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RESUMO

A casca de uva um residuo da industria vinicola € uma fonte rica em antocianinas,
pigmento natural responsavel pelas cores vermelhas, azuis e roxas em muitas frutas
e vegetais. Estes compostos tém diversas aplicagdes na industria de alimentos
devido as suas propriedades de pigmentacao e beneficios para a saude, porém, sao
consideradas relativamente instaveis e podem degradar-se facilmente em
determinadas condigbes. Alguns fatores que podem contribuir para a instabilidade
das antocianinas incluem pH, temperatura, luz e oxigénio. Uma forma de estabiliza-
las é através da sua encapsulagao. Assim, neste trabalho foram extraidas e
encapsuladas antocianinas (ACN-NPs) da casca de uva Isabella e nanoparticulas de
quitosana, as quais foram incorporadas em roétulos inteligentes a base de poli(vinil
alcool) (PVA) , utilizados como indicador de mudangas de pH em camaré&o fresco.
As ACNs foram extraidas da casca de uva pelo método de extracao solido-liquido. O
solvente utilizado foi uma solugdo aquosa acidificada (0,35 % de acido cloridrico) de
pH final igual a 1,15. A extracao foi realizada em shaker a 40 °C por 80 min. Os
ensaios de nanoencapsulacido foram realizados para proporcdées em massa de
quitosana (CS) e ftripolifosfato de sédio (TPP) iguais a 1:0,5, 1:0,6 e 1:0,7. As
caracterizagdes das nanoparticulas foram feitas pela avaliacdo do tamanho de
particula, estabilidade, eficiéncia de encapsulagao (EE), estrutura e composi¢céo. Os
rétulos foram produzidos pela técnica casting, analisados e aplicados em camarao
refrigerado, com a objetivo de avaliar a possibilidade de aplicagdo em alimentos. O
extrato obtido apresentou coloracéo roxa intensa, com quantidade de ACNs totais de
3052,05 + 39,79 mg/100 g de casca seca. Das diferentes relagbes CS:TPP (m/m)
estudadas a melhor foi 1:0,5, devido a sua estabilidade ao longo do tempo,
apresentando uma EE de 59,8 % e tamanho de particula de 291 £ 4,50 nm. A
interacado entre as ACNs e a quitosana é medida por meio de ligagdes de hidrogénio,
que indicaram sucesso na encapsulacdao do extrato de uva. Os resultados dos
rotulos revelaram que n&o houve diferenga significativa (p>0.05) na cor dos rotulos
com ACNs livres em comparagao com o rotulo contendo ACNs encapsuladas; as
micrografias do SEM mostraram que todos os rétulos eram homogéneos e
compactos; a presenga de ACNs nao alterou a umidade; a espessura aumentou com
a presenca de ACNs nos rétulos; as avaliagdes de sensibilidade a pH e ambnia
mostraram a eficiéncia de mudancga de cor dos rétulos. O teste de fotodegradacao a
luz, mostrou que a incorporacao de ACNs encapsuladas nos roétulos teve um efeito
protetor sobre as antocianinas contra os tratamentos de calor e luz UV e ajudou a
preservar a cor original do rétulo. Finalmente, o teste de aplicagdo do rétulo
contendo ACNs encapsuladas mostrou ter potencial monitorar a qualidade dos
alimentos.

Palavras-chave: extracdo de antocianinas; nanoparticulas de quitosana; poli(vinil
alcool); indicador colorimétrico.



ABSTRACT

Grape peel residue from the wine industry is a source rich in anthocyanins, a natural
pigment responsible for the red, blue and red cores of many fruits and vegetables.
These composts have various applications in the food industry due to their
pigmentation properties and health benefits, therefore, they are considered relatively
static and can easily degrade under certain conditions. Some factors that can
contribute to anthocyanin instability include pH, temperature, light, and oxygen. A
way to stabilize the e through its encapsulation. Thus, in this work, extracted and
encapsulated anthocyanins (ACN-NPs) from Isabella grape peel and chitosan
nanoparticles were incorporated into smart labels based on poly(vinyl alcohol) (PVA),
used as an indicator of pH changes. in fresh chamber. As ACN it is extracted from
grape peels using the solid-liquid extraction method. Or solvent used for an acidified
water solution (0.35% hydrochloric acid) with a final pH equal to 1.15. The extraction
was carried out in a shaker at 40 °C for 80 min. The nanoencapsulation tests
performed for mass ratios of chitosan (CS) and sodium tripolyphosphate (TPP) are
1:0.5, 1:0.6 and 1:0.7. The characterization of nanoparticles includes the evaluation
of particle size, stability, encapsulation efficiency (EE), structure and composition.
The labels are produced using the casting technique, analyzed and applied in a
refrigerated chamber, with the aim of evaluating the possibility of application in food.
The extract obtained has an intense red color, with a total amount of ACN of 3052.05
1 39.79 mg/100 g of dry husk. The different CS:TPP ratios (m/m) studied were best
1:0.5, due to their long-term stability, presenting an EE of 59.8% and particle size of
291 + 4.50 nm. The interaction between ACN and chitosan is measured by hydrogen
bonding, which indicates success in the encapsulation of grape extract. The label
results reveal that there is no significant difference (p>0.05) between the labels with
ACN in pounds compared to the label containing encapsulated ACN; The SEM
micrographs show that all labels were homogeneous and compact; the presence of
ACN does not alter humidity; The thickness increased with the presence of ACNs on
the signs; As evaluations of sensitivity to pH and ammonia show the efficiency of
changing the two labels. The light photodegradation test shows that the incorporation
of encapsulated ACN in the signs has a protective effect on anthocyanins against
heat and UV light treatments and helps preserve the original color of the sign. Finally,
the application test of the label containing encapsulated ACN shows its potential for
monitoring food quality.

Keywords: extraction of anthocyanins; chitosan nanoparticles; poly(vinyl alcohol);
colorimetric indicator.
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1INTRODUGAO

As antocianinas (ACNs) s&o flavonodides soluveis em &agua que sao
amplamente distribuidos em varias flores, vegetais e sementes (Zhang et al., 2022).
Recentemente, varios estudos relataram que os pigmentos naturais tém o potencial
de monitorar o frescor de produtos carneos, como carne de boi (Gaviria et al., 2021),
de porco (Choi et al., 2017) e camardo (Kang et al., 2020), devido a sua resposta
colorimétrica dependente do pH. A maioria das pesquisas sobre filmes de
embalagens inteligentes a base de antocianinas incorpora apenas antocianinas
livres na matriz do filme, o que torna sua aplicacdo limitada devido a baixa
estabilidade das antocianinas (Liu et al., 2022).

As ACNs podem ser encapsuladas com beneficios protetores fornecidos
pelo encapsulamento da quitosana (CS) com o tripolifosfato de sodio (TPP)
(Chatterjee et al., 2021). As Nanoparticulas (NPs) baseadas em CS, encontram-se
entre 0s polissacarideos naturais mais investigados devido a sua
biodegradabilidade, bioacesibilidade, biocompatibilidade, naturalidade catibnica,
propriedades antibacterianas e baixa toxicidade. NPs de CS podem ser fabricadas
através do método de gelificagdo ibnica onde se forma a reticulacdo quando os
grupos amino carregados positivamente da CS entram em contato com espécies de
tripolifosfato de sédio (TPP) carregadas de um polimero aniénico (Tyagi; Mani,
2023).

Atualmente, biomateriais derivados de fontes naturais sdo considerados
substitutos potenciais para materiais plasticos convencionais porque sao
biodegradaveis, baratos e amplamente disponiveis. Portanto, a maioria dos filmes
inteligentes sdo feitos destes materiais com um indicador de pH incorporado a eles.
O poli(vinil alcool) (PVA) mesmos sendo um polimero sintético € biodegradavel e
ndao cancerigeno pelo que é amplamente utilizado como matriz de filme de
embalagem de alimentos devido a sua nado toxicidade e boa capacidade de
formacao de filme (Ma et al., 2018; Zhang et al., 2022).

Recentemente, (Zhang et al., 2022) desenvolveram filmes inteligentes a
base de PVA e antocianinas de mirtilo. Os autores observaram mudancas
colorimétricas nos filmes para uma faixa de pH entre 4 e 11, concluindo que estes

materiais poderiam ser utilizados como filmes indicadores na industria de alimentos.
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A casca de uva um subproduto da industria de sucos e vinhos, € uma fonte
de pigmentos naturais rica em ACNs (You et al., 2022a). Poucos estudos avaliaram
a quitosana de baixo peso molecular reticulada com TPP para nanoencapsulagao de
antocianinas, e até onde sabemos, nenhum estudo avaliou o efeito da variacdo da
razao CS:TPP (m/m) para nanoencapsulacao deste composto de bioativo extraido
da casca de uva Isabella (Vitis Labrusca). Desta forma, o presente trabalho tem
como objetivo produzir e caracterizar nanoparticulas de CS em diferentes razdes
CS:TPP (m/m) por gelificagcdo i6nica, para o encapsulamento das ACNs e sua
respectiva incorporacdo em roétulos inteligentes a base de poli(vinil alcool). O
propésito € desenvolver um indicador colorimétrico mais estavel aos fatores
ambientais e capaz de detectar e informar a degradagcdo dos frutos do mar,

contribuindo assim na qualidade e seguranga alimentar para o consumidor.

20BJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanoparticulas de quitosana contendo antocianinas de uva
Isabella (Vitis Labrusca), para aplicagcdo em rétulos inteligentes sustentaveis e
atéxicos que mudam de coloracdo em diferentes pH, de maior estabilidade na

manufatura e aplicagdo em embalagens de alimentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar a eficacia da extracdo de antocianinas a partir da casca da uva
Isabella utilizando agua acidificada com HCI como solvente.

b. Avaliar diferentes razées de CS:TPP (m/m) para estudar sua estabilidade e
reprodutibilidade na encapsulagao de antocianinas da casca de uva Isabella.

c. Comparar rétulos a base de poli(vinil alcool) contendo antocianinas livres e
encapsuladas, em quanto a homogeneidade, estabilidade, exposicéo a luz e
temperatura, assim como sua resposta colorimétrica de acordo com a
variagao do pH.

d. Avaliar propriedades fisico-quimicas como umidade, solubilidade e espessura

dos rétulos contendo antocianinas livres e encapsuladas.
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e. Aplicar rétulo contendo antocianinas encapsuladas, como indicador de frescor

no camarao.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ANTOCIANINAS

As antocianinas (do grego anthos = flor e kianos = azul), um tipo de
composto fendlico conhecido como flavonoide, estdo amplamente distribuidas no
reino vegetal. Este grande e mais importante grupo de pigmentos soluveis em agua
€ responsavel pela cor de muitas frutas e flores, como vermelho, azul, roxo e laranja
(Sharif; Khoshnoudi-Nia; Jafari, 2020).

A unidade estrutural basica das antocianinas €& o 3,5,7-trihidroxi-2-
fenilbenzopirilio, composto por dois anéis benzilicos (anéis A e B) e um heterociclico
de seis membros contendo oxigénio (anel C), formando a estrutura basica de C6-C3-
C6 com um total de 15 carbonos. Dentro desta estrutura, os substituintes R1 e R2 no
anel B podem variar, incluindo diferentes grupos como -OH e -OCH3, o que resulta
em seis categorias distintas de antocianinas (Figura 1). De acordo com sua
proporcao nas plantas, as seis principais classes de antocianinas s&o cianidina
(50%), delfinidina (12%), pelargonidina (12%), peonidina (12%), petunidina (7%) e
malvidina (7%). Entre essas categorias, as trés primeiras sdo antocianinas nao

metiladas, que sdo amplamente distribuidas na natureza (Liu et al., 2021).

