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APRESENTAGAO

A presente obra se destina a todos(as) alunos(as), pesqui-
sadores(as) e demais profissionais da area de alimentos interes-
sados(as) em explorar temas relacionados a tecnologia agroali-
mentar. O livro redne uma coletanea de temas inovadores da area
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos que integram as linhas de
pesquisa do Programa de Pds-graduacao em Tecnologia Agro-
alimentar (PPGTA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Os tépicos abordados neste livro foram selecionados com
base nas areas de pesquisa dos grupos que compdem o PPGTA.
Os conteudos estdo organizados de forma a apresentar uma
abordagem pratica e direta dos assuntos explorados pelos pes-
quisadores, incluindo tanto temas atuais quanto praticas e meto-
dologias classicas de analises relacionadas aos topicos descritos.

No primeiro capitulo, uma introducao geral contendo
informacgdes sobre os temas inovadores dessa obra serd apre-
sentada. Ja no segundo capitulo, o desenvolvimento de filmes
e revestimentos comestiveis serd discutido, demonstrando a
importancia de sua aplicacao em alimentos com o objetivo de
controlar o crescimento microbiano e as reacdes indesejaveis.

O capitulo trés discute a microencapsulacdo de ingredien-
tes alimenticios, demonstrando as vantagens e desvantagens
dessas técnicas e trazendo insights de seus principais usos e
aplicagcdes na industria de alimentos.

Os capitulos quatro e cinco trazem informacgdes inovadoras
da industria de produtos de origem animal como a elaboracao de



produtos carneos curados a partir de compostos naturais e quais
os indicadores sensoriais e quimicos para avaliar a qualidade dos
produtos elaborados.

Nos capitulos seis e sete, serao apresentados os métodos
classicos e mais utilizados na determinacao de propriedades
antioxidantes e antimicrobianas de extratos e produtos vegetais.

Por fim, os capitulos oito e nove reinem informacgdes
sobre as técnicas analiticas mais utilizadas na identificacao, ca-
racterizacao e estudo da estabilidade de compostos, como a
eletroforese e digestao simulada in vitro.

De maneira geral, essa obra traz como propésito principal
o de auxiliar pesquisadores de Iniciacao Cientifica e de Pés-gra-
duacao que trabalham no desenvolvimento de novos produtos
contendo ingredientes e compostos naturais. As metodologias
de andlise aqui abordadas de maneira simples e objetiva pode-
rao auxiliar ainda no desenvolvimento e facil execucao de seus
respectivos experimentos.



INTRODUGAOQ A TECNOLOGIA
AGROALIMENTAR

A Tecnologia Agroalimentar consiste nos processos apli-
cados no campo e nas agroindustrias de alimentos e bebidas, ou
de ingredientes, aditivos e embalagens destinadas a alimentos.
Essas agroindustrias atuam na transformacao das matérias-pri-
mas provenientes da agricultura, da pecuaria, da aquicultura e
silvicultura, tanto para producao de bens de consumo quanto
para a producdo de insumos e instrumentos que possibilitam
o0 aumento da produtividade na agropecudria. Sendo assim, a
pesquisa em Tecnologia Agroalimentar aborda uma visao sis-
témica da problematica agroindustrial, a fim de aproveitar as
matérias-primas das diferentes cadeias de producdo agropecu-
aria, compondo novos processos tecnoldgicos que contribuem
de forma consistente para melhorar as cadeias agroalimentares.

E fato que a Tecnologia Agroalimentar tem atuacdo nas
industrias que objetivam o fornecimento de produtos a um
mercado consumidor cada vez mais exigente, lidando com os
métodos de transformacdo e conservacdo, armazenamento,
embalagem e distribuicao dos alimentos e bebidas, com foco
em produtos seguros e de alta qualidade nutricional e sensorial.



Para atender a estas demandas, as agroindustrias estao cada vez
mais modernas e sofisticadas, dando espaco para tecnologias
emergentes de processamento e obtencao de ingredientes e
embalagens para alimentos.

E importante ressaltar que, para que um produto final
tenha qualidade, as matérias-primas empregadas na sua pro-
ducao também necessitam apresentar boa qualidade, pois as
tecnologias ndao tém a capacidade de “corrigir” matérias-pri-
mas ruins (ndo se faz um bom molho de tomate com tomates
injuriados ou na senescéncia, por exemplo). Desta forma, a
Tecnologia Agroalimentar atua também na obtencao das me-
Ihores matérias-primas para a agroindustrializacao, sabendo
que o planejamento da producao se faz necessario desde o
plantio dos vegetais e selecao e nutricao dos animais até o
momento que a matéria-prima é empregada na elaboracao
de um produto derivado.

Mais uma vez e por fim, em todas as fases da agroin-
dustrializacao, o objetivo é que tanto a matéria-prima quanto
os produtos derivados satisfacam as exigéncias relacionadas
a sanidade, valor nutricional, caracteristicas sensoriais e com
estabilidade ou resisténcia ao processamento. Para atender
a estas exigéncias, a observacao das tendéncias do mercado
consumidor é o primeiro passo.



ALGUMAS TENDENCIAS RELACIONADAS A TECNOLOGIA
AGROALIMENTAR

No panorama da sociedade moderna, sao observados
diversos fatores que tém contribuido para o surgimento e con-
solidacao de tendéncias tecnoldgicas no setor agroalimentar.
Dentre estes fatores, é possivel citar: 1) a crise climatica, com
temperaturas alcangcando valores recordes (maximos e mini-
mos), demonstrando a realidade dos efeitos do aquecimento
global, os quais tendem a alterar e colocar em risco as condi-
¢Oes de vida no planeta; 2) o acesso a informacdo, o que gera
sociedades mais esclarecidas e criticas em relacao a aspectos
ambientais, de saude, sociais e econdmicos; 3) a globalizacao
dos mercados, aumentando a competitividade; 4) os avangos
tecnolégicos relativos a inteligéncia artificial, internet das coisas
(internet of things - 10T), Big data, armazenamento de dados em
nuvem (cloud) e plataformas de analise capazes de processar
uma grande quantidade de dados variados (big data analytics);
5) e o atual estilo de vida da sociedade, que esta mais conectada,
diversificada e inclusiva, buscando cada vez mais conveniéncia
e qualidade de vida.

Este cenario tem sido uma forca motriz de alto impacto
nas tendéncias tecnoldgicas na industria de alimentos e bebidas,
motivadas por demandas focadas em sustentabilidade, estilo de
vida saudavel e conveniéncia, por parte dos consumidores, e na
alta concorréncia de mercado potencializada pelo fenémeno da
globalizacdo. Vale ressaltar que a industria de alimentos sempre
enfrenta novos desafios relacionados a mudancgas no padrao
de consumo da populacao. Isto porque o ponto focal de todo o



Sistema Agroindustrial (que vai desde os insumos agricolas até
o mercado consumidor) é o consumidor final, que consome os
alimentos para satisfazer as suas necessidades alimenticias e
tem suas escolhas dependentes de varios fatores, como renda,
expectativas, faixa etdria, entre outras.

Nos ultimos anos, em especial apds a pandemia da Covid-19,
mudancas significativas ocorreram no comportamento do con-
sumidor de forma geral. Isto porque os consumidores se torna-
ram mais atentos a sua saude, buscando por alimentos que nao
tenham somente a funcao de nutrir, mas sim que apresentem
outros beneficios, além de evitar o consumo de alimentos con-
siderados vilées da nutricao, como os ricos em agucares, sal,
gorduras e com excesso de aditivos nocivos em sua composicao.

Além desta tendéncia de alimentos saudaveis e de com-
posicao mais natural, percebe-se também a atencdao com a sus-
tentabilidade, que se relaciona com as preocupacgdes com as
mudancas climaticas e com o aquecimento global. Sendo assim,
o aproveitamento sustentavel de matérias-primas em processos
e/ou fabricacdo de novos produtos, atendendo ao objetivo do
Desenvolvimento Sustentavel 12 da ONU (Organizacao das Na-
¢Oes Unidas), de consumo e producao responsaveis, tem sido
valorizado pelo mercado consumidor, pois este aproveitamento
contribui para reduzir a poluicao ambiental, além de aumentar
a lucratividade da producao e gerar produtos com beneficios a
sauide. Como exemplo, o uso de residuos de frutas e hortalicas
como ingredientes de snacks ou como fontes para obtencao
de compostos com propriedades bioldgicas de interesse (com
capacidade antioxidante, antimicrobiana, etc.) tem sido alvo de
muitas pesquisas cientificas.



A tecnologia de embalagens para alimentos, na forma
de materiais comestiveis ou biodegradaveis, também tem
ocupado um espaco significativo nas tendéncias com foco
no mercado consumidor preocupado com sustentabilidade e
com o excesso de lixo plastico produzido no mundo. Op¢des de
embalagens biodegradaveis, que podem ser compostadas, ou
até embalagens comestiveis, tém sido produzidas com matérias-
primas alimentares comuns (amidos, sementes e 6leos) e também
a partir de residuos agroindustriais (como casca de frutas).

Ainda sobre tecnologia de embalagens, nao se pode deixar
de citar as tecnologias de embalagens ativas e inteligentes, que
vém de encontro com as necessidades de um consumidor mais
conectado e atento ao produto, o que também pode ser atrelado
as tendéncias clean label nesta mesma area. As embalagens
ativas sao aquelas que incorporam aditivos objetivando manter
ou estender a qualidade e a vida de prateleira do produto,
enquanto as embalagens inteligentes monitoram as condicdes
do produto embalado, fornecendo informacgdes a respeito da
qualidade do mesmo ao consumidor. A embalagem inteligente,
que se comunica de forma efetiva com o consumidor, unida
ao conceito de embalagem clean label, que é aquela no qual a
industria comunica com maior clareza e de forma mais simples e
habitual para o consumidor os materiais (ingredientes e aditivos)
e processos empregados na fabricacao, também atendem a
varias demandas da sociedade conectada e preocupada com o
gue consome.

Atrelado ao conceito dos produtos clean label surgem as
demandas por alimentos com menos aditivos, mais naturais e que
usem processos mais brandos de producao, deixando de lado



ingredientes e processos vistos como artificiais e nao familiares
aos consumidores. Considerando que os aditivos sintéticos podem
promover alguns efeitos colaterais e riscos aos consumidores (por
exemplo: reagdes alérgicas, dores abdominais e potenciais efeitos
carcinogénicos), uma das formas de diminuir o risco dessas reacdes
adversas é por meio da substituicao destes aditivos sintéticos
pelos naturais.

