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RESUMO

JANSEN, Estefani Tavares. Encapsulacdo de extrato de bagaco de uva rico
em antocianinas por fibras ultrafinas de zeina produzidas pela técnica de
electrospinning. Orientadora: Elessandra da Rosa Zavareze. 2022. 124 p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2022.

Diversos fatores séo capazes de ocasionar ou acelerar a deterioragcdo de um
alimento embalado. Assim, buscando garantir mais seguranca e qualidade ao
consumidor, surgiram o0s sistemas de embalagens ativas e inteligentes para
alimentos. As antocianinas sdo moléculas bioativas com potencial para serem
aplicadas nessas embalagens em razdo de suas caracteristicas, como
apresentar atividades antioxidante e antimicrobiana, além de alta sensibilidade
as mudancas de pH do meio, alterando sua cor. Uma importante fonte de
extracdo de antocianinas € o bagaco de uva tinta, um subproduto da industria
vinicola. Assim, objetivou-se com esse trabalho encapsular diferentes
concentracOes de extrato de bagaco de uva Bordd (Vitis Labrusca L.) (5, 10 e
15% (m/m)) em fibras ultrafinas de zeina produzidas pela técnica de
electrospinning. Uma solucdo polimérica de zeina 30% (m/v, em etanol 80%)
foi utilizada para a incorporagao do extrato e obtencado das fibras ultrafinas. O
extrato apresentou teor de compostos fendlicos totais e antocianinas totais
iguais a 5.396,97 e 865,02 mg/100 g de bagaco de uva, respectivamente. O
extrato demonstrou capacidade de mudanca de cor ao longo do espectro de pH
na faixa de 1 a 14. As fibras ultrafinas apresentaram morfologia lisa, continua e
uniforme, com didmetros médios que variaram entre 431 e 495 nm, eficiéncia
de encapsulacdo acima de 85% e resisténcia térmica até, aproximadamente,
130 °C. O aumento na concentracdo de extrato tornou as membranas de fibras
mais hidrofilicas, com valores de angulos de contato médios com a agua iguais
a 30,17 e 27,50°, para fibras com 0 e 15% (m/m) de extrato, respectivamente.
As fibras ultrafinas de zeina com extrato encapsulado exibiram atividade
antioxidante frente aos radicais livres ABTS, DPPH, ON e OH. Além disso, as
fibras ultrafinas de zeina com 15% (m/m) de extrato apresentaram maior
atividade antimicrobiana frente as bactérias E. coli e S. aureus, comparadas
aos demais materiais encapsulados. Esses dados indicam potencial aplicacdo
para as fibras ultrafinas de zeina com extrato de bagaco de uva na elaboracdo
de sistemas de embalagens ativa e inteligente destinadas a proteger os
alimentos.

Palavras-chave: alimentos; antioxidante; compostos fendlicos; embalagem
ativa; embalagem inteligente.



ABSTRACT

JANSEN, Estefani Tavares. Encapsulation of anthocyanin-rich grape
pomace extract in ultrafine zein fibers produced by electrospinning
technique. Orientadora: Elessandra da Rosa Zavareze. 2022. 124 p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2022.

Several factors are capable of causing or accelerating the deterioration of a
packaged food product. Thus, active and intelligent food packaging systems
have emerged in order to ensure more safety and quality for the consumer.
Anthocyanins are bioactive molecules with potential application in these
packages due to their characteristics, such as antioxidant and antimicrobial
activities. In addition, anthocyanins present high sensitivity to pH changes in the
medium, changing its color. Red grape pomace is an important source of
anthocyanins recovery being a by-product of the wine industry. Thus, the
objective of this study was to encapsulate different concentrations of Bordd
grape pomace extract (Vitis Labrusca L.) (5, 10 and 15% (w/w)) in ultrafine zein
fibers produce by electrospinning. A polymeric solution of zein 30% (w/v, in 80%
ethanol) was used to incorporate the extract and obtain the ultrafine fibers. The
extract showed total phenolic compounds and total anthocyanins content of
5,396.97 and 865.02 mg/100 g grape pomace, respectively. The extract
demonstrated ability to change its color within the pH spectrum in the range of 1
to 14. The ultrafine fibers presented smooth, continuous and uniform
morphology, with average diameters that varied between 431 and 495 nm. Also,
presented high encapsulation efficiency (above 85%) and thermal resistance up
to approximately 130 °C. The increase in the concentration of extract made the
fibers membranes more hydrophilic, with values of average contact angles with
water equal to 30.17 and 27.50°, for the fibers with 0 and 15 % (w/w) of extract,
respectively. The ultrafine zein fibers with encapsulated extract exhibited
antioxidant activity against ABTS, DPPH, ON, and OH free radicals. In addition,
ultrafine zein fibers with 15% (w/w) extract demonstrated the best antimicrobial
activity against E. coli and S. aureus food grade bacteria compared to the other
encapsulated materials. These results indicate potential application for ultrafine
fibers based on zein and grape pomace extract in the development of active
and intelligent packaging systems, designed to protect food products.

Keywords: foods; antioxidant; phenolic compounds; active packaging;
intelligent packaging.
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1. Introducéo

Uma embalagem destinada a conter alimentos deve preservar o
produto embalado durante toda sua vida util, garantindo a seguranca e
qualidade do mesmo. Porém, exigindo-se cada vez mais das embalagens em
relacdo a conservagcao e monitoramento dos produtos, surgem novos sistemas,
denominados de embalagens ativas e embalagens inteligentes (FIROUZ;
MOHI-ALDEN; OMID, 2021; LATOS-BROZIO; MASEK, 2020).

A embalagem ativa € conceituada como um sistema que interage com
o alimento ou o ambiente interno da embalagem a fim de proporcionar
extensdo da vida util e preservacdo da qualidade do produto embalado. Essa
interacdo ocorre por meio de absorvedores ou emissores, a exemplo dos
emissores de diéxido de carbono, de diéxido de enxofre e de compostos
bioativos com atividades antioxidante, antimicrobiana e/ou antifUngica
(FIROUZ; MOHI-ALDEN; OMID, 2021; GOMEZ-ESTACA et al., 2014; KUAI et
al., 2021).

A embalagem inteligente é o sistema destinado a monitorar em tempo
real e detectar as mudancas ocorridas no alimento ou no ambiente interno ou
externo da embalagem e comunicar esses atributos ao consumidor, fornecendo
continuamente informacdes sobre a qualidade e o estado de conservacédo dos
produtos embalados. Essa comunicacdo € realizada através de indicadores,
como os indicadores de temperatura-tempo, de umidade, de maturacédo, de
presenca de gases, de frescor, entre outros (BHARGAVA et al., 2020; LATOS-
BROZIO; MASEK, 2020; YONG; LIU, 2020).

Os indicadores de frescor, por exemplo, utilizam-se da alteracao
colorimétrica de alguns corantes para exibir informacdes sobre o frescor do
alimento embalado. Diversos pigmentos sintéticos ja foram utilizados para o
desenvolvimento de embalagens, porém, esses compostos podem ser
potencialmente téxicos e mutagénicos. Como alternativa, pode-se utilizar
corantes de origem natural, extraidos de alimentos ou de seus residuos, os
quais estdo disponiveis na natureza, sao atoxicos, seguros e confidveis. Alguns
desses pigmentos naturais sdo as betalainas, curcuminas, alizarinas e
antocianinas (BHARGAVA et al., 2020; LATOS-BROZIO; MASEK, 2020; ROY
et al., 2022).
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As antocianinas sado compostos bioativos que possuem atividades
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e anticancerigena. Ainda, atuam
como corantes naturais, sendo altamente sensiveis as alteracées de pH do
meio, 0 que provoca mudancas em sua coloracdo, devido a modificacées na
estrutura quimica dessas moléculas. As antocianinas pertencem ao grupo dos
compostos fenodlicos e podem ser extraidas de diferentes fontes, como o
bagaco de uva tinta, que vem atraindo atencao nos ultimos anos (PEIXOTO et
al., 2018; RUBIO et al., 2020; YONG,; LIU, 2020).

O bagaco de uva tinta € um residuo da indastria vinicola, gerado em
grandes quantidades ap0s a prensagem das uvas inteiras, e constitui uma
importante fonte para extragdo de antocianinas. A recuperacdo dessas
biomoléculas a partir do bagaco de uva € importante na valorizacdo de
subprodutos da agroindustria, bem como contribui para minimizar o problema
ambiental gerado pelo descarte de enormes volumes desse residuo (GOULA;
THYMIATIS; KADERIDES, 2016; RUBIO et al., 2020).

Como aplicacdo, essas antocianinas podem ser empregadas para
formar uma embalagem ativa e inteligente, que proporcione extensao da vida
atil do alimento e, simultaneamente, seja capaz de acompanhar a deterioragcéo
do produto embalado devido a alteragbes no pH do mesmo. Entretanto, em
razdo da sensibilidade das antocianinas a diversos fatores ambientais (como
luminosidade, temperatura, oxigénio, atagues enzimaticos, entre outros) é
fundamental a aplicacdo de tecnologias capazes de proteger essas moléculas,
como a nanoencapsulagdo (ROSTAMABADI et al., 2020; RUBIO et al., 2020;
YONG,; LIU, 2020).

Um exemplo de técnica de nanoencapsulacdo é o electrospinning, um
processo que produz fibras em escala nanométrica e € atraente em razéo da
facil operacdo, flexibilidade e elevada capacidade de carregamento de
compostos bioativos. Além disso, um dos fatores mais importante sobre essa
técnica, é que essas fibras sdo produzidas em temperatura ambiente, evitando
0 uso de altas temperaturas. Como material de parede dessas nanoestruturas
comumente sao utilizados polissacarideos e proteinas, como amido, quitosana,
pectina, acetato de celulose, gelatina, colageno, proteina de soja e zeina
(CANGA; DUDAK, 2019; MENDES; STEPHANSEN; CHRONAKIS, 2017;
ROSTAMABADI et al., 2020; SOUZA et al., 2021).
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A zeina é uma proteina de origem vegetal, extraida do milho, que
apresenta principalmente residuos de aminoacidos hidrofébicos. Esse
biopolimero é geralmente reconhecido como seguro para uso com alimentos
(pela Food and Drug Administration - FDA). Ainda, apresenta vantagens, como
ser biodegradavel, atoxico, biocompativel e possuir adequada capacidade para
encapsular compostos bioativos pela técnica de electrospinning (CETINKAYA
et al., 2022; GITERU; ALI; OEY, 2021; KASAAI, 2018; TAN et al., 2022).

Deste modo, fibras ultrafinas de zeina incorporadas com extrato rico
em antocianinas do bagaco de uva Bordd (Vitis Labrusca L.), provenientes do
processo de vinificagdo, constituem potencial sistema emissor de compostos
bioativos e indicador de frescor para elaboracdo de uma embalagem ativa e

inteligente para a industria de alimentos.
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1.1 Hipdtese

O bagaco de uva de vinho tinto possui compostos bioativos, como as
antocianinas, que séo sensiveis a variagdo de pH do meio e apresentam
atividade antioxidante e antimicrobiana. Assim, a producao de fibras ultrafinas
de zeina, pela técnica de electrospinning, para encapsulacdo de diferentes
concentracbes do extrato do bagaco de uva, é capaz de preservar esses
compostos. E, a estrutura nanométrica formada apresenta potencial para
utilizacdo como sistema emissor de compostos bioativos e sensor de mudanca

de pH em uma embalagem ativa e inteligente destinada a conter alimentos.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Produzir, pela técnica de electrospinning, fibras ultrafinas de zeina
incorporadas com extrato rico em antocianinas do bagaco de uva Bordd (Vitis
Labrusca L.), obtido ap6s a producédo de vinho tinto, para potencial aplicacdo

em embalagem ativa e inteligente de alimentos.

1.2.2 Objetivos especificos

o Extrair e quantificar os compostos fendlicos totais e as antocianinas
totais oriundos do bagaco de uva de vinho tinto;

o Avaliar a sensibilidade de mudanca de cor das antocianinas do bagaco
de uva frente a variagao de pH do meio;

o Produzir fibras ultrafinas de zeina com diferentes concentracdes de
extrato de bagaco de wuva, rico em antocianinas, pela técnica de
electrospinning;

o Caracterizar e avaliar as diferencas entre as fibras ultrafinas de zeina

produzidas com diferentes concentracbes de extrato do bagaco quanto a
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morfologia, distribuicdo de tamanho, eficiéncia de encapsulacdo, grupos
funcionais, propriedades térmicas e angulo de contato com a agua;

o Avaliar as atividades antioxidante e antimicrobiana do extrato né&o
encapsulado e das fibras ultrafinas de zeina com diferentes concentragfes de

extrato do bagaco de uva.
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2. Reviséo bibliografica

2.1 Embalagem para alimentos

Atualmente, a urbanizacao e globalizacdo do mundo, aliada ao notavel
crescimento da preocupacdo com a qualidade de vida e saude observado na
sociedade, ocasionou um aumento na demanda por alimentos seguros e de
qualidade. Deste modo, o emprego de uma embalagem facilita para que os
produtos cheguem até o consumidor com estas caracteristicas adequadas
(CHENG et al., 2022a; FEI et al., 2021; KALPANA et al., 2019).

Além disso, os alimentos embalados evitam contato com agentes
quimicos, fisicos e biolégicos durante o preparo, transporte e armazenamento e
apresentam maior durabilidade, comparados aos alimentos ndo embalados,
cujo tempo de vida util varia conforme a composicao do alimento e condi¢cdes
externas. Assim, a embalagem tornou-se indispensavel na cadeia produtiva de
géneros alimenticios e deve cumprir algumas funcdes basicas,
simultaneamente, como contencao, protecao, comunicagao e
conveniéncia/venda (AGGARWAL; LANGOWSKI, 2020; BHARGAVA et al.,
2020; ZHENG et al., 2022).

A contencao esta relacionada a conter uma quantidade desejada pelo
consumidor (funcdo que indiretamente auxilia a diminuir o desperdicio). A
protecdo é a funcdo de proteger o alimento frente a danos mecéanicos e
adulteracdes e ainda ser barreira contra a contaminagcdo do ambiente externo,
fatores que poderiam ocasionar e/ou acelerar a deterioracdo do conteudo
embalado ou a perda de compostos do préprio alimento para 0 meio externo
(CHENG et al., 2022a; KALPANA et al., 2019; PERERA; JAISWAL; JAISWAL,
2022).

Outra funcdo da embalagem € a comunicagdo com o consumidor,
apresentando o produto e informag¢des como dados nutricionais, modo de uso e
armazenamento, lote e data de fabricacdo, prazo de validade, entre outros
dados. A embalagem também ¢é ferramenta de marketing e otimizacdo de
venda, capaz de identificar o produto no momento da comprar e conectar-se ao

consumidor através de diferentes apelos devido a caracteristicas do publico
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alvo, como idade, sexo, cultura e outros fatores (CHENG et al., 2022a;
KALPANA et al., 2019; PERERA; JAISWAL; JAISWAL, 2022).

As caracteristicas de contencdo e protecdo de uma embalagem
também sdo fundamentais do ponto de vista ambiental, pois sdo estas que
influenciam na seguranca, qualidade e vida utili do produto contido na
embalagem e evitam um possivel desperdicio do alimento antes do consumo
final (AGGARWAL; LANGOWSKI, 2020).

Além dos componentes do préprio produto, a temperatura de
armazenamento, a concentracao de gases, como gas oxigénio, gas carbonico,
gas sulfeto de hidrogénio e gas etileno, a presenca de odores, de poeiras, de
microrganismos deteriorantes ou patégenos (ou seus metabdlitos), a umidade
relativa, entre outras variaveis, influenciam no tempo de vida atil de um
alimento. O conjunto desses fatores demonstra a necessidade de interacdo e
monitoramento em tempo real das caracteristicas do alimento embalado
(ALIZADEH-SANI et al., 2020; KALPANA et al., 2019; PERERA; JAISWAL,
JAISWAL, 2022).

Essa necessidade levou ao desenvolvimento de novas embalagens,
com componentes incorporados propositalmente de modo a estender a vida
atil, exibir informacdes sobre o alimento e garantir maior seguranca e qualidade
ao mesmo. Essas embalagens, com novas funcdes, além das quatro basicas
pré-existentes, sdo denominadas de embalagens ativas e inteligentes,
conforme sua interagdo com o produto, ambiente interno ou externo da
embalagem ou com o consumidor (ALIZADEH SANI et al., 2022; BHARGAVA
et al., 2020).

2.2 Embalagens ativas

A embalagem ativa é conceituada como a tecnologia capaz de interagir
de modo intencional com o alimento ou ambiente interno da embalagem,
atraves de sistemas absorvedores ou emissores, objetivando estender a vida
atil do produto embalado (Figura 1). Assim, a embalagem ativa garante ao

alimento maior seguranca e qualidade, além de preservar as caracteristicas
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sensoriais do mesmo (FIROUZ; MOHI-ALDEN; OMID, 2021; HANANI; YEE;
NOR-KHAIZURA, 2019; SHARMA et al., 2021).

Y

Figura 1 - Representacdo esquematica dos sistemas emissores e absorvedores em
embalagens ativas para alimentos.

Fonte: Adaptado de Flérez et al., 2022.

Os sistemas absorvedores séo utlizados nas embalagens quando
deseja-se capturar alguma substancia quimica que interfira e possivelmente
tenha capacidade de reduzir a vida util do alimento. Sdo exemplos dessa
classe os absorvedores de umidade, de etileno, de gas oxigénio, de gas
carbOnico, entre outros. Em sentido oposto, 0s sistemas emissores sao
empregados para liberarem substéncias ativas, as quais iréo interagir dentro da
embalagem a fim de retardar ou inibir a deterioracdo do produto. Sdo exemplos
desses sistemas, os emissores de dioxido de carbono, de dioxido de enxofre e
de compostos com atividades antioxidante, antimicrobiana e/ou antifingica
(FIROUZ; MOHI-ALDEN; OMID, 2021; KUAI et al.,, 2021; TOPUZ; UYAR,
2020).

Os emissores de compostos antioxidantes sdo uma ferramenta que
visa limitar a oxidacdo dos alimentos, uma importante causa de deterioragao,
que provoca a degradacdo de constituintes da matriz alimenticia. Por exemplo,
a degradacdo de vitaminas e acidos graxos essenciais, acarreta em perdas
nutricionais e alteracdo das caracteristicas sensoriais dos produtos, devido a
mudancas na cor e sabor dos alimentos, além da percepc¢éao pelo consumidor
do odor desagradavel a ranco (HANANI; YEE; NOR-KHAIZURA, 2019; KUAI et
al., 2021; UMARAW et al., 2020).

Assim, o emprego de uma embalagem ativa com emissores de agentes
antioxidantes possibilita prolongar a vida util do produto embalado e constitui

uma alternativa a aplicacdo direta de agentes antioxidantes nos alimentos.
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Técnica que, embora seja amplamente utilizada no contexto atual, apresenta
limitagGes, como, por exemplo, a redugéo ou inibicdo da atividade antioxidante
do composto adicionado devido a intera¢cdes com o proprio alimento e o rapido
consumo do agente antioxidante (KUAI et al., 2021).

Outro tipo de substancia ativa utilizada em sistemas emissores sao 0s
compostos antimicrobianos, empregados para retardar ou inibir o crescimento
de microrganismos nos alimentos. Sabe-se que esses microrganismos S&ao
responsaveis pela deterioracdo dos produtos e, ainda, que algumas espécies
podem transmitir doencas ao consumidor. Assim, o emprego de uma
embalagem ativa antimicrobiana possibilita preservar o alimento, estendendo
sua vida util e garantindo maior seguranca e qualidade ao produto que sera
adquirido pelo consumidor (HANANI; YEE; NOR-KHAIZURA, 2019; LI et al.,
2021b; SHARMA et al., 2021; TOPUZ; UYAR, 2020).

Outrossim, a adicdo de compostos antimicrobianos em embalagens
ativas € uma alternativa que possibilita liberacdo lenta e gradual, mantendo
uma concentracdo adequada de compostos que seja capaz de evitar o
crescimento dos microrganismos por mais tempo. Em comparacdo, a adicao
direta de agentes antimicrobianos em alimentos apresenta as mesmas
limitacbes supracitadas para agentes antioxidantes, como, por exemplo, a
perda de parte da atividade antimicrobiana devido a interagcdes com a matriz
alimentar (FIROUZ; MOHI-ALDEN; OMID, 2021; LI et al., 2021b).

Inimeros estudos séo relatados na literatura com o objetivo de
desenvolver potenciais sistemas de embalagens ativas com agentes
antioxidantes e/ou antimicrobianos. Por exemplo, Li et al. (2021a) produziram
uma estrutura bicamada composta por um filme de poli(acido latico) que foi
utilizado como suporte para fibras ultrafinas de gelatina incorporadas com
eugenol. Esse material demonstrou atividade antioxidante frente ao radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e, também, efeito antimicrobiano in vitro,
inibindo o crescimento das bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus (S.
aureus) e Gram-negativas Escherichia coli (E. coli).

