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RESUMO

A fragdo polifendlica obtida de extratos naturais pode apresentar inumeras
propriedades benéficas e potenciais de aplicagdo em diversos segmentos. A técnica
de extragdo empregada para esta finalidade é fundamental para a determinagdo da
qualidade dos extratos. A extrag&do assistida por ultrassom vem ganhando destaque
nos ultimos anos por proporcionar o aumento do rendimento e diminuigdo do consumo
de solvente. Igualmente, o emprego de micro-ondas também se credencia como uma
técnica promissora para obtencdo de compostos naturais principalmente devido a
drastica diminuicdo do tempo e manutengao e/ou incremento dos compostos obtidos
em relagcdo as técnicas convencionais (maceracdo, hidrodestilagdo, dentre outras).
Physalis, uma fruta originaria dos Andes e da Amazonia, esta em crescente consumo
em diversas regides do Brasil, principalmente por apresentar caracteristicas
decorativas atraentes. Entretanto, estudos preliminares sugerem também um alto teor
de polifendis totais, incluindo flavonoides e acidos fendlicos, os quais s&o promissores
no combate a diversos patdégenos microbianos. Em relagdo a seguranga alimentar,
principalmente ao consumo de alimentos frescos, um dos obstaculos tecnologicos
atuais € o desenvolvimento de produtos sanitizantes naturais que possam ser
utilizados diretamente nas superficies dos alimentos em substituicdo aqueles
quimicos que necessitam de etapas posteriores para completa remoc¢ao antes do
consumo. Neste sentido, o uso de nanoemulsdes contendo extratos naturais pode
melhorar a eficacia e promover maior estabilidade aos polifendis os quais sao
susceptiveis a degradacao pela presencga de luz, oxigénio quando em estado livre.
Assim, esta tese de doutorado estudou o processo de extragdao de compostos
fendlicos presentes em Physalis angulata, produziu e caracterizou nanoemulsdes,
avaliando, posteriormente, o seu potencial contra microrganismos causadores de
contaminagao bacteriana em pepinos in natura. Para a extracao assistida por
ultrassom foi adotado um delineamento composto central rotacional e um modelo
matematico foi usado para estabelecer as condi¢gdes 6timas de extragcdo juntamente
com as respectivas superficies de resposta. Os resultados experimentais indicaram
um teor maximo de polifendis totais de 1,039mg de acido galico equivalente/g de
extrato e, os valores maximos de acido galico, acido caféico, acido elagico, rutina,
mangiferina e kaempferol foram de 104.88mg.L", 4.04 mg.L", 8.37mg.L"", 58.28mg.L-
1,13.26mg.L" e 1.87mg.L™", respectivamente. Na extrac&o assistida por micro-ondas,



os efeitos da concentracdo de etanol, poténcia de irradiagdo, tempo de extragao e
raz&o de liquido para solido foram avaliados através de um projeto experimental (Box-
Behnken) e os resultados indicaram valores maximos de 3,74 mg de acido galico
equivalente/g de extrato (polifendis totais), 7,77 mg.L"' (acido galico), 0,55 mg.L™"
(acido elagico), 0,26 mg.L' (acido cafeico ), 0,86 mg.L-! (rutina) e 2,43 mg.L"
(mangiferina). A condigéo experimental que proporcionou o maior rendimento de acido
galico na extrag&o-assistida por ultrassom foi utilizada para a obtengdo de um extrato
a ser incorporado em nanoemulsdes visando a aplicabilidade desta contra espécies
microbianas patégenas comumente encontradas em pepinos in natura. Os resultados
indicaram que as nanoemulsdes apresentaram um diametro hidrodinamico (HD) de
121nm e potencial zeta () de -30mV. Seu potencial antimicrobiano contra Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Escherichia coli foi testado em pepinos
frescos pos-colheita e a concentragao inibitéria minima (CIM) das nanoemulsdes em
relagdo aos mesmos microrganismos foi de 20 mg.mL'. O tratamento com
nanoemulsdo contendo acido galico (NGA) foi mais efetivo que a nanoemulséo
contendo extrato (NE) contra Listeria monocytogenes, com redugdo maxima de
células em torno de 99,23% e 95,75%, respectivamente. Para Salmonella
Typhimurium e Escherichia coli observou-se um efeito inverso da acédo das
nanoemulsdes em relagédo a reducao celular, ou seja, os tratamentos com NE foram

mais eficientes do que aqueles conduzidos com NGA, com redugdes de até 95%.

Palavras-chave: Physalis angulata; Ultrassom; Micro-ondas; Nanoemulséo;

Compostos fendlicos.



ABSTRACT

Polyphenol fraction obtained from natural extracts may present numerous beneficial
and potential properties in several segments. Extraction techniques employed for this
purpose is fundamental to determine the final quality of the products. Ultrasound-
assisted extraction (UAE) has been highlights in recent years by providing increased
yield and decreased solvent consumption. Besides, the use of microwaves (MAE) is
also used due to the drastic reduction of the time and maintenance and/or increase of
the compounds obtained in relation to conventional techniques (maceration,
hydrodistillation, among others). Physalis, a fruit from Andes and Amazon, presents
attractive decorative features, however, preliminary studies also reveal the high
content of total polyphenols, including flavonoids and phenolic acids, which are
promising in combating various microbial pathogens. In relation to food safety,
especially fresh foods, one of the current technological obstacles is the development
of natural sanitizing products that may be used directly on food surfaces, replacing
those chemicals that require further steps to remove its excess amount. In this sense,
the use of nanoemulsions containing natural extracts may improve the effectiveness
and promote greater stability to the polyphenols which are susceptible to degradation
by the presence of light, oxygen when in the free state. The current Doctoral Thesis
studied the extraction process of phenolic compounds present in Physalis angulata,
produced and characterized nanoemulsions, and then evaluated its potential against
microorganisms causing bacterial contamination in fresh cucumbers. For Ultrasound-
assisted extraction (UAE), a Central Composite Rotational Design was adopted, and
a mathematical model was used to establish the optimal extraction conditions and its
respective response surfaces. Experimental results indicated a maximum total
polyphenol content of 1.039mg of gallic acid equivalent GAE/g of extract and, the
maximum values of gallic acid, caffeic acid, ellagic acid, rutin, mangiferin and
kaempferol were 104.88mg.L™", 4.04mg.L™", 8.37mg.L", 58.28mg.L"", 13.26mg.L"! and
1.87mg.L", respectively. In the microwave-assisted extraction (MAE), the effects of
ethanol concentration, irradiation power, extraction time and liquid to solid ratio were
evaluated through an experimental design (Box-Behnken) and, the results indicated
maximum values of 3.74 mg of gallic acid equivalente/g of extract (total polyphenols),
7.77mg.L™" (gallic acid), 0.55 mg.L™" (ellagic acid), 0.26 mg.L™" caffeic acid), 0.86 mg.L-
! (rutin) and 2.43 mg.L" (mangiferin). Experimental condition that provided the highest



gallic acid yield in the UAE approach was used to obtain an extract to be incorporated
in the nanoemulsions, aiming to verify its applicability against pathogenic microbial
species found fresh cucumbers. The results indicated that the nanoemulsions
presented a hydrodynamic diameter (HD) of 121nm and zeta potential () of -30mV.
The potential of the nanoemulsions was tested in fresh cucumbers against containing
Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium and Escherichia coli and, the
minimum inhibitory concentration (MIC) in relation to the same microorganisms was
20mg.mL-1. The treatment with nanoemulsion containing gallic acid (NGA) was more
effective than the treatment with nanoemulsion containing extract (NE) against Listeria
monocytogenes, with maximum cell reduction around 99.23% and 95.75%,
respectively. For Salmonella Typhimurium and Escherichia coli, an inverse effect of
cell reduction was observed, i.e., NE was more efficient than those conducted with
NGA, with reductions of up to 95%.

Keywords: Physalis angulata; Ultrasound-assisted extraction; Microwave-assisted

extraction; Nanoemulsion; Phenolic compounds.
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Capitulo 1

1 -INTRODUGAO

Physalis angulata € uma fruta nativa da América do Sul e do Brasil (MUNIZ et
al., 2011). Na diversidade desse género encontram-se uma extensa presencga de
constituintes quimicos (TOMASSINI et al., 2000) e a caracterizagdao do fruto € de
extrema importancia tanto para o produtor quanto para o consumidor, uma vez que a
mesma é fonte de vitaminas, agucares, antioxidantes, acidos, aromas e sabores que
aguardam sua identificagdo para posterior exploragao pela industria com o intuito de
elaborar produtos novos competitivos no mercado (CHAVES et al, 2005).

Dentre os compostos encontrados no fruto, em especial, pode ser constatada a
presenca de compostos fendlicos. Estas substancias apresentam elevada capacidade
de sequestrar espécies reativas, agindo como potente antioxidante (XYNOS et al,
2012). Entretanto, para que se possa utilizar compostos bioativos de plantas é
necessario o uso de um processo extrativo e para isto, os processos convencionais
(como a maceragao, soxhlet e a percloragdo) e os ndo-convencionais (como o uso de
ultrassom, micro-ondas, fluido supercritico e liquidos pressurizados) podem ser
empregados. A escolha adequada do solvente para a extragdo de compostos
fendlicos € importante para que ndo ocorra um rendimento ineficiente, uso em excesso
ou até mesmo a degradacdo dos compostos. Num estudo que define solventes
"verdes" foi demonstrado que os alcoois simples (etanol, metanol) sdo mais favoraveis
ambientalmente pois minimizam o impacto ambiental resultante do uso de solventes
na producédo quimica (CAPELLO et al.,, 2007). Ha de se ressaltar também que o
grande interesse na obtencgéo da fragao polifendlica oriunda de espécies vegetais esta
associada ao efeito antibacteriano de alguns extratos. De fato, o seu uso na medicina
popular demonstrou a inibicdo do crescimento de diferentes microrganismos
causadores de doengas transmitidas por alimentos (DTA’s) as quais podem ser
causadas por bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions, agrotdxicos, produtos
quimicos e metais pesados (NEWELL et al, 2012; LANDETE, 2012).

Tal constatagédo € de fundamental relevancia em se tratando da sanitizagdo de
alimentos, a qual objetiva a redugéo dos surtos de DTA’s principalmente no consumo
de alimentos in natura. O uso de extratos naturais como sanitizantes na superficie de
alimentos consumidos in natura ainda é incipiente na literatura e na industria, porém
estudos indicam ser uma alternativa viavel aos produtos quimicos usualmente

aplicados para essa finalidade. Além disso, o uso de substéncias naturais pode
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Capitulo 1

também minimizar etapas de lavagem e descasque dos produtos antes do consumo.
Dentre os alimentos consumidos in natura, o pepino € um dos mais suscetiveis ao
ataque de patdgenos e, em julho de 2015, o Centro de Controle e Prevencdo de
Doencgas dos Estados Unidos da América (EUA) relatou 418 casos em 31 estados
causados pela Salmonella apés a ingestéo de pepinos.

Embora o uso de extratos naturais como agentes antibacterianos apresente-se
como uma promissora alternativa, deve-se ressaltar que estes, na sua forma livre,
apresentam eficacia limitada devido a sua sensibilidade ao calor, oxigénio e a luz.
Uma das alternativas para promover a protecdo dos extratos naturais e,
consequentemente dos seus principais compostos ativos € através do
nanoencapsulamento em fase liquida (CHEONG et al.,, 2008). Neste caso, as
nanoemulsdes, normalmente 6leo em agua (O/A) e com tamanho das gotas de dleo
da fase dispersa muito pequenas (300 nanémetros ou menos), sao cineticamente
estaveis e tem separacado de fases dificultada pelo alto movimento Browniano do
sistema que supera a taxa de segregacdo induzida pela gravidade (ANTON e
VANDAMME, 2011; GALVAO, 2015). De uma forma geral, esses sistemas
nanoestruturados compreendem matrizes sofisticadas de encapsulamento que
fornecem estabilidade fisica maxima, protegem os ingredientes de degradacéo
quimica e permitem o controle da liberacdo dos componentes encapsulados
(GALVAO, 2015).

Diante do exposto acredita-se que esta tese de doutorado esta contribuindo e
atuando em trés vertentes do conhecimento: i) incremento da produgao de physalis
em regides ainda inexploradas; i) geracdo de novos conhecimentos acerca do
comportamento de extragdo e composigdo dos extratos oriundos desta fruta e ijii)
potencial de aplicacdo de um sanitizante natural para a industria de alimentos visando

a inocuidade de produtos in natura.

Esta Tese de Doutorado esta estruturada em Capitulos da seguinte forma:
e Capitulo 1: é apresentada a introducéo do trabalho.
o Capitulo 2: apresentam-se os objetivos, geral e especificos, norteadores das
atividades realizadas.
e Capitulo 3: apresenta-se a revisdo bibliografica a respeito da matéria-prima
estudada neste trabalho bem como, os métodos de extragao para obtencgao da
fragao polifendlica e o potencial antimicrobiano dos compostos nela contidos.

14



Capitulo 1

e Capitulo 4: sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na forma de
artigos cientificos, a saber:

o Artigo 1: “Microwave-Assisted Extraction of Phenolic Acids and
Flavonoids from Physalis angulata”, publicado junto ao periddico Journal
of Food Process Engineering, 40 (3), 2017.

o Artigo 2: “The effects of ultrasound-assisted extraction on polyphenolics
compounds obtained from Physalis angulata using response surface
approach”, publicado junto ao periddico Acta Scientiarum Technology,
40 (4), 2018.

o Artigo 3: “GRAS nanoemulsion from Goldenberry to the control of
foodborne bacteria on fresh cucumber”, em processo de submissao.

e Capitulo 5: apresentam-se as conclusdes desta Tese de Doutorado e as

sugestdes para trabalhos futuros.
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Capitulo 2

2 - OBJETIVOS

2.1 - Geral

Estudar o processo de extragdo de compostos fendlicos presentes em Physalis
angulata, produzir e caracterizar nanoemulsdes, avaliando, posteriormente, o seu
potencial contra microrganismos causadores de contaminagao bacteriana em pepinos

in natura.

2.2 — Especificos

Os objetivos especificos desta tese estdo assim dispostos:
e Estudar o processo de extracdo-assistida por ultrassom na recuperacao de
polifendis totais;
o Avaliar, através de um delineamento composto central rotacional o efeito
da temperatura, razdo massa de fruta:volume de solvente e
porcentagem de etanol sobre o teor de polifendis totais, acidos fendlicos
(acido galico, acido elagico e acido caféico) e flavonoides (rutina,
mangiferina, kaempferol e quercetina);
e Estudar o processo de extracado assistida por micro-ondas na recuperacao de
polifendis totais;
o Avaliar, através de um planejamento Box-Behnken, o efeito da poténcia
de irradiacdo, tempo, razdo massa de fruta:volume de solvente e
porcentagem de etanol sobre o teor de polifendis totais, acidos fendlicos
(acido galico, acido elagico e acido caféico) e flavonoides (rutina,
mangiferina, kaempferol e quercetina);
e Preparar nanoemulsdes do tipo 6leo em agua e caracteriza-las em fungéo do
tamanho de particula e potencial zeta;
e Avaliar o potencial de aplicagao de nanoemulsdes na superficie de pepinos in
natura, com o intuito de diminuir a carga microbiana de Listeria monocytogenes,

Salmonella thyphimurium e Escherichia coli.
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Capitulo 3

3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada a reviséo bibliografica sobre o fruto de physalis,
tecnologias de extragdo e mecanismos de agao de compostos fendlicos bem como, a

utilizacdo de nanoemulsdes como potencial agente de inibicdo de microrganismos.

