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RESUMO

A indUstria de alimento tem aumentado os investimentos em
pesquisa e inovagdo no processo de producdo de alimento para obter uma
melhor qualidade, seguranga e conveniéncia para o consumidor. Produtos
carneos prontos para 0 consumo sao submetidos a tratamento térmico para
eliminacdo de patogénicos. Uma forma de retardar crescimento
microbiano em alimentos prontos ao consumo é a aplicacdo de
revestimento comestivel incorporados de compostos bioativos. Buscando
alternativas tecnoldgicas para reduzir contaminacdo cruzada de
alimentos, o presente trabalho teve como objetivo estudar o potencial
antimicrobiano do residuo de clrcuma como revestimento comestivel de
produtos carneos usando como modelo a salsicha e a Listeria innocua
(substituto da Listeria monocytogenes) como micro-organismo alvo. A
cobertura (blenda) a base de amido de clrcuma adicionada de gelatina,
foi produzida a partir do residuo gerado da extracdo do 6leo essencial de
clrcuma em meio supercritico. Para efeitos de comparacdo com a blenda
foram preparadas duas coberturas: uma contendo amido do residuo de
clrcuma, uma segunda apenas contendo gelatina. As mesmas foram
caracterizadas na forma de filmes quanto a suas propriedades mecanicas,
térmicas e de barreira. Em seguida salsichas foram revestidas com a
blenda (residuo de circuma e gelatina) e avaliou-se os efeitos dessa
cobertura nas caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas das
salsichas estocadas a 5 °C e 10 °C por 30 dias. Os resultados mostraram
que o filme da blenda apresentou caracteristicas mecanicas e térmicas
melhor que os demais filmes. A blenda usada como revestimento nas
salsichas retardou crescimento de bactérias mesdfilas, psicrotréficas e
laticas, e ndo houve mudanga nas propriedades fisico-quimicas das
salsichas quando comparado ao controle. A segunda etapa do estudo, uma
outra blenda polimérica foi elaborada, tendo como base de amido de
mandioca e gelatina adicionada de curcumina, mantendo-se a blenda
usada na etapa 1 (blenda a base de residuo de cuircuma e gelatina). Nessa
etapa determinou-se o coeficiente de difusdo da curcumina de ambos os
filmes em solugdes etanolicas de 50 % e 90 % como fluido simulador de
alimento as temperaturas de 23 °C e 4 °C. Determinou-se a mobilidade da
curcumina nos filmes em trés condigdes pela técnica de recuperacao da
fluorescéncia apds fotodegradacdo (FRAP). Além disso, realizou-se
ensaios de migracdo da curcumina dos filmes e coberturas para salsicha.
Os coeficientes de difusdo da curcumina em solugéo etandlica de 50 % e
90 % foram na ordem de grandeza de 102 e 10" cm?/s, respectivamente.



Desse modo, comprovou-se que a libera¢do da curcumina dos filmes em
solucdo a 50 % em etanol foi mais rapida e maior do que em 90 %.
Enquanto, a temperatura influenciou somente a liberacdo da curcumina
dos filmes a 50 %. A andlise através da técnica FRAP apresentou que a
curcumina tem baixa mobilidade em filmes secos, filmes Uumidos e em
contato com 6leo. Os resultados de migragcdo mostraram que a migragdo
da curcumina foi maior nas coberturas comestiveis aplicadas em salsicha
do que quando presentes em filmes. A terceira e Ultima etapa do presente
trabalho, avaliou-se atividade antimicrobiana da curcumina naturalmente
presente e purificada nas coberturas contra Listeria innocua ativada pela
luz UV-A a 23 °C e 4 °C em solugdo simulando contaminagdo cruzada em
salsicha. As coberturas com curcumina naturalmente presente ou
adicionadas (purificada) nas matrizes apresentaram inativacgao da bactéria
somente na presenca de luz e as temperaturas de ensaio ndo influenciaram
na inibicdo. Das salsichas revestidas com as coberturas expostas a luz
UV-A reduziu-se 4 log CFU/mL de bactérias incubadas. Niveis abaixo do
limite de deteccdo de 1 log CFU/mL, em um tempo de 5 min e 20 min
para curcumina adicionada e naturalmente presente, respectivamente. A
inativacdo da L. innocua foi realizada em baixa concentracdo de
curcumina liberada das coberturas entre 0.5-10 pg/mL para a solugdo
bacteriana. Com isso, conclui-se que o revestimento comestivel a base do
residuo de circuma tem potencial para ser usado com recobrimento em
salsichas para retardar o crescimento microbiano e proteger contra a
contaminagéo cruzada quando combinado com a luz UV-A.



ABSTRACT

Food industries has supported the researches and innovation in
protection, quality and convenience for food with focus in the
sustainability and health. Ready to eat (RTE) meat products are subjected
to a proper heat treatment for elimination of pathogens. Edible coatings
incorporated of the bioactive compounds are an alternative to inhibit
microbial growth and reduce the cross-contamination of foods. Thus, this
work aimed to use edible coating based on starch turmeric residue onto
sausages to inactivate Listeria innocua. A Coated (blend) based on
turmeric starch and gelatin was elaborated from the turmeric residue
obtained after supercritical fluid extraction (SFE) and pressurized liquid
extraction (PLE) of curcumin and curcuminoids. For comparison, two
coatings were prepared: one based on turmeric starch-residue and a
second based on gelatin. Mechanical, thermal and barrier properties of the
films obtained from edibles coating were assessment. Then, the sausages
were coated with coating turmeric-gelatin blend, stored at 5°C and 10°C
for 30 days and its physicochemical and bacteriostatic effects on the
sausage were measured. The turmeric-gelatin blend film showed better
mechanical e thermal proprieties than films made with turmeric starch
and gelatin separately. The effect of the turmeric-gelatin blend coating on
sausages stored at 5 °C and 10 °C showed a significant positive effect on
the inhibition of microbial growth over 30 days. Physicochemical
characteristics, such as texture profile and moisture, remained constant
when compared to control. Second step edible films or coatings were
made with turmeric-gelatin and cassava-gelatin based added of curcumin.
To elucidate curcumin behavior in edible films and coatings three
methods were used: release of curcumin in food simulant; analysis of
diffusion by Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP); and
curcumin migration from film or coating to sausage. By FRAP analysis
the films were analyzed under three conditions: dry, oil and wet
environment. The food simulant test showed faster curcumin release from
film in ethanol 50% than 90% due to the swelling by water. The
temperature decreased significantly diffusion coefficient for 50%
ethanolic solution, while for ethanol 90% no effect of the temperature was
observed. Applying FRAP analysis, curcumin showed low mobility for
dry, in oil and wet films. When used as edible coating and film on sausage,
curcumin release from coating to sausage was better. The third and last
step was studied light-activated antimicrobial activity of curcumin
naturally present and purified curcumin in coating against L. innocua on
sausage at 23 °C and 4 °C regarding their ability to prevent bacterial cross-
contamination. It was observed that coatings with curcumin naturally



present or added (purified) were only able to inactivate the bacteria in
presence of light and the antimicrobial activity of the coatings were not
affected by the temperatures. Sausage-coated exposed to UV-A light were
able to reduce 4 log CFU/mL of incubated bacteria to levels below the
detection limit of 1 log CFU/mL after 5 and 20 min of light exposure for
curcumin purified and naturally present, respectively. Further, the L.
innocua inactivation was performed by low curcumin concentration
release from coating between 0.5-10 pg/mL for the bacterial solution.
Thus, edible coatings based on turmeric starch residue and gelatin have
potential application on sausages to slow down microbial growth and
protect against cross-contamination, using UV-A light to activate the
curcumin antimicrobial activity.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DA TESE

Por qué?
A curcumina é um composto que exibe um conjunto de efeitos

funcionais e medicinais de acordo com estudos mostrado na
literatura;

Avaliar a possibilidade de substituir o revestimento sintéticos por
naturais e ativos em salsichas e outros alimentos para prevenir e
minimizar contaminacao cruzada;

Compreender o fenbmeno de migracdo da curcumina, composto
hidrofébico nas coberturas e no alimento;

Potencializar os efeitos antimicrobiano da curcumina ativada
através de luz ultravioleta.

O que ja foi feito?
Aplicacdo de filme ou revestimento comestivel com outros

antimicrobianos em alimentos para retardar crescimento de
micro-organismo:

Determinacdo do coeficiente de difusdo de outros compostos
hidrofilicos em alimentos e filmes;

Trabalhos utilizando curcumina em solucdo aquosa para inativar
micro-organismo de origem alimentar com exposi¢do a luz blue
led;

Hipdteses da pesquisa
E possivel utilizar o residuo de ctrcuma para formular filme

comestivel e aplica-lo em salsicha para retardar o crescimento
microbiano sem altera¢@es nas propriedades fisico-quimicas?

E possivel um composto hidrofébico difundir-se de cobertura (na
forma de filme) para alimento com teor de agua?




A concentracdo de curcumina presente do residuo de cdrcuma
sera suficiente para sua atividade antimicrobiana?

E possivel potencializar o efeito antimicrobiana da curcumina
através da luz UV-A?

Métodos

Produgdo de revestimento comestivel a base de amido de
cdrcuma a partir de residuo obtido da extragdo de oleoresina de
raizes de turmérico;

Determinar o coeficiente de difusdo da curcumina naturalmente
presente e adicionada em matriz polimérica em fluido simulante
de alimento

Utilizar o método de recuperacdo da fluorescéncia apds
fotodegradagdo para determinar a mobilidade da curcumina em
matrizes poliméricas secas, Umidas e em contato com 6leo;

Migracdo da curcumina de filmes e revestimentos comestiveis
para superficie de salsicha ativada por luz ultravioleta e obtida
por extracdo em etanol e leitura da concentracdo em
espectrofotdbmetro UV-visivel;

Aplicar luz UV-A na superficie do revestimento comestivel com
curcumina para inativar Listeria innocua;

Respostas

Obter cobertura a base de residuo de circuma com atividade
antimicrobiana e funcional para inibir crescimento microbiano em
salsicha;

Coeficiente de difusdo da curcumina naturalmente presente e
adicionada em filmes

A mobilidade da curcumina em diferentes meios acondicionados;

Atividade antimicrobiana da curcumina presente  nos
revestimentos comestiveis exposta a luz UV-A;
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CAPITULO. 1 INTRODUCAO

A producdo mundial de embalagens sintéticas no ano de 2014 atingiu
um valor de 300 milhdes de toneladas, e é esperado que essa producao seja
duplicada nos préximos 20 anos. Do total produzido, somente 14% das
embalagens plasticas sdo coletadas para reciclagem, e o restante é descartado
ao meio ambiente ocasionando sérios problemas ambientais (CERQUEIRA
et al., 2016).

Nos ultimos 20 anos, biofilmes ou revestimentos tém sido propostos
como alternativa para aumentar a vida Util de alimentos e, a0 mesmo tempo
reduzir a poluicdo ambiental devido ao uso de embalagens sintéticas ndo
degradaveis. Os materiais utilizados para producdo de embalagens
biodegradaveis sdo oriundos de matérias-primas agricolas ou residuos das
indUstrias de processamento de alimentos, farmacéuticas, entre outras.
Polissacarideos, proteinas e lipideos sdo os principais biopolimeros
empregados para produzir revestimentos comestiveis, e denominados de
funcionais ou ativos quando combinados com agentes antioxidantes ou
antimicrobianos (FU et al., 2017).

Recentemente, 0 uso de residuos industriais tem sido estudado para
obtencdo de filmes e revestimentos comestiveis (CARVALHO et al., 2008;
MANIGLIA etal., 2014). O residuo de circuma (Curcuma longa L) é gerado
apos obtencdo da oleoresina e curcumindides por métodos de extracGes
convencionais (sonicagdo, Soxhlet, etc.) ou extracdo fluido supercritico
(SFE) seguida da extracdo liquida pressuriza (PLE) (OSORIO-TOBON et
al., 2014). Dos processos de extracdo sdo gerados residuos de clrcuma que
contém cerca de 30-50% de amido e tragos de oleoresina e curcuminoides
(coloracdo amarela), sendo classificados como um amido especial com alto
potencial comercial (BRAGA; MORESCHI; MEIRELES, 2006). Dessa
maneira, o residuo de clrcuma pode ser utilizado como base polimérica para
producdo de filmes ou revestimentos comestiveis com propriedades
antioxidantes e/ou antimicrobianas uma vez que possui em sua matriz
curcumina (MANIGLIA et al., 2014, 2015).

As embalagens comestiveis incorporadas com compostos
antimicrobianos sdo projetadas para interagir e liberar os compostos ativos
para o0s alimentos, a fim de estender sua vida de prateleira
(KAPETANAKOU; KARYOTIS; SKANDAMIS, 2016). Para alcancar tais
objetivos, ensaios de migragGes das substancias ativas de baixa massa
molecular (< 1000 Dalton) sdo realizados para garantir que as embalagens
ativas liberem os compostos ativos para os alimentos (KARBOWIAK et al.,
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2009; BENBETTAIEB et al., 2016). O processo de transferéncia de massa
de um composto da embalagem para o alimento é o resultado dos processos
de difusdo, dissolucdo e equilibrio, e pode ser avaliado através de fluido
simulador de alimento (método indireto) e recupera¢do da fluorescéncia apos
fotodegradagdo metodo (direto) (PAYET et al., 2008).

Associada as coberturas ativas, pesquisas na area de alimentos tém
explorado o uso de processos ndo térmicos tais como, irradiagdo ultravioleta
(UV-C), alta pressdo hidrostatica, ultrassom ou campos eletromagnéticos
pulsados para inativar ou reduzir a contaminacdo cruzada em alimentos
(BAYINDIRLI et al., 2006; SHAHBAZ et al., 2014; JANISIEWICZ et al.,
2015; MUKHOPADHYAY; UKUKU; JUNEJA, 2015; TAWEMA et al.,
2016; SOMMERS et al., 2017). Entretanto, esses processos apresentam alto
custo de investimento em equipamento, limitando as suas utilizagcdes em
alimentos. Com isso, a abordagem da terapia fotodinamica antimicrobiana
(TFDa) com compostos reconhecidos como seguro tem sido utilizada para
inativar micro-organismos  relacionados com alimentos (LOPEZ-
CARBALLDO et al., 2008; TIWARI et al., 2009; BUCHOVEC et al., 2016;
COSSU et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

O desenvolvimento de revestimento comestivel e sua aplicacdo em
alimentos vem sendo realizado ha pelo menos uma década pelo grupo de
pesquisa a qual se inclui a presente tese. Dentre os trabalhos realizados,
destacam-se a producdo de cobertura a base de hidroximetilpropilcelulose
(HPMC) adicionada de antifungicos quimicos e aplicacdo como revestimento
em tomates cerejas para inibicdo de crescimento de Botrytis cinérea e
Alternaria alternata (FAGUNDES et al., 2013, 2014, 2015; TOSATI et al.,
2015). Outros trabalhos desenvolvidos incluem: aplicacdo de cobertura a
base de HPMC e residuos de capsulas farmacéuticas em Physalis capaz de
manter as propriedades fisico-quimicas da fruta (MORAES, 2013;
SCARTAZZINI, 2014), coberturas a base de amido de arroz e mandioca em
peras Williams para minimizar injdrias fisicas (MORAES et al., 2012);
coberturas a base de gelatina para diminuir a oxidacdo dos carotenoides das
cenouras minimamente processadas (BARBOSA; AMBONI; MONTEIRO,
2011), entre outros.

Diante do exposto, 0 uso de materiais das agroindUstrias podem ser
uma alternativa para producéo de revestimentos ou filmes comestiveis com
potencial para aplicacdo em alimentos prontos ao consumo.

1.1. Objetivos
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1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar aplicagdo de coberturas comestiveis a base de
residuo de cdrcuma, além da combinacdo com outros processos para
inativacdo microbiana em salsichas.

1.1.2 Objetivos especificos

a.Produzir e caracterizar trés coberturas quanto as propriedades mecanicas,
barreira ao vapor de agua e térmicas: blenda polimérica obtida a partir de
residuo de cdrcuma adicionada de gelatina, cobertura a base de gelatina e
cobertura & base do amido de residuo de clrcuma;

b.Substituir o revestimento sintético de salsicha pela cobertura a base de
residuo de cdrcuma e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégica das salsichas com e sem revestimento, armazenadas a 5 °C e
10 °C durante 30 dias;

c.Determinar e comparar o coeficiente de difusdo de curcumina naturalmente
presente no amido de clrcuma e adicionada nos filmes elaborados com amido
de mandioca, em fluido simulante de alimentos;

d.Determinar a migracdo da curcumina presente nos revestimentos e filmes
comestiveis elaborados com residuo de clrcuma e com amido de mandioca
para superficie das salsichas;

e.Determinar a atividade antimicrobiana contra Listeria innocua dos filmes
preparados com residuo de circuma (curcumina naturalmente presente) e
com amido de mandioca adicionado de curcumina, quando exposta a luz UV-
A
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CAPITULO. 2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Curcuma longa L.

O acafrdo-da-terra ou circuma é uma espécie aromatica obtida a partir
dos rizomas moidos secos da Curcuma longa L pertencente & familia
Zingiberacea (PINTEA, 2007). A cdrcuma é uma planta nativa do sul e
sudoeste da Asia, mas especificadamente na costa ocidental do sul da india,
aonde cresce em clima quente e Umido, podendo ser encontrada em paises do
sudoeste asiatico e América do Sul (GOVINDARAJAN; STAHL, 1980;
NAHAR; SARKER, 2007). Mais de cem espécies de cUrcuma sao descritas,
contudo Curcuma longa L é comercialmente a mais importante contendo
uma producéo mundial anual de 1.100 toneladas (Figura 2.1) (NAIR, 2013).

Figura 2.1. llustracdo Botanica da Clrcuma longa L.

Fonte:(BRAGA, 2002).

A clrcuma tem diversas finalidades como corante, condimento e
medicina tradicional para tratamento de certas doencas desde 4000 a.C
(NAIR, 2013). Na inddstria de alimentos é utilizada como um corante natural
para substituir os corantes sintéticos em produtos como, enlatados, chutneys,
mostarda, pdo, iogurte, manteiga, queijo, entre outros, porém a mais



34

importante utilizagdo é na preparacdo de curry (OSORIO-TOBON et al.,
2014).

A composicdo quimica encontrada no rizoma da ctrcuma (Figura 2.2)
é influenciada por varios fatores tais como: cultivo, tipo de plantio, solo,
disponibilidade hidrica, época de colheita, clima entre outros. Dessa maneira,
a circuma apresenta uma composicao quimica de 30 a 50% de amido, 6 a
10% de proteina, 6,5 a 8,5% de cinzas, 2 a 6% de fibras, 3 a 6% de 6leo
volatil e 2 a 8% de curcumindides (GOVINDARAJAN; STAHL, 1980;
BRAGA et al., 2003). A coloracdo amarela dos rizomas é principalmente
atribuida pelos compostos fendlicos classificados como curcuminoides. Estes
compostos polifendlicos sdo divididos em trés principais substancias, a
curcumina (80%), a desmetoxicurcumina (DMC) (18%) e a bis-
desmetoxicurcumina (BDMC) (2%), que sdo diferenciadas apenas pela
quantidade de grupos metoxila (OCHs3) presentes na estrutura quimica. A
curcumina apresenta dois grupos metoxila, a desmetoxicurcumina contém
apenas um grupo metoxila e a bis-desmetoxicurcumina nao apresenta grupo
metoxila (Figura 2.3) (ANAND et al., 2008; GOEL; AGGARWAL, 2010).

Figura 2.2. Rizoma de circuma.

Fonte. Braga, (2002)

A curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) hepta-1,6-dien 3,5
diona) é o pigmento ativo de maior concentragdo, de 2-5 %, nos rizomas
secos, sendo extensivamente estudado com mais de 5600 citacGes
(AGGARWAL et al., 2013). Esse polifenol hidrofébico apresenta baixa
massa molecular (368,37 g/mol) e ponto de fusdo de aproximadamente 183
°C e baixa solubilidade em &gua (0,6 ug/mL). Além disso, a curcumina possui
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um pico de absorcéo visivel em 420 nm e, é capaz de emitir fluorescéncia
verde quando excitada em 430 nm (LEE et al., 2013; SARKAR; HUSSAIN,
2016). Sua estrutura quimica é composta por dois anéis metoxifenois, que
sdo simetricamente ligados em conjugacdo através da porcao B-dicetona, que
confere propriedades interessantes. A estrutura B-dicetona é responsavel pela
transferéncia intramolecular do &tomo de hidrogénio que conduz esta
molécula a um tautomerismo ceto-enol (Figura 2.3). Em pH de 3-7 a forma
cetbnica predomina, enquanto em pH acima de 8 a forma endlica é
predominante (PRI'YADARSINI, 2009).

Figura 2.3. Estrutura quimica da curcumina nas formas cetonica e enolica.

B-dicetona

Curcumina
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cetdnica endlica

Fonte LEE et al., 2013.

Devido as suas caracteristicas quimicas de afetar diferentes alvos
moleculares, a curcumina tem sido reconhecida como agente pleiotrépico
(pode atuar sobre diferentes tipos celulares) (JEENGER et al., 2015). Assim,
inlmeras pesquisas tém sido realizadas demonstrando seu potencial
terapéutico como: inibir e induzir importantes enzimas que regulam os
processos anti-inflamatdrios e antioxidantes (MUKHOPADHYAY et al.,
1982; PULLA REDDY; LOKESH, 1994; BROUET; OHSHIMA, 1995;
MENON; SUDHEER, 2007), no combate de células cancerigenas pela
geracdo de espécies de oxigénio reativas (CHEN et al., 2006a, 2006b;
DIVYA,; PILLAI, 2006) e entre outras que sdo demonstradas na Figura 2.4.



36
Figura 2.4. Propriedades funcionais da curcumina.
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Fonte- Aggarwal et al. (2010).

Devido aos inimeros casos de doengas transmitidas por alimentos, a
propriedade antimicrobiana da curcumina é de grande interesse para
controlar efou reduzir a incidéncia de contaminacdo microbiana. Dessa
maneira, a curcumina pode ser aplicada em alimentos como produtos carneos
na quantidade de 0,02 mg/g de produto de acordo com a Portaria n° 1004, de
11 de dezembro de 1998 e tem um limite diario de consumo de 3 mg/kg de
massa segundo o comité conjunto da Organizacdo das Nac¢des Unidas para a
Alimentagdo e a Agricultura (FAO) e Organizacdo Mundial da Satide (OMS)
de peritos em aditivos alimentares (JECFA).

A oleoresina de clrcuma pode ser extraida por técnicas convencionais
como, extracdo Soxhlet, sonicagdo e extracdo liquido-liquido usando
acetona, metanol, etanol e isopropanol como solventes organicos. Também,
uma outra alternativa de obter a oleoresina é a utilizacdo da extracdo com
fluido supercritico (EFS), e em seguida, um processo integrado realizado para
a extracdo dos curcuminoides com liquido pressurizado usando etanol como
solvente (OSORIO-TOBON et al., 2014). Dos processos de extracdo sdo
gerados residuos de ctircuma que contém cerca de 30-50% de amido e tragos
de oleoresina e curcuminoides (coloragcdo amarela), sendo classificados
como um amido especial com alto potencial comercial (BRAGA,
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MORESCHI; MEIRELES, 2006). Dessa maneira, o residuo de circuma pode
ser utilizado como base polimérica para producao de filmes ou revestimentos
comestiveis com propriedades antioxidantes e/ou antimicrobianas uma vez
que possui em sua matriz curcumina (MANIGLIA et al., 2014, 2015).

Alguns estudos foram realizados para determinar a concentragdo
minima inibitéria de curcumina para patégenos alimentares como: bactérias
Gram-positivas  (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes), Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Samonella typhimurium) e fungos (Penicillium notatuml e
Aspergillus niger) e apresentaram resultados que variam de 100-400 pg/mL
(BHAWANA et al., 2011; SANDIKCI ALTUNATMAZ et al., 2016).

Gul; Bakht (2015) aplicaram extrato de crcuma em combinagdo com
tratamento térmico em refei¢bes prontas para 0 consumo e obtiveram um
alimento seguro e livre de contaminagdo microbioldgica durante 90 dias de
armazenamento em temperatura ambiente. Outro estudo utilizou curcumina
nas concentracBes de 0,5; 1,0 e 2,0% em carne moida para inibir o
crescimento de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
Typhimurium e Staphylococcus aureus. Os autores concluiram que adicao de
curcumina alterou significativamente a contagem das bactérias, contudo as
doses de 0,5% e 1,0% de curcumina foram as melhores aceitas
sensorialmente (SANDIKCI ALTUNATMAZ et al, 2016). Mais
recentemente Musso; Salgado; Mauri, (2017) utilizaram curcumina para
producdo de embalagem de alimentos inteligente, no qual seria possivel
informar aos consumidores se o produto estd adequado para o consumo
através da sua capacidade detectar alteracdes de pH pela mudanca da cor da
embalagem.

2.2. Salsicha

O processo de preservacdo de carne por meio da trituracdo, adicdo
de sais, temperos, especiarias e embutimento em tripas de animais remonta
milhares de anos, para os antigos gregos e romanos. A palavra salsicha foi
derivado da palavra latina “salsus” que significa salgados, ou conservados
em salga. Com o passar do tempo, 0 aperfeicoamento nos processos e
variagOes em ingredientes obtiveram salsichas com uma grande variedade de
sabores, texturas e formas (HUI, 2012).

Segundo denominacdo do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA, 2000), a salsicha & um produto carneo
industrializado, formulado com carnes de diferentes espécies e middos
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comestiveis, embutida em um envoltério natural ou artificial ou por processo
de extrusdo e submetida a um processo térmico adequado. Podera ter como
processo alternativo o tingimento, depilagdo, defumacéo e a utilizacdo de
recheios e molhos.

A producgdo de salsicha é realizada conforme as seguintes etapas:
preparacdo da massa; embutimento, cozimento, resfriamento, depelagem,
tingimento e empacotamento. Na preparacdo da massa todos os ingredientes
carneos e ndo céarneos sdo pesados e moidos em tamanhos especificos para
obter particulas pequenas e uniformes. Em seguida, os ingredientes séo
adicionados no cutter no qual sofrem o processo de mistura e cominuicao até
obtencdo de uma massa fina e lisa. Nessa etapa acontece a extragdo das
proteinas miofibrilares por sua solubilidade em solugdes de alta forca iénica,
as quais sao responsaveis pelas propriedades de capacidade de retencdo de
agua, emulsificacdo e ligacdo de gordura. Apds a obtencdo da massa é
realizado o embutimento em envoltérios naturais ou artificiais e em seguida
0 produto é submetido a tratamento térmico. O cozimento da salsicha tem
como objetivo aumentar as caracteristicas de aroma, cor, consisténcia e
eliminar as bactérias patogénicas e deteriorantes. O processo é realizado até
que o produto alcance uma temperatura interna de 72 °C, acompanhado pela
insercdo de termopares no centro do produto. Apo6s o cozimento, as salsichas
sofrem um banho de 4gua fria para manterem a umidade e cessarem o
processo de cozimento. O banho também ajuda a prevenir o encolhimento e
enrugamento do produto. Os préximos passos sdo: depelagem, que acontece
para os produtos embutidos com tripa artificial; tingimento e empacotamento
a vécuo (HUI, 2012).

Aresolucdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, estabelece os critérios
de padrdes microbiolégicos para caracterizagdo dos micro-organismos e/ou
suas toxinas consideradas de interesse sanitario para produtos carneos
embutidos, sendo: bactérias termotolerantes, clostridios sulfito redutores e
estafilococos coagulase positiva num limite de tolerancia maxima de 10°,
3x10%e 5x102UFC (unidades formadoras de col6nias) /g, respectivamente, e
auséncia de Salmonella. Entretanto, para Listeria monocytogenes a legislacao
brasileira somente exige auséncia em queijos. Por outro lado, baseado em
avaliac@es de risco microbiolégicos, a OMS e a FAO enfatizam que devem
ser estabelecidos niveis maximos para a presenca de L. monocytogenes em
alimentos prontos para 0 consumo, devido as altas taxas de letalidade (20-
30%) causada pela contaminagdo de produtos (FAO/WHO, 2001,
ROCOURT et al., 2003). Dessa maneira, a salsicha, que ¢ um alimento
cozido, estando inclusa na categoria de produtos prontos para 0 consumo,
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caso os limites de contagens microbiologias para L. monocytogenes forem
estabelecidos, a indUstria de alimentos brasileira deveré se adequar as novas
normas (MARTINS; LEAL GERMANO, 2011).

HA& relatos mundialmente de vérios surtos de listeriose devido ao
consumo de produtos processados (THEVENOT et al., 2005). Na Europa, a
contaminacdo por L. monocytogenes afetou aproximadamente 2.200 pessoas
em 2015 causando 270 mortes, sendo o maior ndmero anual de mortes
reportado desde 2008 (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2016).
Nos Estados Unidos, de acordo com centros de controle e prevencdo de
doencas (CDC), de 1998 a 2015 ocorreram 818 contaminacbes por L.
monocytogenes, ocasionando 121 mortes (BUCHANAN et al., 2017). No
Brasil ndo ha relatos de surtos, porém L. monocytogenes tem sido isolada de
uma variedade de alimentos tais como: queijo (DA SILVA; HOFER;
TIBANA, 1998; SILVA et al, 2003; ABRAHAO et al., 2008;
BARANCELLIetal.,2011; IN LEE et al., 2017) salame/presunto (BORGES
et al., 1999; MARTINS; LEAL GERMANO, 2011; ARAUJO et al., 2012),
linguica/carne moida (BARROS et al., 2007; MIYASAKI et al., 2009), frutas
e hortalicas (SANT’ANA et al., 2012).

Os surtos ocorridos por contaminacdo de alimentos pela L.
monocytogenes sdo na sua grande maioria provocados por contaminacao
cruzada de equipamentos e ambientes na indUstria de alimentos ndo
higienizados de maneira adequada (BRASILEIRO et al., 2016). Com isso, 0
fato da bactéria apresentar algumas caracteristicas essenciais para 0 seu
desenvolvimento em diferentes condi¢Bes tais como: resisténcia a alta
concentracdo de sal (acima de 10 %), capacidade de sobreviver e crescer em
alimentos refrigerados, ambientes aerdbicos e anaerdbicos, ampla faixa de
pH (4,6-9,4), dificulta o controle do micro-organismo no ambiente de
processamento de alimentos (MAGALHAES et al., 2016).

2.3. Coberturas comestiveis

Polimeros de fontes renovaveis tém atraido cada vez mais atengdo ao
longo das Gltimas duas décadas, principalmente devido a uma crescente
conscientizagdo da interconexdo de fatores ambientais, principios de
sustentabilidade, ecologia industrial, ecoeficiéncia e engenharia (YU;
CHEN, 2009).

Revestimentos e filmes comestiveis sdo aplicados no exterior do
alimento de modo que o produto final seja apropriado para o consumidor.
Entretanto, um filme é diferenciado de um revestimento, porque filme é um
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material de embalagem independente, enquanto que um revestimento é
diretamente aplicado e formado na superficie do alimento e deve atender
diversos requisitos quanto aos aspectos legais e de seguranca. Além disso,
durante o armazenamento ndo devem fermentar, coagular, separar,
desenvolverem aromas desagradaveis, e outras formas de deterioracéo
(MITTAL, 2012).

As caracteristicas que o0s revestimentos e filmes comestiveis
apresentam quando forem elaborados e aplicados sdo: espalhamento
uniforme, boa aderéncia, secagem rapida e ndo formacao de espumas. Uma
vez aplicado, ndo deve quebrar, descolorir, desprender, ser pegajoso ou aderir
na embalagem, prejudicar a qualidade sensorial e reagir com o alimento de
maneira negativa, durante 0 manuseio e armazenamento (BALDWIN;
HAGENMAIER, 2011).

Em cada alimento acontece pelo menos um fenémeno de
transferéncia de massa, seja migracdo de umidade, intrusdo de oxigénio,
perda ou ganho de aroma e sabor. Entretanto, a aplicacdo de filmes ou
revestimentos comestiveis nos alimentos tém como objetivo permitir ou
restringir a troca de gases, aromas volateis e vapor de agua (BALDWIN;
HAGENMAIER, 2011). Além disso, podem ser incorporados na matriz
polimérica compostos bioativos que sdo liberados ao produto para promover
um controle do crescimento microbiano e prolongamento da vida de
prateleira (PAVLATH; ORTS, 2009).