Esse mesmo polimero, a gelatina, foi utilizado por Tang et al. (2019)
para a producdo de fibras ultrafinas e encapsulacdo, em conjunto, dos 6leos
essenciais de hortela-pimenta e de camomila. O material nanométrico obtido

por esses autores foi capaz de inibir o crescimento in vitro de ambas as
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bactérias Gram-positivas e Gram-negativas supracitadas. Além de exibir
atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH.

No estudo de Aydogdu, Sumnu e Sahin (2019),
hidroxipropilmetilcelulose e poli(6xido de etileno) foram utilizados como
materiais de parede para a producdo de fibras ultrafinas incorporadas com
acido galico. Essas estruturas demonstraram capacidade de eliminar o radical
DPPH. E, quando aplicadas na analise in situ, como parte de uma embalagem
para nozes, as fibras foram capazes de reduzir a oxidacao lipidica do alimento
durante armazenamento por um periodo de vinte dias

Outro composto bioativo isolado, o carvacrol, foi utilizado por Altan,
Aytac e Uyar (2018) para encapsulacédo em dois diferentes polimeros, a zeina e
o poli(acido latico). Ambas as fibras ultrafinas formadas demonstraram
atividade antioxidante frente ao DPPH. Além disso, os dois tipos de estruturas
também foram capazes de inibir o crescimento de bactérias mesdfilas
aerdbicas, bolores e leveduras em amostras de pdes elaborados com farinha
de trigo integral e sem a adi¢do de conservantes durante o armazenamento por
sete dias.

Cita-se ainda o estudo de Li et al. (2020), no qual os pesquisadores
obtiveram fibras ultrafinas de zeina e gelatina incorporadas com resveratrol.
Essas estruturas demonstraram atividade antimicrobiana in vitro, inibindo o
crescimento de S. aureus e E. coli. Ademais, ao serem avaliadas in situ, para a
preservacao de carne suina a 4 °C. As fibras com resveratrol foram capazes de
reduzir a oxidacdo lipidica e o crescimento de microrganismos, como
Staphylococcus, L. monocytogenes e Enterobacteriaceae, prolongando a vida
atil do produto por mais trés dias, conforme o padrdo para consumo de carne

suina na China (local onde foi realizado o estudo).

2.3 Embalagens inteligentes

A embalagem inteligente é definida como aquela capaz de monitorar,
detectar e informar em tempo real os atributos do alimento embalado ou do
ambiente interno ou externo da propria embalagem, a fim de comunicar ao

consumidor a adequabilidade do alimento. Ainda, dependendo da tecnologia
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utilizada na embalagem, é possivel rastrear o historico do produto ao longo de
toda cadeia produtiva. Para fornecer tais informagbes, as embalagens
inteligentes utilizam sistemas indicadores com sensores baseados em
condicbes como tempo, temperatura, gases, umidade, pH, entre outros (Figura
2) (ALIZADEH-SANI et al., 2020; ALIZADEH SANI et al., 2022; KALPANA et
al., 2019; ZHENG et al., 2022).

© % @

)

Figura 2 - Representagdo esquematica de uma embalagem inteligente para alimentos com
sensor colorimétrico de pH, capaz de indicar, através de mudanca de cor de verde para
amarelo, a deterioragéo do produto.

Fonte: Adaptado de Flérez et al., 2022.

Os indicadores funcionam por meio de condi¢Bes especificas, como a
presenca ou auséncia de determinada substancia quimica no meio ou a
concentracdo dessa substancia, para informar dados importantes, como
temperatura de exposicado fora da faixa tolerada pelo alimento, alteracbes na
umidade relativa no interior da embalagem, crescimento de microrganismos
e/ou producdo de seus metabdlitos, danos a integridade da embalagem,
maturagédo e frescor dos alimentos, entre outros (BHARGAVA et al., 2020;
CHENG et al., 2022a; KALPANA et al., 2019).

Os indicadores de frescor sdo considerados indicadores diretos da
qualidade dos alimentos, pois sdo capazes de avaliar o grau de degradacédo
desses produtos e reportar diretamente ao consumidor. Isso € possivel porque
durante a deterioracdo dos alimentos ocorrem reac¢des quimicas que alteram
as caracteristicas da matriz alimentar, por exemplo, através da modificacdo da
concentracdo de certas substancias ou pela liberacdo de gases para o
headspace da embalagem. Essas alteracfes sdo detectadas pelo sensor do

indicador de frescor e informadas, através de sinal visual, para o consumidor,

32



caracterizando em tempo real o estado de deterioracdo do alimento
(BHARGAVA et al., 2020; SHAO et al., 2021; ZHENG et al., 2022).

O sinal visual utilizado nos indicadores de frescor pode ser
desenvolvido por meio de técnicas colorimétricas com o0 uso de reagentes
responsivos ao pH, uma tecnologia simples, de baixo custo e confiavel. De
forma genérica, os sensores de pH sdo constituidos de uma base soélida que
suporta o corante sensivel as mudancas de pH. No caso dos alimentos, essas
alteracdes no pH sado provocadas pelas substancias quimicas envolvidas no
processo da degradacdo (ALIZADEH-SANI et al., 2020; CHENG et al., 2022a;
KALPANA et al., 2019; ZHENG et al., 2022).

Por exemplo, a degradacdo de alimentos ricos em proteinas, como
carnes e pescado, altera o pH do meio em funcéo da producédo de compostos
volateis de nitrogénio (aménia, trimetilamina, dimetilamina, entre outros)
durante o processo de deterioracdo desses alimentos. No caso de frutas,
vegetais, leite e seus derivados, a alteracdo do pH ocorre em funcao de
modificacdes na concentracdo de &cidos organicos durante o periodo de
armazenamento. Assim, o0s sensores de pH refletem diretamente essas
alteracbes e, consequentemente, permitem indicar visualmente o frescor do
alimento através de mudancas de cor do corante utilizado (BHARGAVA et al.,
2020; SHAO et al., 2021; ZHENG et al., 2022).

Diversos estudos sao relatados na literatura objetivando o
desenvolvimento desses sensores colorimétricos de pH para potencial
aplicacdo em embalagens inteligentes para alimentos. Cita-se, por exemplo, o
trabalho de Moreira et al. (2018), no qual foi desenvolvido fibras ultrafinas de
poli(acido latico) e poli(dxido de etileno) incorporadas com ficocianina extraida
das microalgas Spirulina. Essas estruturas demonstraram mudanca de cor
perceptivel ao longo da faixa de pH 1 a 10. E, segundo os autores, apresentam
potencial para serem aplicadas em embalagens que visem monitorar a
qualidade de sucos citricos e carnes.

Em outro estudo, Prietto et al. (2018) utilizaram zeina como material de
parede para produzir fibras ultrafinas e encapsular antocianinas extraidas de
repolho roxo. As membranas de fibras foram analisadas na faixa de pH entre 1

a 10 e exibiram mudancas de cor perceptivel em funcdo da variacdo desse
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parametro, indicando possivel aplicacdo como sensor visual de mudanca de pH
em embalagens para alimentos.

Duan et al. (2021) reportaram a producdo de fibras de pululano e
quitina que foram utilizadas para encapsular, em conjunto, antocianinas e
curcumina e apresentaram mudanca de coloracdo responsiva a variacao do pH
do meio (entre pH 2 — 11). Além disso, ao serem avaliadas in situ, para
monitorar a qualidade do peixe Plectorhynchus cinctus, durante
armazenamento em temperatura ambiente por 72 h, a membrana de fibras
demonstrou mudanca de cor perceptivel, passando de rosa, quando o alimento
estava fresco, para azul, quando o mesmo se apresentou em estado de
deterioragéo.

Embora corantes sintéticos como vermelho de metila, azul de
bromotimol, verde de bromocresol, entre outros, possam ser utilizados como
sensores de pH, principalmente em funcdo de suas caracteristicas, como
estabilidade, intensidade de cor e baixo custo. Em fungdo do potencial de
toxicidade e mutagénese, esses compostos ndo sao os mais adequados para
aplicacbes em embalagens de alimentos (ALIZADEH-SANI et al., 2020;
BHARGAVA et al., 2020; CHENG et al., 2022a).

Assim, uma alternativa para as embalagens inteligentes de alimentos é
o emprego de compostos naturais, que apresentam baixa ou nenhuma
toxicidade e também possuem a capacidade de atuarem como pigmentos
responsivos ao pH. Ainda, alguns compostos sdo bioativos e apresentam a
vantagem de atuarem, simultaneamente, também como agentes antioxidantes
e antimicrobianos (ALIZADEH-SANI et al.,, 2020; BHARGAVA et al., 2020;
CHENG et al., 2022a).

2.4 Compostos bioativos naturais

Os compostos bioativos naturais tém atraido grande atencéo dentro da
industria de alimentos em razéo de suas atividades biologicas e caracteristicas,
como serem amplamente disponiveis na natureza, biodegradaveis, renovaveis,
ecologicamente corretos, seguros e de baixa (ou nula) toxicidade. Ainda, esses

compostos podem ser extraidos de diversas fontes vegetais, bem como de
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residuos da industria de alimentos, contribuindo para agregar valor e diminuir a
quantidade de residuos gerada (ALIZADEH-SANI et al., 2020; BHARGAVA et
al., 2020; NIU et al., 2020a).

Duas sdo as principais aplicacdes desses compostos dentro da
industria de alimentos: o emprego como ingrediente de formulacdes com
propriedades benéficas a salde do consumidor e o desenvolvimento de
sistemas de embalagens. Nesta Ultima, os compostos bioativos podem estar
em contato direto com a superficie do alimento ou com a atmosfera ao redor do
mesmo, podendo ser incorporado em diferentes partes da embalagem, como
rétulos, tampas ou estruturas multicamadas (BOHMER-MAAS et al., 2020; NIU
et al., 2020a).

A incorporacdo de compostos bioativos naturais, que possuem a
capacidade de mudar de cor frente ao espectro de pH e podem ser aplicados
como indicadores colorimétricos do frescor, merece especial atencdo no
momento de escolha de qual composto sera utilizado nas embalagens
inteligentes de alimentos. Para isso, alguns requisitos devem ser atendidos
pelo composto que exercera essa funcdo, como: forte reacéo entre o corante e
o analito que se deseja identificar ou quantificar no alimento ou no headspace
da embalagem, mudanca visivel de coloracdo apds essa reacao e resultados
confiaveis e reprodutiveis (ALIZADEH-SANI et al., 2020).

Deste modo, sdo exemplos de compostos naturais bioativos com
potencial para serem aplicados em embalagens inteligentes a curcumina e as
antocianinas (SHAO et al., 2021; WU et al., 2021; ZHENG et al., 2022).

2.5 Antocianinas

As antocianinas (do grego, anthos = flor e kianos = azul) sdo moléculas
pertencentes ao grupo dos compostos fendlicos e sdo 0os maiores e mais
importantes pigmentos soluveis em agua existentes na natureza, sendo
responsaveis por cores como roxo, azul, vermelho e laranja. Estima-se que
mais de quinhentos tipos de antocianinas ja tenham sido identificadas, sendo
amplamente distribuidas em flores, frutas, vegetais e cereais (ALIZADEH-SANI
et al., 2020; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; CHENG et al., 2022b; YONG;
LIU, 2020).
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A configuragdo molecular basica das antocianinas é a forma
aglicosilada denominada de antocianidina (Figura 3), estrutura derivada do
cation flavilio (ou 2-fenilbenzopirilio), composta por dois anéis aromaticos
(representados na Figura 3 pelas letras “A” e “B”) separados por um anel
heterocliclico, composto por cinco atomos de carbono e o oxigénio como
heteroatomo (representado na Figura 3 pela letra “C”") (TARONE; CAZARIN;
MAROSTICA JUNIOR, 2020; YONG; LIU, 2020; ZHENG et al., 2022).

R4
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| C i
7 0R,
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Figura 3 - Configurag&o estrutural base das antocianidinas.

Fonte: Yong e Liu, 2020.

Conforme séo os grupos ligantes nas posi¢cdes R, R, e Rz da molécula
base de antocianidina, da-se o nome da estrutura quimica completa. As seis
formas estruturais mais comuns de antocianidinas sdo as pelargonidina,
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina, que estdo reportadas
na Tabela 1 com seus respectivos ligantes em cada posicdo (ALIZADEH-SANI
et al., 2020; ALIZADEH SANI et al., 2022; TARONE; CAZARIN; MAROSTICA
JUNIOR, 2020; YONG,; LIU, 2020; ZHENG et al., 2022).

Em razdo da instabilidade das antocianidinas livres, essas moléculas
geralmente ocorrem na natureza em forma glicosilada ou acilada (forma
estrutural denominada de antocianina). As estruturas mais comuns de
antocianinas sao as 3-O-glicosideo e 3,5-diglicosideo, sendo a glicose o
monossacarideo mais observado como substituinte. Outros aclUcares, como a
galactose, ramnose, arabinose, xilose, rutinose, além de di e tri-glicosideos,
também podem ser encontrados ligados a molécula base. Ainda, as
antocianinas podem ser aciladas por acidos aromaticos e alifaticos, como p-

cumarico, ferdlico, caféico, galico, malbnico, acético, succinico e oxalico
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(ALVAREZ-SUAREZ et al., 2021; BECERRIL; NERIN; SILVA, 2021; YONG;
LIU, 2020).

Tabela 1 — Ligantes das antocianidinas pelargonidina, cianidina, delfinidina,

peonidina, petunidina e malvidina nas posi¢cdes Ri, Rz e Rs.

Ligante de cada posicéo
Antocianidina

R1 R> R3
Pelargonidina H H H
Cianidina OH H H
Delfinidina OH OH H
Peonidina OCHzs H H
Petunidina OCHgs OH H
Malvidina OCH3 OCH3 H

Fonte: Adaptado de Yong e Liu, 2020.

As antocianinas possuem diversas funcdes biol6gicas, como atividades
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, antiproliferativa, anticancerigena
e antidiabética. Ainda, apresentam alta sensibilidade as mudancas de pH do
meio, demonstrando diferentes coloracbes em funcdo da variagcdo deste
parametro e, consequentemente, diferentes picos de absorcdo méaxima no
espectro UV-visivel (ALIZADEH-SANI et al., 2020; BECERRIL; NERIN; SILVA,
2021; BHARGAVA et al., 2020; TARONE; CAZARIN; MAROSTICA JUNIOR,
2020; YONG,; LIU, 2020).

Todavia, o tipo e as condi¢cOes edafoclimaticas sob as quais as plantas
foram cultivadas, a composicao qualitativa e quantitativa das antocianinas
presentes nessa fonte, a metodologia e as condi¢bes de extracdo, como o tipo
de solvente, tempo e temperatura utilizados, entre outras variaveis, influenciam
na intensidade e estabilidade da cor frente as mudancas de pH. Isto acontece
devido as diferencas nas estruturas quimicas dessas biomoléculas e suas

consequentes interagbes com as moléculas do meio ao qual estdo expostas
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(ALIZADEH-SANI et al., 2020; ALVAREZ-SUAREZ et al., 2021; BECERRIL;
NERIN; SILVA, 2021; BHARGAVA et al., 2020; PRIETTO et al., 2017).

Assim, é possivel que tons esverdeados observados em pH basico de
antocianinas extraidas de repolho roxo ndo sejam observados quando a fonte
das biomoléculas for um fruto, como a ameixa preta, que apresenta coloracao
em tons vermelho-rosado a roxo escuro, conforme o pH desloca-se da zona
acida para basica (Figura 4) (YONG; LIU, 2020).

Fontes pH2 | pH3 | pH4 | pHS | pHG6 | pH7 | pHS | pHY |pH 10 |pHI1 | pH 12
Berinjela preta -‘

Beringela roxa

Ameixa preta

Farelo de arroz negro

Lycium ruthencicum Mutr.

Amora

Batata doce roxa

Repolho roxo

Rabanete ? .

=

=3 3

Roselle »

Figura 4 - Mudanga de cor das antocianinas de diferentes fontes botanicas frente ao espectro
de pH.

Fonte: Adaptado de Yong & Liu, 2020.

As mudancas de cores das solugbes de antocianinas ocorrem em
razdo das transformacdes estruturais que essas moléculas sofrem ao longo do
espectro de pH e do equilibrio quimico entre as diferentes estruturas que
coexistem em solucdo. Assim, em pH acido, as antocianinas existem
predominantemente sob a forma de cétion flavilio, de cor avermelhada.
Posteriormente, com a elevacdo do pH até a zona de neutralidade, ocorre a
formacdo das estruturas denominadas de pseudo-bases de carbinol, que séao
incolores, e das bases quinodais, as quais possuem coloracéo de roxo a azul.

Em zona alcalina, ou seja, pH > 8, as antocianinas existem principalmente sob
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a forma de chalconas, de coloracdo amarela. A Figura 5 ilustra essas
transformacées (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; OLIVEIRA FILHO et al.,
2021; TARONE; CAZARIN; MAROSTICA JUNIOR, 2020; YONG; LIU, 2020;
ZHENG et al., 2022).

pH1-4 pH4-5 pH6-7

Base quinodal

Cation flavilio Pseudo-base de carbinol (Roxo)
(vermelho) (Incolor)
+H‘ ‘ -H
pH>8 / ¢ pH7-8
e o® -H,0
‘ & % : - ?r.;" ‘ e < —
b e f" et +H,0
(9
Chalcona Base quinodal anidnica
(Amarelo) (Azul)

Figura 5 - Transformagdes da estrutura quimica e respectivas cores das antocianinas frente ao
espectro de pH.

Fonte: Adaptado de Ananga et al., 2013.

Em razédo da sensibilidade as mudancas de pH e das propriedades
supracitadas, principalmente as atividades antioxidante e antimicrobiana, as
antocianinas podem ser empregadas em embalagens ativas e inteligentes.
Atuando, simultaneamente, de modo a estender a vida util e monitorar a
qualidade e o frescor dos alimentos, como produtos ricos em proteinas (por
exemplo, peixes, frango, suinos, entre outros) (BHARGAVA et al., 2020; SHAO
et al., 2021; ZHENG et al., 2022).

Em virtude das diferentes aplicagdes nas quais as antocianinas ja sao
empregadas na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, associado ao

desenvolvimento de embalagens de alimentos com antocianinas incorporadas,
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percebe-se que a demanda por essas biomoléculas estd em crescimento,
demonstrando a necessidade de ampliar-se 0os meios dos quais as mesmas
sdo extraidas. Aliado a este fato, nota-se um crescente interesse pela
valorizacdo dos subprodutos das agroindustrias como fonte natural de
compostos bioativos. Assim, pode-se, por exemplo, realizar a extracdo de
antocianinas do bagaco de uva obtido como residuo do processo de produgdo
de vinho tinto (BELWAL et al., 2020; RUBIO et al., 2020).

2.6 Bagago de uva

A uva é uma importante cultura produzida ao redor do mundo. Essa
fruta € rica em macro e micronutrientes, como proteinas, lipideos, carboidratos,
vitaminas, fibras, minerais e compostos bioativos, e pode ser consumida tanto
in natura quanto processada, por exemplo, na forma de passas, geleias, sucos
e vinhos. O seu beneficiamento pelo processo de vinificacdo gera uma
quantidade consideravel de subprodutos (em torno de milhdes de toneladas ao
ano), em especial cascas, polpa e sementes, constituindo o residuo
denominado de bagaco de uva (MILINCIC et al., 2021; MONTEIRO et al., 2021;
PERTUZATTI et al., 2020; PINTAC et al., 2018).

O bagaco de uva é um solido biodegradavel, que corresponde a cerca
de 20 - 25% (m/m) em peso das uvas. E um subproduto rico em compostos
bioativos, como compostos fendlicos e taninos. Enquanto que nas sementes
destaca-se a presenca de celulose e pectina, nas cascas (que correspondem a
aproximadamente 75% do total de residuo) observa-se concentracfes mais
elevadas de antocianinas, principalmente malvidina, petunidina, delfinidina,
cianidina e peonidina, na forma de 3-O-glicosideo (MILINCIC et al., 2021;
MONTEIRO et al., 2021; PERTUZATTI et al., 2020; PESIC et al., 2019;
PINTAC et al., 2018; SIROHI et al., 2020).

Os compostos bioativos extraidos do bagaco de uva possuem
propriedades relevantes, como atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, anticancerigena e antidiabética. Também sdo cardio e
neuroprotetores e podem prevenir o envelhecimento. Essas caracteristicas
benéficas dos compostos bioativos tém atraido atencdo e tornaram-se

importantes pontos de pesquisa na ultima década, visto que, em torno de 60 a
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65% do conteudo fendlico da uva permanecem no bagaco apés a producao de
suco ou vinho tinto (PEIXOTO et al., 2018; PESIC et al., 2019; RIBEIRO et al.,
2015; ROMANINI et al., 2021; SIROHI et al., 2020).