3.1 - Physalis

A physalis é uma fruta exética da familia Solanaceae, originaria da Amazénia e
dos Andes, possuindo variedades cultivadas na América, Europa e Asia. No Brasil, a
physalis é popular no Norte e Nordeste e popularmente conhecida como camapu,
baldozinho, jua- de-capote, bucho-de-ra, camambu, mata-fome, bate-testa e Balao-
rajado (MUNIZ et al., 2011). E encontrada nos supermercados, entretanto grande
parte é importada da Coldmbia a pregos elevados, visto que a produc¢ao no Brasil
ainda é pequena (ROCKENBACK et al., 2008). Os frutos podem apresentar entre 150
a 300 sementes, 12,5 a 25,0 mm de diédmetro e 4 a 10 g por unidade, envoltos parcial
ou completamente por um invoélucro foliar (Figura 1) em forma de um baldo conhecido
por célice (AVILA et al., 2006).

Figura 1 — Aspecto da Physalis angulata: (1 e 2) fruto envolto por um calice; (3) fruto

com as sementes.

@) )

Fonte: A autora (2014).

O consumo desse fruto ocorre principalmente na forma in natura, sendo ainda
pouco exploradas as informacbdes a respeito de sua composicdo quimica. A
caracterizagao do fruto € de grande importancia tanto para o produtor quanto para o
consumidor, uma vez que é fonte de vitaminas, agucares, antioxidantes, acidos,

aromas e sabores que aguardam sua identificagdo para posterior exploragédo pela
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industria com o intuito de elaborar produtos novos e competitivos no mercado
(CHAVES et al., 2005). Igualmente, a Physalis € amplamente utilizada na medicina
popular como anti-coagulante, anti-leucémica, anti-mutagénicas, anti-inflamatéria,
anti-espasmadica, anti-séptico, analgésicos e no tratamento da diabetes (LIN et al.,
1992). Ainda, é conhecida principalmente pela quantidade expressiva de flavonoides,
que tem a capacidade de neutralizar os efeitos prejudiciais doas espécies reativas nos
tecidos e, portanto, acreditam-se que protegem contra os danos oxidativos
(BANDYOPADHYAY et al., 2007).

Na diversidade desse género encontram-se uma extensa presenca de
constituintes quimicos, como os flavonoides simples ou glicosilados (kaempferol,
quercetina, rutina, com uma, duas ou trés unidades de agucares), acidos graxos de
cadeia linear (C-6 ao C-24), hidroxilados, epoxilados; acido ascorbico, carotenoides,
alcaloides e terpenos (como os vitaesteroides). Esses vitaesteroides compreendem
substancias quimicas que reproduzem o esqueleto do ergostano intacto ou
modificado, com fungéo lactdnica (C-26) que fornece uma diversidade de estruturas
gue se classificam em vitanolidos, vitanolideos “modificados”, vitafisalinas, acnistinas,
ixocarpolactonas, perulactonas e fisalinas. Dentre os varios géneros da familia
Solanaceae, a physalis apresenta a maior produgdo de vitanolidio e fisalinas
(TOMASSINI et al., 2000).

De acordo com a Fundagdo Oswaldo Cruz do Ceara a substancia “physalina”
atua no sistema imunoldgico humano evitando a rejeicdo de 6rgdos transplantados,
além de apresentar propriedades medicinais ja comprovadas como a redugao do
colesterol LDL (lipoproteinas de baixa densidade), diminuicdo da glicemia e agao
diurética. Nas citagbes populares, mas que ainda necessitam de comprovacao
cientifica, acredita-se que essa planta apresenta acdo no combate ao reumatismo,
doengas de pele, rins, figado, bexiga, malaria e hepatite, além de purificar o sangue e
fortificar os nervos oOpticos e reduzir a incidéncia de cataratas (SANTTORUS, 2017,
RUFATO et al., 2013).

3.2 - Compostos fendlicos

A crescente demanda por parte dos consumidores por alimentos mais
saudaveis e mais seguros esta conduzindo a industria de alimentos para um novo

caminho. Desde a implementacédo da melhoria do controle da qualidade dos alimentos
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e prevencdo de riscos de novas tecnologias de processamento, as propriedades
naturais bioativas de determinados alimentos estdo se tornando o foco de inovagao e
investigacdo (SOUSA et al.,, 2014). Neste contexto, os antioxidantes tém sido
relatados como sequestradores de uma ampla gama de espécies reativas de oxigénio
bem como inibidores da peroxidacédo lipidica (WILLIAMS et al., 2004). Esta
propriedade é altamente desejavel, pois ha varias biomoléculas incluindo proteinas,
lipidios, lipoproteinas e DNA que desencadeiam sequencialmente varias doencgas
humanas crénicas, como doencgas cardiovasculares, reumatismo, diabetes mellitus e
cancer (ROSS e KASUM 2002). Além disso, alguns polifendis sdo considerados
barreiras antimicrobianas em plantas em resposta a infecgdo microbiana e, portanto,
nao deve-se surpreender que os mesmos tenham demonstrado eficacia contra uma
ampla gama de micro-organismos in vitro (LI et al., 2015).

Os compostos fendlicos (detectados mais de 8000 ocorréncias) séao
substancias que possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
incluindo seus grupos funcionais. Podem ser considerados metabdlitos secundarios
das plantas, sintetizados em resposta a condi¢gbes de estresse, podendo agir como
fitoalexinas (como atrativo para polinizagdo, contribuindo para a pigmentagdo do
vegetal) ou como antioxidantes (similarmente ao sistema imunolégico humano,
protegendo a planta de raios ultravioleta e patdégenos) (DREOSTI, 2000). Nos
alimentos sdo os principais compostos responsaveis pelas caracteristicas sensoriais
tais como adstringéncia, amargor e aroma, além da estabilidade oxidativa dos
produtos derivados de vegetais. Por muito tempo, esses compostos foram associados
negativamente a qualidade de alimentos vegetais pela agdo anti-nutricional como por
exemplo dos taninos, que complexam proteinas, diminuindo o valor nutricional e em
alguns casos inibem a atividade de enzimas como tripsina e lipases (NACZK e
SHAHIDI, 1995). No entanto, varios estudos tém demonstrado seus efeitos
plurifarmacologicos (bactericida, antiviral, antialérgico, antitrombdtico, anti-
inflamatorio, anti-carcinogénico, hepatoprotetor, vasodilatador) despertando grande
interesse principalmente por sua alta prevaléncia nas dietas ja que sdo compostos
onipresentes nos vegetais (NACZK e SHAHIDI 1995; CHEYNIER, 2005 e
SOOBRATTEE et al., 2005).

O grupo dos compostos fendlicos inclui os acidos fendlicos (constituidos pelos
acidos hidroxibenzéicos (por ex. acido galico), acidos hidroxicinamicos (por ex. acido
cafeico), estilbenos (resveratrol), flavonoides (quercetina, cianidina e catequina) e
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compostos altamente polimerizados (lenhinas, melaninas e taninos) (SILVA et al.,
2007). A Tabela 1 apresenta as categorias destes compostos de acordo com a
diversidade estrutural dos polifendis. Pode-se observar que dentre estas classes
destacam-se os flavonoides e os acidos fenodlicos por serem largamente distribuidos
na natureza e os mais comuns antioxidantes fendlicos de fonte natural (SOARES,
2002).

Tabela 1 - Estrutura dos compostos fendlicos.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas C6
Acidos hidroxibenzdicos C6-C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos C6-C2
Acidos hidroxicinamicos,
Fenilpropandides 6-C3
Nafitoquinonas C6-C4
Xantonas C6-C1-C6
Estilbenos, antoquinonas C6-C2-C6
Flavonoides C6-C3-C6
Lignanas, neolignanas (C6-C3)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (C6-C3-C6)n

Fonte: (ANGELO e JORGE, 2007).

3.2.1 - Acidos Organicos/ Acidos Fenolicos/Acido Gélico

Os acidos organicos foram descritos como potentes agentes antimicrobianos
contra microrganismos psicrofilos e mesofilos em frutas e produtos horticolas frescos
(BARI et al., 2005). A acao antimicrobiana dos acidos orgénicos é devida a reducgéo
do pH no ambiente, a interrupg¢ao do transporte e/ou permeabilidade da membrana, a
acumulacao de anion ou a uma reducéo do pH celular interno pela dissociacdo dos
ions de hidrogénio do acido (BANACH et al., 2015). Dada a complexidade metabdlica
da célula microbiana, quer sejam procariotas (bactérias) ou eucariotas (leveduras e
bolores), € muito improvavel que um composto quimico afete um unico local de agao.
Assim, os acidos orgéanicos sao suscetiveis de afetar uma série de sistemas no

organismo alvo. O efeito sobre cada ponto de acdo dependera, por sua vez, de
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variaveis como tipo de acido e concentracao, condi¢gdes de uso, pH, temperatura e
natureza do microrganismo. Os possiveis mecanismos de agéo dos acidos orgénicos
incluem: redugéo direta do pH do substrato ou meio de crescimento devido a um
aumento na concentragcao de protons, depressao do pH celular interno por ionizagao
da molécula de acido ndo dissociada ou interrup¢cao do substrato transporte por
alteragdo da permeabilidade da membrana celular. Além de inibir o transporte de
substrato, os acidos organicos também podem inibir a oxidagdo de NADH, eliminando
assim o fornecimento de agentes redutores a sistemas de transporte de elétrons
(DAVIDSON e MATTHEW TAYLOR, 2007).

A posicdo dos grupos hidroxilas na estrutura fenodlica pode influenciar
significativamente as atividades antimicrobianas (TAGURI et al., 2004). Os acidos
fendlicos podem causar alteragdes irreversiveis da membrana através da alteragao
da hidrofobicidade e da ruptura local ou formacao de poros nas membranas celulares,
resultando em vazamentos de constituintes intracelulares. Outrossim, o mecanismo
bacteriostatico dos flavonoides pode ser explicado pela sua capacidade de formar
complexos com a parede celular bacteriana para inibir o crescimento das bactérias
(BORGES et al., 2013).

Alguns exemplos da agao de acidos orgéanicos foram descritos na literatura para
diversas finalidades. Por exemplo, o acido citrico e o acido ascoérbico foram utilizados
para reduzir as populagdes microbianas em vegetais (SHAPIRO e HOLDER 1960). O
acido ascorbico, seus varios sais e outros derivados tém sido os principais
antioxidantes GRAS (Generally Recognized as Safe) aplicados em frutas, legumes e
em sucos de frutas, para a prevencédo de reagdes oxidativas (BAUERNFEIND e
PINKERT, 1970). O acido ascorbico também atua como um eliminador de oxigénio
em reacdes de polifenol oxidase, possivelmente devido a reducdo de o-quinonas
formadas enzimaticamente em seus difendis precursores (RICO et al., 2007).
Igualmente, o acido galico (AG), derivado do acido chiquimico (GRUNDHOFER et al.,
2001), € um composto fendlico naturalmente presente em matrizes alimentares tais
como vegetais e folnas (NARUMI et al., 2014). Apresenta-se como um composto
reconhecido como seguro (GRAS) (FDA, 2015) e sua aplicagdo bem sucedida pode
resolver um desafio critico de contaminagéo (DIAZ-GOMEZ et al., 2014).

Os antimicrobianos naturais podem ser considerados uma solugéo
potencialmente interessante para o tratamento e prevencéo da formacgao de biofiimes
na superficie de alimentos e superficies de processamento, particularmente a
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producao de extratos de tecidos de plantas comestiveis porque esses extratos sao
pensados para serem nao toxicos (NIEMETZ e GROSS, 2005). Varias atividades
bioldgicas do acido galico tém sido relatadas, incluindo anticorpos e anti-bacterianas
(KANG et al., 2008). Igualmente, o acido galico mostrou ter atividade antimicrobiana
contra Salmonella Typhimurium (NOHYNEK et al., 2006), Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (CHANWITHEESUK et al., 2007) e Campylobacter jejuni
(ALKAN et al., 2011). A Figura 2 apresenta a estrutura quimica dos acidos fenalicos.

Figura 2 - Estrutura quimica dos acidos fendlicos.
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Fonte: (Daglia 2012).

3.3 - Métodos de Extragcao

3.3.1 — Extracao-assistida por ultrassom

A selegdo de um método para extrair componentes ativos com rendimento
maximo e pureza mais elevada depende principalmente da natureza dos compostos,
estabilidade térmica e da natureza da matéria-prima a ser processada. Técnicas de
extragdo convencionais sdo muitas vezes limitadas pela resisténcia a transferéncia de
massa devido ao envolvimento de mais de uma fase no sistema (ADJE et al., 2010),
longos tempo e elevado consumo de energia (LIANFU e ZELONG 2008). No caso de
compostos ativos sensiveis ao calor, a extragdo realizada em temperaturas mais
elevadas pode diminuir a qualidade do extrato. Em certos casos, as moléculas ativas
podem ser danificadas devido ao uso de pressdo e temperatura inadequada (DA
PORTO e DECORTI, 2009; ADJE et al., 2010).

Uma forma de minimizar possiveis desvantagens das técnicas convencionais
é através do emprego de metodologias alternativas. Neste sentido, o ultrassom é um
processo que utiliza energia das ondas ultrassénicas que sao transmitidas em
frequéncia superior a capacidade auditiva humana (acima de 20 kHz). As ondas de

ultrassom se propagam na matéria, criando meios de compressdo e expansao,
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fazendo com que as moléculas se afastam e se aproximem diversas vezes (LUQUE-
GARCIA e LUQUE DE CASTRO, 2003). O ultrassom pode ser utilizado para melhorar
efetivamente a taxa de extragdo, aumentando as taxas de transferéncia de massa e
possivel ruptura da parede celular devido a formagédo de micro cavidades levando a
maiores rendimentos com tempo e consumo de solventes reduzidos (SHIRSATH et
al., 2012).