Entre os principais aditivos naturais que vém sendo uti-
lizados como tendéncias na pesquisa e na industria de alimen-
tos, destacam-se os 6leos essenciais e extratos vegetais, que
consistem de substancias ricas em compostos fenélicos com
propriedades antimicrobianas e antioxidantes, que podem ser
usadas para aumentar a vida de prateleira dos alimentos ao mes-
mo tempo que diminuem o consumo de aditivos sintéticos. No
entanto, deve-se ainda considerar que estes compostos naturais
apresentam uma menor estabilidade e podem impactar de forma
negativa o aspecto sensorial dos alimentos. Assim, varias técnicas
tém sido empregadas para superar estes inconvenientes, sendo
uma delas a microencapsulagao, que é uma técnica amplamente
explorada em pesquisas cientificas ndo sé na area agroalimentar,
mas também em industrias de cosméticos, medicamentos, qui-
micas, entre outras.

A microencapsulacao consiste no aprisionamento de
compostos de interesse em uma matriz polimérica para protegé-
los de fatores externos. Além disso, é responsavel por melhorar a
estabilidade e solubilidade das substancias, promovendo ainda
a liberacao controlada e permitindo que a sua bioatividade
permaneca por mais tempo na matriz em que sera aplicado.



Ainda relacionado ao fato de que a pesquisa e a indus-
tria estdo cada vez mais preocupadas com o uso de compostos
naturais com propriedades bioativas como antimicrobianas e
antioxidantes para manter a qualidade dos alimentos e aumentar
a sua vida de prateleira, diversos métodos analiticos vém sendo
desenvolvidos ou modificados para avaliar o potencial desses
compostos, levando a Ciéncia e a Tecnologia a caminharem
juntas para produzir cada vez mais alimentos com qualidade e
de forma sustentavel.

Por fim, a sociedade moderna vivencia a quarta revolucao
industrial caracterizada pela producdo inteligente (smart factory)
a partir da automacao e do compartilhamento de dados na
tecnologia de fabricacao. A agroindustria 4.0 utiliza a integracao
de tecnologias avancadas, tais como, loT, Big data, inteligéncia
artificial (artificial inteligence - Al), e seguranca cibernética
(cybersecurity) para melhorar a interagado homem-maquina e
tornar os meios de producao mais eficientes, sustentaveis e
inteligentes.

Diante disso, esse livro surge como uma proposta para
apresentar as principais tendéncias na area da Tecnologia Agro-
alimentar e como a Pesquisa Cientifica tem contribuido para o
desenvolvimento e evolucao na producao de alimentos.
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FILMES E REVESTIMENTOS
COMESTIVEIS PARA ALIMENTOS

A industria brasileira, para atender a demanda de consu-
midores preocupados com a origem dos alimentos produzidos
e com sistemas ecologicamente sustentaveis de producao, tem
buscado materiais alternativos de base bioldgica para serem
utilizados na elaboracao de filmes e revestimentos. Eles desem-
penham um papel relevante na melhoria das caracteristicas sen-
soriais dos produtos e na minimizagao dos problemas ambientais,
mostrando-se cruciais para um ambiente mais seguro e saudavel.

O filme comestivel consiste em um material fino pré-
formado, que pode ser colocado sobre o alimento ou entre
componentes dele. Filmes comestiveis sao estruturas indepen-
dentes usadas como material de parede de embalagem, e que
para serem considerados comestiveis precisam ser produzidos
como um alimento, seguindo as boas praticas de fabricacao. Os
filmes sao produzidos por diferentes processos como gelifica-
¢ao; ou coagulacgado térmica, que consiste no aquecimento das
macromoléculas que envolvem desnaturacao, formacao de gel e



precipitacao; ou coacervacgao simples ou complexa, que consiste
na precipitacao de um hidrocoloide que esta disperso em solu-
¢do aquosa; seguido, por processos de extrusao, ou moldagem
por compressao, ou moldagem por injecao, ou moldagem por
evaporacao de solvente.

Os filmes comestiveis produzidos a partir de biopolimeros
apresentam algumas limitacées importantes quando substituem
os polimeros convencionais. Uma delas é que a maioria deles
se degrada em temperaturas proximas, geralmente inferiores,
aos seus pontos de fusdo, tornando os métodos tradicionais
de processamento térmico no estado fundido (por exemplo,
extrusao, moldagem por compressao, moldagem por injecao)
desafiadores e geralmente invidveis. Portanto, seu processamento
normalmente requer adaptacdes de engenharia ou processos
umidos, baseados na evaporacao de solvente, como o método
de casting.

Os revestimentos sao caracterizados como uma fina cama-
da aplicada sobre a superficie de um produto, criando a atmosfera
modificada, formada em funcdo da permeabilidade do material
taxa respiratdria quando aplicados em vegetais. O revestimento
utilizado deve assegurar a qualidade dos produtos recobertos,
atrasar a maturagao e senescéncia, reduzir a desidratacao e a
taxa de crescimento microbiano, minimizando as perdas apos
a colheita. Outro fator, inerente a superficie dos vegetais que
esta diretamente relacionado a aplicacao dos revestimentos, é a
serosidade natural que minimiza a interacao entre a superficie da
infrutescéncia e o revestimento, influenciando no espalhamento
ou molhabilidade, que é a capacidade que o liquido apresenta
em escorrer sobre uma superficie.



O revestimento comestivel, ou também chamado de
recobrimento, é uma fina camada de material que seca direta-
mente no produto, moldando a forma do alimento revestido.
A obtencao destes revestimentos pode ser através da imersao
do produto na solugdo de revestimento, ou pela pulverizacao,
ou aspersao, ou espalhamento da solugao de revestimento na
superficie do alimento, ou fusdo e solidificacdo das gorduras
solidas e ceras.

Existem diversos métodos para sintese de filmes e reves-
timentos, onde o principio de producao da matriz filmogénica
é baseado, principalmente, na dispersao ou solubilizacao dos
biopolimeros em um solvente e acréscimo ou nao de aditivos
plastificantes. Como forma de otimizac¢dao do processo de pro-
ducao da matriz filmogénica sao empregadas algumas técnicas,
como a agitagao manual ou com aparelhos de alta rotacao, o
aumento da temperatura durante a solubilizagao, ajuste de pH,
utilizacao de ultrassom para remocao de bolhas de ar e completa
dissolucdo da suspensao, entre outras técnicas. Neste contexto,
serdo detalhados os principais métodos de obtencao de filmes
e revestimentos utilizados em escala laboratorial, tais como
casting, imersao e pulverizagao.



METODOS PARA ELABORACAO DOS FILMES
E REVESTIMENTOS COMESTIVEIS

O método de casting também é conhecido como fundicao
por solvente, e normalmente usado para elaboracao de filme
em escala laboratorial e piloto. A priori deve ser escolhido o
polimero ou juncao de polimeros para formulagao basica do
filme, esse polimero deve ser dissolvido em solvente apropriado,
sendo a formacao do filme dependente da solubilidade dele. Em
sequéncia, a solucao obtida deve ser dispersa em um molde e
submetida a secagem, de modo que o solvente evapore e exista
a formacdo do filme que ficard aderido ao molde.

As vantagens do método de casting sao o baixo custo,
a simplicidade de fabricacdo, sem a necessidade de utilizar
equipamentos especializados, e facil aplicabilidade. Por ser
um método umido, o acondicionamento das particulas é mais
homogéneo, pois tem uma melhor interagao particula — particula,
reduzindo potenciais defeitos.

Em resumo, a técnica de casting esta dividida em quatro
etapas:

Gelificagao do polimero utilizando solvente apropriado;
Dispersao da solu¢cao em molde adequado;
Secagem para evaporacao do solvente;

Remocao do filme formado no molde.



A técnica de imersao é aplicada a alimentos com superfi-
ciesirregulares, podendo ser obtidos revestimentos densos, que
dependem do tipo de biopolimero para o revestimento, como
também revestimentos pegajosos. A cobertura é empregada
mergulhando o alimento na solucao de revestimento e retirando
apo6s um tempo submerso, podendo variar de 5 a 30 segundos,
e é seco naturalmente. Um desafio que pode ser pontuado é a
dificuldade de consequir propriedades de aderéncia adequadas.

O método por imersao para revestimentos esta dividido
em trés etapas:

Imersao e permanéncia;
Deposicao;

Evaporacao.

A técnica de pulverizagao é comumente empregada para
aplicagcao como revestimento em produtos alimenticios. A solu-
¢ao é pulverizada no alimento com o auxilio de bicos, gerando
goticulas em toda superficie do produto. O manejo sobre o ta-
manho da gota pulverizada no alimento e qualidade do reves-
timento esta ligado ao pistao de pulverizacao, ar, temperatura,
bico e fluxo do fluido.

O método tradicional de pulverizacao pode produzir
uma pulverizagao fina, em que o tamanho da gota é até 20 um,



enquanto a eletropulverizacdao forma revestimentos uniformes a
partir de solucdes de biopolimeros menores de 100 nm. Alguns
fatores sdo criticos para a elaboragao de revestimentos pela técnica
de pulverizagao, a exemplos, do processo, tempo e temperatura
de secagem.

Na industria vem sendo aplicados trés métodos de pul-
verizagao para a deposicao dos revestimentos comestiveis em
alimentos.

Automatizacao por pulverizacao de ar;
Atomizacao airless assistida por ar;

Atomizacao por pressao.

EMBALAGEM

E sabido que as embalagens, em geral, tém por objetivo
proteger, conter, armazenar e informar sobre o produto, permi-
tindo também a sua distribuicao e comercializagao (Figura 1).
As embalagens possuem caracteristicas especificas a depender
do produto ao qual serao aplicadas. Alguns alimentos contém
nao apenas uma embalagem primdria (em contato direto com o
alimento), mas também uma embalagem secundaria contendo
esta primeira. As embalagens secundarias sao necessarias para as
embalagens comestiveis. Com isto, vale ressaltar que os métodos
convencionais de embalagem sdo responsaveis por produzir
uma quantidade consideravel de residuos ao meio ambiente.



Figura 1 - Funcdes das embalagens.

Fonte: Préprios autores (2023).