A extracdo de compostos bioativos do bagaco de uva é uma forma de
minimizar o problema ambiental gerado a partir do descarte de um enorme
volume desse residuo no solo, que pode causar mau cheiro, atrair pragas e
modificar o pH do solo. Embora, também possa ser utilizado para ragdo animal
ou encaminhado a destilaria para obtencdo de etanol, o reaproveitamento do
bagaco de uva para obtencdo de compostos bioativos visa atender a crescente
a preocupagdo dos consumidores com praticas agricolas sustentaveis, que
busquem diferentes formas para se reaproveitar os residuos agroindustriais
(DREVELEGKA; GOULA, 2020; MONTEIRO et al., 2021; PINTAC et al., 2018;
RIBEIRO et al., 2015; ROCKENBACH et al., 2011; ROMANINI et al., 2021)

Apbés a extracdo, a composi¢cdo quimica dos compostos bioativos
presentes no bagaco de uva, em termos qualitativos e quantitativos, bem como
o rendimento obtido ap6s essa etapa sdo influenciados por numerosas
variaveis. Sado exemplos: a cultivar de uva utilizada, o tipo e condicdo do solo, a
localizacdo geografica da plantacdo, o modo de producdo, as condicdes
climaticas sob as quais a planta foi exposta, o estagio de maturacdo na época
da colheita, a tecnologia de vinificacdo, a metodologia e o tipo de solvente de
extracdo, entre outros (DREVELEGKA; GOULA, 2020; MILINCIC et al., 2021;
PINTAC et al., 2018; RIBEIRO et al., 2015).

Os compostos bioativos obtidos a partir do bagaco de uva séo
sensiveis a diversos fatores ambientais (como, por exemplo, luminosidade, gas
oxigénio, ataque enzimatico e temperatura). Portanto, € importante a aplicacédo
de tecnologias que mantenham a estabilidade desses compostos e preservem
suas func¢des bioldgicas e sensibilidade ao pH. Um exemplo de tecnologia que
pode ser utilizada com esse objetivo € a encapsulacdo (AHMED;
FERNANDEZ-GONZALEZ; GARCIA, 2020; ROMANINI et al., 2021;
ROSTAMABADI et al., 2020; RUBIO et al., 2020)
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2.7 Encapsulacdo de compostos bioativos

A técnica de encapsulacdo de compostos bioativos, resumidamente,
consiste em aprisionar essas moléculas em uma matriz. Diversas sdo as
metodologias que podem ser empregadas para executar esse aprisionamento,
como secagem por pulverizacéo, extrusao, microemulsificacdo, aprisionamento
lipossdmico, entre outras (CETINKAYA et al., 2022; GARAVAND et al., 2019,
2021; WEN et al., 2017).

Entretanto, as técnicas de nanoencapsulacéo eletrohidrodinamicas tém
despertado bastante interesse, em razdo de suas funcionalidades exclusivas,
como aumento da estabilidade dos compostos encapsulados, alta eficiéncia de
encapsulacdo e auséncia de emprego de altas temperaturas. Posto isso, a
aplicacdo da tecnologia de nanoencapsulacdo por electrospinning permite
proteger os compostos bioativos extraidos do bagaco de uva e preservar suas
caracteristicas (CETINKAYA et al., 2022; GARAVAND et al., 2019, 2021;
SHISHIR et al., 2018; WEN et al., 2017).

2.8 Nanoencapsulacgao por electrospinning

O electrospinning ou, em portugués, eletrofiacdo, € uma técnica de
encapsulacdo simples, versatil, controlavel, reproduzivel e de custo reduzido,
empregada para produzir, a partir de solugcdes poliméricas, fibras continuas, em
escala nanométrica (COELHO; ESTEVINHO; ROCHA, 2021; ROSTAMI et al.,
2019; WEN et al., 2017).

O processo de obtencdo das fibras consiste primeiramente na
producdo de uma solucao polimérica formadora de fibras, que sera utilizada na
estacdo de electrospinning (Figura 6). Essa € composta de uma seringa, para
armazenar a solugéo polimérica, uma agulha metélica acoplada a seringa, para
realizar a dispersdo da solugdo, um anteparo metélico coletor de fibras e uma
fonte de alta tensdo, a qual é responsavel por promover a diferenca de
potencial entre a ponta da agulha e o coletor, gerando um campo elétrico que
age sobre a solugdo polimérica (ECHEGOYEN et al., 2017; MENDES;
STEPHANSEN; CHRONAKIS, 2017; ROSTAMI et al., 2019; WEN et al., 2017).
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Figura 6 - Aparato experimental de uma estacédo de electrospinning.

Fonte: Adaptado de Wsoo et al., 2020.

O processo divide-se em trés etapas, iniciando pela aplicacdo de alta
voltagem no sistema, seguido do alongamento das goticulas da solucéo
polimérica que estdo na ponta da agulha (devido a formagcdo de cone de
Taylor) e ejecdo do jato continuo de polimero, culminando na coleta das fibras
sélidas no coletor, devido a evaporacédo do solvente durante o trajeto que essas
percorrem (PREMJIT et al., 2022; ROSTAMABADI et al., 2020; ROSTAMI et
al., 2019; WEN et al., 2017).

A morfologia e o diametro das fibras eletrofiadas estdo diretamente
ligados aos parametros da solucédo (condutividade, viscosidade, concentracao
e peso molecular do polimero, emaranhamento das cadeias poliméricas,
volatilidade do solvente utilizado, entre outros fatores), as varidveis ambientais
(umidade, temperatura e fluxo de ar) e as variaveis do processo (taxa de fluxo
de alimentacao, tensdo aplicada pela fonte, distancia entre a ponta da agulha e
o anteparo de coletor). Assim, a manipulacdo correta desses fatores permite
produzir fibras com caracteristicas otimizadas para a aplicacdo a qual serdo
destinadas e sem a presenca de beads (pequenos defeitos nas fibras formados
por aglomerados de solucdo polimérica) (COELHO; ESTEVINHO; ROCHA,
2021; ECHEGOYEN et al., 2017; ROSTAMABADI et al., 2020; ROSTAMI et al.,
2019; WEN et al., 2017).

As fibras produzidas por electrospinning possuem diversas vantagens,

como alta area superficial em relagdo ao volume, pequenos diametros, alta
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porosidade, elevada eficiéncia para carregamento de compostos bioativos e
propriedades mecanicas reforcadas. Além disso, uma das caracteristicas mais
importantes para a encapsulacdo de compostos bioativos por fibras produzidas
por electrospinning é a auséncia do uso de calor, visto que todo processo é
executado em temperatura ambiente. Assim, esse fator € crucial para evitar a
degradacdo e volatilizacdo dos compostos que sdo termossensiveis (COELHO;
ESTEVINHO; ROCHA, 2021; MENDES; STEPHANSEN; CHRONAKIS, 2017,
ROSTAMI et al., 2019; WEN et al., 2017).

Diante de tais caracteristicas, 0 processo de nanoencapsulacao por
electrospinning € adequado para encapsular compostos bioativos, tornando-os
mais estaveis, visto que protege esses compostos de fatores ambientais e
preserva suas funcbes biologicas. Ainda, essa técnica aumenta a
biodisponiblidade das moléculas, tem capacidade de mascarar os odores e
sabores indesejaveis (caracteristicos de alguns compostos bioativos) e
possibilita uma liberagcdo controlada para o meio dos compostos incorporados
nas fibras (ECHEGOYEN et al., 2017; NIU et al., 2020a; PREMJIT et al., 2022;
ROSTAMABADI et al., 2020; ROSTAMI et al., 2019).

Em relacdo a estrutura de parede das fibras eletrofiadas, diversos
materiais podem ser utilizados para esse fim, incluindo polimeros sintéticos e
naturais. Além disso, € possivel a combinacdo de dois ou mais componentes
na solucdo polimérica, a fim de obter-se fibras com morfologia, diametro e
funcionalidade adequados para sua aplicacdo (ECHEGOYEN et al., 2017,
MENDES; STEPHANSEN; CHRONAKIS, 2017; PREMJIT et al., 2022; WEN et
al., 2017).

Entretanto, para a area de ciéncia de alimentos, os biopolimeros séo
considerados mais adequados, por serem atOxicos e biodegradaveis.
Polissacarideos e proteinas, como quitosana, celulose, amido, proteina de soro
de leite, gelatina, caseina e zeina sdo alguns exemplos de materiais de parede
para fibras compativeis com alimentos (MENDES; STEPHANSEN;
CHRONAKIS, 2017; PREMJIT et al., 2022; WEN et al., 2017).
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2.9 Zeina

A zeina € uma proteina de origem vegetal, extraida do milho, que
possui residuos de aminodcidos, principalmente de carater hidrofobico,
derivados da leucina, prolina e alanina. No entanto, € pobre em aminoacidos
essenciais, tais como lisina e triptofano. Apresenta-se em quatro formas
conformacionais, denominadas a (alfa), B (beta), y (gama) e &(delta)-zeina.
Sendo a primeira de maior ocorréncia na natureza (75 — 85% do total)
(GHORANI; TUCKER, 2015; GITERU; ALI; OEY, 2021; GLUSAC; FISHMAN,
2021; TAN et al., 2022).

Em virtude de suas cargas superficiais, a zeina interage com outras
moléculas predominantemente por ligacbes de hidrogénio, atracdes
eletrostaticas e interagcbes de Van der Waals. Além disso, € uma proteina
insolivel em agua, mas pode ser solubilizada em tensoativos anidnicos, alcalis
fortes (pH = 11) e alguns solventes organicos misturados a 4gua, como etanol,
metanol e acetona (CETINKAYA et al., 2022; GITERU; ALI;, OEY, 2021,
GLUSAC; FISHMAN, 2021; TAN et al., 2022).

Ainda, a zeina € atdxica, renovavel, abundante, biodegradavel e
biocompativel e pode ser aplicada como alternativa ao uso de polimeros
sintéticos. E um biopolimero geralmente reconhecido como seguro para
alimentos (GRAS pela Food and Drug Administration - FDA) e apresenta boas
propriedades para formar fibras nanométricas por electrospinning e atuar como
material de parede para encapsulacao de diversos compostos (CETINKAYA et
al., 2022; KASAAI, 2018; NIU et al., 2020b; SHISHIR et al., 2018).

Assim, as fibras eletrofiadas de zeina sédo capazes de preservar 0s
compostos bioativos frente a condicdes ambientais adversas, atuando, por
exemplo, como barreira ao oxigénio e a degradacdo térmica, além de
garantirem uma liberacdo controlada desses compostos. Deste modo, podem
ser utilizadas para encapsular compostos bioativos e serem aplicadas em
embalagens ativas e inteligentes para alimentos (COLUSSI et al., 2021;
KASAAI, 2018).
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3. Materiais e métodos
3.1 Materiais

Acido tricloroacético p.a. (CAS 76-03-9), etanol p.a. (CAS 64-17-5),
nitroprussiato de sédio p.a. (CAS 13755-38-9), peroxido de hidrogénio p.a.
(CAS 7722-84-1) e sulfato de ferro Il p.a. (CAS 7782-63-0) foram adquiridos de
Dindmica Quimica Contemporéanea. Padrdo acido galico (CAS 149-91-7) e
etanol grau HPLC (CAS 64-17-5) foram adquiridos da Vetec. Acido salicilico
p.a. (CAS 69-72-7) foi adquirido da Exodo Cientifica. Acido cloridrico p.a. (CAS
7647-01-0), acido fosforico 85% (CAS 7664-38-2), carbonato de sodio p.a.
(CAS 497-19-8), cloreto de sédio p.a. (CAS 7647-14-5) e persulfato de potassio
p.a. (CAS 7727-21-1) foram adquiridos da Synth. Folin-Ciocalteu foi adquirido
da Préton Quimica. Acetonitrila grau HPLC (CAS 75-05-8) foi adquirida da J. T.
Baker. Padrdo cromatografico Malvidina (CAS 643-84-5) foi adquirido da
Extrasynthese. Acido férmico grau HPLC (CAS 64-18-6), biopolimero zeina
(CAS 9010-66-6), radical livre ABTS (CAS 30931-67-0) e radical livre DPPH
(CAS 1898-66-4) foram adquiridos de Sigma-Aldrich. Caldo soja tripticaseina,
agar Baird-Parker e &agar Mueller-Hinton foram adquiridos da Kasvi. Agar
Eosina Azul de Metileno foi adquirido da Acumedia. Caldo Infusdo Cérebro-
coracao foi adquirido da Himedia. Agar padrdo para contagem foi adquirido da
Lab. M Limited.

Todos os reagentes utilizados foram empregados sem qualquer
purificac&o prévia. Agua ultrapura foi preparada pelo sistema de purificagéo de
agua MegaPurity® (MecLab, Brasil).

3.2 Delineamento experimental para producao e caracterizacao das fibras

ultrafinas

O experimento foi realizado com trés tratamentos, proveniente da
combinacdo de um tipo de material de parede e trés diferentes concentractes
de extrato de bagaco de uva rico em antocianinas, de acordo com o

delineamento experimental inteiramente casualizado apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Delineamento experimental para producédo e caracterizacdo das
fibras ultrafinas de zeina contendo diferentes concentracdes de extrato do

bagaco da uva rico em antocianinas.

Variavel independente

Tratamentos A o
Extrato * Variaveis dependentes
(% m/m)
Controle 0 . _—
Extrato rico em antocianinas:
1 5 Fenois totais
Antocianinas totais
2 10 Identificacdo de antocianinas por
3 15 HPLC-MS

Perfil de cor em diferentes pH

Solugdes poliméricas:
Viscosidade

Condutividade

Fibras ultrafinas:
Morfologia (MEV)
Distribuicdo de tamanhos
Eficiéncia de encapsulacéo
Grupos funcionais (FTIR)
Propriedades térmicas (DSC e
TGA)

Angulo de contato
Atividade antioxidante

Atividade antimicrobiana

* Concentragdo de extrato de bagaco de uva em % (m/m, em zeina na solugéo polimérica);

** HPLC (High Performance Liquid Cromatography); MS (Mass Spectrometry); MEV
(Microscopia Eletrénica de Varredura); FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy); DSC
(Differential Scanning Calorimetry); TGA (Thermogravimetric analysis).
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3.3 Coleta e preparo do bagaco de uva

O bagaco da uva Bordd (Vitis labrusca L.), gerado a partir do processo
de producdo do vinho tinto (safra 2020/2021), inicialmente era constituido de
cascas, polpa e sementes (Figura 7). Esse material foi fornecido por uma
vinicola situada no municipio de Morro Redondo (-31,6222 S; -52,7820 0),
interior do Rio Grande do Sul (Brasil).

Figura 7 - Bagaco de uva Bordé (Vitis Labrusca L.) de vinho tinto - safra 2020/2021.

Durante o transporte do bagaco até o Laboratério de Biopolimeros e
Nanotecnologia em Alimentos (Faculdade de Agronomia “Eliseu
Maciel’/UFPel), o material foi acondicionado em caixas térmicas com gelo e
posteriormente armazenado em ultrafreezer a - 80 °C (Indrel Scientific, IULT —
86°, Brasil). Apdés a separacdo das sementes manualmente, o bagaco de uva
(cascas e polpa) foi liofilizado (Liobras, Liotop K 108, Brasil) e transformado em
um pé através da moagem em moinho analitico (Oster, OMDR-100, Estados

Unidos da América), a velocidade maxima, por tempo igual a 40 s.
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3.4 Obtencao do extrato de bagaco de uva rico em antocianinas

Para obtencéo do extrato de bagaco de uva, o processo de extracao foi
realizado segundo metodologia descrita por Prietto et al. (2018), com
adaptacdes. Um volume de 900 mL da solucdo extratora de etanol 75% (v/v,
em agua destilada) acidificada com &cido cloridrico (1% v/v) foi adicionado a
30,0 g de bagaco de uva liofilizado e moido e a mistura foi submetida a
agitacdo mecanica constante (IKA, RW-20D Digital, Alemanha) em 230 rpm por
2 h a 25 °C e ao abrigo de luz. Apés, realizou-se a centrifugacdo em tubos de
centrifuga com rosca (Sorvall Instruments, RC5C, Estados Unidos da América)
por 10 min com rotacéo igual a 5000 rpm.

O sobrenadante da etapa anterior foi retirado e armazenado ao abrigo
da luz, enquanto 600 mL de solucdo de etanol acidificada foi adicionada a
mesma massa de bagaco de uva, mantendo-se novamente em agitacao
constante por 2 h, a temperatura de 25 °C e ao abrigo da luz. Repetiu-se a
etapa de centrifugacao (utilizando as mesmas condi¢cdes) e os sobrenadantes
de cada centrifugacdo foram homogeneizados para a obtencdo de um Unico
extrato etandlico de bagaco de uva de vinho tinto rico em antocianinas.

Esse extrato foi submetido ao processo de concentracdo por
rotaevaporacéo (Heidolph, Laborota 4000, Alemanha), em temperatura igual a
50 °C e rotacdo de 120 rpm por periodo de 20 min. Posteriormente, o extrato
concentrado foi liofilizado (Liobras, Liotop K 108, Brasil) e armazenado em

freezer (Consul, CVU20, Brasil), protegido da luz, até a sua utilizacao.

3.5 Caracterizacédo do extrato de bagaco de uva
3.5.1 Compostos fendlicos totais por espectrofotometria

O teor de compostos fendlicos totais presente no extrato de bagaco de
uva foi avaliado pelo método colorimétrico de Singleton e Rossi (1965),
utilizando uma curva padrédo de acido galico (y = 3,388x — 0,069), com
resultados expressos em mg equivalente de acido galico por 100 g de amostra
(mgGAE/100 g).

Para a determinacdo de compostos fendlicos totais na amostra de

extrato de bagaco de uva liofilizado, 5 mg do mesmo foram diluidos em 800 uL
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de etanol 80% (v/v, em agua destilada). Posteriormente, em uma microplaca de
96 pocos, 15 uL dessa solucao foi adicionada de 240 pL de 4gua destilada e 15
pL de solucéo de Folin-Ciocalteau 1 N e a mistura foi agitada por 10 s. Apos 3
min de reacdo ao abrigo da luz, 30 pL de carbonato de sédio 1 N foram
adicionados ao meio, procedendo-se nova agitacdo. Deixou-se em repouso por
2 h e 30 min (no escuro) e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro
(Molecular Devices, SpectraMax 190, Estados Unidos da América) a 725 nm.

3.5.2 Antocianinas totais por espectrofotometria

O teor de antocianinas totais presente no extrato de bagaco de uva
liofilizado foi avaliado segundo Francis (1982), conforme descrito em Prietto et
al. (2018). Assim, para a determinacdo de antocianinas totais no extrato de
bagaco de uva, 5 mg do mesmo foram diluidos em 800 pL de etanol 80% (v/v,
em agua destilada). Apds, empregou-se 0 método colorimétrico de pH Unico,
procedendo a leitura direta em espectrofotometro (Jenway, Model 6705
Scanning UV/Visible Spectrophotometers, Estados Unidos da América) da
solucéo obtida a partir da diluicdo do extrato, em comprimento de onda igual a
520 nm.

As leituras foram realizadas em triplicata e o teor de antocianinas totais
foi quantificado por meio da Equacédo 1, com resultados expressos em mg
equivalente de malvidina por 100 g de amostra (mg/100 g).

o ] ABS. PM. FD
Antocianinas totais = o (1)

Onde ABS é a absorbancia da amostra, PM é o peso molecular da antocianina
majoritaria (malvidina = 493,3 g.mol™), FD é o fator de diluicdo da solucdo, b é
o caminho Optico da célula (1 cm) e € é o coeficiente de absortividade molar da
antocianina majoritaria (28.000 L.(mol.cm)™® em solvente etanol acidificado com

HCl a 1% (v/v) e mensurado em uma célula com caminho 6ptico de 1 cm).
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3.5.3 lIdentificacdo de antocianinas por HPLC-MS

A andlise qualitativa para identificacdo de antocianinas individuais foi
realizada a partir do sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (do
inglés, High Performance Liquid Cromatography - HPLC) (Shimadzu, Japao)
acoplado ao espectrometro de massas (do inglés, Mass Spectrometry - MS)
(Bruker Daltonics, Maxis Impact, Alemanha).

Para essa andlise, uma amostra de 5 mg extrato de bagaco de uva
liofilizado foi dispersa em 1490 uL de etanol 80% (v/v, em &gua destilada).
Apoés, adicionou-se 10 pL de acido tricloroacético saturado, realizou-se
agitacdo em vortex por 1 min e procedeu-se a centrifugacdo (Eppendorf,
Centrifuge 5430R, Alemanha) por 10 min a 20 °C e 6000 rpm.

A amostra foi entéo filtrada em filtro hidrofilico de nylon 22 pm e um
volume igual a 10 pyL dessa solucéo foi injetado no sistema HLPC com coluna
C18 Cogent Bidentate (100 mm x 2,1 mm x 2,2 um ID, MicroSolv Technology
Corporation, Estados Unidos da América) utilizando-se como fases moveis a
agua ultra pura acidificada com 0,1% de &cido formico (fase A) e a acetonitrila
acidificada com 0,1% de &cido férmico (fase B). O gradiente de eluicdo foi
executado como: 0-1 min, 10% B; 1-10 min, 100% B; 10-11 min, 100% B; 11-
11,05 min, 10% B; 11,05-15 min, 10% B.

A identificacdo dos compostos foi realizada através do espectrobmetro
de massas de alta resolucéo (tipo quadrupolo-tempo de véo) (Bruker Daltonics,
Maxis Impact, Alemanha) calibrado com formiato de sédio (10 mmol.L™).