No caso da extracdo de produtos naturais, apenas com base na cavitagcéo
gerada pelo ultrassom, tém sido relatados trabalhos com resultados relevantes. Como
exemplos podem-se citar a extracdo de baunilha, 6leos de améndoas, extratos de
ervas (funcho, lupulo, caléndula, horteld), proteina de soja, polifendis, aminoacidos e
cafeina a partir de cha verde, entre outros (ADJE et al., 2010; ROUHANI et al., 2009).
Khan et al. (2010) observaram um aumento significativo na recuperagado de compostos
fendlicos totais obtidos da casca de laranja (Citrus sinensis L.) quando utilizada a
extragdo-assistida por ultrassom durante 15 minutos, em relacdo a extragao
convencional (60 min). A tecnologia empregando ultrassom também tem sido utilizada
para a extragdo de compostos fendlicos presentes em morangos e os resultados de
rendimento demonstraram superioridade em relacédo a outros métodos convencionais
em termos de recuperag¢ao mais rapida e menor degradagao do analito (HERRERA e
DE CASTRO 2005). Na sequéncia, a Tabela 2 apresenta alguns trabalhos realizados
utilizando ultrassom para extracdo de compostos bioativos.

Tabela 2 - Utilizac&o de solventes e ultrassom na extracido de compostos bioativos.

Composto Solvente Referéncias
Compostos fendlicos Metanol-agua ADJE et al., (2010)
Compostos fendlicos Etanol, Metanol e Acetona WANG et al., (2008)

Carotenoides e Clorofila N, N-dimetilformamida, Metanol MACIAS-SANCHEZ et al., (2009)
Fonte: Adaptado por SHIRSATH et al., (2012).

3.3.2 — Extrac&o assistida por micro-ondas

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas que consistem dos componentes
de campo elétrico e magnético. A irradiagdo de micro-ondas trabalha na faixa de
frequéncia entre 0,3 a 300GHz e comprimento de onda variando entre 1mm e 1m. Na
Figura 3 observam-se as bandas de frequéncia das micro-ondas no espectro
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eletromagnético, onde sua regi&o esta localizada entre o infravermelho e as ondas de
radio (KAPPE et al., 2009).

Figura 3 - Espectro eletromagnético.
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Fonte: (KAPPE et al., 2009).

A radiagdo micro-ondas é capaz de interagir diretamente no material
promovendo um rapido aquecimento. O calor resultante desta interagdo € devido
principalmente a dois efeitos diferentes: a rotacdo molecular e a migragdo idnica
gerada devido aos dipolos permanentes ou induzidos das moléculas e dos ions,
respectivamente (CHAN e CHEN, 2002; FORTUNY et al., 2008).

No aquecimento convencional todo o material que esta no interior da camara
sofre aquecimento, enquanto que no micro-ondas o aquecimento dependera do tipo
de material presente no seu interior (constante dielétrica e frequéncia de relaxagdo do
material). Assim, € comum observar que partes do recipiente que contém o produto
recém aquecido por micro-ondas, mas que nao estdo em contato direto com 0 mesmo,
continuam na temperatura proxima ao ambiente. O aquecimento dielétrico, chamado
também de aquecimento por micro-ondas, € dependente da capacidade do material
especifico para absorver a energia de micro-ondas e converter em calor (por exemplo,
solvente ou reagente) (AL-MAYMAN e AL-ZAHRANI, 2003; KAPPE et al., 2009).

A quantidade de calor produzida pelos materiais depende da constante
dielétrica, do tamanho da molécula, da viscosidade e da temperatura do meio, mas
principalmente, da frequéncia de micro-ondas utilizada. Quanto maior a frequéncia da
radiacao micro-ondas, maior € a taxa de aquecimento, porém menor é a penetracao
da radiagdo eletromagnética no material (BARBOZA et al., 2001). Portanto, a
capacidade do material para absorver a energia varia durante o processo
(THOSTENSON e CHOU 1999). As caracteristicas de aquecer o material
particularmente a partir da condi¢ao de irradiagao por micro-ondas séo dependentes
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das propriedades dielétricas do material. Os solventes podem ser classificados com
alta, média e baixa absorcdo de micro-ondas. Em geral, substancias polares
absorvem bem micro-ondas (como agua e etanol), enquanto que substancias menos
polares (hidrocarbonetos alifaticos ou aromaticos) ou substédncias com momento de
dipolo nulo absorvem micro-ondas fracamente (SANSEVERINO, 2002). A Tabela 3
apresenta informagdes sobre algumas substéncias no que concerne a reagdes

utilizando micro-ondas.

Tabela 3 - Constante dielétrica, fator de perda dielétrica e fator de dissipacdo de
algumas substéancias (20°C e 2,45 GHz).

Alto Médio 5>0,1- Baixo

Solventes Solventes Solventes
5>0,5 0,5 6<0,1
Etilenoglicol 1,350 2-butanol 0,447 Cloroférmio 0,091
Etanol 0,941 1,2-Diclorobenzeno 0,280 Acetonitrila 0,062
Dimetilsulfoxito 0,825 1-Metil-2pirrolidona 0,275 Acetato de Etila 0,059
2-Propanol 0,799 Acido Acético 0,174 Acetona 0,054

i N-N-
Acido Férmico 0,722 0,161 Tetrahidrofurano 0,047
Dimetilformamida

Metanol 0,659 1,2- Dicloroetano 0,127 Diclorometano 0,042
Nitrobenzeno 0,589 Agua 0,123 Tolueno 0,040
1-Butanol 0,571 Clorobenzeno 0,101 Hexano 0,020

Fonte: (KAPPE et al., 2009).

Pan et al. (2003) utilizaram as micro-ondas para extrair polifendis e cafeina de
folhas de cha verde obtendo o maximo de extragdo em apenas 4 minutos, enquanto
que em processos convencionais o tempo gasto para obter o mesmo rendimento foi
de 20 horas. Shu et al. (2003) também reduziram de 10 horas para 15 minutos o tempo
de extragdo de ginsenodides a partir de raizes de ginseng. Finalmente, Chiremba et al.,
(2012) também observaram uma diminuicdo no tempo de extragcdo de diferentes
biocompostos utilizando o processo assistido por micro-ondas.

3.4 - Atividade antimicrobiana dos extratos naturais

Os flavonoides ocorrem naturalmente em plantas e encontram-se em grande
parte em alimentos e bebidas, como frutas, verduras, cereais, cha, café e vinho tinto

(TAVEIRA et al., 2010). A atividade antibacteriana atribuida aos polifendis esta sendo
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cada vez mais documentada na literatura cientifica. Extratos brutos de plantas com

uma histéria de uso em medicina popular foram selecionados para atividade

antibacteriana por muitos grupos de pesquisa, demonstrando que os compostos

fendlicos inibem o crescimento de diferentes microrganismos LANDETE (2012). A

Tabela 4 apresenta alguns trabalhos realizados utilizando extrato de plantas e

compostos fendlicos como antimicrobiano.

Tabela 4 - Estudo de casos relatados na literatura utilizando extrato de plantas e

compostos fendlicos como antimicrobiano.

Extrato/ compostos

fenolicos

Microrganismos

Referéncias

Lythrum salicaria L; Filipendula
ulmaria (L.) Maxim.; Epilobium
angustifolium L.; Rubus
chamaemorus L.; Rubus
idaeus L.; Betula pubescens
Ehrh.; Pinus sylvestris L.;

Solanum tuberosum. L.

Folhas de Olea europaea

Acido clorogénico, curcumim,
epicatequina, eugenol,
miricetina, quercetina, rutina,
timol, timoquinona,

xantohumol
Acido galico e Catequina
Acido galico e UV

Acido galico

Aspergillus niger, Bacillus subtilis,
Candida albicans, Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Pseudomonas
aeruginosa, Saccharomyces
cerevisiae, Staphylococcus aureus

e Staphylococcus epidermidis

Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli,
Salmonella enteritidis
E. coli, E. coli O157:H7, ATCC
43895 e E. coli O157:H7, ATCC
35150, S. paratyphi, UK Micro 29A
(UKM 29A), S. cholerasuis subsp.
cholerasuis, ATCC 10708 e S.

Enteritidis

Escherichia coli
Escherichia coli

Staphylococcus aureus

RAUHA et al. (2000)

LEE e LEE (2010)

CETIN-KARACA e
NEWMAN (2015)

DIAZ-GOMEZ et al., (2014)
COSSU et al. (2016)
LIU et al. (2017)

3.4.1 - Mecanismo de agao de compostos fendlicos

Alguns trabalhos indicam a eficacia da utilizagao de extratos de plantas contra

microrganismos, porém o mecanismo de agao dos compostos contidos ainda ndo esta

totalmente estabelecido. Em um estudo com precursores radioativos, MORI et al.
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(1987) demonstraram que a sintese de DNA era fortemente inibida por flavonoides em
Proteus vulgaris, enquanto a sintese de RNA foi mais afetada em S. aureus. Os
flavonoides que exibiram esta atividade foram robinetina, miricetina e (-)
epigalocatequina. A sintese protéica e lipidica também foi afetada, mas em menor
grau. Os autores sugeriram que o anel 3 dos flavonoides pode desempenhar um papel
na intercalacdo ou ligagdo de hidrogénio com o empilhamento de bases de acido
nucleico e que isso pode explicar a acao inibitoria na sintese de DNA e RNA.

Ohemeng et al. (1993) selecionaram 14 flavonoides de estrutura variavel para
verificar sua atividade inibitoria contra Escherichia coli e para atividade antibacteriana
contra Staphylococcus epidermidis, S. aureus, E. coli, S. typhimurium e
Stenotrophomonas maltophilia. Os autores verificaram que a topoisomerase (DNA
girasse) de E. coli foi inibida em diferentes graus por sete dos compostos, incluindo
quercetina, apigenina e 3,6,7,3',4'-penta-hidroxiflavona. Curiosamente, com exceg¢ao
da 7,8-di-hidroxiflavona, a inibicdo da enzima foi limitada aos compostos com
hidroxilagdo do anel B. Os autores propuseram que a atividade antibacteriana
observada dos sete flavonoides era devida, em parte, a sua inibicdo da DNA girase.
Entretanto, como o nivel de atividade antibacteriana e a inibigdo enzimatica nem
sempre se correlacionaram, também sugeriram que outros mecanismos estavam
envolvidos. Haraguchi et al. (1998) realizaram uma investigacédo sobre o modo de
acédo antibacteriano de flavonoides das raizes de Glycyrrhiza inflata (Haraguchi,
Tanimoto et al. 1998), apresentando atividade inibitéria contra S. aureus e
Micrococcus luteus, mas n&o contra E. coli. O grupo apresentou a hipotese de que o
grupo de flavonoides identificado podem interferir no metabolismo energético de forma
semelhante aos antibidticos inibidores da respiragdo, uma vez que a energia &
necessaria para a absorcao ativa de varios metabdlitos e para a biossintese de
macromoléculas.

Ha de se ressaltar que do ponto de vista tecnoldgico, em um futuro ndo muito
distante, a utilizacdo destes compostos através de alteracio estrutural pode permitir
o desenvolvimento de um agente antimicrobiano ou grupo de agentes
farmacologicamente aceitaveis. Além da alteragcdo estrutural dos flavonoides
antimicrobianos fracos e moderadamente ativos, a investigagdo dos mecanismos de
acao desses compostos podera ser uma area de constante pesquisa. Além disso, a
caracterizacao da interacao entre os flavonoides antimicrobianos e seus locais-alvo

poderiam potencialmente permitir a concepg¢éo de inibidores de segunda geragao
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(CUSHNIE e LAMB, 2005).

3.4.2 - Doengas transmitidas por alimentos (DTA’s) e sanitizagao

Esta tese de doutorado foi contemplada com um estudo experimental nos
Estados Unidos da América (EUA) onde na oportunidade, a demanda apresentada foi
o estudo de extratos naturais aplicado a alimentos causadores de doengas em virtude
da contaminagao microbiolégica. O pepino € um dos alimentos susceptivel ao ataque
de patogenos, e em julho de 2015, o Centro de Controle e Prevencéo de Doengas dos
EUA relatou 418 casos em 31 estados, causados pela Salmonella apds a ingestao de
pepinos.

Doenga gastrointestinal causada por Listeria monocytogenes €& rara em
comparagao com outros agentes de doencgas transmitidas por alimentos, mas pode
ser muito grave e apresentar alta taxa de mortalidade. Cerca de 1600 casos por ano
sdo registrados nos Estados Unidos em comparagdo com uma taxa estimada para a
infeccdo por Salmonella. No entanto, o numero anual estimado de mortes causadas
pelos dois organismos € comparavel: 255 e 378 para Listeria monocytogenes e
Salmonella respectivamente, correspondendo a uma taxa de letalidade de 15,9% para
a infeccdo por Listeria monocytogenes. Outro fator potencialmente perigoso € a
capacidade da Listeria monocytogenes sobreviver e crescer em uma variedade de
vegetais frescos nao processados, bem como minimamente processados, mesmo
durante o armazenamento a temperaturas de geladeira, o que significa que a
contagem variavel no momento do consumo (BEUCHAT, 2002).

A maioria dos consumidores néo estado cientes de que o produto fresco € um
dos principais veiculos para bactérias patogénicas. Os surtos de DTA’s afetam muitos
individuos e sdo uma preocupacao de saude publica global (NEWELL et al., 2010).
As DTA’s podem ser causadas por bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions,
agrotoxicos, produtos quimicos e metais pesados. Segundo dados do Ministério da
Saude, no Brasil ocorreram 17.186 hospitalizacbes em virtude de alimentos
contaminados e, entre 2007 e 2016, cerca de 95,5% foram causadas por bactérias
principalmente do género Escherichia coli e Salmonella (MINISTERIO DA SAUDE,
2016).

As praticas agricolas e condi¢gdes higiénicas utilizadas durante a colheita,

processamento, embalagem, transporte e armazenamento podem influenciar a
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populagdo microbiana. As frutas e verduras sao tratadas com formulacdes aquosas
de produtos quimicos apd6s a colheita para remover material estranho e
microrganismos, entretanto, o grau em que a lavagem reduz a carga microbiana
depende do produto em questdo e do procedimento utilizado. Os microrganismos
presentes na agua podem contaminar os frutos através de lenticelas, estématos e
lesbes durante a colheita (ZAGORY, 1999).

Os métodos de descontaminacéo utilizados para os vegetais visam reduzir as
populagdes microbianas do sistema de processamento sem necessariamente elimina-
las. Uma variedade de desinfetantes, incluindo cloro, peroxido de hidrogénio e ozdnio,
tem sido usada para reduzir as populag¢des bacterianas iniciais em vegetais (SUWA
et al.,, 2013). Cloro e compostos a base de cloro, como o hipoclorito, sao
provavelmente os desinfetantes mais utilizados para o tratamento de legumes frescos.
No entanto, alguns estudos demonstraram que as concentracbes de cloro
tradicionalmente utilizadas para a descontaminacgao (50 a 200 ppm) nao sé&o eficazes
na redugéo das cargas de patdégenos nos vegetais (LEE e BAEK, 2008). Considerando
que os legumes frescos tém potencial para abrigar bactérias patogénicas, o
desenvolvimento de novos e eficazes procedimentos de saneamento tem recebido
muita atencdo (DE OLIVEIRA et al., 2015).

