,08°  12,4+0,2% 34,9+0,6% 10,40+0,01*  20,34+0.06®  2,101+0,06° 73,940,3% 22,60+0,04% 3,5+0,2°
Dia 15
YDC 3,640,5% 3,5+0,5%® 44+0,3°  12,20+0,02°  33,5+0,9° 10,0+0,4° 20,0+0,7" 2,10+0,08° 74,4+0,8% 22,140,7° 3,5+0,1°
YPC 3,5+0,8% 3,1+0,2° 4,4+0,1° 12,6+0,7° 35,0+1,0°% 10,10+0,07®  20,03+0,01° 2,3+0,3 74,040,4% 22,30+0,04° 3,8+0,4°

Acido butirico (C4:0); acido capréico (C6:0); acido citrico (C10:0); acido laurico (C12:0); acido miristico (C14:0); acido palmitico (C16:0); acido estearico (C18:0); acido
oleico (C18:1n9); &cido linoleico (C18:2n6c¢); SFA — acidos gordos saturados; MUFA — &cidos gordos monoinsaturados; PUFA — acidos gordos poli-insaturados. A diferenga
para 100% corresponde a outros 13 &cidos gordos menos abundantes (dados ndo apresentados). Em cada coluna, letras diferentes significam diferencas estatisticas
significativas entre os iogurtes com as diferentes formula¢des de curcumina em cada um dos tempos de armazenamento (p<0,05).
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4.4.Sistema quimico de formulacdes hidrofilicas

Os estudos da preparacdo das emulsdes foram efetuados utilizando duas fases
6leo distintas, azeite refinado e Miglyol 812, sendo por isso diferenciados como
sistemas quimicos 1 e 2, de acordo com o 6leo utilizado, tal como é descrito na Tabela
12.

Tabela 12. Composigdo dos sistemas quimicos das formulagGes para nanoemulsGes.

Sistema quimico 1

Fase 6leo Azeite refinado (AR)
Emulsionante Tween 20
Fase agua Agua ultra-pura (A)
Sistema quimico 2
Fase 6leo Miglyol 812 (M)
Emulsionante Tween 20
Fase agua Agua ultra-pura (A)

Para este estudo, selecionaram-se 6leos de grau alimentar para a preparacdo das
emulsdes, tendo em consideracdo a posterior incorporacdo destas em alimentos. A
selecdo do oleo é importante do ponto de vista da preparacdo da emulsdo, sendo a sua
capacidade de dissolugdo da curcumina tambem um factor a ter em consideracao, dado
que um dos objetivos do presente estudo é maximizar a quantidade deste corante
presente na emulsdo. De acordo com o estudo de Joung e colaboradores (Joung et al.,
2016), a solubilidade da curcumina € superior em 0leos constituidos por triglicerideo
com &cidos gordos de cadeia média (MCT), comparativamente com o0s 06leos
constituidos por triglicerideo com acidos gordos de cadeia longa (LCT). Com base nesta
referéncia, foram selecionados para teste o Miglyol como sendo um 6leo de cadeia

média e o azeite refinado como um dleo de cadeia longa.

No que respeita ao emulsionante, a sua selecdo deve ser efetuada tendo em
consideracdo a sua adsorcdo a superficies de goticulas durante a homogeneizacéo, de
forma a baixar a tensdo interfacial e a facilitar a separacdo de goticulas e a formacéo
do revestimento protetor que evita a agregacao destas (Luo et al., 2017). O Tween 20 é
um surfactante amplamente utilizado, que apresenta a capacidade de formar uma
camada adsorvida em sistemas dispersos elevada. A sua reologia favorece a migragéo

das suas moléculas para regibes com menor concentragdo o que permite uma difuséo
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mais rapida mantendo, consequentemente a estabilidade das emulsdes (Mattia et al.,
2017). O estudo de preparacdo das emulsde foi iniciado através do teste sem adicdo de
corante, utilizando os dois 6leos alimentares selecionados e Tween 20 (num contedo

de 30% relativamente a fase 6leo).