O modo de ionizacao negativo foi operado utilizando-se os parametros:
voltagem do capilar em 3,5 kV, fluxo do gas de secagem igual a 8,0 L.min™,
temperatura igual a 180 °C, pressao do gas de nebulizacdo (nitrogénio - N2) em
2 bar, colisio de RF de 500 Vpp, tempo de transferéncia de 120 ms e
armazenamento pré-pulso de 8 uS.

Para o modo positivo foram definidos como parametros: voltagem do
capilar em 4,5 kV, fluxo do gas de secagem em 9,0 L.min™ e temperatura igual
a 200 °C, presséo do gas de nebulizagdo (N,) em 2 bar, colisdo de RF de 500
Vpp, tempo de transferéncia 60 ms e armazenamento pré-pulso de 5 uS.

A andlise e processamento de dados foi efetuada utilizando o software

DataAnalysis verséo 4.2 (Bruker Daltonics, Alemanha).
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3.5.4 Perfil de cor do extrato de bagaco de uva em diferentes pH

O espectro de cores na regido do visivel para o extrato de bagaco de
uva, rico em antocianinas, foi avaliado apds a etapa de extracdo descrita na
secdo 3.4, conforme a metodologia adaptada de Chen et al. (2020b).

Para a andlise dos espectros em diferentes pH, utilizou-se 5,0 mL de
extrato de bagaco de uva diluidos em 10,0 mL de agua destilada. Em seguida,
solucées de &cido cloridrico (concentracdo igual a 1,5 mol.L™) e de hidréxido
de sédio (concentracdes iguais a 0,5 e 1,5 mol.L™) foram utilizadas para alterar
o pH do extrato nas regifes acida e basica, respectivamente. Apos ajuste do
pH (Kasvi, K39-1420A, Brasil) e agitacdo magnética constante por 1 min ao
abrigo da luz, as solugcdes de extrato de pH 1 a pH 14 foram avaliadas por
espectrofotometria (Molecular Devices, SpectraMax 190, Estados Unidos da
América) na faixa de comprimentos de onda de 390 — 810 nm para a obtencéo
dos espectros de cores na regido do visivel de cada solucéo.

Para cada valor de pH, as solugbes de extrato de bagaco de uva foram
fotografadas (Sansung, Galaxy A51, Japdo) em fundo branco, mantendo-se as
mesmas condicdes de luminosidade, angulo e distancia entre a camera e a
solucdo. As quatorze imagens fotograficas foram reunidas e utilizadas para

montar o perfil colorimétrico do extrato.

3.6 Producao de fibras ultrafinas pela técnica de electrospinning
3.6.1 Preparo das solucdes poliméricas

As solugdes poliméricas utilizadas para incorporacdo do extrato de
bagaco de uva foram preparadas utilizando o biopolimero zeina como material
de parede das fibras ultrafinas, conforme descrito por Bruni et al. (2020), com
adaptacdes. Uma concentracdo de 30% (m/v) de zeina foi diluida em solvente
etanol 80% (v/v, em agua destilada) e essa solucéo foi agitada durante 1 h em
agitador magnético (Velp Scientifica, Multistirrer 6, Italia). Posteriormente, o
extrato de bagaco de uva liofilizado foi adicionado a solugéo polimérica nas
proporcdes descritas na Tabela 3, permanecendo a solugéo sob agitacdo e ao
abrigo da luz por mais 10 min, para proporcionar homogeneizagdo completa do

extrato na solugéo polimérica.
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Tabela 3 - Composicao das solucdes poliméricas de zeina e extrato de bagaco

de uva para producao de fibras ultrafinas por electrospinning.

Tratamento Zeina (%, m/v) *  Extrato (%, m/m) ** Nomenclatura

das fibras

Controle 30 0 Fibras 0%
1 30 5 Fibras 5%

2 30 10 Fibras 10%

3 30 15 Fibras 15%

* Concentragdo de zeina expressa em % (m/v, em etanol 80% (v/v));

** Concentracdo de extrato expressa em % (m/m, em zeina na solugdo polimérica).

3.6.2 Processo de electrospinning

As solugBes poliméricas de zeina, sem ou com extrato de bagacgo de
uva, foram transferidas para uma seringa plastica acoplada a uma agulha de
aco inoxidavel. Esse conjunto foi utilizado em uma estacdo horizontal de
electrospinning, contendo uma bomba de infusdo (KD Scientific, Model 100,
Inglaterra), uma fonte de alta tensdo com corrente continua (Faiscas,
FA+30kV, Brasil) e um coletor metalico revestido com papel aluminio. Os
parametros adotados durante o processo de producdo das fibras ultrafinas de
zeina com diferentes concentracfes de extrato estdo dispostos na Tabela 4. Os
mesmos foram obtidos a partir de testes preliminares que visaram a obtencéo
de fibras com morfologia lisa, uniforme, continua e sem a presenca de beads.

As solucdes poliméricas foram submetidas ao processo de
electrospinning em ambiente com temperatura e umidade controladas, iguais a
20 £ 2 °C e 47 + 2%, respectivamente, utilizando ar condicionado (Electrolux,
EcoTurbo, Brasil) e desumidificador de ar(Quimis, Q831M 20, Brasil).
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Tabela 4 - Parametros para a producdo de fibras ultrafinas de zeina com

diferentes concentracdes de extrato de bagaco de uva por electrospinning.

Parametro Condicao
Volume da seringa 3mL
Diametro da agulha 0,8 mm
Fluxo de alimentac&o 0,6 mL.h*
Distancia da agulha até o coletor metélico 20 cm
Tenséo elétrica 20 kV

3.7 Caracterizacdo das solucdes poliméricas de zeina e extrato de bagaco

de uva
3.7.1 Condutividade elétrica das solucdes poliméricas

As solucdes poliméricas com as diferentes concentracdes de extrato de
bagaco de uva foram caracterizadas quanto a condutividade elétrica, utilizando
um condutivimetro (Simpla, Medidor EC150, China). Para essa analise, utilizou-
se 10 mL de cada solucéo polimérica, com medidas realizadas em triplicata a

temperatura ambiente (22 £ 1 °C).

3.7.2 Viscosidade aparente das soluc¢des poliméricas

As solucdes poliméricas com as diferentes concentracdes de extrato de
bagaco de uva foram caracterizadas quanto a viscosidade aparente com auxilio
de um viscosimetro digital (Brookfield, DV-II, Estados Unidos da América). Para
essa andlise, utilizou-se o spindle n° 18 acoplado ao equipamento e,
aproximadamente, 10 mL de cada solug&o polimérica, com medidas realizadas

em triplicata a temperatura ambiente (22 = 1 °C).

54



3.8 Caracterizacdo das fibras ultrafinas de zeina e extrato do bagaco de

uva
3.8.1 Morfologia e distribuicdo de tamanhos das fibras ultrafinas

A avaliacao das morfologias das fibras ultrafinas produzidas com zeina
e extrato de bagaco de uva foi realizada por meio de microscoépio eletrénico de
varredura (MEV) (Jeol, JSM - 6610LV, Japao). As amostras de fibras foram
dispostas em stubs, metalizadas com ouro por meio de um metalizador
(Sputtering, Denton Vacuum Desk V, Estados Unidos da América) e analisadas
com voltagem de aceleracdo de 10 kV. Foram capturadas micrografias em
magnitudes de ampliacbes de 1.000x e 6.000x. O software Imaged (versao
1.53n7 — 2021) foi utilizado para avaliar o diametro médio e a distribuicdo de

tamanho da cada amostra a partir de medic&o aleatodria de 50 fibras ultrafinas.

3.8.2 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) do extrato de bagaco de uva nas
trés diferentes concentracdes incorporadas em fibras ultrafinas de zeina (5, 10
e 15% m/m, em zeina na solucéo polimérica) foi avaliada conforme descrito por
Radunz et al. (2021), através do método colorimétrico de Singleton e Rossi
(1965), com pequenas adaptacbes. Uma amostra de 5 mg de cada fibra foi
adicionada de 800 pL de etanol 80% (v/v, em agua destilada). Apos, seguiu-se
a metodologia ja descrita na se¢édo 3.5.1, para a determinacdo de compostos
fendlicos totais, através de leitura realizada em espectrofotdmetro (Molecular
Devices, SpectraMax 190, Estados Unidos da Ameérica) a 725 nm.

A eficiéncia de encapsulacéo foi calculada utilizando a Equacado 2 e

expressa em porcentagem.

Comp. fendlicos no extrato — Comp. fendlicos nas fibras
EE (%) = 10

(2)

Comp. fendlicos no extrato

Onde Comp. fendlicos no extrato € a concentracdo de compostos fendlicos
totais presentes no bagaco de uva ndo encapsulado e Comp. fendlicos nas

fibras é a concentracdo de compostos fendlicos totais encapsulada nas fibras
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ultrafinas de zeina com extrato nas proporc¢des 5, 10 e 15% (m/m, em zeina na

solucao polimérica).

3.8.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

A zeina, o extrato de bagaco de uva liofilizado e as fibras ultrafinas de
zeina incorporadas com diferentes concentracdes de extrato de bagaco de uva
(0, 5, 10 e 15% m/m, em zeina na solucdo polimérica) foram analisadas em
relacdo aos grupos funcionais com o auxilio de um espectrofotbmetro com
transformada de Fourier (do inglés, Fourier Transform Infrared Spectroscopy -
FTIR) (Shimadzu, FTIR IRAffinity-1, Japdo). Apds a adicdo de uma quantidade
de amostra suficiente para cobrir o cristal do equipamento, realizou-se 60
leituras na regido de 400 - 4000 cm™. A andlise e processamento de dados foi
efetuada utilizando o software IR Solution versédo 1.60 (Shimadzu Corporation,

Japao).

3.8.4 Propriedades térmicas
3.8.4.1 Calorimetria Diferencial de Varredura

A zeina, o extrato de bagaco de uva liofilizado e as fibras ultrafinas de
zeina incorporadas com diferentes concentracdes de extrato de bagaco de uva
(0, 5, 10 e 15% m/m, em zeina na solucdo polimérica) foram avaliadas
utilizando o equipamento Calorimetro Diferencial de Varredura (do inglés,
Differential Scanning Calorimetry — DSC) (TA Instruments, DSC-60, Estados
Unidos da América). Aproximadamente 3 mg de cada amostra foram
acondicionadas em células herméticas de aluminio seladas e aquecidas
(juntamente com uma célula de referéncia vazia) a taxa de 10 °C.min™, entre a
temperatura inicial de 30 °C e temperatura final de 300 °C, sob fluxo de
nitrogénio de 50 mL.min™. Previamente, o equipamento foi calibrado de acordo
com as especificacdes do fabricante e verificado com padrdo de indio. A
analise e processamento de dados foi efetuada utilizando o software TA-60WS

versao 2.20 (Shimadzu Corporation, Japao).
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3.8.4.2 Analise de Termogravimetria

As propriedades termogravimétricas das amostras de zeina, de extrato
de bagaco de uva liofilizado e das fibras ultrafinas de zeina incorporadas com
diferentes concentracdes de extrato de bagaco de uva (0, 5, 10 e 15% m/m, em
zeina na solucdo polimérica) foram mensuradas utilizando-se um Analisador
Termogravimétrico (do inglés, Thermogravimetric Analysis - TGA) (Shimadzu,
TGA TA-60WS, Japédo). Aproximadamente 5 mg de cada amostra foi
acondicionada em uma cépsula de platina e aquecida entre as temperaturas de
30 e 600 °C, a taxa de 10 °C.min™ e fluxo de nitrogénio igual a 50 mL.min™.
Uma cépsula de platina vazia foi aquecida sob as mesmas condigcbes e
utilizada como referéncia. A andlise e processamento de dados foi efetuada
utilizando o software TA-60WS versédo 2.20 (Shimadzu Corporation, Japao).

3.8.5 Angulo de contato

A hidrofilicidade/hidrofobicidade das fibras ultrafinas de zeina
incorporadas com diferentes concentracdes de extrato de bagaco de uva (0, 5,
10 e 15% m/m, em zeina na solucao polimérica) foi analisada com o auxilio de
um goniébmetro (Labometric, LB-DX, Estados Unidos da América) para
avaliacdo do angulo de contato médio de cada amostra.

As membranas de fibras de zeina, sem e com extrato de bagaco de
uva encapsulado, foram coletadas sobre laminas de vidro recobertas com
papel aluminio. Posteriormente, uma gota de agua destilada com volume igual
a 7 uL foi colocada sobre a amostra e o tempo de absorcdo da gota foi
contabilizado desde o tempo zero, momento de queda da gota, até 60 s de
contato entre a gota e a membrana de fibras ultrafinas. Para os tempos iguais a
0, 25 e 50 s, o material foi fotografado pela camera digital do equipamento,
mantendo-se as mesmas condicbes de luminosidade e distancia da camera

para cada amostra.
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3.8.6 Atividades antioxidante

A atividade antioxidante in vitro do extrato de bagaco de uva nao
encapsulado e das fibras ultrafinas de zeina com diferentes concentrages de
extrato (5, 10 e 15% (m/m, em zeina na solucdo polimérica)) foi avaliada por
meio de quatro métodos distintos, conforme as secfes 3.8.6.1 a 3.8.6.4. Sendo
dois radicais livres comerciais, a saber, ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzo
thiazoline-6-sulfonic acid) diammoninum salt) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil), amplamente relatados na literatura e, dois radicais livres avaliados
gue sdo espécies reativas de oxigénio, o ON (6xido nitrico) e a OH (hidroxila),
produzidos por organismos vivos e com potencial para causar serios danos a

esses sistemas.

3.8.6.1 Atividade de eliminacéo de radicais ABTS

A capacidade de eliminacdo dos radicais ABTS foi avaliada segundo
método espectrofotométrico descrito por Fonseca et al. (2019), com algumas
adaptacdes. Uma solucdo mae composta por 5 mL da solucdo estoque de
ABTS 7,4 mmol.L™ e 88 pL da solucdo de persulfato de potassio 140 mmol.L™
foi mantida ao abrigo da luz por 16 h em temperatura ambiente (20 £ 2 °C).
Apéds, 1 mL dessa solucéo foi diluida em etanol 80% (v/v, em agua destilada)
até a absorbancia da mesma atingir valor de 0,70 + 0,05 em comprimento de
onda igual a 734 nm.

Para preparar as solu¢des contendo as amostras, pesou-se 15 mg de
extrato liofilizado ndo encapsulado e das fibras ultrafinas de zeina incorporadas
com 0, 5, 10 e 15% (m/m, em zeina na solucdo polimérica) de extrato de
bagaco de uva e diluiu-se cada uma dessas amostras em volume igual a 750
uL de etanol 80% (v/v, em agua destilada). Uma aliquota de 20 pL de cada
uma dessas solucdes foi adicionada de 280 pL de solucdo de ABTS com
absorbéancia corrigida. A mistura foi agitada por 30 s e deixada em repouso
durante 6 min em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente, foi
realizada a leitura em espectrofotémetro (Molecular Devices, SpectraMax 190,
Estados Unidos da Ameérica) em comprimento de onda igual a 734 nm. Os
resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo dos radicais ABTS,
conforme Equacéo 3.
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ABS — ABS
Inibi¢do do radical livre (%) = brarz; S amosta 100 3)
branco

Onde ABSpanco € a absorbancia do branco (etanol 80% v/v, em agua destilada)

e ABS mostra € @ absorbancia de cada amostra.

3.8.6.2 Atividade de eliminacéao de radicais DPPH

A capacidade de eliminacdo dos radicais DPPH foi avaliada segundo
método espectrofotométrico de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com
algumas adaptacfes. Assim, 15 mg das fibras ultrafinas de zeina incorporadas
com 0, 5, 10 e 15% (m/m, em zeina na solucdo polimérica) de extrato de
bagaco de uva foram diluidas em 750 pL de etanol 80% (v/v, em &gua
destilada). Para o extrato ndo encapsulado, também se utilizou 15 mg do
material liofilizado para diluicho em 750 pL de etanol 80% (v/v, em &agua
destilada). Uma aliquota de 25 pL de cada amostra foi adicionada de 250 pL de
solucdo de DPPH 0,6 mmol.L™". A mistura foi agitada por 10 s e deixada em
repouso durante 30 min em temperatura ambiente e, posteriormente, foi
realizada a leitura em espectrofotémetro (Molecular Devices, SpectraMax 190,
Estados Unidos da América) em comprimento de onda igual a 515 nm. Os
resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH,

de acordo com a Equacéo 3 (secédo 3.8.6.1).

3.8.6.3 Atividade de eliminacao de radicais ON

A capacidade de eliminacdo dos radicais de ON foi avaliada de acordo
com o método espectrofotométrico descrito por Vinholes et al. (2011), com
algumas modificacées. Uma amostra de 15 mg de extrato liofilizado né&o
encapsulado e das fibras ultrafinas de zeina incorporadas com 0, 5, 10 e 15%
(m/m, em zeina na solucdo polimérica) de extrato de bagaco de uva foram
diluidas em 750 pL de etanol 80% (v/v, em agua destilada).

Uma aliquota de 50 puL de cada amostra foi adicionada de 50 pL de

solucdo de nitroprussiato de sodio 20 mmol.L™. A mistura foi deixada em
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repouso, em temperatura ambiente e exposta a luz direta por periodo de 1 h.
Apés, foram adicionados 50 pL de acido fosforico 2% e 50 pL de reagente de
Griess e 0 meio foi mantido por 10 min em repouso e ao abrigo da luz.
Posteriormente, foi realizada a leitura em espectrofotometro (Molecular
Devices, SpectraMax 190, Estados Unidos da América) em comprimento de
onda igual a 562 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de
inibicdo dos radicais ON, conforme Equacao 3 (secao 3.8.6.1).

3.8.6.4 Atividade de eliminacao de radicais OH

A capacidade de eliminacdo dos radicais de OH foi avaliada de acordo
com o método espectrofotométrico descrito por Radinz et al. (2021). Uma
amostra de 15 mg das fibras de zeina incorporadas com 0, 5, 10 e 15% (m/m,
em zeina na solucdo polimérica) de extrato de bagaco de uva foi diluida em
750 pL de etanol 80% (v/v, em &gua destilada). Para o extrato nédo
encapsulado, utilizou-se 15 mg do extrato liofilizado diluido em 750 pL de
etanol 80 % (v/v, em agua destilada).

Para essa analise, 25 pL de cada amostra, 110 pL de sulfato de ferro |l
hepta-hidratado 8 mmol.L™, 50 pL de peréxido de hidrogénio 7,18 mmol.L™" e
74,2 uL de 4cido salicilico 3 mmol.L™ foram misturados, agitados por 30 s e
incubados a 37 °C em um espectrofotdmetro (Molecular Devices, SpectraMax
190, Estados Unidos da América) por 30 min. Apds, a leitura foi realizada em
comprimento de onda igual a 515 nm. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicdo dos radicais OH, conforme Equacao 3 (se¢ao 3.8.6.1).

3.8.7 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana in vitro do extrato de bagaco de uva nédo
encapsulado e das fibras ultrafinas de zeina com extrato em concentragdes
iguais a 0, 5, 10 e 15% (m/m, em zeina na solucéo polimérica) foi explorada por
meio das metodologias de difusdo em &gar (DA), concentracdo inibitdria
minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) contra cepas de
microrganismos relevantes para a industria de alimentos, como a bactéria
Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 25922) e a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 14458), conforme secdes 3.8.7.1 a 3.8.7.4.
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3.8.7.1 Reativacao dos microrganismos

A reativacdo das cepas bacterianas ocorreu de modo similar para os
dois microrganismos. Uma alcada de cada bactéria, Escherichia coli (E. coli) ou
Staphylococcus aureus (S. aureus), foi transferida para tubos individuais que
continham caldo Soja Tripticaseina (do inglés, Tryptic Soy Broth - TSB) e
incubadas em estufa (DelLeo, Estufa para Cultura Bacteriolégica, Brasil) a 37
°C por periodo de 24 h. Uma alcada de cada crescimento foi estriada em
placas de Petri com meios seletivos para cada microrganismo, sendo o agar
Eosina Azul de Metileno para a E. coli e agar Baird-Parker para a S. aureus.
Ambos foram incubados em estufa (DelLeo, Estufa para Cultura Bacterioldgica,
Brasil) a 37 °C por periodo de 24 h.

ApoOs o crescimento bacteriano, uma alcada de cada microrganismo foi
ressuspendida em solucdo salina 0,85% (m/v, em &gua destilada) e
padronizado por turbidimetria como 1,0 na escala de McFarland (3,0 x 10°
UFC.mL™).

3.8.7.2  Difusdo em agar

A analise de difusdo em agar (DA) foi realizada conforme metodologia
descrita pelo Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (do inglés, Clinical
and Laboratory Standards Institute - CLSI, 2015) para mensurar o halo de
inibicdo de crescimento para ambas as bactérias. Assim, uma alcada da
solucdo salina padronizada contendo E. coli ou S. aureus foi estriada em
placas com meio de cultura 4gar Mueller-Hinton (MH), nas quais foram feitos
trés pocos de diametro igual a 0,4 mm. Em seguida, 15 pL de extrato de
bagaco de uva ndo encapsulado ou 2 mg de fibras ultrafinas de zeina com
extrato em diferentes concentracdes foram colocados em dois pogos. Agua
destilada estéril foi utilizada como controle, no terceiro pogo.