Desse modo, muito tém-se falado a respeito de emba-
lagens oriundas de materiais biodegradaveis como op¢ao para
substituicao dos materiais convencionais de origem petrolifera,
trazendo destaque para os filmes e revestimentos comestiveis.
Comumente, a producao de grande parte das embalagens bio-
degradaveis utiliza polimeros considerados ecologicamente
adequados para aumentar a vida de prateleira e conservar a
qualidade dos alimentos por colaborarem com a manutencao
das caracteristicas funcionais, sensoriais e fisico-quimicas.

As embalagens biodegradaveis sao definidas como aque-
las que se degradam por processo de transformacao quimica
promovida pela acao de micro-organismos por via aerébica ou
anaerdbica, sob condi¢cdes adequadas de temperatura, umidade,
luz, oxigénio e nutrientes, resultando somente em agua, dioxido
de carbono e biomassa. De acordo com a Norma da ABNT 15448,
estas embalagens se decompdem em uma escala de tempo
de semanas ou meses. Dentre estas embalagens destacam-se



as comestiveis que sao produzidas com compostos conside-
rados seguros, como especificados na lista de GRAS (Generally
Recognized as Safe) da FDA (Food and Drug Administration), que
€ o0 6rgao regulamentador em alimentos e medicamentos dos
Estados Unidos, e além disto, devem ser processados dentro
das boas praticas de fabricacdo, estabelecidos para alimentos.

Para garantir a seguranca da utilizacao dessas embalagens,
existem leis para regulamentacao e controle na producao e
qualidade dessas embalagens em que alguns requisitos basicos
devem ser seguidos para que a embalagem esteja apta para ser
utilizada:

» Deve seguir as boas praticas de fabricacao;
» Nao deve trazer nenhum risco a saude das pessoas;

» Nao deve provocar alteracdes na composicao fisico-quimica
do alimento;

» Nao deve modificar os aspectos sensoriais do alimento;

» Nao conter informagdes enganosas sobre o produto.

Sendo assim, ao ponderar as especificidades de cada
produto, os filmes e revestimentos comestiveis sao potenciais
alternativas para preservar, e possivelmente, melhorar a qua-
lidade dos alimentos durante o seu processamento, armaze-
namento e transporte.



PRINCIPAIS MATRIZES POLIMERICAS PARA FORMACAO
DE FILMES E REVESTIMENTOS

Os filmes e revestimentos podem ser preparados a partir
de materiais bioldgicos, tais como polissacarideos, proteinas e
lipidios, como agentes formadores das matrizes poliméricas,
chamados de biopolimeros (Figura 2). Os filmes e revestimentos
podem ter perfil hidrofilico ou hidrofébico, se comportando
como obstaculo para a proliferacao de micro-organismos, além
de reduzirem a permeabilidade ao vapor d’agua e aos gases.
E possivel destacar também que estes filmes e revestimentos
podem proteger contra impactos mecanicos provenientes do
manuseio inadequado ou transporte do produto.

Os filmes e revestimentos para serem considerados co-
mestiveis devem ser provenientes de biopolimeros comestiveis,
provenientes de polissacarideos como: 0 amido e seus derivados,
quitosana, goma, pectina, alginato, carragena; ou proteinas de
origem animal como: gelatina, coldgeno, caseina, ovoalbumina,
proteinas miofibrilares; ou proteinas de origem vegetal como:
soja, amendoim, gluten de trigo e zeina; ou lipidios como: ceras
de abelha, 6leo mineral ou vegetal; bem como de suas misturas
poliméricas.

O amido é considerado o biopolimero universal e am-
plamente utilizado ha décadas. O amido é formado por varias
sequéncias de dois polissacarideos (amilose e amilopectina)
e baseada nas propriedades quimicas, fisicas e funcionais da
amilose, que podem formar géis.



Figura 2 - Fontes de biopolimeros para desenvolvimento
de filmes e revestimentos.

Fonte: Proprios autores (2023).

As moléculas de amilose em solucdo, por serem lineares,
tendem a se orientar paralelamente, desta forma se aproximam o
suficiente para que ligacdes de hidrogénio sejam formadas entre
hidroxilas de polimeros adjacentes, reduzindo assim a afinidade
do polimero por dgua e favorecendo a formacao de pastas opa-
cas e filmes resistentes. A formacdo do filme e revestimento de
amido se da pelos processos de gelatinizacao e retrogradacao. O
processo de retrogradacao, também chamado de recristalizagao,
ocorre a medida que o amido gelatinizado esfria e envelhece, for-
mando uma estrutura insoluvel e parcialmente cristalina, sendo
diferente da conformacao inicial. Neste processo ocorre a agre-
gacao das cadeias de amilose, principalmente, formando duplas
hélices cristalinas estabilizadas por pontes de hidrogénio, estas
hélices formam estruturas cristalinas tridimensionais altamente



estaveis. Outro fator relevante é a diferenca na temperatura de
gelatinizagao a depender da origem do amido. Como exemplo, as
solucdes filmogénicas formadas por amido de inhame requerem
maior temperatura para gelatinizacao, quando comparados com
o amido de mandioca (70 - 75 °C).

Quitosana é um polissacarideo obtido da desacetilacdo
da quitina, sendo encontrada no exoesqueleto de crustaceos
e insetos. A quitosana atraiu recentemente a atencao devido
as suas propriedades como agente gelificante e as suas pro-
priedades quimicas (pode formar ligacdes de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas) e bioldgicas (sua bioatividade). As
principais caracteristicas deste biopolimero sao: produz filmes
claros, consistentes e flexiveis; e boas propriedades de barreira
ao oxigénio.

O alginato é proveniente das algas marrons, enquanto
a carragena é proveniente das algas vermelhas. O alginato é
outro biopolimero importante que apresenta a capacidade de
formar hidrogéis e de encapsulamento. Os filmes de alginato
podem ser formados por gelatinizacao, evaporacao, ligacao
cruzada eletrolitica ou injecao de liquido miscivel nao solvente
por alginato. Os filmes formados por alginato apresentam alta
permeabilidade a gases e vapor de agua, pois apresentam alta
hidrofilicidade. A carragena apresenta alta tensao superficial,
mostrando que os filmes e revestimentos formados por este
polimero apresentam dificuldade em espalhamento, porém
apresenta baixa permeabilidade ao oxigénio, menos opaco que
filmes de amido e apresenta propriedade antifingicas, sendo
um bom filme contra a perda de vapores de dgua.



As proteinas devem se apresentar na forma aberta para
permitir a interacdo molecular, necessaria para a formacao do
filme ou revestimento. O grau de extensao desta interacao de-
pende da estrutura da proteina e da sequéncia dos residuos de
aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos dela. Este biopolimero
pode ser extraido de origem animal como colageno, gelatina,
caseina, proteinas do soro de queijo, proteinas miofibrilares;
ou de origem vegetal como a zeina derivada do milho, a pro-
teina isolada de soja, a proteina do gluten de trigo. Os filmes
e revestimentos a base de proteinas sao frageis e suscetiveis
a rachaduras.

A gelatina é uma proteina soluvel extraida de tecidos
conjuntivos, 0ssos e pele de animais por dissociacao térmica
ou quimica das cadeias polipeptidicas do colageno animal. Ela
€ uma matéria-prima produzida no Brasil em abundancia e a
baixo custo. As principais caracteristicas dos filmes e revesti-
mentos comestiveis de gelatina sao: alta transparéncia, reduz a
migracao de oxigénio, umidade e 6leo. Este biopolimero é muito
utilizado como mistura de compostos, de modo a melhorar as
propriedades mecanicas do material.

A zeina é uma proteina de carater hidrofébico, devido a
elevada concentracao de aminoacidos nao-polares, como leu-
cina, alanina e prolina. As principais caracteristicas dos filmes
e revestimento de zeina sao: formam cobertura insipida, dura
e transparente; apresentam estabilidade em alta umidade e
calor; material com resisténcia natural ao ataque bacteriano e
de alguns insetos.



Os lipidios sao muito utilizados como revestimento ha
milénios. Quando aplicados para formacao dos filmes, sdao uti-
lizados como misturas poliméricas para melhorar as proprie-
dades mecanicas e de barreiras, devido as suas caracteristicas
hidrofébicas. Estes biopolimeros apresentam excelente barreira
a umidade, moderada barreira ao oxigénio e didxido de carbono,
retarda a desidratacao, rancidez oxidativa e escurecimento da
superficie de vegetais.

Um outro componente importante na formacao destes
materiais sao os agentes plastificantes como o glicerol e os acu-
cares (sorbitol, sacarose, monossacarideos e acucar invertido), que
proporcionam maior maleabilidade para o material. Os plastifican-
tes comestiveis interagem com as cadeias dos polissacarideos e/
ou proteinas, reduzindo as forcas intermoleculares, aumentando
a mobilidade molecular e a flexibilidade dos filmes. Estes com-
ponentes tém um carater hidrofilico, que acaba aumentando a
permeabilidade ao vapor de dgua do material. Os 6leos quando
incorporados em misturas poliméricas apresentam caracteristicas
plastificantes.

Além disto, outros compostos podem ser acrescidos com
o intuito de trazer caracteristicas especificas ao material, como
0s compostos ativos provenientes de 6leos essenciais e extratos
vegetais. Os extratos vegetais mostram-se eficientes em retar-
dar a perda de massa e aumentam a capacidade conservante do
material.

Como foi visto, existem inumeras técnicas de elaboracao
dos filmes e revestimentos comestiveis e algumas destas técnicas
sao muito utilizadas em laboratério de pesquisa, as quais serao
detalhadas a sequir.



PRATICA 1: METODO DE CASTING

Formar um filme fino através da evaporacao de solvente
por um processo de secagem da solucao filmogénica
previamente preparada.

- Béquer;

- Espatula;

- TermOmetro;

- Bastao de vidro;

- Placas de Petri (140x15 mm ou 150x15 mm);
- Balanca analitica;

- Manta aquecedora;

- Estufa com circulacéo de ar;
- Agua destilada;

- Alginato de sédio;

- Gelatina;

- Glicerol.



. Elaborar a solucao filmogénica através do processo de

gelificacao utilizando gelatina (2%, m/m), alginato (2%,
m/m) e glicerol (1%, m/m) adicionado com a funcao de
agente plastificante;

. A gelatina (2%, m/m) deve ser dispersa em agua des-

tilada a 50 - 60 °C sob homogeneizacao;

. Em sequida, adicionar alginato (2%, m/m) e glicerol (1%,

m/m) levando ao aquecimento por 10 min a 90 °C até
que a mistura esteja toda homogeneizada;

Esperar que a solucao esfrie a temperatura ambiente
até atingir por volta de 40 °C (caso ocorra a formacao de
muitas bolhas, a solucao deve ser colocada em banho
ultrassonico por 30 min);

Posteriormente, 45 g da formulacao deve ser vertida
em placas de petri estéreis;

Quando as placas estiverem devidamente preenchidas
com a solucgao, bata a placa no sentido da bancada por
10x para retirada de bolhas remanescentes;

Em seguida, a placas devem ser submetidas a secagem
em estufa de ar circulante a 50 °C por aproximadamente
15 h;

Ao retirar as placas da estufa aguardar entre 2 - 5 h
em temperatura ambiente (25 °C) para que os filmes
sejam removidos das placas facilmente.