O estudo efetuado compreendeu variar a razdo Oleo/agua (O/A) nas seguintes
propor¢des: 20/80, 30/70, 40/60 e 50/50, tendo o volume total de emulsdo preparado
sido 20 ml (registo na Tabela 5 no item 3.4.2). As emulsdes produzidas foram
caracterizadas por inspec¢éo visual, de forma a detetar a presencga de heterogeneidade e
separacdo de fases ao longo do tempo de armazenamento. O registo de imagens das
emulsdes preparadas com azeite refinado, efetuado ao longo do periodo de
armazenamento maximo de 4 semanas, ¢ mostrado nas Figuras 1 a 4 do Anexo B. Com
base neste registo, verificou-se que, a generalidade das emulsdes produzidas com o
azeite refinado, apresentou um aspecto leitoso (devido ao maior tamanho de goticulas
nas emulsdes) logo apds a producdo e que este foi mantido ao longo do periodo de
armazenamento. Para além disto, ndo foi detetado o aparecimento de separacao de fases
ou heterogeneidade, ao longo deste periodo. No que respeita ao numero de ciclos de
passagem no homogeneizador de alta presséo, ndo se observam diferencas significativas

entre as emulsdes que passaram 3 e 6 vezes.

A observacdo das emulsdes por MO resultou num conjunto de imagens que sdo
apresentadas no Anexo C. A analise destas imagens permitiu verificar que a aplicacédo
de 3 passagens no homogeneizador de alta pressao teve um efeito pouco visivel na
reducdo do tamanho da goticula das emulsBes preparadas com a razdao O/A 20/80 e
30/70, enquanto que para as razbes 40/60 e 50/50 a reducdo das goticulas foi mais
notdria, dado que a emulsdo final apresenta um aspecto mais fino. Quando se compara
as imagens de todas as emulsdes sujeitas a 3 ciclos, com as submetidas a 6 ciclos de
passagem, ndo se observa uma diferenca significativa na reducdo do tamanho de

goticula.

No que respeita as emulsdes preparadas com o Miglyol, a inspecédo visual destas
ao longo do periodo de armazenamento permitiu verificar a sua boa estabilidade, dado
que néo foi observada a presenca de separacdo de fases. No final da produgéo todas as
emulsdes apresentavam um aspeto leitoso homogéneo, com a excec¢do da emulsdo 50/50

sujeita a 6 ciclos de passagem no homogeneizador de alta pressdo, que apresentou um
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aspecto mais translucido (devido ao menor tamanho de goticulas na emulsao, aspecto

desejado) é mostrado nas Figuras 5 a 8 do Anexo B.

As imagens registadas por MO e apresentadas no Anexo C permitiram verificar
que as emulsdes produzidas com razdes O/A de 20/80 e 30/70 e submetidas a 3 ciclos
de passagem a alta pressdo apresentam goticulas mais grosseiras, comparativamente
com as restantes. O aumento de ciclos de passagem para 6 resultou numa reducéo
significativa do tamanho de goticula, dado que na ampliacdo de 40X ndo é possivel
observar a presenga de goticulas, tendo sido necessario recorrer a ampliagdes superiores
para efetuar a sua observacdo. A analise com as ampliacGes de 100 e 400X permitiram
observar uma maior reducdo do tamanho da goticula quando se utilizam 6 ciclos a alta
presséo, para as razdes O/A de 40/60 e 50/50. No caso da razdo 50/50, praticamente ndo
sdo visiveis goticulas quando se utiliza a ampliacdo de 400X, devido ao limite da
capacidade dtica do equipamento, indicando que nestas condi¢cdes se atingiu um

tamanho de goticula inferior.

No que diz respeito aos valores de pH das emulsdes preparadas, estes estdo
registados na Tabela 13. Verificou-se que o pH das emulsdes preparadas com o azeite
refinado apresentou pouca variacdo, para todas as razdes O/A utilizadas. No caso das
emulsdes produzidas com Miglyol observou-se que, quando se aplicam 6 ciclos de alta
pressdo, o valor do pH diminui a medida que o teor de 6leo presente na emulsdo

aumenta, sendo o menor valor 4,63 apresentado pela emulsdo O/A 50/50.

Comparando a generalidade os resultados obtidos com o azeite refinado,
verificou-se que a utilizacdo do Miglyol permitiu obter emulsdes com tamanhos de

goticulas inferiores para todas as razdes O/A testadas.
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Tabela 13. Registo da medicéo de pH das emulsdes preparadas.

