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Resumo

O pinh&o é a semente do Pinheiro do Parana (Araucaria angustifolia) que cresce naturalmente
nos Estados do Sul do Brasil, sendo consumido normalmente cozido durante a época de safra.
Existem alguns estudos com pinhdao, mas pouco se tem feito para aumentar sua aplicabilidade
como ingrediente em desenvolvimento de novos produtos. O objetivo deste trabalho foi
utilizar os componentes do pinhdo na forma de amido, farinha, extrato fendlico da casca e
casca em po, como ingredientes naturais para o desenvolvimento de produtos inovadores nas
indGstrias farmacéutica e de alimentos. Este trabalho estd dividido em duas etapas:
desenvolvimento de formulagbes para uso topico na area da industria farmacéutica, e
desenvolvimento de filmes comestiveis na area da industria de alimentos. Na primeira etapa
do trabalho foram desenvolvidos dois tipos de formulacdes de uso topico, gel e emulgel, com
amido de pinhdo e extrato fendlico da casca. Foi analisada a estabilidade em curto prazo,
através de ciclos de estresse térmico, e durante seis meses de armazenamento. Além disso, foi
realizada uma anélise sensorial discriminativa comparando as formulagdes com seus controles
e andlise de eritema e pH da pele através de sondas ndo invasivas. Ainda, foram estudadas
possiveis correlagcBes entre parametros fisicos e reoldgicos das formulagdes ao longo do
tempo de armazenamento através da matriz de correlacdes de Pearson. Os resultados desta
etapa do trabalho demonstraram que as formulagdes cosméticas mantiveram seu aspecto fisico
e comportamento pseudoplastico apds os ciclos de estresse e durante 0s seis meses de
armazenamento, com uma boa estabilidade. A adigdo de amido de pinhdo manteve a
espalhabilidade e aumentou a viscosidade das formulacbes em comparacdo com seus
controles. O extrato fendlico da casca mostrou-se uma boa fonte de compostos fenolicos com
atividade antioxidante, a qual se manteve estavel mesmo apds estresse térmico. Nos estudos
em voluntarios humanos, as formulacbes ndo apresentaram quaisquer sinais de irritacdo
cutanea ou alteracdo de pH da pele. A formulacéo tipo emulgel foi considerada como tendo
maior capacidade de se espalhar na pele e sensacao de filme aveludado, menor pegajosidade e
percepcdo na pele apds 5 minutos da aplicacdo, o que sugere que a formulacdo, além de
melhor espalhamento, ndo deixa sensacgdo residual na pele. Através das andlises de correlacdo
concluiu-se que quanto maior o conteudo de umidade maior o indice de consisténcia, indice
de qualidade e viscosidade aparente, e, por outro lado, menor o indice de fluxo e, quanto
maior o tamanho médio de particula, menor o indice de consisténcia, indice de qualidade e
viscosidade aparente. Na segunda etapa do trabalho foram desenvolvidos filmes comestiveis a
base de amido e farinha de pinhdo, com e sem adicdo de casca de pinhdo moida.
Primeiramente foi avaliada a possibilidade da utilizacdo de glicerol, sorbitol, sacarose e
xarope de glicose como plastificantes no desenvolvimento de filmes de amido. Foi avaliado o
efeito da quantidade de amido de pinhdo e sorbitol na formacdo dos filmes através de um
planejamento experimental 22 com pontos axiais e a influéncia destas variaveis foi avaliada
nas propriedades mecanicas, de cor e opacidade, solubilidade e espessura dos biofilmes
formados. Foram desenvolvidos também filmes a base de amido e farinha de pinhdo
plastificados com diferentes quantidades de glicerol. Estes filmes foram caracterizados e
comparados entre si em relacdo a espessura, permeabilidade a vapor d'adgua (PVA),
temperatura de transicdo vitrea, microscopia eletronica de varredura (MEV), porosidade
aparente (9), cor, opacidade e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR). Além disso, as matérias-primas foram analisadas atraves da umidade, atividade de
agua (Aw), @ e propriedades de pasta. Apds, foram desenvolvidos filmes & base de farinha de
pinh&o, utilizando a concentracdo de glicerol que se julgou mais adequada a partir dos dados
estudados anteriormente. A estes filmes foram adicionadas diferentes concentragdes de casca
de pinhdo moida e avaliada a influéncia da adi¢cdo da casca nas propriedades fisico-quimicas,
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na morfologia por MEV, na estrutura quimica por FTIR, fendlicos sollveis totais e
capacidade antioxidante. Por fim, foi realizada a comparacdo do filme formado a partir de
amido de pinhdo com filmes desenvolvidos com amidos comerciais com diferentes razdes de
amilose/amilopectina. Para comparagéo, foram utilizados o amido de mandioca e dois tipos de
amido de milho com alto teor de amilose, Hylon V e Hylon VII. Os filmes foram
caracterizados quanto a densidade, volume total de poro, pardmetros de cor e opacidade,
analise de estrutura por MEV, permeabilidade a vapor de agua, isotermas de sorcéo,
propriedades mecénicas, FTIR e estabilidade térmica por analisador termogravimétrico
(TGA). A partir das respostas do planejamento foram obtidos modelos significativos para
espessura, solubilidade, médulo de Young, tensdo maxima, deformacdo no momento da
ruptura e para os parametros de cor b* e h. Os filmes produzidos a base de amido de pinhéo e
sorbitol apresentaram transparéncia adequada e valores altos de solubilidade. A espessura dos
filmes foi maior com a utilizacdo das maiores concentracGes de amido e sorbitol e os maiores
valores de solubilidade foram alcancados nas maiores concentra¢es de sorbitol e menores
concentracdes de amido. No geral, os filmes apresentaram baixa resisténcia mecanica, porém,
com tendéncia de aumento de acordo com a maior concentragdo de amido e diminuicdo da
concentracdo de sorbitol. O amido e a farinha de pinhdo ndo apresentaram diferenca
significativa no contetido de umidade e 0 amido de pinh&o apresentou Aw e @ menores que a
farinha de pinhdo, mas com pico de viscosidade maior. Os filmes feitos com amido de pinh&o
apresentaram valores menores para espessura, @, PVA e opacidade e valores maiores para
modulo de Young, resisténcia a tracdo e deformacdo na ruptura. Além disso, filmes com
maiores concentragdes de glicerol apresentaram maior PVA e deformac&o na ruptura, € menor
resisténcia a tracdo e mddulo de Young. A estrutura dos filmes de farinha de pinhédo
apresentaram irregularidades e superficie mais rugosa que os filmes de amido de pinhdo. As
diferencas na concentracdo de glicerol ndo afetaram os valores de Ty dos filmes. Os filmes de
farinha de pinh&o demonstraram ser mais amarelados e mais opacos. No geral, os filmes de
amido e farinha de pinhdo nao apresentaram mudancas estruturais através da analise de FTIR.
A adicdo de casca de pinhdo aos filmes de farinha de pinhdo gerou filmes com compostos
fendlicos, atividade antioxidante e fibras. O aumento da concentracdo de casca formou filmes
com maior espessura, porosidade aparente, permeabilidade a vapor d'agua, compostos
fendlicos sollveis totais, capacidade antioxidante, modulo de Young, fibra dietética e de
coloracdo mais avermelhada (a*) e amarelada (b*). Ainda, a presenca da casca de pinhdo
diminuiu a deformacéo na ruptura e luminosidade (L*). A casca de pinh&o deixou os filmes
mais asperos e com algumas falhas na superficie, visiveis pelas imagens de MEV. A
intensidade dos picos do espectro no infravermelho (FTIR) diminuiu com o aumento da
concentracdo de casca nos filmes. A comparacdo do filme feito com amido de pinhdo e
demais filmes de amidos comerciais com diferentes razdes de amilose/amilopectina
demonstrou que esta caracteristica tem efeito apenas sobre a forca do filme e tensdo
superficial da solucdo filmogénica. No geral, todos os filmes demonstraram transparéncia com
baixos valores de 4E e opacidade, superficies lisas com aspecto homogéneo, isotermas do tipo
I11, ajustaveis pelo modelo de GAB, permeabilidade a vapor d'agua adequada para filmes de
amido, padrdes de infravermelho similares entre si e degradagdo térmica seguindo 0 mesmo
padrdo. Por fim, atraves dos testes e produtos desenvolvidos pdde-se demonstrar a
aplicabilidade do pinhdo, criando alternativas para valorizagdo do produto e aproveitamento
da semente inteira, diminuindo a geracdo de residuos. Foi possivel perceber também um
grande potencial da utilizacdo da semente em produtos que utilizem amido, farinha com
grande quantidade de carboidrato, fibras e compostos fendlicos com atividade antioxidante.

Palavras-chave: pinh&o; amido; farinha; extrato fenolico; casca de pinhdo; desenvolvimento
de produtos; formulages topicas; estabilidade; filme comestivel.



Abstract

Pinhdo is the Parana pine seed (Araucaria angustifolia), which grows naturally in the
southern states of Brazil, and is usually consumed cooked during the harvest season. There
are some studies with pinh&o, but there are a few efforts to increase its applicability as an
ingredient in the development of new products. The main goal of this work is to use the
pinhdo components such as starch, flour, phenolic extract of the husk and husk powder, as
natural ingredients for the development of innovative products in the pharmaceutical and food
industries. This work is divided into two stages: development of topical formulations in the
pharmaceutical industry area, and development of edible films in the food industry area. In
the first stage, there were developed two types of topical formulations, gel and emulgel with
pinhdo starch and phenolic extract of the husk. The stability was analyzed through thermal
stress cycles, and along six months of storage. In addition, a discriminative sensory analysis
was performed comparing formulations with their controls and an analysis of erythema and
skin pH through non-invasive probes was also made. Furthermore, possible correlation
between physical and rheological parameters of formulations over time through storage
Pearson correlation matrix was studied. The results of this step showed that the cosmetic
formulations maintained their physical appearance and the pseudoplastic behavior after stress
cycles and six months of storage, showing good stability. The addition of pinh&o starch kept
spreadability and increased the formulations’ viscosity when comparing with their controls.
The coat phenolic extract proved to be a good source of phenolic compounds with antioxidant
activity, which remained stable even after thermal stress. The formulations showed no signs
of skin irritation or pH skin alteration in the studies with human volunteers. The emulgel type
formulation was considered to have greater spread ability on the skin and better feeling of
peachy film, lower stickiness and perception on the skin after 5 minutes of application,
suggesting that the formulation spreads better and leaves no residual sensation on the skin.
Through the correlation analysis it was concluded that the higher the moisture content the
higher the consistency index, quality index and apparent viscosity and, on the other hand, the
lower the flow rate; the greater the average particle size, smaller the consistency index,
quality index and apparent viscosity. In the second stage of the work, there were developed
edible films based on pinh&o starch and flour, with or without grounded pinh&o husk addition.
Initially, the possibility of the use of glycerol, sorbitol, sucrose and glucose syrup as
plastificisers in starch films development was evaluated. The effect of the pinh&o starch and
sorbitol amounts in the films formation was evaluated through a 22 experimental design with
axial points and these variables influence was evaluated by the mechanical properties, color
and opacity, solubility and thickness of films. Pinhdo starch-based films and pinhdo flour-
based films with different amounts of glycerol have also been developed, characterized and
compared each other to the thickness, water vapor permeability (WVP), glass transition
temperature (Tg), scanning electron microscopy (SEM), apparent porosity (&), color, opacity,
and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). In addition, the raw materials were
analyzed for moisture content, water activity (Aw), apparent porosity and pasting profile.
Subsequently, pinhdo flour films were developed using the glycerol concentration which is
judged the most appropriate from the data previously studied. Different concentrations of
pinhdo husk were added to the films and the pinhdo husk addition influence on the
physicochemical properties, morphology by SEM, chemical structure by FTIR, total soluble
phenolic (TSP), and antioxidant capacity were analyzed. Finally, a comparison of the film
formed from pinhé&o starch and from commercial starches with different amylose/amylopectin
ratio was performed. The commercial starches used were the cassava starch and two types of
corn starch with high amylose content, Hylon V and Hylon VII. The films were characterized
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for density, total pore volume (TPV), color parameters, and opacity, structure analysis by
SEM, WVP, sorption/desorption isotherms, mechanical properties, FTIR and thermal stability
by thermogravimetric analyzer (TGA) and they were compared to each other. The
experimental design demonstrated that the thickness, solubility, Young’s modulus, maximum
stress, elongation at break, and color parameters b* and h presented significant models.
Pinhdo starch and sorbitol films showed adequate transparency and high solubility values.
The film thickness was greater with the use of higher starch and sorbitol concentrations, and
higher solubility values were reached in higher sorbitol amounts and lower starch
concentrations. In general, the films had low tensile strength, but with a tendency to increase
with starch concentration increasing and sorbitol concentrations decreasing. Pinh&o starch
and flour did not show differences in moisture content and pinh&o starch presented lower Aw,
@, but higher peak viscosity than pinh&o flour. Films made with pinh&o starch exhibited
lower thickness, @, WVP and opacity than pinh&o flour films, but higher Young’s modulus,
tensile strength and elongation at break. In addition, films with higher amounts of glycerol
exhibited higher WVP and elongation at break, with lower tensile strength and Young’s
modulus. The pinh&o flour films structure presented irregularities and were rougher than
pinh&o starch films. Differences in glycerol content did not affect Ty values of these films.
Flour films were yellowish and also had a higher opacity value. The FTIR spectra of pinh&do
starch and pinhdo flour films showed similar IR absorbance patterns, with no structural
change in the presence or absence of glycerol. The increase of pinhdo husk concentration
formed films with greater thickness, porosity, WVP, TSP, antioxidant capacity, Young's
modulus, dietary fiber and more intense color parameters for red (a*) and yellow (b*) . The
pinhdo husk presence decreased the elongation at break and lightness (L*), made rougher
films and with imperfections on the surface, visible by SEM images. The intensity of the
peaks in the infrared spectrum (FTIR) decreased when pinhdo husk concentration increased.
The comparison made between pinh&o starch films and films made with commercial starches
with different amylose/amylopectin ratios showed that this characteristic takes effect only on
the film strength and surface tension of the film solution. In general, all the films
demonstrated transparency with low AE values and opacity, a smooth surface with
homogeneous appearance. They also showed Type Il isotherm, adjustable by the GAB
model, adequate WVP, IR patterns similar to each other and thermal degradation following
the same pattern. Finally, through the tests and developed products it can be demonstrate the
applicability of the pinh&o and create alternatives for the whole seed utilization, reducing the
waste generation. In addition, it can be noticed a great potential of seed uses in such products
that use starch, flour with lots of carbohydrates, fiber and phenolic compounds with
antioxidant activity.

Keywords: pinhdo; starch; flour; pinhdo husk, products development; topical formulations;
stability; edible film.
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Capitulo 1 - Introducao

A semente do Pinheiro do Parana (Araucaria angustifolia sin. Araucaria angustifolia),
popularmente conhecida por pinhdo, é um produto regional consumido nos Estados do Sul do
Brasil. O pinheiro cresce naturalmente nesses estados e pode ser encontrado também na
Argentina e Paraguai. O método de colheita é rudimentar e, como a arvore é alta, muitas
vezes, 0s pinhdes ndo sdo colhidos diretamente, mas sim, recolhidos do chdo. A safra anual
ocorre no inicio do inverno e como ndo é consumida totalmente costuma ser destinada a
alimentacdo animal, o que indica um excedente de pinh&o ao final das safras. No dltimo censo
agropecuario realizado em 2006 o percentual de perda entre colheita e pinhdes vendidos foi
acima de 12% (IBGE, 2006).

Esta arvore foi muito explorada pela qualidade de sua madeira a ponto de ser incluida
na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extingdo do IBAMA
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente) (Brasil, 1992). Para garantir a preservacdo das
espécies ameacadas de extingdo 0 CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) criou a
Resolucdo 278/01 (Brasil, 2001) que proibe o corte e a exploracdo das espécies que constam
nesta lista oficial. Por isso, 0 uso do pinhdo em pesquisas que enfatizem o uso sustentavel
pode auxiliar nos esforgos de conservacgao encorajando o uso racional € o consumo moderado

da espécie.

Estudos que visem a producdo de pinhGes podem acarretar a promoc¢éo da extensédo
rural através da busca de alternativas para o pequeno produtor ter outras fontes de renda. O
uso do pinh@o em outras épocas do ano, além da estacdo de producgdo, torna o mercado mais
atrativo e incentiva a extracdo e comercializacdo dos pinhdes por parte dos produtores rurais

(Santos et al., 2002; Figueiredo-Filho et al., 2011). Somado a isso, existe uma atual tendéncia
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e grande interesse de aproveitamento da biodiversidade regional, com énfase no seu uso
sustentavel. O fortalecimento industrial dos chamados fitoprodutos pode criar condi¢es que
permitam, a médio e longo prazo, investir na exploracao racional da biodiversidade brasileira
para o desenvolvimento de produtos de maior valor agregado, o que pode contribuir para a

identificacdo de oportunidades no &mbito do agronegdcio.

O principal componente da semente de pinhdo é o amido. O pinhdo possui ainda, em
menor proporcao, proteinas, lipidios e fibra dietética (Cordenunsi et al., 2004; Capella et al.,
2009; Cladera-Olivera et al., 2011). A casca do pinhdo é uma fracdo da semente ainda pouco
explorada. Esta parte, normalmente considerada como residuo, possui compostos fenolicos
com atividade antioxidante, conferindo coloracdo marrom para a mesma (Cladera-Olivera,
2008; Silva et al., 2014). Além disso, a casca poderia representar uma boa fonte de fibras,
pois se sabe que, geralmente, as cascas de sementes possuem mais fibras que as proprias
sementes (Rocha et al., 2008).

Devido as caracteristicas expostas anteriormente, tanto a semente como a casca do
pinhdo, sdo matérias-primas promissoras que justificam o seu wuso integral no
desenvolvimento de novos produtos para aproveitamento do excedente das safras anuais.
Assim, os resultados desta tese estdo apresentados em dois capitulos diferentes, um que
contempla os resultados, discuss@es e conclusdes parciais do desenvolvimento de cosméticos
e 0 outro capitulo envolvendo os resultados, discussdes e conclusdes parciais do

desenvolvimento de filmes comestiveis.

O crescimento do mercado e do consumo na area cosmética faz com que haja uma
necessidade constante de desenvolvimento de produtos inovadores e tecnoldgicos, para suprir
a demanda crescente por novas opcOes e alcancar necessidades emergentes e tendéncias do
mercado consumidor. O interesse por ingredientes naturais em cosméticos faz com que o
apelo por produtos brasileiros seja evidenciado em outros paises. No exterior o Brasil € visto
como exotico, sendo capaz de produzir ingredientes muito diferentes do que se vé, por
exemplo, na Europa. Alguns dos ativos mais desejados por outros paises sdo 0 agai, 0
guarana, o camu camu, a castanha-do-para e a andiroba (ABIHPEC, 2013). No cenério atual,
0 apelo ao uso de produtos naturais em cosméticos tem apresentado bastante forca e
impulsionado uma parcela consideravel do setor, de forma que a utilizacdo de matérias-primas

naturais é bem aceita e inclusive incentivada pelo mercado.
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Além do estimulo aos produtos de origem natural, é crescente 0 incentivo ao
desenvolvimento de produtos “ecologicamente corretos”, cuja produgdo nido gere impactos
ambientais consideraveis, com enfoque bastante evidente no aproveitamento méaximo de

recursos e matérias-primas.

Na éarea de alimentos, existe hoje um grande esforco para evitar residuos de
embalagem e incentivar o uso de novos materiais, tais como filmes comestiveis e
biodegradaveis a partir de materiais renovaveis. Embalagens biodegradaveis feitas a partir de
polimeros naturais completamente renovaveis podem diminuir a poluicdo do meio ambiente,
uma vez que estes degradam ap0s o descarte, criando novos mercados para 0s produtos da
agricultura (Gontard & Guilbert, 1994; Xu et al., 2005).

Os filmes comestiveis podem ser desenvolvidos a partir de uma grande variedade de
polissacarideos, incluindo derivados da celulose, amido, quitina, proteinas, lipidios, alginato,
carragenas, pectina, entre outros (Cutter, 2006; Garcia et al., 2009). Este tipo de embalagem
"ecoldgica™ aléem de aumentar a vida Util de alimentos frescos e processados melhora a
sustentabilidade, uma vez que ndo é descartado no meio ambiente, mas sim consumido junto

com o alimento.

Filmes a base de amido de diferentes fontes tém sido amplamente estudados e indicam
que estes carboidratos sdo materiais promissores neste campo. Filmes a base de amido e
filmes compostos (que utilizam varios componentes que podem estar misturados naturalmente
na forma de farinha ou ser adicionados durante o desenvolvimento da formulacdo) podem
melhorar a qualidade dos alimentos, seguranca e estabilidade, uma vez que podem controlar a
transferéncia de massa entre os componentes do produto, assim como entre o produto e o
ambiente (Garcia et al., 2009).

Considerando o exposto anteriormente, a proposta de desenvolvimento de novos
produtos a partir do amido de pinhdo e da semente integral, utilizando a casca, tem a
vantagem de utilizar um produto regional, protegido por leis ambientais e que, muitas vezes,
acaba sendo tratado como residuo no final da safra, principalmente pelo excedente de
producdo ndo consumido. As pesquisas com énfase no uso sustentavel dessa espécie auxiliam
sua preservacao, o que pode gerar um estimulo para o plantio, uma vez que seria necessaria

materia-prima para a fabricacdo dos novos produtos.
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2.1. Objetivo geral

Este trabalho visa a desenvolver novas aplicabilidades para o pinhdo através da
elaboracdo de produtos nas areas cosmética e de alimentos, utilizando a semente de pinhao na
forma de amido e farinha crua, além da casca do pinhdo na forma de extrato aquoso e casca

moida.

2.2. Objetivos especificos
Os objetivos especificos relacionados ao desenvolvimento de cosméticos sdo:

= Auvaliar a influéncia da adicdo do amido de pinhdo e extrato da casca do pinhdo na
estabilidade acelerada e propriedades sensoriais das formulacdes e eleger a formulagéo
mais adequada para veiculagdo dos derivados do pinhdo.

= Estudar a estabilidade ao longo de seis meses de armazenamento das formulacdes
propostas quanto as suas propriedades fisicas e reologicas e avaliar a possivel

correlagéo entre estas propriedades.

Os objetivos especificos relacionados ao desenvolvimento de filmes comestiveis séo:

= Auvaliar a possibilidade de uso de diferentes plastificantes nos filmes a base de amido

de pinhéo e eleger o(s) mais adequado(s).
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Avaliar a influéncia do amido de pinhdo e do melhor plastificante nas propriedades

dos biofilmes (espessura, solubilidade, propriedades mecanicas, cor e opacidade).

Desenvolver e caracterizar filmes de amido e farinha crua de pinhdo com diferentes

quantidades de plastificante, avaliando suas diferencas.

Desenvolver e caracterizar filmes comestiveis com adicdo da casca do pinhd com o
objetivo de incorporar fibras e compostos fendlicos ao filme comestivel a base de

farinha de pinhéo.

Avaliar as diferencas entre filme de amido de pinhdo com filmes de amidos

comerciais, considerando diferentes teores de amilose/amilopectina.
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3.1. O pinh&o como matéria-prima

3.1.1. Situacdo ambiental e econdmica

O pinhéo é a semente da araucdria (Araucaria angustifolia), espécie que esta presente
na formacéo florestal conhecida como Floresta Ombrofila Mista, ou Floresta com Araucaria.
A floresta das araucarias é conhecida por ser fonte de inimeros subprodutos florestais, tanto
madeiraveis como ndo madeiraveis. Um dos subprodutos ndo madeiraveis dessa floresta € o
pinhdo, alimento nutritivo apreciado pela fauna silvestre e pelo homem (Santos et al., 2002;

Figueiredo-Filho et al., 2011). A Figura 1 mostra a araucéria e sua semente, o0 pinh&o.

Figura 1. Araucéria (a) e pinha com os pinhdes (b).

Fonte: Campestrini (2011) (a) e Verdi (2010) (b).
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Nas ultimas décadas houve uma exploracdo desordenada para a comercializacdo da
madeira desta espécie, considerada de boa qualidade para fabricacdo de moveis e construcéo
civil, bem como para a producao de papel e celulose (Wosiacki & Cereda, 1985; Rachwal et
al., 2007; Figueiredo-Filho et al., 2011). Na década de 70, a araucaria correspondia a 90% de

cerca de um milh&o de metros cubicos de madeira exportada pelo pais (Stefenon et al., 2003).

Essa grande exploracdo levou a espécie a ser inserida na lista oficial de espécies da
flora brasileira ameagadas de extingdo do Instituo Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), em 1992 (Brasil, 1992). Em 2001, uma resolucdo
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) suspendeu o corte e a exploracao das

espécies que constam na lista oficial do IBAMA em popula¢des naturais (Brasil, 2001).

Diante desses fatos o pequeno produtor rural precisou buscar alternativas para
contornar as restricbes impostas pela legislacdo e usufruir das qualidades que a espécie
oferece. Assim, o pinhdo produzido pela araucéria se tornou um produto importante para a
comercializacdo e obtencdo de renda extra para 0s produtores através da cultura

monoespecifica da araucaria (Figueiredo-Filho et al., 2011).

Estudos que visem a producdo de pinhGes podem acarretar a promocao da extensdo
rural através da busca de alternativas para o pequeno produtor ter outras fontes de renda. O
desenvolvimento de técnicas de conservacdo e industrializacdo, comercializacdo e uso do
pinhdo em outras épocas do ano, além da estacdo de producdo, torna 0 mercado mais atrativo
e incentiva a extracdo e comercializacdo dos pinhdes por parte dos produtores rurais (Santos
et al., 2002; Figueiredo-Filho et al., 2011). Entretanto, muitos dos estudos que envolvem a
araucéria foram desenvolvidos visando a técnicas de manejo principalmente para producao de
madeira. Porém, ao considerar a exploracdo do pinhdo, a renda total corrigida seria 22%
maior que a renda obtida num sistema de exploracdo de madeira, 0 que indica que a
exploracdo dos pinhdes em longo prazo € mais rentavel do que a exploracdo da madeira, além

de reduzir a pressdo de corte sobre os remanescentes existentes (Silva, 2006).

A importancia econdmica do pinhdo para os Estados de ocorréncia natural da araucaria
é significativa, sendo o pinhdo comercializado é oriundo principalmente de povoamentos
naturais de araucaria. De acordo com os dados divulgados pelo IBGE, a producéo nacional do
pinhdo em 2012 totalizou 9.638 toneladas, com valor total de R$ 14.419 milhdes e preco
médio de R$ 1,50 o quilograma (IBGE, 2013). A partir de dados coletados pelo IBGE
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observa-se a duplicacdo da producdo nacional em pouco mais de uma década (2000 a 2012),
que passou de 4.702 para 9.638 toneladas. Em relacdo ao valor da producdo, ocorreu um
aumento de 4,7 vezes, passando de R$ 3,024 milhdes para R$ 14,419 milhGes. Percebe-se,
assim, uma elevacéo significativa no periodo de 2000 a 2012, tanto da producdo quanto do
valor da producdo, sendo que o valor da produgdo aumentou substancialmente mais do que a
quantidade produzida, o que indica uma valorizacdo do produto. J& em relacdo ao preco
médio, ocorreu um aumento de 2,3 vezes, passando de R$ 0,64 para R$ 1,50, calculado a
partir da divisdo simples do valor total da producédo pela producdo no periodo considerado.
Ressalta-se, porém, que 0s pregos variam bastante, de acordo com o local da venda e com a
época de comercializagdo (CONAB, 2014). O preco de comercializacdo do quilograma do
pinhdo nos mercados atacadistas de Séo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
variaram de R$ 1,29 a 2,32, com média de R$ 1,97 em 2011. Porém, no mesmo ano, 0sS
valores no mercado varejista chegaram a mais de R$ 4,00 por quilograma em Curitiba, PR,
por exemplo (Danner et al., 2012). Além da inflacdo, o preco do pinhdo pode sofrer variacdes
de acordo com o clima e a safra. No ano de 2015 o pinhdo chegou ao CEASA de Blumenau,
em Santa Catarina, com preco de R$ 4,00 o quilograma, porém, no ano anterior chegou a ser

vendido por R$ 7,98 em alguns meses (Pinhdo chega aos mercados com pre¢o menor, 2015).

A perecibilidade do pinhdo, aliada a falta de industrializacdo e a sazonalidade de
producdo (normalmente de marcgo a julho) faz com que sua comercializacdo seja feita quase
que totalmente in natura e na regido de producdo. Para mudar esta realidade é necessario
implantar uma estrutura de armazenamento em camaras frias, a temperatura de 2 °C e
umidade relativa de 90 + 2% (Amarante et al., 2007), desenvolver técnicas de industrializacao
do pinh&o e intensificar a divulgacdo do pinhdo como alimento nutritivo. Isto favoreceria a
comercializacdo também fora da época de colheita e 0 acesso a mercados consumidores fora
da area de ocorréncia da Floresta com Araucéria, para obter um maior valor agregado, com

aumento da renda das familias envolvidas (Danner et al., 2012).

Estudos recentes da Embrapa Floresta do Parana demonstraram que € possivel obter a
producdo precoce de pinhdes através do processo de enxertia. Quando as mudas estdo com mais ou
menos um ano de idade, elas estdo prontas para receber o broto de uma Araucaria mais velha e
assume a idade da ‘Araucaria mée'. Para isso € preciso pegar um broto no topo da arvore; com esta
técnica pode-se escolher as caracteristicas que a nova Araucéria tera e é possivel planejar a

producdo com mais eficiéncia. Essa alternativa de cultivar Araucarias que dao pinhdes com a
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metade do tempo de uma planta convencional e que produzem &rvores menores que podem
facilitar a colheita, pode ajudar no combate a extingdo da araucéria (Embrapa desenvolve

araucarias que produzem pinhdo em menos tempo, 2015).

3.1.2. Pinh&o: caracteristicas fisico-quimicas da semente

O pinhédo tem sido alvo de estudos que contemplam seus componentes nutricionais, a
caracterizacdo da semente, a extracdo e caracterizacdo do amido, aléem do uso tecnoldgico,
visando & aplicagdo industrial (Cereda & Wosiacki, 1985; Wosiacki & Cereda, 1985;
Wosiacki et al., 1989; Datta et al., 1991; Datta et al., 1993; Bochi et al., 2002; Lobato et al.,
2002; Cordenunsi et al., 2004; Bello-Pérez et al., 2006; Olivarez & Norefia, 2006; Conforti &
Lupano, 2007; Leite, 2007; Cladera-Olivera, 2008; Cladera-Olivera et al., 2008; Thys et al.,
2008; Capella et al., 2009; Thys et al., 2010; Cladera-Olivera et al., 2011; Conto et al., 2011;
Cladera-Olivera et al., 2012; Pinto et al., 2012; Spada et al., 2012a; Spada et al., 2012b; Costa
et al., 2013; Klein et al., 2013; Spada et al., 2013; Thys et al., 2013; Daudt et al., 2014;
Goncalves et al., 2014; Silva et al., 2014). A semente do pinh&o ¢ dividida conforme ilustra a
Figura 2 e as partes mais utilizadas nos estudos para a extragdo de amido, bem como sua
caracterizacdo e uso tecnoldgico, sdo o endosperma (2b) e o embrido (2c).

Figura 2. Partes do pinhdo: casca (a), endosperma primario (b) e embrido (c).

O pinhdo é uma boa fonte de carboidrato, principalmente amido, que é o componente
presente em maior quantidade na semente (aproximadamente 36% em base Umida). As

caracteristicas nutricionais e tecnoldgicas do pinh&o apresentam-se diferentes para a semente
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crua e para a semente cozida. Por exemplo, os compostos fendlicos e a quercetina presentes
na envoltura interna (pele) e casca migram para o endosperma apds o cozimento (Cordenunsi
et al., 2004). A Tabela 1 apresenta os valores de analises fisico-quimicas do pinhdo cru e

cozido.

Tabela 1. Valores obtidos nas analises fisico-quimicas do pinhdo cru e cozido (com casca).

Analise (%6b.u.*) Pinh&o cru Pinh&o cozido® Pinh&o cozido?
Umidade 49,50 £ 0,02 50,35+ 0,71 50,5
Proteina 3,57+ 0,05 2,31 +0,05 3,0
Lipidios 1,26 + 0,07 1,26 + 0,09 0,7
Residuo mineral fixo 1,60 £0,01 1,41 +£0,02 1,8
Carboidrato - - 43,9
Amido 36,28 £ 0,11 34,48 £0,72 -
Fibra alimentar - - 15,6
Fibra dietética solGvel 0,63 +0,13 0,55+ 0,18 -
Fibra dietética insoltvel 4,26 £ 0,20 5,17 +0,25 -
Acucares totais sollveis 2,43 0,64 -

Fonte: *Cordenunsi et al. (2004); * Tabela brasileira de composicéo de alimentos (NEPA-UNICAMP, 2011);
*p.u., base imida

As sementes cruas e cozidas de pinhdo possuem compostos fendlicos, flavonoides e
taninos condensados (protocianidinas), sendo que as maiores proporc¢des séo encontradas nas
sementes cozidas devido a migracdo desses compostos da casca para a semente durante o
cozimento. Os principais compostos fenolicos encontrados nas sementes cruas e cozidas de
pinhdo sdo catequina, &cido galico e quercetina. As sementes cozidas apresentam
aproximadamente quatro vezes mais quantidade de compostos fendlicos que as sementes
cruas (5,92 £ 0,09 ug/mg e 24,06 + 1,3 ug/mg de fenolicos totais nos extratos de sementes
cruas e cozidas, respectivamente) (Koehnlein et al., 2012). Ambas as sementes, crua e
cozida, contém valores elevados de catequina, sendo que a concentracdo desse composto
também aumenta com o0 cozimento da semente. A semente crua apresenta valores de
catequina na faixa de 17 a 23 mg/100g de sementes e 0 pinhdo cozido de 21 a 54 mg/100g
(Cordenunsi et al., 2004; Koehnlein et al., 2012).

As diversas estruturas de carboidratos exibidas nas superficies das células sao
adaptadas para servirem de sitios de interacdo entre célula e seus ambientes. As proteinas
denominadas lectinas s@o os parceiros que se ligam a estruturas de carboidratos especificos
(Berg et al., 2002). Esse grupo de proteinas liga acucares e € capaz de aglutinar células e/ou

precipitar glicoconjugados. O pinhdo possui dois tipos de lectinas: lectina | e lectina Il. As
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lectinas sdo glicoproteinas encontradas na natureza que contém 6,3% (lectina 1) e 2,9%
(lectina I1) de acucares neutros. Essas lectinas diferem a partir de todas as outras lectinas de
plantas no que diz respeito a sua elevada atividade especifica e composicao de subunidades. A
composicdo de aminoacidos de ambas as lectinas possuem pouca diferenca, mas ambas
apresentaram grandes quantidades de aminoécidos &cidos e auséncia de metionina nas suas
moléculas (Datta et al., 1991).

3.1.3. Componentes de interesse
3.1.3.1. Farinha de pinhao

A farinha de pinhdo pode ser obtida através do descascamento dos pinhd@es, corte,
secagem e moagem posterior. A moagem também pode ser realizada antes da etapa de
secagem e a farinha pode ser obtida a partir do pinhdo cru ou cozido (Bezerra et al., 2006;
Cladera-Olivera, 2008; Capella et al., 2009).

Farinhas obtidas a partir de pinhdo cru e cozido sdo boas fontes de fibras (entre 5 e
6,5%), proteinas (em torno de 3%), e lipideos entre 5 e 6%, podendo ser uma opcao
tecnoldgica para o processamento do pinhdo sob os aspectos quimicos e nutricionais. A
diferenca mais evidente entre as farinhas de pinhdo cru e cozido se deve em relacdo a cor e a
textura, sendo a primeira semelhante a farinha de trigo comum e a segunda de cor amarelada e
maior densidade pela incorporacdo de substancias flavonoides da casca e adsorcdo de agua
(Capella et al., 2009).

A aplicagdo da farinha em produtos alimenticios pode conferir melhoramento na
composicao nutricional, além de ser uma forma tecnoldgica de aproveitar essa matéria prima,
trazendo produtos diferenciados ao mercado consumidor. Alguns estudos sugerem a aplicacédo
da farinha de pinhdo no desevolvimento de mistura para suflé e no preparo de pdes para
aumentar o teor de fibras dos paes (Bezerra et al., 2006; Cladera-Olivera, 2008). A farinha de

pinh&o é também conhecida popularmente em preparacdes de uso culinario.

3.1.3.2. Amido: propriedades e aplicagéo

O amido é o componente em maior propor¢do na semente de pinhdo, em média 36%
em base imida (Cordenunsi et al., 2004), sendo alvo de diversos estudos. O amido de pinh&o

pode ser extraido de maneira simples, através de lavagens com agua a baixas temperaturas
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(~5 °C). O teor de amilose do amido pode ser relacionado com a retrogradacdo, entalpia e
temperatura de gelatinizacdo (Bello-Pérez et al., 2006). No amido de pinhdo j& foram
relatados valores de conteudo de amilose de aproximadamente 26% (Bello-Pérez et al., 2006;
Thys et al., 2010) e de cerca de 23% (Stahl et al., 2007), enquanto que para o amido de milho
o teor de amilose pode ficar entre 16,8 e 21,3% (Sandhu et al., 2007).

A Tabela 2 apresenta os valores obtidos para as analises fisico-quimicas realizadas no
amido de pinhdo nativo por Thys (2009), Bello-Perez et al. (2006), Stahl et al. (2013) e
Conforti & Lupano (2007). As diferencas de valores podem ser atribuidas aos diferentes
locais de cultivo, uma vez que as sementes analisadas por Thys (2009) foram adquiridas de
mercados locais de Porto Alegre, Stahl et al. (2013) adquiriram as sementes de mercado local
de Santa Maria, RS, as sementes obtidas por Bello-Pérez et al. (2006) provinham de mercado
local de S&o Paulo, SP e as sementes adquiridas por Conforti & Lupano (2007) provinham de
San Antonio, provincia de Misiones na Argentina. Além disso, as diferencas podem ocorrer
também em funcdo das safras e dos tipos de analises realizadas, como, por exemplo, analises

de amido, amilose e/ou carboidrato.

Tabela 2. Composicéo fisico-quimica do amido de pinhdo nativo (valores expressos em percentual

(9/1009)).

Anaélise Composicdo’” Composicdo® Composicdo®” Composicdo”
Umidade (b.u.) 12,21 +1,24 12 - -
Amido (b.s.) 69,13 + 0,22 86 - -
Amilose (b.s.) 26,3+0,70 25+0,6 2354+ 1,74 224+19
Carboidratos (b.s.) - - 97,47 +1,10 95,952
Cinzas (b.s.) 0,44 £ 0,00 0,04 0,32 £ 0,09 0,28 £ 0,02
Fibra bruta (b.s.) 0,39+ 0,00 - 0,86 + 0,40 -
Proteina (b.s.) - Né&o detectado 0,17 £ 0,01 3,25+0,17
Lipidios (b.s.) - - - 0,52 £ 0,50

Fonte: “Thys (2009), “Bello-Pérez et al. (2006), *Costa et al. (2013), “Conforti & Lupano (2007).
*Média de trés determinacdes (b.s.) + desvio padrdo. (b.u.): base Gmida; (b.s.): base seca. *Estimado por
diferencga.

Em funcdo destas diferencas, que podem ocorrer devido a localizacdo e tipos de
arvores que produzem o pinhdo, Costa et al. (2013) caracterizaram amidos nativos de pinhdo
da semente de Araucaria angustifolia de 4 diferentes colegdes de germoplasma. O
germoplasma &€ uma fonte de variabilidade genética disponivel para o melhoramento de
plantas. Essas tecnicas tornaram-se acessiveis e necessarias para proteger a diversidade
biologica. As cole¢Bes sdo grupos de genoétipos representativos com a variabilidade genética

das espécies que sdo objeto de conservacdo. As amostras utilizadas no estudo desses autores
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foram obtidas a partir de sementes de pinheiro do Parand, fornecidas pela EMBRAPA
Florestas (banco de germoplasma, localizado a 7°0'37"S e 37°20'14"W, Colombo, PR, Brasil).
A Tabela 3 apresenta a composicdo centesimal encontrada por esses autores, sendo 0S

diferentes germoplasma chamados de a, b, c e d.

Tabela 3. Valores obtidos para a composi¢do centesimal de amido nativo de pinhdo extraido de 4
diferentes cole¢fes de germoplasma.

Amostra
a b C d
Umidade (g/100g) 7,47 £0,15° 7,27+0,35° 6,17 +0,37° 7,46 0,20
Cinzas (g/100g) 0,33+0,03* 0,24+0,06° 0,20+0,08° 0,35+0,04°

f§ = Proteina (g/100g) 0,54 +0,04° 0,67+0,11° 0,41+0,01° 0,62 +0,05°
é % Fibra (g/100g) 2,80+0,46" 157+0,06° 3,35+0,34° 3,40+0,08°
g £ Lipidio (g/100g) 0,50 +0,01° 0,49+0,02° 0,46+0,04° 0,35+ 0,08°
O & Carboidrato (9/1009) 88,27 89,76 89,41 87,82
Amilose (%) 26,40 + 0,44* 26,67 +0,54° 26,68 +1,40° 23,76 +1,08"
Amilopectina (%) 73,60 73,33 73,32 76,24

Fonte: Costa et al. (2013). Média de trés determinagdes + desvio padrdo. Valores seguidos da mesma letra
na mesma linha ndo apresentam diferenga significativa (p > 0,05).