As etapas para elaboracao do filme comestivel utilizando
a técnica de casting estao descritas na figura 3.

Figura 3 - Procedimento de elaboracdo do filme utilizando a técnica de casting.

Fonte: Proprios autores (2023).

PRATICA 2: METODO DE IMERSAO

Revestir vegetais através da imersao em solucao filmogé-
nica comestivel.

- Béquer;

- Espatula;

- Termometro;

- Bastao de vidro;

- Balanca analitica;



- Chapa aquecedora com agitacao;
- Tela de “nylon”;

- Agua destilada;

- Amido de mandioca;

- Fruta em que serd aplicado o revestimento.

1. Elaborar a solucao filmogénica utilizando amido de
mandioca (5%, m/m) disperso em agua destilada;

2. Em seguida, o amido (5%, m/m) devidamente homo-
geneizado deve ser aquecido até uma temperatura
maxima de 70 °C, em agitacao constante, até a sua
gelificacao;

3. Asolucdo deve ser deixada em repouso até que esteja
completamente resfriada em temperatura ambiente
(25°C);

4, Apos o resfriamento, retirar a parte superior da so-
lucdo, onde ocorreu a retrogradacao do amido de
mandioca;

5. Imergir as frutas na solucao por aproximadamente 2
min e coloca-las para secar sobre tela de “nylon”, para
que o liquido em excesso seja drenado. Nesta etapa,
também acontece a secagem da solugao sobre a fruta.

As etapas para elaboracao do revestimento comestivel
utilizando a técnica de imersao estao descritas na figura 4.



Figura 4 - Procedimento de elaboracao de revestimento comestivel
utilizando a técnica de imersao.

Fonte: Proprios autores (2023).

PRATICA 3: METODO DE PULVERIZACAO

Revestir vegetais com o auxilio de um conjunto de bicos
para pulverizacgao.

- Béquer;

- Espatula;

- TermOmetro;

- Bastao de vidro;

- Balanca analitica;

- Chapa aquecedora com agitacao;
- Tela de “nylon”;

- Agua destilada;



Amido de mandioca;
Fruta em que sera aplicado o revestimento.

Elaborar a solucao filmogénica utilizando amido de
mandioca (5 %, m/m) disperso em agua destilada;

Em seguida, o amido (5%, m/m) devidamente homo-
geneizado deve ser aquecido até uma temperatura
maxima de 70 °C, em agitag¢ao constante, até a sua
gelificacao;

A solucao deve ser deixada em repouso até que esteja
completamente resfriada em temperatura ambiente
(25°Q);

Apos o resfriamento, retirar a parte superior da solucao,
onde ocorreu a retrogradacao do amido de mandioca;

Em seguida, a fruta deve estar sob a tela de nylon em
rotacao continua com velocidade controlada sob uma
pistola pulverizadora manual, formando um revesti-
mento de forma continua;

O processo pode ser realizado mais de uma vez, até
que a cobertura desejada seja alcancada formando um
revestimento uniforme e com melhor aproveitamento
da cobertura;

Sua aplicacdao depende da viscosidade da formulagao
a ser aplicada e das caracteristicas do alimento.



As etapas para elaboracao do revestimento comestivel
utilizando a técnica de pulverizagao estao descritas na figura 5.

Figura 5 - Procedimento de elaboracdo de revestimento comestivel
utilizando a técnica de pulverizacgao.

Fonte: Proprios autores (2023).

Teste seu conhecimento!

1. Verifique na literatura as temperaturas de gelificacdo do
amido e o tempo de secagem dos seguintes materiais:
filmes de amido de batata inglesa, filmes de amido de
batata doce e filmes de amido de inhame.

2. Liste 10 frutas que tem tamanho regular e que podem

utilizar a técnica de revestimento por imersao.

3. Liste 5 alimentos que utilizam a técnica de revestimento
por pulverizagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo, foram discutidos os principais métodos
usados na elaboracao de filmes e revestimentos comestiveis, em
escala laboratorial. Além disto, foram detalhados os polimeros
comestiveis e biodegradaveis, definindo o conceito e as caracte-
risticas destes biopolimeros. Foram apresentadas praticas para
obtencao de filmes e revestimentos comestiveis.
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MICROENCAPSULAGAO
DE INGREDIENTES ALIMENTICIOS

O uso de compostos naturais e, especialmente, bioativos
em alimentos tem sido uma das principais tendéncias e desa-
fios da industria, uma vez que o consumidor tem demonstrado
grande preocupacao com a toxicidade de inuUmeras substancias
empregadas como aditivos sintéticos em alimentos. Dessa forma,
o desenvolvimento de métodos e/ou tecnologias que permitam
o uso de ingredientes naturais esta em expansao, ja que os prin-
cipais desafios no emprego desses ingredientes incluem baixa
estabilidade quimica, dificuldade de aplicacao e, muitas vezes,
custo elevado.

Neste contexto, a técnica de microencapsulagao de ingre-
dientes tem sido amplamente empregada na industria alimenticia,
e o objetivo principal desta tecnologia é proteger os compostos,
que podem ser variados (microrganismos probidticos ou com-
postos bioativos, como pigmentos, éleos essenciais, peptideos,
entre outros), a fim de permitir que os mesmos resistam a todas
as etapas de processamento e armazenamento do produto e
estejam disponiveis ao consumidor no alimento, possibilitando
também que estas substancias atinjam o ponto especifico do
organismo para desempenhar sua funcao de saude.



E importante ressaltar que a microencapsulacao tem sido
utilizada também em outras industrias, como de medicamentos
(para liberacao controlada de drogas e mascaramento de sabores
indesejados), cosméticos (para liberacao controlada de aromas,
por exemplo), agricola (para diminuir custos com agrotéxicos e
atingir o alvo de interesse), e outras, mas a aplicagcdao da técnica
em ingredientes alimenticios tem particularidades especiais, pois
a microcapsula nao pode comprometer os aspectos sensoriais
dos produtos, além do fato de que as matrizes alimenticias sdo
de composicao complexa e que, como os alimentos sao ingeridos
via oral, as microcapsulas devem resistir as condi¢des gastroin-
testinais humanas.

Posto isto, existe uma grande variedade de métodos de
microencapsulacao empregados em ingredientes alimenticios,
e o0 aparecimento de novos materiais de parede utilizados para
este fim aumenta ainda mais os métodos disponiveis. As esco-
Ihas do método de encapsulacao e do material encapsulante
dependem de varios fatores, como o tamanho desejado para as
microcapsulas, as propriedades fisico-quimicas do composto a
ser encapsulado, o mecanismo de liberacao desejado e os demais
objetivos desejados para o principio ativo de interesse (maior
solubilidade, maior estabilidade, etc.).

CONCEITOS BASICOS

A microencapsulagdo é uma tecnologia de empacota-
mento, na qual ocorre a incorporacao de substancias de in-
teresse, que podem ser solidos, liquidos ou material gasoso



(chamadas de nucleo, material ativo ou encapsulado) em um
sistema de revestimento, normalmente de material polimérico,
denominado material de parede, carreador ou agente encap-
sulante. Essa incorporacao resulta em pequenas particulas,
denominadas microcapsulas, que tém a capacidade de liberar
o seu conteudo sob condicdes e velocidade especifica. Dessa
forma, as microcapsulas agem como embalagens extremamen-
te pequenas de uma substancia de interesse, com diametro
variando entre 1 e 1000 pum.

Uma microcapsula de um composto ativo, de forma geral,
tem a capacidade de alterar e, consequentemente, melhorar a
aparéncia e as propriedades desta substancia. Dessa forma, a
microencapsulacao apresenta as seguintes aplicagoes:

+ Reducgao da reatividade do material de nucleo com o
ambiente, protegendo-o contra luz, umidade, calor,
etc. e aumentando sua vida de prateleira;

« Diminuicdo da velocidade de transferéncia do material
do nucleo para o meio, promovendo sua liberagao
controlada;

« Mascaramento de sabor e/ou odor desagradaveis;

« Aumento da solubilidade do material encapsulado,
promovendo sua diluicdo homogénea na formulacao
alimenticia;

« Facilitacao da manipulagao, transporte e adicdao em
formulacdes do material encapsulado por, por exem-
plo, transforma-lo de liquido em sélido;



« Reducgao da toxicidade do material ativo;
« Reducao da volatilidade ou flamabilidade de liquidos;

« Aumento da vida de prateleira.

Os ingredientes comumente encapsulados para uso em
formulagdes alimenticias incluem aromas, minerais, vitaminas,
probidticos, peptideos bioativos, 6leos essenciais, corantes,
enzimas, entre muitos outros. Para cada composto ativo de
interesse, existem métodos de encapsulacao e materiais de pa-
rede apropriados, que resultam em microcapsulas de diferentes
faixas de tamanho e formatos/tipos de microcapsula (Figura 1).

Figura 1 - Tipos de microcéapsulas obtidas pelos diferentes
métodos de microencapsulagéo.

Fonte: Adaptado de Nunes et al., 2015.



METODOS DE MICROENCAPSULAGCAO E MATERIAIS
ENCAPSULANTES

Os métodos utilizados para microencapsulacao sao di-
vididos em fisicos, quimicos e fisico-quimicos. Dentre os fisicos,
alguns muito utilizados sao spray-drying (ou atomizacgao), spray
chilling (ou spray cooling), leito fluidizado, co-cristalizagao e lio-
filizacdo. Ja entre os quimicos, podem ser citadas a polimeriza-
¢ao e a inclusdao molecular. Entre os métodos fisico-quimicos, a
coacervacao, a emulsificacao e a pulverizagao sao bastante usu-
ais. Em grande escala, o método mais utilizado é o spray-drying
(Figura 2), no qual a mistura entre o encapsulante e o encapsu-
lado é atomizada em uma corrente de ar quente que promove a
evaporacao do solvente, resultando na rapida solidificacdo das
goticulas e obtendo uma microcdpsula na forma de p6 estavel,
que é coletado com o uso de um ciclone.