Geralmente, polissacarideos, proteinas e lipideos sdo os principais
biopolimeros empregados para produzir revestimentos comestiveis, e
denominados de funcionais ou ativos quando combinados com agentes
antioxidantes ou antimicrobianos (YU; CHEN, 2009).

Carne e produtos carneos sdo altamente suscetiveis a oxidagdo
lipidica, provocando r&pido desenvolvimento de rancidez ou sabor oxidado.
Segundo Gennadios; Hanna; Kurth, 1997, a utilizacdo de revestimentos
comestiveis em produtos carneos oferece alguns beneficios como: reducéo
na perda de umidade durante o tempo de armazenamento das carnes frescas
ou congeladas; prevencdo da exsudagdo quando esses produtos sao
embalados em bandejas de plastico de varejo; diminuicdo da oxidacdo da
mioglobina; reducdo da deterioracdo e de micro-organismos patogénicos;
desaceleracéo da rancificagdo e descoloragdo. Compostos antimicrobianos e
antioxidantes quando aplicados nas matrizes dos polimeros melhoram a
qualidade nutricional e retardam o crescimento de micro-organismos nos
alimentos revestidos.
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2.3.1 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo polimeros de cadeias longas que apresentam
alta solubilidade em agua, ampla disponibilidade e baixo custo. Essas
substancias podem apresentar boa barreira ao oxigénio devido ao seu bom
estado de compactacdo da matriz polimérica, porém ndo apresentam boa
barreira ao vapor de agua devido a sua natureza hidrofilica. Esses compostos
tém varias funcdes diferentes, tais como adesividade, capacidade de
formacdo de gel, e a sensacdo de gosto adocicado na boca (SOLIVA-
FORTUNY; ROJAS-GRAU; MARTIN-BELLOSO, 2011).

Varios tipos de materiais existentes nessa area estdo sendo estudados
devido a sua capacidade inerente de se decompor no meio ambiente. Dentre
0s polissacarideos mais utilizados na formacgdo de coberturas ou blendas
poliméricas estdo os derivados hidrossollveis de celulose (PASTOR et al.,
2011), amido (BERTUZZI et al., 2007), quitosana (DUTTA et al., 2009),
entre outros.

Amido é o mais abundante polissacarideo de reserva em vegetais e,
como tal, € um recurso renovavel de uso pratico em grande escala. Amido é
biodegradavel, produzido em abundancia a baixo custo e exibe
comportamento termoplastico. A fonte botanica do amido sédo as sementes,
raizes e tubérculos, nos quais é armazenado intracelularmente em forma de
granulos esféricos com didmetro variando de 2-100 um (YU; CHEN, 2009).
As principais fontes comerciais de amido sdo milho, batata e mandioca. No
entanto, h4 um ndmero significativo de espécies que tém alto conteido de
amido, incluindo legumes (ervilha, feijdo, grdo de bico, lentilhas), graos
(amaranto, quinoa, arroz, aveia,) e varias améndoas (nozes pecan, castanhas,
amendoins, sementes de girassol e gergelim). As propriedades do amido
dependem da fonte, distribuicdo e morfologia do granulo, genétipo, razédo de
amilose/amilopectina e outros fatores como composic¢do, pH, e qualquer
modificacdo quimica. Em produtos a base de amido, a gelatinizacdo e o
comportamento reorganizacional controlam a textura e a estabilidade do
produto final (VAZQUEZ; FORESTI; CYRAS, 2011).

Os granulos de amido tém dois principais componentes, amilose e
amilopectina, constituidos de ligacdes o (1—4) ligados a unidade de D-
glicose. A estrutura linear da amilose faz um comportamento préximo ao dos
polimeros sintéticos convencionais. A massa molecular é de
aproximadamente 106 g/mol dependendo da fonte e processo empregado na
extracdo do amido, no qual é 10 vezes maior que uns polimeros sintéticos
convencionais (VAZQUEZ; FORESTI; CYRAS, 2011). Por outro lado, a
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amilopectina é um polimero com estrutura composta por uma parte
ramificada com liga¢des a (1—6) e uma parte linear com ligagdes a (1—4).
MedigOes de dispersdo de luz indicam uma massa molecular em ordem de
grandeza entre 107-10° g/mol (YU; CHEN, 2009).

Os granulos de amido exibem estruturas cristalinas e amorfas, no qual
amilopectina ¢ o maior constituinte cristalino, enquanto amilose e
ramificacbes de amilopectina formam a parte amorfa. A estrutura nativa do
amido é constituida de hélices que estdo organizadas mais ou menos
radialmente formando um granulado, com anéis concéntricos que
representam  membranas  semicristalinas  separadas por  regides
essencialmente amorfas (VAZQUEZ; FORESTI; CYRAS, 2011). O amido
de cdrcuma apresenta uma conformacao tipo B (moléculas de amilopectina
com mais de 22 unidades de glicose) e possui uma superficie lisa com forma
eliptica regular. Em sua composicdo tem 52% de amilopectina e 48% de
amilose e apresenta baixa viscosidade para dispersdes aquosas (BRAGA,
MORESCHI; MEIRELES, 2006; KUTTIGOUNDER; LINGAMALLU;
BHATTACHARYA, 2011).

As fontes de amido exibem diferentes caracteristicas fisico-quimicas
e 0 amido proveniente desta pode ser aplicado em diferentes objetivos em
alimentos. Por exemplo, amidos com alto teor de amilose sdo amplamente
utilizados na producdo de lanches fritos para criar crocancia e brilho. Além
disso, o amido rico em amilose é agente gelificante fortemente aplicado em
producgdo de geleias e de confeitaria. Outras caracteristicas observadas em
amidos com alta concentragcdo de amilose séo transparéncia, flexibilidade,
resisténcia a agua e a tragdo (HAUSMANN; BROER, 2011).

2.3.2 Proteina

A proteina ¢ uma das trés macromoléculas essenciais do sistema
bioldgico e pode ser facilmente encontrada em plantas e animais. Elas
possuem aproximadamente 20 aminoacidos, que podem ser neutros, basicos
(lisina) e &cidos (&cido aspartico), no qual contém um grupo amina (NH2) e
um grupo carboxil (COOH) ligado a um &tomo de carbono central. Os grupos
laterais ligados ao carbono central conferem carater Gnico aos aminoacidos
que exibem diferentes polaridades (apolar e/ou polar) e cargas (positivo e/ou
negativo) (KROCHTA, 2002; YU; CHEN, 2009).

Muitas proteinas contém de 100-500 aminoacidos. A organizacgao
sequencial dos aminoacidos determinara a estrutura primaria. As diferentes
estruturas ao longo da cadeia polimérica (estrutura secundaria) sdo baseadas
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entre as ligacGes entre as unidades de aminoacidos como: forca de Van der
Waals, interacGes eletrostaticas, ponte de dissulfeto, ligagdo covalente e
pontes de hidrogénio. A estrutura terciaria da proteina reflete como as
estruturas secundarias organizam-se em relacdo a outra, com base nos
mesmos tipos de interagdo, para formar uma estrutura globular, fibrosa, ou
estrutura de proteina aleatéria. Finalmente, a estrutura quaternaria ocorre
quando as proteinas inteiras interagem umas com as outras em associacao
para proporcionar uma Unica estrutura ou uma atividade metabdlica. Essas
estruturas podem ser facilmente modificadas para otimizarem a configuracao
e interacdo da proteina, no qual resultam as propriedades dos filmes
(KROCHTA, 2002; PEREZ-GAGO, 2011).

Materiais de base proteica que sdo utilizados para formar filmes e
revestimentos comestiveis podem ser de fontes animais (colageno, gelatina,
proteina miofibrilar de peixe, queratina, proteina da clara de ovo, caseina e
soro do leite) e vegetais (zeina, gldten de trigo, proteina de soja, amendoim
e proteina de sementes de algoddo). A escolha da fonte dependerd da
caracteristica do alimento a ser aplicado e disponibilidade da matéria
(KROCHTA, 2002).

A gelatina é o resultado de uma parcial hidrolise do colageno. Esse
processo envolve aquecimento lento em meio acido (gelatina A) ou basico
(gelatina B). Uma vez que se origina do colageno, os principais aminoacidos
encontrados na gelatina sdo prolina, hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina.
Estes biopolimeros sdo de grande interesse por ser uma matéria-prima
abundante, baixo custo, possui excelente propriedade filmogénica e
biodegradavel. As caracteristicas de filmes e revestimentos comestiveis
formados a partir de gelatina exibem boas propriedades de retencdo de gas,
aromas, porém baixa barreira ao vapor de &gua (DANGARAN;
TOMASULA; QI, 2009; GALLSTEDT; HEDENQVIST; TURE, 2011,
PEREZ-GAGO, 2011).

2.4. Propriedades dos filmes comestiveis
2.4.1 Propriedades mecanicas de filmes

O conhecimento das propriedades mecanicas dos filmes comestiveis é
importante para garantir a protecdo do alimento revestido durante o
transporte, manuseio e armazenamento. Filmes que apresentam resisténcia
mecéanica e flexibilidade adequadas podem se adaptar as eventuais
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deformacgbes dos alimentos, sem causar danos a sua integridade (YANG;
PAULSON, 2000; OZDEMIR; FLOROS, 2008).

As propriedades mecénicas dos filmes comestiveis podem ser
determinadas por teste de tracdo. O ensaio consiste no filme fixado entre as
extremidades de duas garras e a sua separacdo a uma velocidade constante
sendo monitorada a forca e deformacdo até que a amostra se rompa
(SARANTOPOULOS et al., 2002). As propriedades mecanicas avaliadas
para medir a resisténcia dos filmes sdo: Tensdo de ruptura (TS) é a forca
maxima que o filme suporta antes de romper. Alongamento na ruptura (EAB)
é o comprimento maximo que o filme aumenta durante o ensaio, sendo que,
o0 resultado é expresso em porcentagem em relagdo ao seu comprimento
inicial. Modulo de elasticidade ou de Young (YM) esta relacionado com a
rigidez do filme, é a relacdo entre a resisténcia a tracdo e a porcentagem de
alongamento na regido linear da curva de tracdo por deformacéo.

Segundo Hosseini et al. (2013), uma matriz polimérica de
polissacarideo possui maior rigidez e tensao de ruptura e menor alongamento
do que uma matriz proteica. Essas diferencas estdo associadas com a
estrutura molecular, na qual os polissacarideos apresentam uma cadeia linear,
enquanto as proteinas apresentam uma estrutura mais complexa com
interacdes inter e intramoleculares dos grupos radicais.

Coughlan et al. (2004) adicionaram polissacarideos em uma matriz
proteica e obtiveram filmes com maior rigidez, alongamento e tensdo de
ruptura, enquanto outros autores afirmaram que acrescentar gelatina em filme
de amido permite obter 0 mesmo resultado nas propriedades mecéanicas
encontradas pelo autores citados anteriormente, (TONGDEESOONTORN et
al., 2012). Esses resultados podem ser atribuidos a formacéo da interacdo de
pontes de hidrogénio entre grupamento OH™ do polissacarideo e o
grupamento NH3* da proteina.

2.4.2 Propriedades de barreira de filmes

Os filmes devem proteger os alimentos contra danos fisicos e
dificultar a passagem de gases, vapor de agua, luzes e odores do ambiente
externo para o interior do produto (SARANTOPOULOS et al., 2002). Visto
que a principal funcdo de filmes ou revestimentos comestiveis é geralmente
impedir a transferéncia de umidade do alimento para ambiente externo, a
permeabilidade ao vapor de agua é a propriedade mais estudada por muitos
grupos de pesquisas (GUILBERT; GONTARD; GORRIS, 1996). Muitos
estudos demonstram que filmes hidrofilicos tém sua permeabilidade ao vapor
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de &gua afetada pelo teor de plastificante, concentracdo de lipideos
adicionada, pH, tipo de polimero (polissacarideo, proteina) e condicdes
ambientais (temperatura e umidade relativa) (GONTARD; GUILBERT;
CUQ, 1992; GUILBERT; GONTARD; GORRIS, 1996; MULLER;
YAMASHITA; LAURINDO, 2008). O conhecimento da permeabilidade ao
vapor de agua € importante para evitar ganho ou perda de umidade do
produto. Um filme com uma apropriada permeabilidade ao vapor de a4gua
protege o alimento contra crescimento microbiano e alteragdes fisico-
guimicas e organolépticas (GUILBERT; GONTARD; GORRIS, 1996).

De acordo com Al-Hassan; Norziah, (2012), Fakhouri et al., (2013) e
Fakhouri et al., (2015), a mistura de gelatina e amido resulta em um valor de
maior permeabilidade ao vapor de agua quando a concentracdo de gelatina
estd em maior propor¢do. Os autores explicam que esse fendmeno acontece
devido a gelatina ser mais higroscopica que o amido. Sendo assim, a
afinidade para moléculas de agua serd mais elevada nestes filmes e,
consequentemente, resultando uma maior difusdo de agua nos filmes.

2.4.3 Propriedades térmicas

A calorimetria exploratdria diferencial (DSC) é uma das técnicas mais
populares para analise térmica de matérias poliméricos (SCHAWE, 2015). O
DSC é um aparelho de andlise térmica que mede como as propriedades fisicas
(fusdo, sublimacdo, transicdo vitrea, decomposicdo) de uma amostra mudam
com o aumento ou diminui¢do regulada da temperatura. Em outras palavras,
0 dispositivo € um instrumento de anélise térmica que determina a
temperatura e o fluxo de calor associados com as transi¢cbes dos materiais em
funcdo do tempo e da temperatura (GILL; MOGHADAM; RANJBAR,
2010). Os principais dados fornecidos pela anélise térmica de DSC para
polimeros séo: temperatura de fusdo (T¥), cristalizacéo, transicéo vitrea (Tg)
(ponto de transicdo entre o estado vitreo e o borrachoso) e calor de transicédo
(entalpia) (SCHICK, 2009).

A compatibilidade dos componentes nos filmes obtidos pode ser
observada pela andlise dos termogramas. A mistura de dois polimeros
imisciveis é apresentada com separacao do pico de fusdo durante o processo
de aquecimento, indicando que cada componente cristaliza individualmente
(BHATIA et al., 2007; ZOUBARI et al., 2017). Uma completa miscibilidade
da mistura de dois polimeros é identificada pela ocorréncia de pico
endotérmico nos termogramas de DSC (HOSSEINI et al., 2013). Além disso,
a analise do termograma de DSC possibilita determinar a temperatura de
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transicdo vitrea (Tg) do polimero, a qual estd associada com a mobilidade
segmental das moléculas. Abaixo da Tg, o polimero ndo tem energia
suficiente para deslocar uma cadeia em relagdo a outra por mudangas
conformacionais, apresentando-se duro, rigido e quebradi¢o no estado vitreo.
Acima da Tg (estado elastdbmero) hd uma maior mobilidade das cadeias
poliméricas, devido a um aumento dos espagos vazios na matriz, tornado o
material mais flexivel (YOSHIOKA; HANCOCK; ZOGRAFI, 1994).

2.5. Aplicacdo de revestimento comestiveis em salsicha

Para industria de alimentos, a qualidade de produto carneo processado
¢ dependente da degradacdo quimica e de deterioracdo microbioldgica
(SIRIPATRAWAN; NOIPHA, 2012). Para o consumidor, o produto deve
apresentar caracteristicas organolépticas satisfatorias, oferecer compostos
que possam ajudar a reduzir doencas e conseguir se conservar 0 maximo de
tempo possivel sem perder a qualidade (ZAMUDIO-FLORES et al., 2015).
Com isso, um crescente interesse no uso de revestimento comestivel como
uma tecnologia emergente para complementar os procedimentos de
preservagdo empregados pela industria de alimento é uma alternativa para
aumentar a inocuidade dos alimentos, manter as propriedades organolépticas
dos produtos e estender a vida de prateleira (BLANCO-FERNANDEZ et al.,
2013).

A pesquisa na aplicacdo de filmes e revestimentos comestiveis em
produtos carneos para aumentar a vida de prateleira vem crescendo nos
altimos anos. Segundo Cagri; Ustunol; Ryser, (2002), Cagri et al., (2003) e
Gadang et al., (2008), a aplicacdo de filme comestivel a base de isolado
proteico do soro com incorporagdo de diversos antimicrobianos (&cido p-
aminobenzoico (PABA), acido ascorbico, &cido mélico, nisina, extrato de
sementes de uva e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)) em diferentes
tipos de salsicha apresentaram o efeito inibitorio para os micro-organismos:
Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Salmonella entérica,
bactéria mesofilas aerdbica, bactéria acido latica e fungos/leveduras.
Nguyen; Gidley; Dykes, (2008) utilizaram filmes comestiveis de celulose
com adicdo de nisina para revestir salsicha Frankfurt e demonstraram o
controle do crescimento bacteriano de Listeria monocytogenes e aerébicos
totais em 14 dias de armazenamento a 2 °C. Outro trabalho inibiu crescimento
de aerdbios totais, bactérias acido laticas, fungos e leveduras em salsicha por
20 dias armazenados a 4 °C com a aplicagao de filme comestivel de quitosana
adicionado de extrato de cha verde (SIRIPATRAWAN; NOIPHA, 2012).
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Mais recentemente, foi utilizado filme comestivel de amido com
nanoparticulas de prata em salsicha para controlar o crescimento de bactérias
acido laticas por 15 dias a 10 °C (MARCHIORE et al., 2017). Dessa maneira,
os trabalhos expostos demonstraram um alto potencial para aplicacdo de
revestimento comestivel em salsicha, de diferentes matrizes poliméricas
(polissacarideos ou proteina), com adi¢do de um composto antimicrobiano
para manter a qualidade e estender a vida de prateleira.

2.6. Migracao de compostos ativos em filme ou revestimento comestivel.

Migracéo é o processo de transferéncia de massa pelo qual substancias
de baixa massa molecular inicialmente presentes nas embalagens sdo
liberadas para o0 ambiente ou para produto em contato coma embalagel. Este
€ um processo critico, pois o controle de liberacdo de compostos
antioxidantes e/ou antimicrobianos da embalagem para o alimento permitira
uma protecdo e extensao da vida Gtil do produto (HWANG et al., 2013). Com
isso, 0 conhecimento de difusdo de pequenas moléculas em biopolimeros
sobre vérias condicdes externas é de grande importancia para aplicacdo nas
indUstrias farmacéuticas, alimentos e de embalagens (KARBOWIAK et al.,
2008).

A transferéncia de massa de varias moléculas (agua, soluto, agentes
corantes, compostos aromaticos) pode ocorrer entre o alimento e o ambiente
exposto, ou entre diferentes fases do produto alimentar. Essas transferéncias
de moléculas podem levar a instabilidade fisico-quimica, bioquimica e
microbiolégica, no qual posteriormente produzirdo modificagBes da
aceitacdo sensorial do alimento, no que diz respeito a textura, cor, sabor e
gosto (KARBOWIAK et al., 2009). Dessa maneira, a migracdo de moléculas
pode ser limitadas com a insercdo de embalagem comestivel entre o alimento
e 0 ambiente em que o alimento sera exposto (atmosfera modificada, meio
ambiente, embalagem primaria, etc.) (KARBOWIAK et al., 2009). Com isso,
as embalagens comestiveis tém como fungdo controlar a passagem de agua,
gases (oxigénio, gas carbdnico, entre outros compostos aromaticos) e/ou
transportar compostos bioativos (antimicrobianos e antioxidantes) da
embalagem para o alimento (MIN; RUMSEY; KROCHTA, 2008).

Os métodos utilizados para determinacéo da difusividade de pequenas
moléculas em embalagens (comestiveis ou sintéticas) de alimentos podem
ser divididos em duas categorias: indireto e direto. No método indireto
(escala macroscopica), as embalagens que contém inicialmente as moléculas
difusoras sdo colocadas em contato com fase receptora (geralmente uma fase
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liquida ou gel). A partir da evolucdo temporal, a concentracdo de molécula
no receptor é determinada por métodos analiticos como: gravimetria,
volumetria e  instrumentais  (espectrofotometria, = cromatografia,
condutivimetria, microscopia, etc.). O método direto é realizado monitorando
0 movimento das particulas na matriz em tempo real, sem uso de uma fase
receptora. As medidas sdo efetuadas em escala microscdpica por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR) ou recuperagdo da
fluorescéncia apos fotodegradacdo (FRAP) (PAYET et al., 2008).

2.6.1 Migracéo da curcumina do filme ou revestimento comestivel em escala
macroscopica.

Um dos maiores desafios da ciéncia da embalagem de alimentos é o
monitoramento de compostos ativos que migram de materiais de embalagem
para os alimentos (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017). Entretanto, o
acompanhamento da migragdo de substancias é realizado através de testes
em alimentos ou fluido simulador de alimento (FSA). Esses testes sdo
realizados em condi¢es especificas de tempo e temperatura, de acordo com
as caracteristicas de uso e armazenamento do produto e de que maneira o
alimento serd embalado (GRANDA-RESTREPO et al., 2009).

Os mecanismos de liberagdo controlada de composto ativo de um
material polimérico s&o: difusdo, intumescimento e erosdo (Figura 2.5). Um
sistema controlado por difusdo acontece quando o composto ativo dissolve
nos canais preenchidos por dgua ou através da estrutura polimérica. No caso
do intumescimento, o polimero absorve &gua e as redes poliméricas tornam-
se afastadas permitindo que o composto seja liberado por difusdo. No sistema
controlado por erosdo, o composto € liberado ap6s a degradacdo e erosao da
matriz polimérica. Dependendo do sistema (polimero / composto ativo) e das
condic¢Bes ambientais, um dos mecanismo pode prevalecer (FREDENBERG
etal., 2011; SIEPMANN; PEPPAS, 2012).
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Figura 2.5. Mecanismo de liberagéo de composto ativo em matriz polimérica.
N Oy

Gin) =

- R T

Difusdo ’-2(—3
W

Intumescimento

Fonte. JAWAHAR; MEYYANATHAN, 2012.

O processo de migracdo de uma substancia ativa a partir de uma rede
polimérica para um FSA ocorre em duas fases. A primeira etapa, as
moléculas de agua da solucdo exterior penetram e difundem para o interior
do filme. Consequentemente, as malhas de rede polimérica tornam-se cada
vez espacgadas, permitindo a difusdo do agente ativo através do filme para a
solucdo externa até se atingir um equilibrio quimico entre as duas fases
(BUONOCORE et al., 2003; IMRAN et al., 2014). A taxa de migracdo
dependera da composicdo quimica e estrutura (densidade, cristalinidade e
ramificacdo) do polimero, da afinidade do composto ativo com o polimero
ou FSA, concentracdo do composto ativo, massa molecular, solubilidade,
polaridade, tempo e temperatura (CANELLAS et al., 2010; FERNANDO;
LOW; AHMAD, 2011).

A composicdo quimica afeta o nivel de compatibilidade com o FSA,
e, portanto, a sorcdo. Um polimero lipofilico ndo polar absorve
preferencialmente substancias organicas ndo polares, enquanto um polimero
hidrofilico polar serd propenso a atrair &gua e compostos polares. Além disso,
0s compostos ativos passam pelos espacos vazios e outras lacunas do
polimero, com isso a taxa de migracdo dependera, em grande parte, do
volume molecular e da forma dos compostos ativos, do tamanho e nimero
de lacunas no polimero. As propriedades termodindmicas dos compostos
ativos como polaridade e solubilidade influenciam no transporte de massa
devido & interacdo entre o polimero, 0 composto ativo e o FSA. Por exemplo,
se 0 composto ativo tem uma baixa solubilidade no FSA ndo ocorrerd
migragio (GAVARA; CATALA, 2002; HELMROTH et al., 2002).
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Para a realizacdo de teste de liberacdo de um composto ativo é
utilizado um FSA que representa as principais propriedades fisico-quimicas
dos alimentos, simulando o comportamento de um grupo de alimentos que
tém caracteristicas semelhantes (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).
Diferentes fluidos simuladores de alimentos tém sido identificados e
aprovados pelo Food and Drug Administration’s (FDA’s) para teste de
migracdo. Os fluidos disponiveis para alguns produtos alimenticios incluem:
agua (para produtos a base de agua); acido acético a 3% (produtos acidos);
etanol a 50% (para produtos lacteos) e etanol a 95% e isooctano para
alimentos gordurosos (USFDA, 2007).

A fim de avaliar o transporte de substancia ativa na matriz polimérica,
0 uso de modelos matematicos possibilita a compreensdo dos mecanismos de
transferéncia de massa. A partir de dados experimentais de liberacdo de
compostos ativos para um FSA, pode ser realizada a determinacdo de
parametros especificos do sistema (PINHEIRO et al., 2013). Varios autores
propuseram relacfes matematicas para descrever o mecanismo de liberacdo
de compostos, incluindo modelos empiricos e mecanisticos. O primeiro
modelo matematico € puramente descritivo e seus parametros ndo sdo
baseados em fendmenos fisicos, quimicos e bioldgicos reais. Entretanto,
modelos mecanisticos sdo baseados em fendmenos reais, como difusdo,
dissolugdo, intumescimento, erosdo e degradagdo que permitem uma maior
compreensdo dos fendmenos do sistema de liberacdo (SIEPMANN;
SIEPMANN, 2008).

Em materiais poliméricos, a liberacdo de um composto ativo pode ser
controlada pelo mecanismo de difusdo, ou seja, é o processo pelo qual a
matéria é transportada de uma parte de sistema para outra como um resultado
dos movimentos moleculares aleatérios. A lei de Fick de difusdo para
substancias isotrépicas é baseada na hipétese de que a taxa de transferéncia
do composto ativo por unidade de area de secdo é proporcional ao gradiente
de concentragdo medido normal & secdo (CRANK, 1975).

d
j= —Dd—i (2.1)

sendo j € o fluxo massico (g/m2.st), p é a concentragio massica (g/m3), x a
posi¢do (m) e D é o coeficiente efetivo de difusdo do composto ativo através
do filme (m#s). Combinado a equacao da primeira lei de Fick e a equagéo da
continuidade para o composto ativo sem reacdo quimica, considerando uma
placa plana e D constante obtemos a Equacéo 2.2 (CRANK, 1975):
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em que t representa o tempo (s).

A Equacdo 2.2 pode ser resolvida considerando que: 1) tanto difusdo
de 4gua e o relaxamento da matriz macromolecular sdo mais rapidos que a
difusdo do composto ativo através da rede intumescida; 2) o aumento do
filme devido ao intumescimento é desprezivel; 3) a concentracéo inicial do
composto antimicrobiano no FSA € zero; 4) o composto ativo esta
uniformemente distribuido e sua concentracdo esta abaixo da concentracéo
de saturagdo do sistema (volume infinito). Sobre essas condi¢des, a Equacao
2.2 é resolvida em termos da concentracdo massica média, integrada na
posicdo como apresentado na Equacdo 2.3 (MASTROMATTEO et al.,
2009):

M _ 8 i 1 —D(2n + 1)?’t -
Mo w4 @nr?r 412 @3)
n=

em que M (g),é a massa do composto antimicrobiano liberado do filme num
tempo t, M. (g) € a massa do composto antimicrobiano no tempo t no infinito
e | a espessura do filme (um).

A tabela 2.1 apresenta alguns trabalhos encontrados na literatura de
migracdo de compostos antimicrobianos de filmes comestiveis para fluidos
simuladores de alimentos, afim de demonstrar os fatores que influenciam a
liberagdo. O mecanismo de liberacdo do composto ativo para o FSA
apresentado na literatura usaram a solucdo analitica da lei de Fick para
obtencéo do coeficiente de difusdo, com ordem de grandeza entre 107 a 10°
13 cm2/s e 0 mecanismo foi controlado por difus&o.
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Tabela 2.1. Trabalhos encontrados na literatura de diferentes matrizes de filmes
comestiveis adicionadas de compostos antimicrobianos com alguns valores do

coeficiente de difusdo em diferentes fluidos simuladores de alimentos.

Coeficient
Polimer Com_post FSA Principais e de~ Referéncia
0 0 ativo resultados difusdo
(cm?/s)
. 4°C -
Quant(; maior 5 4x10-10-
i -10
Quitosan La_urll < concentragéo 8'9)(%0 (HIGUERAS et
a arginato Agua do composto 28°C al., 2013)
(LAE) . p 10.6x10°10 N
mais lenta é a :
3 ~ -13.4x10
liberagéo 10
< Liberacéo x
Quitosan Oleoe  ois répida Nao (FERNANDEZ-
a Carvacrol  etanol em etanol do determino PAN et al., 2015)
96% . u o valor N
que 6leo
Agua,
10%,
50% e x ~ <
. . N&o houve Né&o (SANCHEZ-
0, -
Qunaosan lecc)men est):n/con liberagdo em  determino GONZALEZ et
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(BENBETTAIEB
etal., 2016a)

(OUATTARA et

al., 2000)

(IMRAN et al.,

2014)

(SOTO-VALDEZ;

AURAS;

PERALTA, 2011)

(MA!\IZANAREZ-
LOPEZ et al.,

2011)

(JAMSHIDIAN;
TEHRANY;
DESOBRY, 2012)

(HWANG et al.,

2013)
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(OZDEMIR;
FLOROS, 2001)

(FRANSSEN;
RUMSEY;
KROCHTA, 2004)

(PINEROS-
HERNANDEZ et
al., 2017)

(CHOI et al.,
2005)

(ASHWAR et al.,
2015)

(BIERHALZ; DA
SILVA:
KIECKBUSCH,
2012)

(SILVA et al.,
2016)

PLA- poliacido lactico; BHT-Hidroxitolueno butilado; BHA-2,3-terc-butil-4-hidroxianisol; PG-
Propil galato; TBHQ Terc-butil-hidroquinona;
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Os fatores descritos em relagdo ao composto ativo sdo: massa

molecular, polaridade, solubilidade e concentragdo. A influéncia da
solubilidade do composto ativo no solvente estudada por Imran et al. (2014)
e Ozdemir; Floros (2001) mostra que para cobertura a base de proteina do
soro de leite adicionado de sorbato de potassio, a liberagdo é mais rapida para
agua, com valores do coeficiente de difusdo na ordem de 10 cm?/s. Para
cobertura a base de HPMC, caseinato de sédio, quitosana e poliacido latico
(PLA) adicionados de nisina apresentaram liberacdo lenta em solucédo
etandlica a 95%, obtendo valores do coeficiente de difusdo na ordem de
grandeza de 103 cm?/s, devido a baixa solubilidade da nisina em etanol
(BERRIDGE, 1949).
Com relagdo ao tamanho da molécula foi observado que quanto maior a
molécula, mais lenta é a liberagdo do composto ativo para a solugdo
(OUATTARA et al., 2000; HWANG et al., 2013; BENBETTAIEB et al.,
2016a). Jamshidian; Tehrany; Desobry (2012) estudaram a liberacdo de
hidroxitolueno butilado (BHT), -2,3-terc-butil-4-hidroxianisol (BHA), propil
galato (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ), apresentando diferentes
polaridades em etanol, a partir da incorporacdo em cobertura a base de PLA,
obtiveram um maior valor do coeficiente de difusdo para o PG que tem a
polaridade mais proxima do etanol. Entretanto, resultado oposto foi
observado no estudo de Sanchez-Gonzalez et al. (2011) da liberagdo de
limoneno em isooctano que apresentam polaridades préximas (0,92 e 0,
respectivamente), mas ndo houve a liberagdo devido provavelmente a
insolubilidade do isooctano (solvente apolar), na matriz polimérica de
quitosana (altamente polar) mantendo a estrutura do polimero intacta. A
liberagdo de carvacrol em éleo (apolar) e etanol (polar) foi estudado por
Fernandez-Pan et al. (2015). Os autores verificaram que apesar de uma alta
hidrofobicidade do carvacrol, a liberacdo foi mais lenta no éleo, devido a
baixa permeagdo do 6leo na matriz polimérica de quitosana, que acaba
dificultando a difusdo e migracdo do carvacrol para o0 meio.

Pode ser ainda observada uma rapida difuséo de acido ascérbico em
agua e etanol 10% e BHT em etanol 95% devido a afinidade do emigrante
com o fluido simulador de alimento (FSA) (ASHWAR et al., 2015). Em
outros trabalhos, substancias como polifenol de cha verde e extrato de
alecrim, que tém maior solubilidade em etanol 95% do que em &gua ou etanol
a 50%, apresentaram uma migracdo mais lenta, pois 0s compostos estdo
aprisionados na matriz polimérica. Com isso, para que ocorra o fendmeno de
migracdo do composto para 0 FSA em filme hidrofilico, é necesséaria uma
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quantidade de agua suficiente para ocorrer intumescimento e relaxamento da
matriz polimérica para permitir a difusdo do composto ativo para o FSA (LIU
etal., 2016; PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017).