Os granulos de amido de pinhdo nativo sdo arredondados ou ligeiramente ovais, com
hilo central (Conforti & Lupano, 2007; Thys, 2009; Daudt et al., 2014) e padrédo de
cristalinidade tipo-C, que é uma forma polimorfica cristalina considerada como sendo a
mistura dos tipos 'A' e 'B' (Thys et al., 2008; Pinto et al., 2012; Daudt et al., 2014).
Normalmente, os espectros tipo A sdo observados em amidos de cereal, enquanto 0s espectros
tipo B sdo encontrados em amidos de tuberosas como a batata e amidos com alto teor de
amilose (Buléon et al., 1998). Como o tipo-C é uma mistura de dois padrfes, os valores dos
picos em angulos de difracdo 20 podem apresentar variagdes conforme o processo de extragao
utilizado. Entretanto, Conforti & Lupano (2007) analisaram o amido extraido das espécies
Araucaria angustifolia e Araucaria araucana e constataram que 0s amidos apresentaram
padrdo de difratogramas de raios-X compativeis com o tipo-A, com maiores picos em 15°,
17° e 23°. O amido de pinh&o tem estrutura semicristalina, com grau de cristalinidade que
pode variar em fungdo do tratamento utilizado para extracdo do amido, origem boténica, A.
angustifolia ou A. araucana, e modificagdes quimicas ou fisicas do amido, atingindo valores
na faixa de 19 a 39% (Conforti & Lupano, 2007; Thys et al., 2008; Pinto et al., 2012; Costa et
al., 2013).
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A temperatura de gelatinizacdo do amido é uma caracteristica importante para
determinar condigcOes de processo de modificagdes deste constituinte, assim como avaliar o
grau de retrogradacdo. Valores para temperatura de gelatinizacdo de amido de pinhdo nativo
foram encontrados em 47 °C (Thys, 2009), 55 °C (Daudt et al., 2014), 63 °C (Bello-Pérez et
al., 2006; Costa et al., 2013) e 66-68 °C (Conforti & Lupano, 2007; Pinto et al., 2012). Estes
valores encontrados por diferentes autores podem sofrer variagdo conforme a safra, as

germoplasmas, a localizacdo, o contetdo de amilose, entre outros.

As modificacbes nos amidos sdo normalmente propostas para melhorar seu
desempenho e aplicacdo tecnoldgica. Dentre os tipos de modificacBes ja estudadas no amido
de pinhdo pode-se destacar a hidrolise acida (Thys et al., 2013), a fosfatacdo (Bochi et al.,
2002; Lobato et al., 2002; Costa et al., 2013), a oxidacdo com adicao de hipoclorito de sddio
(Conto et al., 2011), o tratamento calor-umidade (HMT: heat-moisture treatment) (Pinto et
al., 2012) e o tratamento calor-umidade simples e duplo (HTM simples e duplo) (Klein et al.,
2013).

Ao comparar com o amido de milho, o amido de pinhdo &cido-hidrolisado tem menor
tendéncia a retrogradacao ap6s similar periodo de armazenamento. O amido de pinhdo, em
geral, tem menor solubilidade que o amido de milho, porém, o amido de pinhdo &cido-
hidrolisado apresenta solubilidade significativamente mais alta que o amido de milho

modificado nas mesmas condi¢des (Thys et al., 2013).

Os amidos com maiores graus de fosfatagdo (0,07 e >0,12) tém alta capacidade de
ligacdo em agua fria, poder de inchamento e claridade de pasta, mas menor sinerese de pasta
que o amido nativo. A solubilidade do amido de pinhdo aumenta em grau de fosfatacdo médio
(0,07) e em baixo grau de substituicdo (0,015) as curvas de viscosidade sdo similares as do
amido nativo (Costa et al., 2013). Os resultados obtidos por Bochi et al. (2002) também
sugerem que a fosfatacdo provoca um aumento na capacidade de ligacdo em agua fria e na
transparéncia dos geis de amido, podendo ter importante aplicacdo no preparo de alimentos

pré-prontos.

Outro tipo de modificacdo ja realizada no amido de pinhdo foi a oxidagdo com
hipoclorito de sodio, que tende a aumentar a solubilidade do amido, a claridade da pasta

formada e diminuir o contetdo de amilose em altos valores de cloro ativo (3,5%) (Conto et
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al., 2011). O conteddo de amilose esta relacionado com a claridade da pasta, uma vez que,
quanto menor o contetido de amilose, maior a transmitancia (Wang & Wang, 2003).

Quando modificado com HTM (heat-moisture treatment — tratamento com diferentes
temperaturas de aquecimento e diferentes percentuais de umidade) o amido de pinhéo,
comparado ao amido nativo, apresenta um aumento na intensidade dos picos nos
difratogramas de raio-X e forca do gel e diminui¢do do poder de inchamento e solubilidade.
Este tratamento também aumenta a temperatura de pasta, a viscosidade final e a temperatura

de gelatinizag&o e provoca diminuicdo na entalpia de gelatinizacdo (Pinto et al., 2012).

O amido de pinh&o tem seu padrdo de cristalinidade alterado do tipo-C para o tipo-A
quando submetido a HTM. Normalmente, HTM promove um aumento na forca do gel e
diminuicdo na solubilidade, como funcdo do aumento das ligacdes cruzadas entre as cadeias
do amido. O amido de pinhdo submetido ao simples e duplo HTM a 120 °C demonstra
reducdo na forca do gel quando comparado ao amido de pinhdo tratado a 100 °C, o que sugere
um colapso parcial da estrutura cristalina a essa temperatura; entretanto, a faixa de
temperatura de gelatinizacdo (Ts— T,) do amido de pinh&o tratado com simples e duplo HTM
a 120 °C aumenta aproximadamente 58 % comparada ao amido de pinh&o nativo, o que indica
a formacdo de novos cristais de amido com diferentes estabilidades térmicas. O aumento do
pico da temperatura de gelatinizacdo no caso do tratamento duplo, de 66 °C para 75 °C
(100 °C) e 81 °C (120 °C), pode ser devido a formacdo de amido resistente (Klein et al.,
2013).

Uma possivel aplicacdo para o amido de pinhdo é sua utilizacdo como excipiente
farmacéutico. O amido de pinhdo extraido por Daudt et al. (2014) apresentou alto grau de
pureza (~95% de amido), pH na faixa adequada para utilizacdo como excipiente (~6,5),
propriedades de fluxo baixas devido a coesdo das particulas, o que é comumente observado
em amidos nativos de diferentes origens boténicas, assim como a baixa solubilidade. Os
grénulos de amido de pinhdo apresentam tamanhos homogéneos com uma estreita distribuicao

de tamanhos, o que favorece a aplicacdo farmacéutica.

O amido de pinhdo pode ser utilizado também como material de parede em
microcépsulas obtidas por liofilizagdo (Spada et al., 2012a), além de poder ser utilizado na
obtencdo de nanoparticulas por spray-dryer (Gongalves et al., 2014). As microcapsulas

obtidas com amido de pinh&o encapsulando betacaroteno por liofilizacdo sdo mais estaveis
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qguando utilizado amido hidrolisado com dextrose equivalente (DE) 12, considerando as
seguintes condigdes: na presenca de luz ultravioleta a 25+ 2 °C, no escuro a 25+ 2 °C e no
escuro a 10,0 +0,2°C (Spada et al., 2012b). As isotermas de adsor¢do de agua dessas
microcapsulas foram avaliadas a 10, 20 e 30 °C pelo método gravimétrico e o0 modelo de
Peleg foi o modelo que melhor se ajustou aos dados de sorcdo de umidade (Spada et al.,
2013).

Gongalves et al. (2014) obtiveram nanoparticulas de amido de pinhdo, através do
método de atomizacdo, com o uso do amido modificado por hidrélise acida e ultrassom. Os
amidos modificados por hidrdlise &cida e ultrassom atingiram tamanhos nanomeétricos, com
tamanho médio de particula de aproximadamente 453 e 22 nm, respectivamente. A hidrolise
conferiu maior solubilidade, higroscopicidade e translucidez para a nanoparticula. Estas
nanoparticulas de amido obtidas por hidrdlise &cida e ultrassom podem ser (teis para o
desenvolvimento de novos biocompdsitos com propriedades melhoradas para ser empregados

como materiais de revestimento ou filmes.

3.1.3.2. Casca do pinhdo

A casca do pinhdo ainda é uma fracdo da semente pouco explorada, mas existem
estudos que evidenciam os compostos fendlicos presentes na mesma (Cladera-Olivera, 2008;
Silva et al., 2014). Cordenunsi et al. (2004) demonstraram que a quantidade de compostos
fendlicos presentes na semente de pinhdo crua e cozida séo diferentes; ndo sdo detectaveis
flavonoides na semente crua, enquanto que a casca interna da semente tem contetdo de
quercetina cinco vezes mais alto que a casca externa da semente e, durante o cozimento, a
quercretina migra para a semente. A casca interna da semente tem um alto conteldo de
compostos fendlicos e as sementes cozidas em condi¢es normais (com a casca) apresentam

contetdo de fendlicos totais cinco vezes mais alto que sementes cozidas sem a casca.

Souza et al. (2014) estudaram a atividade antioxidante de extrato da casca do pinhao
extraido a 100 °C sob refluxo com agua, liofilizado e adicionado de agua para as analises.
Foram encontrados altos niveis de compostos fendlicos no extrato, atingindo
1.586 + 14.53 mg GAE/100 g de casca (mg de acido galico equivalente por 100 g de casca de
pinhdo). Estes mesmos autores ainda demonstraram, através de andlise de cromatografia

liquida de alta eficiéncia, que 0os compostos em maior quantidade presentes no extrato da
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casca de pinhdo sdo catequina (140,6 + 2.86 mg/100 g casca), epicatequina
(41,3£2,73mg/100g casca), quercetina (23,2+0,06 mg/100g) e apigenina
(0,6 £ 0,06 mg/100 g casca).

E possivel extrair os compostos fendlicos da casca do pinh&o com diferentes solventes,
sendo o metanol o melhor solvente testado e o etanol o segundo melhor. Para possivel
aplicacdo em alimentos a utilizacdo de etanol na extracdo é mais bem aceita. Ao considerar as
condicbes estudadas por Cladera-Olivera (2008), consegue-se a maxima concentracdo de
compostos fendlicos e de atividade antioxidante a baixos volumes (proporcdo de
aproximadamente 1:5, casca:solvente), com concentracdo de etanol de aproximadamente 55%

e temperatura de aproximadamente 68 °C.

Além da possivel aplicacdo em alimentos, a casca do pinhdo pode ser utilizada com o
objetivo de causar efeito inibitorio na atividade de a-amilases. 1sso acontece porque a casca
de pinhdo é rica em taninos condensados que, quando extraidos e purificados, além de inibir a
atividade de a-amilases (salivar humana e pancreatica de porco), é capaz de diminuir os niveis
glicémicos pos-prandial em ratos apds administracdo de amido. Por isso, sugere-se que estes
taninos poderiam ser utilizados para suprimir a hiperglicemia pés-prandial em pacientes
diabéticos (Silva et al., 2014).

A casca do pinhdo poderia ser aproveitada ainda como fonte de fibras. N&o foram
encontrados estudos que a utilizem para este fim, mas sabe-se que, no geral, as cascas de

sementes possuem mais fibras que as proprias sementes (Rocha et al., 2008).

3.2. Industria farmacéutica — cosméticos

3.2.1 Mercado Cosmético - atualidades

O uso de ingredientes naturais em cosméticos tem sido alvo de diversos estudos, onde
se destacam os extratos vegetais (Aburjai & Natsheh, 2003). Dentre estes produtos naturais,
as substancias extraidas de plantas, flores e frutos brasileiros, que estdo presentes em uma
grande diversidade de produtos e ativos, estdo sendo bastante exploradas. O agai, por
exemplo, € muito apreciado em uso cosmetico por seus poderes antioxidantes e seu uso com
esse intuito ajudou a elevar o Brasil a categoria de pais lancador de tendéncias na area
cosmética (ABIHPEC, 2013).
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O Brasil é um dos paises com maior diversidade natural do mundo em funcdo da sua
extensdo territorial, tendo a caatinga, o cerrado, a Amazonia, a Mata Atlantica e um vasto
territorio a ser explorado. Com base neste apelo brasileiro, pode-se citar alguns produtos
como a linha Ekos da Natura®, que utiliza produtos com ativos extraidos da regido amazonica
de maneira sustentavel, a L'Occitane® (marca francesa) que lancou duas linhas completas de
produtos baseadas em ingredientes brasileiros, jenipapo e mandacaru, e a marca Sol de
Janeiro® que apostou em uma linha de protetores solares com ativos brasileiros incluindo aca,
manga e carambola (ABIHPEC, 2013).

O interesse por ingredientes naturais em cosméticos faz com que o apelo por produtos
brasileiros seja evidenciado em outros paises. No exterior, o Brasil é visto como exético,
sendo capaz de produzir ingredientes muito diferentes do que se vé, por exemplo, na Europa.
Além do acai, o0 guarand, o camu camu, a castanha-do-pard, e a andiroba séo alguns dos ativos

mais desejados por outros paises (ABIHPEC, 2013).

O setor de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos no Brasil cresce a cada ano
devido as suas caracteristicas inovadoras no langcamento de produtos mais especificos para
cada tipo de pele, cabelo, idade e sexo. Dentre as categorias com maior potencial de
crescimento esté a de produtos para pele, que partiu da 72 posicdo em 2008 para a 5% em 2013.
Diante desse cenario, lancamentos de produtos, marcas, tecnologia e profissionais mais
preparados tém feito este o setor certo para impulsionar novos investimentos (ABIHPEC,
2014).

Uma das apostas para conquistar novos consumidores é oferecer ativos inovadores
que, em pouco tempo, apresentam bom resultado e que facilitam o dia-a-dia, como os cremes
antienvelhecimento e os produtos que trazem diversos beneficios em apenas um produto,
como os multifuncionais. Atualmente, apenas 15% da populacéo brasileira utilizam produtos
anti-idade; no entanto, estes produtos ganham a cada dia mais espaco no mercado. Mulheres
com idade superior a 55 anos normalmente utilizam produtos para este fim, mas ja existe o
consumo por parte de jovens de 16 a 24 anos (ABIHPEC, 2014).

Entre os anos de 2001 e 2010 o PIB do Brasil apresentou crescimento real de 41%,
enquanto que o setor de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC) teve um
crescimento de 70%, o que contribuiu de forma expressiva para 0 crescimento econdmico

brasileiro. E interessante ressaltar que este crescimento foi impulsionado, principalmente, por
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um aumento significativo de volume de vendas e ndo por aumento de precos (Fernandes et al.,
2012). A inddastria de HPPC apresentou, ao longo dos Gltimos anos, crescimento bem mais
vigoroso que o restante da industria: 9,2% ao ano de crescimento médio no setor contra 2,8%
ao ano do PIB Total e 1,9% ao ano da Industria Geral (dados até o ano de 2014) (ABHIPEC,
2015). Percebe-se, assim, que o setor cresceu mais que o Brasil, de forma geral, e conseguiu
fazé-lo com um reajuste de precos inferior a média. Com isso, o setor ficou mais competitivo,
mais acessivel e conseguiu ampliar sua penetracdo nas classes menos favorecidas (Fernandes
etal., 2012).

Em relacdo ao mercado mundial de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos,
conforme dados do Euromonitor de 2014, o Brasil ocupa a terceira posicéo e representa 9,4%
do consumo mundial (ABHIPEC, 2015).

3.2.2. Tipos de formulacdes cosméticas para uso topico

Atualmente existe uma grande variedade de produtos cosméticos para uso topico. De
acordo com o tipo, os cosméticos podem ser utilizados com o objetivo de limpar a pele,
preservar sua umidade natural e estimular seu metabolismo, além de proteger a pele contra os
danos causados por radiacdo ultravioleta. Durante o desenvolvimento de cosméticos devem
ser levadas em consideracdo sua seguranca, estabilidade, textura e funcionalidade baseado em

pesquisas e entendimento das funces fisiologicas da pele (Mitsui, 1997).

Alguns dos tipos de formulagbes cosméticas para uso topico mais utilizadas sdo as
emulsGes 6leo em agua (O/A) ou dgua em Oleo (A/O), os géis, as misturas de emulsdes e géis,
que podem ser chamadas de emulgel ou emulséo gel, os cremes e as logdes.

As emulsdes normalmente utilizadas em produtos cosméticos sdo materiais
semissélidos com uma porc¢do aquosa (hidrofilica) e outra oleosa (hidrofébica). As emulsdes
podem ser classificadas de duas maneiras, dependendo de suas fases interna e externa:
emulsdo 6leo em agua (O/A) e emulsdo agua em Gleo (A/O). Na emulsdo O/A o OGleo é
disperso em agua e, de forma inversa, na emulsdo A/O a agua fica emulsionada (Schueller &
Romanowski, 2002).

Os cremes 6leo em agua (O/A) séo largamente utilizados na industria farmacéutica e
cosmética por suas propriedades terapéuticas e como veiculo de liberagdo de ativos

farmacéuticos e cosméticos na pele. O formulador necessita desenvolver um produto



Capitulo 3 - Fundamentos Teoricos e Revisdo Bibliografica 21

dermatoldgico que tenha boa estabilidade fisica e quimica, uma aparéncia atrativa e, também,
proporcionar um sistema adequado de transporte da substancia ativa. O sistema deve ser néo
irritante para a pele e facilmente aplicado e removido, se necessario. Assim, muitas
formulacGes sdo complexas, com multicomponentes com uma série de agentes emulsionantes,
polimeros e outros aditivos. Uma compreensdo dos emulsionantes, o efeito provocado por
eles e da microestrutura de tais sistemas sdo essenciais para aperfeicoar a formulacdo e
fabricacdo de produtos existentes e na concep¢do de novos sistemas dermatologicos de
distribuicdo (Ardelean et al., 2011).

Os cremes tipo O/A estabilizados com misturas de emulsificante formam, pelo menos,
quatro sistemas de fases: a) fase gel cristalino/hidrofilico, composto por camadas duplas de
surfactante e gordura anfifilica; moléculas de &gua séo inseridas entre as bicamadas, formando
assim uma camada de agua interlamelar; b) camada de agua bruta; moléculas de agua ligadas
que sdo grandes quantidades de dgua em equilibrio com a agua fixada interlamelarmente na
fase de gel. Ambas as fases formam uma fase continua (externa) do sistema. Supfe-se que as
moléculas de &gua fixadas interlamelarmente apresentam diferentes propriedades fisico-
quimicas e biofarmacéuticas do que as da fase de agua bruta; c) fase gel lipofilico. O excesso
de gordura anfifilica, que ndo faz parte da fase gel hidrofilico, forma uma matriz de carater
lipofilico; d) fase Oleo disperso. Esta fase interna € imobilizada mecanicamente

principalmente a partir da fase gel lipofilica (Ardelean et al., 2011).

Os emulsificantes sdo utilizados para tornar uma emulsdo estavel através da reducéo
da tensdo interfacial entre as duas fases naturalmente imisciveis. Quando colocados em agua
os emulsificantes tendem a se alinharem para reduzir a interacdo entre as pontes hidrofilicas e
lipofilicas. Com a quantidade suficiente de emulsificante ha a formacao de estruturas espirais
chamadas micelas. A Figura 3 apresenta esquematicamente a micela de uma emulséo, onde as
caudas lipofilicas (porcao hidrofébica) estdo orientadas em direcdo ao centro da micela e as
cabecas hidrofilicas (porcdo hidrofilica) formam a superficie externa (Schueller &
Romanowski, 2002). As substancias com estas caracteristicas sdo denominadas anfifilicas
(Leonardi, 2004).

Outra forma cosmética bastante utilizada em formulagdes topicas séo os géis. O gel é
um sistema semissolido com caracteristica coloidal, aspecto gelatinoso, e é formado por uma
dispersdo de particulas pequenas em um veiculo liquido, sendo que estas particulas coloidais

ndo se sedimentam, ficando dispersas. A forma gel é uma suspensdo estavel e adequada para
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formulagbes de uso topico, normalmente indicado para veicular substancias ativas
hidrossollUveis e lipossomas, sendo mais indicados para uso em peles oleosas e mistas
(Leonardi, 2004).

Figura 3. Representacdo esquematica da micela formada durante a formacao da emulsdo.

Porcéo
hidrofilica

Porcéo
idrofébica

Fonte: adaptado de Schueller & Romanowski (2002)

Geralmente as substancias formadoras de géis sdo polimeros que, quando dispersos em
um meio aquoso, aumentam a viscosidade da preparacdo. O gel pode ser formado por
espessantes naturais como as gomas adraganta, carragena e xantana, ou a pectina, e por
material sintético ou semissintético como os carbémeros, hidroxietilcelulose (HEC) e
carboximetilcelulose (CMC), entre outros. Os amidos de milho, aveia e outras fontes também
podem ser utilizados como espessantes de géis (Schueller & Romanowski, 2002; Leonardi,
2004).

Os carb6meros sdo muito utilizados para formacao de géis, sendo o carb6mero 940 o
mais utilizado para formulagcGes de uso topico. Os carbdmeros sdo constituidos de polimeros
de acido acrilico de alto peso molecular e com ligacdo cruzada. Quando dispersos em agua,
seu poder espessante € bem limitado. Por isso, torna-se necessaria a adicdo de uma base
organica ou inorganica, como trietanolamina ou hidroxido de sodio, a dispersdo aquosa do
polimero para desenvolver o completo potencial de viscosidade destes polimeros. Assim, 0s

grupos &cidos da cadeia polimérica em sua forma de sal causam o desenrolar da cadeia e
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formam a estrutura estendida que fornece o0 méximo de eficiéncia como espessante (Leonardi,
2004).

Além das formas cosmeéticas ja citadas, o desenvolvimento e utilizacdo de emulsdo
gel, também chamada de emulgel, tem sido bem aceita. A presenca de um agente gelificante
na fase aquosa transforma uma emulséo classica na forma de emulgel, aliando as vantagens
das duas formas, gel e emulsdo. Para o0 uso dermatoldgico a forma emulgel apresenta varias
propriedades favoraveis como ser tixotropica, ser menos oleosa, possuir maior facilidade de
espalhamento sobre a pele, ter boa viscosidade, poder ser removida com facilidade, possuir
propriedades emolientes, possuir longa vida de prateleira, ser transparente e possuir boa

aparéncia (Guerra et al., 2004; Panwar et al., 2011).

3.2.3. Matérias-primas
3.2.3.1. Amido em cosméticos

A utilidade de polimeros de carboidratos soliveis em &gua depende de suas
propriedades, sendo que, dentre as caracteristicas desejadas para aplicacGes industriais,
destaca-se sua habilidade de modificacdo em meio aquoso. Essa modificacdo em meio aquoso
fornece propriedades emulsificantes, espessantes, estabilizantes, quelantes, encapsulantes,
capazes de inchar e suspender ou formar géis, filmes e membranas. Os polissacarideos, como
os amidos, sdo polimeros de fontes renovaveis e, por isso, suas caracteristicas como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesividade e ndo-toxicidade, juntamente com a
alta disponibilidade e baixo custo, sdo responsaveis pela exploracdo cada vez maior nas
formulacBes de produtos alimenticios, biomédicos e aplicacdes cosméticas (Lapasin & Pricl,
1995).

Os amidos estdo ressurgindo como ingredientes em formulagcfes cosméticas em funcao
dos inumeros beneficios que oferecem, incluindo o “claim” de ser natural, renovavel e por
melhorar atributos sensoriais. Os amidos podem ser utilizados de duas maneiras: amido
soltvel como dispersdes coloidais ou na forma granular (amido particulado). Os amidos
podem ser obtidos de varias fontes, como o milho, trigo, arroz, batata e mandioca e 0s
diferentes tipos de amido fornecem propriedades diferentes devido a variacdo do formato e
tamanho da particula (Lochhead, 2007).
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O amido na forma solUvel é obtido através do aquecimento dos granulos até que as
pontes de hidrogénio entre a amilose e amilopectina s&o hidrolisadas, o que libera os
polimeros de amido. Esta forma é benéfica para aumentar viscosidade, modificar a reologia e
estabilizar emuls@es. Quando a solucdo de amido seca, para formar um filme, o amido soltvel
se torna resistente a umidade. Isto também proporciona uma sensacdo suave em formulacdes
utilizadas para cabelo e pele (Lochhead, 2007). Os amidos nativos e modificados podem ser
utilizados como espessantes, para proporcionar boa sensacdo a pele e sdo indicados para

cremes e logoes (Schueller & Romanowski, 2002).

A forma de granulo de amido é atingida pela modificacdo de suas particulas de modo
que as ligacbes de hidrogénio ndo podem ser hidrolisadas e os granulos ndo podem ser
rompidos. Esta forma promove um sensorial de suavidade e sedosidade, auxilia na absorcéo
de 6leo e/ou umidade e reduz a oleosidade. Os beneficios irdo depender da fonte de amido
assim como do tipo de modificacdo. Particulas de amido de arroz sdo esféricas e pequenas,
com tendéncia a formar aglomerados, 0 que causa uma sensacdo de pegajosidade e de
acumulo de produto sobre a pele (chamado de caking). Particulas de amidos de milho e
mandioca sdo maiores e possuem boa fluidez. As particulas de tapioca sdao mais truncadas e
ddo uma sensacdo na pele de ser mais macio e menos sedoso (Lochhead, 2007). As particulas
do amido de pinhdo tem o formato semelhante as do amido de milho, porém com a superficie
mais arredondada e lisa (Bello-Pérez et al., 2006; Conto et al., 2011; Daudt et al., 2014), o

que sugere uma sensacao mais suave ao aplicar sobre a pele.

Além do j& conhecido poder espessante do amido e de formacdo de gel, esse
ingrediente garante a melhora da fluidez e suavidade ao aplica-lo sobre a pele em uma
formulacdo cosmética. Isto porque o amido, através do seu poder espessante, garante a
estabilidade da formulacdo e a reologia adequada para a aplicagcdo na pele (Daudt et al.,
2015).

Os granulos do amido de pinhdo tém tamanho médio de particula de aproximadamente
15 um, apresentam formas arredondadas e ovais, com a superficie do granulo suave, sdo
insolGveis em agua fria, mas podem gelatinizar em baixas temperaturas, entre 50 °C e 60 °C.
Sua coloracdo € branca e apresenta cristalinidade parcial (Daudt et al., 2014). Estas sdo boas
caracteristicas para utilizar o pinhdo em cosméticos como melhorador de viscosidade e

sensorial. Além disso, a baixa temperatura de gelatinizacdo poderia ser uma boa alternativa
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econdmica para as industrias de cosméticos que utilizam amido gelatinizado (Daudt et al.,
2015).

3.2.3.2. Polifenélicos e antioxidantes

Os polifenois sdo conhecidos por serem o0s principais componentes de produtos
naturais em termos de suas propriedades funcionais. Como algumas das fung¢des exibidas por
estes componentes estdo a inibicdo da oxidacdo lipidica, do crescimento microbiologico e da

prevencdo de doengas crbnicas tais como cancer, diabetes e outros (Mazza, 1998).

Existem estudos que associam o0 uso de ingredientes naturais como fonte de
antioxidantes em cosmeticos e preparacfes semissolidas. Como exemplo podemos citar o cha
verde (Byun et al., 2004; Guerra et al., 2004; Vayalil et al., 2004), a caléndula (Calendula
officinalis) (Borella et al., 2010), éleos de cravo e de citronela (Fang et al., 2013), cha preto
(Aburjai & Natsheh, 2003), soja, uva e semente de uva, grdos de acai e café, roma,

samambaias tropicais, acafrao (Dreher & Thiele, 2010), entre outros.

A maioria dos extratos de plantas com atividade antioxidante contém derivados
fendlicos, como taninos e flavonoides. O nimero e localizagdo do grupo hidroxilo fendlico
sobre estes componentes quimicos sdo fatores importantes que irdo determinar o grau da
atividade antioxidante (Pietta, 2000; Aburjai & Natsheh, 2003).

Os polifenois sdo compostos normalmente de dois ou mais anéis aromaticos, cada um
com pelo menos um grupo hidroxilico. Os flavonoides sdo divididos em flavondis, flavonas,
catequinas, flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides dependendo de sua estrutura quimica.
Eles sdo sintetizados pelas plantas em conjunto com o &cido ascorbico, vitamina E, glutationa
e numerosas enzimas antioxidantes como uma resposta a reducdo dos danos celulares

causados em condic¢des oxidativas (Dreher & Thiele, 2010).

Os flavonoides s&o encontrados em derivados glicosilados e contribuem para os tons
brilhantes de azul, vermelho e laranja em flores, folhas e frutos. Além de vérios vegetais e
frutas os flavonoides sdo encontrados também em sementes, nozes, gréos, especiarias e
diferentes plantas medicinais além de bebidas como o vinho (especialmente vinho tinto), cha
e cerveja (em niveis inferiores). Mais especificamente, os flavan-3-ois (+)-catequina, (-)-

epicatequina, (-)-epigalocatequina, e seus ésteres de galato sdo amplamente distribuidos em
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plantas, sendo muito encontrados em folhas de cha (Pietta, 2000). A Figura 4 apresenta a
estrutura quimica dos flavon-3-ois citados.

Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura dos flavon-3-ois.

3’

(+)-epicatequina: 3 (BOH); 5 (OH); 7 (OH); 3’ (OH); 4’ (OH)
(-)-epicatequina: 3 (aCH); 5 (OH); 7 (OH); 3’ (OH); 4’ (OH)
(—-)-epigalocatequina: 3 (aOH); 5 (OH); 7 (OH); 3’ (OH); 4’ (OH); 5’ (OH)

Fonte: adaptado de Pietta (2000)

A gquantidade de compostos fenolicos pode ser associada a capacidade antioxidante de
sementes (Abe et al., 2010). A Tabela 4 apresenta diversas sementes que sdao consumidas
como alimento e possuem compostos fendlicos e atividade antioxidante. E importante
destacar que o baixo contetdo de compostos fendlicos do pinhdo se deve ao fato desta
semente ter sido avaliada crua e o maior percentual de compostos fendlicos e atividade
antioxidante € encontrado em sua casca (Thys et al., 2008; Silva et al., 2014). O pinhdo
cozido possui maior quantidade de compostos fenolicos e atividade antioxidante, uma vez que
esses compostos presentes em maior quantidade na casca migram da casca para a semente

durante o cozimento.

Os compostos antioxidantes sdo utilizados para proteger as matérias-primas e o
produto final. Em formulagGes cosméticas, componentes oleosos sao amplamente utilizados,
sendo muitos faceis de sofrer oxidacdo. Quando ocorre oxidagdo nos cosméticos 0s
pardmetros sensoriais e as formas fisico-quimicas podem ser alterados. Assim, a adi¢do de
antioxidantes, seja sintético ou natural, pode impedir ou retardar a oxidacdo dos produtos
(Ratz-Lyko et al., 2012).

O mercado oferece uma grande variedade de produtos cosméticos que contém

antioxidantes. As substancias ativas nestas preparacdes podem ser compostos isolados, como
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as vitaminas, e misturas, como extratos vegetais ricos em polifendis, triterpenos entre outros
(Ratz-Lyko et al., 2012).

Tabela 4. Contetdo fendlico total (mg.100 g™ semente in natura) e capacidade antioxidante (pmol
Trolox eg/g semente in natura) das sementes

Semente Fendlicos totais* Capacidade antioxidante*
Castanha de caju (cru) 381+6° 3,0+0,1°
Pistache (torrado) 576 + 7° 3,9+0,1°
Semente de pinhéo (cru) 50 + 3' 3,1+0,3°
Avela (tostada) 111+ 2 4,2 +0,4°
Amendoim (cru) 597 + 6° 59+0,3°
Castanha (crua) 92+2° 6,2 +0,5°
Noz (cru) 2499 + 942 120 + 108
Noz pecan (crua) 703 + 44 58 + 2°
Castanha do Brasil (crua) 106 + 7° 2,6+0,2f
Macadamia (desidratada) g7 +2" 4,5+ 0,3
Améndoa (tostada) 114 + 3 1,2 +0,29

*Média de 3 repeticdes + desvio padrdo. Letras iguais ha mesma coluna ndo apresentam diferenca
significativa entre si (p < 0,05). Fonte: Abe et al. (2010).

Além da protecdo da oxidacdo dos componentes presentes na formulacdo cosmeética, a
aplicacdo topica de agentes antioxidantes € indicada para reduzir o dano oxidativo causado
pela radiacdo UV, entre outros fatores. Existem varios ingredientes ativos utilizados em
cosmeéticos com ac¢do anti-idade, como os carotenoides, vitamina C, vitamina E, &cido lipdico,
coenzima Q e extratos vegetais (Scotti et al., 2007). Muitos extratos vegetais quando
aplicados em animais ou culturas de células neutralizam a reatividade do radical, reduzindo o
dano celular as proteinas, lipideos e &cidos graxos devido a presenca de polifendis, que sdo
considerados 0 maior grupo de antioxidantes extraidos de vegetais (F'Guyer et al., 2003;
Nikolic, 2006).

A determinacdo do nivel de antioxidantes em materiais vegetais e alimentos pode ser
realizada por véarios métodos analiticos. Porém, nem todos os métodos utilizados em
alimentos podem ser utilizados para analisar formulagdes cosméticas, devido a mistura de
diversos compostos complexos com diferentes propriedades fisico-quimicas (Ratz-Lyko et
al., 2012). Dentre os métodos eficazes na avaliacdo da atividade antioxidante em cosméticos
podemos citar a captura do radical 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)
(ABTS-+) (Pelle et al., 2002; Ratz-Lyko et al., 2012).
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3.2.4. Estabilidade de formulagdes cosméticas

A estabilidade de formulacbes cosméticas pode ser avaliada através das alteracbes
fisico-quimicas e estruturais que ocorrem com as mesmas como, por exemplo, alteracdo de
pH, reologia, diminuicdo de atividade do principio ativo, diferengas no tamanho de particula,
separacao de fases, floculacdo, coalescéncia, entre outros (Lapasin & Pricl, 1995; Schueller &
Romanowski, 2002; Blijdenstein et al., 2003; Leonardi, 2004; Anconi, 2008; Casteli et al.,
2008; Lange et al., 2009; Borella et al., 2010; Ardelean et al., 2011; Gianeti et al., 2012).

Dentre 0s processos responsaveis pela desestabilizagdo de emulsBes existem quatro
processos primarios: inversao de fases, cremeacao, sedimentacédo, floculacdo, coalescéncia e
Ostwald Ripening. A Figura 5 exemplifica estes processos separadamente, porém, na parte
pratica eles normalmente ocorrem de forma simultanea (Schueller & Romanowski, 2002;
McClements, 2007).

Figura 5. Processos de desestabilizagéo de emulsdes.
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Fonte: adaptado de McClements (2007).

A inversdo de fases ocorre quando uma emulsdo 6leo em agua se transforma em uma
emulsdo agua em oleo ou o contrario. Ostwald Ripening, também chamado de degradacéo
difusional, € um processo onde gotas grandes aumentam de tamanho a custa de gotas
menores. A coalescéncia é um processo onde duas ou mais gotas de uma emulsdo fundem-se

para formar uma Unica gota maior. A floculacdo, por sua vez, ocorre quando as gotas tendem
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a formar um agregado sem perder sua identidade inicial. Nesse processo, as gotas se
aproximam e ficam em equilibrio nesta condi¢do. A sedimentacdo e a cremeacdo podem
ocorrer antes da floculacdo, ou apds a coalescéncia, e sdo processos de separacdo por
gravidade. As gotas sobem porque tem uma densidade menor que a do liquido em que estdo
dispersas (cremeacdo) ou sedimentam se tem uma densidade maior que a fase continua
(Schueller & Romanowski, 2002; McClements, 2007).

Esses mecanismos de instabilidade frequentemente apresentam uma relagéo intrinseca.
Por exemplo, 0 aumento do tamanho das gotas devido a floculacdo, coalescéncia ou Ostwald
Ripening geralmente conduz a um incremento na instabilidade das gotas na separacdo por
gravidade. Por sua vez, se as gotas se aproximam por causa da separacdo por gravidade ou da

floculagdo elas estdo mais susceptiveis a coalescéncia (McClements, 2007).

Um teste simples e rapido de ser feito para verificar se as formula¢fes possuem algum
processo de instabilidade ocorrendo é a centrifugacdo. Este € um teste preliminar que auxilia
na verificacdo da estabilidade da formulacdo, porém o teste isolado ndo é suficiente para
determinar se a formulacdo sofreu algum processo de desestabilizacdo. Para o teste, submete-
se uma amostra do produto (por exemplo, 5 g) a centrifugagéo durante 30 min a 3.000 rpm.
Apos este teste, analise-se visualmente se a amostra apresenta separacdo de fases ou algum

dos processos descritos anteriormente (Leonardi, 2004; Lange et al., 2009).

Existem vérios fatores que podem levar a desestabilizacdo de emuls6es e formulacoes
cosméticas em geral, como a estocagem em temperaturas elevadas ou muito baixas,
evaporacdo da fase aquosa, contaminacdo microbioldgica, rea¢bes quimicas indesejadas,
reacOes de hidrdlise de tensoativos em valores de pH extremos, processos fotoquimicos e até
mesmo embalagens inadequadas (Schueller & Romanowski, 2002; Leonardi, 2004). Valores
de viscosidade mais altos e tamanhos pequenos das goticulas da fase interna de emulsdes sao

fatores que beneficiam a estabilidade das formulagbes cosméticas (Leonardi, 2004).

Os estudos de estabilidade podem ser classificados, de acordo com a sua duragéo, em
estudos de curto e longo prazo (Leonardi, 2004). Os estudos de estabilidade de curto prazo,
tambem chamados de envelhecimento acelerado, tém a finalidade de prever a vida atil do
produto através de avaliacdo de caracteristicas estruturais e reoldgicas (Soriano et al., 2001;
Leonardi, 2004). O estudo reoldgico e, mais precisamente, a avaliagdo das propriedades

tixotropicas, permite identificar as propriedades fisicas e estabilidade estrutural de sistemas
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semissélidos (Soriano et al.,, 2001) e também, das matérias-primas utilizadas no
desenvolvimento (Ardelean et al., 2011). Os estudos de estabilidade em longo prazo, ou
envelhecimento natural, tém por objetivo avaliar a vida Util real do produto sob condi¢cfes
habituais de estocagem e uso confirmando, normalmente, as estimativas efetuadas com 0s

ensaios de curto prazo (Leonardi, 2004).

O estudo reoldgico desempenha um papel importante no controle de qualidade e
otimizacdo de processos na industria através da andlise das formulagdes e suas eventuais
modificacBes, podendo avaliar tanto as matérias-primas como o produto final. O estudo
reolégico permite mensurar as mudancas macroscopicas de um determinado sistema ocorridas
com o tempo e também suas caracteristicas moleculares e/ou estruturais (Lapasin & Pricl,

1995). Por esta razdo, a reologia serd melhor detalhada a seguir.

3.2.4.1. Reologia

A reologia tem sido assunto de grande e crescente importancia para a industria
cosmética, tendo em vista que a consisténcia e o espalhamento dos produtos devem ser
reproduzidos de lote para lote, para assegurar a qualidade do produto acabado. Além disso, a
aceitacdo dos cosmeéticos por parte do consumidor depende, principalmente, da eficacia e das
qualidades sensoriais do produto, ambas influenciadas pela reologia (Leonardi, 2004).

Os testes reoldgicos no modo estacionario sdo utilizados para identificar o tipo de
fluido e, também, para determinar a viscosidade de formulacdes semissolidas. Estes testes sdo

realizados em viscosimetros rotacionais ou em redmetros.

As curvas tipicas de tensdo e de viscosidade versus taxa de deformacdo encontradas
em fluidos independentes do tempo sdo apresentadas na Figura 6. Para os fluidos ndo-
Newtonianos dependentes da taxa de deformacgdo, os tipos mais comuns sdo os fluidos
pseudoplasticos com ou sem tensdo minima de escoamento, to, 0S quais podem ser descritos

pelas equagdes de Ostwald-de-Waelle (Eq.1) e Herschel-Bulkley (Eq.2).

T=K.y" (1)
T=19+ K.y" (2)

onde, 7, tensdo de cisalhamento (N.m™ ou Pa); v, taxa de cisalhamento (s™); K, indice de

consisténcia (Pa.s) e n, indice de comportamento de fluxo (adimensional).



Capitulo 3 - Fundamentos Tedricos e Revisdo Bibliografica 31

Figura 6. Curvas de fluxo (a) e curvas de viscosidade (b) caracteristicas de cada tipo de fluido
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Fonte: Deshpande et al. (2010) (a) e Brummer (2006) (b).

Os cosméticos sdao normalmente caracterizados como pseudoplasticos (Deshpande et
al., 2010). Para formulagBes cosméticas, a pseudoplasticidade é uma caracteristica desejada,
pois diminui a viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento. Os materiais
pseudoplasticos tém sua viscosidade aparente diminuida gradualmente, a medida que aumenta
a tensdo de cisalhamento e, portanto, sua viscosidade ndo pode ser expressa por um valor
unico (Leonardi, 2004). Esta caracteristica faz com que o cosmético tenha sua aplicacdo
melhorada e faca com que o seu espalhamento na pele provogue uma sensacdo agradavel
(Gaspar & Maia Campos, 2003; Guaratini et al., 2006; Pianovski et al., 2008; Kilkamp-
Guerreiro et al., 2012).