Figura 2 - Esquema da microencapsulacgao utilizando spray-dryer.

Fonte: Adaptado de Nunes et al., 2015.



A escolha da técnica de microencapsulagao vai depender
do tamanho requerido para as microcapsulas, do mecanismo
de liberagao almejado e das propriedades do composto ativo
e do material de parede (tanto fisico-quimicas quanto biologi-
cas). Consequentemente, tanto a técnica quanto o material de
parede desempenhardao um papel fundamental nas caracteris-
ticas de encapsulamento, como estabilidade e solubilidade das
microcapsulas.

Em termos de materiais, sdo muitos os que tém sido
utilizados como material de parede para microencapsulagao
de ingredientes alimenticios. Dentre eles, podem ser citadas
gomas, como agar, goma arabica, alginato e carragena; carboi-
dratos, como amidos modificados e dextrinas (maltodextrina
e ciclodextrinas, por exemplo); celuloses, como carboximetil-
celulose, acetilcelulose, nitrocelulose; lipidios, como parafina,
mono e diacilglicerdis, 6leos e gorduras; proteinas, como as do
gluten, gelatina, caseina e albumina; e materiais inorganicos,
como sulfato de calcio e silicatos. A combinacdo de diferentes
materiais de parede (como carboidratos e gomas) também tem
sido relatada como eficiente na microencapsulacdo de diversos
ativos alimenticios.

Os materiais ativos encapsulados apresentarao mecanis-
mos de liberacao de acordo com material de parede utilizado.
Entretanto, variacdes de temperatura e pH, solubilidade do meio,
ruptura mecanica, biodegradacao, difusao, permeabilidade sele-
tiva e gradiente de concentracao sao os principais mecanismos
de liberacao dos compostos ativos. A espessura do material de
parede da microcapsula também tem efeito nesta liberacao, e a



mesma pode ser modificada dentro de cada método de micro-
encapsulacao empregado.

Apds a microencapsulacao, algumas propriedades das
microcapsulas devem ser avaliadas, como sua estrutura geral ou
morfologia, estrutura fina e tamanho de particulas (por difracao
de raios-X, microscopias e analisador de tamanho de particulas),
a composicao e as propriedades estruturais da microcapsula, em
termos de nucleo e parede (por analises térmicas, cromatogra-
ficas e espectroscopicas, como FTIR e espectroscopia Raman),
o rendimento e a eficiéncia da microencapsulagao, bem como
o comportamento de liberacao e outras propriedades que
sejam interessantes para a microcapsula, como a solubilidade
e a estabilidade. Outra analise bastante aplicada tem relacdo
com a bioacessibilidade e a biodisponibilidade dos compostos
ativos, por métodos de liberacao e digestao in vitro.

PRATICA 1: OBTENCAO DE EXTRATO RICO EM
ANTOCIANINAS PARA MICROENCAPSULACAO

Obter um extrato rico em antocianinas a partir de frutas
para que o mesmo seja utilizado como nucleo em técnicas
de microencapsulacao.



500 g da fruta de interesse (uva, acai, jucara, mirtilo,
framboesa, morango, jambolao, etc.);

500 ou 1000 mL da solucao extratora (solucao
hidroetandlica a 50 ou 70%);

Solucdaode HCla 2 N;
Liquidificador;
pHmetro ou fitas medidoras de pH;

Agitador magnético ou agitador mecanico (de hélice)
para laboratério;

Papel aluminio;
Centrifuga;
Papel filtro;

Sistema de filtracdo a vacuo (bomba, kitassato e funil
de Buchner);

Evaporador rotativo;

Liofilizador.

Preparar a fruta para extragao (lavar, sanitizar com
solucao de hipoclorito de sédio, secar e remover, se
necessario, cascas e sementes);



2'

Triturar a fruta em liquidificador. Se necessario, utilizar
parte do volume do solvente extrator (solucao hidroe-
tandlica a 50 ou 70%) para lavagem do equipamento;

Dicas:

» A proporcao de fruta para solucédo extratora utilizada
deve ser 1:1 ou 1:2 (m/v). A escolha da proporcao de-
pendera das caracteristicas da fruta apds triturada. Por
exemplo, o jamboldo com casca, quando triturado, for-
ma um material muito viscoso e, neste caso, a proporc¢ao
1:2 é mais indicada. Evitar utilizar volumes excessivos
de solvente;

» Metanol é um solvente muito eficiente para extracao
de antocianinas. Entretanto, deve ser evitado pela to-
xicidade, uma vez que o propdsito é que o extrato seja
microencapsulado para aplicacdo em alimentos.

Apos trituracao, misturar o restante da solugao extrato-
ra, ajustar o pH da mistura para 2 com HCl 2 N e agitar
em agitador magnético ou agitador mecanico por
40 min protegido da luz (cobrir o recipiente/béquer
com papel aluminio;

Apos a extracao, centrifugar ou filtrar a mistura (ou
efetuar ambas as etapas), a fim de remover as parti-
culas e obter apenas o extrato liquido.



» Normalmente, quando se tritura frutas com cascas, a
filtracao é dificultada pelo excesso de particulas. Neste
caso, sugere-se uma centrifugacao inicial para posterior
filtracdo apenas do sobrenadante.

6. Utilizar evaporador rotativo a 45 °C para eliminar o
etanol utilizado na extragao;

7. Congelar e liofilizar o material, a fim de obter um ex-
trato na forma de p6 para a microencapsulacgao.

Sao duas as analises que sao interessantes serem feitas
apos a extragao, sendo a primeira o rendimento do processo e a
segunda a dosagem dos compostos de interesse, que neste caso
sdo as antocianinas. A descricao da analise de teor de antocianinas
serd efetuada na Pratica 2. Aqui, abordaremos o rendimento da
extracdo, que é calculado pela equacao 1.

Pes

m

Rendimento (%) =

x 100 (Equagao 1)

Na qual P, corresponde ao peso do extrato seco obtido
(9) e P, corresponde ao peso da fruta utilizada na extracao (g).



PRATICA 2: DETERMINACAO DO TEOR DE ANTOCIANINAS
DO EXTRATO PELO METODO DO PH DIFERENCIAL

Determinar o teor de antocianinas totais em vegetais e
derivados.

- Balanca analitica;

- Béqueres;

- Baldo volumétrico de 1000 mL;
- Tubos falcon de 50 mL;

- Centrifuga;

- Espatulas;

- Estantes para tubos;

- Tubos de ensaio;

- Pipetadores automaticos para volumes de 10 uLa 5 mL;
- Papel filtro qualitativo;

- Funil;

- Capela de exaustao;

- Cubetas platicas;

- Espectrofotémetro;
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Papel aluminio;

Agitador tipo vortex;

Solugao tampao pH 1 (cloreto de potassio
a 0,025 mol/L);

Solucao tampao pH 4,5 (acetato de sédio 0,4 mol/L);
Acido cloridrico (HCl) P.A.

»

»

Solucdo tampao pH 1 (cloreto de potassio a 0,025 mol/L):
em um béquer, pesar 1,86 g de cloreto de potassio (KCl)
e adicionar aproximadamente 900 mL de agua destilada.
Com o auxilio de um bastao de vidro, agitar a solucao
até a completa dissolucao do KCl. Em seguida, medir
o pH da solucdo e fazer o ajuste com acido cloridrico
(HCI) concentrado (P. A.), aproximadamente 6,3 mL, até
o pH 1. Transferir a solucao para um baldao de 1000 mL
e completar o volume com agua destilada;

Solugao tampao pH 4,5 (acetato de sédio 0,4 mol/L): em
um béquer, pesar 54,43 g acetato de sédio (CH;CO,Na) e
adicionar aproximadamente 950 mL de dgua destilada.
Com o auxilio de um bastdo de vidro, agitar a solucao
até a completa dissolucao do acetato de sédio. Em se-
guida, medir o pH da solucdo e fazer o ajuste com acido
cloridrico (HCI) concentrado (P. A.), aproximadamente



20 mL, até o pH 4,5. Transferir a solucao para um baldo
de 1000 mL e completar o volume com dgua destilada.

E importante ressaltar que o ajuste de pH das solucées
tampao deve ser realizado em capela de exaustao devido ao
desprendimento de gases nocivos. Adicionalmente, a adicao de
acido cloridrico as solucdes deve ser realizada aos poucos para
evitar que o pH fique baixo demais, portanto, utilizar pequenos
volumes de acido e medir o potencial hidrogenidnico a cada
adicao de HCl as solugbes.

Na diluicao teste, a quantidade maxima de por¢ao amostral
a ser testada deve ser de uma parte da solucao teste para quatro
partes de solucao tampao pH 1 (1:4). Desse modo, a capacidade
tamponante dos reagentes nao é excedida. Para determinacao
do fator de diluicao apropriado, realizar o seguinte procedimento:

» Preparar 10 mL de uma solucao do extrato a ser testada,
na concentracao de 10 mg/mL ou 100 mg/mL;

» Em um tubo de ensaio de 10 mL, adicionar 1 mL da
solucdo do extrato previamente preparada e 4 mL da
solucao tampao pH 1;

» Agitar em agitador tipo vértex, aguardar 20 minutos
(proteger da luz com papel aluminio) e ler a absorban-
cia em espectrofotdmetro a 520 nm. Se a absorbancia
estiver dentro da faixa linear do espectrofotémetro,



»

»

»

»

manter esses volumes para a analise. Caso contrario,
diluir a solucao de extrato com dgua ou preparar uma
solucao mais concentrada, caso seja necessario.

A partir da determinacao do volume de solucao de
extrato a ser analisada, preparar 6 tubos de ensaio, sendo
trés com a solucao tampao pH 1 e trés com a solucao
tampao pH 4,5;

Para tanto, adicionar nos tubos de ensaio 1 mL da solu-
¢ao do extrato (diluida ou nao) e 4 mL da solugao tam-
pao. Proteger os tubos da luz com papel aluminio;

Agitar os tubos em agitador tipo vortex e aguardar de
20 a 50 min para realizar a leitura em espectrofotémetro;

Determinar as absorbancias da porcao teste diluida
em ambos os pHs nos comprimentos de onda de 520 e
700 nm;

Utilizar 4gua destilada como branco.

Observacao

A leitura realizada a 700 nm tem por objetivo corrigir a
turbidez. Porém, se a porcdo teste estiver excessivamen-
te turva, é necessario clarifica-la por centrifugacao ou
filtracdo antes da leitura.