Figura 1 Estrutura quimica das seis antocianinas mais comuns

R4
OH R1 Rz Anthocyanin species

-OH -H Cyanidin

HO 5 o' @ -OH -OH Delphinidin
\?/ =~ 12 R2 -H -H Pelargonidin

lljl AIC 3| -OCHs H Peonidin
NP N Non OCH; | -OH Petunidin

| -OCHs | -OCHs Malvidin

Fonte: (Liu et al., 2021)
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3.1.1 Estabilidade das antocianinas

A utilizacdo de antocianinas como corantes alimentares e ingredientes
funcionais é limitada pela sua baixa estabilidade e interacdo com outros compostos
na matriz alimentar (Rodriguez-Amaya, 2019). Varios fatores ambientais podem
afetar significativamente a estabilidade das antocianinas, incluindo temperatura, luz,
oxigénio, enzimas e pH, especialmente um pH neutro ou alcalino (Huang et al.,
2023).

3.1.1.1 Influéncia do pH

As antocianinas tém uma capacidade distintiva de formar cations flavilium e
adquirir cores diferentes, do vermelho ao azul ou violeta, dependendo do pH do meio
(Avula et al., 2023) (Figura 2). A forma catidnica flavilio (AH+), que geralmente é
vermelha, s é estavel em condigdes extremamente acidas (pH<2). A medida que o
valor do pH aumenta, ocorrem duas reagdes competitivas de AH*: (1) transferéncia
de prétons, na qual AH* pode perder trés protons sucessivamente para dar bases
quinoidais neutras, monoanidnicas e dianiénicas (A, A~ e A?") exibindo purpura para
tons azuis; (2) hidratagdo, em que AH* é propenso a adicédo de agua em C2 para
produzir hemicetal incolor (B) (Figura 3). Além disso, a cis-chalcona (Cc) é formada a
partir de B através de um processo tautomérico e a Cc pode isomerizar ainda mais
para dar trans-chalcona (Ct). Normalmente, a transferéncia de protons € mais rapida
que a hidratagdao, enquanto esta ultima € mais favorecida termodinamicamente.
Consequentemente, as bases quinoidais sdo os produtos cinéticos e desaparecem
gradualmente para atingir o equilibrio termodinamico e produzir formas incolores
(Yang et al., 2023).
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Figura 2 Alteracao da cor das antocianinas conforme o pH varia

PH=1 pH=2 pH=3 pH=4 pH=5 pH=6 pH=7 pH=8 pH=0 pH=10 pH=11 pH=12 pH=13

Fonte: (Merz et al., 2020)

Figura 3 Representacao esquematica da mudanca estrutural da antocianina
na mudanca de pH

Proton transfer
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OH Hydration Tautomerization Isomerization
Flavylium cation (AH*) "G
*,’ HO. OHOGIC OH
e H
OH o
Hemiketal (B) Cis-chalcone (Cc) Trans-chalcone (Ct)
Fonte: Adaptado de (Yang et al., 2023)
3.1.1.2 Influéncia da temperatura

A estabilidade das antocianinas € significativamente afetada pela
temperatura, sem alteracao significativa na taxa de degradacdo total dos
monémeros das antocianinas quando submetidas a tratamento térmico a baixa
temperatura (menos de 60 °C) e um aumento significativo na taxa de degradacao
quando a temperatura € mais alta acima de 80°C (Duan et al., 2024).

(Aaby; Amundsen, 2023) ao estudar a estabilidade das antocianinas sob a
variacao de temperatura (75, 85 e 95°C) em suco de lingonberry indicou que a taxa
de degradacdo aumentou com o aumento da temperatura. (Jiang et al., 2019)

também relataram que apds aquecimento do extrato roxo de batata doce a 90°C, a
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cor das antocianinas mudou significativamente ao longo do tempo. Em outra
pesquisa, (Brauch et al., 2015) evidenciaram que solugbes aquosas de antocianinas
em pH acido foram mais estaveis quando armazenadas a 4 °C em comparagao com
20 °C.

3.1.2 Funcgoes e aplicagoes das antocianinas

As cores atraentes, a elevada solubilidade em agua e as propriedades
biolégicas de corantes naturais a base de antocianinas, juntamente com a sua
origem natural e baixa toxicidade, tém atraido um grande interesse por parte de
investigadores, da industria e dos consumidores para a sua aplicagdo na industria
alimentar e em produtos alimentares (Becerril; Nerin; Silva, 2021). Os corantes de
antocianinas (E163), tém sido utilizadas numa grande variedade de produtos, sendo
a sua principal aplicagdo em refrigerantes (baixo pH), confeitaria, preparados de
fruta, lacticinios, como queijos cremosos, leite fermentado e milkshakes e em
matrizes alimentares soélidas, como panquecas e omeletes (Molina et al., 2023).

Pesquisas estdo sendo conduzidas na substituicdo de corantes sintéticos
por indicadores de pH com corantes naturais, especialmente extratos ricos em
antocianinas obtidos de plantas, para a elaboracdo de indicadores de frescor. Esta
aplicacao se baseia no fato das antocianinas ter capacidade de mudancga de cor com
alteragcbes do pH, e na variagao do pH devido ao deterioro de produtos alimenticios
como carne suina e frutos do mar (Becerril; Nerin; Silva, 2021; Merz et al., 2020). E
0 caso do estudo de (Zhu et al., 2021) que produziram filmes indicadores de pH a
partir de amido e poli(vinil alcool) com antocianinas extraidas da casca de uva pela
técnica de casting. Os resultados apontaram que o filme quando aplicado em carne
de porco como sensor de deterioracdo apresentou alteracdes de pH e o ponto de
deterioracdo das amostras, passando da cor rosa para amarelo.

Também foram conduzidas aplicagées na encapsulagao, com o propdsito de
estabilizar as ACNs perante condicbes externas como luz e temperatura, mantendo-
as disponiveis e ativas para aplicagdes em produtos como alimentos e farmacos, por
exemplo, no estudo realizado por (Sakulnarmrat; Konczak, 2022) o extrato de
Lamduan (Melodorum fruticosum Lour.) foi utilizado como fonte de ACNs e
encapsulado por maltodextrina dextrose equivalente 20 (MD20) e goma arabica
(AG). A eficiéncia do encapsulamento excedeu 97,9% e o extrato de Lamduan
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encapsulado aplicado em geleias, resultou em uma cor vermelha atraente e maior
capacidade antioxidante, demonstrando o potencial uso de Lamduan encapsulado
na industria alimenticia.

Ainda em aplicagdes das antocianinas, o seu potencial terapéutico foi
comprovado in vitro, in vivo e em estudos epidemiolégicos, e desta forma
demonstrou  resultados promissores como neuroprotetor, cardioprotetor,
antidiabético, anti-obesidade, e efeitos anticancerigenos, bem como a capacidade
de equilibrar a microbiota intestinal como uma fonte potencial de prebidticos (Ayvaz
et al., 2023). Em um ensaio clinico randomizado e controlado, a adipsina sérica
aumentou e a visfatina diminuiu em participantes com pré-diabetes ou diabetes
recém-diagnosticado apds 12 semanas de suplementagdo de antocianina (Yang et
al., 2021).

3.1.3 Uva isabella

As uvas séo ricas em substancias bioativas com alto potencial antioxidante,
que ficam retidas no bagagco da uva em aproximadamente 70% apds o
processamento (dos Santos Silva et al., 2022). Especificamente a uva Isabella (V.
Labrusca) possui altos teores de compostos fendlicos, como antocianinas e
flavonoides (Vélez et al., 2023). A uva (Vitis Labrusca) é de extrema importancia na
economia mundial. Em 2018, por exemplo, a producéo total de uvas em todo o
mundo foi de 77,8 milhdes de toneladas. Deste valor 57% foram utilizados para fazer
vinho, sendo o restante consumido como uva de mesa (Carra et al., 2022). No Brasil
a uva "Isabella", cultivar de uva americana (Vitis Labrusca) € amplamente cultivada e
0 50% de todas as uvas desse tipo sao processadas no pais. A industrializagao
levou a diversificacao de produtos e, atualmente, as uvas "Isabella" sdo usadas para

a fabricagéo de vinho, vinagre, geleias e sucos (Comarella et al., 2022).
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Figura 4 Uva Isabella (Vitis Labrusca)

Fonte: A autora (2023)

3.1.4 Subprodutos do processamento de uvas

Os residuos gerados na produgéo de vinho tém sido estudados como fonte
alternativa para substituir antioxidantes sintéticos em alimentos por ser um produto
natural e promover o reaproveitamento de residuos industriais (Tuffi et al., 2021).
Dentre os inumeros residuos provenientes do agronegocio no Brasil destaca-se o
setor vinicola, pelo alto volume gerado, de aproximadamente 20 a 30%, comparado
com o peso total. Esse residuo € composto pelo engacgo, bagacgo (casca e sementes)
e a borra resultante do processo fermentativo. A casca da uva representa em média
82% do peso do bagaco, sendo uma fonte de antocianidinas e antocianinas. De
acordo com o Instituto Brasileiro do Vinho, em 2019, a safra de uva no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil, foi caracterizada por sua qualidade, tendo sido colhidos 614,3
milhées de quilos de uvas destinados ao processamento de produtos vinicolas.
Assim, devido ao grande volume de residuos gerados e a importancia relacionada
as questdes de sustentabilidade e problemas de carater ambiental, cresce ainda
mais a demanda por novas perspectivas que possibilitem o reuso desses

subprodutos oriundos das industrias vinicolas (Jacobs et al., 2021).
3.2 METODOS DE EXTRACAO
A extracao de componentes bioativos de subprodutos vegetais € uma forma

interessante de aumentar o valor do bagaco de uva (Bonfigli et al., 2017). Materiais

vegetais ricos em antocianinas sao geralmente secos antes da extragdo, usando um



26

forno, liofilizador ou secador industrial rotativo. A extragdo por solvente pode ser
categorizada como um dos meétodos de extragdo convencionais mais comuns
usados para extrair antocianinas. Solventes polares, como agua, metanol e etanol
s&o tipos comuns de solventes usados neste método (ljod et al., 2022).

O metanol é comumente utilizado como solvente para extracdo de
antocianinas e € mais amplamente utilizado quando acidificado com HCI, para
manter um pH baixo, onde a antocianina esta em sua forma flavilio mais estavel. No
entanto, existe a preocupagédo com os solventes organicos, devido a sua toxicidade
(Gizir; Turker; Artuvan, 2008; Ryu; Koh, 2018; Taghavi; Patel; Rafie, 2022). Portanto,
a utilizacado de meios ecologicamente corretos para substituir solventes organicos
durante a extragdo de compostos bioativos a partir de subprodutos agricolas tornou-
se cada vez mais popular e a 4gua continua a ser a opgao mais segura, mais barata,
mais facilmente disponivel e mais amiga do ambiente. Razao pela qual, a extragcéo a
baixas temperaturas (<50°C) empregando agua acidificada parece ser uma
alternativa promissora (Azman et al., 2022; Roda-Serrat et al., 2021).

(Azman et al., 2022) extrairam antocianinas de bagaco de groselha preta
(Ribes nigrum L.) em agua acidificada com acido acético e observaram que os
extratos obtidos apresentaram diferentes concentracdes de fendlicos e tonalidades
de cor dependendo do pH e que um pH de 1,5 favorece a extragdo de compostos
fendlicos ja que maiores quantidades de antocianinas, acidos hidroxicinamicos,
flavonadis, atividade antioxidante e fendlicos totais foram encontradas em pH 1,5.
(Ryu; Park; Koh, 2020) também estudaram a extragdo de antocianinas em agua
acidificada com acido acético (pH 2) da uva Campbell Early, obtendo um teor total
de antocianinas 197,52 mg/100 g de peso seco sob condigdes otimizadas, que
foram relagdo solido-liquido de 1/50 g/mL, tempo de extracdo de 10 min e
temperatura de extracao de 80 °C.