Em relacdo a viscosidade de formulacBes cosméticas, algumas emulses,
principalmente aquelas que possuem tensoativos n&o ibnicos, adquirem consisténcia
lentamente, e por isso, muitas vezes, apresentam aumento da viscosidade durante a estocagem
de alguns dias (Pena et al., 1993; Leonardi, 2004). Os géis, por sua vez, podem diminuir a
viscosidade pela forga de cisalhamento, sendo esta caracteristica a tendéncia de se espalhar

facilmente com aplicacédo por presséo ou friccdo (Schueller & Romanowski, 2002).

Além dos testes em regime estacionario podem ser realizados testes no regime
oscilatério. As analises oscilatorias sdo utilizadas para o estudo da viscoelasticidade de
sistemas complexos através da determinacdo da energia elastica armazenada e da energia

perdida pelo fluxo viscoso (Lippacher et al., 2004; Dolz et al., 2008). Estes testes irdo nos dar
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informagdes sobre as propriedades estruturais dos materiais. Os principais testes feitos em
regime oscilatorio correspondem as varreduras de deformacéo ou tensao, frequéncia, tempo e

temperatura (Brummer, 2006).

Uma varredura de deformacdo ou tensdo, conduzida pela variagdo da amplitude do
sinal de entrada a uma frequéncia constante, é utilizada para determinar o limite da
viscoelasticidade linear pela identificacdo do valor critico do pardmetro de varredura. Na
regido viscoelastica linear, ndo € observada dependéncia das propriedades medidas (G’, G’,
etc.) em relacdo a deformacéo ou a tensdo. O comportamento tipico das curvas dos médulos
de armazenamento e de perda em funcdo da magnitude dos parametros de varredura é
representado na Figura 7 (Lapasin & Pricl, 1995). O teste de deformacéo é realizado em
temperatura e frequéncia constantes, comegando em baixas amplitudes e a deformagéo
aumenta em pequenos passos. Os resultados sdo obtidos em func¢do dos médulos G’ e G*, que
se apresentam normalmente em paralelo em baixas faixas de frequéncia, sendo G’ associado a
energia elastica armazenada (modulo de armazenamento ou elastico) e G” associado a
dissipacdo viscosa da energia (modulo de perda ou viscoso). Com uma frequéncia especifica
do produto a resposta ndao é mais linear. A regido linear é também chamada de regido

viscoelastica linear (RVL) (Brummer, 2006).

Figura 7. Resposta tipica de uma varredura de deformacéo ou tensdo mostrando a regido viscoelastica
linear (RVL) definida pelo valor critico do pardmetro de varredura.
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Informacdes sobre as interagdes particula-particula e a rede estrutural formada podem
ser obtidas através da varredura de frequéncia. Nesse teste, a frequéncia é aumentada
enquanto que a amplitude do sinal de entrada (deformacédo ou tensdo) é mantida constante. A
deformacdo utilizada na varredura de frequéncia deve estar na RLV determinada pela

varredura de deformacao.

A maioria das emulsdes possui uma rede estrutural interna resultante de forcas
intermoleculares interativas. Quando uma emulsdo estavel é tensionada, em uma faixa de
frequéncia, 0 médulo de armazenamento G’ é maior que 0 modulo de perda G ”’; em amostras
estaveis a curva para ambos 0s modulos sdo aproximadamente paralelas ao eixo das abscissas
em toda faixa de frequéncia medida, conforme Figura 8. Em emulsdes instaveis, em baixas
frequéncias 0 modulo eléstico G’ é igual ao mddulo viscoso G” ou G’ < G” devido a fraca
estrutura interna. Com o aumento da frequéncia os moédulos G’ e G” aumentam, sendo o
aumento de G’ mais rapido, visto que em altas frequéncias as unidades estruturais ndo podem
mais movimentar-se e 0 material se comporta como um solido viscoelastico com G’ > G”
(Brummer, 2006).

Figura 8. Curvas de frequéncia representando uma emulsdo estavel (G’ > G")
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Valores altos do modulo elastico (G’) sdo um indicativo de interacBes particula-
particula fortes (Hirashima et al., 2004; Brummer, 2006). Conforme Lapasin & Pricl (1995),
géis e emulsdes podem ser classificados como fortes ou fracos com base na relacdo G'/G”.
Considera-se um gel verdadeiro ou forte, cujas ligacdes intermoleculares tém alta energia de

ligacdo, quando a relagdo G’/G” € igual ou maior que trés.

3.2.5. Anélise sensorial e de eficacia das propriedades cosméticas in vivo

A andlise sensorial € uma analise multidisciplinar utilizada na interpretacdo e
entendimento das respostas humanas as propriedades dos produtos percebidos pelos sentidos,
como a visdo, o olfato, o sabor, o toque e a audicdo (Martens, 1999). A andlise sensorial é
amplamente usada e aceita na inddstria alimenticia e vem ganhando espaco também na
indUstria cosmética (Lee et al., 2005; Almeida et al., 2008; Parente et al., 2008; Jog et al.,
2012; Savary et al., 2013).

Os testes sensoriais sdo utilizados como garantia de qualidade por ser uma medida
integrada capaz de mensurar 0 quanto os julgadores gostam ou desgostam de um determinado
produto, identificar a presenca ou auséncia de diferencas sensoriais perceptiveis, definir
caracteristicas sensoriais importantes de um produto e ser capaz de detectar particularidades
que ndo podem ser detectadas por procedimentos analiticos (Mufioz, 2002).

A andlise sensorial pode ser aplicada no controle do processo de fabricacdo, para
avaliar as matérias-primas e suas possiveis mudangas em um produto consagrado no mercado.
A aplicacdo da analise sensorial pode estar relacionada ao controle do produto com referéncia
ao armazenamento, a embalagem e a manutencéo da qualidade sensorial em fun¢édo do tempo
e da temperatura. Assim como estes parametros podem influenciar a estabilidade de um
produto, podem influenciar também na sua qualidade sensorial. A andlise sensorial pode ser
realizada por varios tipos de ensaios, sendo 0s métodos afetivos, discriminativos e descritivos

0s principais utilizados (Isaac et al., 2012).

Os testes descritivos sdo aplicados no desenvolvimento, controle de qualidade e
estabilidade de armazenamento de produtos cosméticos, podendo-se relacionar com anélises
fisicas e quimicas da amostra e sendo realizados com voluntérios treinados (Zague et al.,
2006).
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Os testes discriminativos sdo utilizados quando o objetivo € verificar se ha ou nédo
diferenga entre amostras testadas, permitindo avaliar atributos especificos entre varias
amostras e proporcionar um parecer geral sobre os produtos, ndo havendo uma quantificacdo

exata da amplitude dos atributos (Zague et al., 2006).

A comparacdo pareada € um tipo de analise discriminativa onde as amostras sao
apresentadas aos pares para comparagdo e deteccdo de diferencas, com base em critérios
definidos. A intencdo do teste € mostrar se ha alguma diferenca entre as amostras e, se for este
0 caso, qual a sua direcdo ou se existe alguma preferéncia entre as amostras. Como o
voluntario segue uma direcdo ou preferéncia, muitas vezes este teste é também chamado de
comparacdo pareada direcional. E apresentado ao voluntario um ou mais pares de amostras
codificadas de ordem aleatoria ou controlada, sendo que as amostras de cada par podem ser
iguais ou diferentes entre si (van Oirschot & Tomlins, 2002; Stone & Sidel, 2004). Caso as
amostras apresentem diferencas entre si, sdo utilizadas tabelas-padrbes para testes simples e
para testes de dupla escolha, para verificar a intensidade da diferenca entre as amostras, caso

haja alguma diferenca, ou ainda uma preferéncia (van Oirschot & Tomlins, 2002).

Como exemplo de atributo avaliado em analise sensorial pode-se citar o espalhamento,
que é considerado uma propriedade importante para atingir eficicia adequada e aceitacdo do
consumidor de uma formulacdo cosmética (Savary et al., 2013). Além desse, a analise
sensorial descritiva de produtos para a pele normalmente incluem atributos como "dificuldade
de espalhar” ou "escorregadio™ que séo avaliados durante a aplicagdo de ingredientes puros
(Parente et al., 2008) ou cremes e locdes (Lee et al., 2005; Almeida et al., 2008). A tabela 5

apresenta alguns atributos que podem ser avaliados nestes testes sensoriais, bem como seus

significados.
Tabela 5. Atributos utilizados em analise sensorial discriminativa.
Atributo Descricao
Espalhabilidade Facilidade e/ou dificuldade de esfregar o produto sobre a pele.
Brilho Grau de luz refletida pela pele
Residuo Quantidade de produto que fica sobre a pele
Pegajosidade Forga necesséria para separar o dedo da pele
Oleosidade Quantidade de liquido ndo molhado que deixa residuo sobre a pele

Fonte: Parente et al. (2008)

Além dos testes sensoriais que sdo realizados com humanos, a eficacia de produtos

cosméticos pode ser verificada in vivo através de metodologias ndo invasivas. Estas técnicas
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sdo cientificamente comprovadas e atraumaticas, ndo envolvendo qualquer agressdo ou

desconforto ao paciente ou aos voluntarios envolvidos nos estudos (Leonardi, 2004).

Nas Ultimas décadas, equipamentos de ampla aplicagdo (para cosmetologia,
fisioterapia estética e dermatologia) tém sido apresentados, dando origem a essas novas
tecnologias ndo invasivas de estudo cutdneo. Dentre estes equipamentos pode-se citar o
Corneometer®, Sebumeter®, Phmeter®, Mexameter®, Tewameter®, Cutometer®, Skin
viscosimeter®, que avaliam o contetido aquoso do extrato crneo, o teor lipidico, o pH, a cor,
a perda transepidérmica de &gua, a viscoelasticidade e a textura superficial da pele,
respectivamente. As medidas obtidas por estes equipamentos permitem a andlise qualitativa
e/ou quantitativa das variaveis de interesse, correspondendo a um avanco significativo dos
erros de apreciacdo subjetiva que é feita muitas vezes para as preparacfes cosméticas
(Leonardi, 2004).

O pH da superficie cutdanea também tem sido alvo de interesse por diversos
pesquisadores (Issachar et al., 1997; Yosipovitch et al., 1998; Eberlein-Konig et al., 2000;
Leonardi et al., 2002). O pH € visto como um importante indicador funcional da pele, devido
a producdo de 4cido lactico que confere a superficie cutanea o que se convencionou designar

por "manto &cido cutaneo" (Leonardi, 2004).

Assim sendo, a pele apresenta pH levemente acido (4,2 - 5,6), que contribui para que
ocorra protecdo bactericida e fungicida na sua superficie. Além disso, as secre¢des cutaneas
apresentam ainda apreciavel capacidade tamponante, propriedade importante uma vez que o
pH da pele é frequentemente alterado em funcdo da utilizacdo de produtos topicos
inadequados, expondo a pele a uma série de agentes agressores, em especial microrganismos.
A potenciometria direta, através de um eletrodo especial, tem sido 0 método mais empregado

para a medicdo desta variavel (Leonardi, 2004).

3.3. Industria de alimentos — filmes e coberturas comestiveis

As embalagens de alimentos mais comuns que utilizam filmes atualmente sao
embalagens plasticas provenientes de derivados de petroleo, que podem acarretar varios
problemas ambientais por ndo serem biodegradaveis em curto prazo (Xu et al., 2005;
Sorrentino et al., 2007). O interesse em desenvolver filmes e coberturas comestiveis como

uma alternativa aos materiais plasticos tem aumentado em funcdo de sua capacidade de
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melhorar a qualidade global dos alimentos e aumentar a vida de prateleira dos alimentos.
Muitos estudos tém demonstrado evidéncias dos efeitos benéficos de usar tais filmes em
alimentos frescos e processados (Flores et al., 2007; Chillo et al., 2008) e diversas utilizacdes
inovadoras de filmes comestiveis e coberturas tém sido propostas como novas aplicagdes e

alternativas as tecnologias existentes (Janjarasskul & Krochta, 2010).

Filmes comestiveis e biodegradaveis podem ser utilizados para controlar a migragédo
da umidade, aroma e lipideos entre os componentes do alimento, para restringir a absorcao de
oxigénio, para melhorar propriedades mecéanicas ou para oferecer uma alternativa aos
materiais de embalagem comerciais (Bourtoom & Chinnan, 2008).

As embalagens biodegradaveis feitas a partir de polimeros naturais renovaveis podem
diminuir a poluicdo ambiental, uma vez que apds seu descarte podem ser degradaveis, assim
como criar novos mercados para produtos da agricultura (Gontard & Guilbert, 1994; Xu et al.,
2005). Além disso, alguns filmes biodegradaveis podem também ser comestiveis e serem

consumidos juntamente com o alimento a que estiver embalando.

3.3.1. Historico e caracteristicas dos filmes e coberturas comestiveis

O uso de embalagens comestiveis em alimentos ndo é um assunto propriamente novo;
o primeiro registro de filmes e embalagens comestiveis data em torno do ano de 1800. A
partir de 1930, as ceras de abelha, parafina e carnalba e os 6leos minerais e vegetais eram
utilizados para conservar frutas (Allen et al., 1963). Como estes filmes sdo considerados
comestiveis, além de ter a funcdo de embalagem eles sdo considerados também como
componentes de alimentos. Por isso, eles devem preencher uma série de pré-requisitos tais
como ter boas qualidades sensoriais, ser eficiente mecanicamente, ter boas propriedades de
barreira, ser estaveis fisico-quimicamente, biologicamente e microbiologicamente, ndo ser

toxico e ter baixo custo (Debeaufort et al., 1998).

Os filmes sdo utilizados para protecdo do alimento, como cobertura ou embalagem
primaria com o objetivo de preservacdo. Estes podem ser utilizados sozinhos, tendo como
principal propriedade a barreira a agentes externos, ou podem agir como carregadores de
aditivos alimentares (como antioxidantes e antimicrobianos), para a conservacdo dos

alimentos estendendo a sua vida de prateleira (Vasconez et al., 2009).
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As embalagens comestiveis podem ser classificadas considerando-se a forma de
desenvolvimento das mesmas. Os filmes comestiveis (espessura <254 um) ou folhas
(espessura > 254 um) sdo estruturas autdbnomas pré-formadas separadamente a partir dos
alimentos e, em seguida, colocados em ou entre componentes alimentares ou utilizados
selados em forma de sacos, ao passo que 0s revestimentos ou coberturas comestiveis sdo finas
camadas de materiais comestiveis formadas diretamente sobre a superficie dos produtos

alimentares (Janjarasskul & Krochta, 2010).

Em relacdo a aparéncia, os filmes comestiveis podem fornecer cobertura clara ou
opaca, sendo as coberturas claras e/ou invisiveis as preferidas pelos consumidores. As
coberturas podem ser obtidas por imersdo do produto ou pulverizacdo da solugdo com o0s
ingredientes do filme, de forma que este seja depositado diretamente na superficie do
alimento. Outra forma de se obter filmes é cria-lo isoladamente a partir da solu¢do ou através
de termoformacéo para subsequente cobertura nas superficies de alimentos (Pavlath & Orts,
2009).

As embalagens comestiveis devem apresentar algumas funcionalidades e propriedades
especificas. Em primeiro lugar, elas devem ser seletivas para as transferéncias de massas,
mas, em alguns casos, elas adquirem propriedades ativas e também podem ser tanto seletivas
como ativas (Debeaufort et al., 1998). A figura 9 apresenta uma representacdo esquematica

das propriedades seletivas dos biofilmes e coberturas.

Figura 9. Representagéo das propriedades funcionais de filmes e coberturas
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Fonte: Debeaufort et al. (1998).
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3.3.2. Matérias-primas utilizadas como base na composicao de filmes e coberturas
comestiveis

A base dos biofilmes comestiveis pode levar em sua composicdo proteinas,
polissacarideos, lipidios e/ou resinas, e outros componentes comestiveis, derivados de
diversas fontes renovaveis. Estes materiais de embalagem comestiveis sdo considerados
integrantes de produtos alimenticios, pois serdo consumidos juntamente com os alimentos.
Por isso, eles podem ser degradados em compostagem ou outro tipo de reciclagem biologica
(Janjarasskul & Krochta, 2010).

Os polimeros mais utilizados no desenvolvimento de filmes sdo os derivados de
celulose, amido, quitina/quitosana, proteinas (de origem animal ou vegetal), lipidios, alginato,
carragena e pectina devido as suas propriedades de formacéo de filme (Cutter, 2006; Garcia et
al., 2009). Esses materiais possibilitam a obtengdo de filmes finos e coberturas para alimentos
frescos ou processados para estender seu periodo de validade (Pavlath & Orts, 2009).

Em geral, os biopolimeros utilizados nas formulagfes constituem baixa barreira ao
vapor de agua e, quando comparados com embalagens sintéticas, apresentam forca mecanica
e elongacdo ndo satisfatorias. Uma alternativa para deixar os filmes de amido e proteina
mecanicamente mais fortes é a incorporacdo em sua formulacdo de fibras vegetais de
diferentes fontes, como juta, cdnhamo, linho, bagaco, algodéo, sisal e fibras de trigo, para

reforcar a embalagem formada (Satyanarayana et al., 2009; Montafio-Leyva et al., 2013).

Filmes compostos sdo formulados para combinar as vantagens de cada componente
que o compde. Os biopolimeros ado polimeros produzidos por organismos vivos, incluindo
proteinas, polissacarideos e acidos nucleicos (DNA e RNA). Esses biopolimeros, como as
proteinas e polissacarideos, fornecem a matriz de suporte para a maioria dos filmes compostos
e, geralmente, oferecem boas propriedades de barreira a gases, com componentes de
hidrocoloides para fornecer uma boa barreira seletiva ao oxigénio e dioxido de carbono. Os
lipidios promovem uma boa barreira a vapor d'dgua, enquanto os plastificantes sdo
necessarios para melhorar a flexibilidade e as propriedades mecénicas dos filmes (Garcia et
al., 2009). A Figura 10 apresenta os polimeros biodegradaveis, incluindo biopolimeros, que

podem ser utilizados como base e em misturas na confeccdo de filmes e coberturas.



40 Capitulo 3 - Fundamentos Tedricos e Reviséo Bibliografica

Figura 10. Classificacdo de polimeros biodegradaveis e sua nomenclatura
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Fonte: Satyanarayana et al. (2009).

3.3.2.1. Filmes comestiveis contendo amido

Desde tempos remotos o cultivo de vegetais contendo altas quantidades de amido tem
sido de grande importancia para a humanidade. Cereais, legumes, tubérculos e algumas frutas
contém de 30% a 85% de amido em base seca. No estado nativo, o amido tem granulos
insoltveis com forma caracteristica e cristalinidade parcial. Os amidos contém normalmente
entre 18% e 30% de amilose (com excecdo dos amidos com alto teor de amilose e amido
ceroso, que € praticamente s6 amilopectina), possuem caracteristica propria de perfil de
temperatura/viscosidade dependendo da sua origem, como resultado da sua composicdo e
estrutura particular (Kramer, 2009). Assim, as caracteristicas de cada fonte de amido irdo

influenciar no produto final, os filmes e coberturas.

O amido tem sido largamente empregado nas industrias de alimentos, de cosméticos,
farmacéutica, de papel e téxtil. Os amidos sdo abundantes na natureza, comercialmente
disponiveis, ndo sdo caros e sao totalmente biodegradaveis. Assim, eles sdo matérias-primas
atrativas para o desenvolvimento de produtos completamente degradaveis para necessidades
especificas de mercado (Garcia et al., 2009). Uma alternativa de aplicagdo do pinhdo pode ser
a utilizacdo do amido presente em grande quantidade nesta semente e ja estudado
anteriormente (Bello-Pérez et al., 2006; Thys et al., 2008; Thys et al., 2010; Spada et al.,
2012a; Daudt et al., 2014) como base para a producdo de filmes comestiveis.
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Os filmes a base de amido (Mali et al., 2004a; 2005a; Fama et al., 2006; Mali et al.,
2006; Maran et al., 2013a) e & base de amido com adi¢do de algum outro componente (Garcia
et al., 2006; Chen & Lai, 2008; Chillo et al., 2008; Véasconez et al., 2009; Kechichian et al.,
2010; Al-Hassan & Norziah, 2012; Fakhoury et al., 2012; Souza et al., 2012) tém sido
bastante estudados por possuirem caracteristicas fisicas semelhantes aos filmes plésticos
como ser inodoros, insipidos, incolores, ndo toxicos, semipermeaveis a didxido de carbono e
resistente a passagem de oxigénio (Soliva-Fortuny et al., 2012). Filmes com alto grau de
amilose sdo flexiveis, impermeaveis ao oxigénio, resistente a 6leo, estavel termicamente e
solivel em &gua (Cutter, 2006). Filmes compostos de amido de tapioca quando adicionados
de quitosana diminuem a permeabilidade a vapor d'adgua, o que torna os filmes com melhor

barreira ao vapor, além de diminuir a solubilidade (Vasconez et al., 2009).

Os filmes a base de amido sdo normalmente preparados a partir da gelatinizacdo do
amido via tratamento térmico e posterior adicdo dos demais componentes (Fama et al., 2006;
Garcia et al., 2006; Mali et al., 2006; Fakhoury et al., 2012; Souza et al., 2012; Maran et al.,
2013a). A gelatinizagdo dos granulos nativos pode ser feita via tratamento a frio (como o
tratamento alcalino com NaOH) ou a quente, que é o mais utilizado. Entretanto, a dispersdo
alcalina também pode ser utilizada para alterar a distribuicdo de tamanho do polimero amido

que provoca um ligeiro grau de hidrélise ou despolimerizacdo (Garcia et al., 2009).

A afinidade do amido pela 4gua pode ser diminuida através de modificacbes no amido
nativo, o que torna os filmes obtidos menos susceptiveis as variacdes de umidade. Alguns
exemplos de modificacdes sdo a introducdo de ligacOes cruzadas e o hidroxipropliamido
(Mali et al., 2010). O hidroxipropilamido é preparado pela reacdo do amido com o 6xido de
propileno para a producdo de um baixo nivel de esterificacdo e a hidroxipropilacdo reduz a
temperatura de gelatinizacdo (BeMiller & Huber, 2008). Além das modificacbes no amido
podem ser feitos tratamentos especiais como a adicdo de fibras, minerais e componentes
hidrofobicos (6leos vegetais, monoglicerideos, dentre outros) para melhorar a resisténcia a

tracdo, flexibilidade e resisténcia ao contato com a &gua (Mali et al., 2010).

Os filmes comestiveis a base de amido sdo normalmente utilizados em produtos de
panificacdo e confeitaria, massas e carnes (Janjarasskul & Krochta, 2010). Pode-se ressaltar
também seu emprego como embalagem para frutas e hortalicas minimamente processadas
(Mali et al., 2010).
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3.3.2.2. Farinhas como insumo para o preparo de filmes comestiveis

Filmes comestiveis podem ser feitos com uma grande variedade de bases com
diferentes compostos e a partir de muitas fontes. Existem algumas pesquisas que utilizam
farinhas de diferentes fontes como farinhas de arroz, de banana, de amaranto, achira e
canihua como matérias-primas adequadas no desenvolvimento de filmes (Tapia-Blacido et
al., 2007; Dias et al., 2010; Andrade-Mahecha et al., 2012; Pelissari et al., 2013; Salas-Valero
et al., 2015). O uso de farinhas como sendo uma mistura natural de proteinas, polissacarideos,
lipideos e fibras obtidas diretamente de fontes da agricultura tem a vantagem de ter cada
componente no sistema original e se mostra como uma nova oportunidade de materiais
compostos na area de filmes comestiveis (Tapia-Blacido et al., 2005; Andrade-Mahecha et
al., 2012).

Os filmes confeccionados a base de farinhas possuem diferentes caracteristicas, de
acordo com a fonte e propriedades da farinha utilizada. Além disso, as condi¢6es do processo
também influenciam no resultado final. A composicdo da farinha ira determinar a
funcionalidade do filme, de acordo com seus componentes principais e como eles estdo

ligados entre si.

O uso de residuos industriais na confeccdo de farinhas para posterior utilizacdo no
desenvolvimento de filmes tem se tornado uma tendéncia recente que pode fornecer um
produto competitivo no mercado de embalagens (Maniglia et al., 2014). Um exemplo disto é
0 estudo realizado por Dias et al. (2010) que desenvolveram filmes com farinha e amido de
arroz, material de baixo custo que pode ser produzido a partir do arroz quebrado durante o
processamento. As analises de MEV dos filmes de amido e farinha de arroz revelaram
estruturas compactas e as propriedades mecéanicas de ambos os filmes foram similares.
Entretanto, os filmes de farinha apresentaram permeabilidade a vapor d'agua duas vezes maior
que os filmes de amido. Sousa et al. (2013) também estudaram filmes confeccionados com
farinha de arroz e adicionados de sorbato de potassio, glicerol e PBAT (poly(butylene adipate
co-terephthalate)) pelo processo de extrusdo em uma planta piloto; esses filmes demonstraram
ser altamente flexiveis, maleaveis, resistentes a quebra, com valores baixos de opacidade
aparente e permeabilidade a vapor d'agua variando de 5,0 a 9,5 x 10 °g(m dia Pa)"'. Além
disso, os filmes foram ainda aplicados em massa fresca de lasanha, onde os filmes contendo

preservativo (sorbato de potassio) demonstraram uma grande capacidade de remocdo de 4gua
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da massa de lasanha, diferentemente do que foi observado no filme sem este ingrediente, que

ndo foi capaz de remover a umidade da massa.

A farinha de amaranto pode ser utilizada na producéo de filmes comestiveis, seguindo
a atual tendéncia de utilizar misturas naturais de proteina, amido e lipideos para atingir as
propriedades desejadas para os filmes comestiveis. A incorporacdo de &cido estearico na
matriz polimérica fornece uma barreira adicional ao vapor d'dgua para os filmes. As
condicBes Otimas para a confeccdo de filmes a base de farinha de amaranto com acido
estearico e glicerol sdo de 10 g de acido estearico/100 g de farinha, 26 g de glicerol/100 g de

farinha, e velocidade de agitacdo de 12.000 rpm (Colla et al., 2006).

A farinha de gréos de canihua (Chenopodium Pallidicaule, pseudocereal que cresce
nos Andes, no sul do Peru e Bolivia) contém proteina, amido, lipideos, substancias organicas
contendo grupos fendlicos e alto percentual de &cidos graxos insaturados. Filmes
desenvolvidos com farinha de grdos de canihua da variedade illpa possuem baixa
permeabilidade a vapor d'agua e maiores valores de modulo de Young que filmes de farinha
de canihua da variedade cupi. Os filmes de ambas as variedades de grdos sdo amarelados e
possuem uma alta capacidade de bloquear a luz (quando comparados com filmes de
polietileno), que pode ser atribuido a presenca de compostos fendlicos. Além disso, os filmes
de farinha de canihua demonstraram menor solubilidade e permeabilidade a vapor d'agua que
filmes feitos com outros polissacarideos, 0 que pode ser o resultado dos altos contetddos de
proteina (12%-13,8%) e lipideos (11%) na farinha, assim como a formacéo de grande nimero
de ligagdes S-S. Por outro lado, esses filmes possuem uma transicdo vitrea a baixas
temperaturas (< 0 °C), padrdo de cristalinidade tipo A e Vh e um pico de difracdo adicional a
20 = 7,5°, atribuido & presenca de acidos graxos essenciais na farinha de canihua. A farinha de
canihua pode formar filmes com propriedades adequadas, sendo uma fonte promissora para
aplicacdo em embalagem de alimentos, atuando como uma boa barreira a luz ultravioleta
(Salas-Valero et al., 2015).

A farinha de banana quando utilizada no desenvolvimento de filmes produz filmes
menos resistentes mecanicamente e mais flexiveis que filmes de amido de banana. Apesar das
diferencas na microestrutura dos filmes de farinha e amido de banana, os filmes de farinha séo
ligeiramente sollveis em &gua e a permeabilidade a vapor d'agua € similar aos filmes de
amido de banana. Os filmes de farinha de banana sdo amarelados, colora¢do provavelmente

adquirida em fungéo do contetdo de proteina da farinha e presenca de compostos fenolicos. A
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presenca de proteina ainda é confirmada pelo espectro de FTIR, que revela a presenca do
grupo amida I. Ainda, a temperatura de transigdo vitrea dos filmes de farinha de banana é
menor (30,2 °C) que dos filmes de amido de banana (46,2 °C). Assim, a presenca de outros
componentes como proteinas lipideos e fibras nos filmes de farinha tem efeitos importantes

nas suas propriedades (Pelissari et al., 2013).

Outra alternativa para a preparacdo de filmes biodegradaveis € a utilizacdo da farinha
de achira (Canna indica L., raiz largamente cultivada na América Latina e Asia) cujas
propriedades podem ser modificadas através do controle das condigdes do processo. Um alto
conteudo de glicerol contribui para aumentar a flexibilidade e reduzir a opacidade dos filmes;
alta temperatura de processo favorece a producéo de uma estrutura polimérica mais resistente
de cor mais clara e menor opacidade, assim como a solubilidade em &gua. Uma alta
temperatura de secagem favorece a preparacdo de filmes com maiores resisténcia e rigidez,
porém a baixa umidade relativa aumenta significativamente a rigidez e diminui a solubilidade.
Os filmes de farinha de achira possuem baixa permeabilidade a vapor de agua e baixa
solubilidade quando comparados com filmes de outros tubérculos. Estas caracteristicas sdo
associadas com as fibras que incham e s&o incorporadas na matriz de amido, para formar uma
estrutura coesiva. Como as fibras sdo importantes nas caracteristicas dos filmes de farinha de
achira, elas poderiam ter seu tamanho reduzido para ser mais bem aceita na matriz do filme
(Andrade-Mahecha et al., 2012).

3.3.3. Plastificantes utilizados no desenvolvimento de filmes e coberturas comestiveis

Os plastificantes sdo aditivos adicionados aos filmes ou coberturas comestiveis para
evitar que o filme se torne quebradico durante sua formacédo e dar maleabilidade ao produto
final; eles sdo frequentemente adicionados quando a solubilizacdo do biopolimero é atingida.
Plastificantes de grau alimenticio muito utilizados sdo o glicerol, o manitol, o sorbitol e a
sacarose (Garcia et al., 2009; Pavlath & Orts, 2009).

Para a confec¢do de filmes a base de amido é necesséria a utilizacdo de plastificantes
com o objetivo de deixar o filme maledvel e passivel de aplicacdo. Bons plastificantes
utilizados para esse fim pode ser glicerol, sorbitol, sacarose e acucar invertido (Mali et al.,
2006; Kechichian et al., 2010; Kammoun et al., 2013; Maniglia et al., 2014). Em filmes de
farinha e amido de arroz a utilizagdo de sorbitol como plastificante faz com que os filmes

tenham menor permeabilidade a vapor de agua e sejam mais rigidos, enquanto que os filmes
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produzidos com a mesma base e glicerol s8o mais maleaveis e ndo possuem boas

propriedades de barreira a vapor de agua (Dias et al., 2010).

O teor e tipo de plastificante empregado nos filmes de amido s&o importantes em
funcdo do efeito que estes causam nas propriedades funcionais dos filmes formados. Para os
filmes a base de amido, os plastificantes mais empregados sdo os polidis, como glicerol e
sorbitol, porém os efeitos provocados pelo glicerol sdo mais acentuados que os provocados
pelo sorbitol. Para reduzir o carater hidrofilico dos filmes de amido pode-se empregar &cidos
graxos como plastificantes. Os plastificantes reduzem as forgas intermoleculares e aumentam
a mobilidade das cadeias dos polimeros, com diminuicdo de possiveis descontinuidades e
zonas quebradicas, resultando assim em materiais com menores temperaturas de transicao
vitrea (Tg). O decréscimo da Ty € percebido nas propriedades mecénicas, onde ha um
decréscimo da forca na perfuracdo e o aumento da deformacgdo dos filmes nesta situacéo.
Além das propriedades mecanicas a permeabilidade a vapor de 4gua tende a aumentar com o

incremento do teor de plastificantes hidrofilicos, como € o caso dos polidis (Mali et al., 2010).

A quantidade de plastificante utilizada nos filmes depende da base do filme, sendo os
filmes de proteina e polissacarideos os mais comumente utilizados, e das caracteristicas que
se deseja atingir. Normalmente, a quantidade de plastificante é calculada com base no total da
base utilizada. Por exemplo, para filmes de amido e farinha, existem estudos que utilizam
plastificantes em uma faixa de aproximadamente 15 e 50 g de plastificante por 100 g de
amido ou farinha (Xu et al., 2005; Colla et al., 2006; Maizura et al., 2007; Tapia-Blacido et
al., 2007; Bergo et al., 2008; Dias et al., 2010; Andrade-Mahecha et al., 2012; Maran et al.,
2013b; Pelissari et al., 2013; Han et al., 2015; Luchese et al., 2015; Salas-Valero et al., 2015).

3.3.4. Matérias-primas utilizadas para reforcar e/ou incorporar funcionalidades aos
filmes e coberturas comestiveis

Os filmes comestiveis podem também ter a funcdo de transportar ingredientes
funcionais, incluindo antioxidantes, agentes antimicrobianos, aromatizantes, temperos e
corantes que melhoram a funcionalidade dos materiais de embalagem pela adi¢cdo de funcdes
novas ou extras (Salmieri & Lacroix, 2006). Este conceito de "filmes ativos" é uma aplicacdo
muito promissora, pois cria novos caminhos para a concepgdo de materiais de embalagem
através da adicdo de ingredientes funcionais em filmes e coberturas (Garcia et al., 2009;
Rojas-Gral et al., 2009).
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No caso de filmes contendo agentes antimicrobianos, estes podem ser incorporados
nas embalagens ou revestir os materiais de embalagens de alimentos. O principio de acéo dos
filmes antimicrobianos é baseado na liberacdo dos agentes antimicrobianos para o alimento,
podendo ser aplicados para carne, peixe, aves, pao, queijo, frutas e legumes (Vermeiren et al.,
1999). Alguns agentes antimicrobianos empregados em biofilmes e j& estudados
anteriormente sdo os 6leos essenciais como de bergamota, limdo (Sanchez-Gonzélez et al.,
2011), orégano (Benavides et al., 2012; Jouki et al., 2014) e tomilho (Espitia et al., 2014).
Além dos 0leos essenciais a quitosana (Park et al., 2010), o cravo, a canela em pé e a pimenta
em po, o mel, o extrato de propolis e o p6 de café (Kechichian et al., 2010) também ja foram
estudados com o objetivo de adicionar agentes antimicrobianos nos filmes.

Filmes comestiveis antioxidantes sdo um tipo de embalagem ativa preparada pela
adicdo de antioxidantes no material de embalagem de alimentos em vez de adiciona-los
diretamente no alimento. A incorporacdo deste aditivo tem por objetivo a estabilizacdo dos
polimeros utilizados na confeccdo dos filmes e também evitar e/ou retardar a oxidacdo dos
alimentos (Vermeiren et al., 1999; Tovar et al., 2005). Os antioxidantes naturais sdao bem
aceitos e constituem uma boa alternativa para utilizacdo em filmes comestiveis e criacdo de
embalagens ativas (Han et al., 2015; Wang et al., 2015). Alguns exemplos de antioxidantes
naturais que tém sido estudados e incorporados em filmes sdo o cha verde (Perazzo et al.,
2014), taninos de uva (Olejar et al., 2014), extrato de bagaco de uva (Ferreira et al., 2014),
extrato de ginseng (Norajit et al., 2010), 6leo essencial de casca de canela (Lépez-Mata et al.,
2015), 6leo de cdrcuma (Maniglia et al., 2014), o6leos essenciais de orégano e tomilho
(Coskun et al., 2014), entre outros. Nos Estados Unidos algumas industrias de cereais
utilizam papel encerado como matriz para a liberacdo de antioxidante (Vermeiren et al.,
1999).

Durante os ultimos anos, pesquisas tém sido feitas com a utilizacdo de fibras para
reforcar os materiais, reduzir custos e melhorar propriedades mecénicas. Existem muitas
fibras vegetais que podem reforcar os filmes como fibras de palha de trigo (Fama et al.,
2009), fibra de algodao (Dobircau et al., 2009), fibras de cana de agucar (Gilfillan et al.,
2012), queratina, lignina, e fibras de celulose (Bodirlau et al., 2013). Em muitos casos, a
presenca de fibras nos filmes aumenta a forca de tenséo e mddulo de Young, mas diminui sua
capacidade de elongacdo (Dufresne & Vignon, 1998; Avérous et al., 2001; Curvelo et al.,
2001; Mdller et al., 2009).
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3.3.4. Técnicas de preparacdo e aplicacdes

A técnica frequentemente utilizada na confecgdo de filmes comestiveis é a de casting,
método comum de producdo em pequena escala utilizado para obter filmes biodegradaveis.
Nesta técnica, uma por¢do da solucdo filmogénica é vertida em placas de acrilico e, entdo,
secas em estufa com circulacéo de ar a um peso constante. Essa técnica simples produz filmes
que podem ser facilmente removiveis das placas, e permite formar filmes com variadas
espessuras através da variacdo de peso da suspensdo aplicada e a area das placas em que 0s

filmes sdo moldados (Garcia et al., 2009).

O meétodo de casting, por via Umida, € baseado no mecanismo de coacervagdo quando
o hidrocoloide disperso na solucao aquosa é precipitado apos secagem. Também pode resultar
em gelificacdo térmica ou coagulacdo seguida por resfriamento. Os solventes de grau
alimenticio que podem ser utilizados séo limitados, geralmente, apenas a agua e ao etanol. A
solucdo filmogénica desgaseificada pode ser espalhada em uma fina camada na superficie de
um material base adequado capaz de liberar a pelicula ap6s a secagem para produzir um filme
independente, ou aplicado para formar uma cobertura diretamente nos produtos alimenticios
ou comprimidos por pulverizacdo, imersdao e drenagem subsequente. Varios métodos de
secagem tém sido desenvolvidos para produzir filmes independentes através do método de
casting incluindo secagem com circulacdo de ar, superficie quente, infravermelho e técnicas

de micro-ondas (Janjarasskul & Krochta, 2010).

Para os filmes de amido confeccionados por este método, ap6s a gelatinizacdo térmica
dos granulos em excesso de agua, amilose e amilopectina se dispersam na solucdo aquosa e,
durante a secagem, se reorganizam, formando uma matriz continua que d& origem aos filmes.
Durante os Gltimos anos, a técnica de casting foi a mais empregada e discutida na pesquisa de
filmes biodegradaveis a base de amido, mostrando bons resultados dentro do ambito
laboratorial. Poréem, para a producdo em escala industrial, apresenta algumas desvantagens,
como tempo de processo e custo elevados, esta ultima em funcdo do grande gasto energético
para a secagem dos filmes (Mali et al., 2010). Neste caso, pode-se utilizar o processo de
extrusdo para a producdo em escala industrial, com as vantagens de rapidez e menores custos
de producdo; outro fator importante a ser considerado € que este processo ja é empregado na
producdo de embalagens sintéticas convencionais, como as de polietileno, polipropileno,

polietileno tereftalato, dentre outras (Fishman et al., 2000).
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A técnica de extrusdo termoplastica a seco se baseia nas propriedades térmicas do
biopolimero do filme, incluindo as caracteristicas de transicdo de fase, a transicdo vitrea e
gelatinizacdo. O processo seco € de interesse consideravel por se tratar de custo-beneficio
melhor, com um maior rendimento do que o processo Umido para fazer filmes independentes.
No processo de extruséo, os biopolimeros séo plastificados e aquecidos acima da sua T4, com
baixo conteldo de agua para formar um produto fundido uniforme pela utilizacdo de calor,

pressdo e cisalhamento no cilindro da extrusora (Janjarasskul & Krochta, 2010).

O comportamento termoplastico pode ser obtido com a utilizagdo de proteinas, como,
por exemplo, colageno, gelatina (Park et al., 2008), glaten de trigo (Pommet et al., 2005),
zeina do milho (Wang & Padua, 2003), caseina, proteina de soro de leite (Sothornvit et al.,
2007; Hernandez-lzquierdo & Krochta, 2008) e proteina de soja (Cunningham et al., 2000).
Além das proteinas, filmes a base de carboidratos como amido (Chaudhary et al., 2008;
Raquez et al., 2008; Li et al., 2011; Mdiller et al., 2012), pectina e alginato de sédio (Liu et
al., 2006) também sdo materiais potenciais para a formacdo de filme por extrusdo. O
processamento termoplastico de duas ou mais resinas termoplasticas comestiveis (Fishman et
al., 2000) e incorporacdo de componentes lipidicos e ingredientes ativos estd ganhando
interesse nas pesquisas para melhorar as propriedades funcionais dos filmes (Janjarasskul &
Krochta, 2010).

Os filmes comestiveis sdo utilizados, geralmente, na area alimenticia, porém, as
coberturas podem ser utilizadas também na area farmacéutica em pilulas para prevenir a
desagregacdo, mascarar sabor amargo ou indesejavel antes da degluticdo, e proporcionar o
tempo desejado em medicamentos de liberacdo controlada (Pavlath & Orts, 2009). A tabela 6

apresenta algumas coberturas comerciais e sua aplicabilidade.