Os dados obtidos em decorréncia da pesagem de amostras

e de fatores de diluicao empregados para a obtencao de extratos
podem ser organizados de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - Dados obtidos na analise que serdo utilizados nos célculos.

Peso da amostra (g)

Fator de diluicdo

Para os dados das absorbancias obtidas por meio das

leituras em espectrofotdmetro, os valores podem ser organizados
conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Dados obtidos em espectrofotémetro.

Abs 520nm | Abs 700nm | Abs 520nm | Abs 700nm

O teor total de antocianinas nas amostras é dado em mg/L,
em equivalentes de ciadina-3-glucosideo. Para tanto, utiliza-se

inicialmente a Equacao 2 para a determinacgao da absorbancia
das amostras.
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A =pHT(Asy = Asgo) = PH 4,5 (Aso — Azo0) (Equagao 2)

Onde A é a absorbancia calculada e Ao, € Asoonm SAO0 aS
absorbancias lidas por espectrofotometria a 520 e 700 nm nos
pHs 1 e 4,5.

A absorbancia calculada na Equacao 2 é utilizada para
calcular o teor de antocianinas totais (AT), seguindo a Equacao 3.

mg,\_ Axmmxfdx 103 .
AT (M9) = e Equacéo 3
Onde A é a absorbancia calculada; mm é a massa molecular
da ciadina-3-glucosideo (449,2 g/mol); fd é o fator de diluicao;
10% é para conversao de gramas para miligrama; € é o coeficiente
de extin¢ao da ciadina-3-glucosideo (26900 L/mol/cm); 1 é o
comprimento do caminho éptico em centimetros.

Observacgoes

1. Existem diversos pigmentos naturais encontra-
dos na natureza além das antocianinas, portan-
to, é importante saber qual é o pigmento mais
abundante na amostra a ser analisada, para
assim, escolher o método que mais se adeque
aela;

2. As antocianinas degradadas sao resistentes a
mudanca de cor independentemente do pH.
Logo, ndo sao incluidas nas medi¢des porque
sdo bem absorvidas em ambos os pHs (1 e 4,5);



PRATICA 3: MICROENCAPSULACAO DO EXTRATO
RICO EM ANTOCIANINAS COM MALTODEXTRINA
POR LIOFILIZACAO

Proteger as antocianinas do extrato obtido a partir de
frutas frente a fatores ambientais, como aquecimento,
luz e oxigénio.

- 10 g de extrato;

- 100 g de maltodextrina DE 20;
- Agua destilada;

- Solucdode HCI2 N;

- Béquer;

- Agitador magnético;

- Papel aluminio;

- Liofilizador.

1. Dissolver a maltodextrina em 500 mL de dgua destilada;

2. Ajustar o pH da solucao para 2 com solucao de HCl
concentrada;
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3. Incorporar o extrato seco a solucao e agitar em agitador
magnético por 15 minutos ao abrigo da luz (cobrir com
papel aluminio);

4, Congelar e liofilizar a mistura.

A microcapsula obtida necessita de caracterizacao, sendo
a primeira delas a andlise da eficiéncia da microencapsulacao, a
ser descrita na Pratica 5.

PRATICA 4: MICROENCAPSULACAO DO EXTRATO RICO
EM ANTOCIANINAS COM ALGINATO DE SODIO POR
GELIFICACAO IONICA

Proteger as antocianinas do extrato obtido a partir de frutas
frente a fatores ambientais utilizando uma metodologia
pratica e rapida.

- Solucao de alginato de sédio 1% ou 1,5% (m/v);
- Solucao aquosa de extrato (10 mg/mL ou 100 mg/mL);

- Solucdo de CaCl, (0,25 mol/L);
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Agua destilada;

Béquer;

Seringa para gotejamento;
Agitador magnético;
Peneira plastica comum;

Liofilizador (opcional).

Misturar 9 mL de solucao de alginato de sodio (1%
ou 1,5%) com 1 mL da solu¢do aquosa de extrato até
completa homogeneizacao;

Colocar a mistura dentro de uma seringa de 10 mL
e gotejar em béquer contendo 90 mL da solucdo de
CaCl, 0,25 mol/L;

» O gotejamento deve ser feito em velocidade e distancia
constante, a fim de padronizar o tamanho das micro-
capsulas;

» Seringas com agulhas mais finas formam gotas menores
e, consequentemente, microcapsulas menores. Goteja-
mento mais lento forma gotas maiores e, consequente-
mente, microcapsulas maiores.

Manter a mistura sob agitacdao por 20 min para geli-
ficacao;



4, Coletar as microcapsulas com uma peneira, lavar com
agua destilada e armazenar. Se julgar conveniente,
congelar e liofilizar as microcépsulas.

A microcapsula obtida necessita de caracterizagao, sendo
a primeira delas a analise da eficiéncia da microencapsulacgao, a
ser descrita na Pratica 5.

PRATICA 5: DETERMINACAO DA EFICIENCIA
DA MICROENCAPSULACAO

Avaliar a eficiéncia dos processos de microencapsulagao
utilizados, bem como do material de parede selecionado.

- Balanca analitica;
- Tubos de ensaio;
- Etanol PA;

- Acido acético;

- Agua destilada;

- Agitador tipo vortex;



- Banho ultrassénico;

- Metanol PA;

- Filtros Millipore hidrofilicos (45 um);
- Solucao de EDTA 0,2 mol/L;

- Incubadora shaker;

- Demais materiais, reagentes e equipamentos citados
na Pratica 2 para dosagem de antocianinas.

A determinagao da eficiéncia da microencapsulagao en-
volve a andlise do teor de antocianinas presentes no interior e
no exterior da microcdpsula formada. Para andlise do teor de
antocianinas microencapsuladas (no interior), a estrutura de
revestimento das microcapsulas deve ser desfeita, o que fornece
entdo a medida de teor de antocianinas totais, ja que os as an-
tocianinas encapsuladas e nao encapsuladas se misturam nessa
situacdo. Ja para a analise do teor de antocianinas no exterior das
microcapsulas, uma solucao que as mantenha de forma integra
deve ser utilizada.

1. Para desfazer as microcadpsulas de maltodextrina:

» Pesar 200 mg das microcdpsulas em tubos de ensaio e
adicionar 2 mL da mistura metanol:acido acético:dgua
na proporc¢ao 50:8:42;

» Agitar a mistura em vortex por 1 min e homogeneizar
em ultrassom com aquecimento, durante 40 min;



» Quantificar as antocianinas da solucao de acordo com
a Pratica 2.

Para dosagem das antocianinas do exterior da micro-
capsula de maltodextrina:

» Pesar 200 mg das microcdpsulas em tubo de ensaio e
adicionar 2 mL de solucédo de etanol e metanol (1:1);

» Agitar a mistura em vértex a temperatura ambiente
durante 1 min e filtrada em filtro Millipore (45 um);

» Quantificar as antocianinas (Pratica 2).

Para desfazer as microcapsulas de alginato:

» Pesar 0,8 g das microcapsulas em erlenmeyer e dispersar
em 24,5 mL de EDTA (0,2 mol/L);

» Incubar em shaker a 100 rpm, 25 °C por 90 min para
desfazer as microcapsulas;

» Quantificar as antocianinas (Pratica 2).

Para dosagem das antocianinas do exterior da micro-
capsula de alginato:

» Retirar aliquotas da solucao de CaCl, apés o tempo de
permanéncia das microcapsulas em solucdo e quantificar
as antocianinas (Pratica 2).



Os compostos de superficie (CS) e a eficiéncia do processo
de microencapsulamento (EM) sao calculados de acordo com
as Equacdes 4 e 5. Lembrete: os compostos de superficie sdo
aqueles que ficam no exterior das microcapsulas, enquanto o
total de compostos é medido ao desfazer as mesmas.

CS(%) = compostos de superficie X 100 E 20 4)
*) = ""total de compostos quacao

EM(%) =100 -CS (Equacgao 5)

Teste seu conhecimento!

1. Discuta sobre outras analises que podem ser empre-
gadas para a caracterizagao das microcapsulas obtidas
pelos diferentes métodos e agentes encapsulantes;

2. Compare as eficiéncias de encapsulacao dos dois mé-
todos empregados;

3. Quais variaveis podem ser ajustadas para melhorar a
eficiéncia da encapsulacao pelos métodos utilizados?

4. Quais as dificuldades encontradas na dosagem de an-
tocianinas pelo método pH diferencial?
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo discutiu-se a aplicabilidade da microen-
capsulacao de compostos bioativos na industria de alimentos.
Percebeu-se que os métodos e materiais de parede possiveis de
serem utilizados sao inumeros, e que a escolha depende nao s6
da disponibilidade de material e equipamentos, mas também das
propriedades do nucleo e dos objetivos que se espera alcancar
com a microencapsulacao. Sdo muitas as possibilidades e, para
que a pesquisa seja completa, as microcapsulas obtidas devem
ser caracterizadas e testadas quanto a aplicacdo a que elas se
destinam (testes de estabilidade, aplicagao em alimentos, bioa-
cessibilidade, etc.).
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CURA ALTERNATIVA
DE PRODUTOS CARNEQS

Os produtos carneos curados sao comumente formulados
com a adicao de nitrito e/ou nitrato de sédio ou potdassio como
agentes de cura. Estes aditivos sao baratos, faceis de aplicar
e proporcionam estabilidade oxidativa e microbiolégica aos
produtos, além de caracteristicas sensoriais apreciadas pelos
consumidores.

No entanto, a formacao de compostos N-nitrosos consi-
derados prejudiciais a saude tem levado a busca por estratégias
para substituir o nitrito de s6édio comercial em produtos carneos
curados. O potencial cancerigeno do nitrito esta relacionado a
sua capacidade de reagir com aminas secunddrias e formar com-
postos N-nitrosos como as nitrosaminas, que sao consideradas
cancerigenas, teratogénicas e mutagénicas.

O uso de vegetais ricos em nitrato tais como aipo,
espinafre, couve-flor, beterraba e alface (Figura 1) tem sido



indicado como estratégia eficaz para cura alternativa de carnes.
Embora o composto quimico “nitrito ou nitrato” seja o mesmo
em ambas as fontes, a utilizacdo de vegetais ricos em nitrato em
substituicao ao nitrito de sédio comercial pode se tornar uma
estratégia interessante para a elaboracao de produtos carneos
“clean label” ou de rétulo-limpo. O nitrato pode ser extraido destes
vegetais e aplicado diretamente nos produtos carneos ou pode
ser adicionado apos pré-conversao do nitrato em nitrito utilizando
microrganismos redutores de nitrato, comumente presentes em
culturas starter comerciais.