Na ultima década, surgiram novas técnicas de extracdo, tais como o uso de
fluidos supercriticos, campos elétricos pulsados e ultrassom. Além disso, o uso de
solventes eutéticos tem chamado a atengdo como uma alternativa promissora aos
solventes organicos comumente utilizados (Ongkowijoyo; Luna-Vital; Gonzalez de
Mejia, 2018).

Como é o caso de (José Aliafio Gonzalez et al., 2022) que otimizaram a
extracdo de antocianinas de groselha preta Assistida por Ultrassom e Assistida por

Enzima. Foi confirmado que ambas as metodologias apresentaram caracteristicas
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de alta precisdo e repetibilidade além de que n&o foram observadas diferencas na
extracdo das antocianinas, obtendo na melhor condi¢cdo por ultrassom (65% de
MeOH em agua; pH 4,97; temperatura 5°C; amplitude 50% y tempo 5 min)
21,99+1,20 mg de ACNSs totais/g e (10% de EtOH em agua; pH 4,1; temperatura de
30°C; e 91,0 unidades de enzima) 21,64+1,08 mg de ACNs totais/g com enzimas. E
importante destacar os curtos tempos destes métodos de extragao.

As vantagens de uso de tais técnicas incluem a produc¢ao de rendimento de
boa qualidade, menor consumo de solventes e energia e tempos de extragdo mais
curtos. Mas sao limitados para aplicagdes industriais devido aos elevados custos do

equipamento e aos complicados procedimentos de instalacédo (Tena; Asuero, 2022).

3.3 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

A nanotecnologia tem diversas aplicagdes na industria alimenticia e auxilia
significativamente na caracterizacdo, fabricagdo e manipulagdo de nanoestruturas,
com algumas aplicagbes surpreendentes para melhorar o sabor, cor, textura e
durabilidade dos alimentos, assim como o desenvolvimento de materiais de
embalagem de alimentos de longa duracdo com resisténcia mecanica melhorada e
propriedades antimicrobianas , nano-sensores para rastreabilidade de perigos para a
saude, bionano-sensores para verificar a qualidade dos alimentos durante o
transporte e armazenamento, juntamente com o encapsulamento, uma das
tecnologias mais promissoras para reter compostos bioativos e, ao mesmo tempo,
prolongar a vida util contra a degradagao durante o armazenamento (Doronio et al.,
2022; Sahani; Sharma, 2021).

NPs poliméricas sao particulas coloidais na faixa de 100-1000 nm e podem
ser carregadas com compostos ativos aprisionados ou adsorvidos na superficie do
nucleo polimérico. Com base em sua morfologia as NPs sao classificadas como
nanosferas e nanocapsulas. As nanocapsulas possuem parede polimérica
envolvendo um nucleo liquido/sélido, enquanto as nanoesferas consistem em uma
rede polimérica continua (Figura 5). Um dos principais mecanismos para o
encapsulamento de antioxidantes naturais sdo as nanoparticulas biopoliméricas
(BPNs), que sao nanoparticulas biodegradaveis construidas a partir de polimeros
naturais encontrados em espécies biolégicas como proteinas (por exemplo, -

lactoglobulina, zeina, gelatina, proteinas de soja, colageno e albumina) e
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carboidratos (por exemplo, quitosana, pectina, alginato e outros polissacarideos)
(Deng et al., 2020; Magsoudlou et al., 2020; Sahani; Sharma, 2021; Vodyashkin et
al., 2022; Zielinska et al., 2020; Zielinska et al., 2020).

Figura 5 Nanoesfera vs nanocapsula
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Nanosphere Nanocapsule

Fonte: (Awuchi et al., 2022)

3.4 ENCAPSULAGAO DE ANTOCIANINAS

O uso de antocianinas como corantes alimentares saudaveis é limitado
devido a baixa estabilidade térmica, oxidativa e fotostatica durante o processamento
ou armazenamento. Nesse sentido, alternativas como o encapsulamento permitem
minimizar as perdas nutricionais e sensoriais e aumentar a meia vida destas
substancias ativas. O processo de nano-aprisionamento tem sido amplamente
considerado pelos pesquisadores como uma estratégia bem sucedida para melhorar
a biodisponibilidade e estabilidade das antocianinas (Chatterjee et al., 2021; Tarone;
Cazarin; Marostica Junior, 2020). Conforme apresentado no Quadro 1, varios
meétodos de encapsulamento sao utilizados, como secagem por pulverizagao,
liofilizagdo, gelificagdo i6nica, coacervagao, formacado de emulsdo entre outros e
segundo pesquisa realizada por (Sharif; Khoshnoudi-Nia; Jafari, 2020) as técnicas
de secagem por pulverizacdo e liofilizacdo sdo as mais utilizadas assim como
materiais como as gomas e as maltodextrina. A tendéncia atual é utilizar polimeros
(revestimentos) derivados de fontes naturais como o alginato de sddio obtido de
algas marrons, a gelatina da pele de peixes de agua fria e a quitosana (Martinovi¢ et
al., 2023).
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Quadro 1 - Estado da arte do encapsulamento de antocianinas

Fonte de
antocianinas

Técnica de
encapsulamento

Secagem por

Lt Jambolao
pulverizagao
Secagem por Extrato de
NP2 casca de uva
liofilizagao de bordo
Secagt_em por Jambolao
pulverizagao
Liofilizagao Uva
Liofilizagao Jaboticaba
Hibiscus
Liofilizagao sabdarifa L.
Calyx

Fruta Aronia
(Aronia
melanocarpa)

Liofilizagao

Extrato de
mirtilo

Complexacgao

Cranberry

Material de parede

Maltodextrina

Goma arabica, goma
guar parcialmente
hidrolisada e
polidextrose

Maltodextrina

Maltodextrina e
goma arabica

Maltodextrina,
pectina e soja

Levedura e
Maltodextrina

Maltodextrina (MD)
com
carboximetilcelulose
(CMC), goma
arabica (GA) e goma
xantana (XG)

Oleo de semente de
mirtilo/isolado de
proteina de soro de
leite

B-ciclodextrina,
cloridrato de
quitosana e
carboximetil

quitosana

Resultados

Suco de Jamboléo
em p6 com
tamanho de

particula de 289,67
nm a 150°C

A degradagao no p6
liofilizado é mais
sensivel a
temperatura do que
no po6 obtido por
pulverizagao
O p6 otimizado a
185°C manteve
seu valor nutricional

e funcional e teve

mais estabilidade

devido a sua baixa

higroscopicidade e

menor teor de agua.
Microparticulas com
89.6% de eficiéncia
de encapsulagao,
cor estavel durante
21 dias.
Particulas de
370,89 um, com
menor degradagao

a radiagao UV para

a formulagao
contendo apenas
maltodextrina.

O po de levedura
apresentou menor
efeito protetor sobre

antocianin
a do que p6é MD.

MD + CMC e MD +

XG sao agentes de

revestimento

adequados para o

encapsulamento de
antocianinas em
aronia, com uma
eficiéncia de
encapsulamento de
98% e 94%
respectivamente.
Estrutura de
emulsao estavel e
protegida contra
degradacao.

As ACNs dos
nanocomplexos de
encapsulamento
duplo melhoraram a
estabilidade dos
ACNSs sob

Referéncias

(Santhalakshmy
et al., 2015)

(Kuck;
Wesolowski;
Norena, 2017)

(Singh; Paswan;
Rai, 2019)

(Stoll et al.,
2016)

(Pereira Souza;
Deyse Gurak;
Damasceno
Ferreira
Marczak, 2017)

(Nguyen et al.,
2022)

(Jang; Koh,
2023)

(Svanberg et al.,
2019)

(Liu et al., 2023)
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condigbes
ambientais
adversas ou num
ambiente
gastrointestinal
simulado
Tamanho de
particula em
nanoescala 81.22
nm e uma eficiéncia
de encapsulamento
de 91.97% em pH

3,0. Em
= - Quitosana e pectina comparagdo com as .
Complexagio Mirtilo de azeitona ACNSs livres os (Xie et al., 2023)

nanocomplexos
presentaram maior
estabilidade
ambiental e melhor
liberagcao
direcionada na
digestao in vitro.
Eficiéncia de
encapsulacao de
74%. Durante 21

dias de (Ghareaghaijlou;
armazenamento, 0s Hallaj-Nezhadi;

Lipossomas Repolho roxo Fosfatidilcolina nanolipossomas
carregados de Ghasempour,
antocianina foram 2022)
mais estaveis a 4
°C em comparagao
com 25 °C.
As microparticulas
apresentaram
morfologia irregular
e heterogénea, com
Alginato de sédio, rede de gel
Jambolao cloreto de caicio e desorganizada
gelatina devido a presenca
de particulas
soélidas de jambolao
no interior das
mesmas.
Fonte: elaborado pela autora

(Silva et al.,
2023)

Gelificagao
I6nica

A cada passo, a ciéncia da conservagao da antocianina avanga, juntamente
com a reducdo de custos do processo e o aumento da protecdo ambiental. Neste
sentido, o verdadeiro desafio no encapsulamento de antocianinas é reunir estes trés
tépicos em um unico processo (Tarone; Cazarin; Marostica Junior, 2020). Observa-
se por meio do Quadro 2 que os métodos de encapsulamento de antocianinas para
incorporagao em filmes e aplicagdo como indicador de frescor em alimentos, tem
sido pouco estudada e a complexagao até agora € a mais utilizada com esse fim,

pelo que a encapsulagéo via gelificacdo i6nica devido sua simplicidade, as baixas
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temperaturas do processo e o ndao uso de solventes, torna-se em uma técnica
interessante para aplicacdo em filmes na industria de alimentos. O método de
gelificagcdo id6nica permite encapsular quase todos o0s componentes, como
hidrofilicos ou hidrofébicos, sensiveis ao calor, fluidos ou viscosos, solidos ou
liquidos (Tekin; Ozcan; Ersus, 2023). Recentemente, (Tekin; Ozcan; Ersus, 2023)
estabilizaram pigmentos naturais do suco concentrado de beterraba vermelha por
meio de encapsulamento com gelificagao i6nica usando alginato e cloreto de calcio,
os resultados mostraram que a gelificagcdo idnica € um método promissor para obter
capsulas de betalaina estaveis proporcionando 79,48% de preservagao de
betalaina.

No Quadro 2 sao apresentados os diferentes materiais e técnicas
empregadas na encapsulagdo de antocianinas para incorporacdo em filmes

inteligentes.