Alguns filmes biodegradaveis ja sdo comercializados na Europa para produtos
alimenticios, como filmes de amido de milho usados como barreira contra gordura em
produtos de confeitaria, embalagens de manteiga e margarina confeccionadas com amido de
milho (90%) e &cido polilatico (10%), ou ainda, para fins ndo alimenticios, sacos de lixo a
base de amido de milho e trigo disponiveis nos mercados da Italia, Finlandia e Dinamarca
(Haugaard et al., 2001).
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Tabela 6. Coberturas comerciais, componentes e aplicagdes.

Nome comercial Componente principal

Aplicacéo

Freshseel™ Esteres de sacarose
Fry Shield™

Nature Seal™

Pectinato de célcio

Ascorbato de calcio

Nutrasave™ N,O-Carboximetilquitosana
Opta Glaze™ Gluten de trigo

Sealgdum, SPraY | Acetato de calcio

gum

Semperfresh™ Esteres de sacarose
Z*Coat™ Proteina de milho

Estender a vida util do melédo

Reduz a absorcéo de gordura durante a fritura de
peixes, batatas e outros vegetais

Mag4, abacate, cenoura e outros vegetais

Reduzir a perda de &gua em abacate, reter a
firmeza

Substituir o revestimento a base de ovo cru para
evitar crescimento microbiano

Prevenir o escurecimento em batata durante a
fritura

Proteger macas, peras e marmelo (pome fruits) da
perda de agua e descoloracao

Estender a vida util de nozes, pecan e amendoim
coberto com chocolate

Fonte: Pavlath & Orts (2009).
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Capitulo 4 - Materiais e Métodos

Neste capitulo estdo descritos os materiais e a metodologia experimental utilizada no
presente trabalho. Este capitulo estd estruturado da seguinte forma: primeiramente sera
descrita a parte da obtencdo da matéria-prima utilizada para o desenvolvimento dos produtos,
amido de pinhdo, extrato aquoso da casca, farinha de pinhdo cru e casca moida; logo apds
serdo descritos os experimentos realizados para o desenvolvimento de formulacGes topicas e,
por ultimo, serdo descritos os experimentos realizados para o desenvolvimento de filmes

comestiveis.

4.1. Obtencédo das matérias-primas oriundas do pinh&o

As sementes de pinhdo (Araucaria angustifolia) foram obtidas em mercado local
(Porto Alegre, RS), selecionadas, limpas, condicionadas em sacos de polietileno de 1,5 kg e
armazenadas em freezer doméstico (aproximadamente -15 °C) até sua utilizagcdo. As sementes
utilizadas foram adquiridas em duas safras: do ano de 2012 para os experimentos realizados

no Brasil e do ano de 2014 para os experimentos realizados nos Estados Unidos.

Como o pinhdo consta na lista do Patrimdnio Genético, foi solicitado o acesso ao
Patriménio Genético junto ao CNPq para utilizacdo das sementes em pesquisa cientifica, bem
como para o transporte para o exterior. Para isso, uma amostra da espécie foi depositada no
Herbéario ICN (Instituto de Ciéncias Naturais) do Departamento de Botéanica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, instituicdo fiel depositaria credenciada pelo Conselho de
Gestdo do Patrimonio Genético, sob o nimero ICN 192233. O nimero da autorizagdo de
Acesso e de Remessa de Amostra de Componente de Patrim6nio Genético € 010630/2013-9.
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Para o desenvolvimento dos produtos propostos, a semente de pinhdo foi utilizada em
quatro frag6es: amido de pinh&o, extrato da casca do pinhdo, farinha de pinhdo crua e casca de
pinh&o crua e moida. As metodologias para extracéo e preparacao das fracdes estdo descritas a

sequir.

4.1.1. Extragdo do amido de pinh&o

A extracdo do amido de pinh&o foi realizada em duas fragOes: para os experimentos
realizados no Brasil foram utilizados 4,0 kg da safra de 2012 e para 0s experimentos
realizados nos Estados Unidos foram utilizados 4,0 kg da safra de 2014. Para cada extracdo
foram produzidos aproximadamente 1,0 kg de amido de pinhdo. O isolamento do amido do
pinhdo foi realizado através de processo de lavagem sequencial utilizando &gua como
solvente, segundo procedimento previamente descrito por Bello-Perez et al. (2006), com as

modificacBes propostas por Daudt et al. (2014), demonstrado na Figura 11.

Figura 11. Fluxograma da extracdo do amido de pinh&o nativo
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As sementes foram descascadas manualmente com o auxilio de uma faca, tendo o

cuidado de retirar a casca interna e, em seguida, foram desintegradas em liquidificador
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doméstico com &gua fria (5 + 1 °C), na proporcdo 1:2, por 1,5 min. Apos a desintegragdo, o
material foi filtrado em peneira de ago (Mesh Tyler n°® 100 — abertura de 0,152 mm), sendo o0
permeado lavado quatro vezes em agua a 5+ 1°C. Apls cada lavagem, uma etapa de
decantagdo (por 50 min.), sob refrigeracdo (5+ 1 °C) foi realizada. Finalmente, o amido
extraido foi seco em estufa a 40 °C (A3 DG Temp, De Leo, Brasil) por aproximadamente
48 h. O amido seco foi triturado em liquidificador doméstico e peneirado (Mesh Tyler n° 100)

a fim de se obter um po fino.

4.1.2. Obtencéo do extrato aquoso da casca do pinhao

O extrato aquoso da casca do pinhéo foi extraido a partir de 300 g de casca crua para
posterior utilizacdo no desenvolvimento das formulagdes topicas com o objetivo de adicionar
antioxidantes naturais as formulacdes. Os compostos fendlicos da casca do pinhdo foram
extraidos utilizando a casca crua, que sobra da extracdo do amido da semente do pinhéo, e
agua para evitar a utilizacdo de solventes organicos. A extracdo foi realizada segundo o
método de Cladera-Olivera (2008) com algumas modificacdes. As cascas foram previamente
trituradas em moinho (Modelo no. 2, Arthur Thomas Co., USA) e agua destilada foi
adicionada (na proporcao de 15 g de casca/100 mL de agua). A mistura das cascas com a agua
foi colocada em um banho termostético (Q226M2, Quimis, Brasil) a 50 °C por 60 min sob
agitacdo (100 rpm). Apos, os extratos foram filtrados e armazenados em freezer (-18 °C) até
sua utilizacdo. Os extratos foram mantidos na forma liquida com o objetivo de gerar um
processo de producdo simplificado, gastando pouca energia e passivel de escalonamento. O
rendimento da extracdo foi de 3,18 + 0,03 mL/g de casca utilizada e a aplicacdo do extrato
aquoso na formulacdo durante o processo de producdo poderia ser realizada logo ap6s a
extracdo. O baixo rendimento do extrato é devido ao fato de a casca ser altamente higrscopica

e absorver agua durante a extracao.

4.1.3. Obtencéo da farinha de pinh&o cru

A farinha de pinhdo foi obtida a partir da semente crua. Primeiramente, as sementes
foram descascadas e secas em estufa com circulacdo de ar (SL 102/100, Solab, Brasil), a
50 °C por 24 h. Apds a secagem, as sementes foram pré-moidas em um moinho de facas
(IKA® MF 10.1 basic, Staufen, Alemanha) a fim de produzir uma farinha grossa com
tamanho de particula de aproximadamente 2,00 mm; o produto dessa moagem foi moido
novamente utilizando um moinho tipo Cyclone (Udy Corp., Fort Collins, CO, USA) passando
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por uma malha de 0,25 mm. Foram utilizados 2,0 kg de semente, que produziram 900 g de
farinha.

4.1.4. Preparacao da casca de pinh&o cru moida

A casca de pinhdo ndo utilizada na producdo da farinha foi seca a temperatura
ambiente e moida nas mesmas condi¢des da farinha de pinhdo. A mesma quantidade de
sementes utilizadas na producdo da farinha (2,0 kg) produziram 825 g de casca de pinh&o

moida.

4.2. Desenvolvimento e caracterizacdo de formulacBes de uso topico utilizando a

semente de pinhao

4.2.1. Formulacdes cosmeéticas tipo gel

Tendo como base testes preliminares realizados para a formulacdo de um gel chegou-

se as quantidades descritas na Tabela 7.

Tabela 7. Composi¢do em percentual (m/m) das formulages tipo gel.

Matéria-prima Gel Controle (GC) (%)  Gel Pinhéo (GP)(%)
Carbopol 940 0,6 0,6
Amido de pinh&o - 3
Extrato da casca do pinhao - 5
Sorbato de potassio 0,2 0,2
Solucdo de NaOH (20%) gspH=7,0
Agua ultrapura g.s.p. 100%

O gel controle e base para o gel com adicdo de amido de pinhdo e extrato da casca foi
preparado misturando 4gua ultrapura a 75 °C ao polimero Carbopol 940® até completa
dissolucdo. Apos, o pH foi ajustado em aproximadamente 7 com adi¢do de NaOH 20% e foi
acrescentado o sorbato de potassio previamente dissolvido em agua ultrapura. A formulacao
contendo os derivados do pinhdo foi preparada em trés etapas. Primeiramente foi preparada a
base com Carbopol 940®, seguindo 0o mesmo procedimento da do gel controle, e o pH foi
ajustado. Em seguida, o amido foi misturado com parte da agua a 75 °C e o sorbato de
potassio dissolvido cuidadosamente para ndo formar grumos. Estas duas partes foram
misturadas e, quando a mistura atingiu a temperatura de 40 °C o extrato da casca de pinh&o

foi adicionado. O gel formado foi entdo passado em Ultra Turrax (T25 basic, IKA-WERNE,
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EUA) para homogeneizar na velocidade mais baixa (3.000 rpm), evitando a formacéo de

bolhas de ar.

4.2.2. Formulacdes cosmeéticas tipo emulgel

A partir dos resultados obtidos através dos testes preliminares optou-se por utilizar
uma emulséo tipo O/A que contivesse uma proporcao de gel para melhorar sua estabilidade. A

Tabela 8 apresenta as matérias-primas e quantidades utilizadas nas formulacdes.

Tabela 8. Composicdo em percentual (m/m) das formulagdes tipo emulsdo-gel.

Matéria-prima Emulgel Controle (EC) (%) Emulgel Pinhdo (EP)(%)
Carbopol 940 0,3 0,3
Amido de pinhéo - 3
Extrato da casca do pinhdo - 5
Sorbato de potassio 0,2 0,2
Oleo de girassol 3 3
Alcool cetoestearilico 4 4
Alcool cetoestearilico 5 2
etoxilado (20 EO)

Solugéo de NaOH (20%) q.s. pH = 7,0 (para formar gel)
Agua ultrapura g.s.p. 100%

As duas partes das formulacdes (gel e emulsdo) foram desenvolvidas separadamente.
O gel foi obtido da mesma forma como explicado no item 4.2.1. A emulsdo teve as fases
oleosa (6leo de girassol, alcool cetoestearilico, alcool cetoestearilico etoxilado (20EQ)) e
aquosa (agua, sorbato de potassio e amido de pinhdo na formulacdo EP) aquecidas até 75 °C
separadamente e a fase aquosa foi vertida sobre a fase oleosa (ap6s total dissolu¢do de ambas
as fases separadamente). A mistura foi mantida em constante agitacdo até resfriamento a
temperatura ambiente. A formulacdo contendo extrato da casca do pinhdo teve o mesmo
adicionado em temperatura de 40 °C. Apos o resfriamento a temperatura ambiente as duas
partes emulsédo e gel foram misturadas na proporcdo 1:1 em massa e entdo passado em Ultra
Turrax (T25 basic, IKA-WERNE, EUA) para homogeneizar na velocidade mais baixa (3.000

rpm), evitando a formacdo de bolhas de ar.
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4.2.3. Avaliacao da estabilidade fisico-quimica e as propriedades cosméticas in vitro
das formulacdes desenvolvidas

A estabilidade das formulacBes foi avaliada através dos testes de estabilidade
preliminar e acelerada, de acordo com as diretrizes da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, seguindo as recomendacdes do Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (ICH,
2003).

Para isso, as formulacbes foram acondicionadas em vidros de borosilicato e
submetidas a seis ciclos de aquecimento/congelamento. Cada ciclo consiste em deixar as
amostras 24 h em estufa (A3, De Leo, Brasil) a 40 °C, seguida de 24 h em freezer a -4 °C. Os
parametros avaliados para cada amostra antes e apds os seis ciclos de estresse térmico foram a
resisténcia a centrifugacao, o pH, a espalhabilidade, a caracterizacdo reoldgica, o teor de
compostos fenolicos e a determinacdo da atividade antioxidante pelo método de captura do
radical livre ABTS.

4.2.3.1. Resisténcia a centrifugacao das formulagdes semissolidas

O teste de resisténcia a centrifugacdo foi realizado em uma centrifuga (Eppendorf
5417R, USA) utilizando amostras de 1 mL (3.000 rpm, por 30 min, a 20°C). Para a avaliacdo
de ocorréncia de fendmenos de instabilidade, a amostra é considerada estavel quando nao
houver alteracdo sob o aspecto fisico da formulacdo. Por outro lado, as formulagbes que
apresentarem sedimentagéo, separacao de fases e coalescéncia, ou quaisquer outras alteracoes

visiveis serdo consideradas instaveis fisicamente.

4.2.3.2. Determinacao do pH

Os valores de pH foram determinados utilizando uma solucdo das formulacGes
semissolidas a 10% (m/v) em temperatura ambiente (Lange et al., 2009). As solucGes foram
homogeneizadas em agitador magnético (752A, Fisatom, Brasil) por 15 minutos e as medidas
foram realizadas utilizando pHmetro digital (DM-22, Digimed, Brasil) previamente calibrado

utilizando solugdes tampdes de pH 7,0 e 4,0.
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4.2.3.3. Determinacéo da espalhabilidade

Para a determinacdo da espalhabilidade foi utilizada uma placa-molde de vidro, com
orificio circular central (12 mm de didmetro e 10 mm de altura), colocada sobre uma placa
suporte de vidro com uma folha de papel milimetrado abaixo do vidro e uma fonte luminosa,
conforme Borghetti & Knorst (2006). A amostra foi introduzida no orificio da placa e a
superficie nivelada com espatula. Apos, a placa-molde foi cuidadosamente retirada e uma
placa de vidro de peso pré-determinado foi colocada sobre a amostra. Depois de um minuto, a
superficie abrangida foi medida através do didmetro em duas posi¢Ges opostas, com auxilio da
escala do papel milimetrado e com posterior célculo do didmetro médio. Este procedimento
foi repetido acrescentando-se novas placas, em intervalos de um minuto, registrando-se a cada
determinacéo a superficie abrangida pela amostra e 0 peso da placa adicionada até um nimero

maximo de 20 placas.
A espalhabilidade (Ei), determinada a 24 + 2 °C, foi calculada através da Eq. (3):
Ei= (d*>xm)/4 (3)

onde Ei (mm?) é a espalhabilidade da amostra para o peso i (g) e d é o diametro médio (mm).
A partir do célculo do valor de espalhabilidade para cada peso, foi calculado o fator de
espalhabilidade (FE em mm?/g) conforme a Eq. (4):

FE = SE/Sm; )

onde XEi é o somatdrio das espalhabilidades calculadas ¢ £mi é 0 peso acumulado das placas

de vidro adicionadas.

4.2.3.4. Caracterizacao reoldgica das formulacdes semissélidas

A caracterizacdo reologica das formulages foi realizada utilizando um redmetro
rotacional (Ares, TA Instruments, New Castle, USA), utilizando a geometria de placas
paralelas (50 mm de didmetro, gap de 1,50 mm). Todas as medidas foram realizadas a
25+ 1 °C. As curvas de fluxo foram obtidas através dos valores de tensdo de cisalhamento
com o aumento das taxas de cisalhamento de 0,1 a 120 s™ com incremento de 4s™ e em
seguida decrescendo em sentido inverso. Os dados foram ajustados as seguintes equacfes para
determinar o modelo de fluxo das formulagdes: Bingham (Eg. (5)), Casson (Eq. (6)), Ostwald
(Eq. (7)), e Herschel-Bulkley (Eq. (8)).
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T=T9 + 7.1 ®)
w08 = (2)°F + %708 ©
r=K.gm (7)
T=10+ K.y" (8)

onde 7 representa a tensdo de cisalhamento, 7, a tens@o de cisalhamento inicial, K o indice de
consisténcia, y a taxa de cisalhamento e n o indice de fluxo. O modelo que apresentar o

melhor ajuste sera utilizado para representar o comportamento reoldgico das formulagoes.

Os testes em regime oscilatorio foram realizados para avaliar o comportamento dos
modulos de armazenamento (G") e de perda (G") em funcdo da frequéncia. Os testes de
varredura de frequéncia foram realizados na regido linear de viscolasticidade (RLV),
determinada por testes de varredura de deformacdo, na faixa de 0 a 500 rad.s™, no modo

decrescente.

4.2.3.5. Teor de compostos fenolicos

Metanol puro foi utilizado como solvente para a extracdo dos compostos fenélicos das
formulag6es produzidas (10 g de amostra/100 mL de metanol) (Cordenunsi et al., 2004). As
amostras em solucdo foram colocadas em banho termostatico (Q226M2, Quimis, Brasil) a
50 °C por 30 min., com agitacdo a 125 rpm. O extrato foi centrifugado por 15 min, a 4 °C, a

5200 g em centrifuga refrigerada (CT5000R, Cientec, Brasil) e filtrado em seguida.

Os fenolicos totais no extrato foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteau
como descrito por Singleton & Rossi (1965), com algumas modificacdes. Foram adicionados
40 pL do extrato (amostra) em tubo Falcon, 3,2 mL de 4gua destilada e 200 pL de reagente de
Folin-Ciocalteau. A mistura foi agitada e deixada ao abrigo da luz por 5 min. Apds, foi
adicionado 600 pL de solucdo saturada de carbonato de sodio (17 %). A reacdo ocorreu em
temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 1,5h. Catecol foi usado como padréo, os
resultados foram expressos como massa de catecol equivalente (mg CE) por massa (g) de
amostra e a curva padréo utilizada encontram-se no Anexo A, item A.1l. A absorbéancia foi
determinada em comprimento de onda 750 nm (Cordenunsi et al., 2004) em

espectrofotdmetro (UV-1600, Pro-Analise, Brasil).
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4.2.3.6. Determinacdo da atividade antioxidante dos cosméticos

A atividade antioxidante foi avaliada nas formulacGes atraveés da avaliacdo da
atividade sequestradora de radicais livres pela reacdo com o radical 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina6-sulfonico) (ABTS ). Para a determinagdo da atividade antioxidante total
pela captura do radical livie ABTS'" as formulagGes foram diluidas em metanol em trés
diferentes concentracfes, submetidas a centrifugacdo por 15 min, a 4°C, a 5200 g em

centrifuga refrigerada (CT5000R, Cientec, Brasil) e o sobrenadante foi analisado.

A determinacio da atividade antioxidante total pela captura do radical livre ABTS™*
foi realizada de acordo com o método descrito por Re et al. (1999) com algumas
modificacbes. ABTS foi dissolvido em &gua para obter uma concentracdo de 7 mM. O cétion
do radical ABTS (ABTS'™) é produzido pela reacdo da solugdo estoque de ABTS (7 mM)
com 4,9 mM de persulfato de potassio e deixando a mistura em repouso por 12-16 h antes do
uso. ABTS e persulfato de potassio reagem estequiometricamente na propor¢do de 1:1 e 0
resultado é a oxidacdo incompleta do ABTS. A oxidacdo do ABTS comeca imediatamente,
mas a absorbancia é méaxima e estavel apos 6 h. O radical é estavel nessa forma por mais de
dois dias quando armazenado ao abrigo da luz em temperatura ambiente. Uma vez formado o
radical ABTS™, ele deve ser diluido em etanol até se obter uma absorbancia de 0,700
(£ 0,050) no comprimento de onda de 734 nm. Para a reacgdo foi utilizado 30 pL da amostra
com 3mL do radical. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (UV-1600, Pro-
Analise, Brasil) apo6s 30 min da adicdo da amostra. A curva de calibracdo foi calculada a
partir da preparacdo de solucdes padrdo de Trolox (um antioxidante sintético similar a
vitamina E) e o resultado foi expresso em capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em pmol TEAC g™ de amostra (TEAC:
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). A curva de calibracdo encontra-se no Anexo A,
item A.2.

4.2.4. Andlise sensorial e das propriedades cosmeticas in vivo das formulactes
semissolidas

4.2.4.1. Andlise sensorial discriminativa e afetiva das formulacdes semissélidas

O estudo sensorial visa a observar se ha diferenga entre o gel proposto (pinh&o) e um
gel com os mesmos ingredientes com excecao dos derivados do pinhao, bem como a diferenca

entre 0 emulgel proposto (pinhdo) e o emulgel controle. A analise sensorial seguiu
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metodologia previamente empregada por Kilkamp-Guerreiro et al. (2013), com as
modificagOes detalhadas abaixo.

As formulagdes foram submetidas a analise sensorial discriminativa e afetiva
conduzida por um grupo de 48 voluntarios nao treinados, homens e mulheres, com idades
entre 19 e 52 anos, seguindo o protocolo de avaliacdo que se encontra em anexo (Anexo B -
item B.1.). Este protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (CEP-UFRGS) sob parecer n° 640.828.

Pessoas com disturbios de sono, casos de alergia ou problemas de saude, gravidas e
fumantes foram excluidos desta pesquisa. Apds a apresentacdo da pesquisa aos voluntarios 0s
mesmos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo B - item B.2)
e a analise discriminativa e afetiva foi conduzida aos pares. Cada participante avaliou as
quatro formulacGes semissolidas desenvolvidas comparando os géis entre si (GC x GP) e
emulgéis entre si (EC x EP). As amostras foram codificadas para evitar que os voluntérios as
identificassem. Os procedimentos para a andlise sensorial seguiram as etapas descritas a

sequir:

1) Lavagem dos bracos e antebracos dos voluntarios com sabonete neutro previamente

preparado (solu¢do 10% m/v de lauril sulfato de sédio);

2) Marcacdo com lapis de maquiagem de dois circulos de 51 mm de didametro em cada

antebraco utilizando um molde vazado de pléstico;

3) Apresentacdo das amostras pesadas (~0,5g) e codificadas aos voluntarios e
explicagdo de como aplicar: em movimentos circulares, utilizando dedos diferentes para cada

amostra;

4) Logo ap6s a aplicacdo de cada par de amostras e apés 5 min, os voluntérios
responderam as perguntas referentes aos atributos espalhabilidade, oleosidade, pegajosidade
imediata e residual, formacdo de filme na pele imediata e residual, percep¢do do produto na

pele e preferéncia, comparando as amostras, conforme questionario (Anexo B - item B.1).

Os experimentos foram conduzidos em uma sala a 20 °C e aproximadamente 60-70%
de umidade relativa. A analise estatistica utilizou a comparagdo entre as preferéncias dos

consumidores pelo teste bilateral.
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4.2.4.2. Andlise das propriedades cosméticas in vivo das formulacdes semissolidas

O potencial cosmético da aplicacdo cutanea das formulacbes semissolidas foram
avaliados através dos parametros eritema e pH utilizando sondas ndo invasivas especificas
para 0 equipamento Multi Probe Adapter MPA (Courage Khazaka eletronic GmbH,
Alemanha). Para este estudo as amostras foram avaliadas em 10 voluntérios ndo treinados,
mulheres, com idade entre 20 e 30 anos. Esta analise foi realizada juntamente com a analise
sensorial descrita no item 4.2.4.1. (para 10 dos voluntarios), respeitando um tempo minimo de
aplicacdo de 20 minutos. O procedimento de aplicacdo das formulagfes seguiu 0 mesmo
protocolo descrito para a analise sensorial.

O TCLE para estes voluntérios que participaram da avaliacdo da atividade cosmética
encontra-se no Anexo B, item B.3, e foi aprovado pelo CEP da UFRGS com parecer de n°
336.233.

Estas metodologias ndo invasivas tém sido amplamente empregadas na avaliacdo do
efeito de formulacdes de uso topico, principalmente por possibilitar a avaliacdo de produtos
em suas reais condicOes de uso, ou seja, diretamente na pele humana. O eritema, relacionado
ao potencial de irritacdo cuténea, foi avaliado a partir da sonda Mexameter® MX18 e o pH

cutaneo pela sonda Skin-pH-Meter®.

Os resultados, discussdo e conclusdes desta etapa estdo agrupados no Capitulo 5, item

5.1. (compreende os itens 4.2.1. a 4.2.4.).

4.2.5. Avaliacdo de possiveis correlacdes entre os parametros reoldgicos e o0s
parametros fisicos de formulacbes semissolidas ao longo de seis meses de
armazenamento

Este estudo teve por objetivo avaliar a estabilidade das formulacfes semissolidas ao
longo de seis meses considerando os parametros reoldgicos, a umidade, a espalhabilidade, o
tamanho de particula e a estrutura morfoldgica e tentar estabelecer correlagbes entre esses
parametros. Para isso, as amostras a serem analisadas foram mantidas em frascos tipicos para
cosméticos (plasticos) em temperatura ambiente ao abrigo da luz. As analises ocorreram dos
meses de outubro a abril, englobando as estagdes primavera, verdo e outono em que as

temperaturas variam aproximadamente em uma faixa de 15 a 35 °C.
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A reologia seguiu 0 método descrito no item 4.2.3.4., utilizando redbmetro rotacional
(Ares, TA Instruments, New Castle, USA) e geometria de placas paralelas (50 mm de
didmetro, gap de 1.50 mm) para avaliar o comportamento reoldgico nos regimes estacionario

e oscilatorio.

As curvas de fluxo foram ajustadas ao modelo de Ostwald-de-Waelle (Eq. (7)) e a

viscosidade aparente na taxa de cisalhamento 100 s™ (Eq. (9)) foi calculada:
77100 = K 100n_1 (9)

onde: K é o indice de consisténcia; n é o indice de fluxo e 00 € a viscosidade aparente na
taxa de cilhamento de 100 s™. 100 foi utilizada como valor caracteristico de viscosidade para
comparagOes entre as amostras devido ao fato de que a faixa de taxa de cisalhamento

geralmente adotada durante aplicacdes tépicas é acima de 10 s™* (Corrente et al., 2009).

Todos os testes do modo dinamico foram realizados na regido viscoelastica linear
(RVL), determinada para cada amostra através de testes de varredura de deformacdo a 10 e a
500 rad-s™. Foram feitas varreduras frequéncias decrescente ao longo da faixa de o de 0,1—
500 rad-s™. O modelo de poténcia (Egs. (10) e (11)) foi utilizado para caracterizar a
dependéncia da frequéncia com os médulos eléstico ou de armazenamento (G’) e viscoso ou
de perda (G"):

G'=Go.00" (10)
G’=G". 0" (11)

onde G’ e Gy sdo os valores dos mddulos de cisalhamento elastico (armazenamento) e
viscoso (perda), a 1 rad s, respectivamente, e os expoentes n’ e n” denota o grau de
influéncia de ® em cada mddulo. Além disso, as diferencas estruturais entre as amostras
foram quantificadas em termos do fator de qualidade Q (Eg. (12)), um parametro
adimensional que representa o grau de amortecimento de um oscilador (Campo-Deafio et al.,
2010), dado por:

Q=2m () F'=n" (12)

GIIO

onde f é 10 Hz.
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O parametro Q pode quantificar a relagdo entre o médulo elastico (G’) e modulo
viscoso (G”). Quando G’ > G” a formulagdo semissolida é mais estdvel e mais consistente.
Consequentemente, altos valores de Q indicam que a formulacdo é mais estavel. Q pode
também fornecer informacgfes estruturais relacionadas com a forca das interacoes
intermoleculares, e/ou o tipo de rede estrutural em uma formulagdo (Gabriele et al., 2001;
Moresi et al., 2004).

O conteudo de umidade foi calculado através da perda de massa apos 0 aquecimento
da amostra a 105 °C, de acordo com o método padrdo de analise numero 945.15 da AOAC
(1990). Foram pesadas cerca de 5 g de amostra em capsulas de porcelana, secas em estufa a
105°C (A3 DG Temp, De Leo, Brasil) por 2 h, resfriadas em dessecador até temperatura
ambiente por 30 min. e finalmente pesadas. As amostras permaneceram em estufa por 24 h e
o0 percentual de umidade foi calculado pela diferenca de massa da amostra.

O tamanho de particulas foi analisado através da avaliacdo do diametro de particula
por difracdo de laser (Malvern 2000 Mastersizer, Malverns Instruments, Reino Unido) em
meio Umido. As amostras foram diluidas em agua a uma concentracdo de 1% (m/v). A
distribuicdo de tamanho de particula foi avaliada a partir do Span (Eq.(13)), onde do.1, dos €
doo S80 0s diametros das particulas determinados em 10%, 50% e 90% da distribuicdo dos
volumes acumulados, respectivamente. Os calculos para distribui¢do de tamanho de particulas
foram baseados na teoria de Mie-Scattering e o diametro médio calculado foi baseado no
volume (D[4,3]). Todas as medidas foram realizadas em triplicata e os resultados foram
analisados pela distribuicdo volumétrica.

Span — w (13)

0.5

A avaliacdo morfoldgica foi realizada utilizando uma simples anélise de microscopia
para diferenciar as amostras quantos as suas caracteristicas microscopicas. As amostras foram
diluidas em &gua na proporgdo 1:10 (amostra:dgua) e colocadas em laminas de vidro com o
auxilio de uma pipeta (10 yL). Essas laminas foram secas em bico de Bunsem e,
posteriormente coradas com uma solucdo de safranina (corante de coloragédo vermelha)
durante 1 min. As imagens foram feitas nas magnitudes de 40 e 100 X em microscopio 0Otico

(Opton, TNB-04D, Brasil) e as imagens capturadas com auxilio do software AMCap.
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O fator de espalhabilidade foi determinado segundo 0 mesmo procedimento descrito
no item 4.2.3.3.

Todas as analises foram realizadas nos dias ap6s o desenvolvimento das formulacées e

nos tempos 2, 4 e 6 meses de armazenamento.

A andlise de possiveis correlagBes foi realizada através da matriz de correlacdo de
Pearson pelo software Statistica, versdo 8.1, 2007 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Os resultados, discussdo e conclusdes desta etapa (item 4.2.5.) estdo agrupados no
Capitulo 5, item 5.2.

4.3. Desenvolvimento de filmes comestiveis

Os filmes comestiveis a base de pinhdo foram desenvolvidos e caracterizados em
quatro etapas: estudo de plastificantes e desenvolvimento de filmes de amido de pinhéo;
comparacdo de filmes a base de amido de pinhdo e farinha de pinhdo com diferentes
quantidades de plastificante; estudo da influéncia da aplicacdo de casca de pinhdo em filmes a
base de farinha de pinhdo e comparacgéo de filme de amido de pinh&o com filmes produzidos
com amidos comerciais com diferentes contetdos de amilose. A metodologia de cada etapa

sera explicada separadamente.

4.3.1. Escolha de plastificante e desenvolvimento de filmes comestiveis a base de
amido de pinhé&o

Os filmes foram preparados a partir de amido de pinhdo obtido conforme descrito no
item 4.1.1 através do método de casting de acordo com Fakhoury et al. (2012). A Tabela 9
apresenta as proporcdes de amido de pinhdo e plastificante utilizados nas formulacGes
propostas. O amido e o plastificante foram pesados e agua destilada foi acrescentada até
completar a massa final de 100 g. Foram utilizados sorbitol, glicerol, sacarose e xarope de
glicose como plastificantes, sendo que o xarope de glicose foi utilizado apenas na proporcao
de 4 g/100g em funcdo da ndo formacdo de filme com a utilizacdo deste ingrediente. Foram
realizados testes preliminares a fim de adequar as quantidades de plastificante e amido a

serem utilizadas.
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Tabela 9. Proporcdes de amido de pinh&o e plastificante utilizados no desenvolvimento dos biofilmes

Plastificante (9/1009) 4,0 50
Amido de pinhéo (9/100g) 20 30 40 50 60 |20 30 40 50 60

A solucéo foi aguecida em banho termostatico (NT 232, Novatecnica, Brasil) a 70 °C,
por 15 min. Em seguida, a solugéo filmogénica formada foi vertida em placas de Petri limpas
e secas (0,5 g/lcm?) e colocadas em estufa (B3 CBE, De Leo, Brasil) a 40 °C por 24 h para
secar. Algumas das formulacgdes necessitaram de acondicionamento em camara de controle de
fermentacdo (AC20T, VENANCIO, Brasil) com UR de 80% para facilitar a remocao das

placas.

Apds analise dos resultados dos testes preliminares optou-se por utilizar o sorbitol
como plastificante. A fim de avaliar o efeito das concentra¢Ges de amido de pinh&o e sorbitol,
foi realizado um planejamento experimental 22 com pontos axiais, conforme a Tabela 10. Os
filmes foram desenvolvidos pelo método de casting de acordo com Fakhoury et al. (2012).
Apbs a pesagem dos ingredientes, a mistura foi aquecida a temperatura de 70 °C, em banho
maria (Banho Dubnoff NT 232, Novatecnica, Brasil) por 15 min. As solugdes filmogénicas
foram espalhadas em placas de Petri, e deixadas para secar em estufa (B3 CBE, De Leo,
Brasil) a 40 °C por aproximadamente 24 h e, posteriormente, colocadas em ambiente com alta
umidade relativa (80%), em camara de controle de fermentacdo (AC20T, VENANCIO,

Brasil), para facilitar a remogé&o do biofilme da placa.

Tabela 10. Niveis codificados e reais de amido de pinhdo e sorbitol para o planejamento experimental
composto central 2% com pontos axiais.

Experimento Niveis codificados Niveis reais
Amido de pinh&o Sorbitol Amido de pinhéo (g) Sorbitol (g)
F1 -1 -1 2 3
F2 +1 -1 4 3
F3 -1 +1 2 5
F4 +1 +1 4 5
F5 -1,41 0 1,59 4
F6 +1,41 0 4,41 4
F7 0 -1,41 3 2,59
F8 0 +1,41 3 541
F9 0 0 3 4
F10 0 0 3 4
F11 0 0 3 4




66 Capitulo 4 - Materiais e Métodos

4.3.1.1. Caracterizacéo dos filmes comestiveis

Os filmes obtidos nos testes preliminares foram avaliados quanto a capacidade de

formacéo de filme e de acordo com a cor, opacidade e espessura.

A cor dos biofilmes foi medida em colorimetro (Konica Minolta ®, modelo Chroma
Meter CR-400, Singapura) em trés diferentes pontos. Os parametros colorimétricos L*, a* e
b* da escala CIELAB, determinados pela Comission International de I’Eclairarge (CIE) foram

obtidos através do espectro de refletancia da amostra (Minolta, 1998).

A opacidade foi medida diretamente com espectrofotdmetro portatil (Spectro-guide
sphere gloss, BYK, USA) em trés pontos diferentes dos biofilmes e expressos em percentual.
Para a medida de opacidade fez-se primeiramente a leitura frente ao padrdo branco e apos,
frente ao padrdo preto. O equipamento calcula entdo o percentual de opacidade baseado nas
duas medidas realizadas.

A espessura foi medida em nove pontos diferentes dos biofilmes com micrometro
digital (IP65, Mitutoyo, Brasil).

Os filmes de amido de pinhdo e sorbitol desenvolvidos segundo o planejamento
experimental foram avaliados quanto a capacidade de formacdo de filme, cor, opacidade,

espessura, propriedades mecanicas e solubilidade.

A cor e a opacidade foram avaliadas em colorimetro (ColorQuest® XE, HunterLab,
USA) utilizando os seguintes parametros: modo de reflectancia, iluminante D65, expecular
excluida e abertura de 9,25 mm. Para a medida dos parametros de cor L*, a* e b* os biofilmes
foram colocados frente ao padrdo branco do equipamento. Para a medida de opacidade os
biofilmes foram primeiramente colocados frente ao padréo branco e apds, em frente ao padréo

preto do equipamento. Os parametros C* e h foram calculados conforme as equacdes abaixo
(EqQ. (14) e Eq. (15)).

C*=4/(a*) +(b*) (14)
h=tg ‘{Ej (15)

a*
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A espessura foi medida em nove pontos diferentes dos biofilmes com micrémetro
digital (IP65, Mitutoyo, Brasil).

A resisténcia foi medida de acordo com o padrédo da ASTM D882-12 (2012) utilizando
texturdmetro (TA.XT Plus Texture Analyzer, Extralab, Brasil). Os filmes foram mantidos em
temperatura ambiente (25 °C) e 52 % UR através da utilizacdo de solucdo saturada de nitrato
de magnésio (Mg(NOs),) por 72 h antes das medidas. Foram utilizados filmes de 70 x 20 mm
e a espessura de cada pedago utilizado foi medida previamente. As condicOes utilizadas para o
teste foram 50 mm de separaco inicial das garras e velocidade do teste de 1 mm s™. Foram
avaliados os parametros de tensdo maxima (TM), Mddulo de Young (MY) e elongacdo na
ruptura (E). As propriedades mecanicas foram calculadas a partir do grafico de tensédo
(forca/area inicial da secdo de corte) pela deformacdo (extensdo como uma fracdo do
comprimento original) (Pérez-Gago & Krochta, 2001). O Modulo de Young foi obtido pela
razdo da tensdo pela deformacao na porcao linear inicial da curva. A elongacdo na ruptura foi
calculada dividindo a extensdo na ruptura dos filmes pelo comprimento inicial da amostra e

multiplicando por 100 (para ter o resultado em percentual).

A solubilidade em agua é definida como a porcentagem de matéria seca de filme
solubilizada apds 24 h de imersdo em agua (Gontard et al., 1992) e foi medida de acordo com
Véasconez et al. (2009), com algumas modificacBes. A massa seca inicial dos filmes foi
determinada ap6s a secagem de pedacos de 3 cm? de filmes em estufa (A3 DG Temp, De Leo,
Brasil), a 105 °C, por 24 h. Ap6s a pesagem para se obter a massa inicial, os filmes foram
imersos em 20 mL de &gua destilada por 24 h a 25 °C e, ap6s este periodo, foram secos
novamente em estufa (105 °C, por 24 h) para se obter a massa final. As analises foram
realizadas em triplicata e a solubilidade expressa em percentual como a diferenca entre o peso

seco inicial e final, em relagéo ao peso seco inicial.

Os resultados foram analisados utilizando Anélise de Variancia (ANOVA) e teste de
Tukey (a =0,05) com o software Statistica for Windows, version 8.1, 2007 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA) para verificar diferengas estatisticamente significativas. Para o
planejamento experimental, os dados foram avaliados utilizando superficie de resposta com o
mesmo software. Os resultados desta etapa do trabalho (item 4.3.1.) juntamente com as

discussoes e resultados parciais estdo no 6, item 6.1.



68 Capitulo 4 - Materiais e Métodos

4.3.2. Estudo comparativo das propriedades de filmes comestiveis a base de amido e
farinha de pinhao

4.3.2.1. Propriedades fisicas do amido e farinha de pinh&do

As propriedades fisicas do amido e farinha de pinhdo foram avaliadas a fim de

compreender 0os mecanismos envolvidos durante a formacéo dos filmes.

A umidade das amostras foi medida de acordo com o método 934.06 da AOAC
(AOAC, 1997) e a atividade de agua foi medida utilizando um medidor de atividade de dgua
(AquaLab 4TE, Decagon, Pullman, WA, USA). O medidor de atividade de agua foi
previamente calibrado com solugdes de sal saturadas de acordo com o manual do
equipamento. A calibracdo e todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente
(25 £ 2°C).

A densidade real dos pés foi medida utilizando um picnémetro a gas (Micrometrics
AccuPyc 1l 1340, Norcross, GA, USA) para medir o volume ocupado pelas amostras. A
massa das amostras foi medida previamente e a densidade real calculada pela divisdo da

massa pelo volume em 5 replicatas.

A densidade aparente foi medida de acordo com o Método 616 da Farmacopéia dos
Estados Unidos (USP, 2008) com algumas modificagfes. Foram feitas cinco replicatas
preenchendo um cilindro de 1.6x10* m® utilizando um funil, distante 25 mm acima do topo
do cilindro. Ap6s o cilindro estar completamente cheio, o p6 contido no cilindro foi nivelado
com o auxilio de uma espatula, em duas direcdes perpendiculares. Apds, o cilindro foi pesado
e a densidade aparente calculada pela divisdo da massa da amostra pelo volume do cilindro. A
densidade aparente (&) foi calculada a partir da densidade real (true density - pt) e densidade
aparente (bulk density - pp) pela Eq. (16) (Datta, 2007).

_1_ P
0=1 . (16)

O perfil de viscosidade das amostras foi determinado utilizando o equipamento Rapid
Visco Analyzer (RVA-30, Newport Scientific, Sidnei, Australia). Amostras de amido e farinha
de pinhdo (3,5 g de amido ou farinha corrigido utilizando o teor de umidade das amostras,
+ 0,01 g) foram misturadas em uma solucdo com agua destilada (25,0 g como uma funcéo da
quantidade de amostra ajustada, = 0,1 g) em containers de aluminio préprio do equipamento.
As medidas comegaram em 50 °C, foram mantidas nesta temperatura por 1 min, aumentadas

para 95 °C em 4 min, mantidas por 3 min, resfriadas a 50 °C em 4 min, e finalmente mantidas
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a essa temperatura por 1 min. A velocidade de agitacao foi de 960 rpm por 10 s (para garantir
a dispersao inicial) e de 160 rpm nos demais periodos do teste.

