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RESUMO

Visando atender as necessidades de consumidores mais exigentes e
preocupados com a saude, este trabalho propdés um estudo de propriedade
antimicrobiana de extratos naturais como antocianinas, tanino, urucum, curcumina e
extrato de folha de oliveira e antioxidante para antocianinas, todos em sua forma
livre e encapsulados numa rede de silica. Diante das caracteristicas de mudanca de
coloracdo do extrato de antocianinas frente a alteracdo de pH do meio o uso desse
composto no desenvolvimento de filme em matriz polimérica de quitosana/PVA
como embalagem ou etiqueta ativa e inteligente.

Os extratos foram encapsulados em silica em diferentes concentractes
variando de 2,5% a 50% utilizando rota acida e rota basica com precursor
tetraetoxisilano e caracterizados quanto a preservacdo da funcionalidade e estrutura
molecular, textura e morfologia e estabilidade térmica.

Os filmes foram avaliados quanto as propriedades mecanicas, espessura,
analises térmicas, caracterizacdo quimica e analise de mudanca de cor com filé de
peixe tilapia (Tildpia rendali) cru com aplicagdo direta sobre a carne, sob
refrigeracdo, correlacionada com mudanca de pH do peixe e Contagem Bacteriana
Total (CBT).

Os resultados obtidos foram promissores, uma vez que dentre os bioativos
livres 0 urucum, tanino e antocianina apresentaram resultados bastante satisfatorios
quanto a acdo antimicrobiana com zona de inibicdo no método de difusdo entre 10 a
22 mm. Quando encapsulados, os extratos destaque foram a antocianina e o tanino
com zona de inibicdo entre 9 a 21mm. Quanto ao filme indicador avaliado
demonstrou ser um bom indicador de pH ao mudar de cor via colorimetro mas a olho
nu a mudanca néo foi percebida nitidamente. A sua resisténcia a ruptura aumentou
em aproximadamente 20 vezes em relacdo ao filme controle. Entretanto a

deformacé&o na ruptura diminuiu em torno de 30% tornando-o mais rigido.

Palavras-chave: extratos naturais; método sol-gel; embalagem ativa e inteligente



ABSTRACT

The present work investigated needs of demanding and concerned consumers
with their health, this work proposes a study of antimicrobial and/or antioxidant
properties of natural extracts as anthocyanins, tannin, anatto, curcumin and olive leaf
extracts and antioxidant for anthocyanins, in free state and encapsulated within silica
network. Due to of color change features of anthocyanins extract under pH variation,
this compound was used in the preparations of quitosan/PVA film as intelligent and
active packaging.

The extracts were encapsulated in silica in different concentrations from 2,5%
to 50% using acid and basic sol-gel catalyzed route route with tetraetoxisilane as
precursor and characterized as the funcionality preservation and molecular structure,
texture and morfology and thermal estability.

The films were evaluated in terms of mechanical properties, thickness, thermal
analysis, chemical characterization and fish fillet tilapia (Tilapia rendali) crude color
change analysis with direct application on meat, under refrigeration, correlated with
fish pH changing and Total Bacterial Counting (CBT).

The results were promising since among the free bioactive the anatto, tannin
and anthocyanin showed very satisfactory results in terms of antimicrobial action with
inhibition zone in the diffusion method between 10 to 22 mm. When encapsulated,
the featured extracts were anthocyanin and tannin with inhibition between 9 to
21mm. The measured indicator film demonstrated to be a good pH indicator because
color changing through colorimeter but to the naked eye the color changing was not
clearly observed. The rupture strength increased about 20 times comparing to the
control film. However the elongation at break decreases around 30% turning it hard.

Keywords: natural extract; sol-gel method; active and inteligent packaging
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1 INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que, a cada ano, mais de
dois milhdes de pessoas morram por doencas diarreicas, muitas das quais
adquiridas ao ingerir alimentos contaminados. Estima-se que as Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA) causem, anualmente, nos Estados Unidos (EUA),
aproximadamente 76 milhdes de casos, 325.000 hospitalizacées e 5 mil mortes. No
Brasil, faz-se a vigilancia epidemiologica de surtos de DTA e ndo de casos
individuais, com excecdo da célera, febre tifoide e botulismo. Essa vigilancia (VE-
DTA) teve inicio em 1999 e ha registro médio de 665 surtos de DTA por ano,
totalizando 13 mil doentes. No ano de 2012, por exemplo, foram 792 surtos *. Por
essa razdo, rege o desenvolvimento de novas estratégias para manutencdo da
qualidade de alimentos crus e processados, a fim de prevenir sua deterioracao e
evitar a disseminacdo de patdégenos através da cadeia de processamento e
distribuicdo de alimentos.

Devido as questdes de toxicidade dos antimicrobianos e antioxidantes
atualmente utilizados e a preferéncia dos consumidores por alimentos mais naturais
e saudaveis, verifica-se atualmente um interesse crescente na busca por aditivos
naturais capazes de preservar os alimentos das alteracdes indesejaveis > > *. Por
essa razao, os aditivos naturais derivados de plantas tornaram-se um conveniente
atrativo para a induastria alimenticia.

Compostos naturais, como Oleos essenciais, quitosana, nisina ou lisozima
estdo sendo investigados como alternativas para substituicdo de conservantes
sintéticos na obtencdo de produtos com “selo verde”. Essa aplicagao ainda é muito
dificultada devido a interacdo dos produtos naturais com os ingredientes dos
alimentos e mudancas nas propriedades organolépticas quando introduzidos nos
mesmos °. Além disso, a prépria labilidade térmica caracteristica desses materiais,
limita a forma de aplicacdo desses compostos na industria de alimento.

Dentre os compostos naturais de potencial aplicacdo por propriedades
antioxidantes ou antimicrobianas encontram-se as antocianinas, taninos, urucum,

curcumina e diversos extratos vegetais, como o de folha de oliveira.
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A busca por um processo pratico e viavel de tratamento dos compostos
naturais para aplicagdo na conservacdo de alimentos com resultados satisfatorios
abre um campo de pesquisa a ser explorado. A imobilizacdo desses materiais em
matrizes de silica representa uma rota viavel de encapsulamento. Os xerogeis
resultantes devem combinar caracteristicas estruturais e texturais adequadas de
forma a permitir a liberacdo controlada desses componentes.

Visando atender as necessidades de um mercado consumidor cada vez mais
exigente e especificamente preocupado com a qualidade e inocuidade dos produtos

alimenticios, as embalagens inteligentes  ’

configuram-se como uma alternativa
muito atrativa, pois indicam uma caracteristica especifica do alimento embalado para
o consumidor e/ou fabricante, trazendo vantagens em relacdo a embalagens
convencionais ® 9.

Dentre as embalagens inteligentes, as embalagens indicadoras de pH sao
uma alternativa interessante para a industria de alimentos, especialmente para a de
carne, peixe e frutos do mar, pois existe um interesse em desenvolver métodos para
avaliacdo da frescor dos seus produtos, de tal forma que o proprio consumidor
possa avaliar as condi¢cdes de consumo mediante a indicacdo de alteracbes de pH
do alimento %412,

No tocante as embalagens ditas ativas, essas contem dispositivos capazes de
prorrogar o tempo de vida de prateleira, através de liberacdo de materiais
antibacterianos ou antioxidantes.

Um fator importante é que esses indicadores, como sendo uma parte
integrante da embalagem do alimento, sejam compativeis fisicamente e
guimicamente com o polimero usado como matéria prima para desenvolvimento da
embalagem. ** Sendo assim, polimeros naturais como quitosana, amido, pectina, e
outros biopolimeros tém sido usados em embalagens para alimentos devido a
biodegradabilidade, n&o toxicidade e propriedades biol6gicas *°.

Diante desse contexto surge o desafio de um estudo de viabilidade da
incorporagdo um extrato natural com propriedades antimicrobianas e/ou
antioxidantes encapsulado numa rede de silica para manutencdo de suas
propriedades, em uma matriz polimérica para obtencdo de uma embalagem ou
etiqueta para alimentos com fungéo preservante do alimento e indicadora de frescor

do mesmo mediante variagao de pH do meio.
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Assim, o presente trabalho estéd estruturado em quatro capitulos. O primeiro
capitulo aborda uma revisdo bibliografica acerca dos temas: extratos naturais
(curcumina, urucum, extrato de folha de oliveira, tanino e antocianinas) como
aditivos para alimentos; processo sol-gel de sintese e embalagens inteligentes. Apds
sdo apresentados os objetivos dessa pesquisa. O capitulo seguinte destinado a
metodologia descreve os materiais e os métodos utilizados para a realizacdo dessa
investigacdo. O capitulo 4 apresenta 0s resultados obtidos, sua analise e

interpretacdo e o capitulo 5 traz as conclus@es finais diante dos resultados obtidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EMBALAGENS INTELIGENTES

A funcéo priméria de toda embalagem de alimentos € proteger o contetdo de
alimentos contra danos fisicos, ganho ou perda de umidade, oxidacao e deterioracéo
bioldgica para minimizacédo das alteracfes quimicas, bioquimicas e microbiolégicas.
A embalagem também favorece o marketing eficaz dos alimentos através de canais
de distribuicdo e venda **. Segundo a Portaria n° 42 do Ministério da Satde (MS) de
1998 considera-se como embalagem primaria, aquela que esta em contato direto

com os alimentos, e embalagem secundaria aquela destinada a conter a(s)

embalagem (ns) primaria(s)™.

Novas tecnologias em embalagens para alimentos tém sido desenvolvidas em
resposta as demandas dos consumidores por qualidade e conveniéncia e a
necessidade da industria de maior garantia de preservacéo de seus produtos devido
ao mercado globalizado. Embalagens de alimentos exigem também uma vida de
prateleira, também conhecida do inglés como shelf life, mais longa juntamente com o
monitoramento da sua qualidade para prolongamento das caracteristicas do

8, 16, 17

alimento Assim, surgiram 0s conceitos de embalagens ativas e de

embalagens inteligentes. O Esquema 1 apresenta um modelo de funcdes das
8,14

embalagens

FUNGOES DA
EMBALAGEM

Esquema 1. Modelo de fun¢des de embalagens. Adaptado de **.
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Embalagens ativas interagem com o alimento ou modificam a atmosfera
interna a qual o produto esta exposto contribuindo para sua conservacgao, seguranca
e qualidade e/ou melhorando suas caracteristicas sensoriais.  Embalagens
inteligentes sédo aquelas que, além de proteger, monitoram as condi¢des do alimento
em tempo real e reagem de alguma forma as mudangcas em algumas das
propriedades do alimento embalado, ou do ambiente que esse esta exposto, em
virtude da incorporacdo de indicadores ou sensores que produzem um sinal como
resposta a qualquer alteragdo das condi¢Bes iniciais da embalagem, dando
informagdes ao fabricante e principalmente ao consumidor sobre o estado dessas
propriedades e, portanto, da qualidade dos alimentos embalados & 819,

Os sistemas de embalagens inteligentes utilizam sensores ou indicadores, 0s
quais sao baseados na taxa de polimerizacdo, difusdo, reacdes quimicas ou
enzimaticas, para uma variedade de medi¢des incluindo fluorescéncia para deteccao
de oxigénio gasoso, monitoramento de temperatura, por meio de indicadores de
tempo-temperatura, compostos toxicos, indicadores de maturacédo, integridade da
embalagem, frescor via monitoramento de componentes especificos, e identificacdo

19, 20

do produto por radio frequéncia e biosensores , conforme ilustra a Tabela l.
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Tabela |. Exemplos de indicadores internos e externos e seus principios de funcionamento utilizados

em embalagens inteligentes. Adaptado de °.
Técnica Principios/reagentes Informacéo Aplicacéo
fornecida
Indicadores de | Mecanico, quimico, | Condicdes de | Alimentos
tempo-temperatura enzimatico armazenamento armazenados sob
(externos) refrigeracéo ou
congelamento
Indicadores de | Corantes, indicadores | Condicdes de | Alimentos
oxigénio (interno) redox, corantes | armazenamento armazenados em
indicadores de pH, | Vazamento da | embalagens com
enzimas embalagem concentracdo de O,
reduzido
Indicadores de CO, Quimico Condicbes de | Embalagens de
armazenamento alimentos com
Vazamento da | atmosfera controlada
embalagem ou modificada
Indicadores de | Quimico Nivel de maturacao Frutas, hortalicas
maturacdo
Indicadores de | Corantes, indicadores | Qualidade Alimentos pereciveis
crescimento de pH, todo tipo de | microbiana dos | como carne, peixe e
microbiano corantes indicadores | alimentos (Ex.: | aves.
(interno/externo) e | na presencas de | deterioracdo)
indicadores de | certos metabdlitos
frescor
Indicadores Diversos métodos | Bactéria  especifica | Alimentos pereciveis
patogénicos guimicos e | como Escherichia coli | como carne, peixe e
(internos) imunoguimicos 0157:H7 aves.
reagentes com
toxinas

Alguns fatores sdo importantes para aplicacdo extensiva de embalagens

inteligentes: custo, robustez e compatibilidade com os diferentes materiais
componenentes da embalagem. Além disso, devem ser praticas, faceis de usar e
terem bom custo-beneficio.

Ha algumas razdes motivadoras para os consumidores pagarem pelo valor
agregado adicional fornecido por indicadores de frescor em embalagens para
alimentos. Primeiro, consumidores em todo o mundo estdo tornando-se mais atentos
para os fatores que influenciam o frescor dos alimentos e sua salubridade. Segundo

bY

os indicadores de frescor proporcionam beneficio quanto a seguranca,
especialmente para certos segmentos da populagdo consumidora. Pessoas podem
adoecer quando consomem alimentos que contenham microrganismos acima dos
niveis permitidos. Entdo, indicadores de frescor podem ser usados para minimizar
parte das negligéncias que ocorrem na cadeia de suprimentos através da detecgéo e
revelacdo de possiveis motivos promotores de crescimento de microorganismos

patogenos. Jovens, mulheres gravidas e idosos sdo grupos de risco na maioria dos
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casos de surtos de contaminacdo microbiana. Os consumidores ainda consideram
util os indicadores para avaliagéo da validade dos produtos em seus lares .

Portanto, indicadores de frescor destacam-se no monitoramento da qualidade
dos alimentos embalados reagindo a mudancas que ocorrem no produto alimentar
como resultado do crescimento microbioldgico.

Um pré-requisito necessario para 0 sucesso no desenvolvimento de
indicadores de frescor para embalagens de alimentos € o conhecimento dos
metabdlitos indicadores de qualidade, que podem ser, por exemplo, produtos
volateis de origem microbiana, tais como dioxido de carbono, compostos
nitrogenados, aminas biogénicas, toxinas, bem como as préprias bactérias
patogénicas .

Apesar de existir uma pesquisa ativa nessa area, as aplicacées comerciais de
sistemas inteligentes tém sido principalmente limitadas ao uso de indicadores visuais
de tempo-temperatura, indicadores de oxigénio e indicadores de frescor conforme

ilustra a Tabela Il.

Tabela Il. Exemplos de indicadores internos e externos e seus principios de funcionamento utilizados
em embalagens inteligentes comercialmente disponiveis. Adaptado de .
Fabricante Nome comercial Pais
Indicadores de tempo-temperatura

Lifelines Technology Inc. Fresh-Check USA

Trigon Smartpack Ltd Smartpack Reino Unido
3M Packaging Systems Division MonitorMark USA

Visual Indicator Tag Systems Vitsab Suécia
Timestrip Timestrip Complete USA

Vitsab International CheckPoint -

Freshpoint Holding SA CoolVu Food Suica
Innolabel Innolabel Timestrip Bélgica
Indicadores de oxigénio

Mitsubish Gas Chemical Ageless Eye Japéo
Toppan Printing Co. Freshilizer C e CW Japéo
Toagosei Chem. Industry Co. Vitalon G Japao
Multisorb Technologies Freshpax M USA
Indicador de frescor

FreshTag B.V. FreshTag USA
RipeSense Limited RipeSense Nova Zelandia

indicador,

As razdes para isso devem ser o custo elevado para fabricacdo de um rétulo

restricbes legislativas e até mesmo a aceitacdo de varejistas e
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proprietarios de marcas. Além disso, os indicadores podem revelar problemas
ocorridos na gestao ou durante a cadeia de processamento do produto.

As questdes de inocuidade relacionadas ao indicadores colocados no interior
da embalagem primaria, seja para o contato direto com a atmosfera circundante do
alimento ou com o alimento em si sdo muito importantes devido potencial de
migracao indesejavel de componentes quimicos sintéticos aos alimentos.

Devido ao fato da deterioracdo dos alimentos geralmente estar acompanhada
por uma mudanca do pH, a inviabilidade do consumidor detectar e conhecer qual o
pH adequado de um alimento um sistema de embalagem que muda de cor com a
alteracdo do pH do alimento embalado poderia permitir ao consumidor avaliar seu
frescor e qualidade, sem a necessidade de abrir a embalagem no proprio local de

compra > %

2.1.1Indicador de frescor e pH

Um indicador pode ser definido como uma substancia que indica a presenca
ou auséncia de outra substancia ou o grau de reacdo entre duas ou mais
substancias por meio de uma mudanca caracteristica, especialmente coloracdo. Ao
contrario dos sensores, os indicadores transmitem a informacao através de uma
mudanca visual de maneira direta *°.

Indicadores de frescor séo utilizados para indicar se a qualidade do produto foi
prejudicada devido a exposicdo a condicbes desfavoraveis durante o
armazenamento e/ou transporte favorecendo crescimento microbiano ou alteracées
quimicas intrinsecas ao produto. Dessa forma, a embalagem é geralmente equipada
com um indicador visual que reage com o0s metabdlitos gerados pela acao
microbiana determinando-se assim a qualidade microbiolégica do alimento **.

Por sua vez, indicadores visuais sao substancias capazes de mudar de cor
dependendo das caracteristicas fisico-quimicas da solucdo na qual estdo contidos,
em funcdo de diversos fatores, tais como pH, potencial elétrico, complexagcdo com
ions metélicos e adsorcédo em solidos.

Dentre os indicadores visuais destacam-se o0s indicadores acido-base ou

indicadores de pH: substancias organicas fracamente acidas (indicadores acidos) ou
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fracamente basicas (indicadores bdasicos) que apresentam cores diferentes para
suas formas protonadas e desprotonadas. Isso significa que mudam de cor em
funcdo do pH. Quando adicionados a uma solucéo, os indicadores ligam-se aos ions
HsO" (meio &cido) ou OH (meio béasico) e a ligacdo desses fons provoca uma
alteracdo na configuracao eletronica desses indicadores e consequentemente causa
alteracdo de suas cores 2.

Segundo a Resolucdo RDC n° 14, de 28 de marco de 2014 da Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ?°, considera-se alimento deteriorado todo alimento
que apresenta alteracdes indesejaveis das caracteristicas sensoriais e/ou fisicas
e/ou quimicas, em decorréncia da acdo de microrganismos e/ou por reacdes
guimicas e/ou alteracdes fisicas. A formacédo de diferentes metabdlitos indicadores
do processo de deterioracdo nos alimentos € dependente do tipo de produto, das
condicdes de armazenamento e do tipo de embalagem. Por exemplo, aminas
biogénicas, tais como histamina, putrescina, tiramina e cadaverina tém sido
identificadas como indicadores de decomposicdo de produtos carneos %’.

Devido as preocupacdes toxicoldgicas associadas com estes compostos e ao
baixo impacto na qualidade sensorial, o desenvolvimento de indicadores eficazes de
bases nitrogenadas volateis seria de grande beneficio para o consumidor de carne
de peixe visto que esse alimento estd entre os alimentos mais consumidos no
mundo e é muito suscetivel a deterioracdo microbiana causando aumento do pH do
peixe. Entdo, um sistema barato, preciso, simples e confiavel que visualmente indica
a degradacdo da carne de peixe pode ser desenvolvido 2.