A modificacdo da matriz polimérica com a adicéo de 6leo (ARCAN;
YEMENICIOGLU, 2013) ou gelatina (GIMENEZ et al., 2013) na matriz e
nanoencapsulamento de 6leo de canela (WU et al., 2015b) fazem com que a
liberacdo do composto ativo seja mais controlada. Benbettaieb et al., (2016b)
ndo conseguiram controlar a liberagdo de quercetina em filme de quitosana
com gelatina de peixe aplicando doses de radiacdo gama de 40 e 60 kGy.
Outros estudos demonstraram que um aumento da espessura do filme diminui
a taxa de migracdo do composto ativo para FSA devido ao aumento do
caminho que a molécula deve percorrer na matriz polimérica (FRANSSEN;
RUMSEY; KROCHTA, 2004; MASTROMATTEO et al., 2009).

A temperatura € um parametro importante no estudo da difuséo.
Soto-Valdez; Auras; Peralta, (2011) estudaram o efeito da temperatura de 9-
43 °C no coeficiente de difusdo do resveratrol em filmes de PLA, mostrando
que os valores do coeficiente de difusdo variaram na ordem de grandeza de
1013 para 1071° cm?/s, respectivamente. Estudo da difusdo de nisina em filmes
produzidos com PLA, os autores ndo observaram diferenca significativa nos
valores dos coeficientes de difusdo com o aumento da temperatura de 4 °C
para 40 °C (IMRAN et al., 2014). Outro trabalho que apresentou 0 mesmo
comportamento, sem influéncia da temperatura, foi a liberagdo de resveratrol
em etanol 10%, com os valores dos coeficientes de difusdo na mesma ordem
de magnitude de 10 cm?s (SILVA et al, 2016). Esses resultados
demonstram que a solubilidade, polaridade e afinidade quimica do emigrante
no meio simulante tém maior influéncia na liberacdo do que a temperatura.

A tabela 2.2 apresenta trabalhos encontrados na literatura que
analisaram a migracdo de compostos antimicrobianos de filmes para os
alimentos. Observa-se na tabela 2.2 que apenas os trés primeiros trabalhos
foram determinados os coeficientes de difusdo dos compostos nos filmes e
nos alimentos. Nota-se também que os valores encontrados para o coeficiente
de difusdo nos alimentos foram 10* vezes mais rapidos que no filme,
demonstrando que a aplicacdo de revestimentos ou filmes comestiveis
conseguem controlar a liberagdo de substancias ativas para o alimento.
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Tabela 2.2. Trabalhos encontrados na literatura sobre migracdo de composto
antimicrobiano do filme para o alimento.

CDF x CDA
Composto Filme Alimento 1010 x 10° Referéncia
6
- Farelo de x (LEE; OH;
Tiocianato mostarda Salmao 2,7 1,9 MIN, 2015)
L Farelo de (LEE; KIM;
Hipotiocianato soja Presunto 4,18 2,78 MIN. 2015)
. MIN;
Proteina ( !
- N RUMSEY;
Lisozima gg Isgirtg Salmao 9,8 0,48 KROCHTA,
2008)
T Farelo de (LEE; MIN,
Hipotiocianato soja Presunto 0,36 - 2013)
Proteina (MIN;
Tiocianato e de soro Salmio 18,7 i KROCHTA,
Hipotiocianato de leite 1,31 RUMSEY,
2007)
. . . i (FAJARDO et
Natamicina Quitosana  Queijo 0.013 al., 2010)
Amido de
Cinamaldeido semente Carne 0.81x10 i n\ﬁgmmﬁ
e eugenol de 5e1.07 N
. 2017)
tamarindo
Nanoparticulas (MARCHIORE

de prata Amido  Salsicha i i etal., 2017)

CDF- coeficiente de difusao no filme cm2/s; CDA- Coeficiente de difusdo no alimento em
cma/s.

Fajardo et al. (2010) e Chandra Mohan et al. (2017) estudaram a
migracdo dos compostos ativos do filme para alimento e do filme para FSA
(solucdo salina). Nesses estudos, os resultados mostram maior porcentagem
de liberagdo da substancia ativa e rapida difusdo no FSA que no alimento,
pois o processo de difusdo em meio solido é de fato muito mais complexo do
que em um FSA. A menor liberagdo no alimento pode ser explicada devido
a uma pequena quantidade de agua que se difunde no filme, sendo o principal
mecanismo de liberacdo para revestimento comestivel, como visto
anteriormente.

Outro componente avaliado quanto a migracdo foi referente a
liberacdo de nanoparticulas de prata de revestimento comestivel a base de



59

amido para salsicha (MARCHIORE et al., 2017). Os autores constataram que
a concentracdo de nanoparticulas de prata na superficie da salsicha
permaneceu inalterada apds os periodos de armazenamento de 15 e 30 a 10
°C dias, evidenciando que provavelmente as nanoparticulas ndo difundem
para o seu interior.

As referéncias mostradas nas tabelas 2.1 e 2.2 ratificam que ha poucos
estudos sobre migracdo de compostos ativos de revestimentos ou filme
comestiveis para o alimento, devido a demora e complexidade de obtengédo
de dados do composto ativo no alimento.

2.6.2 Determinacdo do coeficiente de difusdo pelo método de Recuperagédo
da Fluorescéncia apds Fotodegradacao (FRAP)

Apenas poucas técnicas permitem a determinacdo direta de um
coeficiente de difusdo sem introduzir perturbagbes em massa no sistema.
Outra solucdo para avaliar a difusividade de uma substancia com uma
determinada massa molecular em uma matriz é utilizar um corante molecular
de referéncia, cuja difusdo pode ser facilmente caracterizada. Desta forma, o
coeficiente de difusdo de um composto fluorescente em filmes poliméricos
pode ser medido pela recuperacdo de fluorescéncia apo6s fotodegradagdo
(KARBOWIAK et al., 2008).

Desenvolvida na década de 1970, FRAP tem se tornado uma técnica
importante e versatil para medir a mobilidade translacional de moléculas
fluorescentes em varios sistemas, como células vivas, membranas e outros
campos biolégicos (AXELROD et al., 1976; HAGMAN; LOREN;
HERMANSSON, 2010; FLOURY et al., 2012). Entretanto, a técnica FRAP
parece ser uma valiosa ferramenta para estudar a difusdo de moléculas
pequenas em filmes poliméricos e pode contribuir para obter informagéo
sobre sua organizacdo molecular e sua potencial funcionalidade como
barreira. Além disso, no campo farmacéutico, tem um grande potencial para
a caracterizagdo de liberagcdo de farmacos em sistemas macromoleculares,
por estudo do efeito da matriz na taxa de difusdo de moléculas ativas através
das capsulas (KARBOWIAK et al., 2006).

A andlise do FRAP ¢ baseada nas propriedades de fluorescéncia e
fotodegradacdo (perda da propriedade de fluorescéncia pela intensidade da
luz) de uma dada molécula fluorescente (KARBOWIAK et al., 2009). Os
experimentos de degradacdo podem ser facilmente realizados em
microscopios de varredura confocal (CLSM) uma vez que s8o
frequentemente equipados com recursos para degradacdo de regides
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arbitrarias na amostra. Como 0 CLSM é um microscopio de alta precisdo, a
técnica de FRAP fornece informac&o local e pode ser realizada em qualquer
material manuseavel que seja suficientemente fotoestavel para ser irradiado
com um laser (HAGMAN; LOREN; HERMANSSON, 2010).

Experimentalmente, imagens numa regiao de interesse (ROI, do inglés
region of interest) selecionada na amostra sdo captadas por um determinado
tempo com laser em baixa intensidade, para verificar que a amostra nao seja
afetada pelo laser durante a fase de recuperacdo da fluorescéncia. Depois de
ter sido analisada uma quantidade fixa de imagens, uma parcial
fotodegradacdo das moléculas fluorescentes no ROI é obtida por uma breve
exposi¢do a um feixe de laser focado de alta poténcia, enquanto a intensidade
do laser ao redor do ROI é mantida baixa durante o processo. Imediatamente,
apos a fotodegradacdo, as moléculas fluorescentes ndo degradadas difundem
lateralmente para regido degradada. Com isso, a fluorescéncia recuperada na
area degradada é monitorada ao longo do tempo com baixa intensidade do
laser (Figura 2.6) (SPRAGUE; MCNALLY, 2005; KARBOWIAK et al.,
2009; FLOURY et al., 2012).

A quantidade e a forma de degradacéo obtidas experimentalmente séo
caracteristicas essenciais para a realizacdo de uma experiéncia confidvel em
FRAP. Geralmente, a quantidade de degradacédo deve ser entre 30 a 70 % da
intensidade inicial. Se a degradacédo for muito baixa, a forma das curvas de
recuperacao ndo é suficientemente tipica para ser analisada adequadamente.
Se a quantidade de degradacdo é muito elevada, ruidos ou sinais podem
mascarar a real intensidade de fluorescéncia registrada. Experimentalmente,
a quantidade de degradacdo pode ser influenciada pela mudanca do tempo de
degradacdo ou a intensidade da luz (MEYVIS et al., 1999).

Os experimentos de FRAP fornecem informacdo sobre a mobilidade
da molécula fluorescente num compartimento definido. Dois pardmetros
podem ser deduzidos do FRAP: a fracdo mdvel da molécula fluorescente e a
velocidade de mobilidade (REITS; NEEFJES, 2001). A Figura 2.6 apresenta
as imagens da intensidade no ROI (regido representada pelo circulo) antes da
fotodegradagdo, apds a fotodegradagdo e ao final do processo de recuperacao
da fluorescéncia, além de uma curva tipica da recuperacéo da fluorescéncia,
permitindo a determinacdo dos dois parametros: fragdo mdvel e coeficiente
de difusdo. A fracdo movel pode ser determinada comparando a fluorescéncia
na regido degradada apds a recuperacdo total (l.) com a fluorescéncia antes
da degradacéo (l1) e imediatamente apds a degradacao (lo), apresentada pela
Equacdo 2.4:
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R = (Ioo - Io)/(h - Io) (2-4)

Figura 2.6. Analise pela técnica FRAP para obtencdo do coeficiente de difusao.

Branqueamento

Branqueamento Recuperagéo

Intensidade da fluorescéncia

Fonte: SPRAGUE; MCNALLY;, 2005.

A fracdo movel pode mudar em diferentes circunstancias, por exemplo
guando a molécula fluorescente interage com outras moléculas ou com o
polimero. A fracdo moével pode também ser afetada pelas barreiras e
microdominios do polimero (SPRAGUE; MCNALLY, 2005).

Dependendo do tamanho, da forma da area degradada e quais
pressupostos foram assumidos quanto aos mecanismos de difusdo e a
resposta da amostra, existem diferentes modelos para o célculo da taxa de
difusdo a partir das informacdes de recuperacdo da fluorescéncia
(HAGMAN; LOREN; HERMANSSON, 2010). Técnicas de FRAP
permitem a determinacéo de coeficientes de difusdo na ordem de grandeza
de 102 cm?/s e mostrou-se adequada para estudos de difusdo de moléculas
em polimeros. Modelos de FRAP descrevem a relacéo entre a difusdo em
uma regido degradada bidimensional (2D) e a recuperagdo da fluorescéncia
como observado pelo microscopio de fluorescéncia (BRAECKMANS et al.,
2003).

A intensidade da fluorescéncia recuperada devido a difusdo de
moléculas ndo degradadas na &rea degradada é o produto espacialmente
integrado da intensidade do feixe de leitura com a distribuicdo de
concentracdo de moléculas ndo degradadas. Para difusdio em 2D, a
intensidade depende do tempo I(t) para perfil de intensidade Gaussiana e
pode ser escrito como uma expansdo em série mostrada na Equacdo 2.5:
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1(t) = 1, z % !

n=0 n! 1+n (1 +2 (Trid)) @5)

sendo I(t) intensidade ao longo do tempo de recuperagdo da fluorescéncia; e
K € 0 parametro de profundidade da degradacdo que depende da intensidade
e duracdo da luz de degradacdo, e da sensibilidade das moléculas de
fluorescéncia a degradacdo. tr.d € 0 tempo de difusdo caracteristico de
moléculas fluorescentes ndo degradadas que se difundem para area
degradada. Braeckmans et al., 2003 derivaram uma expressdo vélida para
recuperacao da fluorescéncia em 3D usando microscépio confocal no limite
de optica de uma baixa abertura numérica (NA=0,2), a qual apresenta um
perfil de iluminacdo cilindrica. Entretanto, para configuracdo de larga
abertura numérica, os dados do experimento podem ser ajustados com uma
simples fungdo exponencial, apresentada na equacdo 2.6 (BONETTI;
ROGER, 2013):

I(t) = (I, — Io)x{l —exp (— T:iff)} + I, (2.6)

Na Equacéo 2.6; I.. € aintensidade da fluorescéncia no tempo infinito;
qiff € definido como o tempo caracteristico para molecular difundir através
da &rea degradada ao longo de um comprimento caracteristico. O tempo
difusivo caracteristico (tqif) é relacionado com o coeficiente de difusdo pela
equacdo 2.7:

RZ
D= 2.7)
4Tpifr

em que R (um) é o comprimento sobre o qual a difusdo ocorre (BONETTI;
ROGER, 2013).

Apesar de seu interesse, a técnica de FRAP é pouco aplicada em
medicdes de coeficiente de difusdo em meios alimentares. Perry; Fitzgerald,
Gilbert, (2006) determinaram o coeficiente de difusdo de sondas do
conjugado de isotiocianato de fluoresceina (FITC) marcado com dextrana em
solucbes de amido. Outro trabalho aplicando a técnica FRAP foi realizado
por Carvajal-Rondanelli; Lanier, (2010), que determinou os coeficientes de
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difusdo de diferentes inibidores de proteases marcados com FITC em fibras
musculares de peixe. Mais recentemente, Chapeau et al., (2016) utilizaram a
técnica para obter o coeficiente de difusdo de dextrana (tamanho molecular
entre 10 e 500 kDa) em queijos curados e frescos.

2.7. Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (TFDa)

A Terapia FotodinAmica Antimicrobiana (TDFa) foi utilizada ha mais
de 4000 anos pelos egipcios, empregando a ingestdo de plantas (contendo 0s
psolralenos, furo [3,2 —g]- couramina ou &cido 6-hidroxi-5-benzofurano-
acrilico é-lactona) associados com a exposicao a luz solar para tratar doencas
como o vitiligo em humanos. Entretanto, somente em 1900 a técnica foi
aplicada cientificamente por Oscar Raab, o qual observou a toxidade de
corantes de acridina e luz solar contra Parramecium caudatum, publicando
assim o primeiro artigo na area com os efeitos fotodinamicos de compostos
quimicos em micro-organismos. Com o passar do tempo, pesquisas foram
desenvolvidas para o0 uso do processo fotodindmico como alternativa aos
métodos mais convencionais de inativacdo de micro-organismos
(MACHADO, 2000; SIMPLICIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002; DENIS et
al., 2011; ALVES et al., 2015).

O TDFa consiste na utilizagdo de uma fonte de luminosa (luz visivel
de comprimento de onda adequado), um agente oxidante (oxigénio
molecular) e um agente intermediario (denominado fotossensibilizador)
capaz de absorver e transferir a energia da fonte luminosa para o oxigénio
molecular, levando a formacgéo de espécies altamente citotéxicas (ALVES et
al., 2015).

O mecanismo de a¢do da TDFa inicia-se a partir da absorcéo de fotons
de energia do fotossensibilizador (FS) pela irradiagdo com uma fonte de luz
em um comprimento de onda apropriado, no qual estd no seu estado
fundamental singleto (So), passando para um estado de maior energia,
chamado de singleto excitado (S1). A partir do Sz, 0 FS pode retornar ao seu
estado fundamental (Sg) por uma combinacdo de etapas, envolvendo
processo radiativo (fluorescéncia) ou se houver a possibilidade de
acoplamento spin-orbital, a transicdo eletronica entre estados excitados de
diferentes multiplicidades deve acontecer no processo denominado de
cruzamento intersistemas, fazendo com que FS permaneca em estado mais
estdvel com menor energia, denominado tripleto (Ss) (SPERANDIO;
HUANG; HAMBLIN, 2013).



64

Nesse estado tripleto, pode acontecer outra reversdo de spin do elétron
excitado da molécula retornando ao estado fundamental pelo processo de
fosforescéncia. Por outro lado, pode reagir com moléculas do meio e gerar
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species),
como oxigénio singleto (*O), e os radicais livres, hidroxilas e anions
superoxidos. A geragdo de ROS como consequéncia da TDFa segue duas vias
principais caracterizadas por diferentes mecanismos fotoquimicos
denominados "tipo 1" e "tipo Il (Figura 2.7) (WU et al., 2016).

O mecanismo tipo | envolve a transferéncia de elétrons entre o FS no
estado tripleto e componentes do sistema, ocorrendo a geracdo de
superdxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila (ALVES et al., 2015).

No mecanismo tipo Il, acontece a transferéncia de energia, na qual o
fotossensibilizador no estado tripleto transfere energia para a molécula de
oxigénio produzindo o oxigénio singleto, um agente altamente citotoxico,
que pode interagir com um grande numero de substratos bioldgicos,
induzindo danos a parede celular de bactéria, fungos, etc. (REZUSTA et al.,
2012; PAZ-CRISTOBAL et al., 2014).

Figura 2.7. Diagrama de Jablonski- llustracéo gréafica do processo fotodindmico
para producdo de ROS e oxigénio singleto.
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Fonte: Hamblin, (2016).
Os dois mecanismos de foto-inativagdo podem levar a morte celular e

a destruicdo de micro-organismos. Entretanto, o oxigénio singleto possui um
tempo de meia vida em solvente aquoso de aproximadamente 4 ps; possuindo
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um raio de agdo muito reduzido. Apesar disso, 1O, ¢ capaz de interagir com
diversos componentes bioldgicos, tais quais organelas, fosfolipidios da
membrana celular, DNA e mitocondrias, promovendo sua oxidagao e morte
celular. Os ROS formados podem causar danos irreversiveis a qualquer
macromolécula dentro da célula (PERUSSI, 2007).

As vantagens do TDFa sdo: acdo sobre bactérias, fungos, virus e
protozoarios; usar fonte de luz de baixo custo para a ativacdo do agente FS;
baixa probabilidade de desencadear o desenvolvimento de resisténcia em
micro-organismos; ser potencialmente aplicada em vérias areas: hospitalar,
odontoldgica, industrial, meio ambiente e alimentos (PENHA et al., 2016).

Os fotossensibilizadores que tém sido estudados para erradicacdo de
micro-organismos pertencem a diferentes grupos de compostos, como 0s
xantenos halogenados tais como Rosa de Bengala (RB), fenotiazinicos tais
como azul de toluidina O (TBO) e azul de metileno (AM), acridinas e
conjugados de clorina (DENIS et al., 2011). A escolha de um FS esta
associada com suas propriedades fisico-quimicas e com o sistema bioldgico
em que ird atuar. Com isso, o FS deve ser capaz de inativar vérias classes de
células microbianas em concentracdes relativamente baixas e baixa energia
luminosa. Além disso, outros requisitos importantes sdo necessarios como:
ser quimicamente puro e de composicdo conhecida, ser biologicamente
estavel, ter toxicidade minima no escuro, sendo citotoxico somente na
presenca de luz, possuir alto rendimento quantico (facilidade para absorver
ou emitir fotons) nos estados tripleto ou singleto (SPERANDIO; HUANG;
HAMBLIN, 2013).

No que diz respeito a escolha da fonte de luz, coerente (uma Unica
frequéncia) e ndo-coerente, para o processo de inativacdo microbiana, ha uma
ampla variedade que pode ser utilizada como, por exemplo: os lasers, 0s
diodos emissores de luz, assim como as lampadas incandescentes e
fluorescentes. O aspecto prioritario para preferéncia por uma fonte de luz
apropriada é a sua habilidade de excitar o FS, provocando um efeito
citotdxico ao micro-organismo alvo (NAGATA et al., 2012).

Processos térmicos convencionais usados para preservacdo de
alimentos sdo efetivos contra muitos dos patégenos alimentares. Entretanto,
a contaminacao cruzada de produtos alimentares apds tratamento térmico por
equipamento e o ambiente geral das fabricas de processamento, durante as
diferentes etapas do processo ou de preparacdo dos produtos finais, € o
principal problema enfrentado pela industria de alimentos. Com isso, a TDFa
¢ considerada uma estratégia promissora com uma elevada eficacia para
inativar os patogenos de origem alimentar (MAGALHAES et al., 2016).
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Vérios trabalhos sdo encontrados na literatura com inativacdo de
patégenos com diferentes FS na area de alimentos, dentre eles podemos
destacar 0 uso da curcumina como FS, que é um composto geralmente
reconhecido como seguro (GRAS) pelo FDA (US FDA, 2013). A Tabela 2.3
apresenta algumas pesquisas realizadas com a aplicagdo da curcumina para
inativacdo de diferentes micro-organismos na area de alimentos.

Tabela 2.3. Trabalhos encontrados na literatura sobre inativacdo de micro-
organismos patogénicos com o0 uso de curcumina como FS na area de alimentos.

Trabal Luz Concentr  Micro- Meio Fluenc Tem  Referénci
hos acao de organismos ia po a
curcumin
a

1 Luz 0.92 Staphylococ  In 3 50s  (JIANG
azul pg/mL cus vitro Jicm? etal.,
LED 2014)
470
nm

2 Luz 7.36 Vibrio Ostra 3,6 60s (WU et
azul ug/mL parahaemol Jlcm2 al., 2016)
LED yticus
470
nm

3 Luz 0.74-3 Streptococc  In 24-72  2- (PASCH
led mg/mL us mutans vitro Jiem?2  5mi OAL et
450n n al., 2013)
m

4 Lamp 1.9-37 Aspergillus  Milho 60 * (TEMBA
adade pg/mL flavus Jlcm? etal.,
xénon 2016)
420

5 Luz 7.36 Candida In 5,28 4 (DOVIG
azul ug/mL albicans vitro J/icm? min Oetal.,
LED 2011)
455n
m

6 Luz 0.37-9.2 Enterococcu In 0,5-30 30s- (HAUKV
azul ug/mL s faecalis, vitro J/icm? 30m IKetal.,
LED Streptococc in 2009)
430 us
nm intermedius

e E. Coli
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7 Luz 1.85-7.36  Norovirus In 3,6 60s (WU et
azul pg/mL vitro J/icm? al.,
LED 2015a)
470
8 Luz 28 Staphylococ  In 139- 10- (PENHA
azul pg/mL cus, vitro 417 30 etal.,
LED Aeromonas, Jlem? min 2016)
470 Salmonella,
Escherichia,
Pseudomon
as
9 Luz 19-37 S. aureus Pepin 33,8/ 60m (TORTIK
azul pg/mL 0, cm? in ;
LED pimen SPAETH
435n tdo e ;
m frango PLAETZ
ER,
2014)

* N&o apresentou a poténcia para poder fazer a conversdo para o tempo de
exposicao.

Alguns pontos sdo destacados da Tabela 2.3 tais, como: concentragdo
de curcumina, tempo de exposicao a luz, fluéncia e tipo de luz utilizada no
sistema, micro-organismo alvo e meio da realizacdo da inativacdo (solucdo
ou alimento). Observa-se que as concentragdes de curcumina usadas para
inativar os micro-organismos foram menores que 40 pg/mL, com exce¢do do
trabalho de Paschoal et al., (2013) que utilizaram uma concentra¢do variando
de 0,7-3 mg/mL. Com relacédo a trabalhos que empregaram curcumina sem
exposi¢do a luz, a concentragdo minima inibitéria esta entre 100-400 ug/mL
(BHAWANA et al., 2011; SANDIKCI ALTUNATMAZ et al., 2016). Com
isso, é comprovado que a combinagdo de baixa concentra¢do de curcumina
com exposicdo a luz apresenta um grande potencial antimicrobiano para
prevenir contaminacao microbiana.

A maioria dos ensaios fotodindmicos de inativacdo microbiana é
realizado em solucdo de curcumina e o micro-organismo alvo. No entanto,
quando se realiza a simulacdo da contaminagdo do alimento pela inoculagéo
do micro-organismo, pode acontecer a diminuic¢do da eficiéncia do processo
fotodindmico, devido ao micro-organismo estar no interior do alimento,
dificultando assim a ativacdo da curcumina pela exposi¢do a luz. Dessa
maneira, foi simulada a contaminacdo de ostra, milho, pepino, pimentdo e
frango, a fim de comprovar que essa tecnologia tem grande potencial para
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aplicacdo em alimentos com objetivo de reduzir a carga microbiana
(TORTIK; SPAETH; PLAETZER, 2014; TEMBA et al., 2016; WU et al.,
2016). Os alimentos contaminados foram expostos a luz e imersos em uma
solucdo de curcumina, sendo que o melhor resultado obtido foi a inativacdo
de 6 log (UFC/qg) de Vibrio parahaemolyticus presentes em ostras em 60 s de
exposi¢do a luz com uma concentracdo de curcumina de 7,36 pg/mL,
evidenciando que a tecnologia de fotodindmica com uso de um FS pode ser
aplicada para inibir a contaminagdo microbiana em alimentos.

Vérias tecnologias necessitam de tempo elevado para alcancar uma
reducdo bacteriana satisfatdria. Entretanto, nos experimentos fotodindmicos
observa-se que alguns micro-organismos precisaram de apenas 1 min de
exposicdo a luz em solugdes de curcumina para conseguir uma reducdo na
carga microbiana de 2 a 5 log (UFC/mL) (HAUKVIK et al., 2009; JIANG et
al., 2014; WU et al., 2015a, 2016).

2.8. Consideracdes sobre o estado da arte

A curcumina é um pigmento amarelo isolado do rizoma de clrcuma,
na qual é muito utilizada como tempero ou corante em alimentos. Esse
polifenol tem multiplas atividades bioldgicas e seus efeitos medicinais estéo
apresentados na base de dados do Instituto Nacional de Saude (
https://www.ncbi.nlm.nih.gov, acessado 05 de junho de 2017). Em seres
humanos, 0s resultados mais promissores da curcumina foram observados no
tratamento do cancer, doencas inflamatdrias, disturbios cutaneos, oculares,
neuroldgicos e nefropatia diabética (GUPTA et al., 2012).

Em nivel celular, ao longo dos ultimos 50 anos foram realizados
extensivos estudos mostrando que a curcumina é uma molécula altamente
pleiotrdpica e que sua atividade vem da capacidade de agir sobre diferentes
moléculas presentes na célula. Em particular, a curcumina possui multiplas
atividades  farmacolégicas  como:  atividades  anti-inflamatdria,
anticancerigena, antioxidante e antibacteriana, (MAHESHWARI et al.,
2006; MULIK et al., 2010; SIDDIQUI et al., 2012; GUPTA, 2017).

Embora o amplo potencial terapéutico da curcumina seja conhecido, a
sua utilizacdo como composto ativo em revestimento e filmes comestiveis
ainda € restrita. Para aplicacdo e utilizacdo em coberturas e/ou biofilmes, faz-
se necesséario compreender o fendmeno de migracdo da curcumina desses
materiais para o alimento. O processo de migracdo geralmente é controlado
pelo mecanismo de difusdo, no qual o composto ativo passa pelo espaco
vazio da matriz polimérica. A determinacdo dos coeficientes de difuséo
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desses compostos ativos incorporados nos filmes fornecera algumas
informac0es relevantes como: 0 tempo necessario para 0 composto ativo ser
liberado para o alimento; se a concentragdo liberada serd suficiente para ter
efeito contra um micro-organismo alvo; a concentracdo do composto ativo
remanescente no filme apds o contato com o alimento tera efeito inibitorio
para evitar contaminagédo cruzada.

O efeito antimicrobiano apresentado pela curcumina para
determinados  micro-organismos  patogénicos  (Escherichia  coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeroginosa,
Panicillium notatum e Aspergillus niger) necessita de uma concentracdo de
150 a 400 ug/mL (BHAWANA et al., 2011). No entanto, uma alternativa
para superar essa barreira é a utilizacdo da terapia fotodindmica, que ativa o
principio ativo necessitando de baixa concentracdo para inativar, como por
exemplo, Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus, Aspergillus
flavus, E. coli entre outros (TORTIK; SPAETH; PLAETZER, 2014; PENHA
etal., 2016; TEMBA et al., 2016; WU et al., 2016).

O presente trabalho tem como contribuig&o significativa o estudo do
comportamento da curcumina presente em cobertura comestivel aplicado
como revestimento natural em salsichas, dados do coeficiente de difusdo da
curcumina em diferentes matrizes poliméricas e aplicacdo da terapia
fotodindmica para potencializar o efeito antimicrobiano da curcumina na
presenca de componente hidrofilico.
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CAPITULO. 3 MATERIAIS E METODOS

Para melhor entendimento dos métodos utilizados estas serdo
descritas detalhadamente uma vez que nos manuscritos submetidos estdo
resumidos.

3.1. Capitulo 4. Aplicagdo de revestimento comestivel & base de
residuo de circuma e gelatina em salsicha

3.2. Materiais

A curcuma foi fornecida pela Oficina de Ervas Farmécia de
Manipulacdo Ltda (Ribeirdo Preto, Brasil). A gelatina foi adquirida de um
mercado local da marca Royal (Gelco Gelatinas do Brasil LTDA, SP). O
glicerol, utilizado com plastificante, da marca Sigma-Aldrich foi
adquirido da Casa da Quimica Industria e Comércio LTDA, (Séo Paulo,
Brasil). As matérias primas carneas: carne bovina e toucinho foram
obtidos do estabelecimento JBS/Brasil. Os ingredientes (fécula de
mandioca, proteina concentrada de soja, proteina isolada de soja,
tripolifosfato de sodio, eritorbato de sédio e nitrato de s6dio) foram
fornecidos pela empresa New Max Industrial.

3.3. Obtencao do residuo de curcuma

O residuo de curcuma foi obtido no Laboratério de Tecnologia
Supercritica LASEFI-/DEA/UNICAMP. O método para obtencdo do
residuo utilizado foi descrito por Osorio-Tobdn et al. (2014). Antes do
processo de extracdo, os rizomas foram mantidos sob refrigeracéo a 2 °C,
moidos em um moinho de facas (Marconi, model MA340, Piracicaba, Sdo
Paulo), e em seguida passados por um conjunto de peneiras de malhas
entre 24 a 48 mesh (WS Tyler, Wheeling, USA).

O processo de extracdo com fluido supercritico (EFS) e a extracao
com liquido pressurizado (ELP) foram realizados sequencialmente em um
equipamento montado no laboratério de tecnologia supercritica
(LASEFI) descrito por Farias-Campomanes; e Meireles (2013). Este
equipamento pode ser usado para realizar os processos EFS (com ou sem
cossolvente) e ELP. A fim de integrar o processo de EFS e ELP, os
rizomas foram inicialmente submetidos ao EFS obtendo fragdo de residuo
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da cdrcuma desaromatizado (DCRs). Imediatamente apds o processo de
EFS, sem remover a matéria prima da célula de extracdo, 0s
curcuminoides foram extraidos por ELP usando etanol como solvente.

O processo para EFS e ELP foi realizado com 47 g de circuma
colocados dentro da célula de extragdo (415 cm3) (Figura 3.1).

Figura 3.1. Representacdo da obtencéo do residuo de clrcuma.