4.3.2.2. Desenvolvimento e caracterizacao dos filmes comestiveis a base de amido e farinha
de pinhédo

Foram preparados filmes comestiveis a base de amido e farinha de pinh&o pelo método
de casting. Os filmes foram obtidos através da mistura de amido ou farinha de pinhdo com
glicerol e agua destilada. O glicerol foi escolhido para ser utilizado como plastificante com o
objetivo de se utilizar um ingrediente de grau alimenticio e facilmente disponivel no mercado.
Foram desenvolvidos filmes contendo 5% de amido ou farinha de pinhdo e 0, 1, 1,5 e 2% de
glicerol nos filmes de amido (denominados S5, SG5:1, SG5:1.5 e SG5:2, respectivamente), e
1, 1,5 e 2% em filmes de farinha (denominados FG5:1, FG5:1.5 e FG5:2, respectivamente). O
contetdo de glicerol utilizado representa 20, 30 e 40% de amido ou farinha de pinhdo (m/m).
As solugdes foram aquecidas em banho de dgua com agitacdo a 120 rpm (Modelo 12504,
Cole-Parmer Instrument Co., Chicago, IL, USA) por 30 min a 80 °C. ApGs o preparo das
solucdes os frascos foram deixados em repouso por 10 min para retirada das bolhas de ar em
uma bomba de vacuo (2032B DryFast Ultra®, Welch Technologies, Monroe, USA) para
evitar a formacdo das bolhas nas solucGes e possiveis buracos nos filmes. As solucgdes foram
vertidas em placas de vidro (30x30 cm) cobertas com um filme de polyester (Mylar, DuPont,
Hopewell, VA, USA), espalhadas com o auxilio de uma barra de espalhamento e deixadas em

uma superficie nivelada a temperatura ambiente por 24 h para secar.

A espessura dos filmes foi medida com um micrémetro digital (Mitutoyo

Manufacturing, Tokyo, Japan) em 5 posicGes aleatérias. Os filmes estavam a UR de 28 + 2%.

A porosidade aparente (@) foi medida de acordo com Datta (2007) e a Eq. (16). Para
isso, a densidade aparente (p,) foi obtida através da medida de 20 filmes de 20 mm de
didmetro pré-equilibrados a 0% UR (umidade relativa) (sulfato de céalcio, W.A. Hammond
Drierite, Xenia, OH, USA) por 24 h. Cada filme foi pesado e o volume foi calculado
utilizando a area e a média da espessura dos filmes (Mitutoyo Manufacturing) (de Moura et
al., 2011). A densidade real (p;) foi determinada utilizando um picnémetro a gas, modelo
AccPyc Il 1340 Series Pycnometer (Micromeritics Instrument Co., Norcross, GA). As

amostras foram cortadas em pedacos pequenos, pré-equilibradas por 24 h a 0% UR com
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sulfato de célcio (W.A. Hammond Drierite, Xenia, OH), e colocadas em um cilindro de 1 mL
para as medidas de densidade no equipamento.

A estrutura dos filmes de amido e farinha de pinhdo foi analisada através das imagens
obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (S-4700, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan)
das secOes transversais. Os pedacos de filmes foram colocados em imersdao em nitrogénio
liquido, seguida pela quebra do filme com o auxilio de uma navalha previamente refrigerada
(também em nitrogénio liquido). Os pedacos de filme foram retirados do banho de nitrogénio
liquido e colocados em uma placa de Petri contendo um pedaco de papel filtro e colocados em
dessecador para secar a temperatura ambiente (0% UR). As amostras foram montadas sobre
stubs de aluminio com uma fita dupla face de carbono (Ted Pella Inc., Pleasanton, CA) de
forma a observar a secdo transversal dos filmes. As amostras foram entéo cobertas com ouro
(Desk 11, Denton Vacuum, Moorestown, USA) por 45 s para aumentar a condutividade. As
micrografias das superficies foram tiradas em baixa em alta ampliacdo (1.00k x). O MEV foi

operado em um potencial de aceleracdo de 2 kV.

A temperatura de transicdo vitrea dos filmes foi determinada atraves de termogramas
obtidos por calorimetria diferencial de varredura (DSC - Differential Scanning Calorimetry).
Os filmes foram analisados utilizando o DSC 8000 (Perkin Elmer Inc, Waltham MA, USA).
As amostras (6-10 mg) foram pesadas em panelinhas de aluminio e seladas hermeticamente e
uma panelinha vazia foi utilizada como referéncia. A faixa de temperatura utilizada foi de 20
a 100 °C com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, utilizando nitrogénio como gas de
purga a 20 mL/min. Os filmes analisados estavam a 28 + 2% UR antes das analises.

A permeabilidade a vapor d'agua (PVA) foi medida pelo método gravimétrico baseado
na ASTM E96-92 de acordo com McHugh et al. (1993). Para a realizagdo dos testes, as
cabines utilizadas foram mantidas a temperatura controlada de 25 = 1 °C. As velocidades dos
ventiladores foram ajustadas para atingir velocidade de 152 m/min a fim de garantir a
umidade relativa (UR) de 0% sobre os filmes ao longo das cabines. As cabines foram pré-
equilibradas a 0% UR utilizando sulfato de célcio anidro (W.A. Hammond Drierite, Xenia,
OH). Foram utilizados copos de teste circulares feitos de polimetilmetacrilato (PlexiglasTM).
Um filme a 28 + 2% UR foi selado a base do copo com um anel contendo uma abertura de
20,3 cm? utilizando 4 parafusos localizados simetricamente ao redor da circunferéncia do
copo. Ambos os lados do filme foram selados com silicone. Agua destilada (6 mL) foi

colocada no interior dos copos de teste para expor os filmes a alto % de UR dentro dos copos.
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A altura média da camada de ar entre a superficie da dgua e o filme foi considerada para
estimar 0 % UR no interior dos copos. Os copos de teste contendo os filmes foram entéo
pesados para se obter o peso inicial e colocados nas cabines com 0% UR. Cada copo foi
pesado 8 vezes em intervalos de pelo menos 2 h. Oito replicatas de cada filme foram testadas,
0 % UR na parte interior dos copos e no topo foram estimadas e as PVAs calculadas
utilizando o Método de Corre¢do de PVA (McHugh et al., 1993).

A PVA dos filmes foi calculada pela multiplicagéo da taxa de transmissdo de vapor de
agua no estado estacionario pela média da espessura do filme e dividindo pela diferenca da

pressdo parcial de vapor d’agua através dos filmes, conforme a Eq. (17):

(TTVA)(espessura)

PVA =
(pAl - pAZ)

(17)

onde TTVA = taxa de transmissdo de vapor de dgua e pa1 € pa2 = pressao parcial de vapor de

agua dentro e fora do filme em um copo, respectivamente.

As propriedades mecanicas dos filmes foram medidas utilizando filmes de dimens@es
retangulares de acordo com a norma D882-12 da ASTM. Os filmes foram cortados com
13 mm de largura, 100 mm de comprimento, deixando uma secdo quadrada de 25 mm por
35 mm em cada ponta. Antes da realizacdo das medidas os filmes foram condicionados em
uma cabine contendo solucdo saturada de MgNO3z (Aw = 0.529 + 0.002 a 25 °C) a 25 °C por
48 h. As propriedades mecanicas foram medidas utilizando o equipamento Instron, Modelo
55R 4502 (Instron, Canton, MA, U.S.A.) com uma célula de 100 N de carga onde foram
determinadas a tensdo maxima (TM), a elongacdo durante a ruptura (E), e médulo de Young
(MY). A velocidade do teste foi de 25 mm/min e a distancia inicial de 100 mm. As
propriedades mecanicas foram calculadas a partir do gréafico de tensdo (forca/area inicial da
secdo de corte) pela deformacdo (extensdo como uma fracdo do comprimento original)
(Pérez-Gago & Krochta, 2001). O Mdodulo de Young foi obtido pela razdo da tensdo pela
deformacéo na porcéo linear inicial da curva. A elongacdo méxima foi calculada dividindo a
extensdo na ruptura dos filmes pelo comprimento inicial da amostra e multiplicando por 100

(para ter o resultado em percentual).

Os parametros de cor L*, a* e b* e opacidade dos filmes (28 £ 2% UR) foram
medidos utilizando um colorimetro (CM-3500d Minolta Spectrophotometer, Minolta, Inc.,

Tékio, Japdo). O equipamento foi configurado utilizando iluminante D65 com abertura de
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8 mm e 10° de angulo observador padréo. O instrumento foi calibrado antes do uso e 0s
valores de cor foram expressos como L* (luminosidade), a* (vermelho/verde) e b*
(amarelo/azul). A opacidade (Y) foi calculada como a razéo entre a opacidade de cada amostra
frente ao padrdo preto (Y,) e ao padrdo branco (Y,). Os parametros Y, e Y, foram
determinados em trés filmes com os padrdes preto e branco atrés dos filmes, respectivamente,

em 3 posicOes aleatdrias e expressos em percentual (Eq.(18)):

Y (%) = 2 (18)

Yw

A espectroscopia de infravermelho de transformada de Fourier (Fourier transform
infrared - FTIR) foi utilizada para identificar a estrutura quimica dos filmes de amido e
farinha de pinhdo (28 + 2% UR) e possiveis interacdes entre seus componentes. As amostras
foram analisadas em um equipamento de FTIR (Nicolet iS10 FT-IR Spectrometer, Thermo
Scientific, USA) onde foram obtidos espectros na faixa de comprimento de onda entre 500 e
4000 cm™ utilizando 16 scans na resolucdo de 1cm™. Antes de analisar os filmes foi
registrado um espectro de fundo de feixe aberto do cristal limpo (background). A anélise dos
dados de cada filme foi feita utilizando o programa Thermo Scientific™ OMNIC™

(OMNIC™ Series Software, Madison, WI, USA).

Os resultados desta etapa (item 4.3.2.) foram analisados utilizando Analise de
Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p <0,05) com o software Minitab, versdao 14.12.0
(Minitab Inc., State College, PA, USA) e estdo expressos juntamente com as discussdes e
conclus@es parciais no Capitulo 6, item 6.2.

4.3.3. Influéncia da adicdo de casca de pinhdo no desenvolvimento de filmes
comestiveis a base de farinha de pinhédo

Foram desenvolvidas seis formulacbes diferentes de filmes utilizando a mesma
metodologia descrita no item 4.3.2, sendo uma formulacéo controle, contendo 5% de farinha
de pinhdo e 1,5% de glicerol (HO) e para as demais formulagcdes foram adicionados 0,5%,
1,0%, 1,5%, 2,0% e 2,5% de casca moida (H05, H10, H15, H20 e H25, respectivamente).

Os filmes foram caracterizados quanto a espessura, cor, porosidade aparente, PVA,
propriedades mecénicas, MEV e FTIR utilizando os mesmos métodos ja descritos

anteriormente (item 4.3.3.).
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Os fendlicos sollveis totais (FST) dos filmes foram analisados de acordo com Swain
& Hillis (1959) com algumas modificagdes. Os filmes foram moidos em um moedor de café
(Modelo DCG-20N, Cuisinart, East Windsor, NJ, USA) e 1g de filme moido foi
homogeneizado com 20 mL de metanol com o auxilio de um vortex (Benchmark Scientific
Inc., Edison, NJ, USA) por 15 s. Os tubos foram tampados e estocados por 20 h a 4 °C. As
solugdes foram entdo centrifugadas (Rotor SA-600, Sorvall, RC 5C Plus, Kendro Laboratory
Products, Newtown, CT, USA) a 29.000 x g por 15 min a 4 °C. Aliquotas de 250 uL de
amostra foram retiradas do sobrenadante e diluidas com 2300 pL de dgua nano pura, seguida
por 150 pL de Folin-Ciocalteu 0,25 N e incubadas por 3 min a temperatura ambiente. A
reacdo foi interrompida pela adicdo de 300 pL de solucdo de Na,CO; 1IN e a mistura foi
incubada por 25 min. A leitura da absorbancia foi realizada a 725 nm utilizando um
espectrofotbmetro (UV-1700, SHIMADZU Scientific Instruments, Inc., Columbia, MD,
USA). Um branco foi preparado com metanol e utilizado como controle. FST para cada filme
foi determinado utilizando a curva padréo (0-0,125 mg/mL) desenvolvida com acido gélico
(AG) e expressa como mg GAE/g filme (miligrama de acido galico equivalente por grama de
filme) (Anexo A, item A.3).

O método utilizado para medir a capacidade antioxidante dos filmes de farinha de
pinhdo foi adaptado de Brand-Willians et al. (1995). O mesmo extrato de metanol utilizado
para FST foi utilizado para a analise de atividade antioxidante. Uma aliquota de 75 pL deste
extrato reagiu com 2925 pL de 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH, 103,2 pM em metanol,
absorbancia de aproximadamente 1,2 a 515 nm) e mantido coberto em um shaker (HS 250
basic, IKA Labortechnik, Staufen, Alemanha) a temperature ambiente, por 20 h. A capacidade
antioxidante foi calculada pela medida da diminui¢cdo em absorbéancia das solu¢bes a 515 nm,
e expressa como mg Trolox/g filme calculada através da curva de calibragdo de Trolox
(Anexo A, item A.4).

A fibra dietética, soltvel e insoluvel, foi analisada através do método enzimatico-
gravimétrico da AOAC (Official Method 991.43, 2005). As amostras avaliadas foram a
farinha de pinh&o, a casca de pinh&o, o filme controle de farinha de pinh&o (HO) e o filme
contendo 1,5% de casca de pinhdo (H15). As analises foram realizadas no laboratério
Covance (Madison, WI, USA).

Os resultados desta etapa (item 4.3.3.) foram analisados utilizando Anélise de
Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p <0,05) com o software Minitab, versdo 14.12.0
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(Minitab Inc., State College, PA, USA) e estdo expressos no Capitulo 6, item 6.3, juntamente

com as discussdes e conclusdes parciais.

4.3.4. Comparacao entre filme a base de amido de pinh&o e amidos comerciais com
diferentes teores de amilose

Os amidos utilizados para desenvolvimento dos filmes nesta etapa foram: amido de
pinhdo (~23% amilose) previamente extraido, amido de mandioca (~17% amilose) e dois
tipos de amido de milho com alto teor de amilose, Hylon V (~55% amilose) e Hylon VII
(~70% amilose). Os amidos comerciais foram doados pela empresa National Starches
(Ingretion Inc., Bidgewater, NJ, USA). Como os amidos com maior quantidade de amilose
necessitam de temperaturas maiores que 100 °C para gelatinizar, foi necessario o
desenvolvimento de uma metodologia diferente da utilizada nas etapas anteriores. Amido (5%
m/m) e agua destilada foram adicionados na camara de um reator a alta pressdo (Pressure
Reactor Parr, 4843). A mistura foi agitada (~300 rpm) e aquecida até atingir 140°C. Apos
5 min nesta temperatura, a camara foi resfriada a 80 °C para retirada da solucéo. Glicerol foi
adicionado (40% com base na quantidade de amido (m/m)) na solugdo ainda quente sob
agitacdo (300 rpm). O percentual de glicerol em 40% foi fixado para todas as formulagdes a
fim de estudar a influéncia do tipo de amido utilizado nas caracteristicas dos filmes. Esta foi a
menor quantidade testada para que, nas condi¢des estudadas, o0 amido de milho com 70% de
amilose tivesse capacidade de formacéo de filme. As solucbes foram degaseificadas com o
uso de uma bomba de vacuo e moldadas em placas de vidro a uma espessura Umida de
1,14 mm com o auxilio de uma barra de espalhamento; as placas foram deixadas em uma
superficie nivelada a temperatura ambiente para secar por 48 h. Todas as formulacdes
seguiram o mesmo procedimento. Os filmes desenvolvidos com amido de mandioca, amido
de pinh&o, amido de milho Hylon V e amido de milho Hylon VII foram denominados MAN
(17/83), PIN (23/76), H-V (55/45) e H-VI1I (70/30), respectivamente.

Os filmes formados foram caracterizados quanto a espessura, PVA, propriedades
mecanicas, porosidade aparente, FTIR, MEV, cor e opacidade conforme descrito
anteriormente. A cor foi expressa como a diferenca total de cor (AE) de acordo com a equagéo
seguinte (Galus & Lenart, 2013) (Eq.(19)):

AE = /(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)? (19)
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onde AL", Aa” ¢ Ab" sao as diferencas entre o parametro de cor da amostra e do padrdo
(L"=98,74,a" =-0,17, b" = -0,36) utilizado como fundo do filme.

As isotermas de adsorcdo foram obtidas com a utilizagcdo de um analisador de sorgao
dindmica de vapor (do inglés, DVS - dynamic vapor sorption analyzer) (DVS-1, Surface
Measurement Systems, Allentown, PA). Cada filme foi submetido a varias condicdes de
umidade relativa e a resposta da amostra foi medida gravimetricamente com o tempo até a
amostra atingir o equilibrio. As amostras foram expostas a faixa de umidade de 0 a 98%, a
25 °C.

O modelo de Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) (Eq.(20)) foi utilizado para
representar experimentalmente os dados de equilibrio. Nesta equacdo o parametro X, € a
umidade de equilibrio (g de agua/g de massa seca), X, € 0 conteudo de umidade da
monocamada, C € a constante de Guggenheim, que representa o calor de sor¢do da primeira
camada, e k é a constante que representa o calor de sor¢do da multicamada. Os parametros do
modelo de GAB foram determinados por regrssdo polinomial utilizando o software Statistica
8.0 para Windows (Statistica 8.0; Stat-soft, Tulsa, OK, USA).

_ Xm.C.k.ay
XW - [(1-k.ay)(A—-k.ay+ C.k.ay)] (20)

Apos determinar o valor da umidade de monocamada (Xr), a area de superficie
especifica dos filmes de amido pode ser calculada através da Eq. (21) (Togrul & Arslan,
2007).

Xm.N.Am
M

S = (21)

onde X, é a umidade de monocamada (da equacdo de GAB), M é o peso molecular do
componente adsorvido (agua), An € a area ocupada por uma molécula de 4gua e N é 0 numero

de Avogadro.

Amostras de cada filme desenvolvido (aproximadamente 4 mg) foram analisadas quanto a
sua estabilidade térmica utilizando um analisador de termogravimetria (Pyris 1 TGA, Perkin
Elmer, Llantrisant, Reino Unido). Os filmes foram submetidos a temperaturas de 25 °C a
700 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min e N, como gas de purga com fluxo de
40 cm®/min. A perda de massa das amostras foi determinada como uma funcdo da

temperatura. As curvas derivadas de TGA foram obtidas utilizando o software Pyris 1 TGA.
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A medida da tensdo superficial das solucgdes utilizando um tensidémetro de forca foi
realizada (modelo K100, Kriss, Alemanha). Para isso, as solucdes foram preparadas
utilizando o mesmo procedimento para o desenvolvimento dos filmes e deixadas em repouso
para resfriar. As medidas foram realizadas a temperatura ambiente, 48 h ap0s a preparacao
das solugdes. O equipamento foi configurado para utilizar velocidade de deteccdo de
10 mm/min, sensibilidade de deteccdo de 0,005 g, profundidade de imersdo da placa de

2,00 mm e maximo tempo de medida de 300 s.

Os resultados desta etapa (item 4.3.4.) foram analisados utilizando Analise de
Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p <0,05) com o software Minitab, versdao 14.12.0
(Minitab Inc., State College, PA, USA) e estdo expressos juntamente com as discussdes e

conclus@es parciais no Capitulo 6, item 6.4.
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Apresentacdo aos capitulos 5 e 6 - Resultados e Discussao

Os resultados e discussdo, assim como as conclusdes parciais das duas etapas do
presente trabalho sdo apresentados separadamente nos capitulos 5 e 6.

O capitulo 5 corresponde a primeira parte do trabalho, onde é abordado o
desenvolvimento de cosméticos utilizando amido de pinhdo e extrato aquoso da casca do
pinhdo. Desta etapa do trabalho foi publicado o artigo Pinh&o starch and coat extract as new
natural cosmetic ingredients: Topical formulation stability and sensory analysis no periddico
Carbohydrate Polymers, volume 134, paginas 573-580; doi:10.1016/j.carbpol.2015.08.038.
Este artigo teve como foco o desenvolvimento de dois tipos de formulacBes semissolidas, gel
e emulgel, para a veiculacdo de amido de pinhdo e extrato aquoso da casca do pinhdo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade destes produtos através da caracterizacao
evidenciando o estudo da estabilidade através de estresse térmico e analise sensorial dos
produtos obtidos. Ainda nesta etapa do trabalho, no capitulo 5, sdo discutidos os resultados do
estudo de possiveis correlacdes entre os parametros reoldgicos e estruturais das formulacoes

semissolidas desenvolvidas no artigo ja publicado ao longo de seis meses de armazenamento.

Os resultados, discussdo e conclusdes parciais da segunda etapa do trabalho, referente
ao desenvolvimento de filmes comestiveis, sdo apresentados no capitulo 6. Os filmes foram
desenvolvidos a base de amido e farinha de pinhdo, com e sem adi¢do de casca de pinhao
moida, utilizando os plastificantes sorbitol e glicerol. Foi realizado um planejamento
experimental composto central 2° com pontos axiais a fim de avaliar o efeito da concentragdo
de amido de pinhdo e plastificante nas caracteristicas dos filmes formados bem como
possiveis interacdes e acdo plastificante e antiplastificante. Para este planejamento

experimental foi utilizado sorbitol como plastificante. Apds, os demais filmes desenvolvidos
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utilizaram glicerol como plastificante, com os devidos ajustes das concentragdes utilizadas e
com o objetivo de se utilizar um ingrediente de grau alimenticio facilmente disponivel no

mercado.

Desta etapa do trabalho foi publicado o artigo Comparative study on properties of
edible films based on pinhdo (Araucaria angustifolia) starch and flour no periédico Food
Hydrocolloids, volume 60, paginas 279-287, doi:10.1016/].foodhyd.2016.03.040. Neste artigo

foram desenvolvidos filmes comestiveis a base de amido e farinha de pinhdo com adigdo de

diferentes concentragfes de glicerol. As caracteristicas dos filmes com diferentes bases e

concentracgdes de glicerol foram avaliadas e comparadas entre si.

Ainda nesta etapa foi estudada a utilizacdo da semente de pinh&o inteira, utilizando a
farinha de pinhdo cru e a casca seca e moida, também do pinhdo cru. O desenvolvimento de
filmes com farinha de pinhdo e glicerol adicionando diferentes concentragcdes de casca de
pinhdo foi motivado com o objetivo de adicionar fibras e compostos fendlicos aos filmes. A
concentracdo de glicerol utilizada foi determinada de acordo com os resultados do artigo desta
etapa que ja estd publicado. Finalmente, foram desenvolvidos filmes a base de amido
comercial de diferentes fontes, contendo diferentes concentracbes de amilose para
comparacdo com o filme a base de amido de pinhéo.
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Capitulo 5 - Resultados e Discussdo do Desenvolvimento de
Cosméticos

5.1. Amido de pinhdo e extrato da casca de pinhdo como novos ingredientes

naturais para cosméticos: estabilidade das formulacgdes topicas e analise sensorial

O objetivo desta parte do estudo foi avaliar o amido de pinhdo e o extrato da casca do
pinhdo como matérias-primas para formulacdes cosméticas, testando o efeito da sua adicéo
em formulacdes tipo gel e emulgel. Os produtos obtidos foram comparados com formulagdes
controles feitas com os mesmos ingredientes sem adi¢cdo do amido e extrato da casca do
pinhdo. Foram avaliadas as caracteristicas dos cosméticos através de testes in vitro e in vivo,

incluindo estabilidade frente a exposicdo a estresse térmico e analise sensorial.

5.1.1. Estabilidade das formulagdes semissolidas

A estabilidade das formulacGes semissélidas foi avaliada comparando os resultados
das propriedades medidas (pH, contetido de compostos fendlicos, atividade antioxidante por
ABTS, fator de espalhabilidade (FE), e caracterizacdo reoldgica através da avaliacdo dos
parametros K e n) para as amostras frescas e apO6s o0s seis ciclos de
aguecimento/congelamento. Estes resultados séo apresentados na Tabela 11. Os resultados do
teste de centrifugacdo demonstraram que todas as formulagcbes avaliadas, antes e ap0s 0s
ciclos de estresse, foram consideradas estaveis por esse teste. Isto pode ser confirmado porque

nenhuma das formulagdes apresentou separacdo de fases, cremeacdo ou coalescéncia.

Os valores de pH das formulagGes (Tabela 11) variaram de 6,17 a 6,37, sendo que
todas as formulagOes apresentaram valores na faixa considerada a mais adequada para
formulacGes topicas, que é entre 4,5 e 7,5 (Leonardi et al., 2002; Casteli et al., 2008). Néao

foram observadas alteracbes nos valores de pH das formulagbes ap6s os ciclos de
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aquecimento/congelamento. Este resultado demonstrou que o pH de todas as formulagGes é
estavel a variagcGes de temperatura e armazenamento. Os dados também confirmam que a
adicdo do amido de pinhéo e do extrato da casca de pinhdo nas formulages tipo gel e emulgel

mantiveram o pH fracamente acido durante o estresse termico.

Tabela 11. Variacdo das propriedades entre as amostras no tempo inicial (amostras frescas) e final
(apos os seis ciclos de aguecimento/congelamento)

Formulacdes Tempo pH Compostos ABTS (UM FE K (Pas) n
fenélicos Trolox/g)  (mm?/g)
(mg CE/g de
amostra)
GP Inicial  6,22+0,04"¢ 0,58+0,05° 632+34" 4,9+0,47  76,6+0,7° 0,220+0,001%
Final  6,17+0,05° 0,54+0,05° 717+43° 4,6+0,6° 92+3*  0,209+0,006°
GC Inicial  6,32+0,05%° - 14+2° 53,9+0,3°  0,229+0,004¢
Final  6,37+0,05% - - 17+1° 55+2¢  0,228+0,003"
EP Inicial  6,32+0,08*° 1,5+0,2° 14714243  54+0,4°  46,6+0,3" 0,275+0,002°
Final  6,25+0,03"¢ 1,49+0,07°  1605+249*°  7,1+0,3°  39,74+0,2° 0,290+0,004°
EC Inicial  6,26+0,05*"¢ 1,0+0,1° - 6,740,4°  20,6+0,3" 0,284+0,002°¢
Final  6,37+0,05 1,02+0,05° - 11,0+0,6° 18,8+0,7" 0,333+0,003°

Formulagdes gel pinhdo (GP), gel controle (GC), emulgel pinhdo (EP) e emulgel controle (EC).

FE, fator de espalhabilidade; K, indice de consisténcia; n, indice de fluxo.

" Letras iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

™ O simbolo (-) na linha indica que o conteido da substancia da respectiva amostra foi abaixo do limite de
deteccdo pelo método utilizado.

A respeito dos compostos fenolicos, as formulagfes com pinhdo (GP e EP)
apresentaram um maior contetdo desses compostos do que seus respectivos controles (GC e
EC) devido a utilizacdo do extrato da casca do pinhdo. A casca interna do pinhdo contém
345 £ 7 mg CE/g b.u. (Cordenunsi et al., 2004) e o extrato aquoso da casca do pinhdo contém
6,55 + 0,08 mg CE/g b.u. (Cladera-Olivera, 2008). Existem muitos extratos naturais que sdo
boas fontes de compostos fendlicos com potencial utilizagdo em cosméticos. Deve-se salientar
que esses valores sdo relacionados ao conteudo de compostos fendlicos do extrato, ndo do
conteudo de compostos fendlicos de formulacGes cosméticas, como foi analisado no presente
trabalho. Até onde se conhece, ndo existem estudos que contemplem valores de compostos

fenolicos em formulagdes cosmeéticas.

Os compostos fendlicos totais ndo apresentaram diferenca significativa apos os ciclos
de aquecimento/congelamento, assim como a atividade antioxidante das formulagcOes
contendo pinhdo também né&o foi afetada pelo estresse térmico, confirmada pelo resultado dos
testes com ABTS (Tabela 11). Adicionalmente, a Tabela 11 demonstra que a formulagdo EP
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apresentou maior atividade antioxidante que a formulacdo GP devido a presenca de outros
ingredientes com atividade antioxidante, como o 6leo de girassol.

De acordo com Floegel et al. (2011), o método de ABTS é considerado uma das
melhores correlagcdes com o conteddo de fendlicos totais de frutas e vegetais. Os vegetais sao
ricos em substancias antioxidantes que s&o utilizadas como protecdo natural de radicais livres
formados por radiacdo UV necesséria para fotossintese. Muitos extratos vegetais quando
aplicados em modelo animal ou cultura de células neutraliza os radicais reativos, reduzindo o
dano celular de proteinas, lipidios e acidos graxos. Alguns desses componentes extraidos de
plantas sdo polifendis, flavonoides e indois (F'Guyer et al., 2003; Nikolic, 2006). A casca do
pinhdo contém o flavonol quercetina em quantidades significativas em ambas as cascas

interna e externa (Cordenunsi et al., 2004).

As formulacbes GP e EP apresentaram fator de espalhabilidade (FE) menor que suas
respectivas formulagdes controle, ou seja, elas espalnam menos que seus controles quando
uma forca é aplicada. Os valores de FE dessas formulacBes ficaram proximos a faixa
designada por Milan et al. (2007) como a faixa mais adequada para emulsdes para tratamento
de pele seca, entre 4 e 5 mm?/g. Os menores valores de FE das formulaces contendo pinhdo
(GP e EP) estdo em concordancia com a maior viscosidade apresentada por essas amostras
quando comparadas as formulagBes controle (GC e EC, respectivamente), como pode ser
observado na Figura 12. Esta maior viscosidade das formulagdes contendo pinhdo pode ser
atribuida ao efeito espessante do amido e ao menor conteddo de agua. Além disso, as
formulacGes tipo emulgel (EP e EC) apresentaram menor viscosidade que as respectivas
formulacdes tipo gel (GP e GC, respectivamente). Pode-se observar na Figura 12 também o
comportamento pseudopléstico, como confirmado pelos valores menores que 1 para o indice
de fluxo (Tabela 11). A pseudoplasticidade é uma caracteristica reoldgica desejavel em
formulacGes cosméticas porque é capaz de melhorar a aplicacdo e espalhabilidade,

promovendo uma sensacao agradavel (Guaratini et al., 2006).

Os resultados dos testes de varredura de frequéncia no modo dindmico séo
apresentados na Figura 13. Todas as formulagOes exibiram valores de G’ maiores que 0s
valores de G” ao longo da frequéncia aplicada, confirmando o carater de gel e a boa
estabilidade no armazenamento. Este comportamento também foi reportado por Maalej et al.
(2014) que estudou hidrogel de exopolissacarideo da Pseudomonas stutzeri AS22. A razéo

G’/G” foi maior do que 3 para todas as amostras frescas, indicando que todas as amostras
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frescas podem ser classificadas como gel forte, de acordo com a classificacdo de Lapasin &
Pricl (1995). Apos o estresse térmico, GP e GC mantiveram esta razao; entretanto, EP e EC
apresentaram esta proporcdo apenas em baixas frequéncias, até 400 e 200 rad.s?
respectivamente. No geral, as formulagdes semissolidas com G’> G” tendem a ser mais

estaveis (Brummer, 2006).

Figura 12. Comportamento pseudopléastico das formulagcdes semissolidas.
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GP (¢ inicial; ¢ final); GC (0 inicial; ¢ final); EP (e inicial; @ final); e EC (o inicial; o final). As
curvas representam a média de 3 replicatas (n = 3).

Em relacdo a estabilidade das formulacdes, o fator de espalhabilidade (FE) das
formulacbes com pinhdo (GP e EP) ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) apds
os ciclos de aquecimento/congelamento, ao contrario das formulac6es controle.

O efeito dos ciclos de estresse térmico nos parametros reoldgicos obtidos nos modos
estacionario e dinamico foi diferente do efeito do fator de espalhabilidade. A formulacdo GP
apresentou a maior variacdo de viscosidade ap0s os ciclos de estresse térmico, com um
aumento de viscosidade como indicado pelos valores de K na Tabela 11. Este comportamento
pode ser observado apds condicGes de estresse obtidas por emulsificantes, polimeros
espessantes e ceras (Guaratini et al., 2006; Casteli et al., 2008; Kiilkamp-Guerreiro et al.,

2012). E provéavel que este comportamento esteja relacionado & evaporagio da agua das
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formulacbes (Pianovski et al., 2008) causando um aumento da concentracdo do agente
espessante (neste caso o amido de pinhdo). A formulacdo GP tem os polimeros Carbopol 940
e amido de pinhéo juntos. O amido de pinhdo tem a capacidade de formar geis na presenca de
agua e aquecimento. A combinacdo destes dois polimeros que formam géis pode resultar em
maiores viscosidades e maiores variagdes de viscosidade provavelmente devido & simbiose
entre eles. Entretanto, a formulacdo tipo emulgel contendo pinhdo (EP) apresenta
comportamento oposto, com uma diminuicdo da viscosidade apds os ciclos de
aquecimento/congelamento. Ainda que esta formulacdo contenha os mesmos polimeros,
Carbopol 940 esta presente em uma menor propor¢do e existe uma emulsdo com uma fase
oleosa na formulagdo. E possivel observar uma diminui¢do na viscosidade apds o estresse
térmico, mas a formulacdo ndo apresentou separacdo de fases ou coalescéncia. Diferencas
relativas ao comportamento observado para o fator de espalhabilidade foram também
encontradas no modulo dindmico. Para todas as formulagdes, o médulo viscoso (G ) ndo foi
afetado pelo estresse térmico. Porém, as amostras EC e EP apresentaram uma maior perda do

modulo elastico (G’) apds o estresse térmico.

Figura 13. Testes de varredura de frequéncia para as formulagdes tipo gel (A) e emulgel (B).
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GP ( =G'inicial; #G" inicial; =G' final; # G" final) e GC ( MG’ inicial; & G" inicial; mG' final; 4G" final) no
grafico A e EP (.G' inicial; & G" inicial; *G' final; £G" final) e EC ( ®G' inicial; «G" inicial; ®#G' final; =G"
final) no gréafico B. As curvas representam a média de 3 replicatas (n = 3).

Os resultados discutidos nos dois ultimos paragrafos indicam que ndo ha uma
correlacdo direta entre o fator de espalhabilidade e as funcGes reoldgicas medidas do material.
Esta falta de correlacdo poderia ser uma consequéncia do fato que os padrdes de fluxo no teste
de espalhabilidade, ao contrario do que ocorre no fluxo entre placas paralelas (usadas para
determinar viscosidade, G’ e G”), ndo é apenas tensdo de cisalhamento, contendo uma

contribuicdo de elongacdo relevante.

Diferentes fontes de granulos de amido tém sido estudadas em relacdo a sua
capacidade de estabilizar emulsdes. No geral, moléculas de amido sdo hidrofilicas e granulos
de amido nativo na maioria dos casos ndo sdo adequados para adsorver a interface 6leo-agua
de uma emulsdo (Rayner et al., 2014). No entanto, como outros estudos que utilizaram com
sucesso granulos de amido nativo para estabilizar emulsdes (Timgren et al., 2011; Li et al.,
2013), o amido de pinh&o nativo foi gelatinizado durante o desenvolvimento das formulagoes
demonstrando ser uma boa fonte de amido para estabilizar emulsdes e aumentar a viscosidade

do gel e emulgel.

5.1.2. Andlise sensorial e propriedades cosméticas
A analise sensorial é considerada uma garantia de qualidade por ser uma medida

multidimensional integrada, tendo importantes vantagens como ser capaz de avaliar como
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varios provadores gostam ou desgostam de um produto, definir caracteristicas sensoriais
importantes de um produto rapidamente através da capacidade de detectar caracteristicas que
poderiam ndo ser mensuradas por procedimentos analiticos, como a aceitacdo pelo

consumidor (Mufioz et al., 1992).

Os resultados da anélise sensorial discriminativa para as formulagdes tipo gel, GP e
GC, sdo apresentadas na Tabela 12. Dentre os parametros sensoriais considerados, o painel foi
capaz de diferenciar as amostras apenas em relacdo ao atributo pegajosidade. Para esta
caracteristica, GP foi considerada mais intensa pela maioria dos julgadores. Este parametro
pdde ser percebido provavelmente devido a maior viscosidade e valor de K (Tabela 11) desta
formulagdo. Na andlise sensorial discriminativa o foco é a diferenca entre atributos
especificos de diferentes amostras. E possivel ter duas amostras de formulagdes diferentes e,
mesmo assim, essa diferenca ndo ser percebida pelos consumidores (Lawless & Heymann,
2010).

Tabela 12. Analise sensorial discriminativa com voluntarios para as formula¢es semissolidas tipo gel

Parametro Numero de vezes que 0s voluntarios Amostra considerada

perceberam diferenca entre as amostras  mais intensa para cada
Numero % parametro

Espalhabilidade 26 54,2 -

Oleosidade 28 58,3 -

Pegajosidade 41* 85,4 GP

Pegajosidade residual 10 20,8 -

Filme aveludado 30 62,5 -

Filme aveludado residual 27 56,2 -

Percepgéo 25 52,1 -

* Representa diferenca estatistica com no minimo 95% de confianga.

Os resultados correspondentes para as formulac@es tipo emulgel estdo apresentadas na
Tabela 13. Os atributos sensoriais para estas formulagdes foram muito mais afetados pela
presenca dos componentes do pinhdo na formulagdo, uma vez que os julgadores perceberam
diferengas em quase todos os parametros avaliados. De acordo com as respostas obtidas, EP
foi caracterizada como tendo uma maior capacidade de espalhamento na pele, menor
pegajosidade, melhor sensacéo de filme aveludado e menor percepcéo na pele apds 5 min da
aplicacdo. A formulacdo EP espalha melhor e ndo deixa sensacdo residual na pele.

Os granulos de amido de pinh&o tém tamanho médio de particula de aproximadamente
15 um, tém forma arredondada e/ou oval, com superficie lisa, sdo insoliveis em agua fria,

mas podem gelatinizar em baixas temperaturas, entre 50°C e 60°C. A cor do pé é branca e
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apresenta cristalinidade parcial (Daudt et al., 2014). Estas sdo boas caracteristicas para utilizar
0 amido de pinhdo em cosméticos como melhorador de viscosidade e sensorial, como
percebido pelos voluntarios. Além disso, a baixa temperatura de gelatinizagdo poderia ser
uma boa abordagem econémica para as industrias de cosméticos que utilizam amido

gelatinizado.

Tabela 13. Andlise sensorial discriminativa com voluntarios para as formulac@es semissolidas tipo
emulgel

Parametro Numero de vezes que os voluntarios Amostra considerada

perceberam diferenca entre as amostras  mais intensa para cada
NUmero % parametro

Espalhabilidade 36* 75,0 EP

Oleosidade 26 54,2 -

Pegajosidade 37* 77,1 EC

Pegajosidade residual 31* 64,6 EC

Filme aveludado 32* 66,7 EP

Filme aveludado residual 37* 77,1 EP

Percepcéo 34* 70,8 EC

* Representa diferenga estatistica com no minimo 95% de confianga.

Todas as formulacgdes avaliadas ndo demonstraram diferenca significativa nas medidas
de eritema realizadas na pele tratada e ndo tratada, indicando que todas as formulagfes foram
bem toleradas e ndo induziram qualquer irritacdo visivel na pele. As caracteristicas dos
granulos de amido de pinhdo podem ajudar a formulacdo a ser mais bem aceita pelos
voluntarios. Estes resultados também demonstraram que o extrato da casca do pinhdo nédo

causou intolerancia e pode ser utilizado na pele humana.

Os valores do pH da pele ap6s a aplicacdo das formulacGes desenvolvidas ficaram na
faixa entre 5,4 e 5,8, sem diferenca estatistica entre as formulacbes e a area da pele nédo
tratada, indicando que seu uso ndo causou alteracao significativa neste parametro. Assim, em
relacdo a esse parametro, as formulagdes estudadas sdo apropriadas para 0 uso cosmético e

estdo na faixa considerada de pele saudavel (pH entre 4,6 e 5,8) (Leonardi et al., 2002).

5.1.3. Conclusdes
Os resultados contribuiram para o entendimento da estabilidade fisica e quimica dos
cosmeéticos através da utilizacdo de estresse térmico para predizer possiveis mudangas nestes

produtos. O pinhdo, na forma de amido e extrato da casca, foi adicionado nas formulacGes
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tipo gel e emulgel com sucesso melhorando a estabilidade da espalhabilidade e aumentando a
viscosidade nas formulagdes controle. Através do teste de estabilidade pelo estresse térmico é
possivel afirmar que todas as formulagdes demonstraram estabilidade e mantiveram o0s
aspectos fisicos e comportamento reoldgico, o que € muito importante no desenvolvimento de

formulacdes tdpicas.

Esta nova fonte de amido em cosméticos tem boas caracteristicas para ser utilizada
nesses tipos de formulacbes estudadas, com a vantagem de fazer o uso racional de uma
espécie ndo explorada na industria cosmética. O pinhdo é uma boa fonte de amido e a
incorporacgdo da casca (que é normalmente descartada como residuo) na formulagdo como um
extrato pode ser uma fonte de compostos fendlicos (flavonoides e taninos) com potencial
atividade antioxidante. Foram obtidos valores substanciais de compostos fendlicos e atividade
antioxidante nas formulacGes com pinhdo, mas mais estudos sdo necessarios para afirmar essa

atividade na pele humana.