Apbs incubagdo em estufa (DeLeo, Estufa para Cultura Bacterioldgica,
Brasil) a 37 °C por periodo de 24 h, os didmetros dos halos de inibicao
observados na superficie do agar MH foram mensurados com o auxilio de um

paquimetro e os resultados expressos em milimetros.
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3.8.7.3 Concentracdao inibitoria minima

A analise de concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada
conforme metodologia descrita por Cabral et al. (2009), com pequenas
modificagcdes. Em uma microplaca de 96 pocos, adicionou-se 180 pL de caldo
Infusdo Cérebro-coracdo (do inglés, Brain Heart Infusion - BHI), 20 uL de
solucdo salina padronizada com inéculo de cada bactéria e diferentes
concentracbes de extrato de bagaco de uva né&o encapsulado ou fibras
ultrafinas de zeina com extrato encapsulado.

Em seguida, as placas foram lidas em um espectrofotémetro (Molecular
Devices, SpectraMax 190, Estados Unidos da América) em comprimento de
onda igual a 620 nm e incubadas em estufa (DelLeo, Estufa para Cultura
Bacteriologica, Brasil) a 37 °C por periodo de 24 h. Apés a incubacgéo, as
placas foram novamente avaliadas por espectrofotometria, sob as mesmas
condicdes. Agua destilada estéril foi utilizada como controle.

A CIM foi considerada como a menor concentracdo de extrato nao
encapsulado ou encapsulado em fibras ultrafinas de zeina em que nao foi
observado crescimento bacteriano no meio BHI (densidade éptica da amostra
menor ou igual a leitura inicial, obtida a partir da comparacéo, em cada poco,
das leituras inicial e ap6s a incubacdo da placa em estufa), sendo os resultados

expressos em mg.mL™.

3.8.7.4 Concentracao bactericida minima

A analise de concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada
conforme metodologia descrita por Cabral et al. (2009), com pequenas
modificacdes. Apds a analise de CIM, dos pocos da microplaca que
apresentaram inibicdo do crescimento bacteriano para E. coli ou S. aureus,
foram retiradas aliquotas de 100 pL, as quais foram estriadas em placas de
Petri contendo agar Padrdo para Contagem (do inglés, Plate Count Agar -
PCA), sendo essas incubadas em estufa (DelLeo, Estufa para Cultura
Bacteriologica, Brasil) a 37 °C por periodo de 24 h.

A CBM foi considerada como a menor concentracdo de extrato nao

encapsulado ou encapsulado em fibras ultrafinas de zeina em que nao foi
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observado crescimento bacteriano no meio PCA, sendo o0s resultados

expressos em mg.mL™,

3.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através da aplicacdo de
andlise de variancia (ANOVA) e comparacédo de médias por teste de Tukey (p <
0,05). Ambas foram desenvolvidas através da utilizacdo do software Statistica

(versao 7.0).
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4. Resultados e discussao
4.1.Caracterizacéo do extrato de bagaco de uva
4.1.1. Compostos fendlicos totais por espectrofotometria

O teor de compostos fendlicos totais encontrado no bagaco de uva de
vinho tinto (Vitis labrusca L.) foi de 5.396,97 (x 299,29) mgGAE/100 g de
bagaco liofilizado. Esses dados s&o semelhantes aos resultados apresentados
por Rockenbach et al. (2011) para os bagacos das uvas Cabernet Sauvignon
(Vitis vinifera L.), Merlot (Vitis vinifera L.) e Bordeaux (Vitis labrusca L.),
produzidas no Brasil e extraidas com uma solucdo metandlica acidificada (0,1%
v/v de HCI) (teor de compostos fendlicos totais entre 4.623 a 7.475 mgGAE/100
g de bagaco).

Outros pesquisadores, porém, mencionaram resultados inferiores.
Ribeiro et al. (2015) avaliaram bagaco das uvas Cabernet Sauvignon, Merlot,
Mix (Bordeaux - 65%, Isabel - 25% e BRS Violet -10%, Vitis labrusca L.) e Terci
(Vitis labrusca L.), produzidas no Brasil e extraidas com solvente etanol (40%
v/v) e relataram teor de compostos fendlicos totais entre 2.490 a 4.124
MgGAE/100 g. Milingi¢ et al. (2021) mencionaram teor de compostos fendlicos
de aproximadamente 3.900 mgGAE/100 g ap6s estudarem o bagaco de uva
tinta Prokupac produzido na Sérvia e extraido com metanol 80% (acidificado
com HCI 1%, v/v).

A discrepancia observada entre os dados obtidos no presente estudo e
os dados ja relatados na literatura provavelmente ocorreram em razdo das
diferentes variedades de uva analisadas, do estagio de maturacdo das frutas
durante a colheita e das condi¢cdes edafocliméaticas sob as quais a videira foi
cultivada. Ainda, sdo variaveis interferentes na concentracdo de compostos
fendlicos totais, a tecnologia de vinificagdo aplicada para a produgéo do vinho
tinto, a composicao quimica desse residuo, o tratamento dado a amostra antes
da extracdo e o método e solvente utilizados nessa etapa (PESIC et al., 2019;
PINTAC et al., 2018; RIBEIRO et al., 2015).
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4.1.2. Antocianinas totais por espectrofotometria

O bagaco de uva tinta Bord6 (Vitis labrusca L.) obtido apds o processo
de vinificacao e constituido por polpa e cascas apresentou teor de antocianinas
totais igual a 865,02 (+ 146,62) mg (equivalente a malvidina)/100 g de bagaco
de uva liofilizado. Esse teor de antocianinas totais corrobora com os dados
relatados por Rockenbach et al. (2011) para extrato metandlico dos bagacos
das uvas Vitis vinifera L. (Cabernet Sauvignon) (702 mg equivalente a
malvidina/100 g de bagaco) e Vitis labrusca L. (Bordeaux) (1.122 mg
equivalente a malvidina/100 g de bagaco), produzidas no sul do Brasil.

Ao utilizar o mesmo solvente de extracdo empregado nesse trabalho,
porém em concentragdo distinta (etanol 40% v/v, em agua destilada), Ribeiro et
al. (2015) avaliaram o teor de antocianinas totais de quatro diferentes bagacos
de uva cultivadas no Brasil e relataram valores variando de 75,64 a 414,95 mg
equivalente a cianidina/100 g bagaco seco, dados inferiores aos resultados
relatados neste estudo.

Ao encontro dos resultados obtidos para compostos fendlicos totais
por espectrofotometria, a discrepancia entre os dados relatados na literatura e
0s obtidos nesse estudo para teor de antocianinas totais provavelmente
ocorreram em funcédo de diferencas relacionadas a uva e seu cultivo, ao modo
de producdo do vinho, ao preparo de amostra, a metodologia de extracao,
entre outras variaveis (conforme supracitado na discussédo da secéo 4.1.1).

A metodologia de extracdo solido-liquido por solvente € um método
tradicionalmente empregado para extracdo de compostos de interesse
presentes nas frutas. Moléculas polares, como as antocianinas, geralmente sao
extraidas a partir de misturas aquosas de solventes organicos acidificados,
como o metanol e o etanol, com concentracfes entre 60 - 80% (v/v, em agua
destilada), sendo o metanol mais eficaz quando comparado ao etanol ou a
agua pura. Todavia, em razdo da toxicidade do solvente metanol, quando
deseja-se utilizar o extrato para aplicagdo na industria de alimentos, o etanol é
sugerido como solvente para a extragdo solido-liquido de antocianinas
(BONFIGLI et al., 2017; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; WANG et al.,
2016).
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Assim, além da metodologia de extracdo, o tipo e a concentracdo de
solvente empregado nessa etapa influenciam no rendimento de extracdo e na
composicdo qualitativa e quantitativa das moléculas de antocianinas
recuperadas do bagaco de uva, acarretando nas discrepancias observadas

entre os dados obtidos e os resultados relatados na literatura.

4.1.3. Identificacéao de antocianinas por HPLC-MS

Entre os compostos fendlicos presentes na uva, as biomoléculas
antocianinas constituem um dos grupos majoritarios, estando distribuidas
principalmente nas cascas das frutas (PINTAC et al., 2018). Assim, ap6s a
extracdo das antocianinas de bagaco de uva com uma solucéo de etanol 75%
(v/v, em &gua destilada) acidificada, o extrato foi analisado por HPLC-MS e
diferentes moléculas de antocianinas foram identificadas na amostra a partir da
comparacao entre as massas experimental e tedrica de cada composto.

As antocianinas identificadas foram: malvidina-3,5-diglicosideo,
malvidina-3-glicosideo, malvidina-3-O-acetilglicosideo, malvidina-3-(6-
coumariol)-glicosideo, cianidina-3-glicosideo, petunidina-3-O-glicosideo,
petunidina-3-(6-coumariol)-glicosideo e  delfinidina-3-O-trans-p-coumariol-
glicosideo, conforme demonstrado na Tabela 5.
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Tempo
I . Massa Massa Massa dos .
Antocianina Férmula de : o Erro Energia
: . o ~_ experimental tedricado Msigma fragmentos de
identificada quimica retencao do i / ; / (ppm) ; | (eV)
(min) o ion (m/z) ion (m/z) ions (m/z)
331.0807 (100)
Malvidina-3,5- 332.0870 (17,1)
diglicosideo CaoH3s017 1,58/4,68  655,1866 655,1869 0,5 10,3 333.0870 (1,7) 39,7
493.1361 (1,3)
331.0809 (100)
Malvidina-3- 332.0844 (20,7)
glicosideo C23H25012 5,53 493,1336 493,1341 1,0 14,0 333.0871 (3.3) 34,7
167.0334 (1,8)
Malvidina-3-O- 331.0946(100)
acetilglicosideo C25H27013 6,10 535,1436 535,1436 1,9 11,1 332.0842 (13,3) 36.1
331.0810 (100)
Malvidina-3-(6- 332.0841 (17,4)
coumariol)- C32H31014 6,58 639,1706 639,1708 0,4 6,3 333.0877 (2,2) 39,2
glicosideo 147.0440 (2,0)
181.0502 (1,7)
Cianidina-3- o\, 6. 520 4491071 4491078 16 21,2 287 .
glicosideo

Tabela 5 - Identificacdo das moléculas de antocianinas presentes no extrato de bagaco de uva Bordd (Vitis Labrusca L.) por HPLC
acoplado ao MS.
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Petunidina-3-0O -

glicosideo C23H25012

Petunidina-3-(6-
coumariol)- C31H29014
glicosideo

Delfinidina- 3-O-
trans-p-coumariol- CgzoH27014
glicosideo

479,1176 479,1184

625,1549 625,1552

611,1391 611,1395

317.0651 (100)
318.0687 (18,3)
319.0692 (3,5)
302.0413 (1,4)

34,0

317.0653 (100)
318.0685 (16,8)
319.0705 (2,2) 38,8
301.0700 (1,7)
147.0429 (1,6)

303.0498 (100)
304.0538 (18,6)
305.0555 (2,6)
147.0446 (0,9)

38,3
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Peixoto et al. (2018) também reportaram a identificacdo de
antocianinas derivadas de moléculas bases de malvidina, delfinidina e
petunidina, em extrato hidrometandlico do bagaco de uva Vitis vinifera L.
originaria de Portugal, porém com diferentes glicosideos ligados as
antocianinas. Esses pesquisadores relataram ainda a presenca da peonidina-
rutinosideo, que ndo foi identificada no presente estudo. Porém, néo
mencionaram a presenca de derivados de cianidina.

Também utilizando metanol como solvente de extracdo, Kammerer et
al. (2004) analisaram e identificaram por HLPC as antocianinas de bagacos de
uva (Vitis vinifera cultivares Cabernet Mitos, Lemberger, Spatburgunder e
Trollinger) provenientes da Alemanha. Esses autores encontraram derivados
de antocianinas similares as identificadas para a uva Bordo (Vitis Labrusca L.),
como a petunidina-3-O—glicosideo e malvidina-3-O-acetilglicosideo, além de
outros derivados dessas duas antocianinas bases e de delfinidina, cianidina e
peonidina.

Alguns compostos de antocianinas podem nao terem sido extraidos
devido a interacdes com outras fracbes do bagaco de uva, como fibras e
proteinas ou em razdo dos distintos solventes de extragdo empregados nos
estudos da literatura relatados (metanol) e no presente trabalho (etanol).

Além disso, conforme supracitado na discussdo da secdo 4.1.2, as
diferencas encontradas ao comparar o perfil antocianico (tipo de antocianinas e
de moléculas de glicosideos ligados as estruturas base de antocianinas) aqui
obtido com dados da literatura possivelmente ocorreram em razao das mesmas
justificativas ja apresentadas, como, por exemplo, a cultivar de uva utilizada e o
método de extracdo empregado no processamento da amostra de bagaco de
uva.

A presenca de compostos de interesse no bagaco de uva, como as
antocianinas identificadas neste trabalho, demonstra potencial de aplicagc&o
desse residuo da industria vinicola como fonte de extragdo de compostos
bioativos. Isso contribui, simultaneamente, para reduzir a quantidade de
residuos gerados nas vinicolas e para aumentar a renda dos produtores de
vinhos. Além de oferecer mais uma opcédo de fonte de extracdo de

biomoléculas as industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas.
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4.1.4. Perfil de cor do extrato de bagaco de uva em diferentes pH

O perfil de cor do extrato de bagaco de uva rico em antocianinas foi
avaliado ao longo da escala de pH de 1 a 14. Na Figura 8 estdao demonstradas
as imagens fotograficas das cores das solucdes ao longo da escala de pH. Na
Figura 9 estd exibido o espectro de absorcdo dessas solucbes nos

comprimentos de onda da faixa do visivel.

pH2 pH3 pH9 pH10 pH11 pH12 pH13 pH14

Figura 8 - Cores das solu¢des de extrato de bagacgo de uva, rico em antocianinas, ao longo da
escala de pH (a resolucdo da tela ou a qualidade da impressdo em papel podem influenciar na
percepcao de cor de cada solucéo).

—pH1
=—pH 2
=pH 3
=—pH 4
pH 5
—pH 6
=—pH 7
=—pH 8
pH9
——pH 10

Absorbancia da amostra

——pH 11

——pH 12

0’0 T T T T T T T T T T pH 13
390 430 470 510 550 590 630 670 710 750 790

Comprimento de onda (nm) pH 14

Figura 9 - Espectro de absorcdo (faixa de comprimento de onda do visivel) do extrato de
bagaco de uva rico em antocianinas ao longo da escala de pH.
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Em pH extremante acido, ou seja, para pH igual a 1, a solucdo de
bagaco de uva foi de cor rosa, em valores de pH de 2 a 4, a solucdo
apresentou coloracao de vermelho claro intenso a vermelho escuro. Em valores
mais proximos a neutralidade, pH 5 a 7, o extrato variou de lilas claro a lilas
escuro. No inicio da regido alcalina, em pH igual a 8, a cor do extrato foi roxa
escura e tornou-se verde claro em pH 9, variando o tom até verde escuro em
pH 11. Em pH 12, a solugdo apresentou cor amarela esverdeada, tornando-se
amarela em pH mais alcalino (pH 13). Finalmente, no ultimo valor de pH da
escala, pH 14, o extrato apresentou cor amarelo ouro (Figura 8).

O pico de absor¢do maximo das solu¢cdes com extrato rico em
antocianinas também se modificou ao longo da escala de pH (Figura 9). O
primeiro pico maximo de absorcédo foi observado em 520 nm, correspondente a
solucéo de extrato de bagaco de uva em pH 1. Posteriormente, em pH de 2 a
7, 0 pico maximo de absorcdo foi igual a 530 nm e 0 mesmo diminui
gradualmente de intensidade conforme o valor de pH aproximava-se da
neutralidade (pH 7). No primeiro pH alcalino, ou seja, pH 8, o pico de absorcdo
maxima se deslocou para 580 nm. Em pH de 9 a 10, o comprimento de onda
de absor¢cdo maxima foi igual a 600 nm e o pico aumentou de intensidade em
pH 10. A partir das solu¢cdes em pH de 11 até pH 14, o pico maximo deslocou-
se para 610 nm e perdeu intensidade conforme o pH aumentou.

Comportamento similar para transicées de cor e deslocamentos do
comprimento de onda de absorcdo maxima para solucées de antocianinas de
diferentes fontes botanicas ja foram relatados na literatura, como para amora
preta (ZENG et al., 2019), batata-doce roxa (CHEN et al., 2020a, 2020b), flores
de Clitoria ternatea (KIM; ROY; RHIM, 2022), frutos de jamboldo (MERZ et al.,
2020) e hibisco (ZHANG et al., 2019a).

As mudancas de cor observadas nas solucbes ricas em antocianinas
(Figura 8) que, consequentemente, interferem no espectro de absorcdo do
comprimento de onda na faixa do visivel (Figura 9), ocorrem em razao das
transformacdes na estrutura quimica que essas moléculas sofrem ao longo do
espectro de pH e do complexo equilibrio entre as quatro principais espécies
quimicas existentes, denominadas cation flavilio, base quinodal, pseudo-base
carbinol e chalcona (SINOPOLI; CALOGERO; BARTOLOTTA, 2019).
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Em condicbes acidas (pH 1 a 4), as antocianinas sao representadas
principalmente pelo cétion flavilio e apresentam cor em tons avermelhados.
Com a elevacdo do pH até a neutralidade, ocorre a formacédo das pseudo-
bases de carbinol (incolores) e das bases quinodais, que apresentam uma
mistura de tons roxos e azuis. Em condicfes alcalinas (pH > 8), a estrutura
denominada chalcona, de cor amarela, € a principal forma observada. Essas
diferentes estruturas e a coexisténcias das mesmas na solugdo explicam as
distintas coloracdes que as solucbes assumem ao longo da escala de pH
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; OLIVEIRA FILHO et al., 2021; YONG;
LIU, 2020; ZHENG et al., 2022).

A transicdo de cor ao longo da escala de pH também influencia a
estabilidade das antocianinas, sendo essas mais estaveis em pH &cido, na
forma de céation flavilio, em relacdo aos pH alcalinos (BECERRIL; NERIN;
SILVA, 2021).

O comportamento de mudanca de cor observado indica que as
antocianinas presentes no extrato, obtido a partir do bagaco de uva, séo
sensiveis a mudanca de pH do meio e tem potencial para serem utilizadas
como corante natural responsivo ao pH em embalagens inteligentes que se
comuniquem com o0 consumidor, atuando, por exemplo, como indicador
colorimétrico de frescor dos alimentos embalados, como produtos carneos e

pescado.

4.2. Caracterizacdo das solugdes poliméricas

4.2.1. Condutividade elétrica e viscosidade aparente das solucdes

poliméricas de zeina e extrato de bagaco de uva

A condutividade elétrica das solu¢des poliméricas de zeina foi alterada
apos a adicao de extrato de bagaco de uva nas mesmas, exibindo um aumento
em relacdo a solucdo de zeina pura e, ainda, aumentando gradativamente de
acordo com o0 aumento na concentragdo de extrato adicionado a solucdo (p <
0,05). Conforme reportado na Tabela 6, os valores de condutividade elétrica
variaram entre 1.034,00 a 1.375,67 uS.cm™ para solucées de zeina pura e com
15% (m/m) de extrato adicionado, respectivamente. ISso possivelmente ocorreu
devido a estrutura quimica e natureza polar das antocianinas presente no
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extrato de bagaco de uva, que podem ter aumentado a quantidade de cargas
elétricas presentes na solugéo polimérica (BECERRIL; NERIN; SILVA, 2021).

Tabela 6 - Condutividade elétrica e viscosidade aparente das solucbes
poliméricas de zeina com diferentes concentracdes de extrato de bagaco de

uva.

Solucdes poliméricas

Extrato (%, m/m)* Condutividade elétrica  Viscosidade aparente

(uS.cm™) (cP)
0 1.034,00 + 2,65 ¢ 120,97 + 0,35 2
5 1.134,67 +2,08 115,30 £ 0,17 °
10 1.232,33+1,53°" 114,57 +0,35°
15 1.375,67 £1,532 110,93 + 0,40 ©

* Concentragéo de extrato expressa em % (m/m, em zeina na solucédo polimérica);

2P Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre
os dados pelo teste Tukey (p < 0,05).