Carcuma (47 g)

Extracao com fluido presurizado (ELP
Temperatura de 40, 50 e 60 °C e pressao de 10 a 30 MPa

|¢

Extracdo com liquido pressurizado (PLE)
Temperatura de 40, 50 e 60 °C e pressao de 10 a 30 Mpa

Torta
Seca em estufa a 35 °C por 24 horas

Moida e peneiras de 200 mesh

Residuo de curcuma

A amostra utilizada continha aproximadamente 13 % do volume
total da célula de extracdo. O volume do recipiente foi preenchido com
pérolas de vidro de mesh de 8-10 em uma coluna de teflon. O solvente foi
o0 didxido de carbono (99,9 % CO,, Gama Gases Especiais Ltda., Sdo
Bernardo do Campo, Brasil). Primeiramente, o CO; foi resfriado a -10 °C
no banho termostatico (Marconi, model MA-184, Piracicaba, SP) e entdo
bombeado para o extrator. A temperatura da célula de extragdo foi
aquecida até a temperatura de 40 ou 50 °C e mantida constante pelo banho
termostatico (Marconi, model MA-184, Piracicaba, SP), com éleoc como
fluido circulante. A célula de extracdo foi pressurizada usando o CO;
como solvente. Apds alcancar a temperatura e pressdo de trabalho, a
célula foi mantida por um periodo estatico de 20 min e em seguida a
valvula de bloqueio foi aberta e a valvula micrométrica era
cuidadosamente ajustada para manter a pressdo do sistema e controlar a
vazdo de CO, constante de 8.6 x 10° kg/min e uma taxa
solvente/alimentacédo de 12 para 1.
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Ao final do processo de EFS, imediatamente iniciava-se 0 processo
de ELP com o bombeamento do etanol 99.5 % (Dinamica, Sdo Paulo,
Brasil) para o extrator usando uma bomba de HPLC (Thermo Separation
Products, model Consta Metric 3200 P/F, Fremont, USA). O recipiente
de extracdo foi aquecido como previamente descrito no processo para a
EFS. Novamente, ap6s alcancar a pressdo e temperatura de operagéo, a
célula de extracdo foi mantida por um periodo estatico de 20 min. Em
seguida, a valvula de bloqueio era aberta, e a valvula micrométrica era
cuidadosamente ajustada para manter a pressdo do sistema e o fluxo de
solvente constante de 1.11 x 10 kg/s e a taxa de solvente/alimentagdo de
9.5. Em ambas as extra¢des foram avaliadas seis pressdes (10,15,20,25,30
MPa) e trés temperaturas (313,323 e 333 K).

Apobs os processos de extracdo, a torta obtida foi seca em uma
estufa com circulacdo de ar a 35 °C por 24 horas, e em seguida moida
novamente passando por peneiras com aberturas de 74 um (200 mesh),
no qual o po obtido foi denominado residuo de clrcuma e posteriormente
utilizado para a formacdao da solugéo filmogénica.

3.4. Desenvolvimento do revestimento e filme comestivel

A elaboracdo da solucdo filmogénica de residuo de clrcuma e
gelatina utilizada para o revestimento na salsicha foi realizada da pelo
procedimento descrito a seguir (Figura 3.2).

Figura 3.2. Esquema do procedimento de obtencdo da solugdo comestivel a
base de residuo de circuma e gelatina.

v —
85°C por 4

Gelatina e glicerol

SR
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A formulacédo utilizada para elaborar as coberturas a base de
amido do residuo de circuma seguiu 0 método descrito por Maniglia et
al., (2015). Uma suspenséo aquosa com 5 % do residuo de ctircuma foi
homogeneizada por 30 minutos em um agitador magnético (FISATOM,
752A). Posteriormente, a suspensao foi aquecida a 85 °C por 4 horas e a
cada hora foi homogeneizada com Ultra-Turrax T25 (lka-Werke,
Germany) por 2 minutos a 12000 rpm, para obter uma completa liberacdo
do amido que esta preso entre proteinas e fibras. Em seguida, sob agitacdo
foram adicionados gelatina e glicerol e mantido a 70 °C por mais 30
minutos, para completa miscibilidade. Logo apo6s, a solugdo passou por
um banho ultrassdnico por 20 minutos, para retirada de bolha de ar. Ao
final, a formula¢do com 12 % de sélidos totais continha em base seca: 50
% de gelatina, 35 % de residuo de amido e 15 % de glicerol. A cobertura
a base de gelatina seguiu 0 método descrito por Benbettaieb et al., (2014),
no qual a gelatina e glicerol foram adicionados em &gua destilada na
temperatura de 70 °C sob agitagdo por 30 min. O preparo da solucéo a
base do residuo de cdrcuma seguiu 0 mesmo método descrito por
Maniglia et al. (2015). Ao final as solugdes com 12 % de s6lidos totais
continham em base seca: 85 % de residuo de clrcuma ou gelatina e 15 %
de glicerol.

Para determinacdo das propriedades mecanicas e térmicas 0s
filmes foram preparados por casting, a solucdo foi vertida em placas de
acrilico mantendo uma massa de 0.2 g.m™. O filme foi seco por 8 horas
em uma estufa com circulacdo de ar a 35 °C. Antes da caracterizacao,
todos os filmes foram condicionados pelo menos 48 horas em um
dessecador com solugéo de NaBr (58 % UR).

3.5. Caracterizacdo das coberturas na forma de filme
3.5.1 Propriedades mecanicas dos filmes

Teste de tracdo foi realizado no texturdmetro (TA-XT2i, Stable
Micro Systems), e a tensdo de ruptura, 0 alongamento na ruptura e o
maodulo de Young foram determinados. Os filmes foram cortados em tiras
(25 X 90 mm) e tiveram sua espessura medida em cinco pontos. Os testes
foram realizados conforme o método D882-96 da American Society for
Testing and Materials (ASTM D882-12, 2001), com distancia inicial das
garras de 50 mm e velocidade de tragdo de 1 mm s,
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3.5.2 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A determinacdo da permeabilidade ao vapor de agua foi realizada
de acordo com 0 método ASTM E96-00 (ASTM E96M-10, 1995). O filme
foi colocado em uma capsula contendo CaCl, (UR-2 %), que foi selada e
armazenada em cdmara com umidade relativa de 75 % e temperatura de
25 °C. As capsulas foram pesadas em uma balanca analitica (AY 200,
Shimadzu) em intervalos de 1 h durante 12 h e ap6s 24 h. A PVA foi
calculada pela equacdo 3.1:

pya = V! 31
T AAp '

sendo | a espessura do filme (m), A a area de permeagdo (0.0031
m2), Ap a diferenca de pressdo de vapor através do filme (Pa) e w a taxa
de ganho de massa pela célula de difusdo (g/h).

3.5.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A analise em DSC dos filmes puros e da blenda foi realizada a
fim de se obter o seu ponto de fusdo. As amostras primeiramente foram
condicionadas em camara com pentoxido de fésforo com 0 % de umidade
relativa durante dois dias a 25 °C. Ap6s o condicionamento, as amostras
de 6 mg = 1 mg foram fechadas em cépsulas de aluminio e analisadas em
DSC Perkin-Elmer, Jade (Massachusetts, USA) previamente calibrado
com indio e Zinco, utilizando-se gas de arraste N2 com vazdo de 50
mL/min. Os termogramas dos materiais foram obtidos em uma faixa de
temperatura de -50 a 200 °C, com velocidade de aquecimento de 10
°C/min. Os resultados foram analisados no software Pyris DSC.

3.5.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A anélise morfologica foi realizada por microscopia eletronica de
varredura (MEV) no Laboratério Central de Microscopia (LCME) da
UFSC. Os filmes analisados foram liofilizados durante 24 horas para a
remocdo total da umidade. As amostras foram montadas em placas de
aluminio e recobertas com ouro utilizando um metalizador LEICA (EM
SDC 500). As amostras foram analisadas por um microscépio eletrdnico
de varredura JEOL JSM 6390 LV (Japao) com um feixe de elétrons de 10
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kV. As superficies (em contato com a placa e com o ar de secagem) € a
seccao transversal (fraturada) foram avaliadas.

3.5.5 Espectro no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho (FTIR) foi realizada no
dispositivo 16 PC Perkin-Elmer com resolucdo de 4 cm™ na faixa de
4,000-400 cm & temperatura de 25 °C. Para o FTIR, as amostras foram
acondicionadas em um dessecador com 54 % de umidade relativa por 48
h antes da anélise. As amostras de filmes de 2 cm de didmetro foram
colocadas entre dois discos de KBr. O espectro obtido foi usado para
determinar as interagdes entre 0 amido e a gelatina.

3.6. Elaboracéo da salsicha

As salsichas foram preparadas em uma planta piloto no
Laboratorio de Carne e Derivados-LCD-UNICAMP. A sua composicao
esta apresentada na Tabela 3.1. Primeiramente, a carne bovina resfriada
foi moida em disco com orificios de 7 mm e a gordura (toucinho) em
disco com orificios de 3 mm. No cutter (Mado®), foram adicionados a
carne bovina, a carne mecanicamente separada (CMS), sal refinado e 50
% do gelo a ser utilizado. Em seguida a mistura foi triturada por 3 a 4 min
a baixa velocidade para extracdo das proteinas miofibrilares. Em seguida,
foram adicionados os aditivos tripolifosfato e nitrito de sddio, triturando-
se até a temperatura atingir 7 °C. Posteriormente, foram adicionados o
restante do gelo, eritorbato de sodio, proteinas de soja a fécula de
mandioca, e os demais condimentos. Por Gltimo o toucinho, num processo
continuo de cominuicdo por 4 min e temperatura da massa abaixo de 12
°C.

A massa foi embutida em envoltdrios artificiais impermeéveis
(Viscase Nojax Clear EZP) (Mainca modelo EC-12,) e o produto foi
submetido a tratamento térmico em estufa de cozimento marca
ARPROTEC com o seguinte programa de cozimento: 30 minutos a 60
°C, 10 minutos a 65 °C com UR 85-90 %, 10 minutos a 70 °C com UR
90-95 %, e 85 °C com UR 90-95 % até que a temperatura interna
monitorada por um termopar inserido na parte central do produto atingisse
72 °C. Apbs o cozimento as salsichas foram resfriadas em banho de gelo,
despeladas. 50% das salsichas foram embaladas a vacuo sem
revestimento e outra metade foram revestidas com solugéo comestivel a
base de amido de clircuma e gelatina (conforme item 3.7) e armazenadas
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a b °C e 10 °C. As andlises fisico-quimicas e microbiol6gicas foram
realizadas a cada 10 dias durante o periodo de 30 dias.

Tabela 3.1. Composicdo da salsicha.

Ingredientes Composicao (%)
Carne Bovina 14
CMS 60
Toucinho 5
Gelo/Agua 10,5
Fécula de mandioca 5
Proteina concentrada de soja 1
Proteina isolada de soja 1
Sal 25
Tripollifosfato de sédio 0,35
Eitorbato de sédio 0,5
Nitrito de sodio 0,015

3.7. Aplicacédo do revestimento comestivel na salsicha

O recobrimento da salsicha com solucéo comestivel foi realizada
em uma camara fria a 8 °C. A temperatura da solucdo filmogénica foi
mantidaa 25 + 1 °C para evitar gelificacdo da solucdo. As salsichas foram
imersas na solucédo e suspensas em um suporte em ago inoxidavel de um
sistema movel por 40 minutos na camara fria a 8 °C para a adesdo do
revestimento. Em seguida foram embaladas a vacuo e armazenadas sob
refrigeracéo. Os tratamentos foram separados em T1 e T2 para salsichas
sem recobrimento armazenadas 5 °C e 10 °C respectivamente, e T3 e T4
para salsichas com recobrimento armazenadas a 5 °C e 10 °C
respectivamente. A Figura 3.3.a representa como as salsichas foram
presas em clips esterilizados e a Figura 3.3.b mostra as salsichas
embaladas a vacuo para 0 armazenamento.
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Figura 3.3. a) Foto do acondicionamento das salsichas no suporte inoxidavel
para aderéncia do revestimento comestivel. b) amostra de salsicha com e sem
revestimento comestivel.

3.8. Anélises fisico-quimicas e microbioldgicas das salsichas
3.8.1 Analise de cor, atividade de agua (Aa) and pH

O pH foi determinado com uma sonda de penetracdo (MA 130
Metler, Toledo). A atividade de agua foi realizada no aparelho Aqualab-
(Decagon Device INC., Pullman, USA). Este equipamento é um
psicrometro que mede a Aa por meio do ponto de orvalho em espelho
resfriado, desse modo, o resultado apresentado € razdo entre a pressao de
vapor de saturacdo na temperatura do ponto de orvalho pela presséo de
saturacdo na temperatura da amostra. A cor foi determinada com um
espectrofotdmetro Minolta (CM-5-Konica Minolta), pelo sistema padréo
CIELAB, onde L* (luminosidade), a* (vermelhiddo) e b*
(amarelecimento). Para analise de cor, as amostras sem revestimentos
foram picadas e as amostras que continham revestimentos foram
despeladas e em seguidas picadas. A remogdo do revestimento foi
realizado para efeito de comparacdo com o controle. Todas as analises
foram realizadas em triplicatas com trés salsichas.

3.8.2 Analise do perfil de textura (TPA)
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As analises do perfil de textura foram realizadas em um
texturébmetro TA-xT2i (Texture Technologies Corp., Scarsdale, NY).
Para calibragdo do equipamento utilizou-se uma célula de 25 kg, e o teste
foi realizado por dois sucessivos ciclos de compresséo, considerando 5 s
com o tempo entre as compressdes. Utilizou dez amostras cilindricas de
salsicha, a temperatura ambiente, com diametro de 15 mm e altura de 20
mm. As amostras foram comprimidas na sec¢do longitudinal a 30 % da
sua altura inicial, com velocidade de 1 mm/s. O probe utilizado foi o P-
35 (35 mm de didmetro, aco inoxidavel). Os parametros avaliados foram:
dureza, elasticidade, coesividade e mastigabilidade (Figura 3.4). Dureza
é a forca maxima requerida para comprimir a amostra, expressa em N.
Coesividade € a razdo area durante a segunda compressdo pela area da
primeira compressdo, A2/Al. A elasticidade é a porcentagem de
recuperacao da amostra, sendo a razdo entre as duas deformagdes, D2/D1.
Mastigabilidade é a energia requerida para mastigar os alimentos, no qual
é o produto da dureza X coesividade X elasticidade, expressa em N.

Figura 3.4.Curva de analise de perfil de textura instrumental tipica.
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3.8.3 Analises microbioldgicas

As analises microbioldgicas realizadas foram: contagem total de
aerobios mesofilos, bactérias lacticas e psicrotroficas. Os métodos
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utilizados para estes ensaios sdo descritos conforme American Public
Health Association (A.P.H.A, 2001). PorcBes de 25 g de cada amostra
foram homogeneizadas em Stomacher Lad Blender (Seward Laboratory,
London, UK) com 225 mL de &4gua peptonada 0,1 % e dilui¢Bes decimais
foram utilizadas para as analises microbiologicas.

Apos diluicdes, aliquotas de 1 mL foram retiradas e inoculadas
em placa de petri previamente esterilizadas. Em cada placa foi adicionado
entre 15 e 20 mL de meio de cultura, previamente fundido e mantido a
temperatura de 45 °C. O indculo foi misturado ao meio com movimentos
circulares em forma de oito. Ap6s a completa solidificagdo do meio as
placas foram invertidas e incubadas em estufa ou geladeira conforme cada
bactéria: para as determinacfes de contagem padrao de bactérias aerdébias
mesdfilas (contagem padrdo em placas) mantidas em estufa a temperatura
de 35 °C por 48 h. A contagem de bactérias lacticas foi realizada em meio
agar MRS, mantida em estufa a temperatura de 37 °C por 72 h. A
contagem de bactérias psicrotréficas foi realizada em meio agar padrao,
mantida em geladeira a 7 °C durante 10 dias. Para a contagem de col6nias
foram selecionadas as placas que continham entre 30 e 300 col6nias.

3.9. Capitulo 5. Liberagdo da curcumina dos filmes comestivel para
fluido simulador de alimento e salsicha e anélise de mobilidade da
curcumina pela técnica FRAP.

A pesquisa apresentada nos capitulos 4 e 5 foram realizadas no
departamento de Ciéncias e Tecnologias de Alimentos na Universidade
da Califérnia, Davis, USA, sob a supervisdo do professor Nitin Nitin, no
periodo de setembro 2015 a agosto de 2016. Nesta secdo serdo descritos
0s materiais e métodos dos capitulos citados.

3.10. Materiais

O residuo de ctrcuma utilizado € o0 mesmo descrito na se¢éo 3.2.
Amido de mandioca (Bob’s red Mill (Milwaukei, OR, USA), 6leo de
oliva (Trader Joe’s, Davis, California, USA) e as salsichas (Chicken
Franks Foster Farms Livingston, CA, USA) foram compradas de um
mercado local. As salsichas comercias apresentam em sua composic¢éo 57
% &gua, 28 % de gordura total, 12,5 % de proteina e 1,78 % de
carboidrato. Glicerol, fluoresceina, curcumina e gelatina foram
comprados da Sigma-Aldrich (3050 Spice Street , St Louis, MO, USA).
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Agua ultrapura foi obtida usando um sistema de filtragdo Milli-Q (EDM
Millipore; Billerica, MA, USA).

3.11. Extragdo da curcumina do residuo de circuma.

Extracdo do soluto, por processo convencional, foi realizada para
determinar a concentracgao de curcumina no residuo de ctrcuma. Utilizou-
se metanol a 100 % e etanol/agua nas concentracoes de 100 %, 75 %, 50
% e 30 %, como solventes para extracdo. A escolha da utilizacéo de etanol
em diferentes concentragdes foi devido aos experimentos realizados no
presente trabalho de liberacdo da curcumina dos filmes comestiveis. Uma
amostra de 0.1 £ 0.02 g de residuo de circuma foi misturada com 5 mL
de solvente em um frasco de vidro ambar sob agitacdo, a 23 °C por 48
horas. Ap6s a extracdo, a solucdo foi centrifugada (centrifuge 5809,
Eppendorf, Hamburg, Germany) a 4300 xg por 5 min e o sobrenadante
foi coletado e absorbancia lida no espectrofotdmetro (Spectra max 340,
California, USA) a 425 nm. Concentragéo de curcumina foi baseada nas
curvas padrdes. 1 mg de curcumina / mL de etanol ou metanol foi usado
como solucdo estoque. As curvas de calibracdo foram geradas nas
concentragdes de curcumina de 0.68 a 100 pg/mL em triplicata. Nas
concentracBes de 1.8 a 60 pug/mL, obteve-se uma boa linearidade (R2 >
0.99). A Tabela 3.2 apresenta os valores dos parametros a e b para
correlacéo linear das solugdes de metanol e etanol.

Tabela 3.2. Valores dos parametros a e b para curva padrdo para diferentes
concentracdes de etanol em diferentes temperaturas e metanol.
T

C) Pardmetros
Etanol em 4gua (v/v) a b
100 27.04 -2.41
23 90 20.82 -0.16
75 18.48 0.87
50 28.64 0.68
30 30.19 -2.90
4 90 21.18 -0.01
50 20.38 0.226
23 Metanol

100 7.54 -0.14
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3.12. Preparacdo da solucdo para elaboracdo dos revestimentos e
filmes

As bases dos revestimentos comestivel e filmes foram: blenda de
gelatina e amido de mandioca adicionada de curcumina purificada e uma
segunda blenda de residuo de circuma e gelatina.

3.12.1 Solucéo do residuo de curcuma com gelatina.

A elaboracdo da solucdo para as coberturas e filme a base de
residuo de curcuma e gelatina foi descrita anteriormente na secdo 3.3.
Sendo denominados como TGF e TGC para o filme e revestimento,
respectivamente.

3.12.2 Solugdo de amido de mandioca e gelatina adicionado de
curcumina purificada

Solucbes filmogénica de gelatina e amido de mandioca
adicionadas de curcumina e fluoresceina foram realizadas separadamente.
Uma suspensdo aquosa de amido na concentracdo de 8.8 % (m/m) foi
aquecida em um agitador magnético (IKA Works Inc., Wilmington, NC)
até 71 °C e mantida sob agitacdo por 5 min (DE MORAES et al., 2013).
Separadamente, uma solugdo aquosa de gelatina 12 % (m/m) foi aquecida
até 70 °C até completa dissolucdo (BENBETTAIEB et al., 2014).
Subsequentemente, as solugdes foram misturadas e glicerol (1.8 % m/m)
foi adicionado. Em seguida, a solucdo foi novamente agitada para
completar a miscibilidade por 30 min a 70 °C. Conforme cada ensaio, a
curcumina foi adicionada em diferentes concentragdes na solugdo. Para
os ensaios de liberacdo e FRAP foi adicionado 300 uM e para o ensaio de
migracdo foi adicionado 3 mM de curcumina. A concentracdo de
fluoresceina (molécula hidrofilica) foi de 3 uM para o ensaio FRAP, para
comparagdo com a curcumina que € uma molécula hidrofobica. A
concentracdo final da solu¢do em base seca foi 50 % gelatina, 35 % amido
e 15 % glicerol. Os filmes com curcumina e fluoresceina foram
denominados CGC e CGF, respectivamente, enquanto o revestimento
com adigéo de curcumina foi denominado CGH.

3.12.3 Preparacao dos filmes
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Os filmes foram preparados por casting a partir das solugdes. As
solucdos foram vertidas em placas de acrilico mantendo uma massa de
0.2 g.m? e o filme foi seco por 16 horas em uma estufa a vacuo (Isotherm
Vacuum Oven, Model 280 A, Fisher Scientific) a 35 °C. As amostras de
filmes foram analisadas por FRAP nas seguintes condicdes: a) filme seco
(11+£1.45 % de umidade), b) filme coberto com 6leo; c) filme Umido (5 8
+ 2.13 % de umidade). Filmes imidos foram mantidos em uma camara
com umidade relativa de 90 % controlada por uma solugdo salina de
cloreto de bario até atingirem o equilibrio.

3.13. Liberagdo da curcumina do filme de residuo de circuma e
gelatina (TGF) e filme de amido de mandioca e gelatina adicionado
de curcumina (CGF) para fluido simulador de alimento.

Coeficientes de difusdo da curcumina para ambos os filmes foram
determinadas usando uma solucéo aquosa de etanol como simulador de
alimento na concentragdo de 50 % e 90 %. Amostras de filmes foram
cortadas em discos de 12 cm de didmetros com massa de
aproximadamente 1 + 0.05 g e imersas em 55 mL de meio simulante num
recipiente de aluminio de 250 mL (Figura 3.5). A razdo volume/area de
liquido foi 0.98 mL/cm? de acordo com ASTM D4754-98 (2006), que
estabelece a taxa entre 155.0 e 0.31 mL/cm2 Os frascos de aluminio
foram mantidos no escuro a temperaturas ambiente (23 °C) ou refrigerada
(4 °C). Aliquotas da solucéo de etanol 50 % foram coletadas nos tempos
1,2,4,8,12,24 e 48 horas. Para solu¢do de 90 % de etanol foram retiradas
aliquotas diariamente por um periodo de 10 ou 12 dias. Cada ensaio foi
realizado em triplicata e o volume de cada aliquota foi de 0.15 mL. A
determinacdo da concentracdo de curcumina foi avaliada por
espectrofotdmetro (Spectra max 340, California, USA) a 425 nm com
base nas curvas padrfes realizados na se¢éo 3.9.
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Figura 3.5. Imagens do experimento de liberacdo de curcumina. a) Tempo
inicial; b)tempo final do processo de difusdo.

— y
%) o /

O processo de migragdo foi descrito de acordo com a cinética de
difusdo do migrante no filme e expresso pelo coeficiente de difuséo (D).
As consideracdes realizadas foram: 1) tanto difusdo de &gua e o
relaxamento da matriz macromolecular sdo mais rapidos que a difusdo do
composto ativo através da rede intumescida; 2) o aumento do filme
devido ao intumescimento é desprezivel; 3) a concentragdo inicial da
solucdo simulante é zero; 4) o composto ativo esta uniformemente
distribuido e sua concentragdo est4 abaixo da concentracdo de saturacdo
do sistema (volume infinito). Sob essas condi¢Ges, a equacdo 3.2
seguindo a solucdo analitica da lei de Fick, foi considerado para
determinar o coeficiente de difusdo (D) (CRANK, 1975):

M _ 8 i 1 —D(2n + 1)?’t -
M, mLn+2t? e (32)
n=

sendo My/M., a razdo entre curcumina liberada no tempo t e a
liberada no equilibrio, | é a espessura do filme, e D € a difusividade do
migrante no filme. A funcéo de regressdo na linear (nlinfit) do MATALB
R2012a (Mathworks Inc., USA) foi utilizada para determinar o
coeficiente de difusdo da equacéo 3.2.

3.14. Recuperacao da Fluorescéncia apés Fotodegradacdo (FRAP)
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O FRAP é uma técnica que pode ser usada para determinar o
coeficiente de difusdo de pequenas moléculas fluorescentes em filmes
comestiveis em um especifico comprimento de onda (KARBOWIAK et
al., 2009). Os coeficientes de difusdo foram determinados em trés
condigdes para simular alimentos secos (filme seco), Umidos (filme
armazenado em uma camara com 90 % de umidade relativa) e oleosos
(adicdo de dleo na superficie do filme). Os filmes foram cortados com 1
cm? e colocados em uma I&mina de vidro e coberto com outra Iamina fina
de vidro. O FRAP foi realizado em um microscépio confocal (ZEISS
LSM 510 META) usando uma lente objetiva de 25X de aproximagéo no
ar. O raio da area de degradacdo foi de 9.8 um e a fluorescéncia das
amostras foram degradadas usando um laser de Argon com 6.1 mW (100
% da energia) em um comprimento de onda de 488 nm. O tempo utilizado
para degradacdo da fluorescéncia foi até alcancar 50 % da intensidade
inicial, com base em testes iniciais. As aquisi¢des das imagens foram
realizadas usando o tamanho de 256-256 com maxima velocidade de
varredura. As imagens foram coletadas a cada 2 s de intervalo com 0.1%
da méxima intensidade do laser, sendo que dependendo tempo de cada
experimento modificou com as condicGes de cada filme até atingirem o
equilibrio. A abertura numérica foi 0.8 N.A e o experimento foi realizado
a temperatura ambiente (~23 °C). Os dados foram ajustados usando a
simples funcdo exponencial (equacdo 3.3) (BONETTI; ROGER, 2013):

10 = (1, — Io)x{l — exp (— T;H)} +1, (3.3)

sendo: o e I, respectivamente: intensidade da fluorescéncia no
tempo 0 depois da degradacdo e no tempo infinito, quando a concentracao
do composto é uniforme dentro da amostra; I(t) é a intensidade ao longo
do tempo de recuperagdo da fluorescéncia; tqirr € definido como o tempo
caracteristico para molecular difundir através da area degradada ao longo
de um comprimento caracteristico. O tempo difusivo caracteristico (taifr)
é relacionado para o coeficiente de difusdo pela equacdo 3.4:

RZ
4Tqifr

(3.4)
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sendo R é o comprimento caracteristico no o qual a difusédo ocorre.
Por uma regressdo nao linear usando a funcdo nlinfit do MATALB
R2012a (Mathworks Inc., USA) foram ajustados os dados de intensidade
pelo tempo com a equacao 3.2.

A analise do FRAP também foi realizada nos polimeros
separadamente, a fim de determinar qual matriz tem maior influéncia na
difusdo e mobilidade da curcumina. Os testes foram realizados nos filmes
do residuo de circuma, gelatina adicionada de curcumina e amido de
mandioca adicionado de curcumina, com os filmes secos e em contato
com 6leo. N&do foram realizados os experimentos com os filmes imidos,
devido & baixa mobilidade demonstrada nos experimentos utilizados com
as blendas. Resultados dessas analises estdo apresentados no apéndice 1.
Os experimentos foram realizados usando trés filmes para cada condigédo
e de cada filme realizou-se oito analises de recuperacdo da fluorescéncia.

3.15. Ensaio de migracéo da curcumina para salsicha

O experimento de migracdo de curcumina para salsicha foi
realizado com revestimento e filme comestivel, a fim de comparar
diferentes métodos de aplicagdo. Testes preliminares realizados com os
filmes de curcuma (TGF) e revestimento (TGC) apresentaram baixa
liberacdo de curcumina para salsicha. Assim, foi adicionado uma solucao
etandlica de curcumina de 10 mg/mL na solucdo comestivel a de amido
de mandioca e gelatina para aumentar a liberacdo de curcumina para
salsicha. As salsichas foram cortadas em cilindros com 2 cm de didmetro
e 5 cm de altura. Previamente preparados, os filmes TGF e CGC foram
cortados em discos circular de 2 cm de didmetro. Os pedacos de salsichas
foram pressionados nos filmes em placas de petri de polipropileno, afim
de garantir aderéncia da salsicha no filme. As soluc¢des dos revestimentos
(TGC e CGH) preparadas conforme descrito na se¢do 3.3, foram
resfriadas até 50 °C. Em seguida, 0.5 mL foi colocada na superficie da
salsicha. As amostras com os filmes e revestimentos aplicados nas
salsichas foram armazenadas a 4 °C por 5 dias. Cada dia, nove pedagos
de salsichas com filme ou revestimento foram coletadas da cAmara de
refrigeracdo e determinadas a quantidade de curcumina na superficie da
salsicha. Os filmes ou revestimentos foram removidos da superficie da
salsicha e pedacos de 1 mm de espessura foram fatiados e inseridos num
tubo de PTE para extragdo com etanol 75 % por 24 horas. Apés o periodo
de extracdo, as salsichas foram retiradas dos tubos e a solugédo
centrifugada a 6000 rpm por 5 min para precipitar as substancias
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insolGveis. Em seguida, o sobrenadante era coletado e a concentracdo de
curcumina era determinada pela curva padrdo de acordo com o descrito
na se¢do 3.9. A solucédo padrdo para leitura da absorbéncia foi a partir da
extracdo etandlica de um pedaco de salsicha que nédo ficou em contato
com revestimento ou filme, pois salsichas comercias geralmente tem
compostos que podem ser extraidos pelo etanol, com isso para ndo
superestimar uma leitura na concentracdo de curcumina esse
procedimento foi realizado.

O teste de migracdo também foi realizado por um periodo de 25
dias de armazenamento, no qual as amostras foram retiradas a cada 5 dias
e avaliadas a quantidade de curcumina na superficie. Esse experimento
foi realizado somente com TGF, CGF e CGH. Além disso, foi
determinada a quantidade de agua transferida da salsicha para os filmes.
Os filmes e pedacos das salsichas foram pesados inicialmente e depois de
cada tempo de armazenamento, a diferenca de massa foi contabilizada
com ganho ou perda de agua. Resultados dessas andlises estdo
demonstrados no apéndice 1.

3.16. Capitulo 6: Atividade antimicrobiana da curcumina ativada
pela & luz UV-A em hidrogel

3.17. Materiais

Glicerol, curcumina e gelatina foram adquiridas da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). A curcuma foi fornecida pela Oficina de Ervas
Farmacia de Manipulacdo Ltda (Ribeirdo Preto, Brasil). Tampéo fosfato
salino (PBS), caldo de soja triptico (TSB) e agar de soja triptico (TSA)
foram adquiridos da Fisher Scientific (Pittsburgh, PA, USA). Amido de
mandioca comercial, dgua ultrapura e salsichas foram da mesma marca e
composic¢do utilizadas na se¢do 3.8.

3.18. Preparacéo dos hidrogéis

3.18.1 Solucdo a base de amido do residuo de curcuma e gelatina e
solucdo a base de amido de mandioca e gelatina adicionado curcumina.

As preparagdes das solugdes foram realizadas como descrito nas
secdes 3.3 e 3.10.2. A concentragdo final de curcumina na solugdo de
amido de mandioca e gelatina foi de 150 pg/mL.
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3.18.2 Formacdo dos hidrogéis em placas.

Os hidrogéis foram preparados colocando 0.5 mL das solucGes em
individual pocos em uma placa estéril de poliestireno de fundo plano
(1.56 cm de didmetro) de 24 pocos e armazenadas numa camara a 4 °C
por 30 min para completa a formacéo do hidrogel. Os revestimentos dos
hidrogéis resultantes de curcuma-gelatina e amido-gelatina foram
denominados TGH e CGH, respectivamente. O hidrogel controle (K) foi
preparado usando amido de mandioca e gelatina sem adicdo de
curcumina. A composicdo dos hidrogéis foram 88 % (v/v) de &gua, 6%
(v/v) gelatina, 1.8 % (v/v) glicerol e 4.2 % (v/v) do amido de clrcuma ou
de mandioca.

Os hidrogéis foram formados também na superficie das salsichas.
As salsichas foram cortadas com perfeito ajuste com 1.85 cm de didmetro
e 0.5 cm de espessura para serem colocadas nos pogos das placas, e em
seguida, as solugdes foram adicionadas nas superficies das salsichas
inseridas nos pocos. Apds isso, as placas contendo as salsichas foram
armazenadas numa camara a 4 °C por 30 min.