Os compostos a base de cloro sdo corrosivos e causam irritagdes na pele e no
trato respiratorio aos manipuladores de alimentos. A hipercloragao de agua gera altas
concentracoes de trihalometanos (triclorometano, bromodiclorometano,
dibromoclorometano, tribromometano e cloroférmio) e outros subprodutos
desinfetantes potencialmente carcinogénicos (PEREZ-GREGORIO et al., 2011). Os
compostos clorados tém sido o foco das preocupagdes ambientais, e alguns grupos
ambientais sugeriram o fim do uso desses produtos em todo o mundo. Em paises
europeus, como os Paises Baixos, Suécia, Alemanha e Bélgica, € proibida a utilizagao
de cloro em produtos vegetais minimamente processados (RICO et al., 2007).
Também foram estudados os patégenos emergentes que podem ser mais tolerantes
aos compostos clorados, 0 que levanta novas preocupacgdes sobre a eficacia e o uso
do cloro na industria de alimentos minimamente processados (ALVARO et al., 2009).
Ha de se ressaltar que o cloro continua sendo o desinfetante mais comumente usado
devido a sua eficacia, relagao custo-beneficio e uso simples. No entanto, estdo sendo
criados novos regulamentos mais rigorosos sobre o uso de cloro em virtude dos riscos

para a saude dos manipuladores e consumidores de frutas e vegetais.
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3.5 — Nanoemulsoes

Extratos naturais apresentam compostos bioativos e, em produtos comerciais
como alimentos ou preparagdes farmacéuticas, sua acao pode ser limitada devido a
sua sensibilidade ao calor e ao oxigénio, a sua baixa solubilidade em agua e sua fraca
e variavel biodisponibilidade (WESTERGREN e KALIKSTAD 2010). Por conseguinte,
tem havido um interesse consideravel no desenvolvimento de sistemas de entrega
eficazes de compostos ativos para superar estes desafios. Estes sistemas podem ser
utilizados para encapsular componentes para serem facilmente incorporados em
produtos alimentares funcionais, suplementos dietéticos e preparacoes
farmacéuticas. Podem também ser preparados utilizando operagcbes de
processamento relativamente simples e ingredientes comercialmente viaveis (LI et al.,
2011).

Um exemplo de encapsulamento de compostos ativos € através das
nanoemulsdes (Figura 4). Brevemente, as nanoemulsées podem ser dispersdes de
6leo em agua (O/A) de dois liquidos imisciveis estabilizados usando um surfactante
apropriado (MASON et al., 2006) contendo particulas pequenas (tipicamente cerca de
20-200 nm de diametro). Nas emulsdes 6leo em agua (O/A) o dleo é a fase dispersa
e a agua a fase continua e nas emulsées agua em o6leo (A/O), o conceito inverso
prevalece. A reducédo do tamanho de particula em sistemas de distribuicdo a base de
emulsdo tem uma série de vantagens que séo benéficas para certas aplicagdes de
alimentos, como por exemplo: i) maior estabilidade a agregacao de particula e a
separagao gravitacional; ij) clareza Optica mais elevada; ii) aumento da
biodisponibilidade oral (SABERI et al., 2013).

Figura 4 - Estrutura de uma nanoemulsao 6leo/agua (O/A).

Tensoativo

Fonte: (ARAUJO, 1995).
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A velocidade na qual uma nanoemulsdo volta as fases separadas é também
determinada pela frequéncia com que as goticulas de 6leo entram em contato umas
com as outras, o que depende do mecanismo principal responsavel pelos contatos
particula-particula (mecanismos fisico-quimicos pelos quais uma nanoemulsao pode
ser quebrada, incluindo separagdo gravitacional, sedimentagdo, floculagao,
coalescéncia e maturagdo de Ostwald). As taxas a que esses processos de
degradagéo ocorrem dependem da composigado do sistema (tipo de 6leo, solvente e
surfactante, , concentragdes, pH e forga ibnica) e condi¢des ambientais (temperatura
e forgas aplicadas) (MCCLEMENTS, 2004).

3.5.1 Oleo

A fase oleosa das nanoemulsées normalmente € selecionada com base na
solubilidade do composto de interesse a ser veiculado, na sua estabilidade, bem como
na estabilidade da formulacido desenvolvida (DATE e NAGARSENKER 2008).
Diversos 6leos tém sido utilizados na composi¢cao de emulsdes, como os triglicerideos
de cadeia longa (TCL) e os triglicerideos de cadeia média (TCM). Os TCM s&o obtidos
pela re-esterificacdo de acidos graxos do 6leo de coco fracionados (principalmente
caprico e caprilico) com glicerina e ambos s&o aprovados para utilizagao pela Food
and Drug Administration (FDA). Os TCM tém sido preferidos por serem 100 vezes
mais soluveis em agua do que os TCL. O tamanho da cadeia hidrocarbonada bem
como o grau de saturagdo de suas ligagbes afeta capacidade de solubilizagdo de
alguns compostos nos oleos. Dessa forma, muitas vezes misturas de o6leos sao
utilizadas para se alcangar boas solubilizagdo e emulsificagdo (BENITA e LEVY,
1993).

3.5.2 Surfactante/co-surfactante

Os surfactantes sdo moléculas anfifilicas que estabilizam as nanoemulsdes
através da reducdo da tensdo interfacial, impedem a agregacdo de goticulas e
proporcionam a estabilizacdo. Um surfactante comum utilizado em nanoemulsdes é a
lecitina derivada da gema de ovo ou da soja (KLANG e VALENTA, 2011). Igualmente,
co-surfactantes como o propileno glicol, polietilenoglicol, etanol, glicerina, etilenoglicol
e propanol sdo usados para complementar a agao dos surfactantes a fim de fortalecer
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a pelicula interfacial (ZHANG et al., 2014; WANG et al., 2008; JO e KWON, 2014).
Tensoativos como o desoxicolato de sodio (sal biliar) (NASR et al., 2012) e
cremophor EL (6leo de ricino polioxil-35) (VYAS et al., 2008) foram utilizados em
produtos parenterais comercializados. O Tween 80 normalmente € o tensoativo
preferido devido ao elevado valor de EHL (igual a 15). Este composto é de natureza
nao-idnica e estabiliza goticulas de emulsdo por estabilizagdo estearica, ou seja,
resultante da cobertura das particulas com camada de particulas solvatadas pelo meio
continuo. Além disso, sendo um surfactante de baixo peso molecular, € eficiente para
minimizar o tamanho de particula melhor do que os surfactantes poliméricos (GHOSH
et al., 2013). Emulsionantes de equilibrio hidrofilico e lipofilico (EHL), do inglés,
hydrophilic-lipophilic balance (HLB) € uma medida de polaridade da substancia, ou
seja, quanto menor o seu valor, maior sera a afinidade pela fase oleosa, enquanto
emulsionantes de EHL elevado apresentam maior afinidade pela fase aquosa. Para
emulsdes O/A, em geral, s&do indicados emulsionantes com EHL de 8 a 18, sendo que
esta faixa pode variar um pouco conforme a fonte consultada (SAJJADI, 2006). A

Figura 5 apresenta a relagao entre a polaridade e EHL de emulsionantes.

Figura 5 - Relacdo entre polaridade e EHL de emulsionantes.

/ Alto HLB (10-20)
/ Porcdo . Grande porcédo
:. hidrofilica hidrofilica, menor
Porcdo porcdo hidrofébica
hidrofébica
Baixo HLB (1-10)
Grande porgdo - Porgdo
hidrofébica, menor hidrofilica
por¢do hidrofilica Porgdo hidrofébica

Fonte: Adaptado por (CRODA, 2017).

3.5.3 - Formacéao de nanoemulsao utilizando ultrassom

A formagao de nanoemulsdes por meétodos de alta energia é governada pela
composi¢ao selecionada (tensoativos e compostos funcionais) e pela quantidade de
energia aplicada. Portanto, as nanoemulsdes produzidas por meio de métodos de alta
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energia apresentam uma predisposicdo natural para preservar a formagdo de
nanoemulsées contra a modificagdo da formulacido por exemplo, adicdo de
mondmero, surfactante, co-surfactante, etc.

Quando dois liquidos imisciveis sao submetidos a ondas sonoras de alta
frequéncia na presenga de um surfactante, formam-se particulas de emulsdo por
cavitacdo (ANTON et al., 2008). Acredita-se que a emulsificagao ultrassénica ocorre
através de dois mecanismos: /) a aplicagdo de um campo acustico produz ondas
interfaciais que se tornam instaveis, resultando eventualmente na erup¢ao da fase
oleosa no meio aquoso sob a forma de goticulas; ii) a aplicagao de ultrassons de baixa
frequéncia provoca a cavitagao acustica, isto €, a formagao e o subsequente colapso
das microbolhas pelas flutuacbes de pressdo de uma simples onda sonora. Cada
evento de colapso de bolha (uma implosdo em escala microscépica) provoca niveis
extremos de turbuléncia altamente localizada, atuando como um método muito eficaz
para quebrar gotas primarias de oleo disperso em gotas de tamanho sub-micrométrico
(LI e FOGLER, 1978).

Kentish et al. (2008) produziram nanoemuls&o utilizando oleo de semente de
linhaca e Tween 40 como um emulsificante por ultrasonicador. Os resultados
mostraram que existe um nivel 6timo de entrada de energia acima do qual a formagéao
de bolhas e de coalescéncia de particulas afeta a eficiéncia, reprodutibilidade e
qualidade da producédo de nanoemulsdo. Aumentar o tempo de sonicagao reduz os
tamanhos de goticulas até um ponto, mas a sonicagdo continua pode ser
desnecessaria. Ha de se ressaltar que o uso de ultrassom ganhou interesse pela
preparacdo de nanoemulsdes devido ao baixo custo de produgao, facilidade de
manipulagdo do sistema, maior eficiéncia energética e menores requisitos
instrumentais (LEONG et al., 2009).

Nanoemulsdes preparadas pela técnica de cavitagdo oferece maior
estabilidade com a reducdo da taxa de maturacdo de Ostwald do que sistemas
preparados pelo método de inversao de fase. Observou-se que as nanoemulsdes-
assistidas por sonicacao tém melhor estabilidade fisica e menor tamanho de particula
que o sistema de dispersao produzido por homogeneizador. Tang et al., (2013),
revelaram que o ultrassom € 18 vezes mais eficiente do que a microfluidizacéo para

alcancar nanoemulsdes com tamanho de gotas semelhante.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Como mencionado no Capitulo 1, a presente secédo apresenta os resultados
obtidos desta Tese de Doutorado na forma de artigos cientificos. Para isso, optou-se
por realizar a tradugéo para a lingua portuguesa, mantendo-se inalterada, qualquer
informagédo ou dado ja publicado. Igualmente, a fim de evitar a exaustiva leitura,
somente as secdes “Material e Métodos” e “Resultados e Discussao” serao
apresentadas, uma vez que a parte introdutéria e de revisdo ja se apresenta

contemplada no presente documento.

4.1 - “Microwave-Assisted Extraction of Phenolic Acids and Flavonoids from

Physalis angulata”

“Extragdo assistida por microondas de acidos fendlicos e flavonoides
presentes em Physalis angulata”

Journal of
Food Process Engineering

Journal of Food Process Engineering ISSN 1745-4530

MICROWAVE-ASSISTED EXTRACTION OF PHENOLIC ACIDS
AND FLAVONOIDS FROM PHYSALIS ANGULATA
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MATERIAL E METODOS
Material
Etanol (95% de pureza, Dinamica, Brazil) foi usado devido a sua compatibilidade

ambiental, baixa toxicidade e custo. Acido galico, elagico, caféico, rutina, quercetina,
mangiferina e o reagente Folin-Ciocalteau foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
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Louis, MO, USA) e a solucéo 7.5% de Na.CO3 (Dinamica, Brazil) foi preparada pela

dissolugéo de carbonato de s6dio em agua deionizada.

Preparo da amostra

Os frutos de physalis foram coletados manualmente no IFRS-Campus Sertéo,
RS, Brasil (27°58'48"S 52°15'36"0). As amostras foram secas em estufa de circulagéo
de ara 30°C + 1°C/6 dias e trituradas em moinho. A polpa foi separada das sementes
e todos os materiais n&o retidos em uma peneira (10 mesh) foram armazenados em

recipientes de vidro e mantidos em freezer até o uso.

Extrag&o-assistida por micro-ondas (MAE)

Todos os experimentos foram conduzidos em um modelo de reator de micro-
ondas (modelo Discover SP, CEM Corporation, Matthews, Estados Unidos), o qual &
capaz de fornecer 300 W de poténcia de micro-ondas continua. O reator consiste de
uma camara interna cilindrica de 25 mm de didametro e 100 mm de altura e o desenho
cilindrico garante irradiagdo uniforme ao longo de todo o volume de trabalho. Um
sensor infravermelho localizado no fundo da céamara foi usado para monitorar a
temperatura da reagao (controlada com ar comprimido soprado na camara). A Tabela
5 apresenta as variaveis e niveis investigados na etapa de extracdo. Os ensaios foram
realizados da seguinte forma: diferentes concentragbes de etanol (de acordo com a
Tabela 5) e massa de physalis (previamente pesada numa balanga analitica) foram
adicionados ao reator e entdo, micro-ondas foram irradiadas na camara (10, 20 ou 30
W) durante 30, 40 e 50 s. Finalmente, as solugdes do reator foram filtradas através de
filtros de seringa PTFE de 0,20um (Millipore) para eliminar quaisquer solidos

suspensos e entdo analisadas.
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Tabela 5 - Variaveis e niveis investigados na etapa de extragao.

Variaveis codificadas

Variaveis independentes Cddigos
-1 0 +1
Poténcia de irradiagao (W) P 10 20 30
Tempo (s) T 40 50 60
Razéao etanol:agua (%, v/v) C 0 50 100
Razao liquido:sdlido (mL.g™) L 10:1 20:1 30:1

Determinagéo do teor total de polifendis (TPC)

O teor total de polifendis foi determinado pelo método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau baseado em Nayak et al. (2015) com algumas modificagbes. Aliquotas
filtradas de cada ensaio (500 yL) foram misturadas com 2,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteau e 2,0 mL de Na2COa. A solugao foi deixada em banho-maria (50°C) por 5
min e imediatamente resfriada. A absorbéncia das misturas de cor azul foi registrada
a 765 nm (em triplicata) utilizando um espectrofotometro (UV-1800, Shimadzu, Jap&o).
TPC foi calculado como acido galico equivalente (a partir da curva de calibragdo com
uma solugéo padrdo de acido galico) e os resultados foram expressos como mg de

equivalentes de acido galico (AGE) por grama de extrato (mg AGE/g de extrato).