Além disso, o estudo com voluntarios demonstrou que as formulagdes ndo induziram
qualquer irritacdo na pele ou alteracdo do pH cutaneo. Finalmente, a analise sensorial permitiu
concluir que a formulacdo tipo emulgel é o melhor veiculo para adicionar o amido de pinhéo e

0 extrato da casca do pinh&o.






Capitulo 5 - Resultados e Discussao do Desenvolvimento de Cosméticos 89

5.2. Estabilidade de formulacbes topicas com pinhdo e correlagdes entre

parametros reologicos e fisicos

O objetivo principal desta parte do estudo foi avaliar a estabilidade durante o
armazenamento de dois tipos de formulagdes topicas (gel e emulgel) contendo amido de
pinhdo e extrato da casca do pinhdo e seus respectivos controles (sem os derivados do
pinhdo), através da monitoracdo com o tempo dos pardmetros reologicos, fisicos e
morfologicos. Para avaliar a existéncia de possiveis correlacdes entre os parametros ao longo

de seis meses de armazenamento foi realizada uma analise de correlagdo de Pearson.

5.2.1. Estabilidade das formulacdes ao longo de seis meses

Os parametros reoldgicos obtidos para as formulacdes semissélidas durante o tempo
de armazenamento avaliado estdo apresentados na Tabela 14. Estes parametros séo utilizados
para caracterizar produtos de uso tdpico e avaliar sua estabilidade (Soriano et al., 2001;
Guaratini et al., 2006; Gianeti et al., 2012). As formulac@es analisadas demonstraram pequena

variacdo com o tempo, demonstrando estabilidade nas condi¢des em que foram armazenadas.

Tabela 14. Parametros reoldgicos das formulagbes semissélidas ao longo do tempo de
armazenamento*. NUumeros ap6s 0s simbolos das amostras indicam o tempo de armazenamento em

MESES.

Amostra K (Pa.s) n #1100 (Pa.S) Q
GCo 70,3+0,9°° 0,206+0,005° 1,89+0,04° 243+5°
GC, 73+2° 0,215+0,008° 1,96+0,02° 186+11°
GC, 73+1° 0,220+0,007° 2,01+0,04° 200+5°
GCs 75,3+0,2%° 0,2174+0,0004° 2,05+0,01*° 206+14°
GP, 62,2+0,8° 0,229+0,002%¢ 1,78+0,02° 161+10°
GP, 70+2°¢ 0,227+0,002%° 2,0040,05" 154+11°
GP, 67+2°¢ 0,233+0,006%° 1,96+0,07° 151+4°
GPs 81+4° 0,213+0,006° 2,15+0,04° 142,2+0,2°
EC, 34+3%" 0,29+0,02*° 1,26+0,02 91+1%f
EC, 30+2" 0,31+0,02 1,26+0,02 g9+3%ef
EC, 30,840, 7" 0,307+0,006° 1,27+0,01' 95+4%¢
ECs 32+2" 0,30+0,01° 1,29+0,01° 102+2°
EP, 46+1° 0,269+0,006° 1,59+0,01° 75+3f
EP, 41+1°%° 0,267+0,008° 1,39+0,02° 78+3%"
EP, 38,8+0,6" 0,266+0,003° 1,32+0,01° 79428
EP; 40+2°" 0,26+0,02"¢ 1,32+0,02° 7443

GC: gel controle; GP: gel pinhdo; EC: emulgel controle; EP: emulgel pinhdo. K: indice de
consisténcia; n: indice de fluxo; #100: Viscosidade aparente na taxa de 100 s Q: fator de qualidade.
Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05)

de acordo com o teste de Tukey.
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O indice de fluxo, n, permaneceu constante ao longo do tempo de armazenamento para
todas as formulagdes. As formulacdes tipo gel e emulgel mantiveram o fluxo com o tempo e
um comportamento pseudopléstico foi observado (Tabela 14, n < 1). O indice de consisténcia,
K, ndo apresentou variagdo com o tempo para as formulacdes controle, enquanto que para a
formulacdo GP foi observado um aumento com o tempo e para a formulacdo EP, uma
diminuigdo deste pardmetro. Todos os valores de K encontrados neste trabalho sdo maiores do
que aqueles encontrados por Vianna-Filho et al. (2013) para emulsdes contendo diferentes
tipos de polissacarideos durante o armazenamento (de 1,6 a 5,6 Pa.s™). Comparando EC com
EP pode-se observar maiores valores de K na formulacdo EP, demonstrando que a adi¢do dos
ingredientes ativos do pinh&o pode modificar o indice de consisténcia. Quanto maior o valor

de K, mais consistente é a formulacdo cosmética.

Os valores de 7100 encontrados para as formulacdes em estudo (Tabela 14) estdo em
concordancia com aqueles apresentados por Corrente et al. (2009), que reportaram valores
menores que 10 Pa.s em taxas de cisalhamento acima de 10 s™ para hidrogéis, e Pianovski et
al. (2008) que apresentaram valores de 7100 variando de 1,5 a 1,7 Pa.s para formulacGes
emulsionadas. No geral, a 7100 de cremes pode variar de 0,2 a 7,7 Pa.s, dependendo dos
ingredientes e processos utilizados (Gilbert et al., 2013). Além disso, a viscosidade aparente
na taxa de cisalhamento de 100 s™ n&o apresentou diferenca significativa ao longo do tempo
de armazenamento para formulagéo EC. ;100 aumentou com o tempo para as formulagdes GC
e GP (aproximadamente 8% e 20%, respectivamente) e diminuiu para a formulacdo EP (em
torno de 20%). Apesar desta variacdo apresentada, comparando 0s mesmos tempos para as
formulagbes emulsionadas, a formulacdo contendo os componentes do pinhdo apresentou

maior viscosidade aparente.

Todas as formulacBes apresentaram comportamento viscoelasticos, com valores de G'
maiores que G" (dados ndo apresentados). As formulacdes tipo gel, GC e GP, apresentaram 0s
maiores valores de Q, indicando que as amostras possuem fortes interac@es intermoleculares.
Por outro lado, os menores valores de Q das formulacdes tipo emulgel, EC e EP, indicam uma
estrutura mais flexivel e menos densa quando comparadas as formulagdes tipo gel, que esta
em concordancia com os maiores valores de indice de consisténcia para as formulagdes tipo
gel (Tabela 14). Considerando o tempo de armazenamento, apenas a formulagdo GC
apresentou uma diminuicdo significativa do tempo inicial para o segundo més de
armazenamento, permanecendo sem alteragd0es durante os demais meses analisados. Este

resultado estd em concordancia com Shawesh et al. (2003) que em seu estudo de estabilidade
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de géis de indometacina Carbopol EDT 2001 com o tempo demonstraram que as formulacGes
contendo apenas Carbopol (isto &, sem outros componentes poliméricos e emulsificantes
utilizados em conjunto) apresentaram maior variacdo com o tempo de armazenamento. Este
comportamento foi atribuido a um provavel retardamento da formacéo da estrutura e ligacoes

intermoleculares na formulagéo contendo apenas Carbopol.

Comparando a formulacdo GC com GP observa-se uma reducédo de Q com adicdo do
amido, que pode ser indicativo de reducdo das forcas de ligacdo intramolecular. Na
formulacdo GP a relacéo entre Carbopol 940 e amido de pinhdo € de aproximadamente 1:5
(m:m). Nesta condicao as carbonilas do &cido acrilico do Carbopol 940 que estavam fazendo
ligacGes intramoelculares (no caso do GC) passam a fazer novas ligagdes intermoleculares
com o amido, que sdo mais fracas termodinamicamente, alterando as propriedades do gel
(Biswas et al., 2006).

A Tabela 15 apresenta os parametros fisicos das formula¢es ao longo do tempo de
armazenamento. O fator de espalhabilidade (FE) de todas as formulagOes apresentou variagdo
significativa ao longo do tempo de armazenamento. Entretanto, as formulacGes tipo gel e
emulgel apresentara um comportamento diferente em funcdo da influéncia da adicdo dos
componentes do pinhdo. As espalhabilidades das formulagdes com e sem 0s componentes do
pinhd0 sdo muito parecidas para as formulagdes tipo emulgel, enquanto que para as
formulacBes tipo gel a adicdo dos componentes do pinhdo levaram a uma diminuigdo
significativa no parametro FE. Neste sentido é importante mencionar que produtos com
menores valores de FE, em torno de 4 e 5 mm%g, normalmente apresentam melhor
aplicabilidade (Milan et al., 2007).

A adicdo do amido de pinhdo nas formulacGes reduziu a espalhabilidade, podendo ter
sido influenciada por uma reducdo de forcas intermoleculares, como discutido previamente
para o parametro Q. Menores valores de Q indicam diminuicdo da razdo G'/G", ou seja, perda
do modulo eldstico G' e/ou aumento do modulo viscoso G", diminuindo as forgas

intermoleculares das formulagdes e fazendo com que diminua a espalhabilidade.

As formulagdes desenvolvidas apresentaram altos valores de umidade, principalmente
0s géis. Este resultado estd em concordancia com resultados reportados na literatura para
outros sistemas, 0s quais indicam que valores acima de 95% de a umidade sdo normais
(Pounikar et al., 2012). Quase todas as formulacbes apresentaram aumento significativo

comparando o tempo inicial com os demais tempos avaliados.
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Tabela 15. Parametros fisicos das formulagdes semissdlidas ao longo do tempo de armazenamento*.
Numeros ap6s 0s simbolos das amostras indicam o tempo de armazenamento em meses.

Amostra FE (mm?/g) lijgr}]l'ggg; d[4,3] (um) Span
GG 8,6+0,1° 99,19+0,01° 13,1+0,4 1,282+0,003'
GC, 8,3+0,3*° 99,15+0,05 14,5+0,2" 1,34+0,01%"
GC, 8,8+0,4° 99,14+0,03° 18,1+0,7' 1,58+0,05°"9
GCq 7,3+0,3°¢ 99,4+0,5° 16,1+0,4" 1,46620,005"¢"
GP, 4,2+0,2" 96,42+0,01" 29,5+0,1% 1,79+0,01%¢
GP, 4,3+0,1" 96,32+0,04" 29,3+0,1% 1,94+0,01°¢
GP, 5,5+0,4%" 96,40+0,06" 29,0+0,4% 1,93+0,04°¢
GPs 3,5+0,2¢ 96,24+0,06" 33,1+0,4° 1,93+0,01°¢
EC, 6,3+0,6%%¢ 89,51+0,08" A3+4° 1,9+0,2%¢
EC, 7,5+0,5%¢ 91,1+0,5° 56+1° 2,12+0,06"°
EC, 5,8+0,2%¢ 91,4+0,2° 60+£2%° 2,2+0,1%°
ECs 5,3+0,3°% 91,2+0,3° 64+2° 2,4+0,1°
EP, 5,2+0,2° 87.2+0.2° 26,8+0,7° 1,56+0,02%"¢"
EP, 6,9+0,8%¢ 87,9+0,3 29 + 3%¢ 1,40+0,06""
EP, 5,6+0,3%¢ 88,1+0,4° 25,9+0,2° 1,32+0,01"
EPg 5,8+0,3%¢ 88,6+0,4° 32+3¢ 1,6+0,2°

GC: gel controle; GP: gel pinhdo; EC: emulgel controle; EP: emulgel pinhdo. FE: fator de
espalhabilidade; d[4,3]: diametro médio de particula; Span: distribui¢cdo de tamanho de particulas.

" Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05)
de acordo com o teste de Tukey.

Nas formulacGes tipo emulgel, o tamanho de particula médio, d[4,3], aumentou
significativamente do tempo inicial para o sexto més de armazenamento, com aumento de
quase 50% e 20% para as formulacbes EC e EP, respectivamente. Embora as formulacdes
desenvolvidas tenham apresentado uma tendéncia a aumentar o Span com o tempo de
armazenamento, todas elas demonstraram homogeneidade (Span < 2). O tamanho médio de
particula e a amplitude da distribuicdo de tamanhos sdo dependentes da matéria-prima e
processo de fabricacdo. Uma vez que a elevada variacdo com o tempo de armazenamento
pode indicar perda de qualidade do produto, pode-se afirmar que, para o sistema emulgel, a
adicdo de pinhdo melhorou a estabilidade da distribuicdo de tamanho de particulas do
produto. Para esse tipo de sistema, como ha a presenca de particulas oleosas no meio que
precisam ser estabilizadas para evitar uma coalescéncia, as cadeias poliméricas do amido

podem promover este efeito diminuindo a aproximagcéo da fase oleosa.

Nas formulagdes tipo gel pdde-se perceber um aumento do tamanho de particula e

Span quando o amido de pinh&o e extrato da casca sdo adicionados. Uma possivel causa para
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esse efeito pode ser a reducdo de forgas intermoleculares com a adi¢cdo do amido, promovendo
uma relaxacdo das cadeias poliméricas e fazendo com que a organizacdo das cadeias produza

estruturas coloidais maiores.

A Figura 14 apresenta as micrografias 6ticas dos géis e emulgéis desenvolvidos no
tempo inicial. As micrografias das formulagdes tipo gel, principalmente GP, mostra que esse
sistema gel tem microestrutura similar a outros géis e hidrogéis tradicionais descritos na
literatura (Gong et al., 2009; Bhattacharya et al., 2012; Fang et al., 2013), indicando a
ocorréncia de uma estrutura de poros interconectados. Da mesma forma, para ambas as
formulages tipo emulgel (EC e EP) as micrografias apresentaram estrutura similar observada
em sistemas tipo emulgel (Guerra et al., 2004).

Figura 14. Microscopia das formulagdes GC (A), GP (B), EC (C), e EP (D).
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5.2.2. Analise de possiveis correlacdes entre as propriedades reoldgicas e fisicas

Como reportado acima, diferencas significativas entre as amostras foram detectadas
tanto em relacdo aos parametros reoldgicos (K, n, 7100 € Q) quanto fisicos (umidade,
espalhabilidade, d[4,3] e Span) avaliados como funcdo da composicdo dessas amostras.
Portanto, possiveis correlaces entre esses dados foi explorada pela utilizagdo de correlacéo
de matrizes (coeficiente de correlacdo de Pearson).

A Tabela 16 apresenta os resultados da matriz de correlacdo de Pearson entre 0s
parametros avaliados considerando todos os tempos de armazenamento. Alguns pares de
varidveis, como as que envolvem apenas parametros reoldgicos (tais como Q Vs #7100 € K vs n)
ou distribuicdo de tamanho de particulas (d[4,3] vs Span), sdo esperadas ser inter-
relacionaveis entre si devido ao fato de terem sido obtidas pelo mesmo instrumento
(parametros reoldgicos) ou por serem definidas pelo mesmo processo (parametros de
distribuicdo de tamanho de particulas). Assim, os altos valores de correlacdo dos parametros
mostrados na Tabela 16 para esses pares podem somente ser utilizados como um indicativo
gue o conjunto completo de dados utilizados foi adequado para a andlise de matriz de
correlacdo de Pearson, em termos de tamanho de amostra e precisdo. Consequentemente, a
discussdo remanescente ira focar apenas nas correlagcbes de parametros envolvendo variaveis
de diferentes fontes ou natureza. Além disso, considerando-se que d[4,3] e Span foram
altamente correlacionados, apenas o primeiro parametro foi considerado nas discussdes que
seguem.

Tabela 16. Matriz de correlagdo de Pearson entre parametros reoldgicos e fisicos considerando
todos os tempos avaliados.

N nl100 Q FIE Umidade  d[4,3] Span
(Pa.s) (mm7g)  (9/100g)  (um)

K (Pa.s) -0,957 0,988 0,837 0,062 0,865 -0,743  -0,378
N - -0,908 -0,808 -0,114 -0,783 0,865 0,572
n100 (Pa.s) - - 0,799 0,003 0,851 -0,677 -0,283
Q - - - 0,411 0,956 -0,623  -0,333
FE (mm%g) - - - - 0,289 -0,330 -0,462
Umidade (g/100g) - - - - - -0,509 -0,157
d[4,3] (um) - - - - - - 0,880

K: indice de consisténcia; n: indice de fluxo; #100: Viscosidade aparente na taxa de 100 s Q: indice de
qualidade; FE: fator de espalhabilidade; d[4,3]: tamanho médio de particula; Span: distribuicdo de
tamanho de particulas.

A partir da correlagdo de Pearson pode ser percebido que as formulagdes com maiores

tamanhos de particulas apresentaram o0s maiores indices de fluxo e menores indices de
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consisténcia, viscosidade aparente e fator de qualidade. Este comportamento pode ter ocorrido
devido as formulagdes semissélidas com tamanhos grandes de particulas ndo serem capazes
de formar ligacdes fortes, deixando-as mais fluidas e menos consistentes. Por outro lado,
valores altos de umidade foram detectados nas formulacdes com baixos valores de indice de
fluxo, ou seja, quanto maior a umidade, mais viscosa e consistente é a formulag&o.
Normalmente se espera que as formulagdes semissolidas com alto contetido de agua sejam
menos consistentes e viscosas. Porém, nesse caso, a ligacdo entre outros ingredientes da
formulacdo poderiam ter influenciado pela quantidade de 4gua para formar a mistura. Sabe-se
que hidrogéis contendo Carbopol em sua formulagdo podem ter sua viscosidade diminuida
quando séo adicionados outros componentes a formulacao (Chen et al., 2013), dependendo da
sua natureza e interacdes que podem causar. Para formulacdes tipo gel, que possuem uma
grande quantidade de agua, a adicdo de amido de pinhdo ndo influenciou na viscosidade.
Ainda, a viscosidade aumentou ap0s seis meses de armazenamento. Para as formulacgdes tipo
emulgel o amido de pinhdo aumentou a viscosidade no tempo inicial, mas diminuiu durante o
tempo de armazenamento. Nao foram encontradas correlacdes significativas entre o parametro

FE (fator de espalhabilidade) e demais parametros (valores abaixo de 0,5).

5.2.3. Conclusoes

Ambas as formulacdes semissdlidas tipo gel e emulgel contendo amido de pinhdo e
extrato da casca do pinhdo apresentaram estabilidade aceitadvel mantendo seus parametros
reoldgicos, fisicos e morfol6gicos ao longo dos sei meses de armazenamento. Baseado na
estabilidade do tempo de armazenamento e na similaridade das propriedades entre as
formulagcBes controle e com pinhdo pode-se constatar que o pinhdo é uma matéria-prima
adequada para este tipo de formulacdo tépica. Os resultados demonstraram que é possivel
estabelecer algumas correlagcdes entre quase todos os pardmetros reoldgicos e fisicos
analisados. Os parametros reoldgicos indice de consisténcia, fator de qualidade e viscosidade
aparente sdo correlacionaveis com o contetdo de umidade e tamanho de particula das
amostras. Quanto maior o conteido de umidade, maior o indice de consisténcia, fator de
qualidade e viscosidade aparente; por outro lado, quanto maior o conteldo de umidade, menor
o0 indice de fluxo. Além disso, quanto maior o tamanho médio de particula, menor o indice de

consisténcia, fator de qualidade e viscosidade aparente.
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Este resultados contribuem para entender a estabilidade fisica de semissolidos e a
estrutura do amido de pinh&o e extrato da casca como novos materiais, em diferentes tipos de

formulacbes com diferentes componentes e a correlacdo entre parametros fisicos e reoldgicos.
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Capitulo 6 - Resultados e Discussao do Desenvolvimento de
Filmes Comestiveis

6.1. Desenvolvimento de filmes comestiveis a base de amido de pinhédo

O objetivo desta etapa do trabalho foi desenvolver filmes comestiveis a base de amido
de pinhdo e plastificante pré-selecionado. Apos a escolha do plastificante foi realizado um
planejamento experimental composto central 22 com pontos axiais a fim de avaliar o efeito da
concentracdo de amido de pinhdo e plastificante nas caracteristicas dos filmes formados bem

como possiveis interacdes e acao plastificante e antiplastificante.

6.1.1. Caracterizacao dos filmes formados

A partir das variacbes do tipo de plastificantes, bem como das suas quantidades e
quantidade de amido de pinhdo foram obtidos 35 (trinta e cinco) filmes. A Figura 15 ilustra
um filme de cada tipo de plastificante utilizado. Pode-se perceber que os filmes
confeccionados com sorbitol (A) e glicerol (B) apresentaram melhor aparéncia, maior
uniformidade e maleabilidade. Diversos autores relataram o uso de sorbitol (Sobral et al.,
2001; Gialamas et al., 2010; Al-Hassan & Norziah, 2012; Maniglia et al., 2014) e glicerol
(Garcia et al., 2006; Mali et al., 2006; Salmieri & Lacroix, 2006; Chillo et al., 2008;
Véasconez et al., 2009; Souza et al., 2012) em seus estudos como agentes plastificantes em

biofilmes.

As melhores formulagdes utilizando glicerol foram as que continham 4 g de
glicerol/100 g de solugdo filmogénica e maiores quantidades de amido de pinhdo. As
formulagGes com menores quantidades de amido, 2 e 3g de amido de pinhdo, formaram filmes

com textura pegajosa e estrutura fragil em funcdo do excesso de plastificante em relacdo a
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quantidade de amido. Os filmes de sorbitol mais uniformes e que apresentaram menor
variacdo da espessura foram aqueles compostos por 2 a 4 g de amido de pinhao/100 g de

solucéo filmogénica.

Figura 15. Fotos dos filmes a base de amido de pinhdo com diferentes plastificantes

A: 4 g sorbitol/100 g e 4 g amido de pinhdao/100 g; B: 4 g glicerol/100 g e
49 amido de pinhdo/100g; C: 4g sacarose/100g e 4g amido de
pinh&o0/100 g e D: 4 g xarope de glicose/100 g e 5 g amido de pinh&o/100 g.

A utilizacdo isolada da sacarose e do xarope de glicose como plastificantes nao
permitiram a formacéao de filmes maledveis. Os filmes com sacarose ficaram esbranquigados,
opacos e pouco maledveis e os filmes com xarope de glicose ficaram quebradicos, o que
indicou que estes dois ingredientes, quando utilizados nas condigdes descritas pelo presente
trabalho n&o apresentaram funcéo plastificante.

Kechichian et al. (2010) obtiveram filme a base de fécula de mandioca com utilizagdo
de sacarose e agucar invertido combinados como plastificante na propor¢do 1:2 adequado para
a incorporacdo de ingredientes antimicrobianos naturais. O xarope de glicose possui
caracteristicas semelhantes ao aclcar invertido e foi utilizado neste trabalho por ser uma
alternativa com menor custo. Porém, o xarope de glicose possui 0 comportamento de
cristalizacdo diferente do acucar invertido, o que pode ter sido responsavel pela ndo
adequacao deste componente como plastificante. O uso combinado destes dois ingredientes
poderia ser uma boa alternativa, uma vez que o xarope de glicose poderia evitar a

cristalizacdo da sacarose e contribuir para a formacdo de um filme mais transparente e
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maleédvel. Porém, separadamente ambos os ingredientes ndo apresentaram boas caracteristicas

como plastificantes.

Com base nos resultados dos testes preliminares pode-se concluir que tanto o uso do
sorbitol como do glicerol como plastificante seriam apropriados. Optou-se por continuar 0s
testes utilizando o sorbitol por ser um material de grau alimenticio e os filmes produzidos com
amido e sorbitol sdo, normalmente, mais resistentes que os filmes produzidos com amido e
glicerol (Dias et al., 2010; Al-Hassan & Norziah, 2012; Fakhoury et al., 2012).

Foi entdo realizado um planejamento experimental composto central 2° com pontos
axiais para avaliar a influéncia das quantidades de amido de pinhdo e sorbitol nas
propriedades de cor e opacidade, propriedades mecénicas, solubilidade e espessura. A Tabela

17 apresenta os resultados obtidos para as propriedades mecanicas, espessura e solubilidade.

Tabela 17. Espessura, solubilidade e propriedades mecéanicas dos biofilmes a base de amido de pinhédo
e sorbitol.

x Espessura Solubilidade 0

Formulacéo (mm) (9/100g) MY (MPa) T™ (MPa) E (%)
F1 0,13+0,01¢ 59+3° 7,4%0,3¢ 1,58+0,04° 52+3°
F2 0,17+0,01° 43,60,9° 56,1+0,9% 4,20+0,07° 68+3°
F3 0,20+0,02° 6742 2,60,2° 0,68+0,02° 34+459¢
F4 0,23+0,02° 53+2%¢ 13,0+0,6° 1,19+0,09%%¢ 20+4°
F5 0,16+0,01° 62+1" 2,840,2° 0,80+0,04%¢ 43+5°¢
F6 0,23+0,01° 38+1f 40+1° 3,1+0,2° 43+3 °¢
F7 0,161+0,009° 37,9+0,9f 42+2° 3,2+0,4° 50+15°¢
F8 0,25+0,01° 54,1+0,6°¢ 5,3+0,4° 0,83+0,08%° 25 +5%¢
F9 0,20+0,01° 51+1%¢ 12+1° 1,6%0,2° 40+1°¢d
F10 0,19+0,01° 55+1° 11,5+0,6° 1,5+0,1° 39+3P¢d
F11 0,20+0,01° 50+2¢ 13+1° 1,3+0,2%¢ 344200¢

Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p > 0,05).
F1 a F11 - formulag@es utilizadas no planejamento experimental; MY: mddulo de Young; TM: tensdo maxima;
E: elongacéo na ruptura.

Ao avaliar as respostas da Tabela 17, os modelos obtidos para a espessura (R*= 0,94 e
Feac = 14,79 > Fiap = 5,05), a solubilidade (RZ: 0,85 e Feaic=5,71 > Fiap = 5,05), 0 modulo de
Young (R°=0,99 e Fec=134>F=505), a tensdio maxima (R?=0,99 e
Fearc=122>F,=5,05) e a deformacdo no momento da ruptura (R*=0,90 e

Feac = 9,07 > Figp = 5,05) foram significativos.
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Houve um aumento da espessura dos filmes com o aumento das quantidades de amido
de pinhdo e sorbitol, ou seja, com o aumento do teor de sélidos. A Figura 16 apresenta a
superficie de resposta da espessura e solubilidade. As equagdes 22 e 23 apresentam as
equacOes dos modelos obtidos para espessura e solubilidade, respectivamente, considerando
apenas os parametros significativos, onde A representa o amido de pinh&o e S, sorbitol. Para
determinar a espessura desejada dos filmes pode-se utilizar o modelo obtido, desde que se
utilizem valores de amido de pinhdo e sorbitol dentro do intervalo avaliado no planejamento.

Para todos os modelos foram considerados somente os fatores significativos.

Figura 16. Superficie de resposta da espessura (a) e solubilidade (b)
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espessura (mm) = 0,196 + 0,043.4 — 0,007. 4% + 0,626.S (22)
solubilidade (g/100g) = 51,95 — 15,93. 4 + 10,27.S (23)

A espessura dos filmes pode ser pré-estabelecida de acordo com sua aplicacdo. Para
filmes onde se pretende apenas uma pelicula protetora ou uma cobertura, podem ser utilizados
valores menores de espessura. Porém, nos casos onde se pretende maior resisténcia e protecdo
do alimento, valores de espessura maiores sao mais adequados. Além da quantidade de
solidos presentes na formulagéo, a espessura pode ser controlada de acordo com a massa de

solucao filmogénica depositada na placa de Petri.
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A solubilidade varia positivamente com o aumento de sorbitol e negativamente com o
aumento de amido, ou seja, quanto mais sorbitol e menos amido, mais sollvel. A afinidade
pela agua pode, ou ndo, ser uma caracteristica interessante para os filmes de amido, de acordo
com a sua aplicacdo. Os filmes desenvolvidos neste trabalho apresentaram valores altos de
solubilidade em funcdo das grandes quantidades de sorbitol utilizadas. Laohakunjit &
Noomhorm (2004) desenvolveram filmes com amido de arroz e sorbitol ou glicerol, sendo
que os filmes com glicerol em sua formulacdo apresentaram o0s maiores valores de
solubilidade, ndo ultrapassando 30%, sendo o filme contendo 30% de glicerol o filme que
atingiu maior solubilidade. Todos os filmes produzidos neste trabalho continham percentuais
maiores de plastificante do que os apresentados pelos autores citados, gerando assim, filmes

com maiores solubilidades.

De acordo com Bertuzzi et al. (2007a), quando um filme é usado para proteger a
integridade de um produto, este deve ser insoltvel, porém, se o objetivo é o encapsulamento
do alimento ou aditivo, o filme deve ser solivel em agua para que no momento do uso possa
ser removido por lavagem. Os filmes solUveis em agua sdo adequados para o proposito de ser
comestivel, uma vez que se dissolvem rapidamente em agua e até mesmo na boca. Alguns
componentes presentes nos filmes comestiveis podem ser insollveis em &gua, porém, devem

ser digeriveis quando consumidos (Rossman, 2009).

A solubilidade de uma substdncia organica estd diretamente relacionada com a
estrutura molecular, principalmente com a polaridade das ligacGes e da espécie quimica.
Normalmente os aclcares sdo altamente sollveis e 0s compostos organicos apresentam
solubilidade de acordo com o tamanho de sua cadeia carbdnica, sendo 0s compostos com
cadeias longas os mais insolGveis (Martins et al., 2013). O amido é um polissacarideo
composto de amilose e amilopectina e a propor¢éo entre essas moléculas e sua organizacao
dentro do granulo estéo diretamente relacionadas com a funcionalidade do amido (Cereda et
al., 2003). Assim, a amilose agiria como um solvente, em funcdo de suas cadeias lineares
(Tester & Morrison, 1990). A composicdo do amido, a conformacdo do granulo (relacdo de
regides cristalinas e amorfas) e a presenca de componentes menores como fosfolipidios e
fosfato monoéster influenciam essas propriedades. As regides amorfas do amido s&o
responsaveis pela solubilidade, ou seja, quanto mais cristalino, menos soltavel. O plastificante

reduz a cristalinidade do filme alterando o volume livre ao intercalar-se nas cadeias
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poliméricas do amido e favorece a mobilidade destas. Assim, uma maior quantidade de

plastificante forma filmes com maior solubilidade.

Na curva tensdo-deformacéo obtida do teste mecanico tem-se a primeira parte linear
(curva utilizada para o calculo do modulo de Young, ou modulo de elasticidade) seguida por
uma parte curva até atingir uma tensdo maxima (resisténcia a tracdo), antes ou na ruptura
(Talja et al., 2008a). As superficies de resposta das propriedades mecénicas avaliadas estdo
apresentadas na Figura 17 e as equacOes 24, 25 e 26 apresentam os modelos obtidos para MY,

TM e E, respectivamente.

Figura 17. Superficie de resposta do médulo de Young (MY) (a), tensdo maxima (TM) (b) e
deformacdo no momento da ruptura (E%) (c).
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MY (MPa) = 12,08 + 28,11.4 — 25,11.5 + 8,05.4%2 + 10,31.5%2 — 19,10. 4.5 (24)

TM (MPa) = 1,474+ 1,59.A—1,82.5 - 1,05.A.S (25)
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E (%) = 37,48 — 24,74.5 — 14,25 A.S. (26)

De um modo geral, os filmes mais resistentes foram aqueles com maiores quantidades
de amido e menores quantidades de sorbitol, sendo que em todas as propriedades analisadas
pode-se perceber um efeito de interacdo entre as variaveis. Os valores de MY diminuem com
0 aumento de plastificante (Tabela 17, Figura 17(a)) e os valores de TM (Tabela 17, Figura 17
(b)) seguem comportamento semelhante, assim como observado por Talja et al. (2008a) para
filmes & base de amido de batata plastificados com diferentes misturas binarias de glicerol,

xilitol e sorbitol em vérias concentraces.

Em alguns casos, a TM pode ser maior em filmes sem adi¢do de plastificante, como
relatado por Souza et al. (2012) para filmes de amido de mandioca (aproximadamente 6 MPa
de tensdo méxima). Estes autores encontraram valores de aproximadamente 2 MPa de tenséo
maxima em filmes produzidos com a adi¢do entre 10 e 15% de glicerol e 45% da mistura de
sacarose e acucar invertido, valor aproximado com os resultados encontrados para algumas
formulacBes desenvolvidas neste trabalho. Filmes de amido mais resistentes podem ser
obtidos através da adicdo de quitosana (Garcia et al., 2006) ou algum outro componente,
como, por exemplo, fibras (Satyanarayana et al., 2009; Montafio-Leyva et al., 2013).

Os plastificantes sdo geralmente adicionados na proporcdo de 10 a 60% dependendo
do grau de rigidez do material (Gontard et al., 1993). No entanto, de acordo com a
concentracdo em que sdo empregados, podem causar um efeito chamado antiplastificante, isto
é, ao invés de aumentar a flexibilidade e hidrofilicidade, podem causar um efeito contrario
(Gaudin et al., 1999; Gaudin et al., 2000). Geralmente, isto ocorre quando sdo empregados
em pequenas concentracdes de plastificante (abaixo de 20%), o qual interage com a matriz
polimérica, mas ndo esta em quantidade suficiente para aumentar a mobilidade molecular
(Lourdin et al., 1997).

No presente trabalho o excesso de plastificante proporcionou mobilidade aos filmes,
mas também apresentou efeito de interagdo com a matriz polimérica base, o amido de pinhéo.
Assim, o fato de ndo se ter um padrédo linear para aumento ou diminuicdo das propriedades
mecanicas pode ser funcdo da interacdo amido-sorbitol, causando efeito antiplastificante em

algumas formulagGes.
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A Tabela 18 apresenta os resultados para as propriedades de cor e opacidade

analisadas. Ao avaliaras respostas da tabela 4 apenas os modelos para as respostas b*
(R®=0,96 € Feye=27,08>F,=5,05) e h (R*=0,96 e Feac= 24,46 > Fiyp=5,05) foram

significativos. A Figura 18 apresenta a superficie de resposta para estes parametros e as

equacOes 27 e 28 os modelos para b* e h, respectivamente.

Tabela 18. Propriedades de cor dos biofilmes a base de amido de pinhéo e sorbitol

Formulacéo Op?g/:gade L* a* b* Cc* h

F1 8,1+0,6*° 90,2+0,8° -0,98+0,012° -0,20+0,02" 1,00+0,02" 192+12
F2 g+100¢ 89,6+0,42" -1,02+0,02acd 0,055+0,006" 1,02+0,02%" 176,9+0,4°
F3 7+1Pcd 88+1b -0,97+0,032 -0,1620,01° 0,98+0,03" 189,7+0,73°
F4 7420 89,2+0,2¢"  -1,017+0,006%"¢ 0,07+0,02° 1,019+0,005*" 176+1°
F5 g+100¢ 89,7+0,6° -1,00+0,032"¢ -0,17+0,01%" 1,01+0,03" 189,6+0,7"
F6 7+10¢ 89,6+0,3° -1,047+0,008° 0,160,022 1,059+0,008° 171,3+0,9f
F7 g+100¢ 90,0+0,5° -1,04+0,03%¢ -0,08+0,01° 1,04+0,03%" 184,1+0,6"
F8 9+1° 90+12° -0,97+0,022 -0,16+0,01° 0,98+0,02° 189+1a°
F9 5,6+0,2%¢ 89,6+0,22" -1,03+0,03"¢¢ -0,08+0,04°¢ 1,04+0,02%" 184+2°¢
F10 5+1° 89,8+0,6° -1,03+0,04"¢ -0,12+0,01° 1,03+0,04%" 186,5+0,7°
F11 5,0+0,4° 89,7+0,42 -1,02+0,012¢4 -0,11+0,01°¢ 1,02+0,01%" 186,0+0,6°°

Letras iguais na mesma coluna néo apresentam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p > 0,05).
F1 a F11 - formulagdes utilizadas no planejamento experimental; L*, a* e b*: parametros de cor do CIELAB;
C*: cromaticidade; h: angulo de tonalidade.

b* =

Figura 18. Superficie de resposta dos parametros de cor b* (a) e h (b)

—0,10 + 0,24.A + 0,0097. A?

h = 185,62 — 13,56. A — 5,22. A?

a

I - 190
Bl <190
M - 1386
<182
=178
B < 174

(27)

(28)
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Tanto o parametro b* como o h demonstraram forte influéncia da quantidade de amido
nos filmes. Porém, para o parametro b* o efeito foi positivo e para o h, negativo. Apesar de
todas as formulacGes estudadas serem transparentes, 0 aumento da concentracdo de amido faz
com que o filme tenha uma tendéncia a ser mais amarelado (valores de b* maiores). Em
relacdo aos valores de tonalidade (h*), mesmo tendo apresentado valores proximos, o
aumento da quantidade de amido levaria a diminui¢cdo da tonalidade. Combinando os dois

parametros, quanto mais amido mais amarelado e com tonalidade mais clara seria o filme.

Para as demais respostas relacionadas com a cor, 0os modelos obtidos ndo foram
significativos, no entanto, a quantidade de amido e sorbitol tiveram uma influéncia
significativa na opacidade e nos parametros L*, a* e C*. A Figura 19 apresenta os graficos de

Pareto para os mesmos, demonstrando quais fatores influenciaram em cada um.

Figura 19. Gréfico de Pareto da opacidade (a) e dos parametros de cor L* (b), a* (c) e C* (d)

d

A opacidade dos filmes é uma propriedade que deve ser considerada no uso como

revestimento de superficie de alimentos, uma vez que os consumidores costumam prefirir



106 Capitulo 6 — Resultados e Discussdo do Desenvolvimento de Filmes Comestiveis

filmes transparentes. Neste estudo, a opacidade apresentou pouca variagdo, ndo ultrapassando
valores de 10%. Quanto menores os valores de opacidade, maior a transparéncia dos filmes.
Quanto maior o conteudo de amido, maior o valor de opacidade, assim como encontrado por
Fakhoury et al. (2012) para filmes de amido de mandioca e gelatina, independentemente do
tipo de plastificante utilizado. Cerqueira et al. (2010) encontraram os maiores valores de
opacidade, entorno de 20%, para os filmes com maiores teores de polissacarideos, indicando

que guanto maior o teor de solidos dos filmes maior o valor de opacidade.

Avaliando-se os parametros de cor L*, a* e b*, percebe-se que a luminosidade de todos
os filmes atingiu altos valores (L* entre 88 e 90), com pouca variagcdo entre as amostras,
enquanto que a* e b* apresentaram valores proximos ao zero, indicando auséncia de cor.
Estes resultados vém corroborar com os resultados de opacidade, confirmando a transparéncia

dos filmes produzidos.

6.1.2. Conclus6es

A partir do estudo preliminar para a escolha do plastificante realizado p6de-se observar
que os filmes com glicerol e sorbitol apresentaram maior transparéncia e maleabilidade e,
assim, optou-se por seguir o estudo com sorbitol. Os filmes produzidos a base de amido de
pinh@o e sorbitol apresentaram poucas diferencas de cor e opacidade, sendo considerados
transparentes e pouco opacos. Os filmes apresentaram aumento de espessura com 0 aumento
do teor de solidos totais e aumento de solubilidade com o aumento da concentracdo de

sorbitol e diminuig&o da concentragdo de amido.

Os filmes produzidos apresentaram baixa resisténcia mecénica, porém, com tendéncia a
aumentar com o aumento da concentracdo de amido e diminuicdo da concentracdo de sorbitol.
Em funcdo das caracteristicas de baixa resisténcia mecéanica e alta solubilidade uma
alternativa de aplicacdo seria como cobertura comestivel para frutas e vegetais ou até mesmo

como embalagens de alimentos desidratados que precisem de hidratacdo prévia ao consumo.
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6.2. Estudo comparativo das propriedades fisicas de filmes comestiveis a base de

amido e farinha de pinhdo (Araucaria angustifolia)

O objetivo desta etapa do trabalho foi a utilizacdo do amido de pinhé&o e farinha de
pinhdo como base para a formacdo de filmes comestiveis. Os filmes desenvolvidos foram
plastificados com glicerol alimenticio em diferentes proporcdes e comparados entre si,
avaliando as caracteristicas dos filmes com diferentes bases e diferentes quantidades de

glicerol.

A partir desta etapa do trabalho optou-se por trabalhar com o glicerol como
plastificante por esse componente ser de grau alimenticio, ter baixo custo e ser de facil

obtencdo comercial.

6.2.1. Propriedades fisicas da matéris-primas

As propriedades fisicas das matérias-primas utilizadas no desenvolvimento dos filmes
comestiveis, amido e farinha de pinhdo, foram avaliadas e os resultados estdo apresentados na
Tabela 19 e Figura 20.

Tabela 19. Caracteristicas das matérias-primas (amido e farinha de pinh&o) utilizadas como
base para formar os filmes.

Amido de pinhéo Farinha de pinhdo

Umidade (g/100 g) 8,3+0,4" 9,6+0,6
Aw 0,415 + 0,002 0,574 + 0,002
Densidade real (g/cm®) 1,503 + 0,001 1,491 + 0,002
Densidade aparente (g/cm®) 0,59 +0,01" 0,36 + 0,02
Porosidade aparente 0,60 +0,01" 0,76 + 0,01
Temperatura de pasta inicial (°C) 65,7 + 0,5N° 66,0+0,1
Temperatura de pico (°C) 86 + 2N 87+0
Viscosidade de pico (cP) 5778 + 110" 2818 + 120
Viscosidade final (cP) 3564 + 510" 2572 + 49

Aw: atividade de &gua. ~ indica diferenca estatistica pelo teste-t (p < 0,05). NS indica que as
amostras ndo tém diferenca estatistica (ndo significativo).