A condutividade elétrica € um parametro da solucdo que pode
influenciar a morfologia e distribuicdo de tamanhos do material formado por
electrospinning. Esse parametro depende principalmente do tipo e
concentragdo de polimero e de extrato utilizados, do solvente da solucdo e da
quantidade de compostos ionizaveis presentes no meio Um valor de
condutividade elétrica da solucao polimérica mais alto implica em aumento da
mobilidade dos ions e, consequentemente, proporciona maior alongamento do
jato de solucdo apds a aplicagdo de um campo elétrico externo (como no
processo de electrospinning), possibilitando a producdo de fibras com
diametros menores (ANTUNES et al., 2017)

A elevacdo da condutividade elétrica das solugbes de zeina apés a
adicao do extrato de bagaco de uva corroboram com os dados de Radiinz et al.
(2020), que reportaram aumento da condutividade elétrica de solucdes

poliméricas de zeina 9% (m/v, em etanol 70%) apods a adicdo de diferentes
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proporcdes de extrato de brocolis. Evangelho et al. (2019) observaram
comportamento antagbnico em relacdo a condutividade das solucdes
poliméricas formadas por essa proteina ao adicionar acido folico a solu¢es de
zeina (30% m/v, em etanol 70%, contendo carbonato de sédio 0,01 mol.L™), as
quais apresentaram decréscimo no valor de condutividade ap0s a incorporacéo
dos compostos.

A viscosidade é outro parametro no processo de electrospinning
relacionado a solucdo polimérica e também afeta diretamente a morfologia e
distribuicdo de tamanho das fibras ultrafinas. SolucGes de alta viscosidade
apresentam dificuldade para ejecdo do jato continuo de polimero a partir da
ponta da agulha e solugbes de baixa viscosidade podem n&o serem capazes
de formar um jato estavel, resultando em um material com maior diametro,
descontinuo e com muitos beads. Sendo assim, existe uma faixa ideal de
viscosidade para cada solucdo polimérica que proporciona fibras de morfologia
otimizada (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

A adicdo de extrato de bagaco de uva afetou significativamente a
viscosidade aparente das solucdes poliméricas, tornando-as menos viscosas (p
< 0,05). Conforme demonstrado na Tabela 6, quanto maior a concentragédo de
extrato adicionada a solucdo polimérica, menor foi o valor observado para
viscosidade aparente, sendo que esse parametro variou de 120,97 a 110,93 cP
para as solucdes poliméricas sem extrato e com 15% (m/m) de extrato
adicionado. Esse comportamento pode ter sido observado em razdo da
diminuicdo do emaranhamento das cadeias de zeina, devido as interacdes
polimero-extrato. No entanto, essa reducdo da viscosidade nao foi capaz de
desestabilizar a formag¢do do jato polimérico continuo (0o que impediria a
formacdo das fibras) ou afetar a morfologia das fibras ultrafinas produzidas
(resultados apresentados na discussao da secao 4.3.1).

Dados similares foram reportados por Altan e Cayir (2020), que
também observaram diminuicdo no valor de viscosidade aparente de solu¢des
de zeina (34% m/v, em &cido acético glacial) apés a adicdo do composto
bioativo carvacrol. Em contraste, quando o extrato da casca de tomate, rico em
carotenodides, foi incorporado em solucdes de zeina a 24% (m/v, acido acético)
em diferentes propor¢cdes, Horuz e Belibagli (2019) relataram aumento da

viscosidade dessas solugoes.
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4.3. Caracterizacado das fibras ultrafinas de zeina com extrato do bagaco

de uva
4.3.1. Morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras ultrafinas

A morfologia e a distribuicdo de tamanho das fibras ultrafinas de zeina
com 0, 5, 10 e 15% (m/m) de extrato de bagaco de uva estdo reportadas em
conjunto na Figura 10. As condicbes empregadas durante a execugcao do
processo de electrospinning propiciaram a formacdo de fibras ultrafinas
homogéneas, continuas, lisas e sem beads (Figura 10a). A encapsulacao de
extrato pelas fibras de zeina produzidas ndo apresentou efeito sob a morfologia
das mesmas, mantendo as caracteristicas citadas anteriormente, conforme as
micrografias obtidas (Figuras 10c, 10e e 10g). Isso demonstra que a
incorporacdo do extrato ndo foi capaz de afetar negativamente o processo de
electrospinning.

Os diametros meédios encontrados foram levemente afetados pela
adicdo de extrato de bagaco de uva na solucéo polimérica, sendo que as fibras
ultrafinas de zeina pura demonstraram o maior valor para esse parametro, igual
a 495 £ 106 nm (Figura 10b) e, as fibras com 15% (m/m) de extrato de bagaco
de uva apresentaram didmetro médio menor, igual a 431 + 96 nm (Figura 10h).
Essa reducdo no diametro médio possivelmente foi observada em funcao das
mudanc¢as gue ocorreram nos parametros de condutividade e viscosidade das
solucBes poliméricas ap6s a adicdo de extrato a essas solucbes (Tabela 6),
que propiciaram a reducdo dos diametros médios das fibras ultrafinas.

Esses dados corroboram com o estudo de Avila et al. (2020), que
observaram reducdo do diametro médio das fibras ultrafinas de 583 nm em
fibras de zeina pura para 572 nm em fibras com 3,3% (m/v) extrato da casca de
jabuticaba, apbés as solucbes poliméricas apresentarem 0 mesmo
comportamento de queda no valor de viscosidade aparente e elevacdo da
condutividade elétrica.

Com comportamento inverso, ou seja, elevacdo da viscosidade
aparente da solucao polimérica e decréscimo do valor de condutividade, Wang
et al. (2017) obtiveram fibras ultrafinas de zeina com curcumina com diametro
meédio maior que as fibras de zeina pura, variando de 785 + 8,6 a 615 + 8,5 nm,
respectivamente.
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{ 2] Dridio = 495 + 106 nm
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Figura 10 - Morfologia das fibras ultrafinas de zeina com (a) 0, (c) 5, (e) 10 e (g) 15 % (m/m) de

extrato de bagaco de uva e distribuicdo de tamanho das fibras ultrafinas de zeina com (b) 0, (d)

5, (f) 10 e (h) 15% (m/m) de extrato de bagaco de uva.
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4.3.2. Eficiéncia de encapsulacéao

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) € um pardmetro fundamental para
quantificar a concentracdo efetiva de compostos bioativos que foram
encapsulados na matriz polimérica. Fatores como a concentracao de polimero
e de compostos bioativos presentes na solucdo polimérica sdo capazes de
influenciar esse parametro e proporcionar um aumento ou reducdo na
eficiéncia de encapsulagcdo (COELHO; ESTEVINHO; ROCHA, 2021; LEIDY;
MARIA XIMENA, 2019; PREMJIT et al., 2022). A concentracdo de extrato de
bagaco de uva encapsulada nas fibras ultrafinas de zeina exerceu efeito sob a

eficiéncia de encapsulacéo desse polimero (p < 0,05), conforme a Tabela 7.

Tabela 7 - Eficiéncia de encapsulacédo apds o processo de electrospinning para
as fibras ultrafinas de zeina com diferentes concentracbes de extrato de

bagaco de uva.

Fibras ultrafinas * Zeina ** Extrato*** Eficiéncia de
(%, m/v) (%, m/m) encapsulacao (%)

Fibras 5% 30 5 90,51 +2,152

Fibras 10% 30 10 89,43+1,51°

Fibras 15% 30 15 85,07 +1,01°

* Nomenclatura da amostra referente a concentracdo de extrato encapsulado nas fibras
ultrafinas;

** Concentragdo de zeina expressa em % (m/v, em etanol 80% (v/Vv));

*** Concentracdo de extrato nas fibras ultrafinas expressa em % (m/m, em zeina na solucéo
polimérica);

2P Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre
os dados pelo teste Tukey (p < 0,05).

As fibras ultrafinas de zeina demonstraram adequada eficiéncia de
encapsulacdo para o extrato de bagaco de uva, com valores acima de 85% de
eficiéncia para as trés concentracdes utilizadas nesse estudo. Pode-se
observar que nao houve diferenca significativa (p < 0,05) na eficiéncia de

encapsulacdo para as fibras com 5 e 10% (m/m) de extrato, com valores iguais
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a, aproximadamente, 90%. Porém, para as fibras ultrafinas de zeina com a
maior concentragdo de compostos incorporada (15% (m/m) de extrato),
observou-se uma queda nesse parametro, pois essa amostra apresentou
eficiéncia de encapsulacdo igual a 85,07%. Esse comportamento
possivelmente ocorreu em virtude da saturacéo dos sitios ativos disponiveis na
proteina zeina devido ao aumento progressivo na concentracdo de extrato de
bagaco de uva incorporado a solugéo polimérica.

Os resultados observados para eficiéncia de encapsulacdo sao
similares aos reportados na literatura para fibras de zeina obtidas por
electrospinning por Evangelho et al. (2019), que produziram fibras desse
biopolimero incorporadas com &cido félico (0,5 a 1,5% m/m) e relataram
eficiéncias de encapsulacdo acima de 82%. Todavia, em outro estudo, Horuz e
Belibagli (2019) mencionam dados superiores para eficiéncia de encapsulacao,
acima de 92%, apds a incorporacdo de extrato da casca do tomate, rico em
carotenoides, em fibras de zeina.

Os valores obtidos para eficiéncia de encapsulacdo, pela técnica de
electrospinning, acima de 85% (Tabela 7), sdo adequados para promover a
preservacao dos compostos bioativos presentes no extrato de bagaco de uva,
como as antocianinas, garantindo a protecdo dos mesmos frente a fatores
ambientais (como temperatura, luminosidade, oxigénio, umidade, ataque
enzimatico, entre outros) e, ainda, aumentar a estabilidade quimica e térmica
dos compostos e controlar a liberacdo dos mesmos para o meio.

As diversas vantagens de uma encapsulacdo eficiente viabilizam, por
exemplo, potencial aplicacdo das fibras ultrafinas de zeina com extrato de

bagaco de uva em embalagens ativas e inteligentes para alimentos.

4.3.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

A andlise de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) permite investigar as possiveis interacdes entre moléculas de
diferentes materiais, apds a mistura dos mesmos (DENG et al., 2018). Nesse
estudo, a analise foi realizada com o intuito de observar-se o0os grupos

funcionais do polimero zeina e do extrato de bagaco de uva, bem como as
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interacOes entre as moléculas presentes em ambas as amostras (atraves de
suas respectivas bandas), ap0s o processo de electrospinning.

A presenca de bandas na analise de FTIR pode indicar deformagdes
das cadeias, também denominadas de deformac¢do angular (3) (que podem ser
simétricas (3s) ou assimétricas (d;)) ou estiramento das funcdes, também
denominadas de deformacfes axiais (que podem ser (v) simétricas (vs) ou
assimétricas (va)).

Os espectros de FTIR da zeina pura (polimero em pd), do extrato de
bagaco da uva nédo encapsulado (extrato liofilizado) e das fibras ultrafinas de
zeina com extrato encapsulado nas proporcdes 0, 5, 10 e 15% (m/m) estéo
reportados em conjunto na Figura 11. Na Tabela 8, sdo demonstradas as
respectivas bandas de absor¢cdo observadas durante a andlise de grupos

funcionais para cada amostra.
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Figura 11 — Espectros FTIR do extrato de bagaco de uva ndo encapsulado, do polimero zeina
e das fibras ultrafinas de zeina com diferentes concentragdes de extrato de bagaco de uva.
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Tabela 8 — Bandas de absorcdo do extrato de bagaco de uva ndo encapsulado, do polimero zeina e das fibras ultrafinas de zeina
com diferentes concentracdes de extrato de bagaco de uva.

Namero de onda (cm ™)

Vibragao Extrato nao . . : . .
encapsulado Zeina Fibras 0% * Fibras 5% * Fibras 10% * Fibras 15% *
vOH/vNH 3302 3302 3302 3299 3302 3296
vsCH 2930 2960 2965 2957 2965 2965
vaCH 2857 2876 2864 2878 2879 2878
vC=0 1728
vC=0 1632 1649 1651 1649 1651 1645
vC=C 1605
vC-N/8N-H 1535 1535 1533 1539 1535
vaCOO’ 1516
d8sCH,/vsCOO" 1443
v(C-0O/60-H) 1446 1445 1447 1450 1452
dsCH3CO 1342
va=COC;/6COH 1269
vC-O 1206
0C-N 1240 1240 1240 1240 1236
vaCOC 1123 1128 1126 1128 1128 1126
vC-O 1076
vOCC 1049
yCH 831

* Nomenclatura da amostra referente & concentra¢@o de extrato encapsulado nas fibras ultrafinas expressa em % (m/m, em zeina na solugéo polimérica).
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O extrato de bagaco de uva ndo encapsulado apresentou bandas
caracteristicas em 3302 cm™ (vO-H sobreposto a vN-H) referente & hidroxila
presente em &lcoois, acidos, proteinas e fenéis, bandas em 2930 — 2857 cm™
(vsC-H; vaC-H) das cadeias ciclicas e alifaticas, banda em 1728 cm™ (vC=0)
referente a grupos carbonila, banda em 1632 cm™ (vC=0) da estrutura das
carboxilas e, banda em 1605 cm™ (vC=C) das ligacées do anel aromatico,
caracteristico em moléculas fendlicas (DONG et al.,, 2021; OLIVEIRA et al.,
2018; SILVA et al., 2014; TARANTILIS et al., 2008; ZHAO et al., 2015).

No extrato, foram observadas também bandas em 1516 cm™ (vo.COO),
1443 cm™ (8sCH.), 1443 cm™ (vsCOO), 1342 cm™ (8sCHsCO) e 1269 cm™
(va=C-0O-C; 8C-O-H no plano) dos grupamentos ligados aos anéis aromaticos.
Além disso, o espectro apresentou bandas caracteristicas de vibracdo C-O em
1206 cm™ (vC-0) de &lcool, 1123 cm™ (v,C-O-C) de éter ciclico, 1076 cm™ (vC-
0) de éter alifatico e 1049 cm™ (vO-C-C) de éter ciclico. Ainda, a banda em
831 cm™ (yC-H) representa os hidrogénios adjacentes presentes nas cadeias
aromaticas (DONG et al.,, 2021; OLIVEIRA et al., 2018; SILVA et al., 2014;
TARANTILIS et al., 2008; ZHAO et al., 2015).

A zeina pura (polimero em p0@) e as fibras ultrafinas de zeina sem
extrato encapsulado (Fibras 0%) ndo apresentaram diferencas nas bandas
observadas, indicando que o processo de electrospinning ndo afetou os grupos
funcionais do polimero.

Ambas as amostras demonstraram bandas em 3302 cm™® (vO-H
sobreposto a banda vN-H) referentes a amida A e em 2965 — 2864 cm™ (vsC-H;
vaC-H) dos grupos alifaticos. Bandas caracteristicas de proteinas foram
observadas em 1651 cm™ (vC=0) e 1535 cm™ (vC-N sobreposto ao 8N-H),
referentes as ligacdes dos grupos peptideos da amida | e da amida I,
respectivamente. Ainda é observada a banda em 1445 cm™, respectiva as
vibragbes (vC-O sobreposta a 80-H) e, por fim, bandas em 1240 cm™ (5C-N)
da amida Ill e 1126 cm™ (v4C-O-C) da cadeia (DENG et al., 2018, 2019; NIU et
al., 2020b).

As bandas de amida | e Il na regido entre 1600 — 1700 cm™ indicam a
predominéncia de estruturas secundarias o ou  da zeina. Assim, sugere-se
que ha predominancia do tipo a-zeina, visto que ndo ha bandas de absorcéo
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caracteristicas de B-zeina (bandas em ~ 1670 cm™ referentes a B-voltas e
bandas em ~ 1610 cm™ referentes a B-folhas) no espectro obtido (ALI et al.,
2014; FORATO; BICUDO; COLNAGO, 2003; ZHIJIANG et al., 2017).

As fibras ultrafinas de zeina incorporadas com 5, 10 e 15% (m/m) de
extrato de bagaco de uva apresentaram bandas similares as fibras sem extrato.
O desaparecimento da banda caracteristica de carbonila (em 1728 cm™)
presente no espectro do extrato de bagaco de uva ndo encapsulado e o
deslocamento da banda caracteristica de carboxila, de 1632 cm™ para,
aproximadamente, 1650 cm™, nos espectros das fibras com extrato
encapsulado sugerem que a interacdo do extrato com o polimero ocorreu
através de grupo carbonila do primeiro com o grupamento da amida | do
segundo.

Ainda, em razdo de nao serem observadas novas bandas para os
espectros das fibras ultrafinas de zeina com extrato encapsulado (em todas as
concentracdes), sugere-se que ocorreram interacées intermoleculares através
de ligacGes de hidrogénio e forcas de Van der Waals, sem a ocorréncia de
reacBes quimicas entre as moléculas. Essas interacdes sdo confirmadas pela
similaridade das regides fingerprint (regido do espectro de 800 < cm™ < 1500)
dos espectros das fibras ultrafinas de zeina sem extrato e das fibras com 5, 10
e 15% (m/m) de extrato encapsulado.

A presencga dessas interagdes intermoleculares nas fibras ultrafinas de
zeina com adicdo de extrato de bagaco de uva possivelmente contribuiu para
que ocorresse a encapsulacdo desse extrato nas estruturas nanomeétricas,
durante o processo de electrospinning. Ainda, é provavel que essas interacdes
entre as moléculas do material de parede e os compostos presentes no extrato,
interfiram no processo de liberacdo dos mesmos, sendo um importante fator a
ser avaliado para determinar as taxas de difusdo dos compostos bioativos em
diferentes meios e as possiveis aplicagbes para essas nanoestruturas em

embalagens ativas e inteligentes para alimentos.
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4.3.4. Propriedades térmicas
4.3.4.1 Calorimetria Diferencial de Varredura

A analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) proporciona
meios para avaliar os processos endotérmicos e exotérmicos que ocorrem na
amostra em aquecimento, permitindo obter dados sobre a temperatura de
transicdo vitrea e de degradacdo, além da energia necesséaria que deve ser
absorvida para que esses eventos ocorram (DENG et al.,, 2018; MEHRAN;
MASOUM; MEMARZADEH, 2020; REN et al.,, 2022). No presente trabalho,
analise foi realizada com o intuito de obter-se dados sobre as temperaturas e
energias de cada material. E, ainda, avaliar a influéncia do processo de
encapsulacdo por electrospinning nos parametros mencionados (através da
comparacao entre diferentes termogramas de antes e ap0s a encapsulacao).

Os termogramas de DSC da zeina pura (polimero em pd), do extrato
de bagaco da uva encapsulado (extrato liofilizado) e das fibras ultrafinas de
zeina com extrato encapsulado nas proporcbes 0, 5, 10 e 15% (m/m) estdo
reportados em conjunto na Figura 12. Na Tabela 9 sdo demonstradas as
respectivas temperaturas e entalpias observadas durante a analise térmica de

cada amostra.
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Figura 12 — Termogramas de DSC do extrato de bagac¢o de uva nao encapsulado, do polimero
zeina e das fibras ultrafinas de zeina com diferentes concentra¢gfes de extrato de bagaco de

uva.
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Tabela 9 - Temperaturas e entalpias, pela analise de DSC, do extrato de bagaco de uva ndo encapsulado, do polimero zeina e das

fibras ultrafinas de zeina com diferentes concentra¢gdes de extrato de bagacgo de uva.

Parametro *

Amostras

Extrato nao

Zeina Fibras 0% ** Fibras 5% **  Fibras 10% **  Fibras 15% **

encapsulado
Tpo 143,2 131,2 51,3 49,4 51,1 48,7
Tp: 146,5 149,3 58,3 55,5 57,5 56,5
AT, 4,8 35,4 12,9 11,3 12,9 14,3
AH; 3,7 16,9 2,1 1,1 1,9 1,4
Tpo 171,8 235,9 95,9 127,4 123,2 152,5
Tp2 173,6 239,9 120,1 134,7 133,8 166,4
AT, 2,7 3,4 56,6 19,7 32,4 27,9
AH; 0,25 2,3 44,7 8,9 36,1 9,7
Tpo 175,6 256,2 183,7 195,5 231,1
Tps 181,6 258,5 191,0 200,2 234,6
ATj 11,8 4,5 18,6 8,7 0,5
AH3 4,1 13,8 10,3 3,4 6,0
Tpo 205,9
Tpa4 214,2
AT, 10,1
AH, 0,43
Tpo 228,3
Tps 241,9
ATs 6,2
AHs 5,2

* Tpo, = Temperatura inicial (°C), Tpy = Temperatura de pico (°C), AT, = Variacéo de temperatura, AH, = Entalpia (J.g™);

** Nomenclatura da amostra referente a concentracéo de extrato encapsulado nas fibras ultrafinas expressa em % (m/m, em zeina na solucéo polimérica).
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O extrato de bagaco de uva nao encapsulado apresentou cinco
eventos térmicos, sendo quatro desses endotérmicos e um exotérmico (Tabela
9). A primeira endoterma foi observada na temperatura de 146,5 °C (AH = 3,7
J.g"), seguido da endoterma em 173,6 °C (AH = 0,25 J.g}). O terceiro evento
térmico, em 181,6 °C, apresentou a maior absorcéo de energia, com AH = 4,1
J.g*. E, posteriormente, foi observada a quarta endoterma, na temperatura de
214,2 °C (AH = 0,43 J.g™).

As transicOes supracitadas possivelmente referem-se as temperaturas
de fusdo e as respectivas energias necessarias para aumentar o estado de
agitacdo molecular e ocasionar a mudanca de estado fisico (de sélido para
liguido) dos diferentes compostos que estdo presentes no bagaco de uva
liofilizado. Por fim, observou-se uma exoterma em, aproximadamente, 242 °C
(AH = 5,2 J.g%), provavelmente referente a decomposicdo da amostra por
combustéo.