Cromatografia liquida de alto desempenho com analise por detec¢édo de arranjo de
diodo (HPLC-DAD)

A identificagdo/quantificagcdo de compostos individuais (acidos fendlicos e
flavonoides) foi determinada com base em NAYAK et al., (2015) usando um
cromatografo liquido (Shimadzu) equipado com um detector de arranjo de diodos e
uma coluna C-18 (5 ym, 4,60 mm x 150 mm, Shimadzu). Todas as amostras foram
centrifugadas a 4000 rpm/15 min antes da analise, o volume de injecéo foide 10 yL e
o fluxo da fase movel de 0,25 mL.min"'. A analise cromatografica foi realizada a 40°C,
utilizando-se a monitoragao simultdnea dos extratos realizados a 210, 257, 280 e 320
nm. A fase mével “A” consistiu de uma mistura de acido fosforico 1:99 (v / v) em agua
destilada, enquanto a fase movel “B” consistiu em 100% de metanol grau HPLC. O
gradiente de eluicdo dos solventes nas proporgdes de volume foi o seguinte: 0-33 min,
5-100% B; 33-40, 5% B. Os compostos individuais foram identificados pelo tempo de
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retencao e quantificados a partir da area do pico em diferentes comprimentos de onda
mediante o emprego de padrdoes externos. A curva de resposta padrao foi uma
regressao linear ajustada aos valores obtidos em cada concentragédo dentro da faixa
de 10 a 100 yg.mL™" para acido galico, acido elagico, acido cafeico, hidrato de rutina,

quercetina e mangiferina.

Analise estatistica

A influéncia de cada fator na obtengdo dos compostos fendlicos totais e
individuais foi avaliada estatisticamente através de um planejamento Box-Behnken (4

variaveis e 3 niveis), com diferengas significativas a 5% (a = 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 6 apresenta o teor de polifendis totais obtidos através do processo de
extragdo-assistido por micro-ondas utilizando um planejamento fatorial do tipo Box-
Behnken. O teor maximo de polifenol (3,74 mg AGE/g de extrato) foi obtido a 30 W de
poténcia de irradiacdo, 50 s de extragédo, 50% de etanol e 10:1 mL/g (ensaio 8). Por
outro lado, o teor mais baixo de polifenol (0,03 mg AGE/g de extrato) foi obtido a 20
W de poténcia de irradiagao, 40 s de extracédo, 50% de etanol e 30:1 mL/g (ensaio
21), representando uma diferenca de cerca de 25%.
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Tabela 6 - Matriz experimental, valores codificados (reais) e resposta do conteudo total de polifendis e compostos fendlicos

individuais.
Razao TPC Componentes individuais (mg/L)
Ensaio % de etanol Tempo Poténcia s’élifio: (mg AGE/g Acido Acido Acido . o
(viv) (s) (W) liquido extrato) - - . Rutina Mangiferina
Galico Elagico Cafeico
(mL/g)
1 0 (50) -1 (40) +1(30) 0(20:1) 0,84 4.19 0.27 0.10 0.46 1.41
2 0 (50) +1 (60) -1(10) 0(20:1) 0,64 3.87 0.51 0.14 0.30 1.02
3 -1(0) 0(50) 0 (20) -1(10:1) 0,37 3.28 0.37 0.02 0.27 0.89
4 +1 (100) 0(50) 0 (20) -1(10:1) 0,52 1.76 0.34 N.D 0.47 2.41
5 -1(0) 0(50) 0 (20) +1(30:1) 0,63 4.44 N.D N.D 0.29 1.77
6 +1 (100) 0(50) 0 (20) +1(30:1) 0,43 1.47 N.D N.D 0.25 1.95
7 0 (50) 0(50) -1(10) -1(10:1) 2,40 7.27 0.55 0.19 0.78 1.43
8 0(50) 0(50) +1(30) -1(10:1) 3,74 7.28 0.39 0.21 0.86 1.47
9 0 (50) 0(50) -1(10) +1(30:1) 0,53 2.63 0.31 0.10 0.32 1.92
10 0 (50) 0(50) +1(30) +1(30:1) 0,22 3.46 0.36 0.03 0.36 2.06
11 -1(0) -1 (40) 0 (20) 0(20:1) 0,55 6.54 0.35 0.10 0.40 2.23
12 -1(0) +1 (60) 0 (20) 0(20:1) 0,57 7.77 0.38 0.14 0.43 2.29
13 +1 (100) -1 (40) 0 (20) 0(20:1) 0,39 1.77 N.D 0.22 0.32 2.29
14 +1 (100) +1(60) 0 (20) 0(20:1) 1,45 1.40 N.D N.D 0.34 2.26
15 -1(0) 0(50) -1(10) 0(20:1) 0,54 5.05 0.44 0.11 0.47 222
16 -1(0) 0(50) +1(30) 0(20:1) 0,50 7.26 0.38 0.14 0.42 2.24
17 +1(100) 0(50) -1(10) 0(20:1) 2,11 1.42 N.D N.D 0.32 243
18 +1(100) 0(50) +(30) 0(20:1) 0,29 1.15 N.D 0.26 0.31 2.32
19 0(50) -1(40) 0 (20) -1(10:1) 3,04 0.67 N.D N.D 0.35 1.94
20 0(50) +1(60) 0 (20) -1(10:1) 1,29 0.97 N.D N.D 0.34 1.94
21 0(50) -1(40) 0 (20) +1(30:1) 0,03 3.20 0.30 0.10 0.33 1.96
22 0(50) +1(60) 0 (20) +1(30:1) 0,42 4.87 0.33 0.14 0.50 2.31
23 0(50) 0(50) 0 (20) 0(20:1) 1,16 4.51 0.35 0.14 0.53 2.28
24 0(50) 0(50) 0 (20) 0(20:1) 1,08 4.09 0.35 0.10 0.50 2.21
25 0(50) 0(50) 0 (20) 0(20:1) 1,08 4.28 0.39 0.13 0.51 2.26
26 0(50) -1(40) -1(10) 0(20:1) 0,70 0.50 N.D N.D 0.35 1.94
27 0(50) +1(60) +1(30) 0(20:1) 1,22 5.01 0.44 0.15 0.53 2.31

Acido galico (280 nm): 16,02 min; Acido elagico (280nm): 28,38 min; Hidrato de rutina (210 nm): 28,39 min; Quercetina (210 nm): 32,41 min; Acido cafeico (320 nm): 23,34 min; Kaempferol (360 nm):
33,00 min; Mangiferina (257nm): 24,38 min; N.D: ndo detectado. * Média da concentragéo de polifendis totais e compostos individuais em cada condi¢cdo de extragdo. A mesma resposta seguida pela
mesma letra (s) ndo é significativamente diferente com base no HSD de Tukey.

47



Capitulo 4

A Figura 6 apresenta o grafico de Pareto das variaveis independentes em
relagéo ao teor de polifendis totais. O aumento da razao (liquido: sélido) levou a uma
diminui¢do no TPC, enquanto uma maior concentragao de etanol em agua promoveu
um aumento no total de fendis extraidos. O efeito do poder de irradiagdo e o tempo
de extragdo nao foram significativos. KRISHNAN e RAJAN (2016) também
observaram que a relacado solvente-alimentacdo e temperatura tiveram um efeito
significativo sobre o rendimento de flavonoides, taxa de extragdo e coeficiente de
difusdo efetivo com a maior relagao solvente-a-alimentagdo e temperatura usando
agua como solvente. A diminuigdo do rendimento de extragdo para uma maior relagao
solvente:solido pode dever-se a distribuicdo nao uniforme e, consequentemente, a
exposi¢éo ao aquecimento por micro-ondas (SPARR E BJORKLUND, 2000).

Em relagdo a concentracdo de etanol, o principio de "semelhante dissolve
semelhante" parece ser o mais adequado para explicar o comportamento de extracao
(NAYAK et al. 2015). Aléem disso, de acordo com MUSTAPA et al., (2015), varias
estudos também relataram o valor de 50% (v/v) como a concentragao 6tima de etanol
para a extragao de polifendis e/ou antioxidantes a partir de matriz vegetal. PAN et al.
(2003) mostraram que a extracdo de polifendis foi muito influenciada pela
concentracéo de etanol e, portanto, 50% de etanol em agua foi usado como a melhor
condigcdo. YANG et al. (2009) mostraram que a taxa de extragao de polifendis aumenta
quando a concentracdo de etanol aumenta de 30 para 70% e diminui quando a
concentracédo de etanol é superior a 70%. BAI et al. (2012) estudaram a extragdo de
polifendis de bagago de maga usando micro-ondas e mostraram condi¢des 6timas de
tempo de extragdo, concentragédo de etanol e razdo de solubilidade de 53,7 s, 62,1%
e 22,9:1, respectivamente. TANG et al. (2013) observaram que a energia de micro-
ondas teve pouco efeito sobre o TPC quando a energia de micro-ondas, tempo de
irradiagcéo e etanol também aumentou.

Para permitir uma vis&o geral do comportamento em todos os ensaios, a Figura
6 também apresenta as médias observadas e os limites de confianca para cada
variavel independente no rendimento de TPC, o que é possivel confirmar que um TPC
maximo pode ser obtido em condigbes intermediarias de etanol:agua e tempo de

extracdo; relacdo minima liquido:soélido com baixa ou alta poténcia.
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Figura 6 - Grafico de Pareto dos efeitos, médias observadas e limites de confianca

para as variaveis independentes sobre a quantidade de polifendis totais (TPC).

1.15

1.10

1.05

1.00

0.95

0.90

TPC (mg GAE/g extract)

0.85

H 0.80
p=.05 40 50 60

Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Independent variable (T) - Time (s)

N
o
w

A A
5} o
N [NY

o
o

TPC (mg GAE/g extract)
o
©

TPC (mg GAE/g extract)
o -
© o

o
o
o
©

o
)
(=)
~

0 50 100 ’ 10 20 30
Independent variable (C) - Ethanol:water (v/v) ratio (%) Independent variable (P) - Irradiation power (W)

25

N N N
o )] o

TPC (mg GAE/g extract)

o
o

0.0

10:1 20:1 30:1
Independent variable (L) - Liquid-to-solid ratio (mL/g)

Compostos Individuais

Avaliou-se o efeito de variaveis independentes sobre todos os acidos fendlicos
(acido galico, acido elagico e acido cafeico) e flavonoides (hidrato de rutina e
Mangiferina). Apenas quercetina ndo foi detectada em nenhum dos extratos, como
também relatado por NAYAK et al. (2015); contudo, ndo € possivel inferir a auséncia

completa desse composto no fruto. O teor de um composto varia conforme as
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condigbes experimentais (temperatura, razdo solido-liquido, poténcia de irradiagao,
porcentagem de etanol, etc.) e as propriedades intrinsecas (maturidade dos frutos,
época de colheita e pré-tratamento). Por outro lado, o acido galico e a mangiferina

foram os dois compostos mais abundantes nos extratos.

Acidos Fendlicos

O teor de acido galico (Tabela 6) variou de 0,5 mg/L (ensaio 26) a 7,77 mg / L
(ensaio 12). O teor maximo foi obtido a 20 W de poténcia de irradiagéo, 60 s de
extragao e utilizando 20 mL de agua pura por grama de vegetal. Em contraste, o teor
mais baixo foi encontrado em 10 W de poténcia de irradiagao, 40 s de extracéo e
também usando 20 mL por grama de physalis, mas com uma mistura de 50%
(etanol:agua), representando uma diminuigdo de aproximadamente 93%. Com
relagdo ao comportamento de variaveis independentes no acido galico extraido
(grafico de Pareto, Figura 7), observou-se o efeito da concentragdo de etanol
(negativo), poténcia de irradiacdo e tempo de extragdo (positivos), ou seja, a
quantidade deste composto no extrato aumenta coma poténcia, e o tempo e
porcentagem minima de etanol. O acido galico € um acido tri-hidroxibenzdico e, de
preferéncia, € extraido por solventes polares, e o alto teor de etanol na mistura atinge
um grau de polaridade nao favoravel a extragdo (como uma fraca interagéo oxigénio-
hidrogénio e ligagbes de hidrogénio). Além disso, a alta poténcia de micro-ondas
fornece aquecimento localizado na amostra e atua como uma forca motriz para
destruir a matriz vegetal para que o analito possa difundir-se e dissolver-se no
solvente, explicando assim o comportamento observado (CHAN et al. 2011). De modo
semelhante, a Figura 7 mostra também as médias e os limites de confianga para cada
variavel independente investigada, confirmando que a quantidade maxima de acido
galico pode ser obtida com relagdo de concentracédo intermediaria (liquido:sdlido),

quantidade minima de etanol em agua, poténcia maxima e tempo de extracéo.
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Figura 7 - Grafico de Pareto dos efeitos, médias observadas e limites de confianca

para as variaveis independentes sobre a quantidade de acido galico.
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Foi observado um teor de acido elagico variando de 0,27 mg/L (ensaio 1) a 0,55
mg/L (ensaio 7). O teor maximo e minimo foi obtido a 10 W de irradiagdo 50 s de
extragdo e 10 mL de uma mistura 50% (etanol: agua) por grama de vegetais e 30 W
de poténcia de irradiagédo, 40 s de extragdo e também usando 20 mL por grama de
vegetais, mas com mistura 50% (etanol: agua), respectivamente. A variagéo
apresentou queda de 54%. A Figura 8 mostra o grafico de Pareto, as médias e os
limites de confianga para a variavel independente investigada. Novamente, foram
observados os efeitos negativos da concentragao de etanol e da razao liquido:solido
e efeito positivo do tempo de extragdo. Além disso, observou-se um efeito negativo da
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razao, indicando uma extragdo maxima de acido elagico em maior tempo, alta ou

baixa poténcia, concentragdo minima e porcentagem de etanol.

Figura 8 - Grafico de Pareto dos efeitos, médias observadas e limites de confianca

para as variaveis independentes sobre a quantidade de acido elagico.
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O acido caféico também foi analisado e seu conteudo variou de 0,02 mg/L
(ensaio 3) a 0,26 mg/L (ensaio 18). Curiosamente, 20 mL de etanol por grama de
vegetal, 30 W de poténcia de irradiacdo e 50 s de extragao representaram a maior
quantidade extraida. Caso contrario, a 20 W de poténcia de irradiacdo, 50 s de
extragdo e utilizando 10 mL de agua por grama de vegetal mostraram a menor
quantidade extraida. A partir do grafico de Pareto (Figura 9) foi observado que o poder
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de irradiagdo mostrou efeito positivo, enquanto as outras trés variaveis néao
apresentaram qualquer efeito. Também, como evidenciado a partir das médias
observadas, independentemente da razdo, tempo de extracdo e porcentagem de
etanol, ndo havera diferenca na quantidade de acido caféico extraido.