3.19. Caracterizacao dos hidrogéis

Os hidrogéis foram caracterizados em relacdo a espessura,
concentragdo de curcumina final e intumescimento do hidrogel em agua.
As espessuras dos hidrogéis foram medidas usando um micrémetro
digital manual (Mitutoyo Co, Japan) com precisdo de 0.01 mm. As
medidas das espessuras foram realizadas em seis locais do hidrogel e a
média foi exibida. A concentragdo de curcumina nos hidrogéis foi
avaliada através de espectrofotometria UV-Vis (Spectramax 340, CA,
USA). A curcumina foi extraida dos hidrogéis (TGH e CGH) usando
etanol 50 %, e a absorbéncia do extrato foi determinada a 425 nm e a
concentracdo de curcumina foi determinada com base na curva padrdo
apresentada na se¢do 3.9. O comportamento de intumescimento dos
hidrogéis em agua foi avaliado pelo monitoramento do aumento da massa
dos hidrogéis antes e depois do periodo em contato com agua. Foram
adicionados 4 mL de agua nos hidrogéis preparados dentro dos pogos das
placas e mantidos em contato por 30 min. Ap6s o periodo de
intumescimento, a agua foi retirada e um pedaco de papel folha foi
colocado na superficie do hidrogel para absorcdo do excesso de agua. O
hidrogel foi pesado e o intumescimento foi expresso na porcentagem de
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massa de A&gua absorvida pelo hidrogel. Os testes de extracdo da
curcumina do hidrogel e de intumescimento foram realizados em
triplicata.

3.20. Cultura microbiana

Listeria innocua (ATCC 33090, Manassas, VA, USA) modificada
com um plasmideo resistente a Rifampicina foram fornecidos pelo Dr.
Trevor Suslow do departamento de ciéncia e tecnologia de alimentos da
Universidade da Califérnia, Davis, CA, USA. Uma suspensdo de L.
innocua foi preparada antes de cada experimento. Primeiramente, as
bactérias armazenadas em nitrogénio liquido foram espalhadas em placas
de TSA e cultivadas durante a noite a 37 °C. Ap0s isso, recolheu-se uma
Unica coldnia de L. innocua da placa e cultivou-se durante a noite em
caldo TSB contendo Rifampicina 50 pg/mL a 37 °C e 150 rpm até
alcancar a fase estacionaria (aproximadamente 7x 10° UFC/mL). Por fim,
as suspensdes bacterianas foram preparadas diluindo em série as bactérias
de fase estacionaria em agua estéril até as concentragdes finais de L.
innocua de 2 x 10* e 2 x 10° UFC/mL.

3.21. Camara de luz UV-A

A fonte de UV-A light consiste em 4 lampadas UV-A (320 — 400
nm; 18 W; Actinic BL, Philips, Holland) localizadas no topo de uma
camara de plastico. As amostras foram posicionadas no centro da camara,
a 8 cm das lampadas. A intensidade de luz média de UV-A no centro da
camara foi de 3.2 + 0.2 mW/cm? medida pelo medidor de luz UV-A
(Model UV-340A, Lutron Electronics, Taiwan).

3.22. Atividade antimicrobiana dos hidrogéis ativada pela luz UV-A

A atividade antimicrobiana do TGH e CGH em combinagdo com
luz UV-A foi avaliada contra L. innocua. Os revestimentos TGH e CGH
foram preparados em placas de poliestireno de 24 pogos como descrito
acima. Em seguida, 0.5 mL de nova suspensdo de L. innocua foi
adicionada nas placas contendo cada hidrogel, obtendo-se uma
concentragdo final de bactéria de 1 x 10 UFC/mL. As placas foram
colocadas no centro da cdmara com luz UV-A e expostas a luz por até 30
min. Apds cada ponto de tempo, as placas foram removidas da cadmara e
aliquotas da solucdo retiradas e diluidas em série de PBS estéril. As
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diluicbes foram espalhadas em placas de TSA contendo Rifampicina (50
ug/mL) e incubadas a 37 °C por 48 horas. As populagdes de L. innocua
foram determinadas pelo método padrdo de contagem de placas e
expressas em unidades formadoras de col6nias UFC/mL. O revestimento
do hidrogel controle (K) foi usado para avaliar o efeito somente da luz na
inativacdo da bactéria. Além disso, L. innocua incubada em TGH e CGH
e ndo expostas a luz UV-A foram analisadas como sendo o efeito da
curcumina sem luz para inativacao.

A atividade antimicrobiana dos hidrogéis ativada pela luz UV-A
foi avaliada nas temperaturas de 23 °C e 4 °C. Quando o experimento foi
realizado a 4 °C, os hidrogéis, a suspensdo de bactérias e camara de luz
UV-A foram colocadas dentro de uma sala refrigerada a 4 °C uma hora
antes de ser realizado o experimento, para adaptacdo das bactérias e
resfriamento da camara de luz UV-A. A exposicdo a luz e a quantificacdo
bacteriana foi realizada como descrito anteriormente. Todos os testes
foram realizados em triplicata.

3.23. Atividade antimicrobiana dos hidrogéis ativadas pela luz UV-A
na superficie da salsicha

Os revestimentos TGH e CGH foram também aplicados na
superficie das salsichas e a atividade antimicrobiana dos hidrogéis
ativadas pela luz UV-A foi avaliada & temperatura de refrigeracéo (4 °C).
Os revestimentos de hidrogéis na salsicha e as suspensdes bacterianas do
trabalho foram mantidos a 4 °C durante uma hora antes do ensaio. Apos
o0 periodo de refrigeracdo, 0,5 mL de nova suspensao de L. innocua foi
adicionada na superficie dos hidrogéis contendo a salsicha na base dos
pocos da placa de poliestireno. Duas concentracdes iniciais de L. innocua
foram avaliados 1 x 10* e 1 x 10° UFC/mL. As amostras foram entdo
inseridas dentro da camara a 4 °C e expostas a luz UV-A por até 30 min.
Ap0s a exposicdo a luz, a determinacdo de bactérias sobreviventes foi
realizada conforme descrito na se¢do 3.19 e expressa em UFC/mL.
Salsichas revestidas com hidrogel sem curcumina (K) foi utilizada como
controle.

A capacidade de inativacdo bacteriana dos hidrogéis (TGH e CGH)
na superficie das salsichas combinado com exposic¢do a luz UV-A foram
avaliadas para inativar bactéria com mdaltiplos ciclos de contaminacdo a
4°C. A contaminacdo de L. innocua na superficie das salsichas revestidas
com os hidrogéis foi realizada como descrito acima numa concentragédo
inicial de bactéria de 1 x 10* UFC/mL. Em seguida, as amostras foram
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expostas a luz UV-A por 5 e 20 min, para CGH e TGH, respectivamente.
Uma das amostras foi retirada para determinacdo de contagem de
bactérias sobreviventes, enquanto as outras amostras de salsichas
revestidas foram recontaminadas com 5 x 10° UFC/mL de L. innocua e
exposta novamente a luz UV-A no mesmo periodo de tempo. Um terceiro
ciclo de contaminagéo e exposic¢ao a luz UV-A foi também realizado. As
amostras de salsichas revestidas com hidrogéis foram entdo expostas a
trés ciclos de contaminacdo e descontaminacdo e apds cada ciclo foi
determinada a contagem de bactérias sobreviventes e iniciais, sendo
expressa como descrito previamente. Todos os testes foram realizados em
triplicata.

3.24. Atividade antimicrobiana ativada pela luz UV-A pela liberacéo
da curcumina dos hidrogéis

A atividade antimicrobiana dos hidrogéis ativada pela luz UV-A
foram avaliadas pelo do teste de liberacdo da curcumina dos hidrogéis
para solucdo aquosa. A liberacdo da curcumina foi realizada pela adi¢do
de 0,5 mL de agua na superficie dos hidrogéis pelo tempo de 5 e 30 min.
Apbs esse periodo, a &gua foi removida do topo dos hidrogéis e
transferida para outro po¢o da placa e adicionado 0,5 mL de solugéo de
bactéria para obter uma concentragio de 1 x 10® UFC/mL. As amostras
foram expostas a luz UV-A a 23 °C por 5 min e a contagem de bactéria
foi determinada e expressa como descrito anteriormente. Além disso, a
fim de inferir sobre a concentracdo de curcumina liberada a partir dos
hidrogéis, foram preparadas solugdes de curcumina com diferentes
concentragbes (0.05-10 pg/mL), combinadas com L. innocua
(concentragdo final de 1 x 10° UFC/mL) e expostas a luz UV-A a 23 °C
durante 5 min. Os testes foram realizados em triplicata.

3.25. Degradacdo da curcumina nos hidrogéis pela exposi¢ao a luz
UV-A

A degradacdo da curcumina foi realizada pela exposi¢do dos
hidrogéis TGH e CGH a luz UV-A por 5, 15 e 30 min e determinado a
concentragdo de curcumina antes e depois da exposi¢do. A concentracdo
de curcumina foi determinada pela extra¢do da curcumina dos hidrogéis
com etanol 50 9%, lendo a absorbancia a 425 nm com um
espectrofotdmetro UV-Vis e calculando a concentracdo utilizando as
curvas de calibragdo. A degradacdo da curcumina foi expressa como
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porcentagem de perda da curcumina em relacdo ao valor inicial. Os
ensaios de degradacdo foram realizados em triplicatas.

3.26. Determinagdo do efeito antimicrobiano do filme de residuo de
clrcuma e gelatina

O ensaio de zona de inibicdo em meio sélido foi utlizado para
determinar os efeitos antimicrobiano do filme de residuo de clrcuma
contra L. innocua. Em uma placa de TSA foi espalhado 0,1 mL de bactéria
na concentragdo de 1X10” UFC/mL. Os filmes foram cortados com area
de 1 cm? e colocados nas placas de TSA contendo a bactéria. As placas
foram acondicionadas a 37 °C por 48 h. As placas foram analisadas pela
zona de inibic&o dos filmes. Resultados dessa anélise serdo demonstrados
no apéndice 1.

3.27. Andlise Estatistica

Todos os resultados experimentais foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo do teste de Tukey
considerando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05), utilizando 0
software Statistic versdo 6.0 (Statsoft Inc. Tulsa, OK, USA).

Referéncias

A.P.H.A. Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater. In: American Public Health Association (APHA),
American Water Works Association (AWWA) e Water
Environment Federation (WEF). 20. ed. Maryland: Baltimore, 2001.

ASTM D882-12. Standard Test Method for Tensile Properties of Thin
Plastic Sheeting. American Society for Testing and Materials,
Philadelphia, PA. 2001.

ASTM D4754-98. ASTM D4754 - 98 Standard Test Method for
Two-Sided Liquid Extraction of Plastic Materials Using FDA
Migration Cell. Annual Book of ASTM Standards. [s.l: s.n.]v. 8-2

ASTM E96M-10. Standard Test Method for Water Vapor Transmission
of Materials. American Society for Testing and Materials, Philadelphia,
PA. 1995.



113

BENBETTAIEB, N.; KUREK, M.; BORNAZ, S.; DEBEAUFORT, F.
Barrier, structural and mechanical properties of bovine gelatin—chitosan
blend films related to biopolymer interactions. Journal of the Science
of Food and Agriculture, v. 94, n. 12, p. 2409-2419, 1 set. 2014.

BONETTI, M.; ROGER, M. Translational diffusion of probe molecules
under high pressure: A study by fluorescence recovery after
photobleaching technique. Review of Scientific Instruments, v. 84, n.
2, p. 23904, 1 fev. 2013.

CRANK, J. THE MATHEMATICS OF DIFFUSION. SECOND
EDITION ed. London: CLARENDON PRESS, 1975.

DE MORAES, J. O.; SCHEIBE, A. S.; SERENO, A.; LAURINDO, J.
B. Scale-up of the production of cassava starch based films using tape-
casting. Journal of Food Engineering, v. 119, n. 4, p. 800-808, dez.
2013.

FARIAS-CAMPOMANES, A. M.; A. MEIRELES, M. A. Pisco bagasse
as a potential source of bioactive compounds — A Review. Recent
Patents on Engineering, v. 7, n. 1, p. 41-50, 1 abr. 2013.

KARBOWIAK, T.; DEBEAUFORT, F.; VOILLEY, A.; TRYSTRAM,
G. From macroscopic to molecular scale investigations of mass transfer
of small molecules through edible packaging applied at interfaces of
multiphase food products. Innovative Food Science & Emerging
Technologies, v. 10, n. 1, p. 116-127, jan. 2009.

MANIGLIA, B. C.; DE PAULA, R. L.; DOMINGOS, J. R.; TAPIA-
BLACIDO, D. R. Turmeric dye extraction residue for use in bioactive
film production: Optimization of turmeric film plasticized with glycerol.
LWT - Food Science and Technology, v. 64, n. 2, p. 1187-1195, dez.
2015.

OSORIO-TOBON, J. F.; CARVALHO, P. I. N.; ROSTAGNO, M. A ;
PETENATE, A. J.; MEIRELES, M. A. A. Extraction of curcuminoids
from deflavored turmeric (Curcuma longa L.) using pressurized liquids:
Process integration and economic evaluation. The Journal of
Supercritical Fluids, v. 95, p. 167-174, nov. 2014.






115

CAPITULO. 4 ANTIMICROBIAL EFFECT OF EDIBLE
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Abstract

Microbial and physicochemical properties of edible coatings blend
based on turmeric starch and bovine gelatin on frankfurter sausage were
studied during the product’s shelf life. Three edible films were prepared
and their thermal, mechanical, and barrier properties evaluated one with
turmeric starch (TF), one with gelatin (GF) and one with a blend of
turmeric-starch and gelatin. Physicochemical and bacteriostatic effects of
the blend on the sausage were measured. Water vapor permeability (8.01
g d* m?atm-1) and tensile strength of the BF showed intermediate values
(5 MPa) compared with results of the films containing turmeric (5.88 g d
' m2 atm™; 4 MPa) or gelatin (13.4 g d*! m? atm?; 13 MPa) separately.
Tensile strength was higher to GF (13 MPa), lower value (4 MPa) was
obtained to TF and intermediate value to BF (5 MPa). Elastic modulus
was lower to BF (85 MPa) when compared to TF (126 MPa) and GF (271
MPa). Elongation at break of BF (42%) was higher among the three edible
films (TF 7% and GF 36%). Emulsion stability measured by thermal
analysis in DSC showed complete miscibility to BF, observed through
melting point of polymers. The effect of the turmeric-gelatin blend
coating on sausages stored at 5 °C and 10 °C showed a significant
(p<0.05) positive effect on the inhibition of microbial growth over 30
days. Physicochemical characteristics such as pH, texture profile,
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moisture, and color remained constant compared to control. Thus, the
edible coating based on turmeric starch and gelatin blend is an alternative
to replace the synthetic casing in frankfurter sausage.

Industrial Relevance

Nowadays, consumers have increasingly rejected food containing
chemical ingredients added to prolong shelf life. Sausages typically use a
synthetic casing and nitrite to extend shelf life. Thus, this study presents
an alternative product formulated with a natural antimicrobial to improve
nutritional quality that can be applied by food processing industries.

Keywords: edible coating; sausage; turmeric residue;

Highlights

-An edible coating based on turmeric starch and gelatin was applied onto
sausages.

-The coated sausages showed lower microbial count over the storage
period.

-Coated sausages maintained color, firmness, and pH characteristics for
30 days.

-Edible coating based on turmeric starch and gelatin was effective against
microbial load and maintained the physicochemical characteristics of the
sausage.

4.1. Introduction

In recent years, edible coating research has received great attention
because it can extend the shelf life of foods due maintaining of their
quality and to reduce the synthetic plastic on food packaging. The
challenge in applying coatings or edible films is their composition, such
as polysaccharides, proteins, and lipids, which aim to prevent moisture
loss, gas exchange, oxidation, and degradation, in order to improve the
appearance and mechanical integrity of foods (Lopez de Lacey et al.
2014). Furthermore, the use of industrial residues to obtain biopolymers
has become popular in recent years (Maniglia et al. 2014).

Edible films or coatings may serve as carriers of active compounds,
such as antimicrobials, antioxidants, and texture enhancers. The
incorporation of active compounds into edible films can prevent food
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spoilage from food-borne bacteria and organoleptic deterioration by
microorganism, further they can avoid food oxidation, the development
of off-flavors, and nutritional losses, to extend food’s shelf life (Mellinas
et al. 2016).

Turmeric (Curcuma longa L.) belongs to the family Zingiberaceae,
commonly found in South American countries (Jayaprakasha et al. 2005).
It is mostly used to prepare foods and supplements and in medical
treatment. Turmeric essential oil is obtained by conventional extraction,
supercritical fluid extraction (SFE), or pressurized liquid extraction
(PLE). SFE and PLE generate a clean turmeric residue containing starch,
fibers, and traces of oleoresin and curcuminoids, which can be used to
make edible coatings (Braga et al. 2006; Maniglia et al. 2014; Osorio-
Tobon et al. 2014). Although biopolymers are good sources to make
edible coatings or biodegradable films, mechanical and optical properties
must be improved. Gelatin is a good option because it is biodegradable,
biocompatible, has relatively low cost, and exhibits excellent film
solution properties (Benbettaieb et al. 2014; Gomez-Guillén et al. 2009;
Nowzari et al. 2013) and provide mechanical stability.

Commercial Brazilian sausages are immersed in annatto (Bixa
orellana L) solution encased or wrapped under vacuum using polymers
plastic. Therefore, turmeric residue based dip coating should be an
excellent alternative to improve sausage nutritional quality since turmeric
contains curcuminoids naturally, with powerful anti-inflammatory,
antioxidant, and antimicrobial properties. In addition, fresh meat products
have short shelf life because of lipid oxidation and microbial spoilage
(Siripatrawan and Noipha 2012). Thus, an edible coating based on
turmeric starch and gelatin was studied as an alternative to sausage casing
and to evaluate the influence of curcumin in controlling microbial growth
and physicochemical parameters over 30 days.

4.2. Material and Methods
4.2.1 Raw Materials

Turmeric was supplied by the Office Herbal Pharmacy Handling
Ltda (Ribeirdo Preto, Brazil). The turmeric residue was obtained by SFE
(supercritical fluid extraction) and PLE (pressurized liquid extraction)
according to Osorio-Toh6n et al. (2014). Gelatin was purchased from a
local market (Royal, Gelco Gelatinas Ltda, SP, Brazil); glycerol, used as
a plasticizer, was purchased from Casa da Quimica Industria e Comércio
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(S&o Paulo, Brazil). The sausages were prepared using mechanically
deboned poultry meat (MDPM - 67.89% moisture, 15.94% fat, and
12.17% protein) and pork back fat (14.35% moisture, 76.28 % fat, and
8.47% protein) obtained from an industrial supplier (JBS, Brazil).

4.2.2 Films from edible coating characterization

After extraction, the residue was ground and sieved (0.075 mm).
The coating solution based on turmeric residue and gelatin was prepared
following two steps: First, the turmeric solution was prepared following
the methodology used by Maniglia et al. (2014) using a 5% (w/w)
aqueous solution in which turmeric starch was homogenized for 30 min
in a magnetic stirrer (Fisatom, 752A, S&o Paulo, Brazil) under heating at
85 °C for 4 h. Every hour, the solution was homogenized with an Ultra
Turrax T25 dispersing instrument (IKA-Werke, Germany) for 2 min at
12,000 rpm. Gelatin was dissolved in water at room temperature, added
with glycerol, and stirred for 30 min at 70 °C according to Benbettaieb et
al. (2014). Then, the gelatin was added to the turmeric solution and stirred
for 30 min at the same temperature. The final solution contained, in dry
basis, 50 % gelatin, 35% turmeric residue, and 15% glycerol. Blend
(turmeric starch plus gelatin) was obtained to improve the adherence on
the sausage surface. The turmeric and gelatin solutions were also prepared
separately according the methodology describe early, in order to obtain
the films control properties.

To characterize the coatings to mechanical, optical, and barrier
properties, three films were performed by casting according to De
Moraes, Scheibe, Sereno, & Laurindo (2013). Each solution (turmeric
starch plus gelatin blend, turmeric starch or gelatin) was poured onto an
acrylic plate maintaining a density of 0.2 g m? and was dried for 8 h in
an oven with forced circulation at 35 °C. Prior to characterization, all
films were conditioned for at least 48 h in desiccators with a saturated
solution of NaBr (58% RH).

4.2.2.1 Film Thickness and Mechanical Tests

Film thickness was measured using a manual digital micrometer
(no. 293-561-30, Mitutoyo Co., Japan) to the nearest 0.01 mm.
Measurements were made at a minimum of ten random points for each
film and an average value was used. A texture analyzer (TA-XT2i, Stable
Micro Systems) was used to determine tensile strength, elastic modulus,
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and elongation at break according to method D882-95 of the American
Society for Testing and Materials (ASTM D882-12 2001). The films were
cut into strips (25 X 90 mm) and the thickness was measured at five
points. The films were then placed between assembled to the grips of the
device with a gap of 80 mm and the tests were performed at speed of 1
mm/s. Results are presented as the average of ten replicates.

4.2.2.2 Water Vapor Permeability (WVP)

The films’ WVP was assessed gravimetrically according to ASTM
E96-95 (ASTM E96M-10 1995). The film was assembled onto a capsule
containing CaCl; (2% RH), which was locked and stored in a chamber at
75% RH and 25 °C. The capsules were weighed on an analytical balance
(AY 200, Shimadzu) every hour for 12 h and after 24 h. WVP was
calculated according to Equation 1:

wvp = 41
~AAp ‘

Where x is the film thickness (m), A is the permeation area (0.0031
m2), Ap is the difference in vapor pressure across the film (Pa), and w is
the weight of water gained by the film in the capsule per hour (g h™%).

4.2.2.3 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

The thermal properties of the edible coating were measured by
DSC using a Perkin-Elmer instrument (Jade, Massachusetts, USA). Six
mg aliquots were sealed into hermetic aluminum pans at 10 °C/min from
0 °C to 200 °C in an inert atmosphere (50 mL/min of Ny). After the first
scan, the test cell was quickly cooled with liquid nitrogen to a temperature
below the first observed glass transition and then a second scan was
started. The glass transition temperature (Tg) was calculated as the
inflexion point of the base line, caused by the changed in specific heat of
the sample.

4.2.2.4 Scanning Electron Microscopy

Scanning electron microscopy (SEM) images of the film samples
was obtained using a Philips XL-30 device (FEI, Hillsboro, Oregon,
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USA). The samples were coated with a fine gold layer before micrographs
were obtained of the surfaces and cross-section of the films previously
fractured by immersion in liquid nitrogen. All samples were examined
using an accelerating voltage of 10 kV. The analyses were performed in
the Central Laboratory of Electron Microscopy, LCME, UFSC, Brazil.

4.2.2.5 Fourier-Transform Infrared Spectroscopy

Infrared spectroscopy (FTIR) was carried out in a 16PC Perkin-
Elmer device with resolution of 4 cm* in the range of 4,000-400 cm™. The
film samples were conditioned in a desiccator at 54 % + 3 % RH for 48 h
before analysis. Film samples of 2 cm in diameter were sandwiched
between two KBr disks. The spectrum obtained was used to determine the
interactions between starch and gelatin.

4.2.3 Sausage Processing

The sausages were mechanically prepared in a pilot meat plant of
the meat science laboratory at the University of Campinas (UNICAMP,
SP, Brazil) according to the ingredients shown in Table 1. 9.81 kg of lean
pork shoulder, 42.05 kg of MDPM, 1.75 kg of salt, and 3.67 kg of ice
were placed in a bowl chopper (Mado, model MTK 662, Germany) and
comminuted for 3-4 min at 1,400 rpm to extract myofibrillar proteins.
When the temperature reached 7-8 °C, the condiments and additives were
added slowly, plus 3.67 kg of ice and 3.50 kg of fat. The final temperature
of the ground meat was around 12 °C. Subsequently, the emulsion was
mechanically injected (Mainca, model EC12, Spain) into permeable
artificial cellulose casings (10 mm) (Nojax Clear EZP 24Bx84) to form
the sausage. After that, the sausages were cooked in a steam oven
(ARPROTEC, Brazil) using the initial temperature of 60 °C and relative
humidity (RH) of 85-90% for 30 min followed by raising the temperature
by 5 °C/10 min until reaching the final core temperature of 72 °C. Then,
sausages were immediately refrigerated under ice bath and the coating
was peeled off. From all the samples, 50% of sausage without coating
were immersed in the turmeric-gelatin solution at 25 °C and kept at 5°C
for 40 min. All the samples (with and without coating) were vacuum
packed in polyethylene bags, labeled, (Selovac, Minivac CU18) and
stored at 5 °C and 10 °C (Fig 1). Physicochemical and microbiology
analyses were performed every ten days for 30 days.
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Table 4.1. Sausage composition.

Ingredients Concentration (%)
Lean beef 14
MDPM 60
Pork back fat 5
Water/ice 10.5
Cassava starch 5
Concentrated soy protein 1
Isolated soy protein 1
Sodium nitrate 25
Sodium tripolyphosphate 0.35
Sodium erythorbate 0.5
Sodium nitrite 0.015

4.2.4 Sausage Analysis control
4.2.4.1 Color, Water Activity, and pH

Sausage pH was measured using a penetration probe with a MA
130 pHmeter (Mettler Toledo, USA). The samples’ water activity was
measured at 25 °C using an Aqualab water activity meter (Decagon
Device INC., Pullman, USA).

The color of chopped sausages was measured with a Minolta
spectrophotometer (CM 5, Konica Minolta, Japan) using the Hunter color
parameters L*, a*, b* chroma (C), and hue angle (h). The
spectrophotometer was calibrated using a standard white plate. All
analyses were performed in triplicate.

4.2.4.2 Texture Measurement

Compression force was measured in a TAXT2i texture analyzer
(Stable Micro Systems, Texture Technologies Corp, Scarsdale, NY,
USA) with a 250 N load cell equipped with a 35 mm diameter cylindrical
probe (AP-35, stainless steel) and test speed of 1 mm/s. The strain used
was 30% of sausage compression. Ten randomly selected samples were
used from each treatment and the results were expressed as hardness
(N/cm?), springiness (cm), cohesiveness (N/cm), and chewiness (N/cm).
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4.2.4.3 Microbiological Analysis

Microbiological analyses were performed for the total count of
mesophilic, lactic acid, and psychrotrophic bacteria. Twenty-five g of
sausage were homogenized in 225 mL of 0.1% peptone buffer. Serial
decimal dilutions were made with the same diluents. The samples were
spread-plated on Plate Count Agar (PCA) and incubated at 35 °C for 48
h for aerobic mesophiles. For lactic acid bacteria, the samples were pour-
plated on Lactobacillus MRS Agar and incubated at 37 °C for 72 h. For
psychrotrophic bacteria, the samples were pour-plated on PCA and
incubated at 7 °C for ten days. Bacteria populations were determined by
standard plating count method and expressed as colony forming unit
(CFU)/g. The sausages analyses were performed every ten days.

4.2.5 Statistical Analysis

The results were evaluated using analysis of variance (ANOVA)
with the software Statistica 6.0 (StatSoft Inc., USA) and the factors
showing significant difference (p<0.05) were submitted to Tukey’s test.

4.3. Results and Discussion
4.3.1 Film Properties
4.3.1.1 Film Thickness and Mechanical Properties

The turmeric gelatin blend obtained an average film thickness of
the 180 + 16 um. This value was higher than the films make separately.
The starch and gelatin films from different sources showed lower values
than those obtained by Al-Hassan and Norziah 2012; Hosseini et al. 2013;
Liu et al. 2013) probably due the higher amount of total solids used in this
work. Mechanical and barrier properties of the BF, GF, and TF are shown
in Table 2. Tensile strength (TS) indicates the maximum stress the film
can withstand, percentage elongation at break (EAB) is the maximum
length the film reaches before breaking, and Young’s modulus (YM) is a
measure of film stiffness (Pereda et al. 2012). Suitable mechanical
properties are usually required for a packaging film to maintain its
integrity and withstand external stress (Ma et al. 2012).
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Significant differences (p>>0.05) were found for parameters EAB
and YM of the BF and TF, but no significant difference (p>>0.05) was
observed for the parameter TS. The GF showed significant difference
(p>>0.05) for TS and YM and no significant difference (p>>0.05) for
EAB. The lowest YM value was obtained to BF, which was less rigid than
the TF and GF, probably because starch intramolecular hydrogen bonds
rather than intermolecular hydrogen bonds were formed
(Tongdeesoontorn et al. 2012).

The mechanical properties of edible films based on gelatin in the
literature had the values of 6.10 MPa, 76.8 % and 81 MPa for TS, EAB
and YM, respectively (Ma et al. 2012) and 35 MPa, 50 % and 698 MPa
for TS, EAB and YM, respectively (Kanmani and Rhim 2014). In
comparison, our work obtained gelatin film with intermediate resistance
and malleability and lower elongation. The turmeric film values found in
literature were 8.8 MPa, 2.3 % and 540 MPa for TS, EAB and YM
respectively (Maniglia et al. 2015), this film showed lower elongation and
malleability and higher resistance than our work. There is no work in the
literature using blend of turmeric starch and gelatin.

Table 4.2. Mechanical properties, water vapor permeability, and melting
temperature of turmeric, gelatin, and blend films.

. Result
Properties Blend film Turmeric film Gelatin film
TS (MPa) ) 4ox1 13544
EAB (%) 425410 7043 360413
YM (MPa) 85¢+20 126°+20 27154103
WVP (g d m? 8.01°40.03 5.881+0,04% 13.40°40.03¢
atm-)
MT (°C) 112.21 60.96 132.41
MC (g/100 g) 12.1240.9 17412 175410
T (um) 180°+16 124546 894+13

Tensile strength (TS), elongation at break (EAB), Young’s modulus (YM), water vapor
permeability (WVP), melting temperature (MT), moisture content (MC), and thickness (T).

4.3.1.2 Water Vapor Permeability (WVP)

WVP it should be as low as possible (Jirukkakul 2013) because is
an important parameter to control moisture transfer from the food to the
environment. The results obtained for three films, showed intermediate
value to BF between pure films from turmeric or gelatin. These results
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agreed with the other data reported in the literature, since gelatin is more
hygroscopic than starch, when gelatin is add in the starch solution the
affinity for water molecules will be increase for BF and therefore
resulting in higher water diffusion in the BF than TF and lower than
GF.(Al-Hassan and Norziah 2012; Tongdeesoontorn et al. 2012). When
covered on the sausage, WVP properties would be avoid spoilage and
moisture change on the surface.

4.3.1.3 Thermal behavior of films

The analysis of thermal properties showed effective compatibility
between biopolymers. According to Fig. 2, the melting point of the BF is
112.21 °C, between the melting points of the TF (60.96 °C) and GF
(132.41 °C) films. Based on this result, it can be said that the blend
favored the interactions between the hydroxyl group (OH) of starch and
the amine group (NH) of gelatin. On the other hand, it weakened the
intramolecular interaction of proteins, thus decreasing the melting point
(Tongdeesoontorn et al. 2012). According to classical thermodynamics,
the presence of a component of low molecular weight in a polymeric
matrix allows the loss of configurational entropy in this system and the
melting point to be located between the polymers’ melting point
(Thomazine et al. 2005). A similar result for the melting point of fish
gelatin-chitosan blend film was reported by Hosseini et al. (2013).
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Figure 4.1. DSC thermograms of pure films and blend.
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4.3.1.4 Morphology

Fig. 3 shows the photomicrograph by SEM of the TF, GF, and BF.
The micrographs show the drying surface, cross-sectional area, and
surface in contact with the plate. Some differences were observed in the
surface and internal structure morphology. The micrograph of the TF
(Fig. 3 Al) revealed a non-homogeneous structure with some denser
regions and other regions containing fractures. The GF (Fig. 3. A3)
showed a homogeneous structure without fractures, while the BF (Fig. 3.
A2) had a non-homogenous structure with no fractures. The drying
surface (Fig 3.B.1-3) had a rougher and more uneven surface with many
spots for all films. The samples’ surface in contact with the plate (Fig. 3.
C1-3) was rougher in the TF and smoother in the GF and BF. These results
for TF were similar to those by Maniglia, Domingos, de Paula, & Tapia-
Blacido (2014). Al-Hassan & Norziah (2012) and Tongdeesoontorn et al.
(2012) found a more compact and homogeneous surface for the blend of
starch and gelatin, unlike this study.
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Figure 4.2. (A). Film fracture of 2000X. (B) Surface contact drying air of
1000X. C) Surface contact with the plate of 1000X. (1). Turmeric residue
film. (2) Turmeric-residue and gelatin film. (3). Gelatin film.
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4.3.1.5 Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

In order to elucidate potential interactions between turmeric starch
and gelatin, FTIR spectra of the films were evaluated. These interactions
are often reflected as specific band shifts when a new ingredient is added
to the formulation. Fig. 4 shows the FTIR of GF, TF, and BF. All films
exhibited a broad absorption band in the region between 3,000 and 3,600
cm, which is associated with stretching free and bonded OH and NH
groups (Barreto et al. 2003; Guerrero et al. 2011; Wang et al. 2014). The
peaks in the 1,630-1,640 cm™* range were assigned to stretching of the OH
bond of water molecules (Xiao et al. 2014). Absorption peaks in the
2,930-2,940 cm™ range are characteristic of CH bond stretching. When
GF and TF were mixed, the peaks at 3,293 cm™ and 3,284cm shifted to
3,289 cm, suggesting interactions between starch and gelatin. These
interactions probably contributed to their compatibility and influenced the
physical properties of these films (Espinel Villacrés et al. 2014).
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Films properties are influenced by composition of raw material
based, method of preparation, and environmental conditions, what makes
difficult the comparison with literature data. However, these properties
are important to evaluate if the components used to prepare the solutions
are compatible and interactions of polymers in the mixer. Beyond, how
the coating would to influence the food properties, how avoid the water
lost from food to environment or maintaining of texture, in this study the
tumeric blend coating also inhibited grown microbial.