Um exemplo de sistema de deteccédo de aminas volateis foi descrito por Miller,
Wikes e Conte, (1999) e patenteados como Tecnologia COX “FreshTag”, séo
etiquetas indicadoras de cor que consistem de uma pequena etiqueta fixada na parte
externa da embalagem. Consiste de um pavio que reage na presenca de aminas
volateis formadas no processo de degradacdo do peixe e outros produtos do mar,
contido dentro de um chip de plastico. Estas aminas entram em contato com o
reagente presente no pavio da etiqgueta fazendo com que a mesma adquira
coloracao rosa brilhante. O produto foi descontinuado em 2004 *°.

Em 2007, o Instituto Internacional de Qualidade de Sensores para Alimentos
em parceria com uma empresa privada anunciou o desenvolvimento do SensorQ,

um indicador de pH baseado em antocianinas, capaz de informar sobre a formacgéo

23



de aminas biogénicas originadas no processo de degradacdo de carnes e aves
embaladas.

Existe ainda tecnologia desenvolvida mais recentemente como a do Centro de
Pesquisa Tecnolodgica da Finlandia juntamente com UPM Raflatac que trata-se de
um indicador de frescor para carne de aves domeésticas baseado em uma
nanocamada de prata que reage com H,S, um produto de degradac¢do da cisteina. O
indicador tem coloracdo marrom claro no momento do embalamento do alimento,
mas em contato com o gas sulfidrico forma-se o sulfeto de prata e ocorre
descoramento. Os indicadores SensorQ e Raflatac ainda ndo estdo disponiveis para
comercializagéo %°.

Indicadores patogénicos como o desenvolvido para deteccdo da enteroxina
produzida pela Escherichia coli 0157:H7 composto de moléculas de polidiacetileno
reticulado que podem ser incorporadas a embalagem foi um grande avanco de
pesquisa nessa area. A medida que a toxina se liga as moléculas, a cor do filme
muda permanentemente para do azul para o vermelho * %2,

O uso de corantes (exemplo azul de bromotimol) como indicadores de pH
para controlar a formacéo de diéxido de carbono, devido ao crescimento microbiano
€ uma das aplicagcdes mais frequentes da industria de embalagens de alimentos
(HAN; HO; RODRIGUES, 2005). Outros corantes indicadores de pH incluem o azul
de xilenol, purpura de bromocresol, vermelho de cresol, vermelho de fenol e
alizarina. Além do diéxido de carbono, outros metabdlitos (tais como SO, NHy,
aminas volateis e &cidos orgéanicos) tém sido utilizados como moléculas alvo de
monitoracdo para indicadores sensiveis ao pH .

Efetivamente, dentre os produtos de origem animal, o pescado € um dos mais
susceptiveis ao processo de deterioracdo, em decorréncia dos métodos de captura,
ao pH préoximo da neutralidade, a elevada atividade de agua nos tecidos, ao
elevado teor de nutrientes (proteina) disponiveis para microorganismos, ao teor de
lipidios insaturados, a rapida acdo destrutiva das enzimas naturalmente presentes
nos tecidos, aos inldmeros microorganismos presentes nas aguas e a alta atividade
metabdlica da microbiota **.

Neste contexto, os beneficios nutricionais deste grupo alimentar sé podem ser
aproveitados quando os fatores seguranca e qualidade forem garantidos, tornando-

se fundamental o emprego de ferramentas que possam agir na contencdo dos
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mecanismos de deterioracdo, como o emprego da cadeia do frio em todas as etapas
do seu processamento *.

Um sensor de mudanca de cor foi relacionado a concentracdo de aminas, no
inicio da degradacdo microbiana no espaco livre da embalagem, e também
relacionado a mudancas em populacbes microbianas nao-patogénicas de peixes
frescos inteiros (Gadus morhua e Merlangius merlangus). Aminas volateis, tais como
trimetilamina (TMA), amonia (NH3) e dimetilamina (DMA) conhecidas como
Nitrogénio Basico Volatil Total (N-BVT), sdo as substancias responsaveis pelo odor
e sabor caracteristico de peixes no inicio de sua degradacdo microbiana **" %,

Os sistemas indicadores de frescor para pescado desenvolvidos nos ultimos
anos nao sdo amplamente disponiveis na literatura e o assunto ainda € limitado.
Heising e colaboradores desenvolveram um método ndo destrutivo para monitorar
mudancas no frescor de peixes embalados. O principio desse método é que em fase
aguosa, mudancas na concentracdo de amonia podem ser monitoradas por um
eletrodo de ion seletivo. O estudo usou filetes de bacalhau para desenvolvimento do
projeto .

Outro trabalho nessa area foi o desenvolvimento um sistema optoeletrénico
facil de usar para avaliacdo do tempo de prateleira de lula (fruto do mar) sob
refrigeracdo, através de um nariz artificial colorimétrico. Os corantes utilizados foram
purpura de bromocresol, azul de bromofenol, sal sédico de azul de bromotimol, timol
e complexo de rédio dinuclear de férmula cis-
[Rh2(CsH4PPh3)2(0O2CCH3),]J(HO,CCH3):, e 0s materiais sensiveis para 0 nariz
artificial foram obtidos pela mistura desses com uma suspensdo de oOxido de
aluminio ou silica gel em solvente apropriado. Foi observado a mudanca de
coloracdo dos materiais frente a atmosfera de produtos de deterioracdo do alimento
composta por aminas volateis >°.

Silva-Pereira (2015) e colaboradores desenvolveram um filme & base de
guitosana/amido de milho com extrato de repolho roxo (antocianinas) como indicador
visual de degradacdo de peixe. Todos esses materiais sao considerados baratos e
obtidos de fontes renovaveis além de apresentar a vantagem de serem
biocompativeis e ndo-toxicos, o0 que é muito importante na industria de alimentos.
Apesar de apresentar uma boa resposta e sensibilidade os pesquisadores colocam
como campos ainda a serem explorados o estudo de resposta do filme a variacdes

de temperatura e a estabilidade do extrato no indicador .
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Entre os indicadores de frescor para pescado baseado em mudanca de pH

com antocianinas, ha poucas publica¢des conforme ilustra a Esquema 2.

Artigos publicados
N w H

[Eny

Nl

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
Ano

Esquema 2. Frequéncia de publicagBes envolvendo as palavras-chaves “anthocyanin”, “fish”,
“freshness indicator” e “packaging”. Fonte: www.sciencedirect.com. Acesso em 12 jan. 2015..

2.1.2 Materiais biocompativeis

A utilizacdo de polimeros naturais na formacdo de embalagens flexiveis vem
sendo intensamente estudada em ambito mundial, visando substituicdo parcial dos
polimeros sintéticos, principalmente devido ao problema ambiental de acumulo de
lixo de dificil degradacéo **.

Os polimeros biodegradaveis naturais podem ser derivados de quatro fontes
principais: animal (colageno/gelatina), frutos do mar (quitina/quitosana), microbiana
(acido polilatico ou PLA e polihidroxialcanoatos ou PHA) e origem agricola (lipidios e
hidrocoléides, protefnas e polissacarideos) *'.

Dentre esse biopolimeros a quitosana constitui uma classe emergente com
aplicacdo em varios campos inclusive no desenvolvimento de embalagens para
alimentos através da preparacdo de filmes. Isso se deve a sua nao-toxicidade,

biocompatibilidade, biodegradabilidade e capacidade de formar filmes flexiveis e
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resistentes, com barreira eficiente a oxigénio, além de apresentar atividade
antimicrobiana 2.

A quitosana é obtida pela reacdo de desacetilacdo da quitina em meio
alcalino. A quitina é um polimero natural extraido de exoesqueleto de crustaceos,
insetos etc., composto pelas unidades monoméricas de B-(1—4)- 2-amino-2-desoxi-
D-glicose e B-(1—4)-2-acetamida- 2-desoxi-D-glicose.

Este polimero natural possui uma estrutura cristalina altamente organizada.
Dessa forma, € um polimero insolivel em meio aquoso e na maioria dos solventes
organicos, e tem baixa reatividade quimica. A insolubilidade da quitina € o maior
fator limitante da sua utilizacdo *°*. O Esquema 3 mostra a estrutura das unidades
méricas da quitina ou quitosana, dependendo do grau de desacetilacdo. A quitosana
€ um biopolimero cujo grau de desacetilacdo, distribuicdo de massa molar e
conteldo de impurezas dependem das fontes naturais de matéria-prima e dos

métodos de preparacao.

HOH;C‘. HOH,C \\
P e\ AN\_—0
L'_-_--\.._‘ l“ }O “\I. p— /,0 LR
HO— T HOTT A\
NH(“TCH3 NH,
0

Esquema 3. Estrutura quimica da quitina ou quitosana

Este biopolimero pode facilmente se dissolver em solucdes de acidos fracos
diluidos, devido a protonacdo de seus grupos amino, sendo o acido acético o
solvente mais empregado. Agentes reticulantes, tais como glutaraldeido, etilenoglicol
diglicidil éter, tripolifosfato, acido sulfarico e epicloridrina, sdo usados para aumentar
a sua estabilidade quimica e a resisténcia mecanica *°.

A resisténcia mecanica e a maleabilidade da quitosana s&o limitadas, e por
isso a mistura da mesma com outros polimeros € um procedimento utilizado para

alterar ou obter as propriedades de interesse.
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Com o objetivo de melhorar as propriedades mecéanicas utiliza-se a mistura da
mesma, com outros hidrogéis poliméricos sintéticos, tais como o poli (alcool vinilico)
(PVA), bem como com agentes reticulantes, que permitem a formacao de ligacdes
cruzadas com a cadeia polimérica principal, favorecendo a obtencdo de redes
através de um processo fisico de interagéo “°.

O PVA (Esquema 4) € um polimero produzido pela polimerizagdo do acetato
de vinila seguida de reacdo de hidrolise do poli (acetato de vinila) em poli(alcool
vinilico). A relacdo entre o percentual de hidroxilas no copolimero final, apos a
reacdo de hidrélise, e o numero total inicial de radicais acido acético representa o
grau de hidrélise (GH) do PVA.

HO |,

Esquema 4. Estrutura quimica poli (alcool vinilico) (PVA).

O hidrogel de PVA possui excelente transparéncia, consisténcia macia
quando na forma de membrana, além de apresentar excelente resisténcia quimica e
ser biocompativel *°.

Portanto, a mistura dos polimeros quitosana e PVA forma uma blenda
resultante de um processo fisico de mistura de malhas, sem reacdo quimica e
consequentemente sem formacdo de ligagbes entre ambos compostos com o
objetivo de otimisar as propriedades da quitosana que como ja mencionado
apresenta baixa resisténcia a ruptura.

Desta forma, o desenvolvimento de materiais baseados em ingredientes
naturais para embalagens inteligentes com indicadores de frescor e acao
antioxidante e antimicrobiana, atribuidas pela adicdo de antocianinas e/ou outras
biomoléculas, apresenta-se como uma alternativa com potencialidade de suprir as
perspectivas de interesse industrial e cientifico, como: conservacdo de alimentos,
minimizagdo do uso de aditivos sintéticos incorporados ou em contato direto aos

alimentos (perigo quimico-toxicolégico) além de minimizagdo de desperdicio na
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cadeia de suprimentos de alimentos pelo aumento do controle de validade dos
mesmos.

No entanto, a busca por um processo pratico e viavel de tratamento dos
compostos naturais para aplicacdo na preservacdo de alimentos com resultados
satisfatorios abre um campo de pesquisa a ser explorado. A imobilizacdo desses
materiais em matrizes de silica representa uma rota vidvel de encapsulamento. Os
xerogeéis resultantes devem combinar caracteristicas estruturais e texturais
adequadas de forma a permitir a liberacdo controlada desses componentes.

Diante desse contexto, a presente pesquisa visa através da técnica sol-gel de
encapsulamento de materiais, responder a seguinte questdo: “Qual a viabilidade de
encapsular extratos naturais, em matrizes de silica para aplicacdo na conservagao

de alimentos?*

2.2 Estado-da-arte

A Tabela Il ilustra a aplicagcdo de produtos naturais em alimentos como

aditivos para conservacéo de alimentos pesquisados nos ultimos 10 anos.
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Tabela Ill.

Exemplos de produtos naturais empregados como aditivos em alimentos.

Produto natural Escopo/matriz Comentarios Resultados Referéncia
Betaciclodextrina e | Mamao fresco Ativos microencapsulados e incorporados em  Extensdo de vida de prateleira de <7 das para 15 dias. 41
complexo trans- revestimento comestivel de quitosana e pectina
cinnamaldeido multicamada.

Oleo de cinamomo P&o livre de gluten Embalagem contendo o éleo combinado com MAP* Aumento da vida de prateleira 42
Alface e cenoura pronta Banho com os produtos Tempo de preservagao para 7 dias 43
Tomilho e orégano para comer
empacotadas em
embalagem de PP
Morangos Solugédo a 1% Inibigao do crescimento de microorganismos 44
) Cogumelos Revestimento de quitosana 5, 10 e 20g/L A 4°C, por 15 dias, o flme de 20g/L de quitosana inibiu 45
Quitosana o crescimento bacteriano
Ricota Revestimento quitosana e proteina do soro do leite Diminuicdo da atividade microbiana em relacdo a 46
amostra controle
Brécolis Revestimento comestivel de quitosana e CMC Retarda perda de peso, amarelamento, 47
(carboximetilcelulose) amarromzamento reduzindo crescimento bacteriano e
aumenta a retengao de acido ascorbico e clorofila.
Oleo de eucalipto e 6leo | Queijo Tratamento com 7% 6leo de eucalipto e 25% 6leo de  Impacto positivo na preservagdo nutricional, sensorial e 48
de liméo limao microbiana
Nisina Queijo 1001U° /mL e 5001U/mL de nisina Efetivo na redugéo da contagem de S. aureus. 49
Salada Caprese Banho de solugéo a 400ppm Diminuicdo da populagdo de coliformes de 5,65 para 50
embalada (fatias de 4,23 log CFU/g e aumento da vida de prateleira de 3,77
mussarela bufalo, dias para 12 dias. Diminuigdo da concentracdo de
Timol tomate, manjericdo) sob Pseudomonadaceae.
MAP
Carne moida embalada 250, 500, 750mg/kg Vida de prateleira de 7 dias 51
sob MAP
Camarao limpo e Revestimento com tymol 500, 1000, 1500ppm Vida de prateleira de 5 dias para 14 dias 52
embalado sob MAP
Natamicina Queijo Gorgonzola Filme com 2 e 4% de natamicina incorporada no Resultado satisfatério para inibi¢éo do P.roquefortii 53
processo de produgéo do queijo
Oleo essencial de salvia Carne moida misturada 0,1, 0,3 e 0,5% A conc. de 0,5% controlou o desenvolvimento dos 54
com proteina de soja principais microorganismos
Extrato de alecrim, | Alméndega 0,2 % a 10°C Extrato de alecrim foi o mais efetivo. 55
groselha, aipo
Extrato de alecrim Produto & base de 0,4e 0,8% do extrato em combinagcdo com vacuo Combinagcdo apresentou resultados positivos para 56
peixe controle microbiano
Oleo de orégano Salsicha fresca Efeito bacteriostatico 57
Oleo de manjerona Salsicha fresca Efeito bacteriostatico 58
Oleo de orégano Produto base de peixe 0,2, 0,4% do 6leo sob vacuo Aumento da vida de prateleira de 5 dias para 12 dias 59
Oleo essencial de tomilho Produto base de peixe 0,2% Aumento da vida de prateleira de 6 dias para 17 dias 60

sob MAP
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Elagitanino
Antocianinas

Tanino
Tanino

Curcumina

Urucum

Extrato de oliva

Bactérias Gram positiva
e Gram negativa.

Carne de gado e carne
de porco pré-cozidas.

Obtencdo de nanoparticulas de curcumina para
aumento de solubilidade.

Solugdo etandlica das folhas e sementes da B.
orellana.

Extrato aquoso do residuo do bagago do éleo de oliva.

Inibigdo das bactérias Staphylococcus e Salmonella
Atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positiva
e Gram negativa

Atividade antimicrobiana de polifendis (taninos)
Atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positiva,
Gram negativa e fungos

Atividade antibacteriana contra S. aureus, B. subtilis, E.
coli, e P. Aeruginosa.

Extrato de folhas: potencial antibacteriano contra
S. aureus.

Extrato das sementes: inibicéo forte contra E. coli
e B. cereus.

Inibicdo de oxidacado lipidica tanto na carne de
gado quanto na de porco.

61
62

63
64

65

66

67

"MAP significa Modified Atmosphere Pack (Embalagem em atmosfera modificada) formada por 60% de O,, 30% N, e 10% O,
*Trata-se de uma unidade de medida International Unit (IU), definido pela United States Pharmocopeia, e baseado em medidas de atividade biol6gica.
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De acordo com a Tabela Ill a maioria dos sistemas sé@o 6leos essenciais
extraidos de alecrim, manjerona, orégano, eucalipto, tomilho, liméo, salvia e
cinamomo incluindo extratos de frutas e plantas como, groselha, alecrim, oliveira,
tanino, curcumina, urucum e antocianinas. Os alimentos conservados com esses
extratos naturais sao geralmente queijos, frutas, verduras e legumes frescos e
carnes em que o teor empregado dos mesmos varia desde 0,020 % a 25 %
conforme o tipo de aplicacdo (solucdo, revestimento comestivel, filme e
encapsulamento). O aumento da vida de prateleira depende do aditivo natural e do
alimento, podendo inclusive chegar a um incremento de 9 dias.

Dentre os compostos naturais destacados no estado-da-arte tornam-se objeto
de estudo o tanino, 0 urucum, 0 extrato de oliva, a carcuma ou curcumina e as
antocianinas por conferirem baixa alteracdo nas propriedades organolépticas (gosto
e odor) nos alimentos quando em contato, pela solubilidade em &agua, ou seja,
compatibilidade com alimentos e pela disponibilidade de amostras, devido elevada
producdo por empresas brasileiras como a TANAC S.A (tanino) localizada em
Montenegro no Rio Grande do Sul e Chr Hansen Brasil (corantes para alimentos —
antocianinas e urucum) localizada em Valinhos em S&o Paulo.

Com producdo menos expressiva a cidade de Mara Rosa em Goias constitui
um dos principais centros produtores do Brasil de rizomas de curcuma e os estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo e Minas Gerais do plantio de

oliveiras pela necessidade de clima ameno para melhor desenvolvimento.

2.3 EXTRATOS NATURAIS - ALTERNATIVA COMO ADITIVOS PARA
ALIMENTOS

Segundo a Portaria n°® 540 — SVS/MS de 27/10/1997, aditivo alimentar é
qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem propésito de
nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biol6gicas ou
sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacdo, tratamento,
embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo de um
alimento ®®. Ao agregar-se poderd resultar em que o préprio aditivo ou seus

derivados se convertam em um componente de tal alimento. Esta definicdo nao
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inclui os contaminantes ou substancias nutritivas que sejam incorporadas ao
alimento para manter ou melhorar suas propriedades nutricionais.

A seguranca dos aditivos é primordial. Isto supde que antes de ser autorizado
0 uso de um aditivo em alimento este deve ser submetido a uma adequada
avaliagdo toxicolégica, uma vez que se deve levar em conta, entre outros aspectos,
qualquer efeito acumulativo, sinérgico e de protecdo, decorrente do seu uso. Os
aditivos alimentares devem ser mantidos em observacdo e reavaliados, quando
necessario, caso se modifiquem as condicGes de uso. As autoridades competentes
devem ser informadas sobre dados cientificos atualizados do assunto em questéo .

O emprego de aditivos justifica-se por razbes tecnoldgicas, sanitarias,
nutricionais ou sensoriais, sempre que: sejam utilizados aditivos autorizados em
concentracdes tais que sua ingestdo diaria ndo supere os valores de ingesta diaria
aceitavel (IDA) recomendados; atenda as exigéncias de pureza estabelecidas pela
FAO-OMS, ou pelo Food Chemical Codex .

A autoridade brasileira para seguranca de alimentos é a Agéncia de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Dessa forma, os documentos regulatérios para controle de
aditivos para alimentos e materiais permitidos para seu acondicionamento
disponiveis s&o: Portaria N° 540 - SVS/MS, de 27/10/1997 °%; Listas Positivas de
Mondmeros e Polimeros: GMC n. 02/2012 ® e RDC n. 56/2012 °; Lista Positiva de
Aditivos: GMC n. 32/07 "* e RDC n.17/2008 ’% Regulamento para Corantes e
Pigmentos (aminas aromaticas ndo sulfonadas e metais e metal6ides): GMC n.
15/10 " e RDC n.52/2010 “: RDC n. 45, de 03/11/2010 "*; Resolucdo - CNNPA N°
44, de 1977 °.