Quadro 2 - Estado da arte de ACNs encapsuladas e incorporadas em filmes

inteligentes
Técnica de Fonte de Material Material dos Aplicagcdo Referéncias
encapsulamento antocianin de parede filmes
as
Nanocomplexacao [MEYV Cloridrato Amido Monitorame (Qin et al,
ruthenicum  de mandioca/PVA nto do 2021)
quitosana frescor de
e filetes de
Carboximet peixe
il quitosana
\Elleleelnlsl S &= Blueberries  Ovoalbumi  Amido de Monitorame (Liu et al,
na e milho/PVA nto do 2022a)
carbometil frescor do
celulose champigno
n
\Elleleelnlsl S &= Blueberries  Ovoalbumi  PVA/glicerol Monitorame (Zhang et al.,
na e nto de 2022)
Alginato de frescor de
propilenglic carne suina
ol
NEGLTele Tyl [V E= 0 Cranberry Carbometil  Gelatina Protecao (Wang et al.,
quitosana do azeita a 2019)
e oxidagao
Cloridrato
de
quitosana
Nanocomplexagido [NRGEE! Amilopecti  Amido/quitosa  Monitorame (Zheng et al.,
na na nto de 2023)
frescor de
camarao
Eletrofiagao Extrato de Quitosana Quitosana e Monitorame (Shauvisi;
(nanofibras) Rosa e goma goma nto de Shahbazi,
damascena frescor de 2022)
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frango cru

Liofilizagao Polpa de Amido de Amido de Nao (Nogueira;
amora preta araruta e araruta especificou  Fakhouri; de
goma Oliveira,
arabica 2019)
Lipossomas Extrato de Lecitha e Agar e Indicadores (Zhang et al.,
flor de colesterol carragenina de frescor 2023)
feijao dos
borboleta camaroes

Fonte: elaborado pela autora

3.5 GELIFICACAO IONICA

A gelificacao ibnica € um processo que ocorre sob a influéncia de interagdes
eletrostaticas entre polimeros ibnicos e agentes de reticulagdo. Este método produz
nanoparticulas estaveis de quitosana, alginato, de amido, celulose e outros
biopolimeros. Nanoparticulas obtidas pelo método de gelificagdo idnica apresentam
boa eficiéncia de encapsulamento e preservacado da bioatividade das moléculas
incorporadas (Vodyashkin et al., 2022). A gelificacdo i6bnica € um método mais
adequado para preparar NPs de quitosana para encapsular compostos bioativos, a
maioria dos pesquisadores utiliza esse método devido ao seu processo simples e as
particulas liberadas sao facilmente controladas. O principio de formacdo de
nanoparticulas de quitosana reticuladas com TPP €& baseado na ocorréncia de
interagdes eletrostaticas entre grupos amina em quitosana carregada positivamente
com polidnion TPP carregado negativamente para formar uma estrutura
intramolecular tridimensional (Muchtaromah et al., 2021; Soleymanfallah et al.,
2022). O método de gelificagdo ibnica, foi empregado na encapsulagdo de
compostos bioativos da cenoura preta, utilizando a quitosana (Chatterjee et al.,
2021), mostrando a melhora da atividade antioxidante in vivo das antocianinas,
indicando maior estabilidade e biodisponibilidade das mesmas. (Soleymanfallah et
al., 2022) por meio da gelificagdo ibnica, também sintetizaram NPs de quitosana
contendo extrato de uva e os resultados indicaram que o extrato de uva encapsulado
em nanoparticulas de quitosana apresentava propriedades antioxidantes mais
elevadas e, ao mesmo tempo, poderia proporcionar uma vida util e estabilidade
maiores aos diversos produtos alimenticios. O Quadro 3 traz o estado da arte sobre

0 encapsulamento de antocianinas empregando quitosana/TPP como materiais de



33

parede e ¢é evidenciado que o seu uso tem sido pouco estudado para

encapsulamento destes compostos bioativos.

Quadro 3 - Artigos com encapsulacao de ACNSs via gelificagcéo idnica, em NPs de
quitosana reticuladas com TPP

Antocianinas Principais resultados Referéncias
S E ek EE Obteve particulas de 274 nm, PDI= (Chatteriee et
CEE e cie b Gl 0,376 com 70%  eficiéncia  de  2021)
po encapsulagao

al.,

S e GERTVEREE - Nanoparticulas de 177.5 nm com (Soleymanfallah et
agua desionizada 40.33% de eficiéncia de encapsulagédo  al., 2022)

Fonte: elaborado pela autora

3.5.1 Quitosana

A quitosana é um biopolimero polissacarideo linear com unidades estruturais
principais de 2-amino-2-desoxi-d-glucopiranose que sao ligadas por conexdes 1,4-
glicosidicas (Figura 6) e € o segundo biopolimero predominante na natureza depois
da celulose. Os -NH2 e -OH na estrutura da quitosana sao os principais grupos
funcionais responsaveis pelas propriedades da quitosana e sua aplicagao ilimitada.
Em 1859, Rouget descobriu a quitosana quando estudou as formas desacetiladas de
quitina de crustaceos marinhos. Desde a primeira conferéncia internacional sobre
quitina e quitosana (Boston, EUA, 1977), as comunidades cientificas e industriais
tém demonstrado um interesse exponencial na quitina e na quitosana como uma
forma estrutural biopolimérica de baixo custo. (Ababneh; Hameed, 2023; Shoueir et
al., 2021). A sua biocompatibilidade, ndo toxicidade e capacidade de biodegradagao
fazem da quitosana uma candidata versatil para diversas aplicagdes biomédicas e
industriais, incluindo distribuicdo de medicamentos, regeneracdo de tecidos,
cicatrizacdo de feridas, membranas semipermeaveis, sistemas de purificagcdo e
como componente integral de suplementos nutricionais (Chatterjee et al., 2021). Os
materiais a base de quitosana sao excelentes candidatos para o encapsulamento de
compostos bioativos para prolongar a vida util de produtos alimentares de
importédncia industrial (Soleymanfallah et al., 2022). A quitosana forma
nanoparticulas com antocianinas através de ligacbes ndo covalentes (ligagéo idnica

fraca e ligagdes de hidrogénio), tornando as antocianinas resistentes ao oxigénio,
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altas temperaturas, acido ascorbico e ambientes neutros, melhorando assim a

estabilidade das antocianinas (Tang; He; Fan, 2023).

Figura 6 Estrutura quimica da quitosana

e

Fonte: (Ababneh; Hameed, 2023)

A quitosana ao ser um polissacarideo catiénico tem a capacidade de gelificar
em contato com polianions polivalentes como o tripolifosfato (TPP). Essa interagao
leva a formagéao de interagdes eletrostaticas entre cargas opostas dos componentes.
O mecanismo de formagado de nanoparticulas de quitosana por gelificagdo idnica
usando TPP, captura efetivamente pequenas moléculas hidrofébicas e hidrofilicas,
bem como peptideos, proteinas e genes. A estrutura interna das particulas e a
topologia da superficie sdo determinados pelos seguintes parametros: o grau de
acetilacdo e a massa molar da quitosana, viscosidade intrinseca, concentracao e
razao molar de -NH3*/TPP. Outros fatores também podem influenciar as
propriedades das nanoparticulas, como temperatura operacional, velocidade de
agitacado e vazao de adicdo de TPP. Isto pode afetar o tamanho das particulas e a
polidispersidade, pois parecem reduzir significativamente a quantidade de
agregacao de nanoparticulas (Shoueir et al., 2021).

(Benamer Oudih et al., 2023) Relataram a influéncia significativa dos
parametros de preparagao como a velocidade de agitacdo, o peso molecular da
quitosana, concentracao de quitosana e a concentragcao de TPP, no tamanho meio
de particula. (Yang et al., 2022) também investigou a influéncia da concentragéo de
quitosana, da proporgdo do agente de reticulacdo e da velocidade de agitacdo na
morfologia microscopica e na distribuigdo do tamanho das particulas da nanosfera
de quitosana. Um outro exemplo de encapsulacao de compostos bioativos em NPs
de CS reticuladas com TPP é (Tyagi; Mani, 2023) que fabricaram NPs baseadas em
CS-TPP carregados com vitamina D3 pelo Método de Gelificagao Iénica, otimizando

varios parametros durante o processo de formulacdo para produzir a mais alta
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eficacia e eficiéncia de encapsulamento e observaram uma eficiéncia maxima de

encapsulamento de 97,26%.

4 MATERIAIS DE METODOS

41 MATERIAIS

Uvas do tipo Isabella (Vitis Labrusca) e camardes foram adquiridas no
mercado local de Florianépolis, SC, Brasil. Quitosana (baixo peso molecular, grau de
desacetilagdo de 85%, SigmaAldrich®) e trifosfato de sddio (TPP, P.A. Labsynth®)
foram utilizados para preparar as nanoparticulas. Os rétulos foram preparados a
partir de poli(vinil alcool) (PVA, LAFAN, Brasil) e glicerol P.A. (Neon, Brasil) foi usado
como plastificante. Agua destilada e acido cloridrico (37%, Neon, Brasil) foram

utilizados como solventes.

4.2 EXTRAGAO E QUANTIFICACAO DE ANTOCIANINAS A PARTIR DE CASCA
DE UVA ISABELLA

As uvas foram lavadas e descascadas manualmente, separando as cascas
das sementes e da polpa. Em seguida, as cascas foram congeladas a -24 °C em
placas de Petri e desidratadas usando um liofilizador. O material liofilizado foi
triturado em um liquidificador (Mallory B. Power, Brasil). O pd6 resultante foi
armazenado em um frasco escuro a 4 °C até o uso. O teor de umidade do pé de
casca de uva Isabella liofilizado foi determinado como 17,20 + 0,29%.

A extragdo de antocianinas em agua acidificada com HCI foi baseada na
otimizacao realizada por (Li et al., 2019) com uma pequena modificacdo no tempo
de extracdo. A amostra de p6 de casca de uva (1 g) foi adicionada em 50 mL de
solugdo aquosa acidificada com HCI a uma concentragdo de 0,35% e mantida sob
agitagcado continua (120 rpm) em um agitador (SLL-222, SOLAB) na auséncia de luz
por 80 minutos a 40 °C. O extrato obtido foi centrifugado por 15 minutos a 4000 rpm
(K14-015C, KASVI), filtrado e transferido para um frasco ambar e armazenado a 4
°C (Figura 7).
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Figura 7 Diagrama esquematico do processo de obtencao do extrato da
casca de uva Isabella em agua acidificada com HCI

o
- —~ i — /A —
Agua B
acidificada Centrifuga Filtrado e armazenado a 4°C em
com HCI 15 min frasco ambar
0,35% U & 3 | 4000 rpm
+
Shaker 40°C, 80 min,

1g p6 casca 120rpm auséncia de
uva liofilizada luz

Fonte: elaborado pela autora

As antocianinas monoméricas totais (TAC, mg.L") foram medidas usando
um espectrofotdbmetro UV-visivel (U-2900, Hitachi) conforme proposto por (Giusti;
Wrolstad, 2001). A absorbancia do extrato foi medida a 523 nm e a 700 nm. Em

seguida, a TAC foi obtida pela Equacao (1).

[(Amax - A700nm)pH=1,0 - (Amax - A700nm)pH=4,5]MwDF

TAC =
el

€y

Onde Mw é o peso molecular da cianidina-3-glucosideo (449,2 g.mol'), DF é
o fator de diluicio (40), € é o coeficiente de extingdo molar (29.600 L.(cm. mol)™') e L
é o comprimento do caminho 6ptico (1 cm). Agua destilada foi usada como branco.

A cor do extrato foi analisada apds ser misturada em diferentes tampdes de
pH (pH =2 a 13).

4.3 PREPARAGAO E CARACTERIZAGAO DE NANOPARTICULAS DE
QUITOSANA QUE ENCAPSULAM ANTOCIANINAS

As nanoparticulas de quitosana carregadas com antocianinas (ACN-NPs)
foram preparadas por gelificacao i6nica. A metodologia utilizada foi adaptada de
(Chatterjee et al., 2021). A solucéo de quitosana a 1% (p/v) (pH=3,8) foi previamente

preparada dissolvendo quitosana em temperatura ambiente em uma solugcao de
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acido acético a 1% (v/v) por 24 horas, sob agitacdo magnética. Foram adicionados
2,53 mL da solugao de quitosana a 5 mL do extrato [razdo 1:10 (ACNs/CS; p/p)] sob
agitacdo magnética a 700 rpm por 15 minutos. Posteriormente, a mistura foi
submetida a ultrassom usando o Dispersor Ultrassonico (VC 505, Sonics Vibra-Cell)
por 2 minutos, 10 s ON/5 s OFF. TPP foi usado como agente de reticulagdo em trés
razbes CS:TPP (1:0,5, 1:0,6, 1:0,7 p/p). A solucdo de TPP (0,5% p/v) foi adicionada
gota a gota a solucdo de CS-extrato sob agitagdo magnética (700 rpm) por 30
minutos. A suspensédo coloidal resultante foi submetida a ultrassom por 4 minutos,

10 s ON/5 s OFF (Figura 8). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 8 Diagrama esquematico da preparagao de nanoparticulas de
quitosana contendo antocianinas via gelificagao iénica

CS 1% (m/v) TPP 0,5% (m/v)
' ' Tamanho de particula
/ / v
1
Extrato =3
5mL i
\’ . -
& . e 1
= i 4 —— =
EE

700 rpm 2 min 700 rpm 4 min 13000 rpm
15 min 10s ON 05s OFF 30 min 10s ON 05s OFF 30 min

Fonte: elaborado pela autora

O tamanho médio de particula (Dz), indice de polidispersédo (PDI) e o
potencial zeta (PZ) das nanoparticulas (NPs) foram determinados por espalhamento
dindmico de luz (DLS) e espalhamento de luz eletroforética (ELS) usando o
equipamento Zeta Sizer Nano S da Malvern Instruments. Para avaliar a estabilidade
das ACN-NPs, as suspensdes de NPs foram armazenadas no escuro e sob
refrigeracao (4 °C) por 90 dias. O tamanho da particula e o PDI foram medidos a
cada 30 dias.