O polimero zeina em pé apresentou trés efeitos endotérmicos (Tabela
9), sendo que o efeito com maior valor de entalpia relativa a energia absorvida
foi a primeira endoterma, observada em 149,3 °C (AH = 16,9 J.g%), relativa a
temperatura de transicdo vitrea da proteina. As demais endotermas, em
temperaturas iguais a 239,9 (AH = 2,3 J.g*%) e 258,5 °C (AH = 13,8 J.g%).,
possivelmente sdo referentes a decomposicdo da zeina, visto que a
degradacdo térmica de biopolimeros pode ocorrer em duas etapas, sendo a
etapa inicial relacionada a quebra das ligacdes da rede de moléculas e a
segunda etapa relacionada a degradacdo das ligacdes internas de cada
mondmero que compde o biopolimero (DENG et al., 2018).

No geral, as fibras ultrafinas de zeina com e sem extrato de bagaco de
uva encapsulado também apresentaram trés eventos térmicos (Tabela 9). O
primeiro evento em, aproximadamente, 58 °C, pode ser atribuido a perda de
agua pelas fibras ultrafinas (DRAGO et al., 2022; NEO et al., 2013).

O segundo evento térmico, referente a transicdo vitrea dos materiais,
ocorreu em temperatura igual a 120,1 °C (absorvendo energia de AH = 44,7
J.g") para as fibras compostas apenas pela proteina (Fibras 0%). As demais
fibras de zeina com extrato de bagaco de uva incorporado nas proporcoes 5,
10 e 15% (m/m) apresentaram temperaturas de transicdo vitrea superiores,

com valores iguais a 134,7; 133,8 e 166,4 °C, respectivamente. Indicando que
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esses materiais fibrosos sdo mais estaveis termicamente, sendo que as fibras
com 15% de extrato foram o material mais estavel, pois apresentaram a
temperatura de degradacao mais alta.

Esse comportamento de elevacdo da temperatura de transicdo vitrea
em relacdo as fibras com extrato encapsulado, provavelmente ocorreu em
funcdo da menor mobilidade das cadeias de zeina devido as interagbes com o
extrato de bagaco de uva, por exemplo, através de ligacbes de hidrogénio
(ALTAN; CAYIR, 2020; REN et al., 2022; WANG et al., 2016).

O terceiro evento térmico observado nos termogramas das fibras com
extrato, com endotermas em, aproximadamente, 200 °C, possivelmente seja
referente & decomposi¢édo das amostras (NEO et al., 2013; WANG et al., 2022).

A inexisténcia dos picos caracteristicos observados no termograma do
extrato ndo encapsulado em relacdo aos termogramas das fibras ultrafinas de
zeina com extrato nas proporcdes 5, 10 e 15% (m/m) indica que 0os compostos
do bagaco de uva foram eficientemente encapsulados pela matriz polimérica
(MEHRAN; MASOUM; MEMARZADEH, 2020)

Ainda, os resultados de DSC demonstram que as fibras ultrafinas de
zeina com extrato de bagaco de uva (em todas as concentracdes adicionadas)
apresentam potencial para aplicagbes em temperaturas mais elevadas como,
por exemplo, temperaturas de processos térmicos que visem a conservacao
dos alimentos, visto que foram estaveis termicamente até, aproximadamente,
130 °C.

4.3.4.2 Analise de Termogravimetria

A analise de termogravimetria (TGA) permite avaliar a estabilidade
térmica das amostras em aquecimento, mensurando a perda de massa das
mesmas. Ainda, a comparacao entre diferentes termogramas de TGA antes e
apos o processo de encapsulacédo por electrospinning possibilita obter dados
sobre a influéncia do mesmo na estabilidade térmica do material de parede e
compostos encapsulados (DENG et al., 2018; NEO et al., 2013).

Os termogramas de TGA da zeina pura (polimero em po), do extrato de
bagaco da uva nado encapsulado (extrato liofilizado) e das fibras ultrafinas de

zeina com extrato encapsulado nas proporgfes 0, 5, 10 e 15% (m/m) estdo
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reportados em conjunto na Figura 13. As respectivas temperaturas e perdas de

massa observadas durante a analise térmica de cada amostra sao
demonstradas na Tabela 10.

100 Am

Massa (%)

Extrato
——— Fibra 0%
—— Fibra 5%
—— Fibra 10%
—— Fibra 15%
Zeina

\ \ \ \ \ ‘ \ !
100 200 300 400 500

Temperatura (°C)

Figura 13 - Curvas de perda de massa por TGA do extrato de bagaco de uva néo encapsulado,

do polimero zeina e das fibras ultrafinas de zeina com diferentes concentracdes de extrato de
bagaco de uva.
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Tabela 10 - Temperaturas e perdas de massa, pela andlise de TGA, do extrato de bagaco de uva liofilizado e ndo encapsulado, do

polimero zeina e das fibras ultrafinas de zeina com diferentes concentracdes de extrato de bagaco de uva.

Parametro *

Amostras

Extrato nao

encapsulado Zeina Fibras 0% ** Fibras 5% **  Fibras 10% **  Fibras 15% **

Tpo 110,40 172,70 191,40 152,70 152,40 155,00
Tp1 120,00 184,20 205,20 170,60 165,10 158,60
Am; 8,22 3,83 2,89 1,67 2,56 2,95
Tpo 210,90 283,30 285,10 282,70 286,60 289,20
Tp2 220,90 318,40 311,90 310,30 310,30 311,80
Am; 33,97 64,32 55,53 60,89 53,15 53,24
TPo 308,50

Tps 314,10

Amg 23,01

Amy 65,20 68,15 58,42 62,63 55,71 56,19
Amg 34,80 31,85 41,58 37,37 44,29 43,81

* Tpo = Temperatura inicial (°C), Tpy

(%);

Temperatura de pico (°C), Am, = Variacdo de massa (%), Amt = Variacdo de massa total (%), Amgr = Massa do residuo

** Nomenclatura da amostra referente a concentracao de extrato encapsulado nas fibras ultrafinas expressa em % (m/m, em zeina na solugdo polimérica).
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O extrato de bagaco de uva ndo encapsulado apresentou trés eventos
de perda de massa, conforme a Tabela 10. O primeiro evento foi observado na
temperatura de 120 °C, sendo responsével por uma perda de massa igual a
8,22% (em relacdo a massa inicial). Essa massa perdida pode ser atribuida a
evaporacdo dos compostos volateis presentes no extrato e também a
eliminacdo de uma pequena quantidade de dgua que possivelmente tenha sido
absorvida do ambiente durante a manipulagdo da amostra no momento da
analise, visto que por se tratar de um extrato liofilizado, o mesmo é altamente
higroscopico.

O segundo evento térmico em, aproximadamente, 221 °C, foi
responsavel pela maior perda de massa do extrato durante toda a analise
(33,07% da massa inicial). Esse evento provavelmente refere-se ao inicio da
decomposicdo térmica dos compostos presentes no extrato. Por fim, a perda
de 23,01% da massa inicial é referente a decomposicao final dos compostos
mais estaveis termicamente presentes no extrato de bagaco de uva nao
encapsulado (Tabela 10).

As amostras de zeina pura (polimero em pd) e de todas as fibras
analisadas apresentaram apenas dois eventos de perda de massa, sendo que
o polimero zeina em po teve a maior perda de massa em relagdo a todas as
amostras (Tabela 10), igual a 68,15% da massa inicial. Essa perda total de
massa ocorreu em duas temperaturas, de 184,20 (3,83%) e 318,40 °C
(64,32%). A primeira temperatura € possivelmente atribuida a degradacéo da
rede polimérica formada a partir de interacdes intermoleculares das cadeias de
zeinas adjacentes e, a segunda temperatura, provavelmente deve-se a
degradacdo dos monémeros da proteina (DENG et al., 2018; XU et al., 2021).

As fibras sem extrato apresentaram a maior estabilidade térmica frente
as demais amostras (Tabela 10), com o primeiro evento de perda de massa em
temperatura igual a 205,20 °C (perda de 2,89% da massa inicial). O segundo
evento, em 311,90 °C, foi responsavel pela perda de mais da metade da massa
inicial (55,53%), resultando em uma perda total igual a 58,42%. Esses eventos
provavelmente séo referentes as degradacbes causadas pelo rompimento das
interacbes intermoleculares e degradacdo dos mondmeros do biopolimero,
conforme supracitado para a zeina na forma de p6é (DENG et al., 2018; XU et
al., 2021).
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As fibras ultrafinas de zeina com 5, 10 e 15% (m/m) de extrato exibiram
comportamento térmico semelhante, conforme demonstrado na Tabela 10. Os
primeiros eventos térmicos dessas amostras ocorreram na faixa de 170,60 a
158,60 °C, com perdas de massas de 1,67 a 2,95% (da massa inicial) em
relacdo as fibras com 5 a 15% (m/m) de extrato, respectivamente. Ainda, as
fibras ultrafinas de zeina com 5% (m/m) de extrato demonstraram ser o
material com menor perda de massa entre as trés fibras com extrato
encapsulado.

O segundo evento térmico dessas amostras ocorreu em torno de 310
°C para as trés fibras ultrafinas, resultando em perdas de massa finais de até
62,63% (da massa inicial). Novamente, esses eventos térmicos e as
consequentes perdas de massas em dois estagios sdo atribuidos as
degradacfes intermoleculares e intramoleculares da proteina, conforme ja
mencionado (DENG et al., 2018; XU et al., 2021).

Além disso, observou-se que tanto o extrato ndo encapsulado, quanto
a zeina em forma de po e fibras ultrafinas com diferentes concentracdes de
extrato encapsulado, apresentaram massa residual de até 43,81% (em relacéo
a massa inicial) apos o término da andlise. Segundo Deng et al. (2018), essa
massa de residuo observada em 600 °C provavelmente €& constituida por
compostos inorganicos formados a partir da degradacéo térmica das amostras.

De modo similar ao mencionado na secdo 4.3.4.1 (discussdo dos
resultados da andlise de DSC), o desaparecimento dos picos de temperatura
caracteristicos de perdas de massa do extrato bagaco de uva em relacdo as
fibras ultrafinas de zeina com extrato de bagaco de uva encapsulado (em todas
as concentracdes) indicam adequada encapsulacdo do extrato pela matriz

polimérica por electrospinning.

4.3.5. Angulo de contato

Os angulos de contato com a agua das membranas de fibras ultrafinas
de zeina com diferentes concentragfes de extrato de bagaco de uva (0, 5, 10 e
15% m/m) estdo representados na Figura 14 durante os tempos iguais a 0, 25
e 50 s apos a queda da gota de agua. Os valores referentes aos angulos

meédios das amostras estdo apresentados na Tabela 11.
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Figura 14 - Angulo de contato com a 4gua das membranas das fibras ultrafinas de zeina com
concentracdes de extrato de bagaco de uva iguais a 0 (a, b, ¢), 5 (d, e ,f), 10 (g, h, i) e 15% (j,
k, I) em tempos iguais a 0 (a, d, g, j), 25 (b, e, h, k) e 50 (c, f, i, I) segundos ap6s a queda da

gota de 4gua.
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Tabela 11 - Angulo de contato médio das membranas de fibras ultrafinas de

zeina com diferentes concentracfes de extrato de bagaco de uva.

Angulo de contato médio (°)
Fibras ultrafinas *

Os 25s 50's
Fibras 0% 103,86 31,72 30,17
Fibras 5% 104,40 30,98 29,30
Fibras 10% 108,63 29,72 28,62
Fibras 15% 103,36 28,72 27,50

* Nomenclatura da amostra referente & concentracdo de extrato encapsulado nas fibras
ultrafinas expressa em % (m/m, em zeina na solug¢éo polimérica).

No tempo zero (momento inicial ap6s a queda da gota), as membranas
de fibras ultrafinas de zeina sem extrato (Fibras 0%) e com a maior
concentracdo de extrato de bagaco de uva encapsulado apresentaram angulos
de contato médios muito préximos, iguais a 103,86 e 103,36°, respectivamente
(Tabela 11), sugerindo que, de modo geral, a incorporacdo do extrato nao
afetou drasticamente esse parametro no periodo de tempo inicial de interacédo
com a gota de agua.

Apos transcorridos 25 s da queda da gota, todas as amostras
demonstraram elevada reducdo nos valores de angulos de contato meédios.
Essa reducdo se tornou menos pronunciada ao longo do periodo de tempo
compreendido entre 25 e 50 s, sendo que nesse Ultimo tempo as membranas
de fibras ultrafinas de zeina com 0 e 15% (m/m) de extrato de bagaco de uva
encapsulado demonstraram valores de angulos de contatos médios iguais a
30,17 e 27,50°, respectivamente (Tabela 11).

Os valores mais altos de angulo de contato médio para a membrana de
fibras ultrafinas de zeina sem extrato em 25 e 50 s possivelmente ocorreram
devido a presenca de residuos de aminoacidos hidrofébicos na proteina, que
diminuem a interacdo da mesma com a agua e, consequentemente, tornam a
membrana mais hidrofobica (GITERU; ALI; OEY, 2021).
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Em relacdo as membranas das fibras ultrafinas de zeina com 5, 10 e
15% (m/m) de extrato de bagaco de uva, a maior reducdo nos angulos de
contato (em relacdo ao tempo zero) provavelmente ocorreu devido a
incorporacdo das moléculas de antocianinas, compostos altamente hidrofilicos
e sollveis em agua, que possibilitaram aumento da interacdo das membranas
com a gota de agua, tornando as mesmas mais hidrofilicas (OLIVEIRA FILHO
et al., 2021; PRIETTO et al., 2018).

Esse fato pode ser util para determinar a aplicacdo do material
produzido. A interacdo das moléculas do extrato encapsulado com ions
hidrogénio ou hidroxilas presentes no meio permite que essas membranas de
fibras ultrafinas de zeina com extrato rico em antocianinas do bagaco de uva
sejam empregadas em embalagens inteligentes, como sensores colorimétricos
naturais responsivos ao pH, atuando, por exemplo, no monitoramento da
qualidade dos alimentos (OLIVEIRA FILHO et al., 2021; PRIETTO et al., 2018).

Prietto et al. (2018) observaram comportamento semelhante de maior
hidrofilicidade em membranas de fibras de zeina com antocianinas extraidas do
repolho roxo em comparacdo com as membranas de fibras de zeina pura. No
entanto, esses autores relataram resultados inferiores em relagdo ao tempo
necessario, apés interacdo com a agua, para que o angulo de contato das

membranas de fibras com extrato se tornasse zero.

4.3.6. Atividade antioxidante

Avila et al. (2020) mencionam que 0s compostos fendlicos, como as
antocianinas presentes na uva, podem ser classificados como antioxidantes
primarios, os quais atuam de modo a inibir as rea¢fes oxidativas e, devido a
sua capacidade de eliminacdo de radicais livres, podem ser empregados na
industria de alimentos, por exemplo, para estender a vida atil de produtos
embalados. Assim, as atividades antioxidantes do extrato de bagaco de uva
nao encapsulado e das fibras ultrafinas de zeina, sem e com esse extrato,
frente aos radicais livres ABTS, DPPH, ON e OH estdo reportadas na Tabela
12.
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Tabela 12 - Atividades antioxidantes do extrato de bagaco de uva né&o
encapsulado e encapsulado em fibras ultrafinas de zeina em diferentes
concentracoes frente aos radicais ABTS, DPPH, ON e OH.

Inibicdo dos radicais livres (%)**

Amostras *
ABTS DPPH ON OH

Extrato ndo

87,50+0,10* 82,07+0,38% 59,13+0,64% 4536+3,07°
encapsulado

Fibras0% 36,36 +060° 491+2219 394+2,18¢ nd
Fibras 5%  41,10+231% 20,18+1,46° 2345+122° 8,13+1,81°
Fibras 10% 47,90 +2,19° 36,38+1,84° 3313+3,75° 11,96+290°

Fibras 15% 58,29+0,25° 3794+152° 36,76 +3,77° 20,13+1,71°

* Nomenclatura da amostra referente a concentracdo de extrato encapsulado nas fibras
ultrafinas expressa em % (m/m, em zeina na solucéo polimérica);

** Radicais ABTS (2,2-azino-bis(3-ethylbenzo thiazoline-6-sulfonic acid) diammoninum salt);
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil); ON (6xido nitrico); OH (hidroxila);

nd = ndo detectado;

ab Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre
os dados pelo teste Tukey (p < 0,05).

Nos estudos que objetivam avaliar a eficacia antioxidante de
determinada amostra é recomendado o emprego de mais de um modelo in
vitro, em razao das diferencas de cada método para avaliar a capacidade de
eliminacdo dos radicais livres pela amostra. Assim, 0s ensaios frente aos
radicais disponiveis no mercado, como DPPH e ABTS, sdo amplamente
relatados na literatura para avaliar a atividade antioxidante de amostras, como
produtos naturais e seus extratos e, assim, possibilitam a comparacdo entre
resultados novos e dados ja relatados (RUBERTO et al., 2007).

Outro modo de realizar a avaliacdo da atividade antioxidante in vitro
através da determinacdo da capacidade de eliminar as espécies reativas de

oxigénio (EROS), um grupo de substancias que contém atomos de oxigénio
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altamente reativos e com forte poder oxidante, representado pelos radicais
superoxido, peroxido de hidrogénio, hidroxila, éxido nitrico, peroxila e alcoxila
(CHARRIER; ANASTASIO, 2011; DUAN et al., 2007; ZHANG et al., 2019b).

Para analise que empregou o radical livre ABTS, o extrato néo
encapsulado apresentou capacidade de eliminacdo de 87,50% dos radicais
livres, valor superior a todas as amostras analisadas. Esse valor também foi
significativamente maior (p < 0,05) para esse mesmo radical em relacdo as
fiboras ultrafinas de zeina com extrato encapsulado, que apresentaram
atividades antioxidantes iguais a 41,10; 47,90 e 58,29% para as concentracdes
de extrato iguais 5, 10 e 15% (m/m), respectivamente. As fibras sem extrato
também demonstraram atividade antioxidante, eliminando, aproximadamente,
36% dos radicais livres.

A capacidade de eliminar radicais livres das fibras ultrafinas de zeina
sem a presenca de extrato de bagaco de uva (Fibras 0%) pode ser relacionada
a presenca de residuos de aminoacidos, como arginina, alanina, histidina,
leucina, metionina e valina, que apresentam atividade antioxidante tanto na
forma livre como na forma de residuo em proteinas. Além disso, a alta area
superficial das fibras ultrafinas de zeina proporciona maior contato da solucéo
de radicais livres com a estrutura das paredes das fibras, o que possivelmente
favorece a eliminacao desses radicais pelo material nanométrico (BRUNI et al.,
2020; ZHANG,; LUO; WANG, 2011).

Os dados relativos ao extrato de bagaco de uva néo encapsulado sé&o
inferiores aos relatados na literatura por lora et al. (2015) em seu estudo com
bagaco de Vitis vinifera das variedades Merlot, Tanat e Cabernet Sauvignon,
cultivadas no Brasil. Milin¢ic et al. (2021) também relataram melhores
resultados de eliminacdo do radical ABTS ao avaliarem o bagaco de uva tinta
Prokupac produzida na regido vinicola da Sérvia.

Em relagéo ao radical DPPH, o extrato ndo encapsulado apresentou
capacidade de eliminacédo desses radicais igual a 82,07%. As fibras ultrafinas
de zeina com extrato de bagaco de uva demonstraram valores
significativamente menores (p < 0,05), entre 20,18 a 37,94% para as fibras com
5 e 15% (m/m) de extrato de bagaco de uva encapsulado, respectivamente.

Ainda, as fibras sem extrato (Fibras 0%) também exerceram pequeno efeito
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sobre os radicais DPPH, eliminando aproximadamente 5% dos mesmos
(Tabela 12).

Peixoto et al. (2018) relataram resultado superior para o extrato nao
encapsulado obtido a partir do bagago de uva Vitis vinifera L. de vinho tinto
produzido em uma vinicola situada em Portugal. Ruberto et al. (2007) também
mencionaram melhores atividades antioxidantes para os bagacos de uvas
tintas de cinco cultivares de Vitis vinifera L. obtidos apds a producao de vinhos
na Italia.

As substancias EROS, como os radicais oOxido nitrico e hidroxila,
podem ser associadas a oxidacdo de lipideos, proteinas e &cidos nucléicos.
Assim, sdo capazes de ocasionar a deterioracdo dos alimentos e, ainda,
possuem relacdo com diversas doengas em organismos Vvivos, como O
envelhecimento celular, a artrite reumatoide, a carcinogénese, o diabetes, as
doencas coronarianas, diversas inflamacdes, entre outras (CHARRIER;
ANASTASIO, 2011; DUAN et al., 2007).

A producédo excessiva dessas moléculas pelos organismos vivos, sem
a acdo de um agente antioxidante, causa um desequilibrio, provocando
estresse oxidativo. Embora 0s organismos possuam sistemas antioxidantes
para protegé-los, esses sistemas podem n&o ser capazes de reparar a
totalidade dos dados causados. Assim, compostos naturais com atividade
antioxidante, como as antocianinas, podem ajudar na protecdo contra o
estresse oxidativo (CHARRIER; ANASTASIO, 2011; DUAN et al., 2007;
ZHANG et al., 2019b).