Orgdos estrangeiros como, por exemplo, a autoridade americana para
seguranca de alimentos — FDA (Food and Drug Administration) embora também
inexistam regras especificas para as substancias ativas e inteligentes. Além do FDA,
a autoridade européia para seguranca de alimentos EFSA (European Food Safety
Authority) dispde de uma base de dados com a lista de aditivos aprovados para uso
em alimentos.

Existe um regulamento da Comissao da Comunidade Européia (EU 10/201),
relativo aos materiais plasticos para contato direto com os alimentos — Listas
Positivas de Aditivos, monémeros e outras substancias iniciadoras, adjuvantes de

polimerizacdo e um regulamento especifico para Embalagem Ativa (Regulamento
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EC n. 450/2009). Esses documentos poderdo nortear as escolhas ou para avaliar a
potencial aplicacdo de um dado indicador ou aditivo no mercado.

Dentre as 20 categorias de aditivos destacam-se para avaliacdo da presente
pesquisa as funcdes: antioxidante (substancia que retarda o aparecimento de
alteracdo oxidativa no alimento); corante (substancia que confere, intensifica ou
restaura a cor de um alimento) e conservador (substancia que impede ou retarda a
alteracdo dos alimentos provocada por microrganismos ou enzimas) .

A utilizacdo de corantes em alimentos ndo apresenta nenhum interesse
nutritivo, pois a uUnica preocupacdo é proporcionar uma melhor apresentacdo do
produto, porém deve-se considera-los como aditivos alimentares que uniformizam a
coloracéo de um alimento .

A lista positiva de corantes para adicdo em alimentos e bebidas no Brasil é
estabelecida pela Resolucdo CNNPA N° 44, de 1977 que € composta de 48 corantes
divididos em quatro categorias: corante organico natural; corante organico sintético
artificial; corante organico sintético idéntico ao natural e corante inorganico
(pigmentos).

Os corantes organicos naturais permitidos s&o: curcumina, riboflavina,
cochonilha ou acido carminico, urzela ou orceina ou orecina sulfonada, clorofila,
caramelo, carvdo medicinal, carotenoides (alfa, beta, e gama-caroteno; bixina e
norbixina; capsantina e capsorubina; licopeno), xantofilas (flavoxantina e luteina;
criptoxantina; rubixantina; violaxantina; rodoxantina; cantaxantina); vermelho de
beterraba ou betanina e antocianinas (pelargonidina, cianidina, peonidina,
delfinidina, petunidina e malvidina). Todos os corantes naturais, salvo a cochonilha

s&o de origem vegetal, podendo ser compostos puros ou produtos de extragéo .

2.3.1 Cdrcuma ou curcumina

A curcumina é dos constituintes do curry e € extraida da trituracdo dos
rizomas da Curcuma lenta, o acafrdo, planta da familia das Zingiberaceas cultivadas
no Extremo Oriente e Madagascar. Trata-se de um pd amarelo alaranjado insolavel
em agua e em éter, pouco soluvel em etanol e em acido acético glacial mas soluvel
em meio basico. Apresenta peso molecular 368,4 g.mol™*, férmula bruta C,1H»00¢ €

férmula estrutural conforme Esquema 5.
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CH,0 OCH,

HO CH—/CH Cco CH, CO CH——CH OH

Esquema 5. Férmula estrutural da curcumina. Adaptado de *'.

A curcuma (Curcuma longa L.) tem sido muito utilizada na industria alimenticia,
como corante, aromatizante e como ingrediente no preparo de temperos, laticinios e
pratos prontos ‘®"°®_ De acordo com Gul e colaboradores, a circuma inibi de forma
significativa o crescimento in vitro de algumas bactérias, como o Staphylococcus
aureus, no entanto, nao inibi Escherichia coli 3. Uma fraca atividade antibacteriana
foi verificada por Singh e colaboradores # e Ténnesen & Karlsen ® para a circuma
em relacdo a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, S.
epidermidis, e Salmonella typhimurium. A atividade antimicrobiana da curcuma tem
sido associada aos pigmentos curcumindides. Entretanto, a crcuma em po6 contém,
além dos pigmentos, os Oleos essenciais que também apresenta atividade

antimicrobiana &.

2.3.2 Urucum (Bixina e Norbixina)

Bixa orellana L., popularmente conhecida como “urucum” tem sido usada por
comunidades indigenas no Brasil e em outros paises tropicais para varias aplicacdes
biologicas. O urucum pertence a classe dos carotenoides e apresenta coloracao
amarela e laranja quando em solucdo. O material principal de coloracdo dos extratos
de urucum é o carotenoide bixina. Bixina € o éster monometil da norbixina. Norbixina
€ um &cido carboxilico simétrico em que seu material principal de coloracdo é o seu
sal alcalino ®®. A bixina e a norbixina apresentam férmula molecular C,sHz004 €
C24H250, € massa molecular 394,52 g.mol™® e 380,48 g.mol™ respectivamente e

férmulas estruturais apresentadas no Esquema 6.
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Esquema 6. Férmula estrutural da bixina e norbixina

Extrato de urucum em 6leo e em solugcdo aquosa € obtido pela extracdo do
pericarpo da fruta Bixa orellana. O extrato aquoso € obtido utilizando-se solu¢des de
hidroxidos de metal alcalino seguido de isolamento das estruturas de interesse
(bixina e norbixina).

A bixina é insoluvel em agua, fracamente soltvel em etanol e solivel em éter
e 6leos. O seu ponto de fusdo é em torno de 198°C %°.

Estudos com Bixa orellana L. (urucum) relatam sua atividade antimicrobiana,
demonstrando a capacidade preservativa desta planta na conservacao e agregacao

de qualidade aos alimentos 8%

2.3.3 Extrato de oliva

A oliveira (Olea europaea L.) € uma planta da familia botanica Oleaceae,
sendo a Unica da espécie que origina frutos comestiveis. Estudos revelam que o cha
da folha de oliveira apresenta potente acdo moduladora de radicais livres, acao
anticancerigena e antimicrobiana. Nas folhas e frutos da oliveira, o principal
composto fendlico € a oleuropeina, um glucosideo do acido elendlico, esterificado

pelo hidroxitirosol e que durante a producdo do azeite ocorrem reagcdes de oxidacao
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e hidrolise, em especial da oleuropeina (Esquema 7), que libera hidroxitirosol,
originando diferencas na composicéo fenélica das folhas e azeite ®.

Esquema 7. Estrutura da oleuropeina. Adaptado de ».

Nas folhas in natura ha predominancia de fenois condensados, apresentando
estruturas complexas ligadas a acUcares, mais dificeis de serem extraidos por
solventes usuais como a agua, 0 que nao acontece com fendis simples normalmente
encontrados na forma nédo ligada, em folhas que sofreram o0 processo de
beneficiamento para industrializacéo de chas.

A composicdo fendlica da Olea europaea € muito complexa e nem todos 0s
seus componentes foram ainda identificados. Os constituintes mais expressivos que
tém sido identificados tanto nas folhas, quanto no fruto da oliveira, e que séo
responsaveis por inUmeras atividades da planta, constituem nos oleuropeosideos
(oleuropeina e verbacosideo), flavonoides (flavonas e flavonols) e fendis
substituidos como tirosol, hidroxitorosol e os &cidos cafeico, vanilico, siringico, p-
cumarico, o-cumarico, protocatéquico, sinapico, p-hidroxibenzoico, p-
hidréxifenilacético e homovanilico *°.

O extrato de oliva avaliado foi obtido de folha de oliveira. A folha contém
fendis simples, como o hidroxitirosol (3,4-DHPEA ou 3,4-dihidroxifeniletanol), o
tirosol (3-hidroxifeniletanol), o acido vanilico, &cido p-cumarico e o 4cido cafeico **. O

principal secoiridéide encontrado nas folhas de oliveira é a oleuropeina *2

e é
também o mais abundante podendo atingir até 14% da matéria seca das folhas . A
oleuropeina tem-se mostrado como um potente antioxidante com propriedades anti-
inflamatodrias, com atividade antimicrobiana contra viroses, retroviroses, bactérias,
fermentos, fungos e outros parasitas **.
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Estudos realizados por Pereira e colaboradores demonstraram que o extrato de
folha de oliveira tem acao antibacteriana e antifingica contra os microorganismos B.
cereus, C. albicans, E. coli, S. aureus, C. neoformans, K. pneumoniae, P. aeruginosa
e B. subtilis. Isso deve-se provavelmente a presenca de compostos fenélicos na sua
composicao, particularmente a oleuropeina e hidroxitirosol .

A oleuropeina inibe ou retarda o crescimento de uma série de bactérias e

fungos. Em geral, esse composto pode ser usado como aditivo em alimentos *°.

2.3.4 Antocianina

As antocianinas constituem um grupo de pigmentos hidrossollveis,
amplamente distribuido nos vegetais, responsaveis pela coloracdo vermelha, azul ou
violeta de varias flores.

No estado natural, as antocianinas sado glicosideos de sais de 2-
fenilbenzopirilium; a maior parte sédo derivados hidroxilados e contém agliconas de
antocianinas chamadas antocianidinas: pelargonidina, cianidina, peronidina,
delfinidina, petunidina, malvidina.

Essas diversas antocianidinas diferem apenas pela natureza dos radicais R e

77,85

R’ ligados no anel benzénico conforme Esquema 8 abaixo:

Pelargonidina  Cianidina Peonidina  Delfinidina Petunidina  Malvidina
R -H -OH -O-CHj; -OH -O-CH; -O-CHj;
R’ -H -H -H -OH -OH -O-CHj,3

Esquema 8. Férmula estrutural base da antocianina e respectivos radicais R e R’. Adaptado de ™.
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As antocianinas sdo obtidas pela extracdo com 4gua, com metanol ou etanol a
partir de vegetais e frutos comestiveis. Durante o0 processo de extracdo pode ser
adicionado como regulador de pH e estabilizador um acido comestivel ou uma
solucédo aquosa de sulfito. A maior parte dos acucares fermentam formando alcool.
O extrato pode ser concentrado por evaporacao no qual o alcool é eliminado.

Todas as antocianinas séo solluveis em agua e sdo encontradas em diferentes

fontes na natureza como pigmento conforme indicado na Tabela IV.

Tabela IV. Principais antocianinas em diferentes fontes naturais. Adaptado de * %,

Antocianidina Fonte como pigmento
Pelargonidina Morango, amora, rabanete vermelho
Cianidina Péssego, repolho roxo, cerejas, ameixa, amora

preta, groselha, cebola roxa

Delfinidina Mirtilo, berinjela, groselha, uva (Vitis vinifera),
Petunidina Uva
Malvidina Uva

Antocianinas apresentam ponto de fusdo compreendido entre 300 e 350°C. As
antocianinas sao muito sensiveis as variacées de pH: geralmente vermelho em meio
acido, tornando-se violeta e depois azul escuro quando pH alcalino; do mesmo modo
a presenca de oxigénio € um fator importante de instabilidade. A elevacdo da
temperatura produz descoloracdo. A presenca de metais, enfim, modifica a
estabilidade das antocianinas .

Vérios estudos tém sugerido que as antocianinas sdo um potente antioxidante
comparado com antioxidantes classicos como butilato hidroxi anisol, butilato hidroxi
tolueno, alfa tocoferol (vitamina E) e vitamina C. Este agente natural, quando
adicionado a alimentos, além de conferir a coloracdo aos alimentos, propicia a
prevencao contra auto-oxidacdo e peroxidagdo de lipideos em sistemas biolégicos.
Esses compostos séo capazes de capturar radicais livres pela doacéo de 4tomos de
hidrogénio fenélico ¥ %,

No extrato de antocianina obtido da casca da uva ha predominancia de

compostos fendlicos. Esses compostos sdo conhecidos por sua habilidade de

39



danificar as células microbianas devido a alteragdo da permeabilidade seletiva da
membrana plasmatica conduzindo a um extrusamento das substancias intracelulares
% Geralmente, as antocianinas s&o ativas contra diferentes microorganismos. No
entanto, as bactérias gram positivas sdo mais suscetiveis a acdo desses compostos
que gram negativas *%.

Em solucdo aquosa, as antocianinas se encontram comumente na forma de
uma mistura de diferentes estruturas quimicas em equilibrio conforme apresenta o
Esquema 9. Em pH 1 o cation flavilico (A) € a espécie predominante e contribui para
0 aparecimento das cores vermelho e purpura. Em valores de pH entre 2 e 4 as
espécies quinoidais (B-D) sdo predominantes (azul). Em valores de pH entre 5 e 6
somente duas espécies incolores sdo observadas, a pseudobase carbinol (E) e a
chalcona (F), respectivamente. JA& em pH superior a 7 as antocianinas Ssao
gradualmente degradadas (reacdo de degradacdo) dependendo de seus grupos
substituintes °"%8,
Em valores de pH entre 4 e 6, quatro formas estruturais de antocianina

coexistem: cétion flavilico, base quinoidal anidra, carbinol e chalcona.
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Esquema 9. Formas estruturais da antocianina dependendo do pH e reag&o de degradacéo.
Cation flavilico (A), espécies quinoidais (B-D), psgeaudobase carbinol (E) e chalcona (F). Adaptado
de ™.

A estabilidade das antocianidinas € influenciada pelos substituintes do anel
benzénico, radicais R e R’, por grupos metdxi ou hidroxi, os quais diminuem a
estabilidade da aglicona, sendo a pelargonidina a antocianidina mais estavel .

Naturalmente, a coloracdo das antocianinas € diretamente influenciada pela
substituicdo dos grupos hidroxila e metoxila na molécula. Incrementos no nimero de
grupos hidroxila tendem a tornar a coloragdo azulada. Na diregdo contraria,
incrementos no nuamero de grupos metoxilas aumentam a intensidade do
vermelho'®".

Os pigmentos acilados sdo mais estaveis do que seus analogos nao acilados

% Com todos estes fatos em mente, ndo surpreende a gama de coloracdes
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observadas na natureza que € produzida a partir da estrutura basica das
antocianinas %.

A estabilidade das antocianinas é maior sob condicbes acidas, mas pode
ocorrer degradacéo por varios mecanismos, iniciando com perda da cor, seguida do
surgimento de coloracéo amarelada e formacado de produtos insoltveis .

O efeito destruidor da luz se faz sentir nas antocianinas com consideravel
intensidade e este efeito esta estreitamente ligado ao efeito do pH. Para valores de
pH 3,0 a 3,8 observa-se baixa sensibilidade & fotodegradag&o™®.

A temperatura € outro fator importante na estabilidade das antocianinas
porque a medida que se submete a solugcdo de antocianinas a uma temperatura
superior a ambiente (25°C), a sua degradacdo é maior, e esta degradacédo € ainda

mais acentuada quando se aumenta o pH do meio ’.

2.3.5 Tanino

Y

O termo tanino foi o nome dado a infusdo de cascas de arvores como o
carvalho e a castanheira, na qual as peles de animais eram tratadas para obtencao
de couros maleaveis e de grande durabilidade. Os taninos foram inicialmente
identificados pelo seu sabor adstringente e pela sua capacidade de precipitar
proteinas soluveis. Eles sdo encontrados em muitas plantas usadas pelo homem na
forma de ervas medicinais, na alimentacdo e na fabricacdo de bebidas. Nas plantas,
os taninos podem ser encontrados em raizes, flores, frutos, folhas, cascas e na
madeira. Eles contribuem para o sabor adstringente em comidas e bebidas, como
aquele sentido ao se consumir vinhos tintos, chas e frutas verdes. Alguns
pesquisadores provaram gue 0s taninos servem para proteger as plantas contra os
herbivoros e as doencas patogénicas 3%,

Taninos sdo metabolitos secundarios de natureza polifendlica extraidos de
plantas '%. Eles foram classificados em dois grupos: as proantocianidinas, que s&o
0s taninos condensados, responsaveis pelas caracteristicas nhormalmente atribuidas
a estas substancias, como adstringéncia, precipitacdo de proteinas etc., e 0s taninos
hidrolisaveis, que sdo ésteres do acido galico e seus dimeros (acido digéalico ou

hexaidroxidifénico e elagico) com monossacarideos, principalmente a glicose *°.
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Normalmente, os taninos hidrolisaveis sao divididos em galotaninos, que
produzem &cido galico apds hidrdlise, e em elagitaninos, que produzem &cido

107

elagico apos hidrdlise Estes taninos ndo sdo muito comuns em madeiras,

guando comparados aos taninos condensados. No Esquema 10 estdo apresentados

exemplos de galotaninos e elagitaninos.
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Esquema 10. Taninos hidrolisaveis. Adaptado de ***

Os taninos condensados (ou proantocianidinas) perfazem, aproximadamente,
a metade da matéria seca da casca de muitas arvores. Eles sdo polimeros nao
ramificados de unidades de flavonoides (flavan-3-ol) ou por um derivado deste e
geralmente tém massa molecular maior que os taninos hidrolisaveis (1000-20000 Da
comparado com 500-3000 Da) 198199,

As ligagOes entre as unidades de flavonoides ocorre normalmente entre os
carbonos 4 de uma estrutura e 8 da outra. Variagdes podem ocorrer por diferentes
nameros de mondmeros ligados, pela posicdo de ocorréncia das ligacbes, pelo
padrédo de oxigenacdo nos anéis A e B da unidade flavan-3-ol e pela estereoquimica
dos substituintes do anel C. No Esquema 11, ilustra-se a estrutura de um tanino

condensado muito comum, a procianidina.
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Flavan-3-ol {b) Procianidina (c)

Esquema 11. Férmulas estruturais: a) um flavonéide genérico, b) flavan-3-ol e
¢) procianidina (tanino condensado). Adaptado de .

Os taninos condensados sdo compostos complexos nao hidrolisaveis
constituidos por grupos flavondides. S&o constituidos principalmente de cianidina e
delfinidina que séo responsaveis pelo gosto adstringente de frutas e vinhos.

Estudos relatam propriedades antibacterianas dos taninos. O tanino extraido
da acacia negra (Acacia mearnsii) tem sido relatado como sendo bacteriostatico ou

110 Taninos hidrolisaveis,

bactericida contra bactéria Staphylococus aureus
particularmente, acido tanico e tanino de mimosa inibem significativamente o
crescimento de Staphylococus aureus na superficie e polpa da madeira e também
mostram algum efeito antibacteriano contra Eschericia coli ***.

Ao nosso conhecimento, o encapsulamento de produtos naturais em silica,
com vistas a aplicacdo na adicdo de conservacdo de alimentos nao foi ainda
investigado.

Uma das principais vantagens do encapsulamento com silica € o fato de ser
um processo que pode ocorrer a temperatura ambiente passivel para biomoléculas

resistirem, ou seja, com baixo risco de degradacdo. Entretanto, os sitios ativos das
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biomoléculas sao facilmente acessados pelos poros da matriz de silica mantendo a
atividade *%. Portanto, o método sol-gel de sintese torna-se uma boa alternativa
para busca de maior estabilidade (térmica, a luz e etc.) de compostos labeis como

os obtidos de fonte natural: extratos, 6leos essenciais, pigmentos entre outros.

2.4 PROCESSO SOL-GEL DE SINTESE

A polimerizacdo sol-gel de tetraalcoxisilanos, como Si(OEt),; (TEOS) ou
Si(OMe)4 (TMOS), é um método simples e util para obtencao de silicas géis amorfas.
Segundo IUPAC, o termo sol-gel refere-se ao processo do qual uma rede é formada
a partir de uma solucao pela transicao progressiva de um precursor liquido para um
sol, para um gel, e na maioria dos casos finalmente para uma rede seca. Um
polimero inorganico (exemplo silica gel), ou um hibrido organico-inorganico pode ser
preparado pelo processo sol-gel **3.