Amido e farinha de pinhdo ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo a
umidade. Geralmente, farinhas e amidos tém conteido de umidade de aproximadamente 12%
(Tomassetti et al., 1987; Adedokun & lItiola, 2010), e este pardmetro depende da fonte,
condi¢des de armazenamento, clima, entre outros. Para amidos nativos de mandioca e milho
foram reportados valores em torno de 9% de umidade (Atichokudomchai et al., 2001;

Adedokun & ltiola, 2010), para amido de banana e milho de aproximadamente 10% (Pérez-
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Sira, 1997), e entre 11 e 17% para amido de batata (Moorthy, 2002). No geral, baixos valores
de umidade, como encontrados para o amido e a farinha de pinhdo analisados, € preferivel

para a melhor conservacdo durante o armazenamento.

A atividade de agua (Aw) € outro parametro importante para estimar o tempo de
armazenamento sob diferentes condi¢cbes ambientais. A Aw foi mais alta para a farinha de
pinhdo do que para 0 amido de pinhdo. Esta diferenca entre as amostras néo afeta a qualidade
das mesmas, uma vez que nao ha proliferacdo de micro-organismos em Aw abaixo de 0,6
(Barbosa-Canovas et al., 2007).

As densidades real e aparente apresentaram valores significativamente maiores para o
amido de pinh&o do que para a farinha de pinh&o. Por outro lado, a porosidade aparente do
amido de pinhao foi significativamente menor que da farinha de pinhao. Este menor resultado
para a porosidade aparente do amido de pinhdo é devido a maior diferenca entre a densidade
real e a densidade aparente do que a diferenca obtida para a farinha de pinhdo. Bian et al.
(2015) estudou duas variedades de farinha de trigo e encontrou valores maiores para
densidade aparente do que os encontrados para a farinha de pinhéo, de 0,658 e 0, 717 glcm®.
Marousis & Saravacos (1990) estudaram amidos com baixo e alto teor de amilose com
diferentes conteldos de umidade e para as amostras completamente secas (nas mesmas
condigdes utilizadas neste trabalho) os amidos de milho com alto e baixo contedido de amilose
apresentaram densidade real de aproximadamente 1,45 g/cm?, densidade aparente em torno de
0,75 g/cm® e valores de porosidade de aproximadamente 0,5. Para amido de milho nativo
foram reportados valores de 1,48 g/cm® para densidade real, 0,52 g/cm® para densidade

aparente e porosidade aparente de 0,65 (Musa et al., 2011).

Como pode-se observar na Tabela 19, o amido de pinh&o apresentou maior pico de
viscosidade e viscosidade final maior que a farinha de pinhdo. As propriedades de pasta de
ambas as amostras sdo apresentadas na Figura 20 e o formato das curvas sdo similares. As
temperaturas de pasta inicial e de pico ndo apresentaram diferenca significativa, uma vez que
0s granulos comegam a inchar em torno de 66 °C, ap0s o inicio da gelatinizacéo, e atingem a
viscosidade méaxima em torno de 86 °C. No geral, amidos que apresentam maiores
viscosidades contém menores quantidades de amilose, ou seja, quanto maior a viscosidade de
pasta, menor o contetdo de amilose (Juhasz & Salgd, 2008). A amilose é fortemente
relacionada a habilidade de formacdo de filme e coberturas devido a sua natureza

predominantemente linear. Um filme ou cobertura pode ser feito a partir de qualquer tipo de
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amido que contenha amilose (Kramer, 2009). Lee et al. (2007) demonstraram em seu trabalho
que amido de milho ceroso apresentou maior pico de viscosidade do que amido de milho
nativo. O amido de pinhdo tem aproximadamente 22% de amilose (Conforti & Lupano,
2007), menor que o valor de 28% de amilose para amido de milho nativo (Belitz & Grosh,
1986). A diferenca na viscosidade entre as duas amostras ndo pode ser associada ao contetdo
de amilose, pois ambas pertencem & mesma espécie. Supde-se que esta diferenca pode ser
devido as diferencas na composicdao do amido de pinhdo e farinha de pinh&o. A farinha de
pinhdo tem aproximadamente 1,7% de fibras dietéticas, 5,4% de proteina, 2,5% de gorduras
totais e 80,6% de carboidratos (majoritariamente amido) (Leite et al., 2008), enquanto que o
amido de pinhdo é 94% amido puro (base seca) (Daudt et al., 2014). Yu et al. (2012)
estudaram as propriedades de pasta de amido e farinha de arroz e também encontraram menor
viscosidade para a farinha do que para o amido. Da mesma forma que no presente trabalho,
eles estudaram a mesma espécie em diferentes apresentacGes, amido e farinha. Essas
diferengas sugerem que as proteinas e lipidios da farinha de arroz influenciaram nas
propriedades de pasta, podendo ser também a causa das diferencas na viscosidade entre amido
e farinha de pinhdo. Este comportamento pode ter sido afetado pela reacdo da amilose e

outros componentes presentes na farinha de pinhao.

Figura 20. Perfil das propriedades de pasta do amido e farinha de pinhao.
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6.2.2. Propriedades fisicas dos filmes a base de amido e farinha de pinhao
Seguindo a avalia¢do das matérias-primas, amido e farinha de pinhdo foram utilizados
para o desenvolvimento de filmes comestiveis. A Tabela 20 apresenta as caracteristicas fisicas

dos filmes a base de amido e farinha de pinhao.

No geral, a espessura dos filmes variou de acordo com o contetdo de solidos totais
dos filmes (de 0,039 mm no filme de amido sem glicerol a 0,057 mm no filme com farinha de
pinhdo e 1.5% de glicerol). Os filmes de farinha de pinhdo apresentaram maiores valores de
espessura e todos os filmes produzidos foram considerados homogéneos em funcdo do baixo
desvio padréo. As diferencas na espessura ndo influenciaram outras propriedades dos filmes,
como a permeabilidade a vapor de agua e propriedades mecanicas.

A densidade real dos filmes ndo apresentou variacdo significativa entre os diferentes
tipos de filmes. Entretanto, a densidade aparente nos filmes de farinha foi significativamente
menor que dos filmes de amido e, em funcéo disto, esses filmes apresentaram maiores valores
de porosidade aparente (&). Estes resultados estdo em concordancia com os resultados
encontrados para as matérias-primas amido e farinha de pinhdo: assim como a farinha
apresentou maior porosidade, os filmes de farinha também apresentaram maior porosidade

aparente que os filmes de amido.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) das secOes transversais dos filmes de
amido e farinha de pinhdo pode ser observada na Figura 21. A Figura 21 apresenta as imagens
das se¢es transversais dos filmes S5, SG5:1, FG5:1, SG5:2 e FG5:2. Pode-se observar que 0
filme S5 (feito com apenas amido de pinhdo) apresentou uma superficie mais lisa e
homogénea e menor espessura (Tabela 20). Comparando os filmes de amido de pinhdo com
os filmes de farinha de pinh&o é possivel afirmar que a secdo transversal dos filmes de farinha
de pinhdo é mais rugosa apresentando poros e granulos e, com o0 aumento da concentracdo de

glicerol, os filmes parecem ser mais flexiveis.

Essas irregularidades e poros estdo em concordancia com estudos anteriores de filmes
feitos com farinha de diferentes fontes (Colla et al., 2006; Andrade-Mahecha et al., 2012).
Pelissari et al. (2013) também encontraram estruturas semelhantes quando compararam filmes
de amido e farinha de banana, onde os filmes de amido apresentaram estruturas mais lisa e
homogénea e os filmes de farinha apresentaram irregularidades. As irregularidades na
estrutura dos filmes de farinha de pinhdo podem ser relacionadas com a presenca de outros

componentes além do amido na matriz polimérica, como proteinas, lipidios e fibras. Apesar
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de esses componentes estarem presentes em baixas concentragdes, eles podem influenciar na
estrutura finaldo filme (Leite et al., 2008). Além disso, a maior rugosidade dos filmes de
farinha pode ser associada a maior porosidade aparente, opacidade e PVA. Além disso, a
maior rugosidade dos filmes de farinha de pinhdo pode explicar os valores mais altos de

porosidade aparente, opacidade e PVA obtidos para esses filmes (Tabela 20).

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) dos filmes ndo apresentou diferenca
significativa entre as amostras e ndo teve influéncia nas demais propriedades avaliadas
(Tabela 20). De acordo com Chang et al. (2000), a plasticizacdo enfraquece as forcas
intermoleculares entre as cadeias poliméricas e, consequentemente, diminui a coesdo entre
elas, reduzindo Ty Assim, a Ty mais baixa é relacionada com altas concentragdes de
plastificante, maior PVA, maior elongacdo e menor resisténcia a tracdo. No presente trabalho,
os valores de Ty foram em torno de 70 °C. Os filmes apresentaram Tq suficientemente alta, o
que significa que esses materiais estdo ainda no estado vitreo a temperatura ambiente

(~25 °C) a temperatura utilizada nas caracterizagoes.

A permeabilidade a vapor de agua (PVA) dos filmes pode ser influenciada pela
porosidade. Os filmes a base de farinha de pinhdo apresentaram maior porosidade e os filmes
de farinha apresentaram maior PVA quando comparados com os filmes de amido com a
mesma quantidade de glicerol. PVA dos filmes de farinha versus amido pode também ter sido
influenciado pela diferente composicao entre essas duas matérias-primas. A farinha de pinhédo
contém fibras dietéticas, proteinas e lipidios; compostos lipofilicos podem diminuir a
absorcdo de dgua e PVA (Garcia et al., 2000). Entretanto, no presente trabalho, os filmes de
farinha de pinh&o apresentaram PVA mais altas do que os filmes de amido de pinhé&o.
Comportamento similar foi observado por Dias et al. (2010) que estudaram filmes de amido e
farinha de arroz e reportaram que os filmes de farinha de arroz apresentaram PVA muito
maior que os filmes de amido de arroz, ambos plasticizados com a mesma quantidade de
glicerol. Isto pode ser explicado pela maior irregularidade na estrutura dos filmes de farinha,
assim como observado para os filmes de farinha de pinhdo (Figura 21). De acordo com
Martin-Polo et al. (1992), um aumento na uniformidade da microestrutura do filme implica

em uma diminuicdo da PVA.
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Tabela 20. Caracteristicas fisicas dos filmes a base de amido e farinha de pinhdo.

S5 SG5:1 SG5:1.5 SG5:2 FG5:1 FG5:1.5 FG5:2
Espessura (mm) 0,039+ 0,002 0,045+0,002° 0,046 + 0,003 0,051 + 0,003° 0,050 +0,001° 0,057 +0,001* 0,053 + 0,002°
gjgrﬂ%ade real 1 49740014 149040006 1484+0,000°°" 1483+0006°% 1494+0010° 1480+ 0010° 1474+ 0,004°
a‘;gﬁ:?)ade aparente 4 15 4 006" 1,15 + 0,06 1,14+0,06° 1,20 + 0,06% 0,84 + 0,04° 0,85 + 0,04° 0,89 + 0,05°
Porosidade aparente 0,24 + 0,04° 0,23 +0,04° 0,23 + 0,04° 0,19 + 0,04° 0,44 +0,02° 0,42 +0,03? 0,40 + 0,03%
T, (°C) 77 £ 3\ 75+2 73+2 71+4 75 + 4 73+4 71+3
PVA ) 1,05 +0,07¢ 1,12 +0,02¢ 1,24 +0,07°¢ 1,67 £ 0,04 1,35 + 0,05° 1,70 + 0,05° 1,89 + 0,28°
(g-mm/kPa-h-m°?)
'(V'MOF‘,’:)'O de Young  ,pgs . 1750 1025 + 61° 42 +3° 19 + 2° 706 + 55° 48 + 2° 20 + 1°
(T,f/’l';f:)o Maxima — s654 4278 18,56 + 1,39 264 +0,13° 214+ 0,23° 13,08 + 0,72° 2,09 + 0,01° 1,60 + 0,13
Elongaco (%) 3,1+0,1° 28+0,2° 64,7 £5,3° 57,4 + 6,4° 25+0,3° 24,7 +1,8° 29,8 +0,7°
L 95,2 +0,6° 93,1 +0,2° 93,4 +0,2° 93,0+ 0,5° 90,6 + 0,2° 91,2 +0,5° 94,3+0,3°
a’ 0,198 + 0,011 -0,176 +0,005°  -0,166 + 0,009 0,160 £ 0,012° 0,010+ 0,000°  -0,010 +0,000° -0,080 + 0,010°
b 0,220 + 0,012°  -0,182 +0,004°  -0,230 + 0,012° -0,210 + 0,014° 2,86 + 0,06° 2,60 +0,23° 4,52 +0,08°
Opacidade (%) 8,9+0,2°° 8,5+0,3° 8,94 + 0,02"° 8,88 + 0,08"° 10,30 + 0,20° 10,10 + 0,30° 9,20 +0,20°

Média + desvio padrdo. Filmes comestiveis feitos com 5% de amido de pinhdo (S5), 5% de amido de pinhdo e 1, 1,5 ou 2% de glicerol (SG5:1, SG5:1.5, e SG5:2,
respectivamente), e 5% de farinha de pinhdo e 1, 1.5 ou 2% de glicerol (FG5:1, FG5:1.5, e FG5:2, respectivamente). T,: temperatura de transigéo vitrea; PVA: permeabilidade
a vapor de agua. Valores com letras diferentes na linha indicam diferenca estatisitca pelo teste de Tukey (p < 0,05). NS indica que ndo diferenca estatistica na linha (hdo

significativo).
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Figura 21. Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) das se¢Oes transversais dos filmes
S5, SG5:1, FG5:1, SG5:2 e FG5:2.

A quantidade de glicerol também influenciou na PVA, como pode ser observado na
Tabela 20. As maiores quantidades de glicerol resultaram em maiores PVA, assim como
observado por muitos outros autores (Mali et al., 2005b; Bertuzzi et al., 2007b; Muscat et al.,
2012). A farinha de pinhédo apresentou maior Aw do que o amido de pinhdo (Tabela 19). Por
outro lado, os valores de umidade de monocamada calculada por BET e GAB sdo maiores
para amido de pinhdo (entre 0,08 e 0,10 kg de agua por kg de so6lidos secos a 20 °C) (Thys et
al., 2010) que para farinha de pinhdo (0,0604 kg de agua por kg de s6lidos a 20 °C) (Cladera-
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Olivera et al., 2011). As isotermas de sorcdo de agua de filmes de amido e farinha tém
comportamento semelhante com uma curva sigmoide (Bertuzzi et al., 2007b; Dias et al.,
2010; Pelissari et al., 2013). A interacédo entre glicerol e amido ou farinha influenciou na Aw
e hidrofilicidade do filme, assim como os filmes de farinha apresentaram maiores PVA
quando comparados com os filmes com mesma quantidade de glicerol. Geralmente, baixas
Aw sdo relacionadas com menores PVA e altos valores de Aw com altas PVA. Os filmes
plasticizados com glicerol sdo equilibrados em altos conteudos de umidade (Muscat et al.,
2012). O aumento da quantidade de glicerol amenta os valores de PVA em funcdo da
caracteristica hidrofilica do glicerol, o que favorece a adsorcéo e dessor¢cdo das moléculas de
agua (Mali et al., 2004b).

Os filmes de amido de pinhdo demonstraram ser mais fortes que os filmes de farinha
de pinhdo em quantidades de glicerol especificas, com valores de modulo de Young e tensao
méaxima significativamente maiores. Essas duas propriedades diminuiram com o aumento da
concentracgéo de glicerol. Por outro lado, a elongagcdo aumentou com o aumento da quantidade
de glicerol. A 4agua geralmente diminui a tensdo maxima dos filmes através do
enfraguecimento das forcas intermoleculares (Kramer, 2009) e, quando os filmes contém mais
glicerol, estes se tornam mais higroscdpicos e, consequentemente, diminuem a tensdo
méaxima. A hidrofilicidade faz com que o filme se equilibre em altas umidade quando s&o
expostos a alta umidade relative (Muscat et al., 2012). Este comportamento resulta em um
decréscimo na tensdo maxima e um aumento na Aw e PVA, como mencionado anteriormente,
e um aumento na elongacdo e maleabilidade. Comparando ambos os tipos de filmes na mesma
concentragdo de glicerol, os filmes de amido apresentaram elongacdo significativamente
maior que os filmes de farinha nas concentracgdes de 1,5 e 2% de glicerol.

As propriedades mecanicas sdo influenciadas pelo tipo e quantidade de matéria-prima
utilizada nos filmes, assim como pelo plastificante utilizado. A estrutura mais rugosa dos
filmes de amido de pinhdo (Figura 21) também pode ter contribuido para enfraquecer as
propriedades mecéanicas. Salas-Valero et al. (2015) desenvolveram filmes com farinha de
canihua a partir de duas variedades diferentes. Em seu estudo, ambas variedades apresentaram
tensdo maxima em torno de 6 MPa, mas elongagdes diferentes (aproximadamente 15% e
24%) e modulo de Young (em torno de 380 MPa e 460 MPa). Dias et al. (2010) em seu
estudo com filmes de amido de arroz encontraram valores de 10,9 MPa, 2,8% e 532 MPa para
tensdo maxima, elongacéo e modulo de Young, respectivamente, nos filmes contendo 20% de

glicerol (equivalente a 1% de glicerol utilizado neste trabalho). Para filmes com 30% de
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glicerol (equivalente a 1,5% de glicerol do presente trabalho) os mesmos autores encontraram
1,6 MPa, 59,8% e 21,3 MPa para as mesmas propriedades. Estes autores também analisaram
os filmes de farinha de arroz e ndo perceberam diferenca significativa entre os filmes de
amido e farinha de arroz e que apenas a concentracdo de glicerol influencia nessas
caracteristicas. Assim, 0 aumento da concentra¢do de glicerol diminuiu a tensdo maxima, o
modulo de Young e aumentou a elongacdo. Um comportamento similar foi observado no
presente estudo, em que o filme de amido de pinhdo com 1% de glicerol apresentou maiores
tensdo maxima e modulo de Young que o filme de farinha de pinh&o e 1% de glicerol, e 0s
filmes de amido de pinhdo com 1,5e 20% de glicerol apresentaram maior elongacdo que 0s
filmes de farinha de pinhdo com 1,5 e 2% de glicerol (Tabela 20). Pelissari et al. (2013)
desenvolveram filmes com amido e farinha de banana e demonstraram que os filmes com
amido de banana apresentaram maiores tensdes maximas e modulos de Young (assim como o
filme SG5:1 comparado com FG5:1), enquanto que os filmes de farinha de banana

apresentaram maiores elongacdes na ruptura.

O efeito plastificante influenciou principalmente as propriedades mecanicas e PVA. O
baixo peso molecular do glicerol (92 g/mol) permite que 0 mesmo ocupe 0S espacos
intermoleculares entre as cadeias poliméricas, reduzindo as forcas secundarias entre elas.
Além disso, esta mudanca na organizacgdo tridimensional molecular dos polimeros, reduzndo a
energia requerida para a movimentacdo molecular requerida e formagdo de pontes de
hidrogénio entre as cadeias (Vieira et al., 2011). Por essa razao, filmes com baixo contetdo de
glicerol apresentam menores valores de PVA, resultando em interagdes moleculares fortes e
uma estrutura mais densa e compacta. A alta concentracdo de plastificante aumenta as
modificacOes estruturais das interacbes moleculares do polimero, formando uma rede mais
fraca. Este comportamento promove a mobilidade e flexibilidade da rede das cadeias
poliméricas e a matriz do filme se torna menos densa com valores altos de PVA (Sanyang et
al., 2015a).

Da mesma forma, o glicerol induz a reducdo das forcas de tensdo, facilitando a
interacdo entre as cadeias moleculares de glicerol-polimero. O plastificante diminui a forte
atracdo intra-molecular das cadeias poliméricas e promove a formagdo de pontes de
hidrogénio entre as moléculas de plastificante e polimero; como consequéncia, h4 uma
redugdo da forca de tensdo (tensdo maxima) dos filmes plastificados devido a “fraqueza” das
pontes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas (Muscat et al., 2012; Sanyang et al.,

2015a). Por outro lado, a elongacdo do filme aumenta com o aumento da concentragdo de
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glicerol. Isto acontece porque os plastificantes diminuem as ligagdes intermoleculares entre os
componentes do amido e farinha de pinhdo da matriz, substituindo essas ligacfes por pontes

de hidrogénio formadas entre as moléculas do plastificante e do polimero.

Em relacdo a cor dos filmes comestiveis, a maior diferenca foi encontrada para o
parametro b". Nos filmes de farinha de pinhdo o valor de b” foi positivo e maior do que nos
filmes de amido de pinh&o. Pelissari et al. (2013) também encontraram maiores valores de b
para os filmes de farinha de banana do que para os filmes de amido de banana. Estes valores
maiores indicam que estes filmes (de farinha de banana e farinha de pinhdo) sdo mais
amarelados quando comparados com filmes de amido. Além disso, os filmes de farinha
demonstraram maior opacidade que os filmes de amido. Apesar de os filmes de farinha
apresentarem valores mais altos de opacidade quando comparados aos filmes de amido, a
opacidade ainda representa um baixo valor e pode-se concluir que todos os filmes
desenvolvidos demonstraram transparéncia. Outros autores reportaram valores de opacidade
acima de 50% em filmes de farinha feitos de diferentes fontes (Pelissari et al., 2013; Salas-
Valero et al., 2015).

Os espectros de FTIR dos filmes de amido e farinha de pinhdo foram registrados com
0 objetivo de caracterizar e investigar possiveis interacdes que pudessem acontecer na
estrutura dos filmes. Esses espectros estdo apresentados na Figura 22. Nao foram encontradas
diferencas entre os filmes de amido e farinha de pinhdo, e todos os filmes apresentaram
padrdes de absorbancia no infravermelho similares. Os picos mais pronunciados foram em
aproximadamente 3290 cm™, caracteristicos de ligagdes dos grupos —OH, causados pela
formacao de pontes de hidrogénio, e entorno de 995 cm™, caracteristico de grupos alquenos
para as ligacGes =C-H (Silverstein et al., 1981). A intensidade desses picos € maior em filmes
de amido com maiores concentracdes de glicerol (SG5:2) e menor para o filme de amido sem
glicerol (S5). Ndo houve mudancas estruturais entre os filmes na presenca ou auséncia de
glicerol, indicando que ndo ha reacdo quimica entre glicerol e amido ou farinha de pinhao.
Esta afirmacéo pode ser confirmada pelos padrées de absorbancia no infravermelho reportado
para outros filmes comestiveis a base de amido e farinha (Maizura et al., 2007; Pelissari et al.,

2013) assim como para diferentes fontes de amido nativo (Kizil et al., 2002).
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Figura 22. Espectros de FTIR dos filmes a base de amido de pinhéo e farinha de pinhéo.
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Os valores da banda ao redor de 2930 cm™ indicam a existéncia de grupos CH,
(Santha et al., 1990). De acordo com Kizil et al. (2002) a diferenca nas intensidades das
bandas entre 2800 e 3000 cm™ pode ser atribuida & razdo amilose/amilopectina; quanto maior
a intensidade, maior o contetdo de amilose. Ndo houve grande variagdo na intensidade dessa
banda porque o amido e a farinha sdo da mesma fonte. A banda entorno de 1640 cm™
corresponde ao grupo amida e esta relacionada com o grupo amida das proteinas,
particularmente ligagdo C=0 (Silverstein et al., 1981). A presenca dessa banda nos filmes de
amido de pinhdo é devido, provavelmente, a tragos de proteina que permanece na matéria-
prima. Outros autores relataram uma banda no infravermelho larga com pico a 1637 cm™
como a agua absorvida na regido amorfa dos amidos (Santha et al., 1990; Wilson et al., 1991;
Kizil et al., 2002). Conforme a cristalinidade dos amidos aumenta, esta banda se torna mais

fraca.

6.2.2. Conclusoes
As sementes de pinhdo demonstraram ser uma boa fonte de amido e farinha, que pode
ser utilizada como base para filmes comestiveis. As diferencas entre composicao e estrutura

do amido e farinha de pinh&o, assim como a concentracdo de glicerol adicionada, podem
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determinar a utilizagdo dos filmes e suas propriedades. Os filmes de amido de pinh&o e
farinha de pinh&o apresentaram padrdes de absorbancia no infravermelho similares, sem
mudancgas na estrutura quimica entre os filmes desenvolvidos. Apesar da sua natureza
higroscépica, filmes feitos com amido de pinhdo apresentaram uma melhor barreira a vapor
d'dgua e menor porosidade aparente que os filmes de farinha de pinhdo. Estes filmes
apresentaram estrutura mais homogénea e mais lisa, proporcionando uma estrutura mais
efetiva para bloquear a transferéncia de vapor d'agua do que os filmes de farinha. Os filmes de
amido de pinhdo também exibiram boa transparéncia com valores mais altos de tensdo
méxima, mddulo de Young e elongagdo na ruptura, quando comparados com os filmes de

farinha de pinh&o com a mesma quantidade de glicerol.

Os filmes de farinha de pinhdo tiveram maior permeabilidade a vapor d'agua,
porosidade aparente e opacidade que os filmes de amido de pinhd com a mesma concentracao
de glicerol. A farinha de pinhdo contém outros componentes além de amido, como proteinas,
lipidios e fibras. Esses componentes e possiveis interacGes entre eles e 0 amido, e entre si,
pode ter influenciado a maior permeabilidade a vapor d'agua, porosidade, opacidade e a
estrutura irregular dos filmes de farinha de pinhdo. As caracteristicas fisicas foram afetadas
principalmente pela concentracdo de plastificante. Filmes com contetudos mais elevados de
glicerol sdo mais higroscépicos e, consequentemente, tem barreira a vapor d'agua e resisténcia
a tracdo inferiores e elongacdo superior. O conteudo de glicerol pode ser ajustado para
adequar as propriedades dos filmes as necessidades de aplicacdo nos alimentos. Filmes
hidrofilicos, como os filmes estudados neste trabalho, poderiam ser aplicados como
coberturas comestiveis em frutas e vegetais, ou até mesmo para material de embalagem de

alimentos desidratados que necessitem de prévia hidratacdo antes de ser consumido.
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6.3. Influéncia da adicéo da casca de pinh&o aos filmes de farinha de pinh&o

Neste estudo, a farinha de pinhdo oi utilizada como base para o desenvolvimento de
filmes comestiveis e casca de pinhdo foi incorporada nos filmes em diferentes concentragdes
com o objetivo de adicionar fibras e compostos fendlicos aos filmes. A influéncia da adicéo
da casca de pinhdo nos filmes foi avaliada através da anélise de suas propriedades fisico-

quimicas.

6.3.1. Caracterizagdo dos filmes formados

Os filmes foram facilmente retirados do pléastico Mylar, apresentaram boa
flexibilidade e facilidade ao corte, independente da concentracdo de casca utilizada. O filme
controle, sem adicao de casca de pinhdo, apresentou cor mais clara com uma textura mais lisa.
Dentre os filmes desenvolvidos, as diferencas visuais mais acentuadas foram em relacéo a cor
e rugosidade da superficie; quanto maior a concentracdo de casca de pinhdo, os filmes
tornaram-se mais escuros e com superficie mais rugosa, como podemos observar na Figura
23.

Figura 23. Fotografias dos

filmes HO (A), HO5 (B), H10 (C), H15 (D), H20 (E) e H25 (F).
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Filmes comestiveis feitos com 5% de farinha de pinhdo e 1,5% de glicerol (HO), e adicionados de 0,5, 1,0, 1,5,
2,0 e 2,5% de casca de pinhdo em p6 (H05, H10, H15, H20 e H25, respectivamente).

A Tabela 21 apresenta a espessura, cor, porosidade aparente e permeabilidade a vapor
d'agua (PVA) dos filmes a base de farinha de pinhdo com diferentes concentragdes de casca
de pinhdo. A adi¢do da casca aumentou a espessura e deixou a superficie menos homogénea e

mais rugosa.

Os parametros de cor medidos confirmaram as diferencas de cor percebidas
visualmente, conforme a Figura 23. O pardmetro L* ndo apresentou grande variacao entre 0s
filmes, entretanto, os filmes variaram significativamente nos vlores de a* e b*, indicando que
as cores avermelhada (a*) e amarelada (b*), ou seja, marrom, aumentaram proporcionalmente

ao aumento da concentragdo de casca de pinh&o.
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Tabela 21. Espessura, parametros de cor, porosidade e permeabilidade a vapordagua (PVA) dos
filmes a base de farinha de pinhéo e diferentes concentra¢@es de pd de casca de pinhdo.

. Espessura - * * PVA

Filme (mm) L a b % (g-mm/kPa-h-m?
HO 0,051+ 0,002 43,00+0,14>° -0,35+0,03" -041+0,04" 024+0,04° 161+0,12°

HO5 0,110 £0,008° 42,09+0,26° 1,15+0,07° 245+0,13° 052+0,04° 273+0,15°

H10  0,145+0,007° 41,94+0,17° 2,98+0,19° 442+0,20° 059+0,03* 3,36+0,23°

H15  0,149+0,010° 42,24 +0,06"° 4,23+0,10° 530+0,11° 0,53+0,03% 3,39+ 0,26"°
H20 0,164 +0,008% 42,34+0,28"° 552+0,10° 6,13+0,21° 0,55+0,03* 3,66+ 0,14*°
H25 0,175+0,008* 42,61+0,18° 659+0,18" 6,69+0,18 0,58+0,02° 3,75+0,17°

Filmes comestiveis feitos com 5% de farinha de pinhdo e 1,5% de glicerol (HO), e adicionados de 0,5, 1,0, 1,5,
2,0 e 2,5% de casca de pinhdo em pé (HO5, H10, H15, H20 e H25, respectivamente). @: porosidade aparente;
PVA: permeabilidade a vapor d'agua. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca pelo teste de Tukey
(p < 0,05).

Os valores de porosidade aparente foram maiores para filmes contendo casca de
pinhdo do que para o filme controle, porém, a concentracéo de casca de pinhdo ndo afetou a
porosidade dos filmes. O aumento da porosidade a partir da incorporacéo de casca de pinhao
indica uma diminuicdo na densidade. Esta afirmacdo € corroborada por outros estudos que
encontraram uma diminuicdo da densidade em filmes reforgados com fibras naturais, uma vez
que o material celulésico tem baixa densidade (Dufresne & Vignon, 1998; Wollerdorfer &
Bader, 1998; Miiller et al., 2009).

A presenca de casca de pinhdo aumentou a PVA assim como os filmes com casca
apresentaram uma maior porosidade aparente. Miller et al. (2009) em seu estudo com adi¢éo
de fibras de celulose em filmes de amido de mandioca reportaram que a PVA diminuiu para
quase todas as umidades relativas (UR) avaliadas. Dias et al. (2011) também reportaram uma
diminuicdo na PVA em filmes de farinha de arroz incorporados com fibra celulésica quando
comparados com seus controles. A maior porosidade e superficie irregular podem ter
contribuido para o aumento da PVA no presente trabalho. Oliveira et al. (2015) néo
encontraram diferenca significativa na PVA quando fibras celuldsicas foram adicionadas a
matriz de proteina de mamona liofilizada dos filmes produzidos em seu estudo. Estes autores
também reportaram que a presenca de poros pode ter influenciado esse resultado. Ainda que a
adicdo de casca de pinhdo tenha aumentado a PVA, essa propriedade ndo seria

necessariamente uma limitacéo para sua aplicacdo em filmes comestiveis.

A Tabela 22 apresenta as propriedades mecanicas, valores de fendlicos solUveis totais
(FST) e capacidade antioxidante dos filmes. A adi¢do da casca de pinhdo aumentou 0 médulo
de Young (MY), mas ndo seguiu um comportamento linear. Esses resultados estdo em

concordancia com o de filmes biodegradaveis feitos de proteinas extraidas de torta de semente
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de mamona e reforcadas com fibra celuldsica, estudados por Oliveira et al. (2015), e também
com estudos sobre poliuretano a partir de filmes de 6leo de mamona refor¢ado com fibra de

celulose a partir do bagaco de cana (Miléo et al., 2011).

Tabela 22. Propriedades mecénicas, fendlicos sollveis totais e capacidade antioxidante dos filmes
comestiveis a base de farinha de pinhdo com diferentes concentragfes de casca de pinhdo em p0é.
FST (mg GAE/g Capacidade antioxidante

Filme MY (MPa) TM (MPa) E (%) filme) (mg Troloxg filme)
HO 51,51 + 3,71° 2,54+0,15°  18,77+1,86° 0,28+0,01 0,76 + 0,03
HO5 29,91 + 3,55° 1,30+0,11°  14,67+1,93° 0,61+0,01° 1,77 + 0,06°
H10 43,58 + 3,40° 1,46 +0,13° 13,25+ 1,64° 0,95+ 0,02° 2,91 +0,09°
H15 48,89 +6,12° 1,53+0,13°  12,49+2722° 1,19+0,02° 3,74 +0,12°
H20 108,54 +30,26" 2,22+0,38° 8,12 +1,68° 1,42 +0,05° 4,83+ 0,06
H25 139,86 +10,58° 2,38+ 0,13*° 4,24 + 0,66 2,09 + 0,04° 7,57 +0,52°

Filmes comestiveis feitos com 5% de farinha de pinhdo e 1,5% de glicerol (HO) adicionados de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0
e 2,5% de casca de pinhdo (H05, H10, H15, H20 e H25, respectivamente). MY: mddulo de Young; TM: tenséo
maxima; E: elongacéo na ruptura; FST: fendlicos soluveis totais. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Esperava-se que a adicdo das fibras da casca de pinhdo aumentasse a TM dos filmes,
entretanto, a concentracdo minima de casca de pinhdo diminuiu a TM comparada ao filme
controle e a maxima concentracdo de casca de pinhdo ndo apresentou diferenca estatistica
com o filme controle. Provavelmente o aumento da concentracdo de casca na formulacéo,
acima das concentracfes utilizadas no presente trabalho, faria com que os filmes
apresentassem maior resisténcia. A casca de pinhao consiste em 76,6% de fibra dietética total
e o comportamento das propriedades mecanicas pode ser comparado a outros filmes
reforcados com fibras. Mller et al. (2009) estudaram o efeito da adicdo de fibras celulésicas
em filmes a base de amido de mandioca e encontraram que os filmes com fibras apresentaram
maiores valores de TM e MY, mas menores valores de E. Dias et al. (2011) reportaram que a
adicdo de 0,3 g fibras/g farinha seca (plastificado com 0,3 g glicerol/g farinha) em filmes a

base de farinha de arroz melhoraram as propriedades mecanicas dos filmes.

Contrariamente ao MY e a TM, a E diminuiu com o aumento da concentracdo de
casca de pinh&o incorporada aos filmes. Esta diminuicdo da elongacdo com o aumento da
concentracdo de fibras também foi observado em filmes de farinha de arroz reforcados com
fibras celulésicas e plastificados com glicerol (0,3 g fibras/g farinha) (Dias et al., 2011). Em
filmes & base de amido de mandioca reforgados com fibra celul6sica a elongagdo diminuiu
mais de 18 vezes em filmes com 0,5 g fibras/g amido quando comparados com a matriz pura
(Mdiller et al., 2009).
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As anélises de fibras dietéticas demonstraram que a farinha de pinhdo contém 1,11%
de fibras sollveis e 3,42% de fibras insoluveis, totalizando 4,53% de fibras totais. Enquanto
isso, a casca de pinhdo é composta de 3,69% de fibras solUveis e 72,9% de fibras insoluveis,
totalizando 76,6% de fibras totais. Os filmes controle (HO) e o filme com 1,5% de casca de
pinhdo (H15) também foram analisados a fim de verificar a quantidade de fibra adicionada
aos filmes. Esta anélise mostrou que o filme controle (HO) contém 1,03% de fibras soltveis e
6,2% de fibras insoluveis, totalizando 7,23% de fibras totais, enquanto que o filme com 1,5%
de casca de pinhdo (H15) apresentou 1,53% de fibras soltveis, 16,8% de fibras insolaveis e,
consequentemente, 18,3% de fibras totais. A quantidade de fibras presente na casca de pinhao
aumentou as fibras dos filmes, influenciando suas propriedades mecanicas e de

permeabilidade a vapor d'agua.

O uso de extratos naturais de plantas é incentivado para o desenvolvimento de novos
produtos e nutracéuticos, assim como sistemas ativos de embalagem (Bajpai et al., 2011). De
acordo com os FST e capacidade antioxidante dos filmes apresentados na Tabela 22, é
possivel confirmar que a concentracdo de casca de pinhao influenciou estas propriedades uma
vez que ja é conhecido que a casca de pinhdo contém compostos fendlicos com atividade
antioxidante. (Koehnlein et al., 2012; Souza et al., 2014). Quanto maior a concentracdo de
casca de pinh&o, maior os FST e capacidade antioxidante dos filmes. Genskowsky et al.
(2015) estudaram o desenvolvimento de filmes de quitosana adicionados de extratos de maqui
berry e encontraram 4,74 mg GAE/g e 8,44 mg GAE/g em filmes com 0,5% e 1% de extrato,
respectivamente. Os mesmos autores reportaram atividade antioxidante de 2,06 e 2,8 mg TE/g

para os filmes com concentragfes de 0,5 e 1% respectivamente.

A Figura 24 apresenta as imagens de MEV das superficies e secdo transversal dos
filmes HO e H20. Pode ser observado que as fibras incorporadas aos filmes através da adicédo
da casca de pinhdo deixaram os filmes mais rugosos, o que € visivel tanto nas imagens da
superficie como nas imagens da secdo transversal. Além disso, o filme H20 apresentou maior

espessura e alguns poros comparado ao filme HO, visivel na Figura 24D.
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Figura 24. Imagens de MEV da superficie (A) e se¢do transversal (B) do filme HO e da superficie (C)
e secdo transversal (D) do filme H20.
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Os espectros de FTIR dos filmes a base de farinha de pinhdo com e sem adicéo de
casca de pinhdo séo apresentados na Figura 25. Todos os filmes apresentaram padrdes de
absorbancia no infravermelho similares com os picos mais pronunciados ao redor de 3290 cm’
! caracteristico das ligag6es de grupos —OH, causadas pela formacéo de pontes de hidrogénio.
Outro pico pronunciado esta presente na banda de aproximadamente 995 cm™, caracteristico
dos grupos alquenos para as ligagdes =C-H (Silverstein et al., 1981). As intensidades desses
picos apresentaram uma pequena variacao, sendo que o filme controle apresentou 0s picos
mais pronunciados e a intensidade dos picos decresceu conforme o aumento da concentracdo
de casca de pinhdo na matriz. Mesmo com a asicdo da casca de pinhdo, os padrfes de
absorbancia no infravermelho sdo similares aqueles de filmes comestiveis a base de farinha de
outras fontes (Maizura et al., 2007; Pelissari et al., 2013).
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Figura 25. Espectro de FTIR dos filmes a base de farinha de pinhdo com e sem p6 de casca de pinhao.
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6.3.2. Conclusdes
A adicdo de casca de pinhédo nos filmes a base de farinha de pinhao pode constituir uma 6tima

abordagem para a utilizacdo da semente inteira de pinhdo e fornecer filmes com FST,
capacidade antioxidante e fibras. A adicdo da casca aumentou a espessura, a porosidade
aparente, a permeabilidade a vapor d'dgua, o contetdo de fendlicos solUveis totais, a
capacidade antioxidante, o mddulo de Young, a tensdo méaxima e a fibra dietética
(principalmente fibras insollveis), bem como resultou em filmes mais amarronzados. A
presenca da casca também contribuiu para diminuir a elongacgdo na ruptura e deixar os filmes
mais rugosos com alguns poros, visiveis nas imagens de MEV. Os espectros de FTIR
analisados apresentaram padrbes de absorbancia no infravermelho similares para todos 0s
filmes desenvolvidos com uma ligeira diminui¢do na intensidade dos picos com o aumento da

concentragéo da casca de pinhao.
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6.4. Comparacéo entre filme comestivel de amido de pinh&o e filmes feitos com

amidos comerciais com diferentes proporcdes de amilose/amilopectina

O objetivo deste estudo foi comparar as propriedades do filme feito com amido de
pinhdo com filmes feitos com trés diferentes amidos comerciais. Diferentes razdes de
amilose/amilopectina nos amidos (17/83, 55/45 and 70/30) foram utilizadas para verificar-se o
efeito desta razdo nas propriedades dos filmes. Os amidos comerciais utilizados foram amido
de mandioca (17/83) e dois tipos de amido de milho com alto teor de amilose, Hylon V
(55/45) e Hylon VII (70/30). Os amidos comerciais foram doados pela empresa National
Starches (Ingretion Inc., Bidgewater, NJ, USA).

6.4.1. Caracterizagao dos filmes

A tensdo superficial das solucfes filmogénicas esta apresentada na Figura 26. A tenséo
superficial da agua destilada ¢ 71,0 mN/m (Rodriguez et al., 2006), similar a solugdo de
amido de mandioca (72,0 mN/m) encontrada neste trabalho. Com o aumento da razdo
amilose/amilopectina, a tensdo superficial diminui significativamente. Isso significa que
razfes maiores de amilose/amilopectina necessitam de menos forca para fluir através da placa.
Além disso, tensBes superficiais mais altas estdo relacionadas com baixa viscosidade

cinematica (Caro et al., 2016).