A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi determinada usando a metodologia
adaptada de (De Carvalho et al., 2013). A EE foi definida como a diferenga entre o

conteudo total de ACN adicionado a formulagao e o conteudo de ACNs livre obtido
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ap6s a dispersdo. Para obter o conteudo de ACN livre, 400 pyL da dispersdo de
nanocapsulas foram adicionados aos filtros de ultracentrifugacdo Amicon® Ultra
(100 kDa) e centrifugados a 13.000 rpm por 30 minutos em uma mini centrifugadora
(Eppendorf, MiniSpin®) (Figura 8). A concentracdo de ACNs livres foi entdo
determinada pelo método de pH diferencial usando um espectrofotémetro UV-vis (U-

1900, Hitachi). A eficiéncia de encapsulamento foi calculada usando a Equacgao 2.

. (Teor de ACNs totais — Teor de ACNs livre
B Teor de ANCs totais

)x 100 (2)

Os espectros de FTIR das ACNs, ACN-NPs e C-NPs (nanoparticulas de
quitosana sem ACNs) foram registrados usando um Espectrdmetro de Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR, Cary 600, Agilent, EUA). A informacéo
espectral das amostras foi registrada na faixa de 500-4000 cm~' com uma resolugao
de 4 cm™.

A morfologia das nanoparticulas foi determinada por meio de um microscépio
eletrénico de transmissao (TEM) JEOL JEM-1011. A dispersdo das nanoparticulas
foi diluida em agua acidificada (1:10) e uma gota foi dispersa em uma grade de
cobre revestida com carbono e seca a temperatura ambiente para observagao por
meio de TEM.

4.4 PREPARACAO E CARATERIZACAO DE ROTULOS INTELIGENTES

O poli(vinil alcool) em pd6 foi dissolvido em agua desionizada acidificada
0.35% com HCI a 100 °C por 30 minutos para obter uma solug¢ao de poli(vinil alcool)
a 4% (p/v) (Zhang et al., 2022). Em todas as suspensdes, foi adicionado 20% em
peso de glicerol em relagdo ao PVA e agitado por mais 10 min. As solug¢des para
formacao dos rétulos foram preparadas da seguinte forma:

Rétulo C1: A solugédo de poli(vinil alcool) foi misturada em volume igual de
agua desionizada acidificada com HCI (pH=1,5).

Rétulo F1: Mistura da solugao de poli(vinil alcool) em volume igual de solugao
de ACNs (forma livre, 0,25 mg/mL) (pH=1,5).

Rétulo F2: A suspensdo de ACN-NPs foi adicionada a solugédo de poli(vinil

alcool) em uma proporgao de volume de 1:1 (pH=1,5).
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Todas as solugdes para a formagao dos rétulos foram agitadas continuamente
por 30 minutos a 300 rpm. Apds isso, a solugéo para a formagao dos rétulos (20 mL)
foi espalhada em uma placa de Petri de plastico circular (didametro de 9 cm) (Figura
9) e seca em uma capela a temperatura ambiente por 48 horas (Zhang et al., 2022).

Antes da caracterizacdo, os rotulos foram condicionados em dessecadores
contendo solugdes saturadas de NaBr (UR = 58%) a 25 °C por pelo menos sete

dias. Todas as caracterizagdes foram realizadas em triplicata para cada rotulo.

Figura 9 Diagrama esquematico do processo de preparagao dos rotulos
inteligentes

Extrato de ACNs livres ou
Glicerol encapsuladas

| - |
== —>
B h _
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300 rpm, 30 min

P

Solugédo PVA 4%(p/v)
100°C, 30 min

Fonte: elaborado pela autora

4.4.1 Propriedades opticas dos rétulos

A caracterizagdo da cor foi realizada usando um colorimetro (Delta Vista
450G, Delta Color, Brasil) com o sistema CIELAB representado por: luminosidade
(L"), intensidade de cor verde-vermelho (a*) e intensidade de cor azul-amarelo (b*).
Foram feitas trés leituras para cada roétulo, determinando a diferenca total de cor

(AE™) usando as médias dos parametros L*, a* e b*na Equacao 3 (Koop et al., 2022).

AE* = \/(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? 3)

Onde: AL* = Lcontrol™ — Lsample*; Aa* = acontrol™ — asample*; Ab* = beontrol™ — bsample*
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O espectro de transmitancia da amostra de rotulo foi determinado por
espectrofotdbmetro UV-vis (U-1900, Hitachi). Os rétulos foram cortados em tiras
retangulares de 1 cm x 3 cm e colocadas na superficie da cubeta de quartzo. A
absorbancia foi medida a 600 nm (Asoo) € a opacidade (Op) dos rotulos foi calculada
pela Equacéo 4, onde € é a espessura do rotulo (mm) (Zhang et al., 2022).

Asoo 4)
€

Op =

4.4.2 Espessura e morfologia dos rétulos

A espessura dos rotulos foi medida usando um micrémetro (Mitutoyo, Japao)
com uma precisao de 0,001 mm. Foram realizadas medicbes em dez pontos
diferentes das amostras (Valencia et al., 2019). Os roétulos foram condicionados em
um dessecador com silica gel anidro, e a microestrutura interna apos imersao em
nitrogénio liquido foi analisada por microscopia eletrénica de varredura (SEM, JSM-
6390LV, JEOL, Japao) a uma tensao de aceleracao de 5 kV (Merz et al., 2020).

4.4.3 Teor de umidade e solubilidade em agua

As amostras dos roétulos foram secas em um forno a 105 °C por 24 horas,
resfriadas em um dessecador contendo silica gel e pesadas (Fonseca et al., 2020).
O teor de umidade (MC) foi calculado pela diferenga entre o peso do roétulo antes e
apods a secagem.

A solubilidade em agua (WS) dos rotulos foi determinada imergindo trés
amostras de cada rétulo (2 x 2 cm) com peso seco inicial conhecido em 50 mL de
agua destilada sob agitagcao continua (100 rpm) a 20 °C por 24 horas. Em seguida, o
rétulo foi removido da agua destilada e seca em um forno a 105 °C por 24 horas. A
WS (%) foi calculada pela diferenga entre a massa inicial determinada a partir do
teor de umidade da amostra (%) e a massa final apés a secagem (Gaviria et al.,
2021).
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4.4.4 Determinacao da sensibilidade ao pH e sensibilidade a amoénia dos

rétulos

A sensibilidade ao pH dos rétulos foi determinada para pH 2 a 13, utilizando
tampdes de pH. A sensibilidade dos rétulos (F1 e F2) aos vapores de NHs, foi
avaliada pelo contato indireto do rétulo com 1 mL de solugdo aquosa de NH4OH (10
e 25% v/v) por 15 minutos (Koop et al., 2022).

Imagens das cores da superficie dos rétulos em resposta as mudangas de
pH ou vapores de amoénia foram capturadas e analisadas usando o software Image J
(National Institute Health, Bethesda, MD, USA), equipado com o plugin Color Space
Converter para converter cores do sistema RGB para a escala CIELab. As medidas
de cor foram baseadas nas coordenadas CIELab, luminosidade (L*), intensidade de
cor verde-vermelho (a*) e intensidade de cor azul-amarelo (b*). A diferenca de cor

(AE™) foi calculada usando a Equacéo 3.

4.4.5 Determinacgao da fotossensibilidade dos rétulos

As amostras foram mantidas sob irradiagdo de luz UV (lampada fluorescente
compacta de 26 W, cor preta, Taschibra, Brasil), a uma distancia de 4 cm do guia de
luz, a 40 °C, sob pressédo atmosférica. A intensidade de luz das lampadas (2,93
mW/cm2 £ 0,001) foi quantificada por meio de um Radiédmetro de Registro de Dados
(PMA2100 Solar light, EUA) e um Detector UVA+B (PMA 2107 Solar light, EUA). A
avaliacdo da mudanga de cor do rétulo foi determinada sob o mesmo método e

configuragéo descritos na segéo 4.4.1.

4.4.6 Aplicagao dos rétulos

O rétulo contendo antocianinas encapsuladas (F2) foi selecionado para
monitorar a frescura dos camarbes. Uma faixa retangular do roétulo indicador
colorimétrico (2,5 cm x 3 cm) foi fixada na superficie interna superior de uma
embalagem de PET (tereftalato de polietileno). Os camardes foram colocados dentro

da embalagem, que foi posteriormente selada e armazenada a 4°C. As mudancgas
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no rétulo foram visualmente observadas ao longo de um periodo de 8 dias.

4.4.7 Analise estatistica

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada com o teste ANOVA de 2 vias
de Friedman por ranks, com um nivel de significancia de 5%, utilizando o software
IBM SPSS Statistics (IBM SPSS Statistics, versdo 25, EUA). Os resultados foram

expressos como médias + desvio padréo.

5RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE ANTOCIANINAS MONERICAS TOTAIS

A Figura 10 mostra o p6é de casca de uva liofilizada que foi obtido na
presente pesquisa e usado para a obtencado do extrato de antocianinas da casca de
uva Isabella (pH=1,15) e 0 seu respectivo espectro de absor¢cédo, sendo o pico de

absorbancia maxima no comprimento de onda de 523 nm.

Figura 10 P¢ liofilizado e moido das cascas de uva Isabella, extrato antes e
apos ser centrifugado e filtrado (a) e espectro de absorcao do extrato de
antocianinas obtido em agua acidificada com HCI
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Fonte: elaborado pela autora



43

O total de antocianinas monoméricas obtidas apds a extragdo foi de 3052
139,79 mg de equivalente de cianidina-3-glicosideo, por 100 g de casca seca
liofilizada de uva Isabella (505,42 mg de equivalente de cianidina-3-glicosideo mg.L-
1). As antocianinas monomeéricas totais da cultivar Isabella (Vitis Labrusca) obtidas
aqui, usando o método de extragdo com agua acidificada, sdo superiores as
relatadas em outros estudos de uvas (Aguirre et al., 2010; Chengolova; Ivanov;
Godjevargova, 2023; Lima et al., 2017; Stafussa et al., 2016; You et al., 2022b). Por
exemplo, (You et al., 2022b) relata valores de 26,50 mg de cianidina.g-1 de peso
seco de extrato de uva vermelha (ou seja, 2650 mg.100g-1). Além disso, o valor total
de ACNs monoméricos na casca da uva Isabella foi maior quando comparado aos
relatados na soja preta, nas bagas de madressilva azul e no Jamboldo,
consideradas fontes de alto teor de ACN, também extraidas em agua acidificada
com HCI (Gaviria et al., 2021; Li et al., 2019; Ryu; Koh, 2018).