Para o método sol-gel, as principais reacfes que resultam na gelificacdo séo:
(1) hidrdlise e (2) condensacao, que estao representadas nas Equacgbes 9 e 10, para
precursores do tipo alcoxido. As reacdes de hidrélise geram grupos Si-OH a partir de
grupos Si-OR, seguido da reacdo de condensacdo que pode ocorrer via mecanismo

com formacéo de alcool ou 4gua ***.

=SiOR + H,0 — =SiOH + ROH (9)

=SiOH + =SiOH — = Si-0-Si = + H,0 (10)
=Si-OH + =SiOR — = Si-O-Si = + ROH

Numa etapa posterior, 0 gel é processado pela secagem seja pelo aumento
de temperatura ou diminuicdo de pressdo. Durante esse tempo, o0 volume do gel é
reduzido em torno de 80 % resultando em um xerogel **°. Os xerogéis em pé sdo
usualmente obtidos quando o gel umido € seco convencionalmente. Entretanto,
aerogéis sao obtidos quando o liquido do poro do gel Umido é substituido por ar,
sem alterar a estrutura da rede ou o volume do gel obtido ***. Os produtos gerados

caracterizam-se por area especifica elevada.
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Sendo as reacgOes de gelificagdo de alcoxidos de silicio bastante lentas,
comumente s&o adicionados catalisadores que geralmente sao classificados em dois
tipos: acidos e basicos. Para entender a diferenca € necessario lembrar que o ponto
de carga zero (PCZ)* de espécies contendo Si-OH esté entre pH 1,5 e 4,5 sendo que
0 maior grau de condensacdo das espécies de silica ocorre abaixo do PCZ.
Acidificando a solugdo para pH abaixo do PCZ, as espécies contendo silicio ficardo
carregadas positivamente, enquanto que acima do pH de PCZ (meio basico), as
espécies estardo carregadas negativamente .

Na gelificacdo em meio &cido ocorre o ataque do acido ao oxigénio ligado ao
silicio, Si — OH ou Si — OR, causando a sua protonacgdo e propiciando sua saida e,
consequentemente, facilitando o ataque nucleofilico ao silicio, por moléculas de H,O
no caso de hidrélise ou Si — OH para condensacéo .

Considerando que as variagbes de basicidade do oxigénio e de acidez do
silicio seguem a ordem representada no Esquema 12, o ataque acido se dara
preferencialmente ao oxigénio do alcoxido, que € mais abundante nas extremidades
dos oligbmeros. Portanto, a gelificacdo em meio &cido resultara em cadeias que se
unem para formar géis poliméricos que, ap0s a secagem, dao origem a uma matriz
compacta com baixo volume de poros e cujo tamanho €, geralmente, menor que 2

nm de diametro, chamados microporos **°.

Si-0-Si
acidez basicidade
do | Si-O-H do
silicio oxigénio
Si-0-R

Esquema 12. Variagdo de acidez do silicio e basicidade do oxigénio. Adaptado de 18,

Entretanto, se a reacdo de gelificacdo for realizada em meio basico, que se
caracteriza inicialmente pelo ataque nucleofilico ao Si, pelo anion hidroxila (HO)

para hidrdlise ou pelo anion Si—O) no caso de condensacao, o ataque dar-se-a no Si

! Ponto de carga zero (PCZ) ou ponto isoelétrico: valor de pH no qual a carga elétrica de uma
entidade elementar ¢é zero. (IUPAC - Disponivel eletronicamente em  <http:
/lgoldbook.iupac.org.br/I03275.htmI> Acesso em 11 jan. 2015.
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mais acido que é o mais reticulado. Nesse caso, o0 gel tende a crescer de forma mais
reticulada, formando particulas primérias esféricas. O gel resultante da interconex&o
das particulas primarias é chamado de gel coloidal que, ap0s a secagem, resultara
em matriz com maior porosidade que o gel polimérico, com largas fracdes de poros
entre 2 e 50 nm de didmetro, chamados mesoporos 7,

No caso da polimerizacéo sol-gel de TEOS, a hidrélise ocorre quando TEOS e
agua sao misturados simultaneamente em um solvente. Os intermediarios que sao
produzidos incluem grupos (Si-OH), chamados de silandis. Ao invés da
condensacéo, pode ocorrer entre dois silandis ou um silanol e um grupo etoxi para
formar uma ponte de oxigénio ou grupo siloxano Si-O-Si. No Esquema 13 observa-

se a eliminacéo de etanol ou 4gua através do mecanismo da reacéo **°.

Hidrolise catalisada por acido

RO RO OR OR
\ \ / e
RO—Si— *OR =—————— HO---- Sj----- *OR OH—Si—OR + ROH *+ H*
/ H H | H N
RO OR OR

Condensacéo catalisada por acido

rapida RO - ISi(OR)z
HO-Si(OR), * H* Ot
H/ ~ H
OR OR
RO - Si(OR), | |
J ena _  Ro—Si—O0— Si—OR * H,0*
+ o _ QSi——
/OJ'\ ! HO - Si(OR), | | 3
: OR OR
Hidrolise catalisada por base
RO RO OR
\ | \ / % OR
RO—Si—OR HO------ S|| ------- OR—/————= OH"Si(‘ OR + RO
OH ro OR OR

Condensacéo catalisada por base

rapida

0-Si(OR), * H,0

HO-Si(OR), * OH

lenta
HO-Si(OR), + -O-Si(OR),

RO - Si(OR), - O - (RO),Si-OR + -OH

Esquema 13. Mecanismo para hidrélise e condensacéo de alcéxisilanos. Adaptado de ***.
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Em condicdes Aacidas, a silica tende a formar moléculas lineares que

ocasionalmente reticulam, conforme Esquema 14.

Longe do ponto de gel Ponto de gel Xerogel

Esquema 14. Hidrdlise catalisada por 4cido. Adaptado de 115.

Porém, em condi¢cdes bésicas (hidrolise basica) formam-se clusters mais

ramificados que ndo sao interpenetraveis apos a secagem e, entdo, comportam-se

como espécies distintas (Esquema 15).

Longe do ponto de gel Ponto de gel Xerogel

Esquema 15. Hidrdlise catalisada por base. Adaptado de ™

O processo sol-gel é relativamente simples pelo numero de etapas, mas
complexo, pelo envolvimento de diversas variaveis, como tempo e temperatura da
reacdo, natureza do catalisador, concentracdo de reagentes, etc. Estas variaveis
determinam as caracteristicas finais dos materiais, incluindo a porcentagem de
hidrélise e condensacdo de grupos reativos, densidade de reticulagéo,
homogeneidade do produto, etc.

Em suma, o uso de indicadores naturais € uma demanda de mercado. No

entanto, a degradabilidade frente a variagdo de condi¢cdes ambientais (temperatura,
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pH, exposicdo a luz entre outras) exige a busca por alternativas que confiram
estabilidade a esses sistemas, permitindo seu processamento na confeccao de
embalagens. Nessa direcdo, o encapsulamento em matrizes de silica, via processo
sol-gel, apresenta-se como uma alternativa potencial no desenvolvimento desses
dispositivos a serem aplicados em embalagens inteligentes e ativas. Dessa forma, o
desenvolvimento do presente trabalho buscou responder alguns questionamentos: o
encapsulamento de extratos naturais por processo sol-gel garantiria sua atividades,
conferindo estabilidade a esses materiais? A rota de encapsulamento afetaria a
performance desses materiais? O encapsulamento conferiria propriedades

adicionais em termos de atividade antimicrobiana?
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a viabilidade de encapsulamento de extratos naturais obtidos de
plantas em matrizes de silica pelo processo sol-gel para potencial aplicacdo na
conservacgao de alimentos tanto em embalagens ativas e inteligentes.

3.1.1 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito antimicrobiano dos extratos naturais: urucum, curcumina, folha

de oliva, tanino e antocianinas;

e Avaliar o efeito da rota sol-gel nas caracteristicas estruturais, morfologicas e

texturais dos xerogeis hibridos obtidos;

e Correlacionar a rota de encapsulamento com a atividade antioxidante e

antimicrobiana dos materiais;

e Desenvolver uma etiqueta (ou filme) indicadora de frescor a base biopolimero
quitosana/PVA e antocianinas para monitoramento de deterioracdo de
pescado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

- Tetraetiletoxissilano (TEOS) (ACROS, 98% de pureza);

- Extrato de antocianinas (amostra cedida gentilmente pela Chr Hansen Ind. e Com.
Ltda.);

- Extrato de oliva hidroalcéolico (50% p/v);

- Extrato de urucum comercial;

- Extrato de carcuma comercial;

- Tanino (amostra cedida gentilmente pela TANAC SA);

- Agua deionizada;

- Solucdo de HCI0,2Me 0,1 M

- Solucdo de NaOH 0,2 M

- Solucéo de quitosana acetilada em meio acido (50% p/v);

- Alcool polivinilico (PVA) (Impex, 79,5% de pureza);

- Solucao de tripolifosfato de sédio (0,1% p/v);

- Filme de polietileno de baixa densidade (PEBD) (Resina PS150, Braskem);

- Filé de peixe tilapia (Tilapia rendali) oriundo do criadouro pertencente ao Instituto
Federal — Concérdia. As amostras foram preparadas apds rigor mortis (4h) sob

condic@es higiénicas de manipulacéo.

4.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

4.2.1 Encapsulamento do composto bioativo via método sol-gel

O encapsulamento dos extratos naturais ou bioativos foi preparado pelo

método sol-gel usando como precursor o tetraetiletoxissilano. Dentre as rotas
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cataliticas estudadas em pesquisa exploratdria (acida e basica) utilizou-se na rota
acida como catalisador solucdo de HCI 0,2M e na rota basica solucdo de NaOH
0,2M com uma relacdo molar (1:12:0,04) de TEOS:4gua:catalisador e na rota acida
otimizada para o extrato contendo antocianinas solucdo de HCI 0,1M com uma
relacdo molar (1:10:0,05) de TEOS:agua:catalisador como mostra o Esquema 16.

As etapas envolvidas nesse processo incluem a co-hidrélise e a condensacéao
dos compostos TEOS e organossilano na presenca de um catalisador (um acido ou
uma base), dando origem a um sistema sol que, posteriormente, formara um sistema
gel. Apos secagem € obtido o extrato natural encapsulado numa matriz de silica
contendo a funcionalidade do organossilano empregado.

Primeiramente foi dissolvido o extrato natural em solucdo de HCIl ou NaOH até
total dissolucdo seguido da adicdo de TEOS. A reacao foi mantida a temperatura
ambiente sob agitagdo constante apresentando tempo de gelificagcdo de
aproximadamente 24 h. Apds realizada a secagem em estufa em temperatura
maxima de 50°C, foi realizada a moagem em gral de porcelana até obtencdo de um
po fino e homogéneo com posterior passagem em peneira de 53 mm/um.

Os parametros reacionais (concentracao de bioativo, TEOS e solugéo HCI ou
NaOH e tempo de adicdo do bioativo) foram determinados com base na otimizacao
do tempo de gelificacdo e efetividade na aplicagcdo proposta por esse estudo
fundamentada pela avaliacdo da morfologia, estrutura e composicao quimica dos

produtos resultantes.
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19) Dissolugdo do extrato natural (bioativo) no catalisador (acido
ou base em solugao aquosa)

Rotas pesquisa exploratdria: Rota acida: HCI 0,2 M — 8,6 mL
Rota basica: NaOH 0,2 M — 8,6 mL
Rota otimizada: Rota acida: HC| 0,1 M - 4,8 mL

29) Adigao do TEOS
Rotas pesquisa exploratdria: 10 mL
Rota otimizada: 7,5mL

32) Reacdo de hidrdlise e condensagdo
42) Envelhecimento
592) Secagem
62)
9)

72) Peneiragdo

Extrato natural (bioativo)
encapsulado com
concentragoesde 2,5% a 50%

Esquema 16. Esquema geral de encapsulamento via processo sol-gel

As amostras dos materiais encapsulados em silica, via rota sol-gel, receberam
identificacdo seguindo a seguinte codificacdo: trés primeiras letras do nome do
extrato natural seguido do seu valor em concentracédo (% em massa) e das letras A

(rota acida) ou B (rota basica), conforme ilustrado na Tabela V.
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Tabela V. Cédigo para as amostras preparadas via rota sol-gel com diferentes
extratos naturais e antibiéticos utilizados como referéncia

Cédigo Descrigao
A Rota 4cida
B Rota bésica
Controle Sem adicdo de extrato natural (silica)
ANT Extrato de antocianina
TAN Tanino
oLl Extrato de folha de oliva
URU Extrato de urucum
CUR Extrato de curcuma
GEN Gentamicina (antibidtico referéncia)
AMP Ampicilina (antibiético referéncia)

*Ex.: ANT20A — Encapsulado com extrato de antocianina a 20% obtido via rota acida

4.2.2 Preparacao do filme ativo e indicador

A fabricacdo da etiqueta ativa e inteligente foi realizada em trés etapas. A
primeira etapa consistiu ha mistura da antocianina encapsulada obtida pela sintese
via processo sol-gel (vide Preparacdo das amostras pelo método sol-gel). A segunda
etapa foi a preparacdo de um biopolimero contendo mistura de solucdo de quitosana
50% e A&lcool polivinilico (PVA) 79,5% numa propor¢cdo de (24:56 %v/v)
respectivamente, com adi¢do de 1,5mL de solucao de tripolifosfato de sédio 0,1%p/v
como agente reticulante sob constante agitagéo.

Apbs adiciona-se 1,5 g de antocianina encapsulada para sua incorporacao ao
hidrogel sob mais 1 hora de agitacdo. Uma etiqueta sem aditivo foi desenvolvida
como amostra controle (C) e uma etigueta com antocianina pura. Finalmente, na
terceira etapa, foi realizada a difusdo de 40 mL do biopolimero ainda em fase

hidrogel sobre placa de Petri (100 mm de diametro) e apds procedeu-se secagem
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em estufa a 40 °C por 48 horas para remocao do solvente lentamente resultando no
filme ativo e indicador.
O filme controle foi preparado como descrito acima, porém sem adicdo do

extrato de antocianina.

4.3 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS ENCAPSULADOS E DO FILME ATIVO
E INDICADOR

Entre as técnicas espectroscopicas e microscopicas utilizadas pra
caracterizacdo dos materiais encapsulados foram empregadas: espectroscopia
molecular no infravermelho - FTIR (grupos orgéanicos dos extratos naturais),
espectroscopia molecular no ultravioleta e visivel (quantificacdo do extrato no Ensaio
de lixiviacdo e material encapsulado), microscopia eletrénica de varredura - SEM
(morfologia), porosimetria de nitrogénio (area especifica e volume de poros), e
espalhamento de raios X a baixo angulo - SAXS (estrutura fractal). A estabilidade
térmica dos materiais foi medida por andlise termogravimétrica - TGA.

A caracterizacdo do filme ativo e indicador foi baseada nas caracteristicas
estruturais via espectroscopia de absorcdo molecular na regido do ultravioleta e
visivel por refletdncia difusa (DRS), propriedades térmicas por analise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria diferencial de varredura (DSC) e

propriedades mecanicas.

4.3.1 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho, na faixa de 4000 a 400

-l . A .
cm das amostras foram obtidos no espectrofotdmetro com transformada de Fourier

Shimadzu, modelo 8300. Foram utilizados pastilha em KBr para amostras sélidas.

-1 i
Os espectros foram coletados com 30 varreduras e 4 cm  de resolucdo. A andlise

dos espectros na regido do infravermelho € uma importante técnica de
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caracterizagdo, pois fornece uma avaliacdo qualitativa da presenca de grupos
funcionais préprios da silica e na identificagdo de grupos funcionais caracteristicos

dos bioativos encapsulados.

4.3.2 Espectroscopia de Absorcao Molecular na Regido do Ultravioleta e Visivel
(UV-vis)

Os espectros de absorcado (UV-vis) foram obtidos no espectrometro Varian
Cary 100 ultravioleta-visivel com cubeta de quartzo de 1 cm de comprimento optico
e realizacdo de leituras na faixa de comprimento de onda de 200 - 600 nm para o
monitoramento das aliquotas de solu¢Bes aguosas obtidas no ensaio de lixiviagdo
do bioativo encapsulado (vide Ensaio de lixiviag&o).

4.3.3 Espectroscopia de Absorcao Molecular na Regido do Ultravioleta e Visivel
por Refletancia Difusa (DRS)

As andlises foram realizadas em um espectrofotbmetro de UV-Vis acoplado a
um acessorio para operacao em modo refletancia difusa (DRS) Carry 100 da Varian.
As varreduras foram realizadas na faixa de 200 a 800 nm. Para as analises foi
utilizado um porta-amostra de plastico discoidal (3 cm de didametro) composto por um
anel de borracha de 2 cm de diametro (delimitador de quantidade de material
empregado na medida) e uma janela de quartzo.

Para a analise do filme ativo e indicador e do filme controle foi colocado um
recorte do biopolimero diretamente no suporte do acessério, ou seja, em contato

direto com o feixe.

4.3.3.1 Analise semi-quantitativa do teor de antocianinas nas amostras de material

encapsulado em silica
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A quantificacdo do teor de antocianinas nas amostras foi realizada baseada
na curva de calibracdo (Figura 1), construida com quatro padrées de concentracdo
conhecidos obtidos pelo mesmo processo das amostras, de acordo com a Equacao
(3):

A=0,0126.C + 0,5179 (3)

Em que: A = Absorbancia e C = concentragdao em %

[
)

y=0,0126x +0,5179
R?=0,9918
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Figura 1. Curva de calibracdo para encapsulados com antocianina

4.3.4 Espectrometria de Massa por Insercéo Direta

Andlise realizada em equipamento GC-MS — Shimadzu modelo QP2010S por
insercao direta da amostra na unidade de massa para solidos termolabeis. Cerca de
20 pg de amostra diluida em 1 mL de etanol foi inserida diretamente na fonte de
ions, através de uma sonda, sem passar pela coluna do CG. Esta técnica € usada
para compostos termicamente degradaveis ou de dificil vaporizagdo. O equipamento
nao necessita nenhuma adaptacéo e a velocidade de varredura foi de 20000 u/s a
100 Hz e as amostras sofreram ionizagcdo quimica positiva e negativa por impacto
eletronico. Esta andlise direta e rapida foi aplicada para investigacédo dos fragmentos

dos extratos naturais em estudo e respectivos encapsulados em silica. A faixa de
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identificacdo massa/carga neste tipo de equipamento varia de 1,5 a 1200 Da. As
analises foram realizadas tomando como referéncia os valores obtidos dos

espectros dos extratos puros antes do processamento e dados obtidos da literatura.

4.3.5 Método de BET de adsorcéo/dessorcao de nitrogénio

A caracterizacdo textural porosimétrica dos bioativos encapsulados foi
realizada através do método de BET de adsorcdo/dessorcdo de nitrogénio
desenvolvido por Brunauer, Emmett e Teller, em um analisador Flowsorb Il 300 da
Micromeritics. Inicialmente, todas as superficies de uma massa de amostra de
aproximadamente 200 mg foram dessecadas a 100°C. Nessas medidas, um volume
de gas nitrogénio é adsorvido a diversas pressdes, recobrindo inteiramente a

superficie do solido a -196°C.

4.3.6 Espalhamento de Raio X de baixo Angulo (SAXS)

Os dados de SAXS foram coletados no laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS; Campinas, BR utilizando um detector de area MAR CCD 165 (MAR
Research) e 120 segundos de exposicdo para cada medi¢do. Através desses dados
determinou-se a média do raio de giro e raio das particulas. Amostras do controle e
bioativo encapsulado em matriz de silica foram colocados perpendicularmente ao
feixe de raios X em uma célula de inox previamente selada de 1 mm de espessura,
usando comprimento de onda de 1,488 nm e uma distancia do detector — amostra de
448 e 2950 mm.