Figure 4.3. FTIR spectra of (a) turmeric-residue film, (b) gelatin film e (c)
turmeric-residue and gelatin film.
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4.3.2 Sausage Analyses

4.3.2.1 Color, pH, and water activity (aw) Measurement.

Table 4.3 shows the pH and Aw values. Aw is one of the intrinsic
food factors and measures the available water in the food. Aw values of
CC and UC sausages ranged from 0.96 to 0.98. Results showed no
significant difference (p>>0.05) among treatments or storage time.
However, edible coatings from polymeric matrices (starch and gelatin)
showed high hygroscopicity probably because of water migration from
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food to film, thereby reducing the Aw values in sausages (Chiumarelli
and Hubinger 2012; Fakhouri et al. 2015; Shih et al. 2011).

The pH obtained during storage at 10 °C ranged from 6.29 to 6.23
for UC and from 6.27 to 6.00 for CC sausages. This change might be
caused by the growth of lactic acid bacteria (Shon and Chin 2008). On the
10" day of storage, a significant difference (p>>0.05) was found in pH
between UC and CC sausage samples. For sausages stored at 5 °C over
the same period, pH ranged from 6.47 to 6.24 and from 6.45 to 6.24 for
UC and CC samples, respectively. At 5 °C, coated sausages showed no
significant difference (p>>0.05). Regarding the storage period, no
significant difference (p>>0.05) was found in pH for all treatments until
the 20" day because the microbial count was within the limit established
by the legislation. Similar results were found by Zamudio-Flores et al.
(2015), who showed edible coating based on banana starch applied onto
sausages caused the pH remained stable over 20 days of storage.

Table 4.3. pH and Aw of CC or UC sausages.

Temperature 5°C 10°C
Treatment uc CcC uc cc
Days
pH
0 6.33%48 (0.01) 6.31*A(0.02) 6.29*(0.02) 6.27*A(0.01)
10 6.24°A (0.03) 6.24*(0.02) 6.23**(0.01) 6.18°*(0.01)
20 6.31% (0.02) 6.31*(0.02) 6.27*A(0.02) 6.19°A (0.03)
30 6.47%8 (0.11) 6.458(0.03) 6.23**(0.06) 6.00°® (0.10)
aw
0 0.97%A (0.00) 0.972A(0.00) 0.96* (0.00) 0.98%A (0.00)
10 0.97%A (0.00) 0.98* (0.00) 0.97%A(0.00) 0.97*A (0.00)
20 0.97%A (0.00)  0.98* (0.00) 0.97%A(0.00) 0.98%A (0.00)
30 0.97%* (0.00) 0.97*A(0.01) 0.97*A(0.01) 0.97* (0.00)

UC: Uncoated; CC: Coated. Averages with the same small letter on the same row and at the same
temperature do not significantly differ (p<0.05) according to Tukey’s test. Averages with the
same capital letter in the same column and at the same temperature do not statistically differ
(p<0.05) according to Tukey’s test.

Table 4.4 shows the results for the color parameters L (luminosity),
a*(red color intensity), and b* (yellow color intensity) over storage
(Horita et al., 2014). The UC and CC sausage samples showed a decrease
in the L, a* and b* parameters until the 20" day and, thereafter, values
significantly increased. An increase in those parameters indicate
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discoloration, probably due to hydrogen peroxide produced by the lactic
acid bacteria during storage or related to the rate of myoglobin oxidation
induced by lipid oxidation (Cayré et al. 2005). UC and CC samples
showed no significant difference (p>>0.05) over storage, matching the
results presented by Antoniewski, Barringer, Knipe, & Zerby (2007);
Shon & Chin (2008); and Siripatrawan & Noipha (2012).

Table 4.4. L*, a*, and b* values of the UC and CC sausages over storage.

Temperature 5°C 10°C
Treatment ucC CcC ucC cC
Days
L~k
0 56.45%8(0.51) 56.11%B(0.76) 57.56°A(0.68)  56.2728(0.75)
10 56.05%8¢(0.58)  55.03"B(0.08) 55.76"B(0.18)  56.38%8(0.29)
20 55.20% (0.48)  55.64%8(0.30) 55.42%8(1.10) 56.1228(0.97)
30 58.76% (0.02) 58.54*(0.18) 58.3824(0.22) 59.23%A(0.21)
a*
0 11.7%8 (0.21)  11.38(0.31) 11.8**B(0.3)  11.1*(0.35)
10 11.13€ (0.25)  10.6%8 (0.28) 11.3*4B(0.15) 11.062(0.17)
20 11.3%8€(0.18)  10.3°®(0.1)  11.1¥¢(0.05) 10.65°* (0.46)
30 12.23*A(0.1)  11.94(0.25) 12.17*A(0.2)  11.90% (0.2)
b*
0 11.52%8 (0.08) 11.66%8 (0.4) 12.1*8(0.21) 11.44%® (0.30)
10 11.28°8 (0.23) 11.93%® (0.1) 11.9A(0.06) 11.95%® (0.24)
20 10.81%€ (0.12) 10.673¢(0.2)  10.9%¢(0.23)  10.75% (0.21)
30 12.428A (0.14) 12.4%(0.16) 12.4*(0.18) 12.54*(0.22)

UC: Uncoated; CC: Coated. Averages with the same small letter on the same row and at the same
temperature do not significantly differ (p<0.05) according to Tukey’s test. Averages with the
same capital letter in the same column and at the same temperature do not statistically differ
(p<0.05) according to Tukey’s test.

4.3.2.2 Texture Profile Analysis

In the preparation of emulsified meat products, texture profile has
been used to indicate the capacity of holding water and fat during the
batter preparation stage and its stability during storage (Herrero et al.
2007; Horita et al. 2011). The salt content, type (calcium, sodium and
potassium chloride) and the level of dissociated ions are responsible for
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stability of texture profile due the amount of myofibrillar protein
extracted from the raw meat during the batter preparation.

The texture profile for UC and CC sausages are shown in Table
4.5. The CC sausages showed significantly increased (p > 0.05) for
hardness and chewiness at 5 °C and springiness at 10 °C over storage. The
UC sausages showed significantly increased (p > 0.05) for hardness and
significantly decreased (p > 0.05) for cohesiveness for both temperature.
Furthermore, the UC samples stored at 10 °C was observed significantly
increased (p > 0.05) for chewiness and significantly decreased (p > 0.05)
for springiness. These results indicated the CC samples obtained less
change in texture profile than UC samples during storage, suggesting the
positive effect of edible coating on sausage surface.

There is no significant difference (p > 0.05) for UC and CC
sausages comparing in the same day (0, 10", 20" and 30" day). The lack
of a significant change in the texture profile observed for UC and CC
sausages in this study is probably because the 2.5 % NaCl added to the
formulation resulted in a stable emulsion. Zamudio-Flores et al. (2015)
applied an edible coating based on banana starch onto sausage stored for
20 days at 4 °C and reported that the texture profile was affected by the
addition of 1 % sodium chloride (NaCl) to the formulation. Horita,
Messias, Morgano, Hayakawa, & Pollonio (2014) showed that an
emulsion containing NaCl at a concentration of 2 % is more stable than
at 1 %.
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Table 4.5. Texture profile analysis of UC and CC sausages over storage.

Temperature 5°C 10°C
Treatment ucC CcC ucC CcC
Days
Hardness
0 13.12A(0.76)  13.73B (1.3)  14.6224(0.44) 15.71°A (1.42)
10 13.78*8(0.64) 14.30%8(1.13) 15.79%8(1.26)  14.95%(0.86)
20 13.64B8 (1.02) 12.8*A(0.36) 14.0*(0.62)  13.56°® (0.60)
30 14.78%8 (1.43) 15.7%¢(1.09) 16.2%8 (0.70)  15.60** (0.88)
Springiness
0 0.92%A(0.01)  0.92*A(0.02) 0.91*(0.01)  0.90 2 (0.03)
10 0.9224(0.01) 0.92*4(0.01) 0.93*(0.01) 0.92*8(0.00)
20 0.903 (0.03) 0.90*A(0.01) 0.932(0.01)  0.9°4(0.01)
30 0.90 (0.01) 0.90*A (0.04) 0.89%8(0.01) 0.94 28 (0.02)
Cohesiveness
0 0.83*A(0.00)  0.82*A(0.02) 0.832 (0.02) 0.83 A (0.00)
10 0.832A(0.00) 0.83%A(0.00) 0.83*AB(0.01) 0.83# (0.00)
20 0.81°8(0.00) 0.83A(0.00) 0.8323(0.00) 0.83 2 (0.01)
30 0.8128(0.01) 0.822(0.00) 0.8128(0.01) 0.822A(0.03)
Chewiness
0 10.19%A (0.64)  10.5*B (1.1)  11.25*4(0.64)  11.90% (1.25)
10 10.59% (0.47) 11.0°8C (0.9) 12.3(0.93) 11.45%B(0.62)
20 10.13%A (1.11) 9.672A(0.26) 10.92 (0.56)  10.288 (0.59)
30 10.87%A(1.19) 11.7%¢(0.96) 11.9*4B(0.59) 12.18*A(1.12)

UC: Uncoated; CC: Coated. Averages with the same small letter on the same row and at the same
temperature do not significantly differ (p<0.05) according to Tukey’s test. Averages with the
same capital letter in the same column and at the same temperature do not statistically differ
(p<0.05) according to Tukey’s test.

4.3.2.3 Microbiological count

The application of edible films and coatings onto meat products
aims to inhibit microbial growth (Espitia et al. 2014). Food is considered
inappropriate for consumption when the microbial count is higher than
108 CFU/g (ICMSF, 1984). Table 4.6 shows the results of the counts for
coated (CC) and uncoated (UC) sausages. It is observed the count limit
for UC sausages was reached on the 20" day, whereas for CC sausages,
the limit was reached on the 30" day.
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The period of 20 days of storage is used as reference, in which the
microbial count for CC sausages is below 10° CFU/g. Microbial growth
for the CC sausages stored at 5 °C reduced by 2.21, 1.01, and 1.65 log
cycles for mesophilic, lactic acid, and psychotropic bacteria, respectively.
Regarding the CC sausages stored at 10 °C, the reductions were by 1.57,
2.14, and 1.99 log cycles for mesophilic, lactic acid, and psychotropic
bacteria, respectively. These results indicate that sausage coated with
edible coating inhibited the microorganism growth, when to compare with
the results of samples without coated, due to the presence of curcumin in
the turmeric residue, which provided antimicrobial properties to the
coating (Bhawana et al. 2011). In regards other works, where sausages
were immersed in annatto solution and vacuum packed in polyethylene
bags, the authors did not reported antimicrobial effect of annatto applied
on sausage surface, because this substance is only used as natural
alternative to replace synthetic food coloring compounds without
protective function against microbial growth (Cavenaghi-Altemio et al.
2013; Luiz et al. 2004; Mercadante et al. 2010; Pereira et al. 2011).
Studies in the literature on the application of edible coatings added active
compound onto sausage surface with chitosan (Jirukkakul 2013; Ouattara
et al. 2000; Siripatrawan and Noipha 2012) and whey protein isolate
(Cagri et al. 2002, 2003; Gadang et al. 2008) also reported a decrease in
microbial growth between 2 and 3 log CFU/g, but in our work the active
compound was naturally present in turmeric residue without need to
added it in the solution.

In order to effectively control spoilage of meat products, the
antimicrobial coating should be decreased the growth of microorganism
on the food surface, where the most spoilage bacteria are present. In this
sense, coated-sausage based on turmeric-gelatin with curcumin
(antimicrobial compound) naturally present slow down the growth of
bacteria in 10 days, indicating that sausage could be storage at both
temperature and increasing their shelf life. Moreover, the application of
edible coated on sausage maintained the integrity of the sausages without
alteration the physicochemical properties, because the BF exhibited good
mechanical, thermal, structural properties, avoided the water loss from
sausage, barrier properties important to maintain the physicochemical
properties of sausage.
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Table 4.6. Total count of mesophilic, lactic acid, and psychrotrophic bacteria
(log CFU/g) of CC and UC sausages over storage.

Temperature 5°C 10°C
Treatment ucC cC ucC cC
Days Mesophilic bacteria
0 <1 <1 <1 <1
10 4.36°A (0.04) 3.94°4(0.05) 3.93*(0.02) 3.98* (0.01)
20 6.44% (0.00) 4.13"A(0.03) 6.22%8 (0.03) 4.65B (0.15)
30 6.3% (0.01) 5.09°B (0.05) 7.09° (0.03) 6.35°C (0.02)
Lactic acid bacteria
0 <1 <1 <1 <1
10 3.98% (0.01) 3.96*A(0.01) 3.94*A(0.02) 3.97%A (0.03)
20 6.8728 (0.12) 5.86P8 (0.01) 7.73%¢ (0.05) 5.59B (0.27)
30 6.82%8 (0.04) 6.32°C (0.03) 7.26%8 (0.01) 7.81°C (0.02)
Psychrotrophic bacteria
0 <1 <1 <1 <1
10 3.84%4(0.01) 3.23°24(0.02) 3.69%(0.01) 3.44% (0.01)
20 6.9%% (0.06) 5.25°B (0.03) 7.39°C (0.03) 5.4° (0.22)
30 7.38%€ (0.05) 5.6°C(0.02) 7.21%(0.03)  6.3°C (0.02)

UC: Uncoated; CC: Coated. Averages with the same small letter on the same row and at the same
temperature do not significantly differ (p<0.05) according to Tukey’s test. Averages with the
same capital letter in the same column and at the same temperature do not statistically differ
(p<0.05) according to Tukey’s test.

4.4, Conclusion

The edible coating based on the blend of gelatin and turmeric
starch residue showed suitable barrier permeability to water vapor.
Mechanical properties indicated that the blend was more flexible and
malleable than films made separately with only one polymer. DSC, FTIR
and SEM analyses showed the excellent ionic interaction and completely
miscibility among between the turmeric starch and gelatin. The
antimicrobial effect of turmeric starch was observed through lower
microbial count and better physicochemical properties of the coated
sausages stored at 5 °C and 10 °C for 30 days. Microbiological analysis
revealed out that control group sample had 10 days shelf life, whereas
coated samples had a shelf life of 20 days. Thus, the use of an edible
coating based on turmeric starch onto sausages could be useful for
preserving sausage quality during cold storage with a shelf life extension
about 10 days, and maintaining the adequate physicochemical properties.
Moreover, the use of turmeric residue as based of edible solution is an
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alternative for the food industry to prevent or minimize the cross-
contamination process.
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ABSTRACT

This work used three methods to elucidate curcumin behavior in
edible films and coating: release of curcumin in food simulant; analysis
of diffusion by Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP); and
curcumin migration from film or coating to sausage. Edible films or
coatings were prepared with turmeric starch-gelatin and cassava starch-
gelatin blends. By FRAP the films were analyzed under three conditions:
dry, oil and wet. The food simulant test showed faster curcumin release
from film in ethanol 50 % than 90 % due to the swelling by water. The
temperature significantly decreased the diffusion coefficient for the 50 %
ethanolic solution, while for 90 % ethanol no effect of temperature was
observed. Applying FRAP analysis, curcumin showed low mobility for
dry, in oil and wet films. When used as edible coating and film on sausage,
curcumin release from coating to sausage was better. Thus, edible
coatings and films with natural curcumin or added curcumin could be
applied as primary packaging to provide protection against microbial
cross contamination due to curcumin biding or entrapment in the
polymers. It showed low mobility release and migration in the coatings
and films.

Keywords: edible coatings; food simulant; FRAP; curcumin
release
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HIGHLIGHTS

1) Edible films showed similar diffusion coefficients of curcumin on food
simulant

2) Curcumin release was faster in ethanol 50 % than 90 %

3) Frap test showed curcumin has low mobility in edible films

4) Curcumin did not diffuse into sausage

5) Coatings release more curcumin than films

5.1. INTRODUCTION

Curcumin is extracted from the rhizome of turmeric known as
Curcuma longa. Curcumin is a yellow colored phytochemical polyphenol
(MONDAL; GHOSH; MOULIK, 2016). This plant is a native and
traditional spice in India and found in South America countries (BRAGA,;
MORESCHI; MEIRELES, 2006). Curcumin has a wide spectrum of
biological activities, such as antioxidant (KUMAR et al., 2016), anti-
cancer (SUNDAR; MARIAPPAN; PIRAMAN, 2014), anti-inflammatory
(AGGARWAL et al., 2013), antibacterial (MUN et al., 2013) and
antiviral (UMAR et al., 2016). Besides such beneficial properties it does
not exhibit toxicity even in high concentrations. Thus the food industry
has high interest to increase its use as a natural additive and preservative
(BORRIN et al., 2016). However, the incorporation of the active
compounds in food and drugs required control release to extend the effect
in such products.

Edible coatings and films are used to control mass transfer of
various molecules (of water, gases, lipids, flavor compounds or solutes)
between the food and the surrounding environment (KARBOWIAK et
al., 2009; BENBETTAIEB et al., 2016b). Active edible packaging
materials, in general contain antimicrobial substances. However, in this
study, turmeric (Curcuma longa L.) starch obtained from essential oil
extraction residue containing traces of oleoresin and curcuminoids, was
used as an active packaging material containing curcumin naturally
present (BRAGA; MORESCHI; MEIRELES, 2006; MANIGLIA et al.,
2014; OSORIO-TOBON et al., 2014).

Migration test have been accomplished to determine how long the
active compounds are kept in the polymer matrices and to determine the
required concentration to keep antimicrobial efficacy (MIN; RUMSEY;
KROCHTA, 2008). These tests are usually performed in food simulant
(ethanolic solutions) in order to determine the active compound diffusion
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coefficient in the polymeric matrix. Many papers report diffusion
coefficient of the active compounds from bio-polymeric films to liquid
media such as, a-tocopherol (GRANDA-RESTREPO et al., 2009;
MANZANAREZ-LOPEZ et al., 2011; HWANG et al., 2013), quercetin
(BENBETTAIEB et al., 2016b); thymol (MASTROMATTEO et al.,
2009). However, no study comparing the release of curcumin in food
simulant and real food comparing can be found. Especially comparing
films based on polymers matrices containing natural curcumin in the
matrix (turmeric) and coatings prepared with cassava starch added of
curcumin.

Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) is one of the
most versatile and simple techniques to determine diffusion coefficients.
FRAP is combined with a confocal laser-scanning microscope (CLSM)
to improve the investigation in the area of the micron-scale level (SILVA
et al., 2015). This technique is based on irreversible photo-bleach in
region of the fluorescently labelled sample. Used usually to study living
cells (BRAGA; MCNALLY; CARMO-FONSECA, 2007), membrane
(FENALTI et al., 2015) and other biological system such as food. Some
works reported diffusion coefficient of small molecules in cheese
(FLOURY et al., 2012), iota carrageenan films (KARBOWIAK et al.,
2006) and starch systems (PERRY; FITZGERALD; GILBERT, 2006).

Mobility studies of curcumin in edible films under different
environment, such as high humidity and oil, help to understand the
behavior of the small hydrophobic molecule in the food. Thus, work
aimed to study diffusion coefficient in food simulant, diffusion coefficient
in film using FRAP technique and finally curcumin migration from film
to real food.

Nomenclature: TGF- turmeric-gelatin film; CGC- cassava-
gelatin film with added curcumin; CGF- cassava-gelatin film added
of fluorescein; TGC- turmeric-gelatin coating; CGH- cassava-gelatin
coating with added curcumin.

5.2. MATERIAL AND METHODS
5.2.1 Raw materials

Turmeric roots were supplied by Office Herbal Pharmacy
Handling Ltda (Ribeirdo Preto, Brazil). The turmeric residue was
obtained from SFE (Supercritical Fluid Extraction) and PLE (Pressurized
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Liquid Extraction) according to Osorio-Tobén et al. (2014). Cassava
starch was purchased form a local market Bob’s red Milk Natural Foods,
INC, Milwaukie, Oregon, USA). Glycerol, fluorescein and gelatin were
purchased for Sigma-Aldrich (3050 Spice Street , St Louis, MO, USA).
Sausages containing 57 % water, 28 % fat, 12.5 % protein, 1.78 %
carbohydrate were purchased from a local market Foster Farms (Davis,
Ca, USA). Olive oil was purchased at Trader Joe’s market (Davis,
California, USA).

5.2.2 Curcumin extraction from turmeric residue

Conventional solvent extraction was performed to determine
curcumin concentration in the turmeric residue starch. Different solvents
and different concentration of solvent in water was used methanol (100
%) and ethanol (100 %, 75 %, 50 %, 30 %). The choice of different
ethanol concentrations was due in the literature use as food simulant. A
sample of 0.1 £0.02 g of turmeric residue starch was mixed with 5 mL of
extraction solvent in a glass flask under stirring at 23 °C in dark
environment. The extraction was carried out for 48 hours. Then, the
extract was centrifuged (centrifuge 5809, Eppendorf, Hamburg,
Germany) at 6000 rpm for 5 min. The supernatant was taken and
absorbance was read in a spectrometer (Spectra max 340, California,
USA) at 425 nm. Curcumin concentration was assessed based on standard
curves. A sample of 1 mg of curcumin /mL of ethanolic or methanolic
was used in stock solutions. For each concentration of curcumin solution,
a calibration curve was generated (0.68- to 100 pg/mL) at triplicates. A
good linearity was obtained (R = 0.99) over the concentration range of
1.8 -60 ug/mL.

5.2.3 Film and coating solution preparation

Two blends were used to formulate film under study: a blend of
turmeric starch-gelatin, a blend of cassava starch-gelatin.

5.2.3.1 Turmeric-gelatin solution

Turmeric starch residue was ground and sieved (mesh 0.075 mm).
Film solution based on turmeric-gelatin was obtained following method
described by MANIGLIA et al. (2014). An aqueous turmeric starch
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solution (5 % w/w) was prepared by dispersing turmeric starch in hot
water at 85 °C, homogenized for 4 h using magnetic stirrer (IKA Works
Inc., Wilmington, NC). Solution was futher homogenized (every hour)
with a high-shear probe mixer for 2 min at 12000 rpm (Ultra Turrax T25
(IKA Werke, Germany). Then, gelatin and glycerol were incorporated
under stirring for 30 min at 70 °C. Final solution on a dry basis contained
50 % gelatin, 35 % residue turmeric and 15 % glycerol.

5.2.3.2 Cassava-gelatin solution

Filmogenic solutions from cassava-gelatin was added of curcumin
and fluorescing were performed separately. 4.4 % (w/w) agueous cassava
starch suspension was heated at 71 °C for 5 min (Moraes, Scheibe, Sereno,
& Laurindo, 2013). Then, 6 % (w/w) aqueous gelatin solution was heated
at 70 °C until complete dissolution (Benbettaieb et al., 2014),
subsequently both solution were mixed. Glycerol (1.8% w/w) was added
in the cassava-gelatin solution and mixed for 30 min at 70 °C. Fluorescein
or curcumin was introduced in the solution at 3 uM and 300 uM,
respectively. Thus, final solution composition on a dry basis was the same
for the turmeric starch-gelatin solution.

5.2.3.3 Films preparation

Each film with density of 0.18 g m? was obtained by pouring
solutions onto acrylic plate (13 cm diameter) and drying it at 35 °C for 16
hours in an oven vacuum (Isotherm Vacuum Oven, Model 280 A, Fisher
Scientific). Film samples were analyzed by FRAP under following
conditions: a) dried film (11 £ 1.45 % of humidity), b) film covered on
oil, c) wet film (58 = 2.13 % of humidity). Wet film was stored in a 90 %
relative humidity controlled chamber with barium chloride salt until
equilibrium.

5.2.4 Diffusion of curcumin from turmeric-gelatin film (TF) and cassava-
gelatin film added with curcumin (CF) in food simulant.

Curcumin diffusion coefficients for both films were determined
using ethanol as food simulants at 50 % and 90 %. Film samples weighed
approximately 1 + 0.05 g. Samples were cut as discs (12 cm of diameter)
then immersed in 55 mL food simulant in a 250 mL steal flask. The liquid
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volume/area ratio was 0.98 mL.cm?2 according to ASTM D4754-98,
which establishes a ratio between 155.0 - 0.31 mL.cm, Bottles were kept
in the dark either at room temperature (23 °C) or refrigerated (4 °C).
Aliquots of food simulants (ethanol 50%) were collected after 1, 2, 4, 8,
12, 24 and 48 hours. For ethanol 90 %, aliquots were collected daily
during 10 or 12 days. Each run was carried out in triplicate. Curcumin
concentration was assessed by measuring the absorbance (Spectra max
340, California, USA) at 425 nm and concentration was calculated based
on the calibration curve.

The migration process was described according to diffusion
kinetics of migrant in the film and expressed by the diffusion coefficient
(D). The initial antioxidant concentration in solution was equal to zero
and in the film was assumed to be uniformly distributed. We also
considered one dimensional, limited volume of film in finite and infinite
volume of solution. Under those conditions, Equation 5.1 which follows
analytical solution to Fick’s second law, was considered to determine D
(CRANK, 1975):

M _ 8 i 1 —D(2n + 1)°’t 51
Mo w4 ?r 412 G-
n=

Where Mi/M. is the ration between curcumin released at time t and
that released at equilibrium, I is the thickness of the film, and D is the
diffusivity of the migrant into the film. The best fitting of the data to Eq.
(1) was determined with the use of non-linear regression (nlinfit) function
in MATALB R2012a (Mathworks Inc., USA).

5.2.5 Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP)

The FRAP is a technique that can be used to determine the
diffusion coefficients of the small fluorescence molecules at specific
wavelength in edible films (KARBOWIAK et al., 2009). Diffusion
coefficients was performed in three film conditions to simulate
environment food package: dry film, film stored at 90 % of relative
humidity and film exposed to olive oil on top. The edible films were cut
at 1 cm?, placed on the microscope glass slide and covered with a cover
slip. FRAP experiment was carried out with a ZEISS LSM 510 META
Confocal Microscope using a 25 X objective lens (air). The uniform
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bleach disc radius was 9.8 um and samples were bleached using a 6.1 mW
argon ion laser (100 % power) at 488 nm. The bleach sequence was
repeated until reaching 50 % of initial intensity. Frap image acquisition
was performed using frame size 256x256 with maximum scan speed. A
series of 100-200 single section imagens (range according the storage
conditions of films), were then collected at 2 s intervals and with 0.1 %
maximum laser intensity, to monitor the recovery process. The numerical
aperture was 0.8 N.A; at room temperature (~23 °C). Data were fitted
using a single exponential function (Eq.(5.2)) (BONETTI; ROGER,
2013):

¢ )} 41, (5.2)

19 = (Lo~ Tx{1 = exp (-
Taiff

where: lin and | are, respectively, the fluorescence intensities at
time t=0 after photobleaching and at time t=0o when the dye concentration
is uniform within the sample. t4;¢ is defined as the characteristic time for
curcumin or fluorescein to diffuse across the bleached spot. The
characteristic diffusive time tgs is related to the diffusion coefficient D
by equation (5.3):

RZ
D= (5.3)
4tgier

where R is the characteristic length over which diffusion takes
place. The MATLAB program was used to find the best fitting of the data
to Eq. (5.2) by using the non-linear regression (nlinfit) function in
MATALB R2012a.

5.2.6 Migration assay in sausage

In order to compare curcumin release from coating and film to
food, sausages were used to test the curcumin migration using both
matrices. The preliminary tested with turmeric film (TGF) and turmeric
coating (TGC) showed low curcumin release. Therefore, ethanolic
curcumin solution (10 mg/mL) was added in cassava-gelatin solution to
obtain high curcumin concentration (1 mg/g of solution and 300 ug/g
film) and improve the release. The sausages were cut in cylinders pieces
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(2 cm-diameter and 5 cm-height). Previously, prepared turmeric-gelatin
film (TGF) and cassava-gelatin film added curcumin (CGC) were cut in
circular disks (2 cm-diameter). The sausage pieces were pressed on film
in petri dish. The solutions coating (TGC and CGH) were prepared
according to section 5.2.3 and cooled until 50 °C. Then, 0.5 mL were
placed on sausage. The film and coated samples were stored at 4 °C for 5
days. Each day, one sample was taken out from the chamber to
determinate amount of curcumin on the surface. After storage, the coating
or film were removed from the sausage surface, surface slices (1 mm
thickness) were cut to determine the curcumin concentration. Extraction
of curcumin from sausage were placed in PTE tube with ethanol 75 % for
24 h. Then, the solution was centrifuged at 6000 rpm for 5 min to
precipitate the insoluble substances. Then, supernatant was taken from
flask and the absorbance read according to protocol described in section
5.2.2.

5.3. RESULT AND DISCUSSION
5.3.1 Curcumin extraction from turmeric residue

Figure 5.1 shows the yield of curcumin concentration obtained
from turmeric waste in methanol and ethanol as solvent (100 %, 75 %, 50
% and 30 % ethanol/water. Methanol (100 %) was more efficient to
extract curcumin than pure ethanol. However, due to the methanol
toxicity ethanol was selected. The extractability of different solvents
depends mainly on the solubility of the compound in the solvent, the mass
transfer kinetics of the products, and the strength of the solute/matrix
interaction. One explanation of why methanol extracts more curcumin
than ethanol could be attributed to the small difference in the molecule
polarity and molecule weight. The best concentration for ethanol to
extraction of curcumin was at 50 %. This to change in relative polarity of
the solution. Water content increase also increased polarity index,
enhancing the solubility of curcumin in ethanol. Another possible reason
for the increased efficiency with water presence might be due to the
increase in swelling of plant material by water, which increased the
contact surface area between the plant matrix and the solvent. However,
although at 30 % ethanol it has high polarity, showed low yield of
curcumin due probably the decreasing of affinity of solvent with the
solute, in which the solution loses its ability to extract curcumin of the
residue (HEMWIMON; PAVASANT; SHOTIPRUK, 2007). Results in
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this study agree with other works, where extract other compound
hydrophilic in the plant and the yield of compound extraction increased
with ethanol/water 50 % (WANG; HELLIWELL, 2001; SUN; HO, 2005;
DURLING et al., 2007; BIMAKR et al., 2011; ROBY et al., 2013).

Figure 5.1. Curcumin concentration from turmeric powder residue obtained
by conventional extraction witn solvent methanol (100%) and ethanol (100,
75, 50 and 30 %). Averages with the same letter do not differ statistically (p
>0.05) according Tukey’s test.
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5.3.2 Diffusion of curcumin from turmeric starch-gelatin and cassava
starch-gelatin films in food simulant

Curcumin release from the TGF and CGC at 50 % and 90 %
ethanol solution was studied at room temperature (23 °C) and at 4 °C,
according habitual storage temperature for the refrigerated products.
Results are presented as to the ratio between the amount of curcumin
released into the ethanol solution at time t and at equilibrium (M/M.).
Generally, when the hydrophilic film is exposed in the ethanolic solution,
water molecules begin to penetrate in the polymer structure inducing
swelling and polymer chain relaxation. Then, active compounds diffuse
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from polymeric matrix (biofilm) to solution, because of the changes in the
polymeric structure by water presence. The compounds diffuse through
the matrix into the solution until a thermodynamic equilibrium between
the two phases is reached (DEL NOBILE et al., 2008; PINHEIRO et al.,
2013). Therefore, curcumin release kinetics depends on the following
phenomena: swelling (water diffusion from solution into the film),
macromolecular matrix relaxation, diffusion of the compounds through
the swollen polymeric network. The two first phenomena are faster than
the last one, in which the diffusion of curcumin showed a typical Fick’s
curve as can be seen in Figures 5.2 and 5.3. Furthermore, all tests provide
similar profiles. Curcumin release kinetics exhibited the typical shape of
non-time dependent and non-concentration dependent diffusion
(MASTROMATTEO et al., 2009).