A cor do extrato de antocianina mudou (Figura 11) de vermelho (pH 2-3)
para roxo (pH 4-7), azul (pH 8), verde (9-10), amarelo-esverdeado (pH 11-12) e
finalmente amarelo (13). A coloragdo vermelha da solugdo deveu-se a presenga do
cation flavonoide em meio acido forte, as bases carbinol foram formadas devido a
transferéncia de préton do cation flavylium e a formagao de grupos hidroxila acidos,
e o0 extrato de antocianina tornou-se roxo, a coloracdo mudou de roxo para azul,
devido a formagao de quinonas de base anidra, e finalmente, para verde e amarelo
como consequéncia da degradagéo de antocianinas em meios alcalinos (Merz et al.,
2020).

Figura 11 mudancgas de cor do extrato de antocianinas da casca de uva

Isabella em funcéo do pH

Extrato
pH 1.15

---q---q-.i-

Fonte: elaborado pela autora
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5.2 PREPARAGAO E CARACTERIZAGCAO DAS NANOPARTICULAS

Nanoparticulas de quitosana encapsulando antocianinas (ACN-NPs) foram
preparadas e caracterizadas. Os valores iniciais do tamanho hidrodindmico de
particula (DZ), potencial zeta (ZP), indice de polidispersao (PDI) e eficiéncia de
encapsulamento (EE) sdo mostrados na Tabela 1, para trés diferentes razbes em
peso CS:TPP. O DZ e o PDI foram medidos até 90 dias para avaliar a estabilidade
fisica dessas ACN-NPs (Figura 12).

Tabela 1 - Tamanho hidrodindmico das particulas (DZ), potencial Zeta (ZP), indice
de polidispersao (PDI) e eficiéncia de encapsulamento (EE) das nanoparticulas
encapsulando antocianinas (ACN-NPs), com diferentes razées de peso de

quitosana/TPP
G D, (nm) ZP (mV) PDI EE (%)
razao m/m
1:05 291+4500  835+029%  0.355+00320 59.8+1.30
1:06 308 £2.27%  7.06+023%  0.382+0.018  60.7 + 2.12
1.0.7 305+ 1265°  581+038  0.382+0.0172 63.9+0.8°

Diferentes letras sobrescritas *® na mesma coluna indicam uma diferenga significativa (p < 0,05), usando o teste ANOVA de 2

vias de Friedman por ranks.

Fonte: elaborado pela autora

Figura 12 Evolugao do tamanho hidrodinamico de particula (DZ) (a) e indice de
disperséo do polimero (PDI) (b) durante 90 dias
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5.2.1 Diametro, indice de polidispersidade e estabilidade fisica das dispersoes

de nanoparticulas

A proporgdo em massa CS:TTP é um fator importante que influencia as
caracteristicas das nanoparticulas formadas. Os valores iniciais dos tamanhos
hidrodinamicos das particulas estavam entre 291 e 324 nm, com o aumento do
didmetro para concentragdes mais altas de TPP, a Figura S1 no Apéndice A mostra
a distribuicdo do tamanho de particulas de ACN-NPs nas razdes de peso CS-TPP
1:0.5, 1:0.6 e 1:0.7. (Shahid et al., 2022) relataram que o tamanho das particulas
diminuiu linearmente com o aumento da propor¢ao de massa CS:TTP (quantidade
disponivel de TPP é menor). Essa caracteristica indica que, mesmo em baixas
concentragcbes de polianions TPP em comparacdo com os cations CS, ocorreram
interacdes ibnicas suficientes que resultaram na formacdo de nanoparticulas de
tamanho pequeno devido & gelificacdo idnica. A medida que a proporcdo de massa
CS:TPP diminuiu, a quantidade de TPP disponivel para interacdes idbnicas aumentou
e o TPP em excesso teria se ligado as particulas para formar nanoparticulas
maiores.

O efeito de diferentes razées de massa CS:TPP no potencial zeta de NPs foi
estudado. De acordo com os resultados (Tabela 1), observou-se um ligeiro aumento
no potencial zeta ao diminuir a quantidade de TPP. O potencial zeta aumentou
proporcionalmente com o aumento da concentragao de CS devido a neutralizagao
de cargas entre o TPP carregado negativamente e os grupos de amina positivos do
CS. O potencial zeta indica a repulsdo ou atragdo entre particulas adjacentes
(Shahid et al., 2022). O valor do potencial zeta aumentou de +5,81 para a razéo
CS:TPP de 1:0,7 para +8,35 para a razdo CS:TPP de 1:0,5. Geralmente,
suspensdes com potencial zeta mais alto possuem maior estabilidade eletrostatica e
maior resisténcia a agregacdo. Embora os valores de PZ nao fossem
suficientemente altos devido ao pH do extrato de antocianina utilizado (pH <3)
(Chatterjee et al., 2021), os valores de DZ e PDI medidos durante 90 dias (Figura
12) sugerem que as NPs com a razao CS:TPP de 1:0,5 mostram maior estabilidade
ao longo do tempo em comparagao com as outras duas formulagées. Portanto, essa

razdo foi escolhida para fabricar rétulos inteligentes a base de PVA contendo
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antocianinas encapsuladas. Além disso, nanoparticulas de quitosana vazias (C-NPs)
foram preparadas com agua acidificada em vez de extrato e uma razéo de peso de
quitosana-TPP de 1:0,5. O tamanho de particula medido para as C-NPs foi de
278,37 £ 7,02 nm, menor do que os valores de Dz obtidos para nanoparticulas
contendo antocianinas (ACN-NPs); o PDI para C-NPs (0,286 = 0,007) também
menor do que para ACN-NPs, indicando uma diminuicdo na homogeneidade da

distribuicdo do tamanho das particulas com a adi¢do de antocianina.

5.2.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A estrutura quimica da quitosana (CS), nanoparticulas de quitosana (C-
NPs), ACNs do extrato de uva e nanoparticulas de quitosana carregadas com

extrato (ACN-NPs) foi caracterizada usando a técnica de FTIR (Figura 13).

Figura 13 Diagrama de Diagrama de infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) do (a) p6 de quitosana (CS), (b) nanoparticulas vazias de quitosana
(C-NPs), (c) extrato de antocianinas (ACNs) e (d) nanoparticulas de quitosana
carregadas com extrato (ACN-NPs) na razdo de peso de quitosana/TPP de 1:0.5
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Fonte: elaborado pela autora

No espectro da molécula de quitosana, a banda larga em torno de 3440 cm-’
€ atribuida a sobreposigao de vibragbes de estiramento dos grupos amina e hidroxilo
(Ahmadi et al., 2018; Boonsongrit; Mueller; Mitrevej, 2008; Hasheminejad;
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Khodaiyan; Safari, 2019; Ma et al., 2018). O pico absorvido em 2879 cm-' pode ser
explicado pela vibragcdo de estiramento dos grupos C-H (alilicos) no anel de
quitosana. Os picos em 1590 cm™ e 1654 cm" s&o atribuidos as principais forcas de
estiramento entre os grupos carbonila (C=ONH2) e amino (N-H2), respectivamente. A
absorgdo em 1379 cm™, 1322 cm™' e 1157 cm™' pode ser atribuida a curvatura em
plano de ligagbes C-O, O-H e ligacbes C-O-C (ligagdes glicosidicas dentro de
ligagbes de quitosana), respectivamente. As bandas em 1000-1200 cm™ estdo
associadas a estrutura sacaridica da quitosana. A absorcdo em 895 cm-! é devido a
vibragdo do anel de piranose. O pico em 663 cm™ indica N-H e a curvatura de
vibragdo dentro do anel de quitosana ocorre na regido de 600 cm-' (Ahmadi et al.,
2018; Boonsongrit; Mueller; Mitrevej, 2008; Hasheminejad; Khodaiyan; Safari, 2019;
Soleymanfallah et al., 2022). O deslocamento das bandas de 1590 cm™' e 1654 cm™"
para 1531 cm™' e 1639 cm-! no espectro de C-NPs indica a formagdo de complexos
por meio de interacdo eletrostatica entre os grupos amino de CS e os grupos
fosforicos de TPP. Essas descobertas demonstram que os grupos carbonila e amino
da quitosana se ligaram as moléculas de TPP para formag¢ao de C-NPs. Novos picos
em 1088 cm’ e 1253 cm™ também foram observados devido a vibragido de
estiramento de grupos POs e PO, respectivamente (Hasheminejad; Khodaiyan;
Safari, 2019; Ma et al., 2018; Oudih et al., 2023).

O espectro FTIR do extrato de uva revela uma banda entre 3600-3200 cm™"
associada a vibragdo de estiramento de ligagdes simples OH, e em 2929 cm-', uma
banda caracteristica para a vibragdo de estiramento de C-H é observada. Em 1743
cm', é observada a caracteristica vibragido de estiramento do grupo éster carbonila
(C=0), localizada na regiao central das cianidinas (3-glucosideo e 3-rutinosideo). A
banda em 1647 cm-! é atribuida ao grupo C=C para anéis aromaticos. A banda em
1515 cm™' é atribuida a vibragdo de estiramento do grupo =C-O-C no anel aromatico
de flavonoides. A absorgdo significativa em 1027 cm-! é devida ao estiramento C-O
do grupo hidroxila sacarina. A vibracdo do anel de antocianina esta associada as
bandas em 819 cm™ e 775 cm™. Outros estudos relataram picos semelhantes
(Bhushan et al., 2023; da Silva Crozatti et al., 2023; Gaviria et al, 2021,
Soleymanfallah et al., 2022).

A variedade de picos, o deslocamento na posicdo e o aumento na
intensidade da banda nas nanoparticulas carregadas de antocianina (ACN-NPs)

indicam interagdes fisicas por meio de ligagao de hidrogénio intermolecular entre os
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grupos hidroxila da quitosana e os grupos polifendlicos presentes no extrato de uva.
Isso foi relatado por (Soleymanfallah et al., 2022) e como observado na Figura 13,
esses resultados indicam o sucesso na encapsulagao do extrato de uva dentro das
nanoparticulas de quitosana.

A técnica de encapsulacdo aplicada, os materiais usados para
encapsulacgdo, suas concentragdes, e as condi¢gdes de sonicagdao desempenham um
papel fundamental na obtencdo de uma boa eficiéncia de encapsulagdo. Um dos
fatores mencionados anteriormente por (Chatterjee et al., 2021) na encapsulacao de
ACNs por gelificacdo ibnica com CS e TPP é a concentragdo de ACNs, uma vez
que, a medida que essa concentragdo aumenta, os sitios de ligagdo no
encapsulante podem se saturar, reduzindo assim a EE. A eficiéncia de
encapsulacédo de ACNs da casca de uva Isabella em nanoparticulas de CS foi de
cerca de 60% (Tabela 1), sem diferenga significativa para as razbes CS:TPP
estudadas. Este resultado indica um bom procedimento de encapsulagéo, uma vez
que a reticulacdo de CS com TPP pode favorecer a incorporagcao de ACNs nas

nanoparticulas, o que também pode influenciar sua estabilidade.

5.2.3 Microscopia Eletrénica de Transmissao

A morfologia das nanoparticulas contendo antocianinas (ACN-NPs) foi
analisada por TEM (Figura 14). As ACN-NPs apresentaram agregados de particulas.
Isso se deve as interagbes iGnicas entre os grupos amino carregados positivamente
(-NHs+) da quitosana e os grupos fosfato carregados negativamente de TPP (Ma et
al., 2018).