O/A pH 3 ciclos pH 6 ciclos
Azeite refinado
AR20/A80 4,14 4,91
AR30/A70 4,59 4,96
AR40/A60 VI 4,91
AR50/A50 Vi 4,97
(AR50/A50)C1 VI 5,20
(AR50/A50)C2 Vi 5,43
Miglyol 812
M20/A80 Vi 5,77
M30/A70 VI 5,27
M40/A60 VI 511
M50/A50 4,85 4,63
(M50/A50)C3 VI 5,79
(M50/A50)C4 - 5,22

VI: volume insuficiente para medicéo do pH.

Com base nos resultados obtidos, selecionou-se a formulacdo O/A de 50/50 para
teste da solubilizacdo da curcumina. As formulacdes utilizadas e as respetivas
quantidades de curcumina solubilizadas estdo descritas na Tabela 14. Numa primeira
etapa, testou-se a dissolucdo da curcumina na fase Oleo. Esta foi efetuada sob agitacdo a
uma temperatura de 60°C. A curcumina foi pesada e adicionada gradualmente, com
periodos de pausa para promover a sua dissolugdo. A sua adicdo terminou quando se
observou o inicio da sua deposicdo. Comparando as quantidades solubilizadas nos dois
Oleos testados, em 10 mL, verificou-se que o Miglyol apresentou capacidade para
dissolver 10,0 mg de curcumina, enquanto que com o azeite apenas se dissolveram 8,9
mg. O facto de a solubilidade da curcumina em 6leos ser limitada tem motivado varios
estudos. De acordo com alguns autores, a solubilidade esta relacionada com a interagdo
molecular entre o 6éleo e a curcumina, sendo influenciada pela tamanho da cadeia
molecular dos triglicerideos que constituem o 6leo. De acordo com Ma et al. (2017), os
triglicerideos de cadeia molecular média curta, possuem mais grupos polares (0xigénio)
por unidade de massa, 0 que incrementa as interacfes dipolo-dipolo entre este e as
moléculas do corante, aumentando sua solubilidade. No trabalho de Ahmed e
colaboradores (Ahmed et al., 2012), foram realizados estudos de preparacdo de

emulsdes Oleo-em-agua contendo curcumina. Este autor verificou que a quantidade
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méaxima de curcumina solubilizada aumentou a medida que o peso molecular de 6leo
utilizado diminuiu, tendo o melhor resultado sido obtido com dleos de cadeia molecular

curta e média, quando comparadas com os 0leos de cadeia molecular mais longa.

Apos a solubilizacdo da curcumina, procedeu-se a preparacdo das emulsoes,
mantendo os 3 e 6 ciclos de passagem a alta pressdo. A Figura 13 mostra as diferentes
etapas de preparacdo de uma emulséo contendo curcumina. O registo de imagens destas
emuls@es € apresentado na Figura 1 do Anexo D. Através destas € possivel verificar que
as emulsdes preparadas com azeite refinado ficaram instaveis 2 semanas apds a
producdo, uma vez que se observou o inicio da separacdo de fases (a formacao de duas
fases é visivel). O registo de imagens feito por MO e apresentado no Anexo C mostra a
presenca de goticulas grosseiras. No que respeita as emulsdes produzidas com o
Miglyol, o registo de imagens mostrado na Figura 2 do Anexo D, permite verificar que
estas se mantiveram estaveis ao longo do tempo de armazenamento. As imagens de MO

mostram que estas emulsdes sdo constituidas por goticulas mais finas.

No que respeita ao pH das emulsdes contendo curcumina (Tabela 13), observou-
se que nas emulsdes preparadas com azeite 0 aumento da quantidade de curcumina de
2,5 para 8,9 mg provocou um incremento do valor do pH de 5,20 para 5,43. No caso das
emulsdes preparadas com Miglyol, o aumento da quantidade de curcumina de 6,0 para

10,0 mg provocou uma diminuicdo do valor de pH de 5,79 para 5,22.

Com base neste estudo foi possivel concluir que o Miglyol apresenta uma
capacidade de solubilizacdo da curcumina superior a do azeite refinado, e origina

emulsGes com tamanho de particula mais fino e com maior estabilidade.