Figura 9 - Grafico de Pareto dos efeitos, médias observadas e limites de confianca

para as variaveis independentes sobre a quantidade de acido caféico.
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Flavonoides

A rutina e a mangiferina, ambos flavonoides, mostraram comportamento de

extracdo diferentes. Todas as variaveis independentes apresentaram efeito
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significativo para a extragao da rutina. Especificamente, a concentragcéo de etanol e a
relagdo liquido:sdlido tiveram efeito negativo, enquanto a poténcia e o tempo
mostraram efeitos positivos. O teor maximo de rutina (0,86 mg/L) foi obtido a 30 W de
poténcia de irradiagdo, 50 s de extragdo e utilizando 10 mL por grama de vegetais,
mas com uma mistura de 50% (etanol: agua), enquanto que a quantidade minima
(0,25 mg/L) foi encontrado a 20 W de poténcia de irradiacdo, 50 s de extracdo e
também usando 30 mL de etanol (diferenca de 29%). Com base em todos os ensaios,
obtiveram-se valores elevados de rutina com porcentagem intermediaria de etanol e

tempo de extracao, baixa relagao e alta poténcia.

Figura 10 - Grafico de Pareto dos efeitos, médias observadas e limites de confianca
para as variaveis independentes sobre a quantidade de rutina.
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Quanto a mangiferina, com exceg¢ao do tempo de extragdo, todas as variaveis

apresentaram efeito positivo (Figura 11).

Figura 11 - Grafico de Pareto dos efeitos, médias observadas e limites de confianca
para as variaveis independentes sobre a quantidade de rutina.
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A quantidade extraida variou de 2,43 mg/L (ensaio 17) a 0,89 mg/L (ensaio 3).
A 10 W, 50 s e utilizando 20 mL de etanol puro por grama de vegetais foi obtida a
quantidade maxima, mas em contraste, o teor mais baixo de mangiferina foi em 20W,
50s e 10mL por grama de physalis (diferengca de 35%). Valores intermédios de

poténcia e razdo de irradiacdo, bem como, percentagem elevada de etanol
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conduziram a um maior rendimento deste composto.

Em termos de flavonoides, ZHANG et al. (2013) verificaram a extragdo maxima
quando a concentragédo de etanol foi de 60%, corroborando com XIE et al. (2015),
onde os autores observaram que o rendimento de flavonoides aumentou quando as
concentragdes de etanol aquoso variaram de 50 a 70%. Ambas as pesquisas sugerem
que a adicdo de agua pode melhorar a eficiéncia de extracdo porque a agua tem
potencial de aumentar a polaridade do etanol aquoso. Outro motivo possivel pode ser
devido ao aumento do inchago do material vegetal pela agua, o que aumenta a area
de superficie de contato entre a matriz vegetal e o solvente (HEMWIMON et al. 2007).

Por outro lado, MUSTAPA et al. (2015) mencionou pesquisas as quais relatam
que uma maior concentragdo de agua pode reduzir o rendimento de extragdo, uma
vez que o grau de polaridade nao € mais favoravel para a extragdo quando o teor de
agua aumenta substancialmente. De fato, a sele¢cdo do solvente € um ponto critico no
processo € uma analise individual de cada composto alvo deve ser realizada para
obter a separagdo desejavel, ou seja, devido a complexidade dos materiais
encontrados nas plantas, o solvente pode determinar a quantidade e o tipo de
compostos a serem extraidos. Em ambos os casos de extragdo de flavonoides, o
aumento do rendimento com a poténcia das micro-ondas pode estar relacionado aos
efeitos diretos sobre biomoléculas por conducéao idnica e rotagao dipolar que resultam
em dissipacao de energia no interior do material solvente/vegetal, gerando movimento
molecular e aquecimento (GFRERER e LANKMAYR, 2005; XIAO et al., 2008).
Normalmente, quando a poténcia das micro-ondas €& aumentada, mais energia
eletromagnética ¢é rapidamente transferida para o sistema, melhorando,
consequentemente, a eficiéncia de extragédo (Xiao, Han et al., 2008). No entanto, o
efeito do micro-ondas sob o solvente ndo € completamente claro. Por exemplo,
MUSTAPA et al. (2015) observaram que um aumento na energia especifica absorvida
nao acompanhou a melhora no rendimento da extragao e, portanto, duas hipéteses
precisam ser investigadas em termos de energia absorvida associada as variagdes

nas propriedades da mistura solvente.
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4.2 - “The effects of ultrasound-assisted extraction on polyhenolics
compounds obtained from Physalis angulata using response surface

approach”

“Efeitos da extracao-assistida por ultrassom de compostos polifendlicos
presentes em Physalis angulata usando a metodologia da superficie de

resposta”

Acta Scientiarum
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ISSN on-line: 1807-8664
Doi: 10.4025/actascitechnol.v40i4.35530 SCIENCE, FOOD TECHNOLOGY AND FOOD ENGINEERING

The effects of ultrasound-assisted extraction on polyphenolics
compounds obtained from Physalis angulata using response surface
approach

Naira Carniel’, Rogério Marcos Dallago', Denise Bilibio’, Anderson Luiz Nunes?, Jodo Paulo
Bender® and Wagner Luiz Priamo*

Materiais e métodos
Materiais e preparagcéo de amostras

Amostras de physalis foram obtidas e preparadas de acordo com (CARNIEL et
al., 2017). Além disso, os seguintes materiais foram utilizados neste trabalho: etanol
(95% de pureza, Dinamica, Diadema/Brasil); flavonoides, acidos fendlicos e reagente
de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e Na2COs (Dinamica,

Diadema/Brasil).
Procedimento de extragdo

A extragdo-assistida por ultrassom (EAU) foi realizada de acordo com (FILIPPI
et al, 2015) utilizando banho ultrassénico (Unique, USC-1800A) com frequéncia de 40
kHz e poténcia de 154W. Frequéncias na faixa de 18 a 40 kHz pode promover a
ruptura da parede celular, o que facilita o acesso do solvente ao conteudo celular
(GONZALEZ-CENTENO et al., 2014). O procedimento de extragdo foi conduzido
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como previamente descrito por (Conte et al., 2016), mas no trabalho atual, o sistema
foi mantido em contato durante 120 min e no final, os tubos foram centrifugados (4000
rom/5 min) e o sobrenadante usado para analises posteriores. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

Metodologia Experimental e analise

O delineamento composto central rotacional (DCCR), apresentado na Tabela 7,
consistiu em um planejamento fatorial 22 completo (8 experimentos), pontos axiais (6
experimentos) e pontos centrais replicados (6 experimentos), totalizando 20
experimentos (PEREIRA et al.,, 2016; RODRIGUES e IEMMA, 2005). Todos os
ensaios foram realizados com a maxima poténcia de ultrassom e em ordem aleatoria
para minimizar os efeitos da variabilidade inesperada nas respostas observadas. Os
dados foram analisados utilizando o software STATISTICA 5.0 (Statsoft, Oklahoma,
EUA) considerando um nivel de significancia (p<0,05) pela analise de variancia
(ANOVA).

Caracterizacdo de Compostos

O conteudo total de polifendis (TPC) foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu, como descrito anteriormente por CARNIEL et al. (2017). A concentrag&o de
acidos fendlicos e flavonoides nos extratos foi avaliada por HPLC-DAD (dentro da

faixa de 1-100 pg.mL"" para ambos os compostos) de acordo com condigbes analiticas
relatadas por (CARNIEL et al., 2016) e (NAYAK et al., 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Extragédo-assistida por ultrassom

O teor de polifendis totais foi primeiramente estudado através do processo de
extracdo-assistido por ultrassom utilizando-se um delineamento composto central

rotacional (DCCR) 23, cuja matriz e respectivos resultados estdo apresentados na
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Tabela 7. A partir dos resultados obtidos pode-se observar que o teor de polifendis
(TPC) variou de 1,039 a 0,117 mg AGE/g de extrato, obtido a 40°C, 0,01g.mL"" e 53%
de etanol e 40°C, 0,06 g.mL"" e 91% de etanol, respectivamente. A quantidade minima
e maxima de acido galico foi de 11,15 mg.L" (ensaio 14, realizado a 40°C, 91 % de
etanol e 0,06 g de physalis por mL de solvente) e 104,88 mg.L™! (ensaio 1, a 35°C, 30
% de etanol e 0,03 g de physalis por mL de solvente), representando uma diminuigéao
aproximada de 9,4 vezes. O acido elagico foi observado apenas em dois ensaios e a
composigdo variou de 3,28 mg.L" (ensaio 4) a 8,37 mg.L™" (ensaio 7). Finalmente, o
teor de acido caféico variou de 0.70 mg.L™" (ensaio 12) a 4.04 mg.L™" (ensaio 1).

Em relacdo aos flavonoides, ambos apresentaram comportamento de extracéo
diferente. A quercetina nao foi detectada em nenhum extrato (resultados semelhantes
encontrados por NAYAK et al., (2015) e CARNIEL et al., (2016). O kaempferol mostrou
comportamento de extragao similar ao acido elagico e foi encontrado apenas em 2
ensaios. Finalmente, os teores de rutina e mangiferina variaram de 1,71 mg.L" e 2,58

mg.L"a 1,7 mg.L"" e 1,87 mg.L™", respectivamente.
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Tabela 7 - Matriz do DCCR 23 (valores reais e codificados) e respectiva resposta em termos de teor total de polifendis e compostos

individuais pelo método de ultrassom.

Razao Polifendis Componente Individual (mg.L"")
Temperatura %Etanol _ . _
Ensaio Soélido:Solvente totais Acido Acido Acido
(°C) (viv) Rutina Kaempferol Mangiferina
(g.mL™) (mg/g) Galico Elagico Cafeico
1 -1 (35) -1(0.03) -1 (30) 0.627 ° 104.88 @ N.D 4.04° 7.47 b° N.D 8.76 °
2 +1 (45) -1(0.03) -1 (30) 0.549 © 78.20° N.D 3.69° 6.37 ¢ N.D 13.262
3 -1 (35) +1(0.09) -1 (30) 0.191 M 34.39¢ N.D 1.39 ¢ 2.42% N.D 2,989
4 +1 (45) +1(0.09) -1 (30) 0.242 48.39 % 3.28° 1.90¢ 3.38% 0.95° 5.17 ¢
5 -1 (35) -1(0.03) +1(76) 0.483 ¢ 51.16 ¢ N.D 3.34°¢ 8.33° N.D 10.46°
6 +1 (45) -1(0.03) +1(76) 0.453 ¢ 46.91 ¢ N.D 3.39°¢ 6.54 ¢© N.D 10.83°
7 -1 (35) +1(0.09) +1(76) 0.160 " 16.60 " 8.372 1.31 ¢ 2.42% N.D 4.06f
8 +1 (45) +1(0.09) +1(76) 0.158 " 15721 N.D 1.10 9" 243 % N.D 3.84f
9 -1.68 (32) 0 (0.06) 0 (53) 0.262f 35.07 ¢ N.D 2.00¢ 3.49¢ N.D 6.22¢
10 +1.68 (48) 0 (0.06) 0 (53) 0.319°¢ 37.88 1 N.D 1.93¢ 4114 1.87° 5.75%
11 0 (40) -1.68 (0.01) 0 (53) 1.039°2 66.80 © N.D N.D 58.28 2 N.D N.D
12 0 (40) +1.68 (0.11) 0 (53) 0.129 13.59 N.D 0.70' 1.71°¢ N.D 2.58¢9
13 0 (40) 0 (0.06) -1.68 (14) 0.198%" 43.66 ° N.D 1.49°¢ 2.90 % N.D 5.24 ¢
14 0 (40) 0 (0.06) +1,68 (91) 0.1171 11.15] N.D N.D 2.96 % N.D N.D
15 0 (40) 0 (0.06) 0 (53) 0.139] 21.52 N N.D 1.11 9 278 % N.D N.D
16 0 (40) 0 (0.06) 0 (53) 0.1431 20.93 " N.D 1.14 fh 3.88 ¢ N.D N.D
17 0(40) 0(0.06) 0(53) 0.1421 20.52 " N.D 0.99" 2.95% N.D N.D
18 0(40) 0(0.06) 0(53) 0.1381 21.05 " N.D 1.05 9" 3.07 % N.D N.D
19 0(40) 0(0.06) 0(53) 0.136 21.82" N.D 1.24 °fn 3.55¢ N.D N.D
20 0(40) 0(0.06) 0(53) 0.1371 20.95 " N.D 1.09 o 2.71¢% N.D N.D

Acido galico (280 nm): 16,02 min; Acido elagico (280nm): 28,38 min; Hidrato de rutina (210 nm): 28,39 min; Quercetina (210 nm): 32,41 min; Acido cafeico (320 nm): 23,34 min; Kaempferol (360 nm):
33,00 min; Mangiferina (257nm): 24,38 min; N.D: ndo detectado. * Média da concentragéo de polifendis totais e compostos individuais em cada condi¢cdo de extragdo. A mesma resposta seguida pela
mesma letra (s) ndo é significativamente diferente com base no HSD de Tukey.

60



Capitulo 4

VU et al, (2016) mencionaram que os rendimentos de recuperagdao de
compostos fendlicos, flavonoides, proantocianidinas e propriedades antioxidantes
foram afetados pelos parametros de extracdo. Verificou-se que as condi¢cbes de
extracdo 6timas se encontravam a uma temperatura de 30 °C, tempo de ultrassom de
5 min, poténcia de 150 W, razdo de amostra:solvente de 8:100 g/mL e concentragao
de acetona de 60%. Sob estas condigbes 6timas, 23,49 mg de compostos fendlicos,
39,46 mg de flavonoides de 1g de casca de banana foram extraidos. TSAl et al. (2014)
otimizou a extragao assistida por ultrassom de compostos fendlicos de Phyllanthus
emblica. Em condigbes 6timas (15 min de tempo de extragc&o, 60 °C de temperatura
de extracao, 70% de concentragao de etanol, 56 kHz de frequéncia ultrassbnica e uma
relagdo de sélidos:solvente de 1:50), a taxa de lixiviagao dos compostos fendlicos foi
até 55,34 mg.g™'. Finalmente, BATISTON et al. (2013) mostraram que o teor fendlico
total de dez frutos variou de 58,97 a 675,73 mg.100 g'. A Figura 12 apresenta o
grafico de Pareto dos efeitos estimados de variaveis testadas no planejamento
experimental sobre o composto fendlico total (TPC).

Figura 12 - Grafico de Pareto dos efeitos estimados de variaveis testadas no
planejamento experimental sobre o composto fendlico total (TPC), onde: SLR ¢é a
razao de solido:liquido (g.mL-1), T é a temperatura (°C) e Ec é a porcentagem de

etanol em agua (v/v).
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Com base no grafico de Pareto € possivel perceber que todas as variaveis
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independentes mostraram um efeito significativo na quantidade de polifendis totais.
Apenas a interacdo linear entre a temperatura e concentracdo de etanol n&o foi
significativa. O aumento da concentragédo de etanol e razdo solido-liquido promoveu
uma diminui¢do de TPC, mas, por outro lado, o aumento do T levou a um aumento na
extracdo desses compostos.