O o6xido nitrico é vital para o funcionamento de organismos vivos, pois
estd associado a manutencdo da homeostase dos mesmos, porém, quando
esse radical estd presente em concentracdes elevadas (estresse oxidativo)
pode desencadear certas doencas, como processos inflamatérios exacerbados
(APAK et al., 2016; YEN; LAI; CHOU, 2001).

O extrato de bagaco de uva ndo encapsulado foi capaz de eliminar
59,13% dos radicais livres ON. As fibras ultrafinas de zeina incorporadas com
extrato também apresentaram efeito sob esse radical livre, eliminando de 23,45
a 36,76% para as fibras com concentracdes de extrato iguais 5 e 15% (m/m),

respectivamente. Ainda que significativamente menor (p < 0,05), as fibras
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ultrafinas sem extrato também apresentaram atividade antioxidante frente a
esses radicais (3,94%) (Tabela 12).

A outra substancia EROS analisada, o radical hidroxila, em geral, é o
radical mais reativo e nocivo para 0s organismos vivos, podendo causar danos
ao DNA dos mesmos. Essa EROS é gerada quando a agua € exposta a
radiacado ionizante ou pela reacdo de Fenton (quando ha ions ferrosos em
presenca de peroxido de hidrogénio) (CHENG; JEN; TSAI, 2002).

Para os radicais livres OH, as fibras ultrafinas de zeina sem extrato néo
apresentaram atividade antioxidante detectavel, as fibras com 5 e 10% (m/m)
de extrato de bagaco de uva demonstraram a mesma capacidade de
eliminagdo desses radicais e as fibras ultrafinas com 15% de extrato exibiram o
melhor resultado (20,13%) entre os materiais encapsulados. Nessa mesma
analise, o extrato de bagaco de uva ndo encapsulado capturou cerca de 45%
dos radicais OH disponiveis no meio (Tabela 12).

Embora menos frequente na literatura estudos que avaliem a atividade
antioxidante de extrato de bagaco de uva ndo encapsulado pelos métodos dos
radicais ON e OH, os dados obtidos no presente trabalho demonstraram o
potencial do extrato para eliminar radicais EROS. Esses resultados sé&o
importantes em razéo das espécies ON e OH serem responsaveis por causar
doencas nos organismos vivos a partir de estresse oxidativo e por estarem
relacionados com a oxidacao lipidica nos alimentos, conforme supracitado.

Ainda, € importante mencionar que, embora em termos percentuais,
tanto o extrato ndo encapsulado quanto as fibras ultrafinas de zeina com
extrato (em todas as concentracdes) tenham apresentado menores atividades
antioxidantes em relacéo aos radicais ON e OH, comparativamente, ao ABTS e
DPPH, as duas primeiras espécies sdo moléculas importantes para a
manutengao do adequado funcionamento de organismos vivos e sua completa
inibicdo seria prejudicial. Assim, menores taxas de captura desses radicais
possivelmente sdo suficientes para reduzir a concentracdo das espécies
oxidantes em excesso e, consequentemente, controlar o estresse oxidativo,
protegendo as células de danos que poderiam ser causados por esses radicais.

N&do foram encontrados dados ja publicados na literatura que

reportassem a captura dos quatro radicais livres aqui estudados por fibras
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ultrafinas de zeina incorporadas com extrato de bagaco de uva de vinho tinto,
rico em antocianinas.

Porém, ao comparar-se os dados da Tabela 12, observou-se que o
extrato de bagaco de uva ndo encapsulado demonstrou maior capacidade de
eliminacdo, frente ao material encapsulado, para todos os radicais livres
avaliados. A menor atividade antioxidante dos materiais encapsulados
provavelmente ocorreu em funcdo da liberacdo incompleta do extrato de
bagaco de uva a partir das fibras ultrafinas de zeina, visto que a metodologia
utilizada mensurou apenas o ponto inicial do fendmeno de difusdo, que
provavelmente representa a liberacdo parcial dos compostos bioativos do
extrato. Outro fator que também pode ter influenciado na discrepancia
observada é a menor concentracdo de extrato encapsulado que esta presente
nas fibras ultrafinas em relacdo a concentracdo de extrato livre.

Contudo, pode-se observar que o processo de nanoencapsulacao por
electrospinning manteve a atividade antioxidante do extrato frente aos radicais
ABTS, DPPH, ON e OH, o que pode ser considerado uma alternativa
promissora para preservar as moléculas bioativas existentes no extrato, como
as antocianinas, contra fatores ambientais (como luminosidade, umidade,
ataques enzimaticos, oxigénio, entre outros) e aumentar a estabilidade quimica
e térmica das moléculas, ao mesmo tempo em que mantém suas funcdes
bioldgicas, como a atividade antioxidante. Visto que, em contraste, o extrato
nao encapsulado poderia ser facilmente degradado no ambiente. E, sua
liberacdo total e pontual no meio, possivelmente ndo seria capaz de proteger
os alimentos de processos oxidativos que ocorrerdo ao decorrer do periodo de
armazenamento dos mesmos.

Ainda, embora as fibras ultrafinas de zeina com extrato de bagaco de
uva apresentem menores atividades antioxidantes (Tabela 12), o percentual
necessario de inibicdo de radicais livres deve estar associado a aplicagdo em
gue serdo utilizadas as nanoestruturas. Assim, as capacidades de captura de
radicais livres relatadas para as fibras ultrafinas de zeina com extrato de
bagaco de uva podem ser suficientes para controlar processos oxidativos que
ocorrem em alguns alimentos, por exemplo, com vida util de curto prazo. Além
disso, considerando-se uma liberagéao inicial e parcial dos compostos bioativos

encapsulados, essas nanoestruturas possivelmente também possam ser
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aplicadas a sistemas que necessitem de liberacdo lenta e sustentada de
compostos antioxidantes, como alimentos armazenados por longos periodos de
tempo, devido sua vida util de longo prazo.

Tais fatos indicam potencial aplicacdo para as fibras ultrafinas de zeina
com extrato de bagaco de uva como emissoras de compostos antioxidantes,
que visem estender vida atil de alimentos, como carneos e pescado, em

embalagens ativas antioxidantes.

4.3.7. Atividade antimicrobiana

A contaminacdo dos alimentos por microrganismos causa perdas
econdmicas, além de ser responsavel pela transmissdo de doencas aos
consumidores, podendo levar a casos graves, com hospitalizacdes e mortes.
Aliado a esses fatos, atualmente, diversas bactérias apresentam resisténcia
aos antibioticos de uso regular, evidenciando a necessidade de pesquisas na
area para encontrar novos compostos com atividade antimicrobiana (MA et al.,
2019).

As moléculas de antocianinas podem inibir o crescimento bacteriano
através de mecanismos de interacdo com a membrana celular desses
microrganismos (por exemplo, por ligacdes de hidrogénio ou interacOes
hidrofébicas), alterando a permeabilidade seletiva da membrana ou causando a
ruptura da mesma, 0 que provoca extravasamento de componentes
intracelulares, como enzimas e ions reguladores da pressdo osmotica (Na* e
K"). Ainda, esses danos ocasionados as células interferem e modificam
funcdes metabdlicas das bactérias, como as rea¢des envolvidas no processo
respiratorio e sintese de proteinas. Dependendo da intensidade do dano
causado, além de inibir o crescimento, as antocianinas podem apresentar efeito
bactericida (DENG et al., 2021; GONG et al., 2021; MA et al., 2019; YU,
AHMEDNA, 2013).

O extrato de bagaco de uva, rico em compostos fendlicos, como as
antocianinas, apresentou halos de inibicdo, pela metodologia de difusdo em
agar (DA), frente as bactérias E. coli e S. aureus na forma néo encapsulada,
além de também ter sido observado pequeno efeito das fibras ultrafinas de
zeina com extrato encapsulado para a E. coli, conforme a Tabela 13.
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Tabela 13 - Halos de inibicdo por difusdo em &gar frente as bactérias E. coli e
S. aureus para o extrato de bagaco de uva ndo encapsulado e encapsulado em

fibras ultrafinas de zeina em diferentes concentracdes

Halo de inibicdo (mm)

Amostras
E. coli S. aureus
Extrato n&o encapsulado 5 6
Fibras 0% * nd nd
Fibras 5% * nd nd
Fibras 10% * 2 nd
Fibras 15% * 4 nd

* Nomenclatura da amostra referente & concentracdo de extrato encapsulado nas fibras
ultrafinas expressa em % (m/m, em zeina na solu¢éo polimérica);

nd = ndo detectado.

Em relacdo ao extrato ndo encapsulado, o menor halo de inibicdo para
bactéria Gram negativa (E. coli) possivelmente ocorreu em razdo de a mesma
possuir uma membrana celular em dupla camada (possui uma membrana
externa) e fortemente hidrofébica, que a torna mais resistente a agentes
antimicrobianos, quando comparada a membrana simples da estrutura Gram
positiva (S. aureus) (SMITH-PALMER; STEWART; FYFE, 1998).

Os dados obtidos para o extrato ndo encapsulado séo inferiores aos
reportados por Oliveira et al. (2013), que também utilizaram a andlise de
difusdo em &gar, e relatam maiores halos de inibicdo tanto para a bactéria E.
coli (7 — 10 mm) como para a S. aureus (9 — 12 mm) em seu estudo sobre os
compostos dos bagacgos das uvas Merlot e Syrah (ambas Vitis Vinifera) obtidos
de vinho tinto (produzidos no Brasil) e extraidos por fluido supercritico (gas
carb6nico).

Resultado semelhante para S. aureus e inferior para a E. coli (sem halo
de inibicdo) foram relatados em um estudo realizado por Xu et al. (2016) sobre

extrato do bagaco de vinho tinto da uva Chambourcin (hibrida) cultivada na
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Virginia e extraido com acetona 80% (v/v, em agua destilada). Esses
pesquisadores avaliaram também outra cultivar de uva tinta da mesma
localidade, a Cabernet Franc (Vitis Vinifera), que apresentou atividade
antimicrobiana superior em relacédo aos resultados obtidos no presente trabalho
para S. aureus (12 mm) e inferior para a E. coli (sem halo de inibi¢cao).

Em relacdo a atividade antimicrobiana das fibras ultrafinas de zeina
com extrato de bagaco de uva encapsulado por difusdo em agar, somente as
fibras com 10 e 15% (m/m) de extrato apresentaram halo de inibicdo frente a
bactéria E. coli. Esse comportamento possivelmente ocorreu em funcdo de
algumas variaveis, como a difusdo dos compostos do extrato a partir das fibras
de zeina, a migracdo desses compostos antimicrobianos pelo agar e a
interacdo dos mesmos com 0S microrganismos terem sido mais adequadas em
relacdo a bactéria E. coli guando comparada a S. aureus.

Ainda, os menores halos de inibicdo das fibras ultrafinas de zeina com
extrato de bagaco de uva, quando comparados ao extrato ndo encapsulado,
possivelmente estdo associados a maior facilidade de difusdo pelo agar que
este Ultimo apresenta, dado que ndo esta encapsulado em uma matriz
polimérica. Todavia, o extrato ndo encapsulado possivelmente sera degradado
com maior facilidade quando exposto a fatores ambientais (luminosidade,
oxigénio, ataque enzimatico, entre outros), visto que ndo dispdéem de um
material de parede para protegé-lo.

Outrossim, a metodologia de difusdo em agar é um teste qualitativo de
avaliacdo inicial da atividade antimicrobiana de uma substancia contra
determinada cepa, sendo necessaria posterior andlise quantitativa pelos
métodos de concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) (OLIVEIRA et al., 2013; XU et al., 2016).

Assim, a CIM e a CBM frente as bactérias E. coli e S. aureus para o
extrato de bagaco de uva na forma ndo encapsulada e encapsulada em fibras

ultrafinas de zeina estéo reportados na Tabela 14.
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Tabela 14 — CIM e CBM frente as bactérias E. coli e S. aureus para o extrato
de bagaco de uva ndo encapsulado e encapsulado em fibras ultrafinas de

zeina em diferentes concentracgdes.

CIM ** CBM **
Amostras
E. coli S. aureus E. coli S. aureus

Extrato ndo
encapsulado 4,0 16,0 nd 16,0
Fibras 0% * nd nd nd nd
Fibras 5% * nd nd nd nd
Fibras 10% * 40 3,2 nd nd
Fibras 15% * 4.8 3,0 nd nd

* Nomenclatura da amostra referente & concentracdo de extrato encapsulado nas fibras
ultrafinas expressa em % (m/m, em zeina na solu¢éo polimérica);

* CIM = Concentracdo Inibitéria Minima, em mg.mL™; CBM = Concentracdo Bactericida
Minima, em mg.mL™";

nd = ndo detectado.

O extrato de bagaco de uva ndo encapsulado apresentou atividade
antimicrobiana para as duas bactérias utilizadas, sendo as CIM observadas
iguais a 4,0 e 16,0 mg.mL™ para a E. coli e S. aureus, respectivamente (Tabela
14).

Silva et al. (2018) avaliaram bagacos de vinhos tintos das uvas
portuguesas Touriga Nacional e Preto Martinho (ambas Vitis vinifera). Os
dados reportados mencionaram CIM inferior, igual a 0,075 mg.mL™? para o
extrato do bagaco da uva Preto Martinho em relagcdo ao microrganismo S.
aureus e sem efeito inibitério para a outra casta em relagdo a esse
microrganismo. Ainda, ambos o0s residuos da industria vinicola né&o
apresentaram atividade antimicrobiana frente a E. coli.

A cultura de S. aureus também foi mais susceptivel ao extrato de
bagaco das uvas Cabernet Franc (Vitis Vinifera) e Chambourcin (hibrida)

cultivadas na Virginia, demonstrando CIM igual a 75 mg.mL™. Conforme
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também relatado por Xu et al. (2016), ambos os extratos ndo apresentaram
efeito inibitério sob a E. coli. De modo analogo, o trabalho de Peixoto et al.
(2018) utilizando bagaco de vinho tinto de uvas (Vitis vinifera) cultivadas em
Portugal, reportou valores de CIM igual a 20 mg.mL™ para S. aureus e maior
que 20 mg.mL™* de bagaco de uva para a bactéria E. coli.

Diversos fatores dificultam a comparagédo dos resultados obtidos com
os dados da literatura em relacdo as analises CIM e CBM, bem como em
relacdo a analise de DA, em virtude das inUmeras variaveis envolvidas nas
analises, como a cultivar de uva que originou o bagaco, a composicdo e a
concentracdo do extrato utilizado, o sinergismo entre oS compostos presentes
no extrato, o método empregado para mensurar o halo de inibicdo, as
concentracfes escolhidas para avaliar CIM e CBM, a resisténcia das cepas
bacterianas utilizadas, as condicdes de cultivo proporcionadas aos
microrganismos, entre outros.

Embora a CIM (16 mg.mL™) para S. aureus seja superior em relacgéo a
outra bactéria analisada e em relacdo a alguns dados da literatura, essa
concentracdo de extrato também demonstrou efeito bactericida, sendo a Unica
concentragdo capaz de matar os microrganismos avaliados entre todas as
amostras testadas (Tabela 14). Esse comportamento possivelmente ocorreu
em virtude de diferencas na membrana celular entre as classes de bactérias,
que tornam a S. aureus mais susceptivel a compostos antimicrobianos do
extrato de bagaco de uva, conforme supracitado.

As fibras ultrafinas de zeina com 10 e 15% (m/m) de extrato de bagaco
de uva também exibiram menores CIM para a cepa Gram positiva (S. aureus)
em comparacdo com a Gram negativa (E. coli). Todavia, nenhuma
concentracéo de extrato encapsulado apresentou efeito bactericida.

Além disso, tanto na metodologia de CIM, como CBM, nota-se
comportamento semelhante ao observado na analise de DA, ao comparar-se
as atividades antimicrobianas do extrato ndao encapsulado e das fibras
ultrafinas de zeina com extrato (Tabela 14). Essas discrepancias possivelmente
podem ter ocorrido em razdo das mesmas justificativas mencionadas na secao
4.3.6, que trata sobre atividade antioxidante. Uma vez que os dados
apresentados podem representar uma liberacao inicial e parcial dos compostos

bioativos presentes no extrato a partir das estruturas das fibras, resultando em
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menor inibicdo do crescimento dos microrganismos ou mesmo auséncia de
efeito bactericida em relacdo aos mesmos.

Ainda, a atividade antimicrobiana que se deseja obter com as fibras
ultrafinas de zeina e extrato de bagaco de uva deve estar associada as
aplicacdes nas quais as mesmas serao utilizadas. Uma vez que a atividade
antimicrobiana obtida (Tabela 14) com essas estruturas pode ser suficiente
para controlar ou inibir o crescimento de microrganismos presentes em
determinados alimentos.

Assim, considerando-se o0 tempo utilizado durante a execucdo das
andlises e que possivelmente os dados obtidos mensuram apenas a fase inicial
do fendmeno de difusdo dos compostos bioativos do extrato de bagaco de uva
presentes nas fibras ultrafinas de zeina. Ha possibilidade dessas estruturas
serem utilizadas em sistemas que visem manter uma liberacdo gradual e
prolongada dos compostos bioativos com atividade antimicrobiana,
controlando, por exemplo, o crescimento de microrganismos em alimentos com
prazo de vida util prolongado.

Contudo, pode-se observar que as fibras ultrafinas de zeina com
extrato de bagaco de uva encapsulado foram capazes de manter o efeito
bacteriostatico do extrato ndo encapsulado, inibindo o crescimento das
bactérias E. coli e S. aureus. Esse comportamento sugere que tais fibras
apresentam potencial para serem empregadas pela industria de alimentos
como emissoras de compostos antimicrobianos em embalagens ativas
antimicrobianas, que busquem preservar e estender a vida util de alimentos

embalados, como produtos carneos e pescado.
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5. Consideragdes finais

O extrato de bagaco da uva Bordd (Vitis Labrusca L.) apresentou
moléculas de antocianinas em sua composic¢do, sendo a malvidina o principal
composto dessa classe. Além disso, as antocianinas presentes no extrato
demonstraram capacidade de mudanca de cor responsiva a variacao de pH do
meio, atuando como corante natural.

As fibras ultrafinas de zeina incorporadas com 0, 5, 10 e 15% (m/m) de
extrato de bagaco de uva, produzidas pela técnica de electrospinning,
apresentaram morfologia lisa, homogénea, continua, cilindrica e sem beads.
Ainda, todas as fibras com extrato incorporado demonstraram valores de
eficiéncia de encapsulacdo acima de 85% e estabilidade térmica até,
aproximadamente, 130 °C.

Os espectros de FTIR indicaram que as interacfes extrato-proteina
foram do tipo interacdes intermoleculares, sem a ocorréncia de reacdes
quimicas. Além disso, encapsulacao do extrato de bagaco de uva foi capaz de
tornar a membrana de fibras ultrafinas de zeina com extrato mais hidrofilicas
em relacdo as membranas de fibras de zeina sem extrato.

O extrato de bagaco de uva ndo encapsulado apresentou capacidade
de eliminar os radicais livres ABTS, DPPH, ON e OH. Todas as fibras ultrafinas
de zeina com extrato encapsulado também demonstraram atividade
antioxidante frente a esses quatro tipos de radicais.

Na analise antimicrobiana por difusdo em agar, o extrato de bagaco de
uva nao encapsulado apresentou halos de inibicdo de crescimento para as
bactérias Gram negativa E. coli e Gram positiva S. aureus, sendo mais efetivo
para a primeira. As fibras ultrafinas de zeina com 10 e 15% (m/m) de extrato
demonstraram pequenos halos de inibicdo para a bactéria Gram negativa, sem
efeito para o outro microrganismo.

Além disso, as fibras ultrafinas de zeina com 10 e 15% (m/m) de
extrato exibiram efeito inibitério em relagdo aos microrganismos E. coli e S.
aureus. O extrato ndo encapsulado além de também ser inibitorio para ambos
0S microrganismos citados, expressou efeito bactericida frente ao S. aureus.

Assim, as fibras ultrafinas de zeina com extrato de bagaco de uva

encapsulado mantiveram as atividades antioxidante e antimicrobiana do extrato
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na forma nédo encapsulada. Ainda, esse mesmo extrato, apresentou
capacidade de mudanca de cor em resposta a variagdo do pH do meio. Tais
fatos indicam potencial aplicacdo para as fibras ultrafinas de zeina com extrato
de bagaco de uva Bordd (Vitis Labrusca L.), como sistema emissor de
compostos bioativos antioxidantes e antimicrobianos (que objetivem estender
vida util do alimento) e sensor de pH (que vise indicar o frescor do alimento)
para constituir uma embalagem ativa e inteligente aplicada a industria de
alimentos.

Estudos futuros com avaliagcdes destes materiais encapsulados in situ
na embalagem ativa e inteligente s&o importantes, por exemplo, para
preservacdo e monitoramento de alimentos ricos em proteinas e altamente

pereciveis, como carneos e pescados.
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