A Ultima etapa deste estudo correspondeu a avaliacdo do efeito do aumento do
namero de ciclos de alta pressdo na reducdo do tamanho de goticula da emulsao e na sua
estabilidade. Para o efeito, foram preparadas emulsées utilizando Miglyol e razées O/A
de 40/60 e 50/50. As imagens destas emulsdes sdo apresentadas na Figura 1 do Anexo
E. Estas emulsdes tinham um aspecto leitoso, semelhante ao observado para as
emulsdes produzidas com 6 ciclos a alta pressdo. Para além disto, permaneceram
estaveis ao longo do periodo de armazenamento de 4 semanas. As imagens de MO
apresentadas no Anexo C, permitem confirmar o tamanho de goticula reduzido. Com
base nestes resultados procedeu-se & preparacdo de uma emulsdo contendo curcumina

solubilizada em Miglyol, tendo sido utilizada a razdo O/A 50/50 e 10 mg de curcumina.
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As imagens destas amostras sdo mostradas na Figura 2 do Anexo E e permitem verificar
a sua boa estabilidade ao longo do periodo de armazenamento de 4 semanas.
Adicionalmente, as imagens de MO apresentadas no Anexo C permitem confirmar o
tamanho reduzido das goticulas da emulsdo. No entanto, com base nestes resultados,
ndo é possivel comparar o efeito do aumento do ndmero de ciclos de alta pressdo de 6
para 21, dado que ndo sdo visiveis diferencas significativas ao nivel do tamanho de
goticula formada devido a gama de trabalho do microcopio utilizado. Para esta anélise
seria necessario empregar outras técnicas, tais como a analise das nanoemulsdes
microscopia confocal de varrimento laser, ndo disponivel.

Tabela 14. Sistemas quimicos contendo curcumina para formacgdo de nanoemulsdes e suas condigdes de
dissolugdo.

Condic6es de dissolucao Meurcumina (MQ)
Sistema quimico 1
(AR50/A50)C1 Temperatura: 60 °C 2,5
Agitagdo: 110 rpm
(AR50/A50)C2 Temperatura: 60 °C 8,9

Agitacdo: 110 rpm

Sistema quimico 2

(M50/A50)C3 Somente agitagdo: 110 rpm 6,0
(M50/A50)C4 Temperatura: 60°C 10,0
Agitacdo: 110 rpm

1) (2) (3) (4)

Figura 13. Etapas de preparacdo da emulséo (M50/A50)C3, onde: (1) aspecto da mistura O/A antes da
preparacdo da emulsdo primaria; (2) aspecto da emulséo primaria; (3) emulsdes obtidas ap6s 3 e 6 ciclos
de passagem a a alta pressdo, e (4) emulsdes 4 semanas apés a produgéo.
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4.5.Conclusdes e perspectivas futuras

O estudo desenvolvido visou analisar a utilizacdo de diferentes formulacdes do
corante natural curcumina (E100) em iogurtes. Pata além da sua capacidade para
conferir cor, foram também avaliadas diferentes propriedades bioativas do corante,
nomeadamente atividade antioxidante, anti-inflamatdria, citotoxica e antibacteriana. A
formulacdo PC foi a que apresentou melhores propriedades bioativas, seguida de NC e
DC.

Quando introduzidas em amostras de iogurte, a formulacdo PC conferiu tons de
laranja e as demais, NC e DC, tons amarelos As formula¢bes mantiveram: a sua funcéo
de conferir cor durante o tempo de armazenamento dos iogurtes, sem provocar

alteracdes nutricionais no produto final.

Os estudos de preparacao de uma formulacao hidrofilica emulsionada realizados
visaram, numa primeira fase, a avaliacdo do efeito da fase déleo na formacdo das
emulsdes, tendo sido testados razdes O/A de 20/80, 30/70, 40/60 e 50/50 utilizando dois
6leos de grau alimentar: o azeite refinado e o Miglyol 812, e 3 e 6 ciclos de passagem
no homogeneizador de alta pressdo. Este estudo permitiu selecionar a razdo O/A 50/50,
utilizando o Miglyol, como a mais promissora para atingir a formacgéo de emulsdes com
tamanho de goticula inferior e maior estabilidade quando se aplicam 6 ciclos de
passagem a alta pressao. Os testes de solubilizacdo da curcumina na fase 6leo realizados
revelaram que a maior quantidade que curcumina incorporada corresponde a 10 mg/10
mL, quando se utiliza o Miglyol. Foram preparadas emulsées contendo curcumina
dissolvida no azeite refinado e no Miglyol, tendo sido observado que as emulsdes
produzidas com azeite apresentaram uma baixa estabilidade durante o periodo de
armazenamento, enquato que as emulsGes produzidas com Miglyol permaneceram
estaveis durante 4 semanas. As analises de MO revelaram que as emulsdes preparadas
com Miglyol apresentam uma distribuicéo de goticulas mais fina e com menor tamanho.
Adicionalmente, o aumento do nimero de passagens de 6 para 21 no sistema de alta

pressdo nédo revelou diferencas significativas nas propriedades das emulsdes preparadas.