Figura 1 - Fontes vegetais com teores elevados de nitrato.
A) Espinafre; B) Couve-flor; C) Beterraba; D) Alface.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).



PRATICA 1: OBTENGCAO DE FONTE ALTERNATIVA
DE NITRITO A PARTIR DA BETERRABA E CULTURAS
INICIADORAS COMERCIAIS

Considerando-se a crescente preocupacgao dos 6rgaos
de saude e da populagao com relagao ao consumo de produtos
carneos curados, e o aumento da demanda por produtos “clean
label", os pesquisadores tém direcionado os esforcos na busca
por fontes alternativas de nitrito.

Uma das principais técnicas utilizadas para obtencao de
fontes alternativas de nitrito é o uso de vegetais ricos em nitrato.
Estes vegetais podem ser adicionados diretamente aos produtos
carneos ou podem ser biotransformados para conversao prévia
do nitrato em nitrito.

Obter fonte alternativa de nitrito a partir da biotransforma-
¢ao do extrato da beterraba vermelha utilizando culturas
iniciadoras comerciais.

1 kg de beterraba vermelha

1 pacote de cultura iniciadora comercial contendo
Staphylococcus carnosus e Staphylococcus xylosus

- Facas
- Bandejas

- Papel de filtro



- Erlenmeyer

- Kitassato com bomba de vacuo

- Banho-maria

- Estufa com circulagao forcada de ar
- Incubadora shaker

- Centrifuga refrigerada

- Freezer.

As etapas para obtencao da fonte alternativa de nitrito
estao descritas na Figura 2.

Figura 2 - Representacao esquematica do processo de biotransformacgao.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).
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. Selecionar beterrabas sem manchas ou defeitos

aparentes.

Lavar as beterrabas com agua corrente e sanitizar por
imersao, colocando-as em recipiente com agua clorada
por 10 minutos.

Lavar as beterrabas com agua potavel corrente para
remover o excesso de cloro.

Cortar as beterrabas em rodelas finas para facilitar a
secagem.

Secar as rodelas de beterraba em estufa a vacuo (tam-
bém pode ser feita a liofilizacdo do suco de beterraba
adicionado de maltodextrina).

Moer a beterraba seca em moinho de facas até a obtencao
de um po fino.

Em um Erlenmeyer, misturar e homogeneizar o p6 obtido
com agua destilada numa proporcao de 1:10 (m:v).

Aquecer a mistura em banho maria a 80 °C por 20 minutos.
Resfriar o extrato em banho de gelo até + 28 °C.

Adicionar 0,025% (m:v) da cultura iniciadora comercial
previamente ativada em agua destilada.

Incubar os extratos a 30 °C durante 24 horas sob agitacao
em incubadora shaker.

Transferir a mistura para tubos Falcon de 50 mL e centri-
fugar a 8960 xg por 10 minutos a 4 °C.

Filtrar a vacuo em papel de filtro, armazenar em frasco
ambar e congelar até o momento da utilizagao.



CURIOSIDADE

Dependendo do sistema de producao dos vegetais
(convencional ou organico) o teor de nitrato presente
é diferente. Ao serem analisadas amostras de beterra-
bas nas duas condicbes supracitadas, pesquisadores
encontraram valores médios de 2056,42 mg/kg em
amostras de beterraba convencionais e 1328,50 mg/
kg nos produtos organicos.

PRATICA 2: PRODUCAO DE APRESUNTADO ADICIONADO
DE PO DE BETERRABA COMO FONTE ALTERNATIVA DE
NITRATO E NITRITO

Conforme a legislagao brasileira em vigor, o apresuntado é
um produto carneo elaborado com a paleta e/ou pernil suino, com
adicao de ingredientes obrigatdrios, como os agentes de cura, e
submetido ao cozimento. O principal agente de cura utilizado na
elaboracao do apresuntado é o nitrito e nitrato e suas variagoes,
isolados ou combinados.

Varios processos alternativos de cura da carne estao sendo
estudados. A combinacgdo de extratos vegetais ricos em nitrato
com culturas iniciadoras contendo microrganismos conversores
de nitrato em nitrito tem sido uma das principais estratégias
indicadas pelos pesquisadores.

Capa | Sumario



Elaborar apresuntado adicionado de fonte alternativa de
nitrito e nitrato.

- Carne suina (pernil e paleta)
- Agua

- Sal

- Amido de milho

- P6 de beterraba

- Cultura iniciadora contendo Staphylococcus carnosus e
Staphylococcus xylosus

- Moedor de carne
- Forma de Apresuntado
- Termbmetro

- Seladora a vacuo

As etapas de elaboragao do apresuntado com nitrito na-
tural obtido do p6 de beterraba estdao descritas na Figura 3.



Figura 3 - Fluxograma de processamento do apresuntado.

Selecionar carne de pernil e/ou paleta de suinos sau-
ddveis e abatidos em estabelecimentos com selo de
inspecao.

Remover a pele, excesso de gordura, hematomas, gan-
glios e quaisquer tecidos nao carneos.

Moer as carnes suinas utilizando disco de 20 mm.

Em um misturador, adicionar 1 kg de carne suina moida,
400 mL de dgua, p6 da beterraba (quantidade suficiente
para atingir 100 ppm de nitrito) e a cultura iniciadora
(conforme recomendacgdes do fabricante).

Homogeneizar bem a massa e transferir para uma es-
tufa durante 2 h a 40 °C.

Adicionar o sal e 0 amido de milho e homogeneizar.

Deixar a massa em repouso sob refrigeracao (4 °C)
durante 12 h.
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10.
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Transferir a massa para a forma de apresuntado.

Realizar o cozimento em banho-maria a 65 °Cpor 1 h
(a temperatura da agua nao pode passar de 65 °C na
primeira hora).

Da segunda hora em diante, continuar o aquecimento
a 80 °C/hora/kg de apresuntado.

Resfriar em 4gua fria durante 15 minutos e manter a
4 °Cdurante 12 h.

Desenformar o apresuntado, embalar a vacuo e arma-
zenar sob refrigeragao.

CURIOSIDADE

Para apresuntado, a legislacao
estabelece o limite maximo
residual de 0,015 g de nitrito
de sédio por 100 g do produto.



PRATICA 3: PRODUCAO DE SALAME ITALIANO
ADICIONADO DE BETERRABA COMO FONTE
ALTERNATIVA DE NITRITO

Os produtos carneos curados recebem agentes de cura
(nitratos e nitritos) que desempenham multiplas funcionali-
dades. O processo de cura influencia em varias caracteristicas
do produto tais como: seguranca, vida de prateleira e sabor.

O salame é um produto carneo embutido e curado pro-
duzido com carne suina ou mistura com carne bovina, acrescido
de toucinho e ingredientes. Pode ser nomeado de acordo com
a sua origem, processo de obtencdo e caracteristicas fisico-qui-
micas. O processo tecnolégico de fabricacdao do salame traz
naturalmente a formacgdo de mofos caracteristicos na superficie
do produto.

Elaborar salame tipo italiano adicionado de fonte alterna-
tiva de nitrito e nitrato.

- Carne suina (pernil e paleta)
- Envoltério/tripa de colageno para salame
- Toucinho

- Sal



- Acgucar

- Alhoem pé

- Pimenta branca

- Eritorbato de s6dio
- P& de beterraba

- Culturainiciadora contendo Lactobacillus sakei,
Staphylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus

- Moedor de carne
- Embutideira
- Barbante

- Camara climatica com controle de umidade
e temperatura

As etapas para elaboracao do salame italiano com nitrito
e nitrato natural obtido do p6 de beterraba estdo descritas na
Figura 4.



Figura 4 - Fluxograma de processamento do salame italiano.

Selecionar carne de pernil e/ou paleta de suinos
saudaveis.

Remover a pele, excesso de gordura, hematomas,
ganglios e quaisquer tecidos nao carneos.

Moer as carnes e o toucinho em moedor de carne
utilizando disco de 20 mm, misturar rapidamente e
reservar.

Incorporar os demais ingredientes: sal, pé de beterraba,
eritorbato de sédio, acucar, pimenta branca e alho em
po6 e homogeneizar bem.

Dica: Manter a mistura carnea sempre
em temperatura inferior a 10 °C.
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Apds completa homogeneizag¢dao da massa carnea,
adicionar a cultura iniciadora previamente ativada
segundo as recomendacdes do fabricante.

Embutir a massa carnea em tripa de colageno (230 mm).

Dica: Borrifar a cultura BACTOFERM®
MOLD-600 para evitar o crescimento
de bolores indesejaveis na superficie
dos salames.

Sequir para a etapa de secagem e maturagao em camara
climatica com controle de umidade e temperatura.

» Etapa de secagem: seis dias a 21 °C, baixando 1 °C a cada
dia. Ao final do sexto dia a temperatura deve atingir
16 °C. A umidade relativa deve ser mantida em 70%.

» Etapa de maturacao: realizada a 14 °C e 75% de umidade
relativa durante 35 dias ou até alcancar perda de peso
de no minimo 30%.



PRATICAS EM TECNOLOGIA AGROALIMENTAR

Tabela 1 - Formulagao do salame italiano.

INGREDIENTES QUANTIDADE (g)
Carne suina 3200
Toucinho 800
Cloreto de sédio 60
Acucar 80
Alho em pé 40
Pimenta branca 10
Eritorbato de sédio 12
P6 de beterraba 10,5
Cultura starter 0,8

CONSIDERAGOES FINAIS

Neste capitulo, foram descritas técnicas para obtencao
de fonte alternativa de nitrito a partir da beterraba vermelha e
producdo de produtos carneos curados utilizando estas fontes
alternativas como agentes de cura.
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INDICADORES QUIMICOS E SENSORIAIS
DA QUALIDADE DO PESCADO

A demanda mundial por pescados vem aumentando de
forma significativa nos ultimos anos. Este produto destaca-se
pelo teor de dcidos graxos poliinsaturados presentes em sua
composicao, em especial aqueles da familia 6mega 3, como os
acidos eicosapentanoico e docosa-hexaenoico. Além disso, o
pescado possui uma grande quantidade de proteinas, em especial
as miofibrilares, as quais conferem uma maior digestibilidade
deste produto quando comparado com outros tipos de carne.