Figura 14 Foto (a) e Micrografias de TEM de nanocomplexos ACN-NPs 0,2
pum (b) e 100 nm (c)
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5.3 CARACTERIZACAO DOS ROTULOS INTELIGENTES

5.3.1 Propriedades 6pticas e morfologia dos rétulos

Figura 15 Aspecto visual do rétulo de controle (a), rétulo de ACNs livres (b) e
ACN-NPs (c) e suas respectivas micrografias de microscopia eletrénica de varredura
(d, e, f)
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Fonte: elaborado pela autora

Os rétulos preparados foram facilmente removidos das placas de Petri e
apresentaram uma superficie homogénea. O rétulo controle era visualmente
transparente (Figura 15a). A adicao de extrato livre (F1) e ACNs encapsulados (F2)
conferiu uma cor vermelha e mais homogénea aos rétulos de PVA (Figura 15 b e ¢).
Outros autores também relataram que a matriz polimérica se tornou colorida apés a
incorporagao de antocianinas (Merz et al., 2020; Qin et al., 2021) e a coloragao roxa
pode estar associada ao pH acido, como observado anteriormente na Figura 11. As
micrografias de SEM obtidas das sec¢des transversais dos rétulos (Figura 15 d, e, e f)

mostram que todos os roétulos eram homogéneos e compactos. Nenhuma
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porosidade, separacdo de fases ou agregacao de nanoparticulas foi detectada na
segao transversal, sugerindo que tanto as antocianinas livres quanto as
encapsuladas foram incorporadas e dispersas eficientemente na matriz de PVA,
confirmando a boa compatibilidade e interacdo entre ACN-NPs e poli(vinil alcool).
Esses resultados estao de acordo com os observados por (Liu et al., 2022b; Merz et
al., 2020; Zhang et al., 2022) em filmes de quitosana/PVA com antocianinas, PVA e
amido de milho/PVA com nanocomplexos contendo antocianinas.

Apos a adicdo de antocianinas livres e encapsuladas a matriz de PVA, a
luminosidade (valor L*), os valores positivos de a* indicaram que a cor dos rétulos
tendia para o vermelho e o parametro b* para todos os rétulos mostrou um valor
positivo, indicando uma tendéncia para a coloracdo amarela (Tabela 2). Os
resultados obtidos por (You et al., 2022a) em filmes indicadores com ACNs extraidas
da casca de uva mostraram a mesma tendéncia. A diferenca total de cor (AE*) dos
rétulos aumentou, com AE*>3 a diferenga de cor dos rétulos é perceptivel ao olho
humano (Koop et al., 2022). A encapsulagdo das ACNs ndo afetou
significativamente a diferenga total de cor em comparagdo com o rotulo com ACNs
livres (p>0,05) (Tabela 2), concordando com a aparéncia visual dos rotulos (Figura
15). Outra propriedade O6ptica afetada pela incorporagdo de ACNs livres e
encapsuladas foi a opacidade, cujos valores aumentaram com a presenga do extrato

de antocianinas e ACN-NPs (amostras F1 e F2, respectivamente, na Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros de cor (L*, a*, b* e AE*) e opacidade dos rotulos
indicadores colorimétricos

. Opacidade
Rétulo L* . b* AE*

- (Aggo/mm)

C1 87.32+ 0.172 -0.28 + 0.522 4.72+ 0.212 0 1.70 £ 0.472

F1 34.51+ 1.56P 61.76 £ 0.14b 1.35+£2.72° 81.16 + 0.992 5.63 £ 0.18°

F2 34.50+1.46° 61.63 £ 0.27° 3.13 £ 2.802b 80.98 + 0.622 4.56 + 0.40°

Diferentes letras sobrescritas *® na mesma coluna indicam uma diferenca significativa (p < 0,05), usando o teste ANOVA de 2

vias de Friedman por ranks. C1 (rétulo controle), F1 (rétulo de ACNSs livres) e F2 (rétulo de ACN-NPs).

Fonte: elaborado pela autora
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Figura 16 Transmitancia de luz UV-vis de C1 (rétulo controle), F1 (rétulo de
ACNSs livres) e F2 (rétulo de ACN-NPs)
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Fonte: elaborado pela autora

De acordo com o aumento da opacidade, foi observada uma menor
transmitancia de luz para os rétulos com ACNs (Figura 16). Os espectros de UV/Vis
mostram alta transmitancia de luz para os rétulos controle de PVA. Por outro lado,
os rotulos F1 e F2 mostraram praticamente nenhuma transmitancia na faixa de luz
ultravioleta de 200 a 320 nm, aumentando apenas no final da faixa ultravioleta (320 -
400 nm, faixa UVA), sugerindo que ambos os rotulos tém boa capacidade de
absorcao de luz ultravioleta. Na regiao de luz visivel, a capacidade de transmitir luz
dos rétulos contendo ACNSs livres e encapsuladas foi alta, mas diminuiu na faixa de
500 a 570 nm. Resultados semelhantes foram relatados por (Kamer et al., 2022; Qin
et al., 2021; Zhang et al., 2020), e sugerem que essa diminuicdo na transmitancia

ocorreu devido a absorgao por parte das antocianinas presentes nesses filmes.

5.3.2 Espessura, teor de umidade e solubilidade em agua dos rétulos

A espessura € um fator importante que pode influenciar a qualidade dos
rétulos inteligentes. Uma maior espessura pode proporcionar uma melhor
informacado visual, pois teria a capacidade de conter um numero maior de
nanoparticulas. Como mostrado na Tabela 3, a adicdo tanto do extrato de ACNs
livres quanto das nanoencapsuladas resultou em um aumento significativo na

espessura do rotulo em comparagdo com o rétulo de controle. Isso pode ser
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atribuido ao fato de que os rétulos contendo antocianinas apresentam um maior teor
solido em relagdo ao rotulo de controle contendo apenas PVA e glicerol. Isso
também pode implicar que tanto as ACNs livres quanto as encapsuladas alteram a
densidade do roétulo devido a repulsdo eletrostatica entre as antocianinas e as
macromoléculas (Merz et al., 2020). Resultados semelhantes foram observados em
filmes baseados em PVA contendo antocianinas de repolho roxo e filmes de
quitosana, gelatina e amido, todos contendo antocianinas de amora ou da flor de
Hibiscus sabdariffa (Nogueira; Fakhouri; de Oliveira, 2019; Pereira; de Arruda;
Stefani, 2015). Por outro lado, nao foram observadas diferengas significativas entre
os rotulos com ACNs livres e os nanoencapsulados. Apesar dos rotulos com
antocianinas encapsuladas conterem compostos adicionais como quitosana e TPP
(tripolifosfato), sua espessura ndo aumentou em comparagdo aos rétulos com
extrato livre. Isso sugere que a presenga e configuragcdo desses compostos
adicionais podem potencialmente reduzir o espagamento molecular nas cadeias
poliméricas, provavelmente devido a interagbes de ligagcado de hidrogénio que podem

comprimir a matriz (Koop et al., 2022).

Tabela 3 - Espessura, teor de umidade (MC) e solubilidade em agua (WS)

dos rotulos
Rétulo Espessura(mm) MC (%) WS (%)
C1 0,067+ 0,003a 43,83 £ 1,65a 11,60 £ 1,54a
F1 0,075+ 0,008b 42,88 + 0,20a 16,60 + 1,1ab
F2 0,084+ 0,003b 38,30 £ 2,51a 22,65 + 2,70b

Diferentes letras sobrescritas #® na mesma coluna indicam uma diferenga significativa (p < 0,05), usando o teste ANOVA de 2
vias de Friedman por ranks. C1 (rétulo controle), F1 (rétulo de ACNs livres) e F2 (rétulo de ACN-NPs).

Fonte: elaborado pela autora

O teor de umidade e a solubilidade em agua dos rétulos inteligentes sao
parametros importantes que podem afetar a estabilidade e a vida util do rétulo,
assim como sua interagdo com alimentos. A umidade é um fator critico que pode
afetar o funcionamento e a estabilidade dos sensores no rétulo inteligente. O
excesso de umidade pode alterar a sensibilidade e a precisdo do sensor, enquanto a
baixa umidade pode afetar a resposta do sensor. Conforme observado na Tabela 3,
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tanto o roétulo controle quanto os rétulos com extrato de ACNs nao apresentaram
diferengas significativas, no entanto, apresentaram higroscopicidade relativamente
alta em comparagado com outras investigagdes (Koop et al., 2022; Merz et al., 2020;
Qin et al., 2019). Essa alta umidade pode ser influenciada por ter dois compostos na
formulacédo que fornecem flexibilidade, glicerol e PVA, uma vez que ambos tém alta
afinidade pela agua, formando ligagdes de hidrogénio com as moléculas de agua
circundantes (Zhang et al., 2022), ao contrario de outras investigagbes que
geralmente usam um unico composto que fornece flexibilidade (Pereira; de Arruda;
Stefani, 2015; Qin et al., 2019). Em relagao a solubilidade, observou-se que o rétulo
de controle apresentou similaridade estatistica com o rétulo com extrato livre. A
adicdo de antocianinas livres a matriz de PVA e glicerol ndo promoveu
desintegracgdo significativa em agua. No entanto, uma diferenga foi observada nos
rétulos com ACNs encapsuladas. Indicando que as nanoparticulas de quitosana-
TPP provavelmente interferiram na coeséo do rotulo em certa medida. (Liu et al.,
2022b; Zhang et al., 2022) observaram resultados semelhantes ao introduzir
nanoparticulas de antocianina na matriz polimérica de PVA, aumentando a

solubilidade em agua.

5.3.3 Avaliagao dos rétulos inteligentes: sensibilidade ao pH, sensibilidade a

amoénia e fotodegradagao

A deterioragdo de alimentos ricos em proteinas leva a geragcdo de
compostos nitrogenados volateis, o que cria um ambiente alcalino dentro da
embalagem. Portanto, a sensibilidade ao pH dos rétulos em condi¢cdes alcalinas é
uma caracteristica essencial em embalagens inteligentes (Qin et al., 2021). Os
rétulos desenvolvidos, tanto com antocianinas livres (F1) quanto encapsuladas (F2),
sofreram uma mudancga significativa de cor em condi¢gbes alcalinas (pH>7), como
pode ser visto na Figura 17A. A cor dos rotulos mudou de azul para verde devido a
alteragdes na estrutura das antocianinas pela formacao de pseudo carbinol e base
quinoid. Em pH 13, a cor das antocianinas nos rotulos ficou amarela devido a
formacdo da base de chalcona (Gaviria et al., 2021). Valores de AE* maiores que
3,0 (Tabela 4) indicam que quando F1 e F2 sdo expostos a solugbes tampéao, podem
apresentar mudancas de cor perceptiveis ao olho humano (Koop et al., 2022). A

encapsulacao das antocianinas ndo comprometeu a fungdo dos rétulos, indicando
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que tanto F1 quanto F2 podem ser usados como indicadores de frescor em

embalagens de alimentos.
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Figura 17 Sensibilidade ao pH de F1 (rétulo de ACNSs livres) e F2 (rétulo de ACN-NPs) antes (A) e apds exposi¢ao a 40°C
e radiagao de luz UV por 144 horas (B)

(A) pH 2 H 4 pH5 pH6 pH 7 pH 8 pH9 pH 10 pH 11 pH 12 pH 13

(B) pH2 pH3 pH 4 pH5  pH6 pH 7 pHS pH9  pH10 pH11 pH12 pH13

Fonte: elaborado pela autora
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Tabela 4 - Parametros colorimétricos (L*, a*, b* e AE*) dos rétulos apds contato com solugdes tampéo em diferentes
valores de pH (variando entre 2.0 e 13.0)

Rétulo indicador colorimétrico

| Rotlo " 36.40+1.17  58.20:0.94  -22.32:0.40 20.99+1.24  56.22+1.71  -14.36:2.25

D200 45441035 45791086  -14.60:0.65  1685:1.02°  40.25:0.88 5391148  -14.63:0.64  10.60+1.00°
18| 57.03:0.74 30.14x174  -1262:070  3582£196%°  56.02£1.60  33.911.88  -1670:076  34.38:2.35°
D4 56.64:208 2007:297  -1489:167  3592:388%  6540:0.23  17.85:0.59  -1230:024  5226:0.40°
1005 | 69.65:1.74 80274137  -5.64:0.02  62.15:225° 65526013  18.39:0.62  -1220:025  51.95:0.51°
DU 7to2:211  B769:123 7258127 6236:241°  74.34:210  6.07+1.64 547£1.46  67.55£2.719
D7 | 5251148 18128047  -21.082071  4301:0.85°  72.19:0.60  4.4420.32 6.93£0.27  67.22+0.649
DB 4771140 17432074 2498:150 42273064  61.3262.83  1254:0.97  -1682:192  53.86:2.3%°
18| 49.13:237 13642159  2070:071  7325#1.92  54.98£1.82  -20.12t0.47  -1938:140  5051:0.36°
DOMONN| 42356154 12976132 -2621:177 715041289  60.39:0.59  -21.33:0.31  -1532:247  8333:0.12°
DU 5829106 -1850:127  -1688:221  70.82:0.819  58.49:0.06  -12.30:0.36  -1550:085  74.31:0.35°
D20 60.95:0.65 -13.36:068  7.04:203  80.99¢1.13  58.981.56  -14.60¢1.39  -1.73:0.02  77.66:0.65°
|18 | 7607075 1861050  4.19:245  7642+1.500  71.02:0.60  -5.21%0.26 4.33t1.69  76.21:0.50°

Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os grupos (p < 0,05), usando o teste ANOVA de 2 vias de Friedman por ranks. C1 (rétulo controle), F1

(rétulo de ACNSs livres) e F2 (rotulo de ACN-NPs).