Os estudos efetuados indicaram que a utilizacdo do Miglyol como fase dleo,
numa razdo O/A 50/50, incoporando 10 mg/10 mL de curcumina e sujeitos a 6 ciclos de

passagem a alta pressdo originam emulsdes estaveis e com tamanho de goticula inferior.
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Como trabalho futuro, seria interessante proceder a incorporacdo da emulséo de
curcumina no iogurte, proceder a avaliacdo das propriedades deste e comparar com as
outras formas de curcumina estudadas. Adicionalmente seria interessante estudar a
formulacdo desenvolvida na coloracdo de bebidas, p.ex. refrigerantes (misturas

constituidas por dgua contendo em solugédo, emulsdo ou suspensao sumo de frutos).
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Anexos

ANEXO A: Resultados da determinacdo do tamanho de particula da curcumina

nanoencapsulada: distribui¢cdes em numero e em volume, respetivos percentis e
tamanhos médios
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Figura 1. Distribui¢fes de tamanho de particula em nimero (a) e em volume (b) da curcumina
nanoencapsulada.

Tabela 1. Resultados dos percentis Do, Dsg € Doy € tamanhos médios de particula determinados com base
nas distribuicdes em volume e em nimero.

Distribui¢do em volume (um) Distribui¢do em namero (um)

Amostra Tamanho Tamanho
DlO D50 D90 méle DlO D50 D9O médlo

Curcumina
nanoencapsulada

13,30 1110,00 2330,00 1094,70 2,42 4,60 14,50 7,44
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ANEXO B: Registo de imagens das emuls@es iniciais (sem adi¢ao de corante)

W g
> 7
do utilizando razdes O/A de 20/80, 30/70,

40/60 e 50/50 (da esquerda para a direita, na imagem), utilizando 3 e 6 ciclos de passagem
no homogeneizador de alta pressdo, 1 semana apds a producéo.

Figura 2. Emulsdes preparadas com azeite refinado utilizando raz6es O/A de 20/80, 30/70,
40/60 e 50/50 e utilizando 3 e 6 ciclos de passagem no homogeneizador de alta presséo (3
ciclos na imagem a esquerda e 6 ciclos na imagem a direita), 2 semanas ap6s a produgéo.

Figura 3. Emulsdes preparadas com azeite refinado utilizando raz6es O/A de 20/80, 30/70,
40/60 e 50/50 (da esquerda para a direita), utilizando 3 e 6 ciclos de passagem no
homogeneizador de alta pressao, 3 semanas apds a producao.

== - —
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Figura 4. Emuls6es preparadas com azeite refinado utilizando razdes O/A de 20/80, 30/70,

40/60 e 50/50 (da esquerda para a direita na imagem), utilizando 3 e 6 ciclos de passagem
no homogeneizador de alta pressao, 4 semanas apés a producao.
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Figura 5. Emulsdes preparadas com Miglyol utilizando razées O/A de 20/80, 30/70,
40/60 e 50/50 (da esquerda para a direita na imagem), utilizando 3 e 6 ciclos de
passagem no homogeneizador de alta pressdo, 1 semana ap6s a producao.

Figura 6. Emulsdes preparadas com Miglyol utilizando razdes O/A de 20/80, 30/70,
40/60 e 50/50 e utilizando 3 e 6 ciclos de passagem no homogeneizador de alta presséo
(da esquerda para a direita, na imagem), 2 semanas apés a producao.

.i'\ . b d” \.».\ 6“‘!@
Figura 7. Emulsdes preparadas com Miglyol utilizando razdes O/A de 20/80, 30/70,

40/60 e 50/50 (da esquerda para a direita na imagem), utilizando 3 e 6 ciclos de
passagem no homogeneizador de alta pressdo, 3 semanas apos a producéo.
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Figura 8. Emulses preparadas com Miglyol utilizando razdes O/A de 20/80, 30/70,
40/60 e 50/50 (da esquerda para a direita na imagem), utilizando 3 e 6 ciclos de
passagem no homogeneizador de alta presséo, 4 semanas apos a producéo.
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ANEXO C: Registo de imagens por MO, das emulsdes primarias e apds a passagem no homogeneizador de alta pressao.