Figure 5.2. Diffusion kinetics in ethanol 50% a and b) TGF at 23°C and 4 °C,
respectively. c and d) CGC at 23 °C and 4 °C, respectively. The line is model
fit and the circle is release dates of curcumin in solution.
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Figure 5.3. Diffusion kinetics in ethanol 90 %. a and b) TGF at 23 °C and 4
°C, respectively. ¢ and d) CGC at 23 °C and 4 °C, respectively. The line is
model fit and the circle is release dates of curcumin in solution.
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Diffusion coefficients and percent of the curcumin release are
shown in Table 5.2 where the values were in the range of 0.214-1.64 x
102 m2/s and 1.74-2.93 x 10 m#/s for 50 % and 90 % ethanol solution,
respectively. The percent values of curcumin release range from 39.2 to
85.4 % for 50 % ethanol solution and from 10.42 to 42.81 % for 90 %
ethanol solution. At low temperature, the diffusion coefficient for 50 %
ethanol solution decreased 10 times. For 90 % ethanol solution, no
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significant difference was obtained. Furthermore, the percent of curcumin
release decreased in both solution, when the films were immersed at low
temperature (KASHIRI et al., 2016) as expecte. The decrease in release
rate of curcumin at low temperature is attributed to the decrease of
mobility of the curcumin molecules in the matrix that became more and
more compact and dense (KUORWEL et al., 2013). Moreover, the low
temperature decreased solubility of curcumin in solution (HEMWIMON,;
PAVASANT; SHOTIPRUK, 2007). The different matrix release (TGF
and CGC) did not show significant differences. These results showed the
curcumin added in cassava starch has a strong interaction with polymer.
Similar behavior was observed for curcumin naturally contained in
turmeric starch. In literature, there are many studies of migration of
hydrophilic and hydrophobic molecules in edible films using food
simulant as water, acetic acid, ethanol, fat, etc. (HIGUERAS et al., 2013;
PINHEIRO et al., 2013; BENBETTAIEB et al., 2016a; KASHIRI et al.,
2016) (MANZANAREZ-LOPEZ et al., 2011; BLANCO-FERNANDEZ
etal., 2013; KUORWEL et al., 2013; BENBETTAIEB et al., 2016b). Liu
et al., (2016) studied the release of tea polyphenol from gelatin films in
50 % and 95 % of ethanolic solution. They observed that tea polyphenols
was released faster in 50 % than in 95 % ethanolic solution, similar results
were obtained in this study. Benbettaieb et al., (2016b) studied release of
quercetin from chitosan-fish gelatin edible films in 30 % ethanolic
solution under stirring and obtained diffusion coefficient was estimed
2.40 X 10 m?/s. According to Yu et al. (2015) release of active
compounds is related to the swelling of films due the relaxation of the
polymeric matrices that facilitate their diffusion.

Table 5.1. Diffusion coefficients (m#s) of curcumin in different film
matrices.

23°C
Matrix ETOH 50% X102 %Release ETOH 90% X107 %Release
TGF 1.41+£0.152 69.89 2.93+0.282 42.81
CGC 1.64 £0.08? 85.40 1.95+ 0.23° 32.15
4°C
TGF 0.214 +0.12 48.41 2.05+0.518 10.82
CGC 0.397+0.092 39.23 1.74+0.042 14.39

ETOH-Ethanol; TGF- turmeric-starch gelatin film; CGC: Cassava-starch gelatin film
with curcumin. Averages with the same letter in the same column and at the same temperature
do not statistically different (p > 0.05) according to Tukey’s test.
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5.3.3 Diffusion and mobility of curcumin by FRAP

The alternative approach of FRAP technique seems as a valuable
tool to determine the curcumin and fluorescein diffusion in edible films
exposed in different conditions (dry, oil and high humidity)
(KARBOWIAK et al., 2008). Figure 5.4 shows the image of fluorescence
intensity before, after bleach and at the end of recovery time. The bleach
was performed in the marked area with a yellow circle. The images of
TGF and CGC dry films and oil on the surface showed more intensity
than cassava-gelatin film with fluorescein (CGF). On the other hand, CGF
storage under 90 % of relative humidity showed more intensity than TGF
and CGC. Also, the sample CGF stored under the same conditions (90 %
RH) showed the best FRAP results, which can be easily visualized by
difference between after bleach and end recovery time. The intensities of
the images showed the affinity between the curcumin and oil
(hydrophobic molecule) and fluorescein and water (hydrophilic
molecule) due to high intensity displayed (KARBOWIAK et al., 2006;
WU et al., 2011).

Figure 5.4. Images showing recovery of fluorescent intensity within the
bleach disk.
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Figure 5.5 shows the normalized intensity of each film under
different conditions. The bleach time for TGF and CGC were the same,
meanwhile the CGF needed a different time to reach at least 50 % of the
initial intensity. TGF and CGC dry or oil presence showed the exponential
behavior. For TGF samples stored under 90 % RH a different is shown
behavior when comparing to the other samples, probably due their
composition. On the other hand, CGC showed a linear behavior. The dry
films showed the same behavior: fast release after bleach and reaching
the plateau quickly. The CGF was stored under 90 % RH was the best
representation of recovery curve after bleach. On the other hand, the CGF
content oil showed the similar behavior as the CGC stored under high
humidity.
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Figure 5.5. Normalized intensity vs. time curve for each film and conditions
in a Frap experiment. Data represent the averaged FRAP data for 10 films

from a representative experiment. a) 90% HR. b) oil c) dry.
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Table 5.3 shows the diffusion coefficient values of films range
from 0.217 x 102 to 2.45 x 101? m/s? and the recovery was between 5 to
68 %. When comparing TGF and CGC in different conditions, it can be
see that TGF dry was faster than CGC and other two conditions have the
same values. In other case, for with the same matrices but with different
compounds (curcumin and fluorescein) the hydrophobic molecule
(curcumin) was better recover in presence of oil and hydrophilic molecule
(fluorescein) was the best recovered in high humidity. On the other hand,
the diffusion coefficients of curcumin and fluorescein in the film on
wetted in oil (TGF) and the wet (CGF) were lower than those coefficients
obtained in the dry films. In fact, when it added a solvent (water and oil)
the compounds first need to solubilize and after that diffuse, decreasing
diffusion coefficient. Moreover, the faster diffusion in dry films could be
associated with the few molecules free closed the bleach part that diffuse
quickly to recovery the intensity. For cassava film dry and under oil
mobility and diffusion coefficient has the same value, probably because
oil did not penetrate in the matrix to release of curcumin, as occurred
between water and CF films samples. The distinct behavior of TF and CF
in water and oil could be due the composition of TF as protein, fibers, oil
residue that can improve the mobility in both conditions. These results
can prove that curcumin was more trapped in the matrix than fluorescein
and the curcumin has low mobility and diffusion in all conditions
(VIMALA et al., 2011).

Any work could be found in literature using FRAP to analyze
matching the hydrophobic molecules in edible films. Karbowiak et al.
(2006) studied the diffusion of fluorescein in edible film lota-
Carrageenan based and they found an increasing of diffusion coefficient
and mobility in polymer high humidity. The mobility result is similar this
work, but the diffusion coefficient is opposite. Payet et al. (2008) studied
diffusion coefficient in dextran molecule in water and gel solution of
chitosan by FRAP and observed that the diffusion coefficient of dextran
decrease with increase in chitosan content.
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Table 5.2. Diffusion coefficients by FRAP methods.

Film TGF Recover CGC Recover CGF Recover
containing m2/s y (%) m2/s y (%) m2/s y (%)
Dry 1.03x10 23 5.48x10 22 2.45x10 16

-12 -13 -12
Qil 5.39x10 30 5.29x10 22 3.96x10 5

-13 13 -13
90%Humidit  5.781x0 18 3.06x10 7 2.17x10 68
y 13 -13 -13

5.3.4 Release of curcumin into sausage

Migration process is the result of solubility, diffusion and
equilibrium processes in the food and it is highly dependent on the
properties of the system. Figure 5.6 shows curcumin concentration on
sausage surfaces. The test was carried out using turmeric-gelatin film
(TGF) and coating (TGC) with low concentration of curcumin (130 pg/
mL solution), cassava-gelatin film (CGC) and coating (CGH) added with
curcumin (1300 pg/mL solution) in order to determinate which film or
coating release more curcumin to the foodstuff. The results showed that
the coatings released more curcumin than films to sausage surface. In
polymeric packaging film or coating, two sets of forces are involved:
cohesion and adhesion. In this case, adhesion was the main force, since
coating showed the best results for curcumin migration than films.

Comparing the release between turmeric starch where the
curcumin is naturally present and cassava-gelatin where curcumin was
added with tenfold the concentration found in the turmeric residue-
gelatin, the results show curcumin release (7.49 %, 10.49 %, 1.11 % and
2.49 % for CGH, TGC, CGC and TGF respectively) was higher in TGF
and TGC samples than cassava starch-gelatin samples. Probably because
the curcumin equilibrium between sausage surface and coatings was
reached stopping the migration process.

Equilibrium between films-sausage or coatings-sausage occurred
in the first day. Then, curcumin concentration remained constant. In this
case, there was only solubility of coating or film on sausage surface and
the curcumin on surface not diffuse from sausage. Generally, starch and
gelatin are used to make encapsulation of curcumin due crosslinking
bonds between amine groups (NH.) of gelatin or interaction via hydrogen
bonding of starch. Thus, probably the coatings and films were solubilize
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on sausage surface and the curcumin present in them is solubilized
together on sausage surface. However, the curcumin on surface would be
strongly bound with the polymers or it could not have enough interaction
with the sausage compound to diffuse (PANG et al., 2014; MALACRIDA
et al., 2015).

When compared with FRAP and food simulant experiments,
FRAP showed low mobility of curcumin in the film with high humidity
and for food simulant faster diffusion at 50 % ethanol solution. At 90 %
Ethanol solution and FRAP using oil on film showed low diffusion
coefficient and mobility. Mobility and diffusion coefficient are influenced
by food composition. Sausages, for example, has 57 % of water in their
composition, which is enough to relax the matrix. On the other hand, it
has 28 % of fat which is not enough to contribute to diffusion of the
curcumin, since sausage is an emulsified product, the fat is not totally
available for curcumin diffusion. Furthermore, the best yield of extraction
for curcumin from turmeric residue was at ethanol 50 % due to compound
affinity.

Diffusion of hydrophilic compounds in foods has been studied
elsewhere (MIN; KROCHTA; RUMSEY, 2007; MIN; RUMSEY;
KROCHTA, 2008; LEE; KIM; MIN, 2015; LEE; OH; MIN, 2015).
However, studies on migration of hydrophobic molecules in edible films
or coatings into real food can not be found elsewhere.

Figure 5.6. Concentration of curcumin on sausage surface vs time.
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5.4. Conclusion

Three methods were approached to understand the release of
curcumin from films and coatings: food simulant, FRAP analysis and
migration assay. All results showed that curcumin is trapped or has
stronger binds in the polymeric matrix used in this work. The 50 %
ethanol solution showed fastest release of curcumin than 90% ethanol
solution. Curcumin showed lower mobility and diffusion coefficient in
film in contact with oil or food simulant fat (90% ethanol). No difference
in release was observed, either curcumin was naturally present or was
added in edible film or coating. Edible coatings showed better curcumin
migration than edible films in sausages. Thus, either edible film or coating
could be applied as primary packaging to protect against microbial cross
contamination, due maintenance of curcumin in the polymer with slow
release for the foods. Film or coating should be selected according to food
composition (high or low humidity, high or low fat content).
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ABSTRACT

The high number of foodborne outbreaks in ready-to-eat (RTE)
food as cooked sausages illustrate the importance of controlling microbial
safety during post-processing stages of food products. Edible
antimicrobial coatings can be applied to food after processing and
sanitation with the goal of preventing microbial cross-contamination,
decreasing the risk of foodborne illness and increasing the product shelf-
life. In this study, edible hydrogel coatings that can present strong
antimicrobial activity when combined with UV-A light were prepared.
The hydrogels coatings were prepared using either turmeric residue and
gelatin hydrogels (TGH) or cassava starch and gelatin hydrogels with
added purified curcumin (CGH). The coatings were characterized
regarding their thickness, encapsulated curcumin concentration and water
swelling, in addition to their light-activated antimicrobial activity against
different initial loads of Listeria innocua at different incubation
temperatures. Additionally, the coatings were applied to the surface of
cooked sausages and evaluated for their ability to prevent bacterial cross-
contamination. It was observed that UV-A light-exposed hydrogel
coatings could inactivate more than 5 log CFU/mL of L. innocua after
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light treatments as short as 5 min. In addition, the light-activated
antimicrobial activity of the hydrogel coatings were not affected by the
incubation temperature. Hydrogel-coated sausages exposed to UV-A
light experienced a reduction from4 log CFU/mL of incubated bacteria to
levels below the detection limit of 1 log CFU/mL after 5 and 15 min of
light exposure, for CGH and TGH, respectively. Further mechanistic
studies suggested that L. innocua inactivation was due to the photo-
irradiation of low levels of curcumin released from the coatings to
solution. Lastly, it was shown that the combination of curcumin-loaded
hydrogels coatings and UV-A light have great potential as antimicrobial
coatings to prevent cross-contamination of L. innocua in refrigerated
sausages.

Keywords (max of 6): Antimicrobial, Curcumin, Hydrogel,
Edible Coating, UV-A light, Photodynamic Inactivation

HIGHLIGHTS
1) Turmeric residue was used to prepare light-activated antimicrobial
hydrogel coatings
2) Hydrogel coatings exposed to UV-A light can inactivate 5 log CFU/mL
of L. innocua
3) The antimicrobial activity of the hydrogel coatings were independent
of temperature
4) Light-exposed hydrogel coatings can prevent bacteria cross-
contamination on sausages
5) Curcumin release from hydrogels is the main inactivation mechanism
of L. innocua

6.1. INTRODUCTION

Food contamination continues to be a big concern for public health,
consumer, regulatory agencies and food industries around the world
(Giaouris et al., 2014). Read-to-eat (RTE) meat products are subject to a
proper heat treatment for elimination of non-sporogenic pathogens
(Brasileiro et al., 2016). Nevertheless, in America and in Europe, several
outbreaks of foodborne diseases in RTE have been reported caused by
Listeria monocytogenes contamination (Buchanan, Gorris, Hayman,
Jackson, & Whiting, 2017). The main factor responsible for their
occurrence is cross-contamination during post processing operations
(slicing, chopping, comminuting) and the potential of L. monocytogenes
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to grow under various food handling conditions, such as the presence or
absence of oxygen, over a large pH range (4.7 - 9.2) and at low
temperature (Magalhaes et al., 2016).

Post-processing protection using antimicrobial edible films or
coatings has been proposed as a potential approach to prevent or minimize
cross-contamination of sausages (Cagri, Ustunol, Osburn, & Ryser, 2003;
Cagri, Ustunol, & Ryser, 2002; Gadang, Hettiarachchy, Johnson, &
Owens, 2008; Marchiore et al., 2017; Nguyen, Gidley, & Dykes, 2008;
Siripatrawan & Noipha, 2012). Natural biopolymers such as proteins,
polysaccharides and lipids or mixture of them have been used to develop
biodegradable coatings and films (Aleman et al., 2016). Furthermore, the
use of industrial residues to form edible coatings has become popular in
the recent years (Maniglia, Domingos, de Paula, & Tapia-Blacido, 2014).
Turmeric (Curcuma longa L.) residue is a by-product obtained after
supercritical fluid extraction (SFE) or pressurized liquid extraction (PLE)
of curcumin and curcuminoids from turmeric rhizomes. The turmeric
residue obtained is mostly composed of starch, fibers and traces of
oleoresin and curcuminoids, which confers the turmeric residue great
potential to be used in the preparation of edible coatings (Maniglia et al.,
2014; Osorio-Tobdn, Carvalho, Rostagno, Petenate, & Meireles, 2014).
In Brazil, sausages are commonly wrapped using natural or artificial
coatings and immersed in yellow colorant (MAPA, 2000). In that
scenario, turmeric residue could be applied on sausage from an
antimicrobial coating with the goal of preventing microbial cross-
contamination during food handling (Maniglia et al., 2014).

During the last decade, food industries have explored the use of
non-thermal processes such as ultraviolet irradiation (UV-C), ionizing
radiation or hydrostatic high pressure to inactivate microorganisms or to
reduce microbial cross-contamination on food, with minimal impacts on
the sensorial properties of food (Baymndirl, Alpas, Bozoglu, & Hizal,
2006; Janisiewicz, Takeda, Glenn, Camp, & Jurick, 2015;
Mukhopadhyay, Ukuku, & Juneja, 2015; Shahbaz et al., 2014; Sommers,
Sheen, Scullen, & Mackay, 2017; Tawema, Han, Vu, Salmieri, &
Lacroix, 2016). However, many of these non-thermal processes have
disadvantages such as significant investment in specialized equipment
that may limit their use on food. Thus, there is an unmet need for
technologies which are safe, efficient, practical and preferably
inexpensive for inactivating pathogenic microorganisms at a local food
processing, handling and service facilities ( Liu et al., 2016).
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Among various technologies, light-mediated inactivation of
microbes has emerged as a potential approach that could be implemented
in various settings with low investment costs. One of the challenges with
UV-C light-mediated approaches to inactivate microbes is the potential
loss in organoleptic properties induced by oxidation processes triggered
by UV-C radiation (Guerrero-Beltran & Barbosa-Canovas, 2004). To
address this challenge few studies have evaluated the use of food grade
compounds with longer wavelength light frequencies to inactivate a
diversity of microorganisms (Cossu et al., 2016; Dovigo et al., 2011;
Shirai, Kajiura, & Omasa, 2015; Yin et al., 2013). In this process, which
is similar to the conventional photo-dynamic therapy (PDT) approach
used in biomedical applications, food grade compounds such as organic
acids, food grade dyes and polyphenolic compounds can generate
oxidative stress species such as free radicals and singlet oxygen that can
lead to microbial inactivation (Haukvik, Bruzell, Kristensen, &
Tennesen, 2009; Qian et al., 2016; Sarkar & Hussain, 2016). The use of
longer wavelengths such as blue light or UV-A can reduce the photonic
energy required for the light-mediated process and thus reduce any
significant impact on the organoleptic properties of food ( Liu et al.,
2016). Many of the current studies using light-activated compounds have
been conducted without the presence of food materials and are often
conducted only in agueous solutions. To the best of our knowledge, only
purified food grade compounds have been used as photo-activated
compounds in food-related applications (Buchovec, Lukseviciute,
Marsalka, Reklaitis, & Luksiene, 2016; Lépez-Carballo, Hernandez-
Mufioz, Gavara, & Ocio, 2008; Oliveira, Cossu, Tikekar, & Nitin, 2017;
Penha et al., 2016; Temba, Fletcher, Fox, Harvey, & Sultanbawa, 2016;
Tiwari et al., 2009; Wu et al., 2016). This could represent a potential
limitation as purified compounds can add a significant cost to the process.

In this study, turmeric residue obtained after the combination of
supercritical fluid extraction and pressurized liquid extraction processes
was used to prepare antimicrobial hydrogels to inhibit bacterial cross-
contamination in meat products (Maniglia, de Paula, Domingos, & Tapia-
Blacido, 2015; Osorio-Tobon et al., 2014). The selection of curcumin as
a photo-activated antimicrobial agent was inspired by photodynamic
therapy (PDT) treatments used in oral or dental applications (Aradjo,
Fontana, Bagnato, & Gerbi, 2012; Dovigo et al., 2011; Paschoal et al.,
2013). In contrast to biomedical applications, this study is focused on
using a food-grade by-product of the curcumin extraction process for the
inactivation of microorganisms on a meat surface (Sandikci Altunatmaz
et al., 2016). Unlike previous studies with food-grade compounds in
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aqueous solution, this study is focused on application of a photo-activated
antimicrobial agent on a solid food product. To deliver curcumin from
turmeric residue to a meat surface, the hydrogel was selected as a model
delivery system. One of the potential advantages of the hydrogel approach
are that this proposed antimicrobial treatment could be combined with
edible coatings on food surfaces. These edible coatings can provide
controlled release of encapsulated residual curcumin from the turmeric
residue maintaining a significant concentration of the photo-activated
antimicrobial compound on the surface of a meat product ( Liu et al.,
2016).

In this way, edible hydrogels of turmeric residue and gelatin that
could be activated in combination with UV-A light, showing enhanced
antimicrobial activity were prepared and characterized. In addition,
hydrogels of cassava starch and gelatin supplemented with purified
curcumin were prepared and characterized in order to compare with
turmeric residue hydrogels which have residual curcumin naturally
present. The hydrogels were used to form coatings and the UV-A light-
activated antimicrobial activity of these coatings was assessed against
Listeria innocua, a non-pathogenic surrogate for L. monocytogenes, at
both 23°C and 4°C. The hydrogels were also applied on sausages and the
ability of sausage-coated hydrogels to prevent L. innocua cross-
contamination was evaluated. Furthermore, the possible light-mediated
antimicrobial mechanisms of the hydrogel coatings were investigated by
monitoring curcumin release from the hydrogels and UV-A light-
mediated curcumin degradation within the hydrogels.

6.2. MATERIALS AND METHODS
6.2.1 Materials

Glycerol, curcumin and gelatin were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Turmeric was supplied by Office Herbal
Pharmacy Handling Ltda (Ribeirdo Preto, SP, Brazil). Phosphate-
buffered saline (PBS), Tryptic Soy Broth (TSB) and Tryptic Soy Agar
(TSA) were obtained from Fisher Scientific (Pittsburgh, PA, USA).
Commercial cassava starch (Bob’s Red Mill®, Milwaukie, OR, USA) and
commercial sausages (Chicken Franks Foster Farms®, Livingston, CA,
USA) were purchased from local markets. The commercial sausages used
in this study were 57 %, water, 28 % total fat, 12.5 % protein and 1.78 %
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carbohydrate. Ultrapure water was obtained using a Milli-Q filtration
system (EDM Millipore; Billerica, MA, USA).

6.2.2 Hydrogel preparation

6.2.2.1 Turmeric-gelatin solution

Turmeric residue was obtained after curcuminoid extraction from
turmeric by Supercritical Fluid Extraction followed by Pressurized Liquid
Extraction as previously described (Osorio-Tobén et al., 2014). The
resulting starch-rich turmeric residue was then ground, sieved (mesh
0.075 mm) and stored until further use. Turmeric-gelatin solution was
prepared following the method described elsewhere (Maniglia et al.,
2014). Firstly, aqueous starch-rich turmeric solution (5 w/w) was
prepared by dispersing turmeric residue in hot water at 85 °C under
magnetic agitation for 4 h (IKA Works, Wilmington, NC). During this
time, the turmeric-starch solution was further homogenized every hour
using a high-shear probe mixer (2 min at 12000 rpm; Ultra Turrax T25,
IKA Werke, Germany). Gelatin and glycerol were then incorporated into
the starch-rich turmeric solution and kept under magnetic agitation for 30
min at 70 °C. The resulting turmeric-gelatin solution was cooled down to
50 °C and further used to prepare turmeric-gelatin hydrogel coatings.

6.2.2.2 Cassava-gelatin hydrogel solution

The cassava-gelatin solution was prepared as follows. Firstly,
cassava starch aqueous solution (8.4 w/w) and gelatin aqueous solution
(12.0 wiw) were separately prepared at 71 °C under magnetic stirring until
completely solubilized. Then, the cassava starch and the gelatin solutions
were combined, glycerol was added and the mixture was homogenized at
70 °C under magnetic agitation for 30 min. The cassava-gelatin solution
was cooled down to 50 °C, curcumin was added to a final curcumin
concentration of approximately 150 pg/mL and the resulting cassava-
gelatin solution was further used to prepare cassava-gelatin hydrogel
coatings.
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6.2.2.3 Turmeric-gelatin hydrogel and Cassava-gelatin hydrogel coatings

In order to prepare the hydrogel coatings, 0.5 mL of turmeric-
gelatin solution or 0.5 mL of cassava-gelatin solution were placed in an
individual well of a sterile 24-wells flat bottom polystyrene plate (1.56
cm of diameter) and stored at 4 °C for 30 min. The resulting turmeric-
gelatin hydrogel coating and cassava-gelatin hydrogel coating were
labeled TGH and CGH, respectively. Control hydrogels (K) were
prepared using cassava-gelatin solutions without the addition of
curcumin. The composition of the final hydrogels coatings was
approximately 88 % (w/w) water, 6 % (w/w) gelatin, 1.8 % (w/w)
glycerol and either 4.2 % (w/w) turmeric residue, for TGH, or 4.2 %
(w/w) cassava starch, for CGH and K.

Turmeric-gelatin solution and cassava-gelatin solution were also
applied on the surface of commercial sausages to produce TGH-coated
sausages and CGH-coated sausages, respectively. Commercial sausages
were cut to perfectly fit into an individual well from a 24-wells plate (1.85
cm of diameter and 0.5 cm of thickness). Then, the 24-wells plate
containing sausages were used to prepare hydrogel-coated sausages
following the same method as described above.

6.2.3 Hydrogels coatings characterization

The hydrogels coatings were characterized regarding the coating
thickness, the concentration of curcumin in the final coating and the
swelling behavior of the hydrogels in water. Hydrogel thickness were
measured using a manual digital micrometer (Mitutoyo Co, Japan) to the
nearest 0.01 mm. Thickness measurements were performed at different
locations of the hydrogels and the average calculated. The concentration
of curcumin in the hydrogels was evaluated through UV-Vis spectroscopy
(Spectramax 340, CA, USA). Briefly, curcumin was extracted from TGH
and CGH using ethanol (50 % v/v), the absorbance of the extract was
determined at 425 nm and the curcumin concentration was inferred based
on a standard calibration curve. The hydrogels swelling behavior in water
was evaluated by monitoring the increase in hydrogel mass before and
after incubation in water. Hydrogels coatings prepared inside individual
wells from a 24-wells polystyrene plate were incubated with 4 mL of
water for 30 min and the swelling behavior was expressed in percentage
of mass increase due to water uptake.
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6.2.4 Microbial culture

Listeria innocua (ATCC 33090, Manassas, VA, USA) modified
with a Rifampicin resistant plasmid were supplied by Dr. Trevor Suslow
from the Department of Food Science and Technology at University of
California, Davis. Fresh L. innocua suspensions were prepared before
each experiment as follows. Firstly, bacteria stored in liquid nitrogen were
streaked onto TSA plates and grown overnight at 37°C. Then, a single
colony of L. innocua was picked from the plate and cultured overnight in
TSB broth containing Rifampicin 50 pg/mL at 37°C and 150 rpm until
stationary phase was reached (around 7 x 10° CFU/mL). Lastly, working
bacterial suspensions were prepared by serially diluting the stationary
phase bacteria in sterile water to final L. innocua concentrations of 2 x
10* and 2 x 10% CFU/mL.

6.2.5 UV-A light chamber

The UV-A light source consisted of four UV-A lamps (320 — 400
nm; 18 W; Actinic BL, Philips, Holland) located on the inside-top of a
plastic chamber. Samples were positioned at the center of the chamber, 8
cm away from the lamps. The average UV-A light intensity at the center
of the chamber was 32 + 0.2 W/m? as measured by an UV-A light meter
(Model UV-340A, Lutron Electronics, Taiwan).

6.2.6 UV-A light activated antimicrobial activity of hydrogels coatings

The antimicrobial activity of TGH and CGH in combination with
UV-A light were evaluated against L. innocua. TGH and CGH coatings
were prepared on the surface of individual wells from a 24-wells
polystyrene plate as described above. Then, half milliliter of a fresh L.
innocua suspension was added to the wells containing each hydrogel
coatings leading to a final bacteria concentration of 1 x 108 CFU/mL. The
plate was then placed at the center of the UV-A light chamber and
exposed to UV-A light for up to 30 min. After each time point, the plate
was removed from the chamber, aliquots were withdrawn, serially diluted
in sterile PBS and spread onto TSA plates containing Rifampicin (50
ug/mL). The plates were incubated at 37 °C for 48 h, before L. innocua
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populations were determined by standard plating count method and
expressed as colony forming unit CFU/mL. Control hydrogel coatings
without curcumin (K) were used to evaluate the effect of UV-A light
alone on bacterial inactivation. In addition, L. innocua incubated with
TGH and CGH and not exposed to UV-A light were performed as dark
controls.

The UV-A light activated antimicrobial activity of the hydrogels
coatings was evaluated at both 23 °C and 4 °C. When the experiment was
performed at 4 °C, the hydrogels and the bacterial suspension were pre-
incubated at 4 °C for one hour before bacteria was added to the hydrogel
coatings. The UV-A light chamber was placed inside a refrigerated room
(T = 4 °C) and UV-A light exposure and further bacteria quantification
was performed as described above.

6.2.7 UV-A light activated antimicrobial activity of hydrogel-coated

sausages

The TGH and CGH coatings were also applied on the surface of
commercial sausages and the UV-A light activated antimicrobial activity
of TGH and CGH coated sausages were evaluated at 4 °C. Since UV-A
light exposure of L. innocua suspensions on the surface of hydrogel-
coated sausages were performed at refrigerated temperature, both
hydrogel coatings and working bacterial suspensions were pre-incubated
at 4 °C for one hour before the experiment. After pre-incubation, half
milliliter of fresh L. innocua suspensions was added to individual wells
from a 24-wells polystyrene plate containing the hydrogel-coated
sausages. Two different initial bacterial loads of L. innocua were
evaluated: 1 x 10* and 1 x 10® CFU/mL. The samples were then placed
inside the UV-A light chamber at 4 °C and exposed to UV-A light for up
to 30 min. After UV-A light exposure, bacterial populations were
determined as described previously and expressed as CFU/mL. Sausage
coated with hydrogel without curcumin (K) were used as control.

The ability of TGH and CGH coated sausages to inactivate bacteria
after multiple cycles of bacterial contamination and UV-A light exposure
was evaluated at 4 °C. L. innocua contamination of TGH and CGH coated
sausages was performed as described above achieving an initial bacterial
load of 1 x 10* CFU/mL. Next, the samples were exposed to UV-A light
for 5 and 20 min, for CGH and TGH coatings respectively. The sample-
coated sausages were then re-contaminated with 1 x 10* CFU/mL of L.
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innocua and exposed again to UV-A light for the same period of time. A
third cycle of bacterial contamination and UV-A light exposure were also
performed. Sample-coated sausages were either exposed to one, two or
three cycles of contamination-decontamination and bacterial count after
each cycle was determined and expressed as previously described.

6.2.8 UV-A light activated antimicrobial activity of curcumin released

from hydrogel coatings

The UV-A light activated antimicrobial activity of curcumin
released from hydrogels were performed in order to evaluate the effect of
curcumin release on the UV-A light activated antimicrobial activity of the
hydrogels. Curcumin release was achieved by incubating 0.5 mL of water
with either TGH or CGH for 5 and 30 min. After the incubation time, the
water solution was removed from the top of the hydrogel coating and
transferred to an individual well of a 24-well polystyrene plate. Half
milliliter of a fresh bacterial solution was added to the solution containing
curcumin released from the hydrogels giving an initial bacterial
concentration of 1 x 106 CFU/mL. The samples were exposed to UV-A
light at 23 °C for 5 min and the bacterial count was determined and
expressed as previously described. In addition, in order to evaluated the
impact of the concentration of curcumin released from the hydrogels,
curcumin solutions with different concentrations were prepared,
combined with L. innocua (final concentration of 1 x 108 CFU/mL) and
exposed to UV-A light at 23 °C for 5 min.

6.2.9 Degradation of curcumin in hydrogel coatings by UV-A light

irradiation

Degradation of curcumin was performed by exposing the TGH and
CGH coatings to UV-A light for 5, 15 and 30 min and measuring the
concentration of curcumin before and after UV-A light exposure. The
concentration of curcumin was determined by extracting curcumin from
the hydrogels with ethanol 50% (v/v), reading the absorbance at 425 nm
with an UV-Vis spectrophotometer (Spectramax 340, CA, USA) and
calculating the curcumin concentration based on a standard calibration
curve. Degradation of curcumin was expressed as percentage loss of
initial curcumin.



175

All experiments described were performed at least in triplicate
and the results were evaluated using analysis of variance (ANOVA) by
the software Statistic 6.0 (StatSoft Inc., USA) and the factors showing
significant difference (p<0.05) were submitted to Tukey’s test.