Fonte: elaborado pela autora
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O vapor de amoénia € comumente produzido como consequéncia da deterioragao
das proteinas nos alimentos, portanto, pode ser usado para simular a deterioragao
de alimentos ricos em proteinas. O principio se baseia no fato de que a amdnia
hidrolisa os grupos hidroxila presentes na estrutura do indicador colorimétrico
(ACNs), criando condi¢des alcalinas que podem causar a mudanga de cor das
antocianinas no filme (Kamer et al., 2022). Portanto, os rétulos inteligentes F1 e F2
foram expostos ao vapor de NH40OH (10 e 25% v/v). Ambos os rotulos apresentaram
mudangas de cor perceptiveis de vermelho para azul durante os 15 minutos de
experimento, independentemente da concentracdo de aménia utilizada (Figura 18 e
Tabela 5). Em uma concentragao mais alta de aménia (25% v/v), uma mudancga de
cor mais rapida foi obtida, como ja esperado e também observado por outros autores
(Koop et al., 2022). O rotulo contendo antocianinas encapsuladas (F2) apresentou
uma mudanga de cor mais gradual em comparagao com o rotulo que utilizou
antocianinas livres (F1) quando exposto a 10% v/v de aménia (Tabela 5). Isso
sugere que a encapsulagdo cumpriu sua fungdo sem comprometer o objetivo do
rétulo, uma vez que a mudanga de cor global em ambos os rétulos apds 2 minutos
de exposicao a solugdo de amébnia pode ser percebida pelo olho humano (AE* >3)
(Koop et al., 2022). Portanto, os rétulos desenvolvidos mostram grande potencial

para aplicagdo em embalagens inteligentes.

Figura 18 Mudancga de cor dos rétulos inteligentes F1 (ACNs livres) e F2
(ACN-NPs) apés exposi¢cao ao NH40OH
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Tabela 5 - Mudanga de cor visual dos rétulos inteligentes F1 (ACNs livres) e
F2 (ACN-NPs) ap6s exposi¢cao ao NH40H

NH4OH Tempo (min)

Yo(VIV)
BN RN
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Fonte: elaborado pela autora
5.3.4 Avaliagao da fotossensibilidade dos rétulos

Com o fim de avaliar o impacto da nanoencapsulagao na estabilidade dos
rétulos, F1 e F2 foram submetidos a tratamento térmico (40°C) e radiagdo UV por
um periodo de 144 horas. As antocianinas livres presentes no rétulo F1 mostraram-
se especialmente sensiveis ao calor e a radiacdo de luz, resultando em uma
modificagdo de sua cor e aumento da transparéncia do rétulo apos 144 horas, como
pode ser observado na Figura 19a. Essas mudancgas resultaram em uma diminui¢cao
do valor de a* e um aumento do valor de L*. A rapida diminuicdo do parametro b*
indica que a cor do rétulo F1 estd perdendo intensidade em sua cor amarela e
aumentando a cor azul. Em contraste, o rétulo F2 teve uma tendencia ao original
apos 144 horas (Figura 19b). Os valores de a* e L* permaneceram relativamente
constantes, e o parametro colorimétrico b* ndo diminuiu tdo significativamente
quanto no caso do rétulo F1. Esses resultados sugerem que a nanoencapsulagao de
ACNs teve um efeito protetor sobre as antocianinas contra os tratamentos de calor e
luz, e ajudou a preservar a cor roxa original em maior medida em comparagao com o
rétulo F1, que sofreu uma modificagdo de cor mais perceptivel devido a

sensibilidade das antocianinas livres.
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Figura 19 Alteracdes na cor de acordo com as coordenadas CIELab dos
rétulos expostos a luz UV controlada em funcao do tempo a 40 °C, e aspecto visual
da cor do F1 (rétulo de ACNSs livres) e F2 (rétulo de ACN-NPs) antes e depois da
exposicao a luz UV controlada por 144 horas, com respectivo valor de AE*: Rétulos
de indicadores colorimétricos com antocianinas livres (a) e antocianinas
encapsuladas (b). Os valores de AE* dos rétulos foram calculados usando a
Equacao (4) e considerando os parametros de cor de cada rétulo no tempo zero
como padrao
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Fonte: elaborado pela autora

A sensibilidade ao pH dos rétulos submetidos a tratamento térmico e
radiacdo UV, também foi avaliada. Apés os tratamentos de calor e luz por 144 horas,
a sensibilidade ao pH do rétulo F1 foi significativamente enfraquecida, enquanto a
sensibilidade ao pH do rétulo F2 nao sofreu alteragdes perceptiveis devido aos
tratamentos de calor e luz (Figura 19B). Todos os resultados mencionados acima
sugerem que o rotulo F2 apresentou maior estabilidade do que o rétulo F1 sob
tratamentos de calor e luz UV. Esses resultados estdo de acordo com a pesquisa
realizada por (Qin et al., 2021) , onde observaram que um nanocomplexo carregado
com antocianinas de Lycium ruthenicum em uma matriz de amido/PVA apresentou

maior estabilidade em comparagcédo com um filme contendo antocianinas livres.

160
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5.3.56 Aplicacao dos rétulos inteligentes contendo antocianinas encapsuladas,

para monitorar o frescor do camarao

O rétulo F2, com ACNs encapsulados, foi utilizado para avaliar o frescor dos
camardes a 4 °C. Apresentou coloracdo vermelha, roxa e azul esverdeada durante
as primeiras 96 horas (4 dias) de avaliacao, finalmente amarelando as 144 e 192
horas (6 e 8 dias) como consequéncia da deterioracdo do camardo durante o
armazenamento (Figura 20), resultados que também foram previamente
evidenciados e relatados por (Merz et al., 2020) no teste de monitoramento do
frescor do camardo com filmes colorimétricos contendo ACNs do Jambolan. A
mudanca de cor dos camardes foi devido a liberagdo de astaxantina durante o teste
(Niamnuy et al., 2008). Esses resultados sao consistentes com testes anteriores de
mudanca de cor em func¢ao do pH (Figura 11, Figura 17 e Tabela 5). Esses achados
sugerem que a hidrolise de proteinas do camarao e consequentemente seu
deterioro, pode ser detectada sem a necessidade de abrir o recipiente e perceber
um odor desagradavel, devido a capacidade dos rétulos de mudarem de cor durante
o armazenamento do camarao fresco, portanto o rétulo desenvolvido € um potencial
indicador colorimétrico. de tempo e temperatura, fornecendo informagdes sobre o

frescor do camaréao.

Figura 20 Mudanca de cor do rétulo a base de poli(vinil alcool) com extrato
de antocianina encapsulada (F2), usado para monitorar o frescor dos camardes a 4

Fonte: elaborado pela autora

6 CONCLUSAO

Este estudo forneceu informagdes sobre a extracéo sustentavel e nao téxica

das antocianinas de casca de uva Isabella e sua respectiva encapsulagdao em
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nanoparticulas de quitosana. Utilizando agua acidificada durante 80 minutos foi
possivel obter o extrato rico em ACNS e utiliza-lo para a formagao dos rotulos
inteligentes. Com eficiéncia de encapsulagdo de 59.8% a uma relacdo CS:TPP
(m/m) de 1:0.5 as ACN-NPs mostram-se estaveis ao logo de 90 dias. O tamanho
hidrodinAmico das ACN-NPs utilizadas na preparacgao dos rétulos foi de 291,4 + 4,50
nm. Os resultados do FTIR para a analise de nanoparticulas de quitosana revelaram
interagbes de hidrogénio entre os componentes. As imagens de SEM retrataram
uma estrutura compacta nos rotulos de PVA, tanto com antocianinas livres quanto
encapsuladas. O encapsulamento das ACNs nao implicou alteragcbes na cor do
rétulo, espessura e higroscopicidade em comparagao com o rétulo contendo ACNs
livres. Houve um leve aumento da solubilidade em agua com nos rétulos com ACNs
encapsuladas, mas o encapsulamento conseguiu proteger as antocianinas da
fotodegracdo e a temperatura, sem comprometer sua fungdo. O processo de
encapsulacdo nao comprometeu a propriedade bioativa das antocianinas, pois os
rétulos colorimétricos F1 e F2 exibiram respostas visiveis semelhantes de mudancga
de cor para solugdes dentro da faixa de pH de 2 a 13.

A analise colorimétrica no espaco de cor CIELab permite concluir que os
rétulos produzidos variam de cor conforme o pH e com os vapores de amonia,
apresentando diferencas de cor claramente visivel, as quais descrevem as
mudancas estruturais das antocianinas.

Desta forma, o resultado obtido foi o esperado, atingindo os objetivos
propostos neste estudo, descritos na segéo 2.1 e 2.2, o que pode ser demonstrado e
validado com os testes de estabilidade das antocianinas encapsuladas e seus filmes
assim como pelo experimento feito em camarao fresco, fazendo com que o rétulo
através das antocianinas encapsuladas, assumisse o0 papel de embalagem

inteligente, colaborando na qualidade e na segurancga dos alimentos.

6.1 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

e Sugere-se para trabalhos futuros estudar o mecanismo de
encapsulamento para outros pigmentos como clorofila e carotenoides em
nanoparticulas de quitosana.

e Utilizar outras matrizes poliméricas para avaliacdo da formacao de filme,

parametros de permeacdo e suas caracteristicas fisico-quimicas,



62

morfolégicas, térmicas e a capacidade de mudanga de cor frente a
diferentes valores de pH.

e Determinar a composigao do extrato.
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APENDICE A - Testes preliminares e distribuicdo de tamanho das ACN-NPs

Figura S 1 Distribuicao de tamanhos de nanoparticulas de quitosana-extrato
de uva Isabella usando um analisador de tamanho de particulas (a) proporcao de
peso CS:TPP 1:0.5 (b) proporgao de peso CS:TPP 1:0.6 proporcéo de peso CS:TPP
1:0.7
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A Figura S2 mostra os resultados da distribuicdo de tamanhos de particulas
de testes preliminares, realizados em triplicata da relacao de peso CS:TPP 1:.0,3 e
1:1. Conforme visto nas imagens (Figura S2a e S2b), a qualidade da amostra nao
era boa (PDI>4,0), possivelmente devido a agregacao das particulas, o que sugere
um sistema instavel. Por esse motivo, essas formulagdes ndao foram selecionadas

para o presente estudo.
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Figura S 2 Distribuicao de tamanhos de nanoparticulas de quitosana-extrato
de uva Isabella usando um analisador de tamanho de particulas (a) propor¢ao de
peso CS:TPP 1:0.3 (b) proporgéao de peso CS:TPP 1:1

a
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