O feixe de raios X foi monocromatizado, o que significa de um monocromador
de silicio e toda as medidas foram realizadas em temperatura ambiente. Behenato
de prata foi usado como padrdo para calibracdo da distancia amostra — detector,
inclinacdo e posicédo do feixe direto. A analise dos dados foi realizada pelo IRENA
aplicado para o software Igor Pro 8.5 (WaveMetrics, Portland, USA).
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4.3.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)

O tamanho e a forma das particulas de bioativo encapsulado foram analisadas
por microscopia eletrénica de varredura num microscopio eletrénico de varredura de
JEOL, modelo JSM 6060, operando em 10 kv. Cada amostra foi preparada
colocando-se uma quantidade minima suficiente para cobrir a fita de carbono fixada
no suporte de aluminio (stub) formando uma fina camada e ap6s metalizacdo pela

aplicacao de uma fina camada de ouro.

4.3.8 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (CLM)

As andlises foram realizadas em um microscépio confocal de varredura a
laser Olympus, modelo Fluoview FV1000, equipado com quatro lasers de diodo, com
comprimentos de onda iguais a 405 nm, 473 nm, 559 nm e 635 nm. A partir de uma
varredura espectral, a intensidade maxima de fluorescéncia, para o extrato de
antocianinas utilizado foi determinado no intervalo entre 585 — 605 nm, o qual foi
considerado para a aquisicdo de imagens. As amostras dos encapsulados foram
depositadas sobre uma lamina de vidro (76 x 20 x 1 mm), embebidas em Nujol, e,
entdo cobertas por uma laminula de vidro. A laminula foi fixada a lamina pela

utilizacao de esmalte transparente.

4.3.9 Analise termogravimétrica (TGA)

A perda de massa durante a degradacéo térmica e a composicdo quimica do
bioativo encapsulado e do bioativo puro foi determinada por analise de TGA, usando

panelas de aluminio sob as seguintes condi¢cdes: amostra — aproximadamente 10
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mg; atmosfera: nitrogénio (fluxo 50 mL/min.); velocidade: 20°C/min; e faixa de
temperatura para anélise: 40°C to 600°C.

Na analise dos filmes também foram utilizadas panelinhas de aluminio como
porta amostras sob as seguintes condicfes: amostra — aproximadamente 10 mg;
atmosfera: nitrogénio (fluxo 50 mL/min.); velocidade de aquecimento: 10°C/min; e
faixa de temperatura para analise: 40°C a 1000°C. Os experimentos foram

conduzidos em um aparelho TGA (Shimadzu TGA- 50, Japan).

4.3.10 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As analises de DSC foram realizadas usando panelinhas de aluminio Stander
sob as seguintes condi¢cdes: filme — aproximadamente 3 mg; atmosfera: nitrogénio
(fluxo 50 mL/min.); velocidade 10°C/min; e faixa de temperatura para analise: -20 a
395°C. Os experimentos foram conduzidos em um aparelho DSC Q20 (TA

Instruments, USA).

4.4 AVALIACAO DOS MATERIAIS ENCAPSULADOS

Os materiais encapsulados foram avaliados quanto a capacidade de
lixiviagdo. Essa medida serviu para avaliar a potencial atividade inibitoria contra

determinados microorganismos patdgenos.
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4.4.1 Ensaio de lixiviagéo

Primeiramente foi realizada lavagem do material encapsulado com extrato de

antocianina com aliquotas de 4gua consecutivas e suficientes até alcancar auséncia

de sinal na leitura das aliquotas em espectrofotbmetro na regido do ultravioleta e

visivel. Apés, o material foi seco em estufa e entédo realizado o ensaio de lixiviagdo a

partir de 100 mL de uma solucdo aquosa de 200 mg/L do mesmo com coleta de

aliquotas de 5 mL no tempo zero (inicial), apés 30 min, 1 h, 1h30 min, 2 h, 3h e 5 h.

A determinagdo quantitativa do extrato nas aliquotas obtidas no ensaio de

lixiviacdo foi realizada baseada na curva de calibracdo (Figura 2), construida com

cinco padrbes de concentracdo conhecidos de acordo com a Equacao (4):

A=0,004.C - 0,018
Em que: A = Absorbancia e C = concentracdo em mg.L™.
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Figura 2. Curva de calibrac&o para antocianina em solugéo aquosa

(4)
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4.4.2 Avaliag&o antimicrobiana dos materiais encapsulados

4.4.2.1 Preparacao dos indculos

Foram preparados indculos de espécies de microrganismos relevantes para o
controle em industria de alimentos: Staphylococcus aureus ATCC H757,
Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC H254, Candida sp ATCC 4022-
7 e Aspergillus niger, todos oriundos da cole¢édo de microorganismos da Fundagéo
Oswaldo Cruz. As cepas dos microorganismos a serem testados foram mantidas a -
20°C e repicadas em agar sangue e incubadas a 35°C por 24h a fim de verificar-se a
morfologia das colbnias e a pureza da cultura.

O in6culo consistiu de uma cultura overnight de cada espécie bacteriana em
caldo Mdaller-Hinton, diluida no mesmo meio de cultura a uma concentracdo de
aproximadamente 10® UFC/mL.

O indculo foi preparado a partir da cultura ativa de cada espécie bacteriana,
diluida em solucdo salina 0,9% a uma concentracdo de aproximadamente 10°

UFC/mL, comparavel a solucéo padréo de McFarland 0,5.

4.4.2.2 Determinacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi testada pelo método de difusdo em agar Miller
Hinton conforme descrito na metodologia NCCLS (2003) 8.

Um volume absorvido da solugcdo salina padronizada contendo o
microorganismo de interesse foi semeada por estiramento com swab estéril no
sentido transversal e longitudinal nas placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton
para crescimento. O agar foi previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 30
min antes de ser vertido e solidificado nas placas.

Em seguida, um disco de papel filtro estéril (1200 Mesh) de aproximadamente

5mm de didmetro previamente impregnado com 25 pL de uma solucdo 25 ppm do
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agente antimicrobiano a ser testado foi fixado na superficie do meio para posterior
inoculacao e possivel migracdo do mesmo, conforme ilustrado no Esquema 17.

Discos
impregnados

m==P [ncubacio

Inéculo
Placa inoculada

Esquema 17. Procedimento para determinacéo da atividade antimicrobiana

As solucdes para teste foram preparadas através da diluicdo em agua
destilada e esterilizada para uma concentragdo de 25 ppm conforme as normas
NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standards (2003). O volume de
adsorcao da solucdo nos disco foi de 25 pL. A avaliacdo do potencial antimicrobiano
expresso pelos compostos definidos foi realizada em triplicata de ensaio.

Para efeito de comparacdo em relacdo ao tamanho do halo de inibicéo, foi
também testado o efeito de antibidticos impregnados em discos comerciais:
ampicilina (10 pg/disco), gentamicina (25 pg/disco) e cloranfenicol (30 pg/disco)
foram utilizados como controles positivos.

Os resultados obtidos do potencial antimicrobiano de cada composto foram
expressos como média de quatro medi¢des radiais resultantes da soma do diametro

do disco e do halo de inibicdo (mm = SD).
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4.4.3 Contagem microbiana de pescado embalada

A carne de peixe acondicionadas nos filmes foi avaliada quanto a Contagem
Bacteriana Total (CTB) (APHA, 2001) durante 5 dias de estocagem sob refrigeracao
na temperatura de 6 a 8°C. Amostras de carne contendo (25 + 0,2 g) foram
diariamente retiradas de cada embalagem e adicionadas de 225 mL de agua
peptonada 0,1%, e entdo homogeneizadas em stomacher. A CBT foi realizada em
agar PCA (Plate Count Agar), com inoculacdo em profundidade, apds incubacéo a

36°C por 48h. O procedimento foi realizado em duplicata.

4.4.4 pH

A analise de pH foi realizada usando pHmetro digital (Digimed, DM-21) com
eletrodo de vidro previamente calibrado com solugbes padréo pH 4, pH 7 e pH 10
que foi inserido numa porcao do filé de peixe previamente macerado em gral em

triplicata durante os 4 dias de monitoramento.

4.4.5 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante do extrato de antocianina bem como seus
encapsulados foi determinada através da atividade de sequestro do radical 2,2-
azino bis (acido 3—etilbenzotiazolina —6-sulfénico) (ABTS). Os experimentos foram

realizados usando método ABTS *°

gue envolve a geracao de radical cromoéforo
ABTS pela oxidacdo do ABTS com persulfato de potassio. O céation do radical ABTS
foi produzido pela reacéo de solucdo estoque de ABTS 7 mmol.L™ com persulfato de
potassio 140 mmol.L™ (concentracao final) deixando a mistura descansar no escuro
por no minimo 12 h em temperatura ambiente antes do uso. Para o ensaio, o radical
ABTSe mais a solucéo foram diluidos com solugéo salina de tampéao fosfato pH 7,0

(PBS) para uma absorbéancia de 0,7 (x0,02) em 734 nm lida apds 6 min.
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As medidas foram realizadas com 0,2 mg, 0,4 mg, 0,6 mg, 0,9 mg e 1,1 mg de
extrato de antocianina e 0,2 mg, 0,5 mg, 1 mg, 2 mg dos encapsulados.

4.5 AVALIACAO DO FILME ATIVO E INDICADOR

O filme ativo e indicador foi avaliado conforme variacdo dos parametros
colorimétricos, pH da carne de peixe e contagem pela contagem de microrganismos
componentes da microbiota deteriorante durante monitoramento do processo de

degradacéo do filé de peixe Tilapia.

4.5.1 Analise de cor (Colorimétrica)

Os parametros colorimétricos do filme indicador foram determinados em
colorimetro modelo CR 400 (Konica Minolta). Os valores de L* (luminosidade),
parametros a* (vermelho-verde) e b*(amarelo — azul) foram utilizados para avaliagéo
das mudancas de coloracdo do filme em contato com a filé de peixe Tilapia para
monitoramento da alteracdo do pH da carne devido ao processo de degradacao
natural desse alimento.

Os testes foram realizados em triplicata e avaliou-se a diferenga total de
coloracdo (AE) de acordo com a Equacéo (5) e intensidade através do indice Croma
(*C) de acordo com a Equacéo (6):

AE = [(AL*)*+ (Aa*)? +(Ab*)]2 5)

Em que: AL = L* — Lo*; Aa = a* - ap* e Ab* = b* - bp* e (Lo*, ao*, bo* s@o valores
do TTI controle, ou seja, sem antocianina encapsulada)

*C = (a*z + b*2)1/2 (6)

O filme foi cortado em quadrados de 2 x 2 cm e colocado em contato direto
com pedacos de filé de peixe do tipo Tilapia que apos foram lacrados em sacos
plasticos de filme de polietileno de baixa densidade (PEBD) sob vacuo e mantidos
sob refrigerac@o de 6 a 8°C. Os filés foram retirados de peixe oriundo do criadouro

pertencente ao Instituto Federal — Concordia e preparados apds rigor mortes (4h)
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sob condi¢des higiénicas de manipulagédo. Foi realizado monitoramento diario do
filme através da analise colorimétrica, alteracdo de pH da carne através de pHmetro
digital calibrado e contagem de microrganismos componentes da microbiota

deteriorante durante 5 dias. O experimento foi realizado em triplicata.

4.5.2 Medida de espessura e propriedades mecanicas

4.5.2.1 Medida de espessura

A medida de espessura dos filmes foi realizada com um micrémetro milesimal
0-30 mm, marca Tesa e modelo Micromaster (precisdo: 0,001 mm). Os resultados

foram obtidos da média de cinco pontos de cada filme produzido.

4.5.2.2 Resisténcia a tracao

Os filmes controle e indicador foram cortados em corpos de prova de 36 X
6,25 mm e condicionados a temperatura de 23°C + 2°C e umidade relativa de 50% =+
10%, por 48 h, de acordo com a norma D618-08 da American Society for Testing
Materials (ASTM, 2008).

O equipamento usado para estabelecer os parametros foi um Emic DL®
modelo 2000. Ele foi equipado com uma célula de carga de 50N (Trd 18) e
velocidade de 5 cm/min em temperatura em torno de 20°C sob 50% de umidade

relativa.
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Figura 3. Foto ensaio de resisténcia a tragao (corpo de prova do filme controle).

O ensaio de resisténcia a tracdo (Figura 3) foi realizado em triplicata na

posicao axial baseado na norma ASTM D882-09 da American Society for Testing

Materials (ASTM, 2009) em que foi avaliada a forca maxima componente (em

Newtons - N) versus deformacdo (mm) para determinagdo das propriedades

mecanicas dos filmes produzidos (flme controle e filme indicador). A forca maxima é

medida diretamente pelo instrumento e a resisténcia a tracdo ou tensdo de ruptura

(N/mm? ou MPa) e a deformacao na ruptura (%) séo determinadas pelas Equagdes 7

e 8, respectivamente:

RT =FR/(LCP x ECP)

DR = (ET / DG) x 100

Onde:

RT — Resisténcia a tracdo (N/mm? ou MPa)

DR — Deformacéao na ruptura (%)

FR — Forca de ruptura (N)

ET - Elongacéo total antes da ruptura do filme (mm)
DG - Distancia inicial entre as garras (mm)

LCP — Largura do corpo de prova (mm)

ECP - Espessura mediana do corpo de prova (mm)

(7)
(8)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentro do escopo de investigacdo da presente dissertacdo foi realizada
inicialmente, uma pesquisa exploratoria de atividade antimicrobiana de alguns
extratos naturais, a saber: extrato de antocianina obtido de casca de uva, oliva,
cdrcuma, urucum, tanino e seus, respectivamente, materiais encapsulados em silica
via processo sol-gel que, conforme seus resultados, norteariam a escolha do extrato
para investigacdo da pesquisa. A Tabela VI apresenta os resultados dos ensaios de
atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em disco. Para fins comparativos,

medidas com antibiéticos foram também realizadas.

Tabela VI. Atividade antimicrobiana dos extratos puros e dos antibiéticos (Cloranfenicol, Gentamicina
e Ampicilina) de referéncia, avaliada através do ensaio de difusdo em disco (mm)®

Amostra E. coli_ S. aureus A. niger Candida sp B.c.aureus
(gram-negativa) (gram-positiva) (fungo) (levedura) (gram-positiva)
Urucum - 15,7+ 0,6 - - 13+1,0
Curcuma - - - - -
Tanino - 21,3+0,6 11,11 10,67 + 0,68 22,3+0,6
Oliva - - - - 10,3+ 0,6
Antocianina 10,56 = 0,69 - 11,78 £ 0,19 9,33+0,33 -

Cloranfenicol 23,22 + 3,10 23,22 + 3,10 - - -
Gentamicina 16,56 + 1,64 17,89+ 1,54 - - -
Ampicilina 20,44 +1,71 25,67 + 2,03 - - -

#Zona de inibicdo (mm) incluindo o didmetro do disco, de 5mm. Dados referentes & média de trés replicatas + desvio padréo.
(-) inibicdo ndo detectada.

A intensidade dos halos radiais formados para os extratos naturais avaliados,
bem como os antibi6ticos utilizados como controle, estdo ilustrados na Figura 4 para

melhor compreenséo dos dados numéricos expressos na Tabela VI.
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3) (4)

Figura 4. Ensaio de difusdo em disco com Staphylococus aureus para tanino (1), urucum, (2)

gentamicina (3) e com Bacillus cereus para tanino (4).

Dentre os extratos naturais, 0 tanino e antocianina apresentaram atividade
forte, similar aquela obtida para os antibiéticos controle para o ensaio de difusdo em
disco. A curcuma ndo apresentou atividade e o urucum e o0 extrato de oliva
apresentaram atividade fraca e moderada, respectivamente.

Apesar de no presente ensaio ndo haver resultados positivos de acao
antimicrobiana para curcuma, de acordo com a literatura esse extrato natural
apresenta atividade antimicrobiana 2°.

O efeito antimicrobiano de maneira geral foi mais pronunciado para as
bactérias gram-positivas do que negativas, pois somente a antocianina apresentou
efeito inibitério para E. coli (gram-negativa). Isso sugere influéncia de suas
morfologias no mecanismo de acao.

O mecanismo de acdo de agentes antibacterianos é de dificil elucidagdo, mas
podem incluir inibicdo da sintese de parede celular, interrupcdo da membrana,
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inibicdo da sintese de proteinas ou acidos nucleicos e interferéncia com sinteses de
folato *%°

Nas bactérias gram-negativas (Esquema 18), a parede celular estd composta
por uma camada de peptidioglicano e um envelope celular formado por

lipoproteinas, lipopolissacarideo (LPS) e fosfolipideos.
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Membrana celular Peptidioglicano
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Esquema 18. Membrana bacteriana — Bactéria Gram-negativa. Adaptado de %

O peptidioglicano, responsavel pela protecdo do citoplasma frente as
diferencas de pressdo osmatica entre os meios externo e interno, confere rigidez ao
corpo bacteriano. O peptidioglicano esta localizado entre a membrana citoplasmatica
(interna) e a membrana externa, onde também séo encontradas enzimas hidroliticas
(fosfatases, nucleases, proteases e outras), que facilitam a nutricdo bacteriana,
proteinas de ligacdo, que participam da captacao de acucares e aminoacidos a partir
do meio, enzimas que inativam certos antibiéticos *?:?,

Entre suas func¢des, a membrana externa representa uma barreira molecular,
prevenindo ou dificultando a perda de proteinas periplasmaticas e o acesso de
enzimas hidroliticas e certos antibiéticos ao peptidioglicano #* 122,

Entretanto, a parede celular das bactérias gram-positiva (Esquema 19) e
gram-negativa sao diferentes. A parede celular da bactéria gram-positiva € espessa,

10 a 50 nm, chegando até a 80 nm e a da gram-negativa € menos espessa (7,5 a 10
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nm). A membrana citoplasmatica adere fortemente ao componente interno da célula
bacteriana. A parede celular da bactéria Gram-positiva € Unica e consiste de uma
camada espessa, composta quase que completamente por peptidioglicano,
responsavel pela manutencdo da célula e sua rigidez. As multiplas camadas de

peptidioglicano (15 a 50 nm) das bactérias Gram-positivas constituem uma estrutura

extremamente forte em tensdo, enquanto que nas Gram-negativas o peptidioglicano
| 122,123

€ apenas uma camada espessa e, consequentemente, fragi

Peptidioglicano

Membrana celular

Esquema 19. Membrana bacteriana — Bactéria Gram-positivo. Adaptado de *°.

As diferencas estruturais entre esses dois tipos de bactérias podem explicar
0s resultados do ensaio antimicrobiano visto que a inibicdo de bactérias do tipo
gram-negativa foi mais dificil.

Diante dos resultados expressos na Tabela VI o tanino, o urucum, o extrato de
oliva e de antocianina foram escolhidos, como ingredientes ativos, foco de
investigacdo da presente pesquisa, somado ao baixo numero de publicacdes
referentes ao uso desses compostos como agentes antimicrobianos e/ou
antioxidantes para alimentos, observados durante o levantamento do estado-da-arte.
Cabe ainda salientar que o tanino e a antocianina apresentaram o maior espectro de
atividade para o grupo de microorganismos avaliados, inibindo também o
crescimento de fungo e levedura.
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5.1 EXTRATOS ENCAPSULADOS EM SILICA

Os extratos de fonte natural selecionados foram encapsulados em silica, via
rota sol-gel e receberam identificacdo de acordo com a seguinte codificacao: trés
primeiras letras do nome do extrato natural seguido do valor da concentracdo em %
e das letras A (rota acida) ou B (rota bésica), conforme descrito no capitulo Materiais
e Métodos.