A literatura relata comportamentos semelhantes com os resultados obtidos
neste trabalho. Por exemplo, a influéncia positiva das altas temperaturas pode ser
devida ao aumento da solubilidade e difusividade, bem como, uma diminuicdo na
viscosidade dos compostos fendlicos. Ambos os efeitos melhoram a transferéncia de
massa e aceleram as taxas de extragdo. Em relacio a proporc¢éao solido-liquido, deve-
se observar que o volume de solvente deve ser suficiente para permitir uma boa
hidratagéo e inchago da fase solida (PRADAL et al. 2016). Em termos de rendimento,
YUE et al. (2012) obtiveram 13,26 mg AGE/g de macé verde a 30 min, poténcia de
519,39 W, 50 °C e concentracdo de etanol de 50%. HAMINIUK et al., (2012)
apresentaram uma revisdo interessante sobre compostos fendlicos em frutas,
sugerindo resultados de 14 frutos com teor de polifendis variando de 226,00 a 1515,90
AGE / 100g de peso fresco.

A equacao 1 apresenta um modelo quadratico (TPC em fung¢do das variaveis
independentes codificadas) com base na analise dos efeitos apresentados:

TPC = 0.1391 + 0.0027 X T + 0.0538 X T2 — 0.2118 X SLR + 0.1578 x SLR? — 0.0360 X Ec + 0.0067 X Ec? +
0.0196 X T x SLR — 0.0006 X T X Ec + 0.0156 X SLR X Ec (Equaggo 1)

A analise de variancia indicou que 0 Fcaicuiado fOi NOVe vezes maior do que o
valor do Fiapelado € 0 coeficiente de regressdo (R?) foi 0,9640, ou seja, com base nesse
valor, somente 3,60% da variacao total ndo foi explicada pelo modelo. Portanto, como
o valor de R? mostrou alta significancia, o modelo foi utilizado para prever as condigbes
otimas do processo de extragdo. A seguir a Figura 13 apresenta a superficie de
resposta.
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Figura 13 - Superficie de resposta do conteudo de polifendis totais (TPC) em fungéo

de: A) temperatura versus razéo solido-liquido e B) concentragdo de etanol versus
razao solido-liquido.
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As Figuras 13, A e B, apresentam os efeitos da porcentagem de etanol versus
razao solido-liquido e temperatura versus razao solido-liquido na recuperacédo de
TPC, respectivamente. Em ambos os casos, com baixas raz&o solido-liquido e valores
intermediarios de porcentagem de etanol, pode ser recuperada uma quantidade
elevada de polifendis totais. Embora a temperatura tenha mostrado um pequeno efeito
positivo sobre o conteudo de polifendis totais recuperado, pode ser adotado um valor
intermediario (cerca de 40°C), preservando, portanto, estes compostos termolabeis.

Compostos Individuais
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De acordo com a analise estatistica verificou-se que as variaveis do processo
podem ser moduladas visando atingir a quantidade desejavel de acido fendlico e
flavonoides (p<0,05). A quantidade minima e maxima de acido galico foi 0,0111 mg.g-
' (ensaio 14, realizado a 40°C, 91% de etanol e 0,06 g de physalis por mL de solvente)
e 0,1049 mg.g™" (ensaio 1, a 35°C, 30% de etanol e 0,03 g de physalis por mL de
solvente), representando uma diminuicdo em torno de 9,4 vezes. O acido elagico foi
observado apenas em dois ensaios e a composigdo variou de 0,0033 mg.g™' (ensaio
4) a 0,0084 mg.g™! (ensaio 7). Finalmente, o contetdo de &cido caféico variou de
0,0007 mg.g™" (ensaio 12) a 0,0040 mg.g™' (ensaio 1).

Em relagédo aos flavonoides, ambos mostraram diferentes comportamentos de
extragdo. A quercetina ndo foi detectada em nenhum extrato (resultados similares
encontrados por NAYAK et al., (2015) e CARNIEL et al., (2017). Kaempferol
apresentou comportamento de extragdo similar ao acido elagico e s6 foi encontrado
em 2 ensaios, variando de 0,0009 mg.g™' (ensaio 4) a 0,0019 mg.g™' (ensaio 10). A
rutina e a mangiferina apresentaram os valores minimos de 0,0017 mg.g™" e 0,0026
mg.g™' (ensaio 12), enquanto que os teores maximos foram 0,0583 mg.g™"' e 0,0133
mg.g" para cada composto, respectivamente. Para fins comparativos, CARNIEL et
al.,, (2017) adotaram a extragdo assistida por micro-ondas e encontraram valores
maximos de TPC, acidos fendlicos (galico, elagico e caféico) e flavonoides (rutina e
mangiferina) iguais a 3,74 mg GAE.g"', 7,77 mg.L"", 0,55 mg.L™", 0,26 mg.L"", 0,86
mg.L", 2,43 mg.L"", respectivamente, e, embora o TPC aqui encontrado fosse menor
do que usando a extracao assistida por micro-ondas, deve-se notar que a quantidade
extraida de cada composto foi consideravelmente maior. FU et al, (2011)
apresentaram um estudo sobre as capacidades antioxidantes e os teores fendlicos
totais de 62 frutos, indicando que a quantidade maxima de acidos fendlicos (acido
galico, elagico e cafeico) e flavonoides (rutina e kaempferol) foi de 50,25 mg.100g™’,
2,85 mg.100g™, 2,16 mg.100g™", 1,89 mg.100g™" e 6,67 mg.100g™", respectivamente.

VU et al.,, (2016) mencionaram que os rendimentos de recuperagdo de
compostos fendlicos, flavonoides, proantocianidinas e propriedades antioxidantes
foram afetados pelos parametros de extragao. As condigdes otimas de extragao foram
encontradas na temperatura ultrassénica de 30°C, tempo ultrassénico de 5 min,
poténcia ultrassénica de 150 W, relagdo amostra/solvente de 8:100 g.mL"' e
concentracdo de acetona de 60%. Sob estas condigdes otimas, 23,49 mg de
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compostos fendlicos, 39,46 mg de flavonoides a partir de 1 g de casca de banana
podem ser extraidos. TSAI et al., (2014) otimizaram a extragao assistida por ultrassom
de compostos fendlicos de Phyllanthus emblica e sob condi¢gdes 6timas (15 min de
tempo de extracdo, 60°C de temperatura de extracéo, 70% de etanol, 56 kHz de ultra-
som e uma relagao 1:50 solido/solvente), a taxa de lixiviagdo de compostos fendlicos
foi de até 55,34 mg.g~'. Por fim, BATISTON et al., (2015) mostraram o teor total de
fenolicos de dez frutos variando de 58,97 a 675,73 mg.100g™".

Os resultados encontrados podem ser considerados complementares aqueles
da literatura cientifica. Além disso, mostram-se relevantes e fornecem subsidios para
o campo de purificacdo/separagcdo, uma vez que estes compostos apresentam
propriedades farmacolégicas bem conhecidas e indicam aplicagdes futuras

promissoras.
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4.3 - “GRAS nanoemulsion from Goldenberry to the control of foodborne

bacteria on fresh cucumber”

“Nanoemulsées a partir de Physalis para o controle de bactérias de origem

alimentar em pepinos frescos”

MATERIAL E METODOS

Materiais, procedimento de extragdo e caracterizagéao

Etanol (95%, Dinamica, Diadema/Brasil); Na2CO3 (Dinamica, Diadema/Brasil);
flavonoides (mangiferina, rutina e quercetina), acidos fendlicos (acido galico, acido
elagico e acido cafeico), Tween 80, reagente de Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) e triglicerideos de cadeia média (MCT, Miglyol® 812) foram utilizados
neste trabalho. Os extratos fendlicos utilizados nas nanoemulsdes foram preparados
como descrito a seguir: as amostras de physalis foram adquiridas e preparadas de
acordo com Carniel et al., (2016) e a extragdo dos compostos fendlicos deu-se através
de extragao-assistida por ultrassom conforme descrito por CONTE et al., (2016), com
algumas modificagbes. Resumidamente, as physalis foram adicionadas a uma
solugao etandlica (30% v/v) a 30mg.mL" durante 120min, 35°C e a 154W de poténcia
de ultrassom. A solugado foi entdo centrifugada (4000 rpm/5 min) e a fase liquida
evaporada sob vacuo a 30°C + 1°C durante 2 dias para posterior liofilizagdo. O teor
total de polifendis (TPC) foi determinado pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
(CARNIEL et al., (2017) e a concentracado de acidos fenodlicos e flavonoides nos
extratos foi avaliada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) conforme
descrito na literatura (CARNIEL et al., 2017; NAYAK et al., 2015).

Preparacéo e caracterizacdo de nanoemulsées

As nanoemulsdes foram preparadas por emulsificacdo usando um método de
titulacdo (fase orgénica adicionada lentamente em uma fase aquosa contendo um
agente surfactante) de acordo com BOUCHEMAL et al. (2004), com algumas
modificagdes. A fase oleosa foi composta por um triglicerideo de cadeia média (MCT
- triglicerideo caprilico/caprico, agente solubilizante - 33,3 mg), lecitina de soja
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(estabilizador, 7,2 mg) e etanol (co-solvente para aumentar a solubilidade dos
antimicrobianos em MCT, 3,3 mg). A fase aquosa foi composta por Tween 80, um
tensoativo ndo idnico de grau alimenticio com o objetivo de estabilizar as gotas de
nanoemulsdo (22,5 mg) e agua ultrapura (10 mL). Com o objetivo de estudar o
potencial de diferentes formulagdes, a fase oleosa foi completada (individualmente)
com: extrato seco de physalis (NE) obtido como descrito anteriormente (agente
antimicrobiano, 200 mg) e acido galico (NGA) - (componente principal no extrato, 200
mg). Ambas as fases foram homogeneizadas separadamente por 10 minutos usando
um sonicador (Modelo 300, Fisher Scientific Sonic Dismembrator) a 750 W/25 °C + 1
°C. O etanol foi entdo evaporado e a fase oleosa foi lentamente adicionada a fase

aquosa contendo surfactante sob sonicagéao.

Caracterizacdo das nanoemulsées

O tamanho de particula e a distribuicdo de tamanho foram determinados pelo
método dinamico de espalhamento de luz a laser usando um equipamento Malvern
ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK). As amostras das nanoemulsées
foram diluidas a 1:1000 em agua e sua carga superficial (potencial Zeta, ¢) foi
determinada a 25°C.

Ensaios Antimicrobianos

Determinag&o da concentrag&o inibitoria minima (CIM) das nanoemulsées

A CIM da nanoemuls&o contendo o extrato de physalis foi avaliada para Listeria
monocytogenes ATCC 19115, Salmonella Typhimurium ATCC 19585 e Escherichia
coli O157:H7 ATCC 700927 usando o método de microdiluicdo em caldo de acordo
com as diretrizes do Clinical Laboratories Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2012).
Culturas estoque de cada microrganismo foram cultivadas em caldo TSB (Difco,
Detroit, MI) a 37 °C durante 18 h. As nanoemulsdes (20 mg.mL™") foram dissolvidas
em Caldo Mueller-Hinton (MHB, Difco, Detroit, Ml) e entdo serialmente diluidas em
placa de 96 pogos. O inéculo bacteriano (50uL) foi adicionado aos pogos a fim de se
obterem concentragdes finais de 20,0, 10,0, 5,0, 2,5, 1,2, 0,6, 0,31, 0,15 mg.mL"". O
antibiotico padrao ampicilina (Rosco, Taastrup, Dinamarca) foi usado como controle
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positivo e dissolvido em agua ultrapura para obter uma concentragado de estoque de
20 ug.mL'. O crescimento bacteriano foi inibido quando a solugdo no pogo
permaneceu limpida apds 24 h de incubagao a 37 °C e a CIM foi determinada como a

menor concentragdo que nao apresentou sinais visiveis de crescimento.

Inoculagéo dos pepinos e aplicagdo de nanoemulsées no manejo pos-colheita de
patégenos bacterianos

Mini pepinos foram adquiridos em supermercado local (Kroger, Detroit/MI/EUA)
e sanitizados em saco plastico com alvejante comercial contendo 5,25 % de hipoclorito
de sadio (Clorox Company, Oakland, CA) usando uma diluicdo em agua estéril para
uma concentragao final de 200 mg.L-!, durante 15 minutos. Decorrido este tempo, a
solugdo sanitizante foi descartada e entdo adicionada agua destilada esterilizada ao
saco durante 2 minutos sob agitagdo manual. Apos sanitizagdo, os pepinos foram
secos em uma camara microbiolégica a temperatura ambiente durante 1 h.
Individualmente as bactérias foram inoculadas nos pepinos (4 unidades para cada
tratamento) usando um saco homogeneizador durante 30 min/37 °C e imediatamente
secas na mesma camara microbioldgica durante 1 h. Para avaliar a capacidade das
duas nanoemulsbées em diminuir as cargas bacterianas, foram estudados 3
tratamentos: 1S: pulverizacido unica da nanoemulsao em toda a superficie do pepino
(totalizando 3 pulverizagdes); 2S: pulverizagdo dupla da nanoemulsdo em toda a
superficie do pepino (totalizando 6 pulverizagdes); Mergulho: pepino mergulhado em
nanoemulsdo (10 mL da nanoemulsdo). Apos cada tratamento, os pepinos foram
armazenados em sacos Ziploc a 4 °C/24 h e, em seguida, 90 mL de agua peptonada
foi adicionada ao saco sob agitagdo manual durante 1 min. Finalmente, diluigdes
seriadas foram realizadas em uma placa, incubadas a 37 °C e, no 3°ia, as colbnias
de microrganismos foram contadas e calculadas em termos de UFC/mL (considerando

o numero de colbnias na placa, a diluigdo da amostra e volume).

Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A sobrevivéncia
microbiana em diferentes grupos de tratamento foi comparada por analise de variancia

(ANOVA) com um nivel de significancia de 5% (a = 0,05) aplicado usando o Software

68



Capitulo 4

STATISTICA 5.0 (Statsoft Inc., EUA). Diferengas significativas no nivel de 5% (a =

0,05) foram analisadas pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao do extrato (analise HPLC-DAD)

Extrato de physalis enriquecido em polifendis apresentou teor maximo de 0,627
mg AGE.g" de fruta, 104,80 mg.L" de &cido galico, 4,04 mg.L™" acido caféico, 7,47
mg.L"" de rutina e 8,76 mg.L"' de mangiferina e foi obtido a 35°C, 0,03 g.mL"
(fruta/solvente) em solugéo hidroalcodlica (53%), de acordo com CARNIEL et al.,
(2018).

Tamanho de particula e potencial zeta da nanoemuls&o

As nanoemulsdes NE e NGA apresentaram um tamanho médio de particula,
indice de polidispersividade e potencial Zeta médio de 121 nm e 130 nm, 0,1 € 0,2; -
30 mV -37 mV, respectivamente. SINGH et al., (2017) mencionam que, como regra
geral, valores de potencial zeta >30 mV ou <-30 mV podem ser considerados como
bons indicadores em termos de estabilidade em longo prazo, porque o menor
potencial zeta pode eventualmente agregar e promover a separacao de fases. Da
mesma forma, de acordo com a uniformidade do tamanho das goticulas, as
nanoemulsées podem ser consideradas como “monodispersas” (indice de

polidispersao <0,2).

Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

CIM de nanoemulséo contendo extrato de physalis foi de 20 mg.mL™" para as
trés bactérias. Por outro lado, o acido galico contido na nanoemulsao apresentou CIM
de 1,25 mg.mL" e 0,62 mg.mL"" para Escherichia coli e Salmonella Typhimurium,
respectivamente. A CIM nao pode ser determinada para Listeria monocytogenes uma
vez que o valor foi menor que o minimo estudado (0,16 mg.mL-"). A nanoemulsdo sem
extrato ndo teve efeito sobre o crescimento bacteriano e, da mesma forma, o etanol

usado para preparar os extratos n&o inibiu o crescimento microbiano nas
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concentracdes testadas. Os resultados podem ser considerados satisfatérios quando
comparados com outros trabalhos. Por exemplo, MRABET et al., (2017) encontraram
valores de CIM variando de 3,13 a 25 mg.mL™" para oito bactérias usando extratos
fendlicos obtidos de variedades secundarias de tamaras tratadas termicamente e ,
finalmente, OUSSAID et al., (2017) encontraram CIM para extratos brutos de Scirpus

holoschoenus de 0,8 mg.mL™" contra S. aureus.

Efeito antimicrobiano das nanoemulsdes na superficie do pepino

As Figuras 14, 15 e 16 apresentam, respectivamente, as redugdes de células
(CFU/mL) de Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Escherichia coli na
superficie do pepino aos 3 dias de armazenamento, aplicando os tratamentos com
nanoemulsdo (NE) ou nanoemuls&o com acido galico (NGA).

Figura 14 - Reducéao de células (UFC/mL) de Listeria monocytogenes na superficie
do pepino: A) tratamento com NE; B) tratamento NGA.
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Figura 15 - Reducéo de células (UFC/mL) de Salmonella Typhimurium na superficie

do pepino: A) tratamento com NE; B) tratamento NGA.
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Figura 16 - Reducgao de células (UFC/mL) de Escherichia coli na superficie do pepino:
A) tratamento com NE; B) tratamento NGA.
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Para ambas as bactérias, os comportamentos de redugao foram observados
em relagdo ao controle positivo. O tratamento com NGA foi mais efetivo que o NE
contra Listeria monocytogenes, com redugdo maxima de células em torno de 99,23%
(sanitizagado através de mergulho) e 95,75% (sanitizagdo com unico spray),
respectivamente. No primeiro tratamento, a analise estatistica demonstrou que todas
as sanitizagdes foram diferentes do controle positivo, entretanto, “mergulho” e “duplo

spray” apresentaram o mesmo efeito. Quando o NGA foi utilizado, as sanitizagbes
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“Unico spray” e “duplo spray” foram diferentes dos outros tratamentos (Controle =
mergulho).

Para Salmonella Typhimurium e Escherichia coli observou-se um efeito inverso
da acdo das nanoemulsdes em relagéo a redugéao celular, ou seja, os tratamentos com
NE foram mais eficientes do que aqueles conduzidos com NGA. Para o primeiro
microrganismo, NE promoveu uma redugéo total das células, enquanto que 80,20%
foram reduzidas no tratamento utilizando NGA (ambas com sanitizagdo “Unico spray”).
Em relacdo aos métodos de sanitizagao no tratamento NE, observou-se que o “Unico
spray” foi igual ao controle e diferentes de “mergulho” e “duplo spray”. Para o
tratamento com NGA, ambos os tratamentos propostos foram diferentes do controle
positivo, mas iguais entre si. Finalmente, os tratamentos utilizando NE e NGA
promoveram reducgdes de 95,78% e 78,35% nas células de Escherichia coli e todas
as formas de sanitizagdo foram diferentes do controle positivo.

Discussao

Nesta pesquisa, foram avaliadas as nanoemulsées GRAS (Generally
Recognized as Safe) de physalis para o0 manejo pos-colheita de patdégenos
bacterianos em superficies de pepino. Primeiramente, realizou-se o processo de
extracao da fragao polifendlica, sua caracterizagcdo e concentragdao. As nanoemulsdes
foram escolhidas com o objetivo de proteger o extrato aumentando sua estabilidade e
reduzindo o tamanho das particulas entre outros beneficios. Deve-se ressaltar que,
embora os beneficios potenciais do uso de nanoemulsdes sobre emulsdes
convencionais apoiem sua aplicacdo em produtos alimenticios, faltam pesquisas
nesse sentido (SALVIA-TRUJILLO et al., 2015), principalmente em relacédo a
incorporagao de compostos fendlicos. De fato, o maior numero de publicagdes refere-
se ao efeito antimicrobiano da fragdo oleosa (6leos essenciais) obtida de vegetais e,
portanto, os mecanismos de ag¢do dos compostos fendlicos na inibicdo do
desenvolvimento de patdégenos/doengas ndo sao totalmente compreendidos.

No melhor de nosso conhecimento, este € o primeiro relato sobre a atividade de
extratos fenolicos de espécies de physalis contra importantes espécies bacterianas
causadoras de doencgas poés-colheita de pepino e os resultados mostraram diferentes
comportamentos de reducédo das bactérias dependendo do tratamento e formas de

sanitizagao.
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Listeria monocytogenes € um microrganismo psicrotrofico oportunista com
capacidade de se multiplicar em temperaturas abaixo de 0 °C, persistindo em
ambientes industriais refrigerados (SANZ-PUIG et al.,, 2015). Salmonella, um
importante patégeno entérico de origem alimentar, esta entre os principais agentes
causadores de gastroenterite aguda no mundo. A capacidade deste microoganismo
de aderir ao hospedeiro desempenha um papel importante na enteropatogénese,
multiplicagao e colonizagao (SALAHEEN et al., 2016). Escherichia coli € uma bactéria
gram-negativa, curta, em forma de bastonete, pertencente a familia
Enterobacteriaceae (BAE e LEE, 2017) e uma quantidade significativa de produtos
alimenticios consumidos regularmente carrega a cepa O157:H7, que foi identificada
como patogénica em 1982 (BESSER et al., 1993).

Compostos como polifendis, flavonoides e glicosinolatos tém sido relatados
como responsaveis pelas propriedades bioativas atribuidas aos vegetais (Sanz-Puig
et al., 2015), porém, tem sido limitada a pesquisa relacionada a relagao estrutura-
funcdo desses e de outros recursos naturais. Como resultado, a importancia da
composi¢do quimica de compostos derivados de plantas sobre sua atividade
antimicrobiana ainda ndo €& bem compreendida. Nesse sentido, DAGLIA (2012)
corrobora com uma revisao sobre o0 uso de polifendis como agentes antimicrobianos.
Especificamente, os acidos fendlicos (nao flavonoides), como os acidos galico, cafeico
e ferulico, mostraram atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas (S.
aureus e L. monocytogenes) e Gram-negativas (E. coli e Pseudomonas aeruginosa).
No que diz respeito aos flavondis, pode-se observar uma notavel atividade contra
varias bactérias Gram-positivas, provavelmente devido a diferentes mecanismos de
acao, dentre os quais o mais convincente identificado é o efeito agregativo sobre todas
as células bacterianas (CUSHNIE et al., 2007; DAGLIA, 2012). YADAV et al., (2015)
inferem que a parede lipo-polissacaridica de bactérias Gram-negativas pode ser uma
barreira para os polifenois entrarem no citoplasma enquanto TAJKARIMI et al., (2010)
sugerem que a atividade antimicrobiana também pode variar dependendo do tipo de
microrganismo, método de extragdo, meio de cultura, tamanho do in6culo e método
de determinacgéo.

A hipotese mais plausivel em relacdo aos mecanismos de agcdo dos compostos
fendlicos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas parece estar relacionada
a posigdo dos grupos hidroxila (-OH) no anel aromatico (ALCARAZ et al., 2000;
DORMAN e DEANS, 2000) e a quantidade de ligagbes duplas na cadeia lateral
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alifatica (GOCHEV et al., 2010; ULTEE et al., 2002). Geralmente, grupos ativos como
-OH promovem a deslocalizagao de elétrons que atuam como trocadores de prétons
e reduzem o gradiente através da membrana citoplasmatica de células bacterianas
(GYAWALI e IBRAHIM, 2014). Os grupos hidroxila (-OH) podem interagir com a
membrana celular das bactérias para interrompé-la e causar o vazamento dos
componentes celulares. O grupo ativo (-OH) promove a deslocalizagdo de elétrons
que atuam como trocadores de prétons e reduzem o gradiente de pH através da
membrana citoplasmatica levando a morte celular. Por outro lado, o déficit de ligagdes
duplas impede que o grupo -OH libere seu préton (ULTEE et al., 2002).

Para contribuir com a discussdo, os resultados encontrados neste trabalho
podem estar correlacionados com os descritos na literatura. Por exemplo,
PALAKAWONG et al., (2013) aplicaram os extratos fendlicos (maximo de 69.11mg
GAE.g") de mangostao (Garcinia mangostana L.) e os resultados revelaram atividade
contra Gram bactérias positivas, especialmente Listeria monocytogenes. OZKAN et
al., (2004) concluiram que Escherichia coli O157: H7 e Salmonella Typhimurium foram
inibidas por extratos de bagaco de uva nas concentragdes de 2,5, 5, 10 e 20 %.
YADAV et al. (2015) demostraram a resisténcia completa de Salmonella Typhimurium
e Escherichia coli contra a acdo antibacteriana de extratos de casca de uva
selecionados em todas as concentracdes e, portanto, endossam a importancia dos
dados desta pesquisa, os quais promoveram um efeito antimicrobiano contra essas
bactérias.

Finalmente, a interag&o eletrostatica entre goticulas de nanoemulsdes e paredes
celulares microbianas carregadas também precisa ser discutida, mas atualmente, ndo
ha uma confirmacéao clara sobre o comportamento. Por exemplo, espera-se que a
interagcdo eletrostatica de cargas positivas de nhanoemulsées com paredes celulares
microbianas carregadas negativamente aumente a concentragdo do principio ativo no
local de agdo (CHANG et al., 2015) e/ou ajude a promover a ruptura de membrana
celular. No entanto, essa hipbtese ainda é controversa, devido a possivel acao
antimicrobiana paralela de um surfactante catiénico (DONSI e FERRARI, 2016).
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5 - CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Neste trabalho foram apresentados estudos sobre o processo de extracido de

compostos fenodlicos presentes em physalis utilizando as técnicas de ultrassom e

micro-ondas. A partir dos extratos enriquecidos em polifenois, foram produzidas e

caracterizadas nanoemulsbdes, avaliando, posteriormente, o potencial contra

microrganismos causadores de contaminagdo bacteriana em pepinos in natura.

Detalhadamente, podem ser relatadas as seguintes conclusdes:

Fendis totais, incluindo flavonoides (rutina, mangiferina e kaempferol) e acidos
fendlicos (acido galico, acido elagico e acido caféico) de physalis foram obtidos
através de extracao assistida por ultrassom e quantificados por espectroscopia
UV-VIS e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os parametros de processo
foram acessados através de um delineamento composto central rotacional e
um modelo (com coeficiente de regressao igual a 0.9640) foi usado para
estabelecer as condigdes 6timas de extragdo juntamente com suas respectivas
superficies de resposta. O aumento na percentagem de etanol e raz&o solido-
liquido promoveu um decréscimo na quantidade de polifendis totais extraidos
enquanto que a temperatura, quando aumentada, promoveu um aumento na
quantidade dos compostos. Os resultados experimentais indicaram um teor
maximo de polifendis totais de 1,039 mg EAG/g de extrato. Em paralelo, os
valores maximos de &acido galico, acido caféico, acido elagico, rutina,
mangiferina e kaempferol foram de 104,88 mg.L"!, 4,04 mg.L™", 8,37 mg.L",
58,28 mg.L", 13,26 mg.L"'e 1,87 mg.L", respectivamente.

Extrac&o assistida por micro-ondas (MAE) foi desenvolvida para a extragao de
polifendis totais de physalis. Parametros de processo (concentragéo de etanol,
poténcia de irradiagdo, tempo de extracdo e relagdo liquido/solido) foram
avaliados através de um delineamento experimental de Box-Behnken (4
variaveis e 3 niveis). Os resultados indicaram variagdo de 3,74 a 0,03 mg
GAE/g de extrato (polifenol total), 7,77 a 0,5 mg.L™" (acido galico), 0,55 a 0,27
mg.L" (acido elagico), 0,26 a 0,02 mg.L™" (acido cafeico), 0,86 a 0,25 mg.L™’
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(Rutina) e 2,43 a 0,89 mg.L"' (Mangiferina) e diferentes efeitos foram

observados dependendo dos compostos.

e O extrato enriquecido em polifendis obtido através da técnica de ultrassom foi
encapsulado em nanoemulsées com o auxilio do surfactante de grau
alimenticio. As nanoemulsdes foram caracterizadas quanto ao seu tamanho e
carga superficial, possuindo um didmetro hidrodinamico (HD) de 121nm e
potencial zeta (£) de -30mV. Seu potencial como controle microbiano (Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Escherichia coli) pés-colheita foi
testado em pepinos frescos e a concentragao inibitoria minima (MIC) das
nanoemulsdes em relagdo aos mesmos microrganismos foi de 20 mg.mL". O
tratamento com NGA foi mais efetivo que o NE contra Listeria monocytogenes,
com redugcdo maxima de células em torno de 99,23% e 95,75%,
respectivamente. Para Salmonella Typhimurium e Escherichia coli observou-se
um efeito inverso da agado das nanoemulsdes em relagao a redugao celular, ou
seja, os tratamentos com NE foram mais eficientes do que aqueles conduzidos
com NGA, com reducdes de até 95%.

¢ Emresumo, o objetivo desta tese de doutorado foi plenamente atingido através
da obtencao de informacdes relevantes sobre os processos de extracdo da
fracdo polifendlica de physalis e sua posterior aplicagao para a produgao de
nanoemulsdes de grau alimenticio a serem utilizadas em pepinos frescos.
Criam-se assim, perspectivas interessantes para as industrias de alimentos no
tocante da inovagdo tecnoldgica para a produgdo de sanitizantes livres de
solventes bem como, na incorporacdo dos extratos em alimentos visando

explorar seu potencial antioxidante, também cientificamente comprovado.
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Sugestbes para trabalhos futuros

e Realizar o estudo de outras técnicas de extragdo (liquidos pressurizados,
supercritica) isoladamente e/ou combinadas, a fim de verificar as diferencas
nos rendimentos e composi¢cdo quimica do extrato;

e Realizar a concentragdo e purificagcdo do extrato a fim de obter aquele(s)
composto(s) de interesse para aplicagbes especificas;

e Aplicar as nanoemulsdes em outros vegetais com forte susceptibilidade a
ataques microbianos na etapa de pds-colheita;

e Estudar os mecanismos envolvidos na resisténcia microbiana quando os
extratos livres ou encapsulados s&o aplicados em vegetais, a fim de

incrementar as discussoes na literatura cientifica.
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