A tensdo superficial mais baixa das solucbes filmogénicas com maiores razbes de
amilose/amilopectina é provavelmente devido a acdo espessante da amilose cristalizada. No
aquecimento em agua, a estrutura semicristalina dos granulos de amido é quebrada, e amilose
e amilopectina ficam dispersas na solucdo. Quando a solucdo de amido é resfriada até
temperatura ambiente, a fracdo da amilose cristaliza e precipita, e pode ser molecularmente
dissolvida novamente com dificuldade (Aberle et al., 1997). Em solucdo aquosa, as moléculas

de amido tém uma forte tendéncia de associarem-se, aumentando a viscosidade da solugéo.

A densidade, volume total de poro e propriedades de cor estdo expressos na Tabela 23.
A densidade real, densidade aparente e volume total de poro (VTP) dos filmes apresentaram
algumas diferengas, mas a razdo amilose/amilopectina ndo apresentou efeito sobre essas
propriedades. p; (densidade real) e VTP diminuiram da proporcéo de 17/83 até 55/45, mas a
proporcédo de 70/30 apresentou comportamento diferente e, por isso, ndo se pode concluir uma
influéncia linear da proporgdo amilose/amilopectina. De maneira oposta, pp (densidade

aparente) aumentou de 17/83 até 55/45, sendo o filme H-V o que apresentou a maior py, € 0S
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menores valores de p; e VTP. Os valores de p; estdo em concordancia com outros estudos de
filmes a base de amido (Razavi et al., 2015; Sanyang et al., 2015b).

Figura 26. Tenséo superficial das solugdes filmogénicas de amidos com diferentes razdes de
amilose/amilopectina.
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Tabela 23. Densidade, porosidade e parametros de cor dos filmes feitos com diferentes amidos.

Filme i (glem®) b (g/cm’) VTP AE Opacidade (%)
MAN (17/83) 1,527 +0,008®° 1,22+0,10°° 0,16 +0,05*® 6,3+0,3 9,0+0,2°
PIN (26/74) 1,515+0,012° 1,25+0,08*°  0,14+0,04*® 6,4+0,1° 9,4 +0,3
H-V (55/45) 1,464 + 0,004 1,33 +0,04% 0,07+0,02° 5702 9,2 +£0,1*°
H-VII (70/30) 1,482 +0,008° 1,16 + 0,06° 0,19+0,04° 2,6+0,2° 8,0+0,3°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Filme a base de amido de mandioca (MAN (17/83)), amido de pinhdo (PIN(26/74)), amido de milho Hylon V
(H-V(55/45)) e amido de milho Hylon VII (H-V1I(70/30)). p.: densidade real; py,: densidade aparente; VTP:
volume total de poro; 4E: diferenca total de cor.

As propriedades de diferenca total de cor (4E) e opacidade foram significativamente
menor para o filme H-VII. Ainda que a opacidade tenha sido maior para os demais filmes,
estes valores sdo considerados baixos e todos os filmes desenvolvidos demonstraram
transparéncia. O valor mais claro de L* (resultado ndo apresentado) foi o parametro que mais
influenciou na diminui¢do da AE e opacidade no filme H-VII, e os demais parametros néo

apresentaram variagao significativa.
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A estrutura dos filmes de amido foi analisada através das imagens de MEV das
superficies e secdes transversais dos filmes, apresentadas na Figura 27. Foi observado que
todos os filmes apresentaram superficies lisas, assim como reportado por outros autores para
filmes de amido obtidos pelo método de casting (Chen et al., 2009; Dias et al., 2010; Cano et
al., 2014). No geral, os filmes de amido aprasentaram aspecto homogéneo, indicando assim
que a etapa de gelatinizacdo foi suficiente para quebrar todos os granulos de amido.
Observando as imagens das se¢des transversais pode ser percebido que quase todos os filmes
possuem espessura homogénea, com exce¢do do filme H-VII (Figura 27H). Além disso, 0s
filmes de amido com as maiores propor¢des de amilose/amilopectina apresentaram algumas
ondulacgdes na superficie, visiveis nas imagens das se¢Oes transversais (Figura 27F e H). Neste
estudo, os filmes a base de amido com as menores razbes de amilose/amilopectina (MAN e
PIN) apresentaram aparéncia mais lisa do que os demais filmes com maiores razdes

amilose/amilopectina (H-V e H-VII).

A relacdo entre conteudo total de umidade e atividade de 4gua (Aw) dos alimentos, ao
longo de um intervalo de valores, e a temperatura constante, produz uma curva isotérmica de
sor¢do de umidade quando expressos graficamente (Al-Muhtaseb et al., 2002). A Figura 28
apresenta as isotermas dos filmes de amido obtidas pela andlise em DVS (Dynamic Vapor
System), ajustadas ao modelo de GAB. Todos os filmes de amidos desenvolvidos
apresentaram isoterma do Tipo Ill, caracteristica de produtos alimentares. A isoterma do Tipo
Il ocorre pela adsor¢do de um solvente, ou outra substancia como glicerol, abaixo de sua

temperatura de transicdo vitrea (Mathlouthi & Rogé, 2003).

Alimentos ricos em componentes sollveis, tais como acUcares, tém demonstrado
comportamento de isoterma do Tipo Il, devido a solubilidade dos agUcares em agua (Rao et
al., 2005). Chinachoti & Steinberg (1984) encontraram que a sacarose adicionada a géis de
amido aumentou acentuadamente a sor¢do de agua em Aw maiores que 0,85. Banana,
acucares, maca, alcool de acUcar, passas entre outros, tambem apresentam isotermas do Tipo
I11 (Al-Muhtaseb et al., 2002).
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Figura 27. Imagens de MEV das superficies e se¢des transversais dos filmes de amido.
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As curvas de adsorcao de dos filmes a base de amido apresentaram curvas sigmoides,
demonstrando um aumento mais lento do teor de umidade de equilibrio até Aw = 0,7, e apds,
um pequeno aumento da umidade levou a um grande ganho de massa, sugerindo um
fendmeno de inchaco com o aumento da Aw e aumentando a solubilizagdo. Comportamento
similar foi observado por outros autores para filmes a base de amido (Mali et al., 2005b; Talja
et al., 2007; Muller et al., 2008; Talja et al., 2008a; Galdeano et al., 2009). Além disso, o teor

de umidade de equilibrio até Aw = 0,5 néo apresentou diferencas entre os filmes de amido.

Figura 28. Isotermas de sorcéo dos filmes de amido na temperatura de 25°C.
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O modelo de GAB foi adequado para o ajuste das isotermas dos filmes a base de
amido desenvolvidos e permitiram calcular o valor de monocamada adsorvida na superficie.
Os parametros para 0 modelo de GAB e area especifica dos filmes estdo apresentados na
Tabela 24. Entre os filmes de amido avaliados, o filme H-V (55/45) foi o que apresentou
maior hidrofilicidade que os demais e o teor de umidade de equilibrio n&o foi influenciado
pelo contedo de amilose/amilopectina. O filme H-V também apresentou o valor mais
elevado do teor de agua na monocamada (Xn), enquanto que os demais filmes de amido
apresentaram valores proximos entre si. Os valores do pardmetro C, relacionado com o calor
de sorcdo da monocamada, parecem diminuir com o0 aumento da proporcdo

amilose/amilopectina, mas ndo de forma linear. Por outro lado, o valore do parametro k é
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praticamente 0 mesmo para os filmes desenvolvidos e ndo foram afetados pela razéo

amilose/amilopectina.

Tabela 24. Pardmetros de ajuste para 0 modelo de GAB e area especifica da superficie dos filmes.

Filme Xm C k R S (m°/g)
MAN (17/83) 0,068 2,59 0,94 >0.99 257,4
PIN (26/74) 0,072 2,03 0,95 >0.99 273,8
H-V (55/45) 0,090 1,78 0,95 >0.99 344,3
H-VII (70/30) 0,078 1,83 0,95 >0.99 299,6

Filme a base de amido de mandioca (MAN (17/83)), amido de pinhdo (PIN(26/74)), amido de milho Hylon V
(H-V(55/45)) e amido de milho Hylon VII (H-VI1I(70/30)). X..: teor de umidade na monocamada; C:
constante de adsorcéo relacionada ao calor de sorcdo na monocamada; k: constante de adsorcéo; R*:
coeficiente de determinacdo; S: area especifica da superficie do filme.

A éarea especifica da superficie dos filmes desempenha um papel importante na
determinacdo das propriedades de ligacdo de agua nos materiais particulados. Os valores da
area especifica obtidos pela Eq. (21) e utilizando os valores de teor de umidade de
monocamada da equacgdo de GAB (Aw = 0-0,98) estdo na Tabela 24. O filme H-V apresentou
a maior area especifica da superficie dos filmes de amido e, em funcdo da maior area

disponivel para adsorcdo de 4gua, também o maior teor de umidade na monocamada (Xp,).

A Tabela 25 apresenta a permeabilidade a vapor d'agua e propriedades mecanicas dos
filmes de amido. A razdo de amilose/amilopectina ndo demonstrou influéncia na PVA dos
filmes. Estes valores estdo em concordancia com os encontrado por Muscat et al. (2012) que
estudaram a influéncia da concentracdo de amilose em amidos de milho e dos diferentes
plastificantes utilizados e demonstraram a influéncia apenas do tipo de plastificante utilizado,
mas ndo encontraram diferencas que relacionassem o contetdo de amilose com PVA. O valor
de PVA do filme PIN foi o unico significativamente menor, provavelmente devido a algum
residuo de proteina ou lipidio que poderia permanecer no amido ap0s a extracdo. A
difusividade da &gua através do filme pode ser retardada com a inclusdo de materiais
hidrofobicos, tais como acidos graxos comestiveis, materiais a base de proteinas ou ceras nos
filmes comestiveis hidrofilicos, melhorando suas propriedades de barreira (Krochta & De
Mulder-Johnston, 1997; Ayranci & Tunc, 2001).

A razdo amilose/amilopectina influenciou nas propriedades de tensdo dos filmes a
base de amido; quanto maior a razdo amilose/amilopectina, maiores os valores de MY e TM e
menores os valores de E. Amidos com alto percentual de amilose deixam os filmes mais

fortes, provavelmente devido a cristalizacdo da amilose. (Rindlav-Westling et al., 1998; Liu
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& Han, 2005; Talja et al., 2008b). A cristalinidade dos amidos estudados é maior nas menores
razdes amilose/amilopectina: 40% em amido de mandioca (17/83) (Gomand et al., 2010),
23% em amido de pinhdo (26/74) (Thys et al., 2008), 17,1% em amido de milho tipo Hylon V
(55/45) e 15,6% em amido de milho tipo Hylon VII (70/30) (Freire et al., 2009). Entretanto,
apos o tratamento térmico o grau de cristalinidade aumenta ligeiramente com o aumento da
razdo amilose/amilopectina (Freire et al., 2009). Assim, os filmes obtidos a partir de amidos
com maiores razdes de amilose/amilopectina apresentam maior cristalinidade, fazendo com
que esses filmes sejam mais fortes. Além disso, a baixa tensdo superficial das solucdes de
amido com alta razéo amilose/amilopectina e maior viscosidade contribuem para aumentar a

forga dos filmes.

Tabela 25. Permeabilidade a vapor d'agua e propriedades mecéanicas dos filmes feitos com diferentes
amidos.

Filme PVA (g-mm/kPa-h-m°?) MY (MPa) TM (MPa) E (%)

MAN (17/83) 1,7+0,15° 2,84 +0,44° 0,68 + 0,09° 65,33 + 9,31°
PIN (26/74) 1,31+0,07° 48,04 + 5,10° 2,72 +0,30° 40,60 + 2,15°
H-V (55/45) 1,75 +0,12° 270,75 +41,86° 6,64 +0,72° 11,94 +0,92°
H-VI11 (70/30) 1,76 £ 0,07° 331,43+3366°  6,92+0,81° 7,67 +0,98°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Filme & base de amido de mandioca (MAN (17/83)), amido de pinhdo (PIN(26/74)), amido de milho Hylon V
(H-V(55/45)) e amido de milho Hylon VII (H-V1I(70/30)). PVA: permeabilidade a vapor d'dgua; MY: Mddulo
de Young; TM: tensdo maxima; E: elongacao na ruptura.

As propriedades de tensdo sdo também influenciadas pelo contetdo de plastificante e,
por isso, neste trabalho foi utilizada a mesma concentracdo de plastificante nos filmes,
independentemente do tipo de amido, para que somente a razdo amilose/amilopectina pudesse
ser avaliada. Outros estudos encontraram maiores valores de MY e TM para filmes feitos a
partir de amido Hylon V e Hylon VII, provavelmente em funcdo do menor teor de
plastificante utilizado em relacdo aos 40 g/100g de amido deste trabalho (Rindlav-Westling et
al., 1998; Muscat et al., 2012; Xie et al., 2015).

A Figura 29 apresenta os espectros de FTIR para os filmes a base de amido estudados.
Todos os filmes apresentaram padrbes de absorbancia no infravermelho similares entre si e
similares a amidos e filmes a base de amido ja reportados por outros autores (Kizil et al.,
2002; Maizura et al., 2007; Pelissari et al., 2013). Os picos mais intensos encontrados foram
ao redor de 3290 cm™, que representa as ligacdes de grupos -OH, causadas pelas pontes de

hidrogénio, e em aproximadamente 995 cm™, caracteristicos de grupos alquenos para ligacdes
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=C-H (Silverstein et al., 1981). Estes picos foram ligeiramente mais pronunciados no filme H-
VI, seguido pelos filmes MAN, H-V e PIN.

Figura 29. Espectros de FTIR dos filmes a base de amido com diferentes razdes de
amilose/amilopectina.
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Em particular, os picos de FTIR entre 992 e 1200 cm ™' sdo associados com a interacéo
entre moléculas de amido e plastificante, e podem ser utilizadas para avaliar o processo de

termoplastifiicacdo com diferentes tipos de plastificantes (Zullo & lannace, 2009).

A estabilidade térmica de um material polimérico depende de caracteristicas inerentes
de dos constituintes assim como das interacdes moleculares entre as diferentes
macromoléculas (Hejri et al., 2012). Os termogramas dos filmes & base de amido s&o
apresentados na Figura 30.

Os termogramas mostraram que os filmes de amido tém um processo de degradacao
em mdltiplas etapas em atmosfera inerte. Uma perda inicial de massa foi observada nas
temperaturas entre 50 e 100 °C, o que corresponde a eliminacdo de 4gua e compostos de
baixo peso molecular presentes nas amostras por evaporacao/desidratacdo. Parte desta agua
estd contida nas moléculas de amido por causa da sua hidrofilicidade causada por pontes de
hidrogénio formada por grupos hidroxilicos das unidades de glicose (Wilhelm et al., 2003;

Cyras et al., 2008; Liu et al., 2009; Piyada et al., 2013; Sanyang et al., 2015a).
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Figura 30. Termogramas dos filmes de amido com diferentes razes de amilose/amilopectina.
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A etapa de decomposicdo observada por volta de 150 °C pode ser atribuida a
decomposicdo do amido, que apresentou temperatura de decomposicdo maxima (T max.)
entorno de 270 °C. A decomposi¢cdo do amido desta etapa corresponde a eliminacdo de
grupos hidroxilas, decomposicdo e despolimerizacdo de cadeias carbdnicas (Nascimento et
al., 2012). Esta etapa é similar entre os filmes com as menores razGes de amilose/amilopectina
(MAN e PIN), e entre os filmes de amido com as maiores razdes de amilose/amilopectina (H-
V e H-VII), que demonstraram um decréscimo em aproximadamente 190 °C e ocorre

provavelmente devido ao maior contetdo de amilose.

A perda de massa da etapa seguinte (270-310°C) corresponde a um processo complexo
que inclui a desidratacdo dos anéis sacarideos e despolimerizacdo (Piyada et al., 2013). Outra
etapa de decomposicdo, que ocorre a uma temperatura inicial de aproximadamente 310 °C foi
atribuida a decomposicéo do glicerol. Nesta temperatura ocorre a maior taxa de degradacéo
térmica que se reflete na drastica reducdo de peso dos filmes. Este estagio corresponde a
eliminacdo de grupos de hidrogénio, decomposicao e despolimerizacdo das cadeias carbonicas
do amido (Sanyang et al., 2015a), sendo amido decomposto totalmente, juntamente com

impurezas, até 350 °C.
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6.4.2. Conclus6es

Pode-se concluir que o amido de pinhdo é capaz de dormar fillme com proprieddes
adequadas e similares aos amidos comerciais avaliados, constituindo uma fonte de matéria-
prima promissora para a formacdo de filmes comestiveis. Os efeitos da razdo
amilose/amilopectina foram veridicados principalmente nas propriedades de teséo e tenséo
superficial das solucGes filmogénicas quanto maior a propor¢do amilose/amilopectina maior o
modulo de Young, a tensdo méaxima e menor a elongacdo na ruptura e tensdo superficial das
solugdes. As demais propriedades avaliadas apresentaram algumas diferencas, mas essas
diferengas ndo dependem propriamente da proprogdo amilose/amilopectina do amido utilizado
para formar o filme. No geral, todos os filmes apresentaram transparéncia com baixos valores
de 4E e opacidade, superficie lisa com aspecto homogéneo (visivel por MEV), indicando que
0 processo de gelatinizacdo foi suficiente para quebrar todos os granulos de amido.
Apresentaram também isotermas do Tipo 111 ajustaveis pelo modelo de GAB, PVA adequada
para filmes de amido hidrofilicos, padrfes de absorbancia no infravermelho similares entre si

e degradacdo térmica similar.

Em relacdo as diferencas que ndo foram afetadas pela proporcdo amilose/amilopectina,
pode-se destacar que: o filme H-V apresentou a maior p, € a menor p; € VTP, maior
higrocospicidade que os demais com o maior valor de teor de 4gua na monocamada (Xn) e
maior area especifica de superficie dos filmes de amido; o filme H-VII apresentou a menor
AE e opacidade, e 0s picos mais pronunciados no espectro de FTIR; o filme PIN apresentou a

menor PVA e o filme MAN apresentou a maior perda de massa na analise termogravimétrica.
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Considerando os resultados obtidos, percebe-se uma grande possibilidade da utilizacdo
dos componentes do pinhdo como ingrediente no desenvolvimento de novos produtos. Em
relacdo a area farmacéutica, mais especificamente ao ontemplar o desenvolvimento de
cosmeéticos, foi verificado o poder espessante do amido de pinhdo e o potencial antioxidante
que pode ser atingido com a utilizacdo do extrato fendlico da casca. Além disso, verificou-se
boa estabilidade das formulacdes avaliadas a curto e longo prazo. Os principais resultados
obtidos nesta etapa do trabalho estdo apresentados resumidamente a seguir.

= Os estudos de estabilidade através de estresse térmico indicaram que as formulacGes
estudadas apresentaram estabilidade aceitavel com manutencdo de seus aspectos fisicos e

comportamento reologico.

= Todas as formulacdes desenvolvidas apresentaram comportamento pseudoplastico
independente do tempo, e os dados das curvas de fluxo se ajustaram muito bem ao

modelo de Ostwald-de-Waelle, o que é desejavel em cosméticos de uso topico.

= Através das analises reoldgicas em regime dinamico, foi verificado que os produtos
apresentaram caracteristicas de gel forte (G’/G”>3) em toda faixa de frequéncia
estudada para as formulagdes recém desenvolvidas. Apds o periodo de estresse térmico,
as formulagOes tipo gel mantiveram o mesmo comportamento e as formulagdes tipo

emulgel mantiveram esse comportamento apenas a baixas frequéncias.

= Os ingredientes derivados do pinhdo adicionados as formulagGes cosméticas geraram
formulacBes estaveis para gel e emulgel. A adicdo de amido de pinhdo melhorou a

estabilidade da espalhabilidade e aumentou a viscosidade das formulagGes em
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comparagdo com seus controles. O extrato fendlico da casca utilizado nestas formulagdes
foi uma boa fonte de compostos fendlicos com atividade antioxidante, a qual se manteve

estavel mesmo apos estresse termico.

» As formulagBes cosméticas com os derivados de pinhdo ndo apresentaram quaisquer
sinais de irritacdo cutanea ou alteracdo de pH da pele dos voluntarios que participaram da

anélise in vivo utilizando sondas ndo invasivas.

= Através da andlise sensorial pdde-se observar que para a formulacdo tipo gel nédo foi
percebida diferenca entre a que continha componentes oriundos do pinh&o e seu controle.
Entretanto, para a formulagdo tipo emulgel os voluntérios perceberam diferenca entre a
formulacdo que continha pinhédo e seu controle, ao considerar a formulacdo com pinhao
com uma maior capacidade de se espalhar na pele, menor pegajosidade, melhor sensacéo
de filme aveludado e menor percepcdo na pele apos 5 minutos da aplicacdo, sugerindo
que a formulacéo espalha melhor e ndo deixa sensagéo residual na pele.

» O estudo de estabilidade a longo prazo demonstrou estabilidade aceitavel das
formulagcbes, mantendo a estrutura fisica e comportamento reoldgico ao longo dos seis
meses avaliado. A maior variacdo foi observada na formulacdo controle tipo emulgel, que
apresentou um aumento significativo do tamanho médio de particula durante o periodo de

armazenamento.

= A analise microscépica utilizada mostrou-se uma boa ferramenta para diferenciar as

amostras.

= Os parametros reoldgicos apresentaram uma boa correlacdo entre si, sendo o indice de
consisténcia, indice de qualidade e viscosidade aparente correlacionados positivamente.
O indice de fluxo, por sua vez, apresentou correlacdo negativa com os demais parametros

reoldgicos avaliados.

= Em relacdo as correlagdes dos pardmetros fisicos e reoldgicos, observou-se que quanto
maior o conteudo de umidade maior o indice de consisténcia, indice de qualidade e
viscosidade aparente, e, por outro lado, menor o indice de fluxo. Além disso, quanto
maior o tamanho médio de particula, menor o indice de consisténcia, indice de qualidade

e viscosidade aparente.
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Por fim, os resultados obtidos neste trabalho, provém informacGes de uso pratico para a
indUstria farmacéutica, no que diz respeito ao desenvolvimento de formulacGes
cosméticas e controle e monitoramento de processos, bem como o estudo de novos

ingredientes.

Em relacdo a area de alimentos, de uma maneira geral, os filmes a base de amido de

pinhdo, farinha de pinhdo e com adicdo de casca de pinhdo apresentaram caracteristicas

adequadas, fazendo do pinhdo uma matéria-prima promissora para tal aplicacdo. Os principais

resultados obtidos nesta etapa do trabalho estdo apresentados resumidamente a seguir.

A avaliagéo preliminar para identificar qual plastificante utilizar no desenvolvimento dos
filmes a base de amido de pinhdo demonstrou que sorbitol e glicerol sdo bons

plastificates para formar filmes transparentes e maleaveis.

Os filmes produzidos com amido de pinhdo e sorbitol como plastificante apresentaram

poucas diferencas de cor e opacidade, sendo considerados transparentes € pouco opacos.

Os filmes apresentaram aumento de espessura com o aumento do teor de solidos totais e
aumento de solubilidade com o aumento da concentragdo de sorbitol e diminuicdo da
concentracdo de amido. De uma maneira geral, todos os filmes apresentaram valores altos

de solubilidade.

Os filmes produzidos apresentaram baixa resisténcia mecénica, porém, com tendéncia a
aumentar com 0 aumento da concentracdo de amido e diminuicdo da concentracdo de
sorbitol. Em func&o das caracteristicas de baixa resisténcia mecénica e alta solubilidade
uma alternativa de aplicagdo seria como cobertura comestivel para frutas e vegetais ou até
mesmo como embalagens de alimentos desidratados que precisem de hidratacéo prévia ao

consumo.

Os filmes desenvolvidos a base de amido de pinhdo e farinha de pinhdo utilizando
diferentes concentracdes de glicerol como plastificante apresentaram boas caracteristicas

e constituem matérias-primas promissoras no desenvolvimento de filmes comestiveis.

Filmes de amido e farinha de pinhdo apresentaram padrdes de infravermelho similares,

sem mudancas estruturais nos filmes com ou sem glicerol.
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Filmes feitos com amido de pinhdo demonstraram boas propriedades de barreira ao vapor
de 4gua com baixa porosidade aparente. Estes filmes apresentaram boa transparéncia,
com alta resisténcia a tracdo, modulo de Young e deformacdo na ruptura, quando

comparados com os filmes de farinha de pinhdo com as mesmas quantidades de glicerol.

Os filmes de farinha de pinhdo tém maior permeabilidade ao vapor de agua, porosidade
aparente e opacidade do que os filmes de amido com a mesma quantidade de glicerol. As
caracteristicas fisicas sdo afetadas principalmente pelo contetdo de glicerol, que pode ser
ajustado conforme as necessidades da aplicacdo nos alimentos.

A adic¢do da casca de pinhdo nos filmes a base de farinha de pinhdo demonstrou ser uma
boa alternativa para utilizacdo da semente inteira do pinhdo e fornecer filmes com

compostos fenolicos, atividade antioxidante e fibras.

A adicdo da casca de pinhdo aumentou a espessura, a porosidade aparente, a
permeabilidade ao vapor de &gua, o conteddo de compostos fendlicos, a atividade
antioxidante, o modulo de Young, a quantidade de fibras dietéticas (principalmente
insollveis) e deixou os filmes com coloracdo amarronzada. A presenca da casca também
contribuiu na diminuicdo da deformacdo na ruptura e deixou os filmes mais asperos e
com alguns furos, visiveis nas imagens de microscopia eletrénica de varredura. Os
graficos de FTIR demonstraram padrBes no infravermelho similares em todos os filmes
desenvolvidos com uma ligeira diminuicdo na intensidade dos picos com o aumento do

conteudo de casca.

A comparacéo do filme feito com amido de pinh&o e demais filmes de amidos comerciais
com diferentes razbes de amilose/amilopectina demonstrou que esta caracteristica tem
efeito apenas sobre a forca do filme e tenséo superficial da solucéo filmogénica. O amido
de pinhdo, nas condicBes estudadas, é capaz de formar filmes com propriedades

adequadas e similares aos amidos comerciais analisados.

As demais propriedades avaliadas apresentaram algumas diferencas, mas que nao
dependem propriamente da razdo de amilose/amilopectina do amido utilizado. No geral,
todos os filmes demonstraram transparéncia com baixos valores de AE e opacidade,
superficies lisas com aspecto homogéneo, indicando que o processo de gelatinizacéo foi
suficiente para romper todos os granulos de amido, isotermas do tipo Il, ajustaveis pelo

modelo de GAB, permeabilidade ao vapor de dgua adequada para filmes de amido,
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padrdes de infravermelho similares entre si e degradacdo térmica seguindo 0 mesmo

padréo.

= Em relacgdo as diferencas ndo afetadas pela razdo amilose/amilopectina dos amidos pode-
se destacar: o filme com amido de milho Hylon V apresentou a maior densidade bruta e
menor densidade real e volume de poro total, sendo mais higroscopico que os demais
filmes e apresentou maiores valores de conteudo de 4gua na monocamada (Xn) e &rea
especifica; o filme com amido de milho Hylon VII apresentou o menor valor de 4E e
opacidade, e os picos mais pronunciados no espectro de FTIR; o filme com amido de
pinhdo apresentou 0 menor valor de permeabilidae a vapor de agua, e o filme com amido
de tapioca apresentou a maior perda de peso nas analises de TGA, indicando que filmes

feitos com amido de tapioca nestas condi¢des tém menor estabilidade térmica.

Por fim, cabe ressaltar a importancia do estudo realizado com o presente trabalho.
Atraveés dos testes e produtos desenvolvidos pdde-se demonstrar a aplicabilidade do pinhéo,
para criar alternativas para valorizacdo do produto e aproveitamento da semente inteira, com
diminuicdo da geracdo de residuos. Assim, percebe-se um grande potencial da utilizacdo da
semente em produtos que utilizem amido, farinha com grande quantidade de carboidrato,
fibras e, até mesmo, compostos fenolicos com atividade antioxidante.
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Anexo A - Curvas de calibracao

As curvas de calibragdo dos itens A.1. e A.2. referem-se as andlises realizadas nos
cosméticos e as curvas de calibracdo dos itens A.3. e A.4. referem-se as analises realizadas

com os filmes comestiveis.

A.1. Curva de calibracédo dos compostos fenélicos
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A.3. Curva de calibracéo dos fendlicos soluveis totais
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A.4. Curva de calibracdo com padréo Trolox para DPPH
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B.1. Protocolo de Avaliacéo Sensorial Discriminativa e Afetiva

FICHA DE AVALIACAO DISCRIMINATIVA DE ATRIBUTOS SENSORIAIS
que: Idade:
CODIGO AMOSTRAS: e

Espalhabilidade: facilidade de espalhar o produto sobre a pele.

Em sua opini&o, as amostras séo iguais no atributo ESPALHABILIDADE?
Sim( )

N&o ( ) Qual amostra espalha mais na pele?

Oleosidade: sensacdo de 6leo sobre a pele durante e logo ap6s o espalhamento do produto
Em sua opinido, as amostras sdo iguais no atributo OLEOSIDADE?

Sim( )

N&o ( ) Qual amostra é mais oleosa ao aplicar na pele?

Pegajosidade: intensidade com que o dedo adere a pele
Em sua opini&o, as amostras sdo iguais no atributo PEGAJOSIDADE?
Sim( )

N&o () Qual amostra é mais pegajosa ao aplicar na pele?

Filme aveludado: sensacéo de pele de péssego
Em sua opinido, as amostras sdo iguais no atributo FILME AVELUDADO?
Sim( )

N&o ( ) Qual amostra forma mais filme aveludado ao aplicar na pele?

AVALIAR APOS 5 MINUTOS DA APLICACAO:

Percepc¢ao do produto na pele
Em sua opinido, as amostras s&o iguais no atributo PERCEPCAO DO PRODUTO NA
PELE?
Sim( )
N&o ( ) Qual amostra é percebida por mais tempo na pele?

Pegajosidade Residual
Em sua opinido, as amostras séo iguais no atributo PEGAJOSIDADE RESIDUAL?
Sim( )

N&o ( ) Qual amostra apresenta maior pegajosidade residual na pele?

Filme aveludado
Em sua opinido, as amostras sdo iguais no atributo FILME AVELUDADOQO?
Sim( )

N&o () Qual amostra forma mais filme aveludado na pele?

TESTE AFETIVO:
Qual sua amostra preferida ao aplicar na pele?
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B.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para analise sensorial

& UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
UFRGS TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

Titulo do Projeto: ANALISE~ SENSORIAL DISCRIMINATIVA E AFETIVA DE
FORMULACAO INOVADORA PARA USO TOPICO

Obijetivo: Analisar o sensorial de formulacdo inovadora destinada ao uso topico em comparagédo a
produtos relacionados, perceber se ha diferenca entre estas formulagGes e citar qual formulagéo julga
mais agradavel.

Quanto tempo que terei de ficar disponivel e quantas sessdes serdo necessarias: A analise
sensorial discriminativa tera uma sessdo de 20 minutos aproximados.

Detalhes sobre todos os procedimentos: Inicialmente as pesquisadoras do projeto irdo aborda-lo
apresentando o projeto e 0s objetivos. Se vocé aceitar participar da pesquisa, assinara este documento
e em seguida participara da analise.

Local onde sera realizado: Laboratério de Farmacotécnica, Faculdade de Farmacia da UFRGS e
Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS.

Equipamentos ou instrumentos que serdo utilizados: Durante a realizagdo da pratica, serdo
utilizados como ferramenta metrénomo para controlar a velocidade de aplicacdo dos produtos e um
molde pléastico para delimitar a area de aplicacdo dos produtos.

E preciso vestir alguma roupa ou sapato apropriado: Ndo ha necessidade de vestimenta
adequada, os bragos devem estar & mostra no momento do teste e serem lavados antes do teste.

Quais as medidas a serem obtidas? As varidveis avaliadas serdo: espalhabilidade, oleosidade,
pegajosidade imediata e residual, formagdo de filme aveludado na pele imediato e residual e
percepcao do produto na pele. Para analise de cada atributo, o voluntario devera comparar cada par
de amostras e perceber se ha diferenca entre elas e caso haja, citar qual julgar que mais apresenta o
atributo em questdo. Além disso, os avaliadores serdo questionados quanto a suas preferéncias em
relacdo aos produtos testados.

Quais os riscos e desconfortos que podem ocorrer? Entre uma analise e outra, deve haver um
tempo de espera médio de 5 minutos. N&o hé riscos aos participantes, caso haja algum prurido, sera
orientado ao participante que va imediatamente ao toalete lavar com agua abundante.

Quais os meus beneficios e vantagens em fazer parte deste estudo? Além de ajudar neste trabalho
de pesquisa, vocé estara contribuindo para avaliacdo das vantagens de novas formulacfes para uso
topico. A participacdo é voluntéria, ndo havendo custos para o participante, nem pagamento pela sua
participacao.

Quais as pessoas que estardo me acompanhando durante os procedimentos praticos deste
estudo? A pesquisadora envolvida no projeto Renata Moschini Daudt.

Existe algum questionario que preciso preencher? Sou obrigado a responder a todas as
perguntas? Durante o andamento da pratica, havera um questionario que os participantes deverao
responder. N&o h& obrigatoriedade de resposta. Vocé pode se retirar da pesquisa sem dar nenhuma
explicagéo.

CONTATO: Renata Moschini Daudt (51)96661162 - Doutoranda do PPGEQ UFRGS e Irene C
Kilkamp irene@ufrgs.br - Professora da Faculdade de Farmécia UFRGS
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa e que recebi, de
forma clara e objetiva, todas as explica¢des pertinentes ao projeto e que todos os dados a
meu respeito serdo sigilosos. Eu compreendo que neste estudo as medi¢Oes dos
experimentos/procedimentos de tratamento serdo feitas em mim.

Declaro que fui informado que posso me retirar do estudo a qualquer momento.

Nome por extenso :

RG:

Local e Data:

Assinatura;

Adaptado de: (1) South Sheffield Ethics Committee, Sheffield Health Authority, UK (2)
Comité de Etica em pesquisa - CEFID - Udesc, Floriandpolis, BR.
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B.3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para analise de atributos

sensoriais e de atividade cosmética utilizando sondas ndo invasivas

P UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
UFRGS TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

Titulo do Projeto: ANALISE SENSORIAL E DA ATIVIDADE COSMETICA DE
FORMULACOES INOVADORAS PARA USO TOPICO

Justificativa: A analise sensorial e da atividade cosmética se faz necessaria para comprovacgdo das
propriedades da nova formulacdo proposta. As propriedades cosméticas de hidratagdo, eritema,
melanina, elasticidade, pH cutaneo e sebo cutdneo devem ser medidas em seres humanos para que
haja uma real avaliagdo das propriedades cosméticas na pele apos aplicagdo do produto. A anélise
sensorial é importante para avaliacdo de potencialidade de futuros consumidores, preferéncia e
aceitagéo do produto.

Objetivo: Analisar o sensorial de duas formulagGes com ingredientes inovadores destinada ao uso
topico em comparacdo a duas formulacGes semelhantes sem os ingredientes inovadores, perceber se
h& diferenca entre estas formulagdes e citar qual formulacdo julga mais agradavel. Analisar as
propriedades cosméticas in vivo de formulacéo inovadora destinada ao uso topico utilizando sondas
ndo invasivas para a medida de eritema, quantidade de melanina na pele, hidratacdo, pH,
elasticidade e sebo cutaneo.

Para participar da pesquisa preciso (critérios de inclusdo): ser maior de 18 anos, usuario de
produtos cosmeéticos, ter sofrido exposicdo prévia repetida ao pinhdo sem manifestacdo de
reacdo alérgica ao produto, conhecer os objetivos da pesquisa e assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Nao posso participar da pesquisa caso (critérios de exclusdo): ja tenha apresentado
alguma alergia a cosmético e/ou pinhdo, tenha idade fora da faixa etaria especificada, seja
fumante e/ou gestante

Quanto tempo que terei de ficar disponivel e quantas sessdes serdo necessarias: A analise
sensorial e com sondas ndo invasivas terd uma sessao de 45 minutos aproximados. Serd necessaria
apenas uma sessao.

Detalhes sobre todos os procedimentos: Inicialmente as pesquisadoras do projeto irdo aborda-lo
apresentando o projeto, os objetivos e procedimentos, conforme convite prévio. Se vocé aceitar
participar da pesquisa e atender os critérios de inclusdo, assinard este documento e em seguida
participara da analise.

Local onde sera realizado: Laboratério de Farmacotécnica, UFRGS.

Equipamentos ou instrumentos que serdo utilizados: Durante a realizacdo da analise sensorial,
serdo utilizados como ferramenta metrénomo para controlar a velocidade de aplicagdo dos produtos e
um molde plastico e lapis de maquiagem para delimitar a area de aplicacdo dos produtos. Para a
analise da atividade cosmética serd utilizado 0 equipamento Multi Probe Adapter MPA (Courage
Khazaka eletronic GmbH) e as sondas: Mexameter® MX18 (para avaliacdo da quantidade de
eritema e melanina), Tewameter® TM30 (medida de hidratacdo), Reviscometer RVM 600°
(medida de elasticidade), Skin-pH-Meter® (medida de pH cutaneo ) e Sebumeter® SM 815
(medida de sebo cutaneo).

E preciso vestir alguma roupa ou sapato apropriado: N&o ha necessidade de vestimenta
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adequada, os bracos devem estar & mostra no momento do teste e serem lavados antes do teste.

Quais as medidas a serem obtidas? As varidveis avaliadas serdo: eritema, quantidade de
melanina na pele, hidratacdo, pH, elasticidade e sebo cutaneo. Para analise de cada atributo a
sonda ndo invasiva correspondente sera colocada em contato com a pele do voluntério nas regides
demarcadas.

Quais os riscos e desconfortos que podem ocorrer? O risco aos participantes € minimo se
observados os critérios de inclusdo. Caso haja qualquer tipo de reacdo adversa o participante devera
imediatamente informar as pesquisadoras que tomardo os devidos cuidados e o orientardo a lavar
com agua abundante.

Quais os meus beneficios e vantagens em fazer parte deste estudo? Além de ajudar neste trabalho
de pesquisa, vocé estard contribuindo para avaliacdo das vantagens de novas formulacBes para uso
topico. A participacdo € voluntaria, ndo havendo custos para o participante, nem pagamento pela sua
participacéo.

Métodos alternativos: Como se trata de opiniGes referentes a percepcdo do ser humano da aplicacao
dos produtos apresentados, ndo existem métodos alternativos para as respostas gque se espera da
andlise sensorial.

Quais as pessoas responsaveis e que estardo me acompanhando durante os procedimentos
praticos deste estudo? Duas das pesquisadoras envolvidas no projeto (Renata Moschini Daudt e
Patricia Inés Back) irdo acompanhar durante todo o procedimento estando a disposicdo para
quaisquer esclarecimentos e/ou ajuda antes, durante e apds as analises.

Existe algum questionario que preciso preencher? Sou obrigado a responder a todas as
perguntas? Para a andlise sensorial serd pedido o preenchimento de um questionario, conforme
explicado pelas pesquisadoras no momento do convite. Para a anélise das propriedades cosméticas
ndo é necessario preencher formulario. Ndo ha obrigatoriedade de resposta. Vocé pode se retirar da
pesquisa sem dar nenhuma explicacéo.

Como minha privacidade sera assegurada? Os nomes dos voluntarios ndo serdo divulgados na
pesquisa e os dados sdo sigilosos. O interesse da pesquisa € 0 nimero total de opinides e nao a
opinido individual.

Se eu tiver alguma reacgdo a aplicacdo dos produtos, como devo proceder? Caso haja algum
incdbmodo, coceira e/ou irritagdo na pele durante as anlises, o voluntario devera parar imediatamente
e lavar a regido com agua abundante e sabdo neutro até remocdo do produto por completo. As
responsaveis acompanhardo o voluntéario e as medidas necessarias serdo providenciadas. Caso seja
necessario, o voluntario sera ressarcido de possiveis gastos com tratamento médico em funcéo de
reacOes causadas comprovadamente pelo produto da pesquisa.

CONTATO: Renata Moschini Daudt (51)96661162 - Doutoranda do PPGEQ UFRGS e Irene C
Kilkamp irene@ufrgs.br - Professora da Faculdade de Farmacia UFRGS

Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFRGS - Endereco: Av. Paulo Gama, 110 - 2° andar do
Prédio da Reitoria - Campus Centro - Farroupilha, Porto Alegre - RS. Telefone: (51) 3308-3738.
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148 Anexo B - Analise sensorial

TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa e que recebi,
de forma clara e objetiva, todas as explicacdes pertinentes ao projeto e que todos
os dados a meu respeito serdo sigilosos. Eu compreendo que neste estudo as
medicdes dos experimentos/procedimentos de tratamento serdo feitas em mim.

Declaro que fui informado que posso me retirar do estudo a qualguer momento.

Nome por extenso :

RG:

Local e Data:

Assinatura:

Adaptado de: (1) South Sheffield Ethics Committee, Sheffield Health Authority, UK; (2)
Comité de Etica em pesquisa - CEFID - Udesc, Floriandpolis, BR. Baseado em: (3)
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos -

Conselho Nacional de Salde - Resolucao 196/96.
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