Os produtos encapsulados foram obtidos na sua maioria via catalise acida,
devido os ensaios preliminares isentos de extratos terem demonstrando que essa
rota apresenta rendimentos superiores na ordem de 5 vezes, ou seja, enquanto
obtém-se via rota basica 1 g de material encapsulado, via rota acida obtém-se 5 g

nas mesmas condicdes.
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Tabela VII. Atividade antimicrobiana dos extratos encapsulados em silica e dos antibiéticos de
referéncia, avaliada através do ensaio de difusdo em disco (mm)®

Amostra E. coli S. aureus A. niger Candida sp B. c.aureus
(gram-negativa)  (gram-positiva) (fungo) (levedura) (gram-positiva)

OLI2.5A - - - - -
OLI2.5B - - - - -
URU25A - - - - -
TAN25A - - - - -
TAN25B - 21,7+0,6 - - 21,0+0,1
ANT10A - 9,8+0,3 51+0,2 - -
ANT25A - 93+0,5 NR NR NR
ANT35A - - - - -
ANT25B - - NR NR NR
ANT50B - - - - -
Controle A (silica) - - - - -
Controle B (silica) - - - - -
GENZ20A 24,6 £0,9 11,2+ 0,8 NR NR NR
AMP20A 194+1,1 - NR NR NR

#Zona de inibigdo (mm) incluindo o didmetro do disco, de 5mm. Dados referentes & média de trés replicatas + desvio padrao. (-)
inibicdo ndo detectada.
NR — Néo realizado

Dentre os materiais encapsulados destacam-se 0s contendo tanino e
antocianina quanto a acao antimicrobiana. O material encapsulado obtido via rota
bésica contendo tanino apresentou atividade inibitoria para as duas espécies gram-
positivas testadas: (Baccilus cereus aureus e Staphylococus aureus) ao contrario do
obtido via rota acida que nao apresentou atividade.

Os materiais encapsulados obtidos via rota acida contendo antocianina
apresentaram atividade inibitéria para espécie gram-positiva Staphylococus aureus e
para fungo Aspergillus niger enquanto os materiais obtidos via rota basica néo
apresentaram atividade. JA os materiais encapsulados contendo extrato de oliva
obtidos, tanto via rota acida quanto rota basica (OLI2.5A e OLI2.5B, apresentarem
atividade inibitoria nula.

Entretanto, alguns extratos que apresentaram atividade inibitoria significativa,
nao apresentaram o mesmo desempenho quando encapsulados como o urucum e o
extrato de oliva. A concentragcdo de extrato nos encapsulados bem como sua

composicao textural podem ser fatores determinantes para sua efetiva atividade.
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Diante desses resultados, o tanino, o urucum e os extratos de oliva e de
antocianina foram escolhidos para as etapas seguintes na presente investigacao.

Os bioativos mencionados anteriormente foram entdo avaliados para
elucidacdo dos fatores determinantes de eficiéncia quanto a acdo antimicrobiana
determinando-se o nivel de encapsulamento na rede de silica, morfologia e textura
das particulas obtidas, bem como as propriedades fisicoquimicas através de

diferentes técnicas analiticas que serdo discorridas daqui em diante.

5.1.1 Extrato de oliva

Apesar do extrato de oliva puro apresentar atividade antimicrobiana fraca para
Bacillus cereus esse mereceu atencdo. Portanto, as amostras de extrato de oliva e
extrato de oliva encapsulado (OLI2.5A) foram analisadas via GC-MS para fins
comparativos de modo a evidenciar a presenca dos compostos quimicos
constituintes principais do extrato no encapsulado.

A Figura 5 abaixo apresenta o espectro de massa do extrato livre indicando o
fragmento m/z 287 como o de maior intensidade também identificado para o extrato
encapsulado, sugerindo que o principio ativo encontra-se inalterado no interior do

material encapsulado.
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Figura 5. GC-MS do extrato de oliva puro.
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A fim de elucidar a possibilidade de nao liberagdo do extrato de oliva da rede
de silica durante o ensaio de a¢do antimicrobiana, uma quantidade em massa do
encapsulado OLI2.5A foi imerso em agua por algumas horas e apdés, analisada a
solucéo resultante via CG-MS. Verifica-se similaridade do padrdo de fragmentacéo
em relacéo ao espectro obtido da solucdo do extrato puro confirmando lixiviacdo do
material, 0 que sugeriu a interpretacdo de que provavelmente a concentracao de
extrato no encapsulado foi insuficiente para inibicdo dos microorganismos avaliados.
Estudos futuros sdo necessarios para otimizar as condicbes de encapsulamento

desse material.

5.1.2 Antocianina

A partir dos resultados obtidos na pesquisa exploratoria foram realizadas
novas rotas de encapsulamento com extrato de antocianina buscando otimizagéo
dos mesmos para atividade antimicrobiana e correspondente caracterizagbes. As
amostras de material encapsulado com extrato de antocianina foram preparadas
alterando-se alguns parametros da rota sol-gel, a saber: concentracdo de extrato
bem como tempo de adicdo do mesmo durante o processo. Os resultados para
atividade antimicrobiana dessas amostras seguem na Tabela VIII.

Tabela VIII. Atividade antimicrobiana das amostras de antocianinas encapsuladas avaliada através do
ensaio de difusdo em disco (mm)?

Amostra E. coli S. aureus A. niger Candida sp B. c. aureus

(gram-negativa) (gram-positiva) (fungo) (levedura) (gram-positiva)
ANT11A - 59+0,9 - - -
ANT20A - 9,6+0,5 11,3+ 0,5 - -
ANT37A - 11,2+0,4 - 53%0,7 -
ANT20A2h - 20,0+ 0,9 6,4+04 - -
ANT20A4h - 19,1+0,4 5605 - -
ANT20A12h - 17,0£0,9 9,4+0,6 - -

ANT20A20h 6,7+0,3 19,2+ 0,6

Controle A - - - - -

“Zona de inibigdo (mm) incluindo o didmetro do disco, de 5mm.
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De modo geral, todas as amostras otimizadas apresentaram atividade
satisfatoria para Staphylococus aureus (bactéria gram positiva), Aspergillus niger e
Candida sp variando a intensidade, mas ndo apresentaram atividade antimicrobiana
para os microrganismos Escherichia coli (bactéria gram negativa), e Bacillus cereus
(bactéria gram positiva), Staphylococus aureus. Destacam-se dentre elas a amostra
ANT11A, ANT20A, ANT37A e ANT20A6h obtidas via rota acida como as de menor
atividade e as amostras ANT20A2h e ANT20A4h como as de melhor atividade.

As amostras ANT20A2h, ANT20A4h, ANT20A12H e ANT20A12H séao
derivacdes da amostra ANT20A, porém com variacdo no tempo de adi¢cdo do extrato
de antocianina apés o inicio do processo de obtencéo do sol-gel de silica: 2 horas, 4
horas, 12 horas e 20 horas respectivamente, visando deixar a antocianina mais na
superficie externa do gréo.

A preservacao da funcionalidade e estrutura molecular apds encapsulamento
foi avaliada através de espectroscopia de ultra-violeta — visivel por refletancia difusa
(UV-DRS), espectrometria de massa com eletroionizagao por eletrospray positivo e
analisador por tempo de voo — (TOF MS) e infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR).

Os materiais encapsulados com antocianina foram analisados semi-
quantitativamente via UV-DRS utilizando-se a banda de absor¢cdo 280 nm como
referéncia para construcdo da curva de calibragdo visto que para as amostras
obtidas via rota basica a banda de absorcdo em torno de 520 nm, caracteristica do

cation flavinio é reduzida (Figura 6).
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Figura 6. Espectro UV-Vis por DRS da antocianina e seus respectivos materiais encapsulados
obtidos via rota &cida (ANT25A) e rota béasica (ANT25B).

Realizou-se ensaio de lixiviagdo com amostra de material encapsulado que
apresentou boa atividade antimicrobiana (ANT20A4h) e atividade ruim (ANT11A)
através de medidas de concentracdo dos principios ativos dos eluatos (amostras
liquidas) por espectrometria no UV-visivel. O procedimento do ensaio encontra-se
descrito no capitulo Metodologia como Ensaio de lixiviacdo. Os resultados obtidos
podem ser visualizados na Figura 7 e demonstram que a antocianina esta presente
no substrato e esta sendo lixiviada ao longo do tempo quando em contato com

solvente compativel (Agua) de maneira gradativa.
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Figura 7. Espectro UV-vis do lixiviado da amostra ANT20A4h.

Na Figura 8 podemos comparar 0s resultados quantitativos obtidos para

ambas amostras.
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Figura 8. Concentracdo de antocianina lixiviada em meio aquoso em funcéo do tempo.

Resultado referente a uma Unica determinacao.
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De acordo com a Figura 8, a concentracdo de antocianina no lixiviado do
encapsulado ANT20A4h foi superior ao longo do tempo se comparado ao ANT11A,
porém observa-se aumento 24,7% na concentracdo do eluato de ANT20A4h e
aumento de 80,4% na concentracdo do eluato de ANT11A apos 5h indicando maior
lixiviacdo do extrato ao longo do tempo para essa ultima.

Isso pode ser atribuido as concentracdes iniciais de antocianina (ANT11A ~
11%; ANT20A4h ~ 20%) e também as caracteristicas morfoldgicas e texturais dos
materiais. A amostra ANT11A apresenta um tamanho de poro trés vezes menor que
a ANT20A4h, porém uma area especifica muito superior, aproximadamente 80
vezes maior. Nesse caso, a area especifica maior pode facilitar a interacdo da
antocianina imobilizada na rede de silica com o solvente (agua) devido aumento da
superficie de contato. Quanto ao nivel de organizacdo das particulas, ambas as
amostras apresentam as mesmas caracteristicas. Portanto, ndo ha interferéncia no
processo de lixiviacdo dos materiais.

Além disso, estéo ilustradas na Figura 9 as fotos das amostras de antocianina,
encapsulada via rota acida e encapsulada via rota basica, indicando a presenca da
antocianina na rede de silica, devido a aquisicdo de sua cor caracteristica (purpura

escuro) apoés processo sol-gel.

1 2 3

Figura 9. Fotos de antocianina pura (1), antocianina encapsulada via rota &cida (2) e

antocianina encapsulada via rota basica (3).

As antocianinas apresentam grande suscetibilidade a alteracbes de pH sendo
mais estaveis em solu¢cdes de pH acido do que alcalino. O Esquema 20 apresenta

as quatro estruturas quimicas predominantes da antocianina quando a solucéo
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passa de neutra a acidificada: a base quinoidal, o cétion flavinio, o carbinol ou

pseudobase e a chalcona **
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Esquema 20. Formas estruturais predominantes da antomamna em solugcdo aquosa em
diferentes faixas de pH. Adaptado de ®

A coloragéo lilds da antocianina encapsulada via rota acida deve-se a
predominancia da espécie cation flavinio devido as condigbes da rota serem em pH
proximo de 2, porém tal coloracdo ndo é observada no encapsulado obtido via rota
bésica visto que as condi¢des da rota oferecem um meio alcalino inicialmente, mas
que altera-se no decorrer da sintese devido a formacgéo do sol-gel que gera sub-
produtos como o etanol durante sua sintese que acidificam o meio levando a

predominéancia da espécie chalcona, incolor.
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Nos espectros de absorgcéo no infravermelho (Figura 10) observam-se alguns
deslocamentos das bandas de absor¢cdo comparativamente a antocianina livre em

relacdo as amostras encapsuladas tanto obtidas via rota acida quanto rota basica.
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Figura 10. Espectro infravermelho das amostras de antocianina e respectivos encapsulados
(ANT50B e ANT37A).

Na Tabela IX podemos compreender melhor essas alteracbes comparando os
valores das bandas bem como os deslocamentos observados nos espectros de
infravermelho obtidos.
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Tabela IX. Atribuicdo das bandas obtidas no infravermelho para antocianina e encapsulado obtido via
rota 4cida e basica

Tipo de vibracéo NGmero de onda (cm™)
Antocianina ANT37A A ANT50B A
Estiramento O-H 3400 3345 60 3376 29
Estiramento C=C-H 2934 2933 1 2934 0
Estiramento CC 1630 1630 0 1630
Estiramento C_-C 1517 - - 1517
Estiramento C.C-C 1451 1451 0 - -
Deformacéo angular C-O 1346 - - - -
(fenol)
Estiramento anel pirano 1230 - - - -
Estiramento C-O (éter) 1150 - - - -
Estiramento C-O (alcool) 1024 - - - -

A banda de estiramento da vibragdo dos grupos hidroxila (O-H) e de ligacdes
de hidrogénio entre estes grupos que para antocianina verifica-se em torno de 3405
cm™ com grande intensidade, atenua-se e desloca-se para 3376 cm™ quando
encapsulada via rota basica e para 3345 cm™ quando encapsulada via rota acida. Ja
as bandas de estiramento C-H de carbono aromatico representada pela banda em
2934 cm™ e estiramento axial de (C-C) do anel aromatico em torno de 1630cm™ nao
sofrem deslocamento apés processo de encapsulamento.

As demais bandas identificadas no espectro de infravermelho da antocianina
ndo sdo observadas ou ndo sofrem deslocamento consideravel demonstrando que
as interacfes ocorrem entre as hidroxilas presentes na estrutura da antocianina e 0s
atomos de oxigénio do grupamento (-O-Si-O-) e as hidroxilas dos grupos silandis (-
Si-OH) da rede de silica formada ap6s sintese do material encapsulado
possivelmente através de ligacdes de hidrogénio, conforme Esquema 21.
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Esquema 21. Proposta de intera¢gBes entre antocianina e a rede de silica

Complementando a caracterizacdo dos materiais encapsulados de
antocianina realizou-se a analise de espectrometria de massas com o objetivo de
verificar a preservacdo do extrato apOs rota de encapsulamento. Nos espectros
obtidos, tanto para o antocianina livre, quanto para antocianina encapsulada via rota
acida e bésica, o fragmento de maior intensidade foi 0 m/z 282 Da. Esse fragmento
pode ser atribuido a quebra das liga¢cGes glicosidicas dos carbonos do anel pirano

ligados aos grupamentos éteres conforme Esquema 22.

OH o+

O o+
® G -183 Da . 2 O
HO O o — O 2 ot
O OH A+
Ao o
OH HO OH OH

HO

Esquema 22. Estrutura da principal antocianina presente no bioativo antes da fragmentacao
(m/z 465 Da) a esquerda e apos fragmentacao (m/z 282 Da).
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Sendo assim, as técnicas de espectroscopia de UV-DRS, espectrometria de
massa e espectroscopia no infravermelho demonstraram preservagao das
caracteristicas estruturais apos encapsulamento.

A Microscopia confocal de varredura a laser (CSLM) fornece imagens
baseadas na fluorescéncia emitida pela amostra, proporcionando ampliacdes tipicas
de microscopia Optica. Utilizando o laser de comprimento de onda de 559 nm, as
moléculas caracteristicas do extrato de antocianina foram excitadas e através da
leitura sequencial da intensidade de fluorescéncia em intervalos de comprimento de
onda pré-definidos encontrou-se o0 maximo de emissdo do bioativo de interesse.

A Figura 11 apresenta a micrografia (ampliacdo — 20 vezes) observada no
intervalo de comprimento de onda em que a intensidade é maxima. A cor vermelha
foi escolhida no proprio software de aquisicdo de dados (FV10 — ASW) para

identificacéo do extrato de antocianina nas amostras.

Figura 11. Micrografia da antocianina no intervalo de comprimento de onda em que a

intensidade do extrato de antocianina € maxima

A Figura 12 exibe as imagens obtidas da resultante da projecdo em z de

varios planos focais (selecionado em 1 um de espessura cada).
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(1)

3)
Figura 12. Micrografia dos encapsulados com antocianina ANT50B (1),
ANT25A (2), ANT20A4H (3) e ANT11A (4).

Pelas imagens verifica-se que a fluorescéncia é observada em toda a
extensdo do grao, o que significa a existéncia de antocianinas em todo o volume do
material encapsulado homogeneamente distribuidas.

Através dessas micrografias é possivel ver diferenca de tamanho de graos
gerados no colapso da estrutura do gel no processo de secagem classificando as
amostras ANT50B e ANT25A como as de menor tamanho de grdo e as amostras
ANT20A4H e ANT11A como as de maior tamanho de gréo.

Uma vez que, para cada amostra, variou-se poténcia do laser e a atenuacéo
do ganho de sinal, as intensidades do brilho das imagens ndo sdo comparaveis a
ponto de indicar a amostra com maior ou com menor teor de extrato de antocianinas
incorporado. Entretanto, diferengas no teor do bioativo em uma mesma imagem

podem ser claramente visualizadas, onde regibes de maior concentragao
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apresentam um brilho mais intenso. Portanto o bioativo encontra-se bem distribuido

na superficie dos grdos mas com algumas regides de maior aglomeracgao.

5.1.3 Tanino

A preservacao da funcionalidade e estrutura molecular apds encapsulamento
foi avaliada através de espectrometria de infravermelho. A Figura 13 demonstra a

presenca de tanino na amostra de material desse bioativo encapsulado via rota
basica (TAN25B).
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Figura 13. Espectro infravermelho das amostras de tanino livre e tanino encapsulado (TAN25B)

Os valores das bandas caracteristicas do tanino em estudo comparativamente
as identificadas em TAN25B encontram-se na Tabela X. Podemos observar que
ocorreram alguns deslocamentos em que o A é superior a 4 cm™, resolucdo
empregada.
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Tabela X. Descricdo do espectro de infravermelho de tanino e respectivos encapsulados

Tipo de vibracdo NGmero de onda (cm™)
Tanino TAN25B A
Estiramento O-H 3450 3442 12
Estiramento C-C 1630 1627 3
Estiramento C=C 1506 - -
Estiramento C=C-C 1455 - -
Estiramento C-O 1344 - -
Estiramento C-O 1230 - -
Estiramento C-OH 1158 - -
Estiramento C-O 1029 - -

Devido a estrutura do tanino, ser semelhante a da antocianina, também
observa-se a banda de estiramento da vibracdo dos grupos hidroxila (O-H) e de
ligacOes de hidrogénio entre estes grupos que, para o tanino, verificam-se em torno
de 3450 cm™ com grande intensidade, porém atenua-se e desloca-se para 3442 cm’
! quando encapsulado via rota basica. A banda em 1630 cm™ caracteristica de
estiramento axial de (C-C) do anel aromatico ndo apresenta deslocamento
significativo no material encapsulado,.pois encontra-se em 1627 cm™ As bandas
entre 1506 e 1455 cm™ de estiramento axial C=C e C-C do anel aromético e demais
bandas abaixo de 1300 cm™ ndo s&o mais evidenciadas no espectro de TAN25B.

Os resultados indicam que as interacbes ocorrem entre as hidroxilas
presentes na estrutura do tanino e os atomos de oxigénio do grupamento (-O-Si-O-)
e as hidroxilas dos grupos silanéis (-Si-OH) da rede de silica formada apos sintese

do material encapsulado possivelmente através de ligacdes de hidrogénio.
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5.1.4 Urucum

A preservacao da funcionalidade e estrutura molecular apds encapsulamento
foi avaliada através de espectroscopia de espectrometria de massa (CG-MS), FTIR
e analise elementar. Nos espectros de infravermelho (Figura 14) observa-se
deslocamento das bandas de transmitancia comparativamente ao extrato de urucum

puro em relacdo a amostra encapsulada obtida via rota 4cida (URU25A).
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Figura 14. Espectro de infravermelho de extrato de urucum e material encapsulado (URU25A).

Os valores das bandas caracteristicas do urucum em estudo,
comparativamente as identificadas em URU25A, encontram-se na Tabela XI.
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Tabela XI. Bandas obtidas no infravermelho para urucum e respectivo encapsulado (URU25A)

Tipo de vibracéo NGmero de onda (cm™)
Urucum URU25A A
Estiramento O-H 3403 3418 15
Estiramento C=C-H 2928 2937 8
Estiramento C=0 1640 1633 7
Deformacéo -COO-CH; 1414 - -
Estiramento C-O 1153 - -

A banda de estiramento da vibracdo dos grupos hidroxila (O-H) e de ligacdes
de hidrogénio entre estes grupos que para o urucum verifica-se em torno de 3403
cm™ com grande intensidade, porém atenua-se e desloca-se para 3418 cm™ quando
encapsulado via rota &cida. A banda de (-CH) de alceno que para o extrato verifica-
se em torno de 2928 cm™ desloca-se para 2937 cm™ quando encapsulado e a banda
de deformacéo axial de (C=0) em torno de 1640cm™ desloca-se para 1633cm™.
Porém, as duas bandas caracteristicas de deformacéo (-COO-CH;) em 1414 cm™ e
estiramento (C-O) em 1153 cm™ desaparecem apés encapsulamento.