Ensaio

AR20/A80

3ciclos

Imagens MO

6 ciclos

3 ciclos

6 ciclos

3 ciclos 6 ciclos

AR30/A70

3 ciclos

(Ampliagdo 40X)

6 ciclos

(Ampliagdo 100X)

3 ciclos 6 ciclos

(Ampliagdo 400X)

3 ciclos 6 ciclos

AR40/A60

3 ciclos

(Ampliacdo 40X)

(Ampliagdo 100X)

(Ampliacdo 400X)

6 ciclos

6 ciclos

3 ciclos 6 ciclos

AR50/A50

3ciclos

(Ampliacéo 40X)

6 ciclos

30 100X)

(Ampliagdo 400X)

3 ciclos 6 ciclos

3 ciclos 6 ciclos

(Ampliagdo 40X)

(Ampliagdo 100X)

(Ampliagdo 400X)
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Ensaio Imagens MO
3 ciclos 6 ciclos 3 ciclos 6 ciclos 3 ciclos 6 ciclos
(Ampliag&o 40X) (Ampliagdo 100X) (Ampliag&o 400X)
3ciclos 6 ciclos 3 ciclos 6 ciclos 3 ciclos 6 ciclos
(Ampliacdo 40X) (Ampliagdo 100X) (Ampliagdo 400X)
3 ciclos 6 ciclos 3 ciclos 6 ciclos 3 ciclos 6 ciclos
(Ampliagdo 40X) (Ampliagdo 100X) (Ampliagdo 400X)

3ciclos

6 ciclos

3 ciclos 6 ciclos

3 ciclos 6 ciclos

(Ampliag&o 40X)

(Ampliacéo 100X)

(Ampliag&o 400X)
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Ensaio Imagens MO
(AR/A)C1
3 ciclos 6 ciclos 3 ciclos 6 ciclos 3 ciclos 6 ciclos
(Ampliag&o 40X) (Ampliagdo 100X) (Ampliagdo 400X)
(AR/A)C2
3 ciclos 6 ciclos 3 ciclos 6 ciclos 3 ciclos 6 ciclos
(Ampliagdo 40X) (Ampliagdo 100X) (Ampliagdo 400X)
(M/A)C3

3 ciclos

6 ciclos

3 ciclos

6 ciclos

3 ciclos

6 ciclos

(Ampliacéo 40X)

(Ampliagdo 100X)

(Ampliacdo 400X)
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Ensaio

M40/A60

21 ciclos

Imagens MO

m

21 ciclos

G

21 ciclos

(Ampliagdo 40X)

M50/A50

21 ciclos

(Ampliagdo 100X)

n

21 ciclos

(Ampliagdo 400X)

21 ciclos

(Ampliagéo 40X)

(M50/A50)C4

21 ciclos

(Ampliagdo 100X)

m

21 ciclos

(Ampliacdo 400X)

21 ciclos

(Ampliagdo 40X)

Emulséo primaria (AR20/A80)

(Ampliagdo 100X)

Homogeneizada CAT Unidrive T

(Ampliacdo 400X)

Homogeneizada CAT Unidrive X

Homogeneizada CAT Unidrive X

(Ampliagdo 40X)

(Ampliagdo 100X)

(Ampliagdo 400X)
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ANEXO D: Registo de imagens das emulsdes preparadas com curcumina

Semana 1

Semana 3 Semana 4
Figura 1. Emulsdes preparadas com azeite refinado contendo 2,5 e 8,9 mg de curcumina, utilizando
razdo O/A 50/50 ,desde 1 semana ap6s a preparacdo até a semana 4.

Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4

Figura 2. Emulsdes preparadas com Miglyol contendo 6,0 e 10,0 mg de curcumina, utilizando razdo O/A
50/50, desde 1 semana apds a preparagao até a semana 4..
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ANEXO E: Registo de imagens das emulsdes preparadas com Miglyol e
submetidas a 21 ciclos de passagem no homogeneizador de alta presséo

Figura 1. Emulsdes preparadas utilizando razées O/Ade 40/60 e 50/50 sem curcumina, nas semanas 1, 2
e 4 ap6s a producéo.

Figura 2. Emulso preparada utilizando a raz&o O/A 50/50 contendo 10.0 mg de curcumina, nas semanas
1, 2 e 4 apbs a producado
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