6.3. RESULTS

6.3.1 Hydrogels characterization

In this study, the two model hydrogels were formed using turmeric
residue-gelatin  hydrogel (TGH) and cassava-gelatin  hydrogel
supplemented with purified curcumin (CGH). The physical properties of
the TGH and CGH hydrogels are summarized in Figure 6.1. Curcumin
concentration within the hydrogels was estimated based on the UV-VIS
absorbance of the extraction solution at 425 nm and the estimated
concentration varied between 129.37 + 3.43 and 140.51 + 3.21 pg/mL for
CGH and TGH, respectively. The hydrogels presented similar thickness,
around 1.31 £ 0.14 and 1.33 £ 0.15 mm for TGH and CGH, and similar
diameters, around 1.56 cm, reflecting the geometry of the mold used
during preparation of both hydrogels. In addition, the hydrogels presented
similar swelling in solution, where the uptake of water increased the
hydrogels mass by 3.63 % and 1.08 % (w/w) for CGH and TGH,
respectively.

Figure 6.1. Physical properties (a) and optical images (b) of the Turmeric-
Gelatin hydrogel (TGH) and the Cassava-Gelatin hydrogel (CGH). Control
hydrogel (K) consists of Cassava-Gelatin hydrogel without the addition of
curcumin.

(a) TGH CGH K
Curcumin
. 140.51+3.21 129.37+3.43
concentration (ug/mL) TGH
Thickness (mm) 1.31:0.14 1.33+0.15
Di t 1.56 1.56
iameter (cm) cGH
Swelling (%) 1.080.17 3.63:0.29

6.3.2 UV-A light activated antimicrobial activity of hydrogel coatings
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With the overall goal of reducing the risk of cross-contamination,
this study is aimed at evaluating the UV-A light activated antimicrobial
properties of CGH and TGH after coating on the surface of a sausage
selected as a model system in this study. The first step was to evaluate the
antimicrobial activity of the CGH and TGH without the sausage and then
evaluate these materials in combination with the sausage. The
antimicrobial activity of TGH and CGH against L. innocua under UV-A
light exposure was evaluated at 23 °C and 4 °C, temperatures at which
sausages are commonly stored, and the results were represented in
Figure 6.2. Bacterial suspension incubated with CGH and exposed to
UV-A light (L+) at 23 °C showed significant antimicrobial activity, where
more than 5 log CFU/mL reduction in the initial bacterial suspension
count was achieved after 5 min of UV-A light exposure (Fig. 6.2a). In
contrast, bacteria incubated with TGH and exposed to UV-A light (L+) at
the same temperature presented a significantly (p<0.05) lower bacteria
inactivation rate, where around 3 log CFU/mL reduction in the initial
bacterial suspension count was observed after a considerably higher
exposure time of 30 min (Fig. 6.2c). As shown in Figure 6.2b and 6.2d,
the UV-A light activated antimicrobial activity of both CGH and TGH
was not influenced by the temperature change from 23 °C to 4 °C,
illustrating that this treatment process can be conducted both at room
temperature and refrigerated conditions. When L. innocua were incubated
with CGH and TGH without UV-A light exposure (L-), no bacterial
inactivation was observed. In addition, there was no reduction in bacterial
count for L. innocua cells incubated with curcumin-free hydrogels (K)
and exposed to UV-A light (L+). These results suggest that both the
presence of curcumin and UV-A light exposure are necessary to achieve
rapid inactivation of L. innocua.
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Figure 6.2. Inactivation of Listeria innocua incubated on Turmeric-Gelatin
hydrogel (TGH) or on Cassava-Gelatin hydrogel (CGH) and exposed (L+) or
not exposed (L-) to UV-A light at 23 °C and 4 °C. (a) and (b) represent CGH
at 23 °C and at 4°C, respectively; (c) an and (d) represent TGH at 23 °C and
at 4 °C, respectively. Control hydrogel (K) consists of Cassava-Gelatin
hydrogel without the addition of curcumin. Initial bacterial load was 6 log
CFU/mL. * The limit of detection was 5 log CFU/mL of bacterial
inactivation.
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6.3.3 UV-A light activated antimicrobial activity of hydrogel-coated

Sausages

After validating antimicrobial activity of CGH and TGH, the
hydrogels were coated on sausage samples and incubated with a bacterial
suspension. Inactivation of incubated bacteria on coated sausage was
evaluated using the experimental approaches described in the Materials
and Methods (Section 6.2.6). UV-A light exposure reduced the initial load
of bacteria on CGH coated sausage from 6 log CFU/mL and 4 log
CFU/mL to below the detection limit (less than 1 CFU/mL) after 15 min
and 5 min of treatment. In the case of TGH coated sausages, 30 min and
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20 min of UV-A light reduced the initial load of bacteria on TGH coated
sausage from 6 log CFU/mL and 4 log CFU/mL, respectively, to below
the detection limit (less than 1 CFU/mL). Sausages coated with curcumin-
free hydrogel (K) and exposed to UV-A light presented no reduction in
the initial bacterial load of 6 log CFU/mL and 4 log CFU/mL.

Figure 6.3. Inactivation of Listeria innocua incubated on sausage-coated
Turmeric-Gelatin Hydrogel (TGH) or on sausage-coated Cassava-Gelatin
Hydrogel (CGH) and exposed to UV-A light at 4 °C. Initial bacterial load was
(@) 6 log CFU/mL and (b) 4 log CFU/mL. Control hydrogel (K) consists of
Cassava-Gelatin hydrogel without the addition of curcumin. * The limit of
detection was (a) 5 log CFU/mL of bacterial inactivation and (b) 3 log
CFU/mL of bacterial inactivation.
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6.3.4 Antimicrobial activity of hydrogel-coated sausages exposed to
multiple cycles of UV-A light

In the next step, our goal was to evaluate the potential of CGH and
TGH coated sausages to inactivate L. innocua with multiple cycles of
bacterial contamination in the presence of UV-A light (Fig. 6.4). CGH-
coated sausages were able to inactivate more than 3 log CFU/mL of
bacteria after each 5 min UV-A light exposure cycle, presenting excellent
antimicrobial activity even after 3 cycles of bacterial suspension
incubation with CGH coated sausage. In contrast, TGH-coated sausages
presented a progressive decrease in antimicrobial activity after each 20
min UV-A light exposure cycle, achieving bacterial inactivation of more
than 3 log CFU/mL after the first incubation cycle, 2.5 £ 0.3 log CFU/mL
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after the second incubation cycle and 1.4 + 0.3 log CFU/mL after the third
incubation cycle.

Figure 6.4. Multiple inactivation cycles of Listeria innocua incubated on (a)
sausage-coated Cassava-Gelatin Hydrogel (CGH) or (b) sausage-coated
Turmeric-Gelatin Hydrogel (TGH) and exposed to UV-A light at 4 °C. Initial
bacterial load was 4 log CFU/mL. * The limit of detection was 3 log CFU/mL
of bacterial inactivation.
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6.3.5 UV-A light activated antimicrobial activity of curcumin released
from hydrogel coatings

One of the potential mechanisms for the antimicrobial activity of
the hydrogel coatings could be related to the release of curcumin from the
hydrogel upon contact with solution containing bacteria. CGH and TGH
hydrogels were incubated with aqueous solution for fixed periods of time.
The aqueous solutions were then incubated with bacteria (initial
concentration of 6 log CFU/mL) and exposed to UV-A light as described
in the Materials and Methods (Section 6.2.8) and the results were
represented in Figure 6.5. In the case of CGH, fraction of curcumin
released after 5 min of incubation of CGH with aqueous solution was
sufficient to inactivate more than 5 log CFU/mL of L. innocua after UV-
A light exposure. In the case of TGH, fraction of curcumin released from
TGH to solution after 30 min of incubation was able to inactivate only 2.1
+ 0.2 log CFU/mL of bacteria after UV-A light exposure for the same
time interval as in the case of CGH. The concentration of curcumin
released from the hydrogels was also evaluated using UV-Vis
spectroscopy. The concentration levels of curcumin released from CGH
and TGH were lower than the detection limit of a UV-Vis spectrometer
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(detection limit was around 50 pg/mL; data not shown). In order to
overcome the detection limit issue and to infer on the concentration of
curcumin released from both hydrogels, UV-A light-exposed curcumin
solutions (0.05 to 10 pg/mL) were evaluated against 6 log CFU/mL of L.
innocua and the results expressed in Figure 6.5b. It was observed that
curcumin concentrations as low as 0.05 pg/mL was enough to inactivate
2.4 £ 0.5 log CFU/mL of bacteria while more than 5 log CFU/mL
reduction in bacterial count could be achieved by only 0.1 pg/mL of
curcumin. It can be infered that CGH releases at least 0.1 pug/mL of
curcumin to solution after 5 min of release time, while curcumin released
from TGH is not more than 0.05 pg/mL even after 30 min of release time.
Together, these results suggest that release of curcumin from the
hydrogels can result in inactivation of bacteria in the presence of UV-A
light and also that the CGH releases curcumin faster than TGH, resulting
in the enhanced antimicrobial activity of CGH in the presence UV-A light
as compared to TGH.

Figure 6.5. (a) Inactivation of Listeria innocua incubated with curcumin
released from Cassava-Gelatin Hydrogel (CGH) and Turmeric-Gelatin
Hydrogel (TGH) and exposed to 5 min of UV-A light. Release of curcumin
from hydrogels to water were conducted for 5 (white) and 30 (gray) min
before L. innocua incubation and UV-A light exposure. (b) Inactivation of
Listeria innocua incubated with different curcumin concentrations and
exposed to 5 min of UV-A light. For (a) and (b) the initial bacterial load was
6 log CFU/mL and * the limit of detection was 5 log CFU/mL of bacterial
inactivation.



181

ot

(wyBn) uone.NUSIUOI UIWNJIND

S0

TO

S0°0

]

¥

]

o

T

——

(@

HOO

HOL

(e)

(w/n42 Boj))
uoneAnoeu| [eusyeg

(Tw/n42 Boy)
uoneAndeu| [eusyeg



182

6.3.6 Degradation of curcumin after hydrogel exposure to UV-A light

In order to evaluate the UV-A light oxidative effect on the
curcumin encapsulated within the hydrogels, the degradation of curcumin
from CGH and TGH after UV-A light exposure was monitored and the
results are shown in Figure 6.6. CGH presented faster curcumin
degradation than TGH, where 16 e 47 % of the initial curcumin
concentration was degraded from CGH after 5 and 30 min of UV-A light
exposure, respectively. In contrast, TGH exposure to UV-A light for 15
and 30 min led to curcumin degradation of 11 and 22 %, respectively,
suggesting that TGH offers a protective effect against light mediated
degradation of encapsulated curcumin as compared to CGH.

Figure 6.6. Degradation of curcumin present in the Cassava-Gelatin
Hydrogel (CGH) and the Turmeric-Gelatin Hydrogel (TGH) after exposure
to UV-A light for 5, 15 and 30 min.
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6.4. DISCUSSION

6.4.1 CGH and TGH coatings act as a carrier for the delivery of curcumin
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Light exposure of curcumin has been reported to present strong
antimicrobial properties against a variety of microorganism, including
bacteria, viruses, fungi and spores (Dovigo et al., 2011; Haukvik et al.,
2009; Randazzo, Aznar, & Sénchez, 2016; Temba et al., 2016; Tortik,
Spaeth, & Plaetzer, 2014). It has been suggested that curcumin acts a
photosensitizer, which upon excitation by a light source can generate
reactive oxygen species (ROS) in solution that can lead to microbial
inactivation (Bernd, 2014; Haukvik et al., 2009). The results show that
TGH and CGH coatings exposed to UV-A light could lead to rapid
inactivation of L. innocua (Fig. 6.2). Furthermore, the results illustrate
that exposure of bacterial cells to a combination of UV-A and curcumin
released from the TGH or CGH (Fig. 6.5.6a) resulted in reduction of
bacterial count similar to the UV-A light exposure of bacterial cells
incubated directly on the surface of the hydrogels (Fig. 6.5.2a and 6.5.2c).
This observation suggests that the observed antimicrobial activity of these
hydrogels is due to the release of curcumin to solution from the hydrogels
and subsequent UV-A light excitation of these molecules.

TGH and CGH coatings, despite having similar initial
concentration of curcumin, presented very different light mediated
antimicrobial activity against L. innocua. The higher antimicrobial
efficacy of CGH over TGH could be attributed to differences in the
release of curcumin from CGH and TGH over the same period of time.
The observed differences in curcumin release between both matrices
could be related to the structure of the hydrogels. While CGH was mainly
consisted of cassava starch and gelatin with added purified curcumin
encapsulated into the polymeric matrix, the turmeric residue used in the
preparation of TGH consisted of a starch and cellulose-based fibrous
array with residual curcumin naturally entrapped in the matrix
(Kuttigounder, Lingamallu, & Bhattacharya, 2011; Leonel, Sarmento, &
Cereda, 2003). The starch turmeric residue have been reported to present
a rough and porous structure with a higher degree of crystallinity after
gelatinization than cassava starch (Hmar, Kalita, & Srivastava, 2017;
Kuttigounder et al., 2011). These fibrous and crystalline starch domains
present in the composition of TGH could strongly bind to curcumin and
hinder the release of curcumin to solution. In addition, the compact
structure of TGH could also be responsible for the lower swelling of TGH
in water and for the lower light mediated degradation of curcumin as
compared to CGH, highlighting the protective effect of the turmeric
matrix on the entrapped curcumin molecules.
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6.4.2 UV-A light exposure of sausages coated with CGH and TGH

reduced cross-contamination load of bacteria

Edible antimicrobial coatings developed using natural sources and
activated by physical stresses such as light and pressure could present a
new and promising strategy to reduce microbial contamination in ready-
to-eat foods (Acevedo-Fani, Salvia-Trujillo, Rojas-Graili, & Martin-
Belloso, 2015; Alkan & Yemenicioglu, 2016; Guo, Jin, Wang, Scullen,
& Sommers, 2014). Chitosan coatings infused with mandarin essential oil
and applied on green beans have been reported to present strong
antimicrobial activity against L. innocua when combined with high
pressure treatments, highlighting the potential of combining natural
antimicrobial agents and physical stresses (Donsi et al., 2015). In addition
to high pressure, some light-activated antimicrobial coatings have also
been reported. Strawberries dip-coated with chitosan and chlorophyllin
have been shown to inactivate up to 2.2 log CFU/g of gram-negative
bacteria when exposed to LED light (Buchovec et al., 2016). In addition,
chlorophyllin-based gelatin coatings on sausages were reported to
inactivate between 1 and 2 log CFU/mL of S. aureus and L.
monocytogenes after exposure to light (Lépez-Carballo et al., 2008).

In this manuscript, we developed coatings entirely from natural
materials (starch, turmeric residue and gelatin) that were successfully
coated on the surface of ready-to-eat sausages. These coatings
demonstrated significant light-activated antimicrobial activity against L.
innocua, a surrogate of L. monocytogenes. CGH-coated sausages
presented rapid inactivation of high loads of L. innocua where more than
5 log CFU/mL of bacterial inactivation were achieved after 15 min of
UV-A light exposure at 4 °C. Such strong antimicrobial action at low
temperature is very important due to the ability of Listeria to grow under
refrigerated conditions (Buchanan et al., 2017). Furthermore, CGH-
coated sausages were able to inactivate bacteria even after multiple cycles
of bacterial contamination and UV-A light mediated decontamination,
indicating that CGH-coated sausages presented sustainable release of
curcumin to the bacterial suspension that could be activated via light
exposure. Therefore, light-activated curcumin-loaded coatings may be an
excellent alternative to rapid inactivate cross-contaminated bacteria at
different stages of post processing handling of ready-to-eat sausage
products.
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6.4.3 Coated substrate influences the release of curcumin and the light-

activated antimicrobial activity of CGH and TGH coatings

Interestingly, the light-mediated antimicrobial activity of the
hydrogel coatings reported in this study varied depending on the coated
surface. TGH-coated sausages presented higher light-activated
antimicrobial activity than plastic-coated TGH, where the time required
to inactivate 3 log CFU/mL of bacteria decreased from 30 to 15 min (Fig.
6.5.2d and Fig 6.5.3a). On the other hand, CGH light-activated
antimicrobial activity was reduced when CGH was coated onto sausage
surfaces, in which 15 min of light treatment were required to inactivate
more than 5 log CFU/mL of bacteria in contrast to 5 min of light treatment
for sausage-free CGH (Fig.6. 5.3a and Fig 6.5.2b). Those differences in
light-activated antimicrobial activity are probably related on how the
presence of sausage interferes with the release of curcumin to solution.
From one viewpoint, the fat-rich sausage composition may present a more
attractive environment for the diffusion of hydrophobic curcumin from
the hydrogels, creating a balance between the release of curcumin to the
aqueous solution and the release of curcumin to the sausage substrate.
Although that hypothesis would help explain the decrease in light-
activated antimicrobial activity of CGH-coated sausages, it does not
explain the increase of bacterial inactivation by TGH-coated sausages.
From another perspective, hydrophobic molecules (i.e. fatty acids) could
be diffusing from the sausage surface into the TGH coating, permeating
through the hydrophobic and crystalline domains of the turmeric-starch
matrix and leading to the solubilization of curcumin molecules that were
strongly bond to the compact turmeric residue structure. These freed
curcumin molecules now present in an oil phase could be more easily
released into the aqueous phase. This phenomena would not provide a
sustainable release of curcumin to the aqueous phase since diffusion of
curcumin to the sausage substrate would still be more favorable, but
instead would lead to an initial burst release of curcumin that would
explain the increase in light-activated antimicrobial activity of TGH-
coated sausages. It is important to highlight that the concentration of
curcumin in solution required to inactivate high loads of L. innocua is
very small (less than 0.1 pg/mL; Fig. 6.5b) and therefore very small
changes in released curcumin could present a strong effect on the light-
activated antimicrobial activity of the hydrogels. In fact, the decrease in
light-activated antimicrobial activity after the first cycle of bacterial
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inactivation (Fig. 6.4b) suggests that the increased burst release of
curcumin from TGH-coated sausages was very small and not constant
over time. Overall, these results illustrate the importance of understating
the surface properties of food substrates in order to design effective
coatings.

6.4.4 Potential of turmeric residue-based antimicrobial coatings

Despite the inferior performance of TGH as compared to CGH
regarding the rapid inactivation of high initial loads of bacteria, it is
important to highlight the potential of using turmeric residue for the
preparation of antimicrobial edible hydrogel coatings. Due to its complex
and fibrous composition, turmeric residue may be used to develop
coatings presenting desirable mechanical properties, lower water affinity
and increased protective effects against light mediated degradation of
curcumin. Furthermore, the compact structure of turmeric coatings could
lead to a slow sustained release of curcumin and curcuminoids to solution.
The described characteristics of turmeric residue suggest that it could be
an excellent wall material alternative not only for the encapsulation of
curcumin and curcuminoids but also for the encapsulation of other
bioactive compounds, especially hydrophobic compounds (Malacrida,
Ferreira, Zuanon, & Nicoletti Telis, 2015).

Another major advantage of turmeric residue-based coatings is the
residual curcumin naturally present in turmeric, which could avoid
encapsulation of additional curcumin into the coating. Turmeric residue-
based coatings could be also further optimized by using turmeric residues
with slightly higher concentrations of curcumin, since the residue used in
this study was obtained after two consecutive extractions of curcuminoids
and presented very low concentration of curcumin (Osorio-Tobon et al.,
2014). In addition, different experimental strategies could be used during
the preparation of turmeric-based coating in order to tweak the properties
of the coatings for a desired application, such as the addition of
surfactants and hydrophilic biopolymers to improve the release of
curcumin (Paula, Oliveira, Carneiro, & de Paula, 2016; Ratanajiajaroen,
Watthanaphanit, Tamura, Tokura, & Rujiravanit, 2012).

Lastly, since turmeric and curcumin are natural food-grade
compounds, curcumin-loaded turmeric residue-based antimicrobial
coatings could meet the current and growing demand from consumers and
food industries to replace synthetic-based preservatives for food-grade
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natural antimicrobials in food systems (Oms-Oliu et al., 2010; Tiwari et
al., 2009).

6.5. CONCLUSIONS

The present study demonstrated that the combination of UV-A
light and curcumin-loaded edible coatings can be used as an antimicrobial
approach to inactivate L. innocua, preventing cross-contamination on
coated sausages. Although hydrogel coatings containing added purified
curcumin (CGH) presented higher antimicrobial efficacy, turmeric
residue-based coatings were also effective in reducing L. innocua load on
the surface coated-sausages. Furthermore, the light-mediated
antimicrobial activity of the hydrogels coatings was not affected at
refrigerated temperature (4 °C), suggesting that the proposed
antimicrobial coatings approach could be applied to refrigerated foods.
Moreover, it was shown that light-activation of curcumin molecules
released from the coatings to solution was the main mechanism behind
bacteria inactivation and that the release of low concentrations of
curcumin are sufficient to show antimicrobial activity against L. innocua.
In conclusion, turmeric residue obtained after two extraction processes
(SFE and PLE) can still be used to prepare hydrogels that can present high
antimicrobial activity when combined with UV-A light, suggesting that
these hydrogels can be applied as edible coatings to inhibit bacterial
cross-contamination in sausages.
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CAPITULO. 7 CONCLUSOES FINAIS

O residuo de curcuma utilizado no presente trabalho, mostrou-se
adequado para a producdo de uma blenda de circuma e gelatina em que
apresentaram apropriadas caracteristicas mecéanicas e térmicas para
revestimento em salsichas. O revestimento comestivel quando aplicado
em salsichas foi capaz de retardar o crescimento microbiano sem alterar
as propriedades fisico-quimicas do produto quando comparado ao
controle sem revestimento.

A liberagcdo de curcumina naturalmente presente (residuo de
curcuma e gelatina), e a curcumina pura adicionada (amido de mandioca
e gelatina) ndo mostraram diferencas no coeficiente de difusdo nos meios
simulantes testados. O resultado de liberagdo da curcumina nas solugdes
etandlicas foi o contrario do imaginado e de muitos trabalhos encontrados
da literatura. O resultado esperado era que a liberagdo acontecesse mais
rapidamente em solugéo etandlica 90% do que em 50%, devido a maior
solubilidade da curcumina, porém mostrou-se a necessidade de uma
maior concentracdo de agua para ocorrer 0 intumescimento e
enfraguecimento da matriz polimérica para liberar a curcumina.

Nos testes realizados pela técnica FRAP, a curcumina apresentou
baixa mobilidade nos filmes secos, Umidos e em contato com éleo. Com
isso, demonstra que a curcumina permanecerd no filme ou revestimento
comestivel, quando aplicado no alimento independente de sua
caracteristica (desidratado, oleoso e alto teor de agua).

Nos ensaios de migracdo foram observados que os filmes
comestiveis liberaram menos curcumina que 0s revestimentos
comestiveis para salsicha. Além disso, a curcumina néo apresentou perfil
difusional na salsicha mesmo em altas concentragbes utilizadas no
trabalho. Isso sugere que no ensaio realizado somente aconteceu
solubilidade da curcumina na superficie da salsicha, pois o 6leo presente
na salsicha esta indisponivel para difusdo da curcumina para o interior do
alimento, devido ao processo de emulsificagdo.

A aplicagdo da luz UV-A na superficie dos revestimentos
comestiveis ativou a capacidade antimicrobiana da curcumina contra L.
innocua tanto para curcumina naturalmente presente quanto adicionada
guando aplicados nas salsichas e apresentaram equivalente efetividade na
reducdo de L. innocua. A liberagdo de curcumina do revestimento para a
solucdo foi sugerido como o principal mecanismo de inativacdo
bacteriana independente da temperatura utilizada. Os resultados dos testes
in vitro demostraram que baixa concentra¢do de curcumina foi suficiente
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para alcancar significantes reducBes da carga microbiana quando
expostos a luz UV-A. Entretanto, quando incorporada ou naturalmente
presente nos revestimentos comestiveis, a baixa concentragdo de
curcumina ndo foi suficiente para inativar bactérias no interior do produto
estudado apenas na superficie do mesmo.

Sendo assim, essa tese conclui que o revestimento comestivel de
residuo de circuma e gelatina ndo tem curcumina suficiente para inativar
bactérias e que a desaceleracdo do crescimento microbiano na salsicha foi
devido a propriedade de barreira do revestimento comestivel. Com isso,
uma alternativa para obter inativacdo bacteriana do revestimento foi a
utilizagdo de luz UV-A, que é capaz de ativar atividade antimicrobiana da
curcumina, em baixas concentragBes, para prevenir e reduzir a
contaminacdo cruzada. Contudo, mais estudos devem ser realizados na
area de tratamento fotodinamico afim de compreender os parametros que
tem maior influéncia.

7.1. SugestBes para trabalhos seguintes

- Utilizar sonda ultrassénica para reduzir o tempo de preparo da solugédo
da cobertura do residuo de curcuma, afim de manter uma maior
concentracdo de curcuming;
- Encapsular a curcumina para utilizar na elaboragdo de filmes ou
revestimentos para obter uma maior difusdo para o alimento;
- Estudar a aplicacdo da terapia fotodindmica para higienizagéo de frutas
e hortalicas ou eliminar tratamento térmico de algum processo para
inativacdo microbiana;
- Realizar estudo na é&rea de tratamento fotodindmico afim de
compreender os parametros que tem maior influéncia no efeito
antimicrobiano da curcumina.

-Controlar diferentes intensidades e tempos de exposicdo a luz para
determinar qual o pardmetro de maior influéncia;
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CAPITULO. 8 APENDICE 1
8.1. Resultados e discussdo complementares

8.1.1 FRAP dos filmes em matriz polimérica elaborados separadamente.

Foi realizado a andlise do coeficiente de difusdo pela técnica FRAP
dos polimeros produzidos separadamente, afim de compreender em qual
das matrizes a curcumina tem maior mobilidade. A Figura 8.1 demonstra
o grafico da intensidade normalizada pelo tempo para os filmes secos e
em contato com uma gota de 6leo. Observa-se na Figura 8.1a que os
filmes TF e CF tém um comportamento exponencial com rapida
recuperacdo da fluorescéncia até alcancar o equilibrio, enquanto o GF
apresenta um comportamento linear. Além disso, o TF foi o que
apresentou maior recuperacao de intensidade. Com relacdo a Figura 8.2b
nota-se que os trés filmes exibem o mesmo comportamento exponencial
guando em contato com a gota de 6leo, obtendo quase 0s mesmos valores
de recuperacdo de intensidade. Entretanto, os filmes adicionados de
curcumina obtiveram uma melhor recuperacdo da intensidade quando
adicionado 6leo na superficie do que os filmes secos.

Figura 8.1. Curva de intensidade normalizada pelo tempo para os filmes em
diferentes condicGes no experimento FRAP. a) seco; b) 6leo.
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Filme de gelatina adicionado de curcumina.
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A Tabela 8.1 apresenta os resultados dos coeficientes de difusdo e
mobilidade da curcumina em cada um dos polimeros. A andlise estatistica
apresenta que na condi¢do dos filmes secos o coeficiente de difuséo do
amido tem diferenca significativa (p<0.05) com relagdo ao filme de
gelatina, enquanto os filmes com O6leo ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0.05). Para o resultado da porcentagem movel da
curcumina nas matrizes, observa-se que quando a curcumina é adicionada
(CF e GF) ocorre um aumento da mobilidade, por outro lado, diminui na
matriz aonde ela esta naturalmente presente.

Tabela 8.1.Dados de coeficiente de difusdo e mobilidade da curcumina dos
filmes elaborados separadamente.
Filme TFx 100 Mobilid CFx10° Mobilid GFx10° Mobilid
Condic ?m?s ade(%) m2s ade(%) m2s  ade (%)
oes

Seco 2.5%+0. 2.23%+ 0.48"A+

75 24.96 0.92 10.28 0.15 7.43
Oleo 1.07%8+ 0.89%8+ 0.60%+

0.37 21.04 0.27 18.64 0.26 25.15

CF- Filme de amido de mandioca adicionado curcumina; TF- Filme de circuma- GF-
Filme de gelatina adicionado de curcumina. Médias acompanhadas pela mesma letra
em minudsculo, na mesma linha e pela mesma letra em maidsculo na mesma coluna
ndo apresentam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Os maiores valores encontrados para o coeficiente de difusdo da
curcumina dos filmes de amido em relacdo ao filme de gelatina podem
ser devido a diferenca de estrutural. A gelatina apresenta em sua estrutura
grupamentos aminas (NH.) e os amidos grupamentos hidroxilas (OH).
Dessa maneira, durante o processo de secagem dos filmes, a curcumina
pode ligar-se com os diferentes grupamentos pela ponte de hidrogénio.
Entretanto, uma ligagcdo com o grupamento amina é mais forte que com
grupamento hidroxilo, pois a ligacdo covalente O-H é mais fraca que a
ligacdo covalente N-H. Sendo assim, a ligagdo HoN-H da gelatina é mais
estavel que a ligacdo R-CO-H do amido (WRIGHT; INGOLD, 2000;
TONGDEESOONTORN et al, 2012; RATANAVARAPORN;
KANOKPANONT; DAMRONGSAKKUL, 2013; PANG et al., 2014).
Além disso, nos resultados apresentados no capitulo 3 das propriedades
mecanicas dos filmes, a gelatina apresentou um maior valor no modulo
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de Young, no qual caracteriza um filme com maior rigidez. Portanto, a
curcumina ligada em uma matriz mais rigida tem menor mobilidade.

8.1.2 Migrac&o da curcumina e perda de agua

As Figuras 8.2 e 8.3 apresentam os testes de perda e ganho de agua
das salsichas e filmes, respectivamente. Observa-se que a umidade de
equilibrio do CF (66-69%) é maior que do TF (60-62%). Devido a maior
absorcdo de &gua do filme CF, as salsichas em contato com esse filme
também obtiveram uma maior perda de agua de 10-15%, enquanto as
salsichas em contato com TF perderam 7-9%. Esses resultados indicam
gue o filme produzido com amido de mandioca e gelatina é mais
hidrofilico que o de residuo de circuma e gelatina. De acordo com a tese
desenvolvida por Braga (2005), o residuo de curcuma apds 0s processos
de extracdo, apresentam em sua composicdo certa de 1.5-3% de fibras.
Portanto, no trabalho desenvolvido por Miller; Laurindo; Yamashita,
(2009) apresentaram que adicdo de fibras em filmes de amido influencia
na absorc¢do de umidade, devido a uma menor higroscopicidade das fibras
em relacdo aos amido.

Figura 8.2.Perda de agua da salsicha para os filmes comestiveis.
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Figura 8.3. Umidade final dos filmes.
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A migracdo da curcumina para salsicha por um periodo de 25 dias
esta apresentada na Figura 8.4. Os resultados obtidos sdo semelhantes aos
apresentados no capitulo 5, porém com maior tempo de contato das
amostras. A concentracdo de curcumina na superficie da salsicha nédo
aumenta apds longo tempo de contato dos filmes (TF ou CF) ou
revestimento (CC), indicando que ndo acontece difusdo da curcumina
para o interior da salsicha. O resultado do teste de migragdo mostrou que
a concentracao de 28% de gordura da salsicha ndo foi o suficiente para
acontecer a difusdo da curcumina. Isso, deve-se ao fato que a gordura
presente na salsicha ndo esta livre para que a curcumina solubilize, pois
na etapa de emulsificacdo a gordura liga-se com as proteinas miofibrilares
(HUI, 2012).
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Figura 8.4.Migracgdo da curcumina para salsicha.
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CC e CF- revestimento e filme de amido de mandioca e gelatina adicionados
de curcumina, respectivamente - TF- filme de residuo de circuma e gelatina.

8.1.3 Zona de inibicao do filme de residuo de circuma e gelatina

O teste de zona de inibicdo foi realizado com propésito de avaliar
se o filme produzido com residuo de clrcuma teria concentracdo
suficiente de curcumina para efeito inibitorio. Observa-se na Figura 8.5
que o filme elaborado com residuo de clrcuma ndo apresentou efeito
inibitorio contra L. innocua. Esse resultado pode ser explicado devido a
baixa concentragdo de curcumina presente no filme (10ug/cm?), que é
insuficiente para inibir o crescimento microbiano. Sandikci Altunatmaz
et al., (2016) encontraram gque a concentracdo minima inibitoria para L.
monocytogenes é de 125 ug/mL, demonstrando que necessitaria pelo
menos 10 vezes mais curcumina para o filme obter um efeito
antimicrobiano.
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Figura 8.5.Teste de zona de inibicdo do filme de residuo de clrcuma contra
Listeria. innocua.
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