O deslocamento consideravel das bandas 3403 cm™, 2928 cm™, e 1640 cm™
identificadas no espectro de infravermelho do urucum demonstra que as possiveis
interacBes que ocorrem entre a rede de silica e o bioativo sdo formadas entre os
grupos funcionais (-COOH) e (-COOCHj3) presentes na estrutura do urucum (bixina e
norbixina) e os atomos de oxigénio do grupamento (-O-Si-O-) e as hidroxilas dos
grupos silandis (-Si-OH) da rede de silica formada apds sintese do material

encapsulado possivelmente através de ligacdes de hidrogénio.

5.2 CARACTERIZACAO TEXTURAL E MORFOLOGICA DOS MATERIAIS
ENCAPSULADOS

A caracterizacdo textural porosimétrica dos bioativos encapsulados foi
realizada através de adsorcdo/dessor¢cdo de nitrogénio apresentando, na sua

maioria, area especifica pequena e tamanho de poro caracteristico de estrutura
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mesoporosa. Os dados texturais foram calculados através dos métodos BET e BJH.

A avaliacéo textural morfolégica foi realizada via SAXS (Espalhamento de Raio X a

baixo angulo) e Microscopia Eletronica de Varredura (SEM).

5.2.1 Caracterizacao textural porosimétrica

O encapsulado de extrato de oliva (OLI2.5A) apresentou tamanho de poro de

24,29 A, volume de poro de 0,097 cm¥g e &rea especifica de 484,13 m?/g

caracteristico de estrutura mesoporosa? com &rea especifica elevada.

Os materiais encapsulados de antocianina, tanino e urucum também

apresentaram area especifica, diametro e volumes de poro caracteristicos de

estrutura mesoporosa, apesar das grandes variacdes, conforme Tabela XII.

Tabela XIl. Area especifica, tamanho e volume de poro

Amostra Area esPecifica Diametro de poro Volume de poro de adsorg¢éao
(m“/g) adsorcdo BJH (A) BJH (cm?/qg)
ANT10A 467,05 24,70 102x10°
ANT11A 296,77 19,19 0,4x10°
ANT20A 1,81 356,00 1x10°
ANT25A 124,04 34,81 128x10°
ANT20A2h 3,67 64,15 1,4x107°
ANT20A4h 2,73 65,43 0,7x10°
ANT20A12h 3,08 81,08 6,1x10°
ANT20A20h 89,12 27,07 27x10°
ANT37A 0,85 129,98 0,4x10°
ANT25B 3,83 72,28 7,5x10°
ANT50B 42,56 152,05 191x10°
TAN25A 260,05 25,38 47x10°
TAN25B 2,066 102,22 5x107°
URU25A 143,35 27,06 130x10°
Controle A 2,02 36,58 0,4x10°
Controle B 13,49 166,17 67x10°

A maioria dos materiais encapsulados obtidos via rota acida apresentaram os

maiores valores de area especifica, 0 que corroboram com o descrito na literatura

% Segundo Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada: microporos @ < 20 A; mesoporos < 20 A
@ < 500 A e macroporos @ > 500 A.
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120 Ao contrario da rota acida, a area especifica dos materiais obtidos via rota basica
foi pequena devido ao processo sol-gel em meio bésico render materiais com uma
morfologia mais compacta **’.

Dentre as amostras com maior area especifica e volume de poro, entretanto
menores diametros de poro destacam-se 0s encapsulados com extrato de
antocianina ANT10A, ANT25A; com tanino TAN25A e com urucum URU25A. Essas
amostras foram obtidas via rota acida de uma relacdo molar (1:12:0,04) de TEOS:
agua:catalisador enquanto que as demais foram obtidas através de uma rota
otimizada de relacdo molar (1:10:0,05). Isso demonstra que a relagdo molar entre o
precursor, agua e catalisador séo fatores que influenciam diretamente na porosidade
do material e ao diminuir a diferenca molar entre precursor e agua houve diminuicdo
de area especifica e consequentemente aumento de diametro de poro.

A amostra ANT11A apresenta-se como exce¢do o que pode ser explicado
pela baixa concentracdo de extrato encapsulado, pois a medida que aumenta-se a
concentracdo de extrato encapsulado nota-se diminuicdo gradativa de &area
especifica.

Dentre os materiais derivados da ANT20A com variacdo de tempo de adicao
do extrato (ANT20A2h, ANT20A4h, ANT20A12h e ANT20A20h) nota-se aumento da
area especifica em relacdo a ANT20A porém mantendo-se constante até as 12
horas do inicio da sintese pois proximo do término do processo (~24h) em verifica-se
aumento significativo da mesma.

As amostras obtidas via rota basica também apresentam baixa éarea

especifica similar aquelas obtidas via rota acida otimizada.

5.2.2 Caracterizacao textural e morfoldgica

A técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) é uma excelente
ferramenta para a caracterizacdo xerogeéis, pois permite a elucidacdo da estrutura
multi-escala de particulas com tamanho entre 1 e 100 nm. A curva de SAXS dos
materiais apresenta uma estrutura formada por niveis de organizac¢ao constituida por
uma regido de Guinier e por uma lei de poténcia. A regido de Guinier permite uma

estimativa do raio de giro (Ry), ou seja, o tamanho das particulas primarias,
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engquanto que a regido da lei de poténcia fornece detalhes a respeito da organizagao
do sistema. A formacdo dos poros em materiais a base de silica esté relacionada
com o0 mecanismo de agregacao das particulas primarias. Em reacfes sol-gel, as
particulas primarias possuem tamanho nanométrico e agem como ndcleos para a
formacéo do gel.

Uma curva de SAXS do material (OLI2.5A) é apresentada na Figura 15.
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Figura 15. Curva de SAXS da amostra de extrato de oliva encapsulado (OLI2.5A).

De acordo com a Figura 15 as particulas que compdem o material sdo
organizadas em uma estrutura multi-escala formada por dois niveis de organizacao.
Através do ajuste do nivel 1, localizado em regido de q maior que 2 A, pode-se
determinar o raio de giro (Ry) das particulas primarias. O nivel 2, situado em regido
de g menor que 0,1 A fornece informac&o sobre a organizacéo dessas particulas,
ou seja, a respeito da estrutura fractal dos clusters (tamanho dos clusters =
particulas secundarias) resultantes da agregacéo das particulas primarias (Esquema
23).
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Particula de silica
Rg nivel 2

Esquema 23. Modelo de agregacéo de particulas primarias de secundarias

A estrutura do aglomerado de particulas priméarias que constituem o Nivel 2
pode ser obtida através da andlise do expoente da lei de poténcia (Lei de Porod) na

curva de espalhamento.

(a) 1<P<3 (b) 3<P<4 (c) P=4

Esquema 24. Modelo de agregacgédo dos clusters a) Fractal de massa b) Fractal de superficie
c) Estrutura de Porod. Adaptado de *%°.

De acordo com o Esquema 24, se o expoente da lei de poténcia (I a g-P)
estiver entre 1,0 e 3,0, as particulas secundarias apresentam uma estrutura fractal
de massa. Quando o expoente estiver entre 3,0 e 3,9, as particulas secundarias
possuem uma estrutura fractal de superficie. No caso de um expoente igual a 4,0,

tém-se particulas secundarias com nucleo denso e superficie uniforme.
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Os resultados obtidos através do ajuste unificado das curvas de SAXS para a
amostra OLI2.5A foram 0,48 nm para 0 Ry e 3,62 para o valor de P no nivel 2 e R
de 0,75 nm. Esses valores indicam que trata-se de particulas caracterizadas como
fractal de superficie.

As curvas de SAXS dos encapsulados de antocianina estdo apresentadas na

Figura 16.
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Figura 16. Curvas de SAXS dos materiais com antocianina encapsulada.

Os resultados obtidos através do ajuste unificado das curvas de SAXS para os

materiais podem ser visualizados na Tabela XIII.
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Tabela XIll. Raio de giro (Rg), valor de P no nivel 2 e raio da particula (Rp)

Amostra Rg nivel 1 (nm) P nivel 2 Rp (nm)
ANT11A 11 4,0 1,8
ANT20A 11 3,9 1,8
ANT37A 2,1 3,8 2,4

ANT20A2h 11 3,8 1,8
ANT20A4h 0,4 3,6 1,1
ANT20A6h 0,5 3,7 1,2
ANT20A12h 0,5 3,7 1,2
ANT20A20h 0,5 35 1,2
Controle A 0,8 3,5 1,5

Os valores de P no nivel 2 ndo apresentam variacfes significativas mantendo-
se entre 3,5 e 4,0. Esses valores indicam que tratam-se de particulas caracterizadas
como fractal de superficie com exce¢do da amostra ANT11A em que o valor obtido
de P foi 4,0, caracteristica de estrutura de Porod (esfera).

Entretanto os valores de Ry e Ry indicam variagdes quanto ao tamanho das
particulas devido a variacdo de concentracdo de extrato encapsulado e tempo de
adicdo do mesmo durante o processo de sintese.

As amostras ANT11A e ANT20A apresentam resultados de Ry e R, proximos
de 1 nm e 1,8 nm respectivamente porém a ANT37A com aumento consideravel de
extrato encapsulado (~37%) tem seus resultados praticamente dobrados indicando
que o aumento da concentracdo de extrato é diretamente proporcional ao aumento
da particula.

No entanto, ao variar o tempo de adicdo do extrato durante o0 processo
observa-se o contrario: diminui¢do gradativa dos valores de P, Ry e R, nas amostras
sintetizadas com adicdo de antocianina apos 4 h (ANT20A4h), 6h (ANT20A6h), 12h
(ANT20A12h) e 20 h (ANT20A20h). Partindo de 3,9 para o valor de P da amostra
ANT20A (adicdo do extrato no inicio da sintese) chega-se a 3,5 para a amostra
ANT20A20h (adicdo do extrato apos 20 h do inicio da sintese). Essa tendéncia
também é observada para os valores de Rg e Rp que partem de 1,1 nm e 1,8 nm
chegando a 0,5 e 1,2, respectivamente, quando comparadas as mesmas amostras.

Resultados similares foram obtidos para o tanino encapsulado via rota basica

(TAN25B) conforme curva de SAXS (Figura 17). Através do ajuste unificado das
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curvas: 0,2 nm para o Ry, 3,5 para o valor de P no nivel 2 e R, de 0,8 nm indicando

particulas caracterizadas como fractal de superficie.
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Figura 17. Curva de SAXS encapsulados de tanino (TAN25B).

Conforme mencionado anteriormente, além da técnica de SAXS para
elucidacdo da morfologia dos materiais em estudo fez-se uso do SEM que fornece
de maneira rapida informacdes sobre a morfologia.

As imagens (Figura 18) obtidas via SEM para os materiais encapsulados
mostram que ANT20A2h apresenta superficie lisa com ranhuras, mas os
encapsulados ANT37A e ANT50B apresentam superficie rugosa. Essas imagens
reforcam o0s resultados obtidos via SAXS em que essas amostras foram
caracterizadas como fractais de superficie, ou seja, estruturas com uma organizacao

tendendo a esférica, mas com certa rugosidade.
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10 pm

Figura 18. MEV do encapsulado, ANT50B (1), ANT37A (2) e ANT20A2h (3)

Nota-se que 0 aumento da concentracdo de antocianina no encapsulado
aumenta significativamente o tamanho dos aglomerados de particulas comparando-
se ANT37A (~37% extrato) e ANT20A2h (~20% extrato) obtidas via rota acida.

As amostras de encapsulados com tanino apresentaram atividade
antimicrobiana somente quando obtidas via rota basica como apresentado
anteriormente. Partindo dessa informacéo foi realizada caracterizacdo das amostras
obtidas em ambas rotas, acida e bésica.

A imagens (Figura 19) obtidas via MEV para os encapsulados TAN25A e
TAN25B mostram que ambos materiais apresentam superficie lisa com ranhuras.
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Figura 19. MEV do encapsulado TAN25A (1) e TAN25B (2)

Na literatura, as opinides variam em relacdo ao efeito das caracteristicas da
superficie na adesdo bacteriana. Alguns pesquisadores relatam que ha uma
correlacdo positiva entre adesdo e aumento da rugosidade, enquanto outros
pesquisadores nao reportam nenhuma correlacdo entre a habilidade da bactéria
aderir e irregularidades ou rugosidade das superficies. Essa aparente divergéncia
esta relacionada com o nivel de rugosidade estudada, com as espécies bacterianas
estudadas, os parametros fisico-quimicos da superficie e o método usado para
detectar a bactéria na superficie **’.

Os resultados de acéo antimicrobiana para as amostras TAN25B e ANT20A2h
revelam que para esses sistemas, a superficie lisa com ranhuras desses materiais
pode ter colaborado para maior interacdo dos bioativos em estudo com os

microorganismos testados.
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5.3 AVALIACAO TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A influéncia do processo de encapsulamento na resisténcia térmica das
amostras foi investigada através realizacdo de curvas termogravimétricas (TGA) e
sua derivada (DTGA) do extrato de antocianina e tanino, da amostra controle (silica
gel) e respectivamente encapsulados obtidos via rota acida e basica numa faixa de
temperatura de 30 a 600°C obtendo-se os seguintes resultados ilustrados na Tabela
XIV abaixo:

Tabela XIV. Temperaturas de degradacdo de tanino e antocianina e respectivos encapsulados

Amostra T, (°C) T, (°C) Perda de massa (%)
Antocianina 70 315 71,1
ANT25A 78 300 31,5
ANTS50B 63 312 43,5
Tanino 45 266 71,3
TAN25A 56 271 33,3
TAN25B 60 306 23,2
Controle A 42,6 87,7 9,8
Controle B 52,7 202 19

A derivacdo da curva obtida para antocianina livre indicou uma temperatura
méaxima de degradacdo em torno de 315°C (T,) com aproximadamente 71,1% de
perda de massa total. Ja a antocianina encapsulada via rota acida (TAN25A -
aproxim. 25% de antocianina) apresentou dois estagios de degradacdo: o primeiro
pico maximo (T,), foi em torno de 78°C que identificou a degradacéo de residuos de
agual/etanol do processo de encapsulamento e perda de massa de 9,6% e o
segundo pico foi em torno de 300°C com uma perda de massa de 19,2% totalizando
31,5% de perda de massa.

J4 a antocianina encapsulada via rota basica (ANT50B - aproxim. 50% de
antocianina) apresentou dois estagios de degradacdo. O primeiro pico maximo foi
em torno de 63°C que identificou a degradacdo de residuos de agual/etanol do

processo de encapsulamento e perda de massa de 3,4%. O segundo pico foi em
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torno de 312°C, resultado da degradacdo da antocianina em cépsulas de silica e
mostrou uma perda de massa de 27,6% totalizando ao final 43,5%.

Os resultados mostraram diminuicdo da perda de massa para 0s materiais
encapsulados sob a acdo de temperaturas mais elevadas, porém sem apresentar
consideraveis aumentos na temperatura de degradacdo. A diminuicdo de perda de
massa pode ser explicada pela diminuicdo da concentracdo de matéria organica
presente nos materiais encapsulados contendo antocianina.

Ja a derivacao da curva obtida para tanino indicou uma temperatura maxima
de degradacdo em torno de 266°C com 71,3% de perda de massa total, mas, ao
mesmo tempo a obtida para TAN25A (aproxim. 25% de tanino) apresentou dois
estagios de degradacdo. O primeiro pico do encapsulado de tanino maximo foi em
torno de 56°C que identificou a degradacéo de residuos de agua/etanol do processo
de encapsulamento e perda de massa de 13,8%. O segundo pico foi em torno de
307°C, resultado da degradacdo do tanino em capsulas de silica e mostrou uma
perda de massa de 22% totalizando ao final 33%.

JA a TAN25B (aproxim. 25% de tanino) apresentou trés estagios de
degradacdo. O primeiro pico maximo foi em torno de 58°C que identificou a
degradacdo de residuos de dgual/etanol do processo de encapsulamento e perda de
massa de 5,3%. O segundo pico foi em torno de 306°C e o terceiro em 517°C
resultado da degradacdo do tanino em capsulas de silica apresentando uma perda
de massa de 11,8% e 19,6% respectivamente totalizando ao final 23,2%.

Os resultados mostraram um aumento de 5°C no aumento da estabilidade
térmica para TAN25A (rota acida) e 35°C TAN25B (rota basica) baseado na T, que
estd associado a diminuicdo da perda de massa sob a acdo de temperaturas mais

elevadas.

5.4 AVALIACAO DE SINERGISMO TANINO X ANTOCIANINA

A antocianina foi o Unico bioativo livre que apresentou acdo antimicrobiana
contra o microorganismo Escherichia coli e quando encapsulada apresentou bons

resultados para Staphylococus aureus, Aspergillus niger e Candida sp que também
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foram obtidos para o tanino porém com um pequeno acréscimo de eficacia (Tabela
V).

Diante dos resultados de acdo antimicrobiana obtidos para tanino e
antocianina livres e encapsulados, investigou-se o sinergismo entre ambos partindo
do encapsulamento simultédneo via rota acida e basica e da mistura amostras que
demonstraram os melhores desempenhos para a aplicacdo mencionada.

A Tabela XV apresenta os resultados obtidos tanto para o encapsulamento
simultdneo quanto para mistura de seus encapsulados obtidos separadamente. A
concentragdo de ambos bioativos foi diminuida em 50% tanto em relacdo as
amostras de partida ANT522h e TAN25B devido a mistura ser na proporgdo (1:1)
guanto para o0 encapsulamento simultaneo. Para esse Ultimo, as amostras
receberam uma codificacdo formada pelas duas primeiras letras de cada bioativo

seguido da letra A (rota acida) e B (rota basica): ATA e ATB.

Tabela XV. Atividade antimicrobiana dos extratos puros e dos antibiéticos (Cloranfenicol e
Gentamicina) de referéncia, avaliada através do ensaio de difusdo em disco (mm)?

Amostra E. coli S. aureus A. niger
ANT522h - 20,0+0,9 6,4+04
TAN25B 21,7+0,6 -
ATA - 101 Né&o testado
ATB - - Né&o testado
ANT522h + TAN25B (1:1) - 12,6 £+ 0,6 7,8+0,3
GEN20A 24,6 £0,9 11,2+ 0,8
AMP20A 194+11 -

#38Zona de inibigdo (mm) incluindo o didmetro do disco, de 5mm. Dados referentes & média de trés replicatas + desvio padréo.
(-) inibicdo ndo detectada.

As amostras, ATA e ANT522h + TAN25B (1:1), apresentaram atividade
antimicrobiana moderada para S.aureus comparado aos antibiéticos gentamicina e
ampicilina encapsulados (GEN20A e AMP20A) mas ndo apresentaram atividade
para E. coli, enquanto que a ATB n&o apresentou para nenhum dos
microorganismos testados confirmando resultados anteriores para antocianina, que
gquando encapsulada via rota acida apresenta atividade antimicrobiana nula.

Portanto, o sinergismo n&o ocorre de maneira efetiva para ambos casos estudados:
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bioativos encapsulados separadamente seguidos de mistura mecanica e bioativos
encapsulados simultaneamente via rota acida visto que separadamente as amostras

de tanino e antocianina encapsuladas apresentaram resultados melhores quanto a
atividade antimicrobiana.

Os valores das bandas caracteristicas do espectro de infravermelho das
amostras ATA e ATB (Figura 20) encontram-se na Tabela XVI.
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Figura 20. Espectro de infravermelho de ATA e ATB.

Tabela XVI. Descricdo do espectro de infravermelho de ATA e ATB

Tipo de vibracéo NGmero de onda (cm™)
ATA ATB
Estiramento O-H 3427 3429
Estiramento C-C 1625 1625
Estiramento C-O 1074 1074

As férmulas estruturais das antocianinas e taninos sdo semelhantes e,
portanto as fungdes organicas presentes em ambos bioativos também. Isso impede

diferenciar ambos bioativos através desse tipo de técnica analitica no encapsulado.
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5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os compostos que séo facilmente oxidados sdo geralmente os melhores
antioxidantes (moléculas que podem doar um elétron livre ou &tomos de hidrogénio
para reagir com radicais livres). As antocianidinas e antocianinas tém mostrado uma
atividade antioxidante superior as Vitaminas C e E. Esses compostos sdo capazes
de capturar radicais livres pela doacéo de &tomos de hidrogénio fendlicos *.

Na determinacgédo da atividade antioxidante da antocianina livre e encapsulada
pelo método ABTS, esse radical é reduzido com concomitante descoloracédo (azul
esverdeado claro para incolor) na presenca de antioxidantes com doacdo de
hidrogénio.

Para avaliagdo da atividade antioxidante do extrato de antocianina que
conforme literatura ja € comprovada, e das amostras de encapsulado obtidos via
rota acida (ANT11lA e ANT20A4h) e rota basica (ANT25B) que apresentaram
resultado insatisfatério e satisfatério quanto a inibicdo microbiana, determinou-se
atividade antioxidante de diferentes quantidades dos materiais em funcdo do tempo
visto que no caso dos encapsulados ocorre a liberacdo gradativa do extrato ou ndo
conforme ensaio de lixiviacao.

Estudos anteriores provaram que as antocianinas tem um potencial redox
suficiente para reduzir o acido ascoérbico agindo como um eletrén doador, por um
mecanismo envolvendo a transferéncia simultanea de um eletrén e um préton *°.

A Tabela XVII mostra os resultados obtidos em que a antocianina livre
apresenta desempenho muito superior ao dos encapsulados. Isso pode ser atribuido
a concentracdo do composto livre no meio em contato com o ABTS ser muito
superior a liberada pelos encapsulados que jA encontram-se diluidos na rede de

silica.
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Tabela XVII. Atividade antioxidante do extrato de antocianina e seus encapsulados.

Amostra Quantidade Atividade capturadora do radical ABTS (%) no
(mg) decorrer do tempo (horas)
0 1 2 12
Antocianina 0,2 14,00 13,74 13,96 14,02
0,4 22,01 21,99 22,11 22,09
0,6 24,19 24,80 23,88 23,66
0,9 40,92 41,50 41,08 41,73
1,1 72,89 73,21 72,95 73,01
ANT11A 0,5 0,62 0,71 0,70 0,78
1,0 1,58 1,50 1,48 1,97
2,0 1,76 1,73 1,95 2,15
5,0 1,84 2,13 2,66 3,09
ANT20A4h 0,5 0,78 0,80 0,84 1,11
1,0 2,72 2,55 2,86 3,05
2,0 4,15 4,32 4,58 5,76
5,0 8,38 12,96 13,01 13,88
ANT25B 0,5 5,73 6,01 6,11 5,91
1,0 7,02 6,91 7,14 7,16
2,0 11,60 11,60 11,37 11,14

A guantidade de material influencia diretamente os resultados norteando para
futura aplicacdo em alimentos. Os dados obtidos para antocianina livre indicam uma
homogeneidade da atividade antioxidante ao longo do tempo obtendo-se atividade
méaxima de aproximadamente 73% para 1,1 mg do material, dentre as quantidades
analisadas. O resultado obtido vem de encontro com os dados da literatura, pois em
pesquisa envolvendo avaliagdo do potencial antioxidante de vegetais bastante
pigmentados, ricos em antocianina, a atividade antioxidante varia numa de faixa de
54,91% a 81,94% %2,

Porém, dentre os materiais encapsulados, a amostra que apresentou melhor
resultado foi a ANT25B com atividade méaxima de aproximadamente 11% para 2,0
mg do material. Ao comparar esse resultado com o resultado obtido para 0,6 mg de
antocianina livre em que as concentracfes do bioativo sdo aproximadamente
equivalentes, .verifica-se uma atividade antioxidante superior, ou seja, 13% mais que
para o material encapsulado, demonstrando que a antocianina quando livre € mais
efetiva do que quando encapsulada.

A amostra ANT25B também apresentou homogeneidade de resultados no
decorrer do tempo enquanto ANT11A e ANT20A4h n&o. Verifica-se entdo que a
quantidade de extrato foi liberada num Unico momento ao contrario das amostras

ANT11A e ANT20A4h que observa-se lixiviagdo gradual e lenta do material.
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O desempenho da amostra ANT11A foi ainda inferior ao da amostra
ANT20A4h mas isso se explica pela diferenca de concentracdo do extrato ja que

essa ultima tem o dobro da primeira.

5.6 CARACTERIZACAO DO FILME ATIVO E INDICADOR

A caracterizacao do filme indicador foi realizada utilizando espectroscopia na
regido do ultravioleta-visivel para comprovar a impregnacao do material encapsulado
contendo antocianinas no filme polimérico de quitosana/PVA além de analise térmica

e mecanica e avaliacdo da sua funcionalidade através da variacao total de cor.

5.6.1 Espectroscopia de Absorcdo Molecular na Regido do Ultravioleta e Visivel
por Refletancia Difusa (DRS)

A Figura 21 mostra que o filme de quitosana/PVA sem antocianina (filme
controle) ndo tem absorcdo significativa nas regiées do ultravioleta-visivel. J& no
espectro do filme indicador observa-se uma maxima absor¢do em 280 nm e proximo

a 520 nm, absorcdes caracteristicas da antocianina.
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Figura 21. Espectro no UV-Vis (DRS) da antocianina, filme controle e do filme indicador.

Esse resultado confirma a incorporacdo do material encapsulado contendo

antocianina no filme de quitosana/PVA.

5.6.2 Andlises térmicas — Termogravimetria (TGA) e Calorimetria de varredura
diferencial (DSC)

O TGA foi usado para investigar a distribuicdo de agua dentro dos sistemas e
para definir os limites de temperatura para aplicacdo do filme indicador
comparativamente ao filme controle e o DSC como medida de fluxo de calor, para
identificar possiveis alteracoes de mudanca de fase sem que haja variacdo de
massa, que por TGA ndo seria possivel determinar, como também fusdo e

cristalizagao.
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O comportamento térmico do filme indicador e do filme controle (sem
antocianina) frente ao aquecimento controlado encontram-se nos termogramas

apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Curvas TGA do filme indicador (A) e do filme controle (B).

Na curva de TGA do filme indicador foi observado perda de massa em 4
etapas. A primeira etapa de perda de massa 7,3%, entre 30°C e 105°C, foi devido a

perda de massa de agua superficial do material. A segunda etapa de perda de
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massa 12,5% ocorrida entre 180°C e 220°C foi devido a liberagdo da agua intrinseca
no filme. O processo de decomposicdo do filme indicador iniciou em 230°C e
prosseguiu até 500°C em duas consecutivas etapas com perdas de massa de 41,5%
e 50,9% respectivamente, correspondendo a 3° e 4° etapas. Nesse intervalo
observa-se um pico maximo em 257°C indicando a presenca do encapsulado de
antocianina incorporado ao material polimérico.

A curva TGA do filme de quitosana/PVA (filme controle) indica 2 etapas de
perda de decomposicao térmica com a liberacdo de agua superficial adsorvida no
material. A primeira etapa ocorre entre 30°C e 170°C e a perda de massa € de
11,3%. O processo de decomposicao do filme controle foi similar ao do filme controle
iniciando em torno de 230°C e prosseguindo até 500°C com perda de massa total de

53,9%.
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Figura 23. Curvas DSC do filme controle (A) e do filme indicador (B)
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As curvas DSC mostram a formacgdo de um pico endotérmico em 70°C para o
filme controle e 90°C para o filme indicador representando a temperatura de fuséo
do polimero em estudo (Figura 23). Houve um aumento da temperatura de fusao

com incorporacao do encapsulado em silica.

5.6.3 Espessura dos filmes e teste de resisténcia a tracao

As propriedades mecéanicas de um filme de quitosana/PVA s&o importantes
para manutencao da integridade estrutural de um produto bem como protecéo fisica
e controle de velocidade de liberacao 3.

Os valores das propriedades mecéanicas foram obtidos das curvas de
deformagéo x forga para o filme controle e filme indicador indicando que o filme
controle é mais flexivel, porém menos resistente que o filme indicador. A Tabela XX
mostra os resultados obtidos das medidas de espessura (mm), tenséo de ruptura ou

resisténcia a tracdo }(MPa) e deformac&o na ruptura® (%).

Tabela XX. Espessura dos filmes e resultados do teste de tensao: forca maxima e elongacao de

ruptura (direcdo axial) do filme controle e do filme indicador
Amostra Espessura (mm) Deformacéo na Tenséo de ruptura
ruptura (%) (MPa)
Filme controle 0,104 + 0,014 34,9+8,6 0,9+0,2
Filme indicador 0,137 £ 0,022 7,4+3,6 19,4+25

Os valores obtidos de deformacdo na ruptura e tensdao de ruptura
apresentaram diferencas significativas. A presenca do encapsulado de antocianina
em silica na matriz do filme alterou a forga necesséria aplicada para ruptura do filme

indicador em aproximadamente 20 vezes comparado ao filme controle. Entretanto a

® Resisténcia & tracdo: Maxima tens&o ao qual o material resiste antes da ruptura sob tracéo. Maiores
informacdes séo apresentados na norma BS 4618: Secéo 1.3.

* Deformac&o na ruptura: Aumento do comprimento de um corpo de prova causado por uma tens&o
de tracao, no momento da ruptura, em relagdo ao comprimento original do corpo de prova (Disponivel
em:
http://www.braskem.com.br/Portal/Principal/Arquivos/html/boletm_tecnico/Tabela_de_ Propriedades_d
e_Referencia_dos_Compostos_de PVC.pdf - Acesso em 09/02/2015).
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deformac&o na ruptura diminuiu em torno de 30% tornando 0 mesmo mais rigido.
Isto pode ser associado a sitios menores disponiveis reduzindo as interacdes das
moléculas de agua com a matriz filmogénica ja que essas moléculas de agua podem

agir como plastificante na estrutura do filme.
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5.6.4 Determinacdo dos parametros dinamicos do filme indicador — Variacao

total de coloracéo

Antes da determinacdo dos parametros dinamicos do filme indicador através
da variacdo total de coloracdo foi determinada a curva de degradacdo do filé de
peixe Tilapia (Figura 24) sob as mesmas condi¢cbes, demonstrando a degradacéo

alcalina do mesmo frente ao aumento da contagem bacteriana total (CBT).
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Figura 24. Grafico degradacdo filé de peixe Tilpia sob refrigeracdo em 10 dias.

A definicdo dos parametros de coloracdo no tempo zero (Lo*, ap* e bo*) para
efeito comparativo do filme indicador foram medidas a partir do filé de peixe Tilapia
embalado no filme plastico de polietiieno no decorrer do periodo avaliado. Essas
condicdes foram também aplicadas para o filme indicador ativado com antocianina

encapsulada. A Figura 25 mostra a foto do filme controle e filme indicador.
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(1)

Figura 25. Fotos do filme controle (1) e do filme indicador (2)

)

ApoOs 4 dias de exposicao sob refrigeracéo Ié-se os valores obtidos na Tabela
XVIII acompanhados da leitura do pH da carne do filé do peixe e contagem de

colbnias de microorganismos presentes no respectivo periodo.

Tabela XVIII. Parametros colorimétricos do filme indicador ativado e carne de peixe Tilapia apds 5

dias de exposi¢cdo com mudanca de coloragéo total (AE)

Parametros colorimétricos
Periodo Sem filme Contagem Lo* ao* bo*
(dias) pH do peixe UFC.g™
1 5,55 1,80x10* 47,75+ 7,62 18,68+3,31 10,59+2,35
2 5,58 1,50x10* 48,73+3,72 20,39+2,97 13,67 +0,99
3 5,67 1,00x10° 50,82 +2,37 16,73+1,20 14,85+1,31
4 5,67 3,60x10° 55,61 +3,21 12,69+2,86 14,39+0,92
5 5,61 9,00x10° 4598+ 1,68 1557+2,19 12,28+1,03
Periodo Filme Contagem L* a* b* AE
(dias) indicador UFC.g™
pH do peixe
1 5,52 1,30x10* 51,32+1,28 2154+2,10 14,03+3,26 5,72
2 5,59 3,90x10° 56,63+3,68 19,92+1,36 19,92+1,36 8,12
3 5,66 1,40x10* 52,45+3,28 19,79+0,70 15,48+0,51 3,96
4 5,67 1,50x10° 4593+1,71 1850+3,07 13,63+1,22 11,31
5 5,58 2,00x10° 50,08 +£3,76 19,92+181 13,56+0,90 6,11

A Tabela XVIII apresenta a média dos valores e desvios padrdo dos
parametros colorimétricos L*, a*, b*, bem como a varia¢do de coloragéo total (AE) na
escala CIELab (Esquema 25) para filmes indicadores, a variacdo de pH da carne de
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peixe e a contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) de microrganismos
desenvolvidos no periodo.

a* - eixo
Vermelho — Verde

b* - eixo
Amarelo - Azul

L* - eixo
luminosidade

Esquema 25. Escala CIELab (Disponivel em:< http://sellerink.com.br/blog/tag/modelo-cielab —
Acesso em 08 dez. 2014>. Acesso em 11 jan. 2015)

O peixe apresenta uma degradacéo do tipo alcalina, ou seja, verifica-se um
aumento do pH em funcao do tempo. Os resultados da Tabela XII demonstram que
o filme indicador inibiu o crescimento bacteriano, pois ao final dos 5 dias a carne de
peixe sem filme indicador apresentou 9,00x10° UFC enquanto que na presenca do
filme 2,00x10° UFC. Visto que trata-se de uma escala logaritmica agrega-se valor ao
produto.

Segundo a RDC n° 12, de 2/01/2001 da ANVISA *?° pescado, ovas de peixes,
crustdceos e moluscos cefalépodes "in natura”, resfriados ou congelados néo
consumido cru sdo considerados préprios para consumo quando a amostra
indicativa do alimento apresentar no maximo 10° UFC/g de estafilococus coagulase-
positiva. Essa resolugdo refere-se somente a um tipo de microorganismo, 0
Staphylococus aureus enquanto que na presente pesquisa levou-se em
consideracdo a contagem de UFC total sem discriminagcdo por tipo de
microorganismo.

Ja a legislagdo internacional estabelece um maximo de 10’ UFC/g para
contagem total de bactérias mesdéfilas em musculo de pescado fresco .
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O valor de L* (Tabela XIX) indica média transparéncia do material que é

aumentada gradativamente nos 3 primeiros dias indicando clareamento do filme

indicador e apds diminuida até o quinto dia indicando escurecimento devido ao

aumento do pH da carne do peixe de 5,52 para 5,67 e apds diminuicdo do quarto

para o quinto dia de 5,67 para 5,58 (Tabela XVIIl). Essa alteracao de coloragéo pode

ser visualizada na Figura 26.

Figura 26. Filé de peixe tilapia com filme indicador aplicado na superficie (apés 4 dias de

Filme indicador

exposicao)

A intensidade de coloracdo medida pelo indice Croma (*C) apresenta uma

diminuicdo gradativa no decorrer dos cinco dias conforme Tabela XIX indicando

diminuigcéo da intensidade da coloracé&o do filme.

Tabela XIX. Parametros colorimétricos do filme indicador ativado apds 5 dias de exposi¢édo com
Indice Croma (*C)

Periodo (dias) a* b* *C
1 21,54 +210 14,03+3,26 25,70
2 19,92+1,36 19,92+ 1,36 25,22
3 19,79+0,70 15,48 +0,51 23,64
4 18,50 £ 3,07 13,63 +1,22 22,97
5 19,92+1,81 13,56 +0,90 20,64

114



Os valores de a* e b* variaram indicando que a cor do filme mudou em fungéo
do valor de pH. Um valor maior do parametro a* acima de zero indica a tendéncia de
coloracdo para o vermelho enquanto que o parametro b* indica uma tendéncia de
coloracdo amarela quando seus valores vao para zero e para azul para valores
abaixo de zero *.

A variacao dos valores de ambos parametros indica uma predominancia do a*
em relacéo ao b*, ou seja, do vermelho sobre o azul na faixa de pH de 5 a 6, faixa
gue o ensaio abrangeu.

A variagdo de coloragdo do filme indicador foi associada as diferentes
estruturas quimicas das moléculas do extrato de antocianina, as quais sao
dependentes da variacdo de pH quando em solucdo aquosa, ou de superficie
hidratada como no caso do filé de peixe. Na faixa de pH de 1,0-3,0, antocianinas
existem predominantemente na forma de cétion flavilium (cor vermelha) que
contribui para o aparecimento de coloragdes violeta e vermelho. Na faixa de pH 2,0 -
4,0, as espécies quinoidais de coloracdo azul sdo predominantes. Aumentando o pH
para 5,0 — 6,0 conduz a uma diminuicdo na intensidade da coloracdo e a
concentracdo do cétion flavilium, que sofre hidratacdo para formacéo da pseudobase
carbinol e chalcona, respectivamente *°.

A estrutura benzo-pirilica altamente conjugada é rompida devido ao ataque
nucleofilico da dgua na posi¢do 2 da estrutura da antocianidina. A rapida perda do
préton do cétion flavilium acontece quando o pH aumenta. O equilibrio é alterado
para anidrobase quinoidal violeta em pH < 7,0 e um azul profundo da anidrobase
ionizada em pH < 8. Quando o pH aumenta o rendimento da forma carbinol

aumenta, através da abertura central do anel pirano, o amarelo claro da chalcona *.
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4 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa, 0 uso de extratos
naturais encapsulados em silica, torna-se uma potencial alternativa para
conservacdo de alimentos. Dentre os extratos livres avaliados (urucum, curcuma,
tanino, antocianina e extrato de oliva) urucum, tanino, antocianinas e extrato de oliva
foram os que demonstraram melhor acdo antimicrobiana contra 0s microorganismos
Staphylococus aureus, Escherichia coli, Aspergillus niger, Candida sp e Bacillus
cereus aureus.

Apébs encapsulamento em silica, somente tanino e antocianina apresentaram
resultados marcantes, até mesmo superiores aos dos extratos livres. Isso deve-se
provavelmente a liberacdo controlada e gradativa dos bioativos através da rede de
silica conforme demonstrado no ensaio de lixiviagao.

O tipo de rota sol-gel empregado afetou diretamente as caracteristicas
estruturais, morfolégicas e texturais dos materiais encapsulados contendo os
extratos naturais estudados. Dentre as rotas hidroliticas avaliadas, a rota acida foi a
melhor alternativa para o encapsulamento do extrato contendo antocianinas e a rota
bésica, para o tanino. O material encapsulado com extrato contendo antocianinas,
obtido via rota basica, e o com tanino obtido via rota acida apresentaram acao
antimicrobiana nula. Ha evidencias de alteracao estrutural das antocianinas, pois em
meio basico a banda de absorcdo em torno de 520 nm referente ao cation flavilico é
reduzida.

As caracteristicas texturais e morfologicas também afetaram o desempenho
dos materiais. Materiais encapsulados com areas especificas maiores e superficies
mais lisas, mas com ranhuras contribuiram para maior interagcdo com o0s bioativos
em estudo e consequentemente maior desempenho quanto a agdo antimicrobiana.

A acao antioxidante avaliada para o extrato contendo antocianina foi bastante
satisfatdria, porém esse resultado néo foi observado quando testado alguns de seus
respectivos materiais encapsulados. Isso pode ter ocorrido em funcéo da cinética de
reacao com o radical ABTS utilizado no ensaio, visto que demonstra ser necessario
que a total concentracdo do bioativo esteja disponivel para acdo, ao contrario da

acdo antimicrobiana que demonstrou que uma liberacéo gradual € mais efetiva.
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O filme indicador avaliado demonstrou potencial como indicador de pH ao
revelar mudanca de coloragéo via colorimetro porém a olho nu a mudanca néo foi
percebida claramente. Segundo os resultados de propriedades mecanicas, 0 mesmo
torna-se mais propicio para etiqueta indicadora do que filme para embalagem de
alimentos, devido a sua rigidez, porém dotado de boa resisténcia a ruptura. Estudos
mais aprofundados, como variacdo de concentracdo do material encapsulado na
matriz polimérica e na propor¢ao quitosana/PVA, fazem-se necessarios para criagao
de um prot6tipo com real custo/beneficio para o mercado, mas ao mesmo tempo
demonstra perspectivas potenciais para investimento nessa aplicacdo para o

desenvolvimento de embalagens ativas ou inteligentes.
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