Apés o abate do animal, diversos mecanismos fisicos,
quimicos e microbioldgicos iniciam suas atividades, ocasionando
a perda de qualidade do pescado. Essas alteragdes ocorrem, prin-
cipalmente, nos macronutrientes do pescado, como proteinas e
lipidios. Quanto mais avangados os mecanismos de deterioracao
estiverem, menor sera a qualidade do pescado. Diversos méto-
dos sdo utilizados para avaliar a qualidade do pescado apés o
abate, dentre eles os métodos quimicos e sensoriais. Dentre os



métodos quimicos, pode-se destacar a determinacao do valor
de K, analise de Nitrogénio das Bases Volateis Totais (N-BVT),
Nitrogénio da Trimetilamina (N-TMA) e o valor da peroxidacao
lipidica. Em relagao aos métodos sensoriais, podem-se destacar
aqueles inerentes aos sentidos da visao, olfato, gosto, tato e au-
dicao. A sequir, serd realizada uma abordagem mais detalhada
de cada um dos indicadores anteriormente citados, iniciando
pelos indicadores quimicos.

VALOR DE K (ATP E SEUS PRODUTOS DE DEGRADACAO)

O valor de K é indicado para determinar a qualidade da
maioria das espécies de pescado, e referencia-se a um indice de
frescor. Ele é realizado através da determinacgao dos seguintes
compostos presentes no pescado: ATP, ADP, AMP, IMP, Inosina
e Hipoxantina. Apds o abate do pescado, uma série de reacbes
iniciam-se imediatamente culminando na quebra da molécula
de ATP tissular. O ATP quebrado é convertido a ADP seguido da
liberacdao de energia. Entretanto, esse ADP é reconvertido a ATP
devido a acao da creatina fosfato (CP), presente no pescado.
Porém, ap6s o consumo da CP, o ATP passa a ser decomposto de
forma irreversivel, gerando ADP, AMP, IMP e, por fim, a Inosina
e Hipoxantina. O valor de K é oriundo da relacao existente entre
essas moléculas, o qual é determinado pela seguinte equacao:

Inosina + Hipoxantina
Valorde K = x 100
ATP + ADP + AMP + IMP + Inosina + Hipoxantina




Desta forma, quanto maior for o valor de K, menor serd a
qualidade do produto. Valores de K até 20% indicam que o pescado
encontra-se fresco e podera ser consumido in natura (sashimi).
Quando o valor estiver entre 20 e 60% o pescado devera ser sub-
metido a coccao antes do consumo. Ja o K acima de 60% indica
que o pescado encontra-se em avan¢ado estado de decomposicao
ou putrefacao. Inadequacdes nas condi¢des de armazenamento
e temperatura elevam o valor de K, acelerando o processo de
deterioracdao desta matéria-prima.

N-TMA

O método do Nitrogénio da Trimetilamina (N-TMA) é um
dos mais indicados para determinacao da qualidade de peixes e
crustaceos de origem marinha. Isso ocorre porque tais animais
apresentam o Oxido de Trimetilamina (OTMA) em sua composicao.
Quando o pescado esta fresco, ele apresenta uma quantidade
pouco representativa de TMA em sua composicdo, entretanto, uma
alta quantidade de OTMA. Apds o abate, o OTMA é convertido em
TMA, sendo a determinacao deste produto, a base para avaliar a
qualidade do pescado. Vale salientar que essa analise é especifica
para peixes e crustaceos marinhos, sendo mais indicada, pois a
formacdo de TMA é superior a formagao de amonia nesses animais.

N-BVT

A determinacao da qualidade do pescado pela analise
do Nitrogénio de Bases Volateis Totais (N-BVT) ocorre devido
a decomposicdo deste através da formacao de aminas e seus
derivados. A mensuracgao desses produtos sera a base para a



determinacao dos N-BVT. Apds a morte do animal, inicia-se a
decomposicao do ATP, como mencionado anteriormente. Com
a decomposicao desta molécula, ocorre a liberagao de amonia,
substancia mais representativa nesta etapa de decomposicao.
Apds a decomposicao total do ATP, inicia-se a decomposicao
de outros compostos nitrogenados ocasionando a formacao
de trimetilamina, dimetilamina, amonia, putrecina, cadaverina e
outros compostos como produto final. Logo, a determinagao des-
tes produtos fornecera um indicativo da qualidade do pescado,
sendo essa inversa a quantidade dos compostos anteriormente
citados. Apesar de ser largamente utilizado em pescado no geral,
é importante destacar que esse método nao é indicado para
elasmobranquios (tubardes e arraias), haja visto que tais animais
apresentam uma grande quantidade de compostos precurso-
res de amonia em sua composicao, o que podera acarretar em
conclusdes equivocadas sobre o estado de frescor do animal.

TBARS

A determinacao da peroxidacao lipidica através da deter-
minacao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
também fornece indicativo da qualidade do pescado. Isso ocorre
pois, apos o abate dos animais, as insaturacées dos acidos graxos
insaturados comec¢am a ser oxidadas. Dentre os produtos forma-
dos com a oxidacao dos acidos graxos, pode-se destacar alguns
aldeidos, em especial o malonaldeido. Logo, a quantificacdo
deste produto, através do acido tiobarbiturico (TBA) fornecera
um indicativo do grau de oxida¢ao ou ranco do pescado. Quanto
maior a formagdo de malonaldeido, menor seréd a qualidade do
pescado, particularmente em relacdo a qualidade lipidica.



METODOS SENSORIAIS

Os métodos sensoriais sao 0s mais antigos e mais uti-
lizados na determinacgao do frescor do pescado, sendo ainda
muito utilizados na industria alimenticia devido a rapidez dos
resultados. A andlise sensorial pode e deve ser utilizada em todas
etapas de processamento do pescado, a qual vai desde a recepcao
da matéria prima até o produto final. Por outro lado, a andlise
sensorial é muito subjetiva, dependendo muito da experiéncia
do avaliador, estado de saude, estado emocional, entre outros.
Por esse motivo, é recomendado que a mesma seja realizada por
pessoas treinadas para tal atividade e em local externo a fatores
que possam mascarar os resultados.

O sentido da visao € um importante aliado em diversas
etapas da cadeia produtiva do pescado. Ele permite classificar
o pescado em diversos tamanhos ou espécie logo apods a
captura. Possibilita ainda detectar pescado que possa ter sofrido
queimaduras de frio em sua pele, fator esse que pode reduzir o
preco do produto. Com a visao é possivel localizar residuos de
pele em unidades de filetamento que comercializam seu produto
sem pele, deteccdao de 0ssos ou parasitas nos filés, entre outros. A
visdo possui ainda uma importancia muito grande no que se refere
ao frescor do produto. E possivel identificar possiveis alteracdes
de coloragao nas branquias, pele, olhos e musculo do pescado.

O tato também possui grande importancia para se de-
tectar a qualidade do pescado. Ao pressionar o pescado com o
dedo é possivel saber se este estda com sua elasticidade normal
ou se encontra-se flacido, o qual indica um menor frescor do
produto. Também atua no momento de avaliar se a escama se
encontra firmemente aderida ao pescado ou se ela se solta com



facilidade, indicativo de menor frescor. Além disso, existe o mé-
todo oral de avaliacao da textura do pescado, o qual é realizado
através do contato do pescado com os dentes, labios e lingua.
O pescado com menor firmeza podera indicar um produto com
menor grau de frescor.

Através do olfato é possivel avaliar a qualidade do mes-
mo. Pescados frescos tem odor caracteristicos e a medida que
seu frescor é reduzido, surge o odor amoniacal, em especial nos
elasmobranquios. Em pescados gordurosos o aparecimento
do odor de ranco é indicativo que o produto se encontra com
menor grau de frescor.

O gosto do pescado ajuda a saber se o produto contém
off-flavor, caracterizado pela presenca de geosmina e metilisobor-
neol (MIB). Além disso, é possivel saber se o pescado se encontra
com seu sabor caracteristico ou algum outro sabor diferente,
como o sabor de ranc¢o, indicando menor estado de frescor.

A audicao também podera ser utilizada na analise sen-
sorial de pescado. Quando o pescado é mastigado ouve-se o
ruido produzido o qual podera determinar a aceitabilidade do
pescado. Entretanto, esse sentido ndo é muito utilizado na analise
sensorial de pescado.

Como visto, diversos fatores poderdo indicar a qualidade
do pescado, sejam eles sensoriais ou quimicos. Entretanto, de
uma forma geral, recomenda-se a utilizacao de mais de um mé-
todo para determinar a qualidade do produto, haja visto que a
combinacao de resultados fornecera um resultado mais preciso.
Sendo assim, podemos concluir que a determinagao da qualida-
de da matéria prima é fundamental para o sucesso de qualquer
industria de beneficiamento de pescado e que os métodos de
avaliacao deverao ser utilizados em todas as etapas de producao.



PRATICA 1: OXIDACAO LIPiDICA PELA DETERMINACAO
DAS SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS) EM PESCADO

Gerar informacdes importantes no que se refere a oxida-
¢ao de lipidios em carnes e pescado.

- Balanca analitica;

- Homogeneizador;

- Becker de 500 mL;

- Funis de vidro;

- Papel de filtro;

- Baldo volumétrico de 50 mL;

- Provetas;

- Pipetas (1 e 5 mL);

- Tubos Falcon de 50 mL;

- Tubos de cultura com tampa rosqueada;
- Agitador de tubos;

- Estrutura para aquecer amostras (estante);
- Banho Maria;

- Gelo;

- Suporte para tubos de ensaio;
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- Cronbmetro;

- Espectrofotometro;

- Acido tricloroacético (TCA) a 10%;

- Acido tiobarbiturico (TBA) a 0,02 M;
- Agua destilada;

- Sulfanilamida 0,5%.

pesar 0,3494 g e diluir em 120 mL de agua destilada
(quente).

Observacao
Apés preparado, guarda-lo em baldao volumétrico
envolvido em papel aluminio sob refrigeracao.

pesar 25,0 g e diluir em 250 mL de agua destilada.

Observacao

Esse volume é o suficiente para determinacao de
20 amostras. Os volumes poderao ser ajustados
a depender do volume de amostras a serem
analisadas.
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10 mL TCA concentrado — 100 mL solugao a 10%

Pesar 0,5 g de Sulfanilamida — 100 mL em solucao de
HCL a 20%

Observacao
Estas solucdes devem ser preparadas no dia
da utilizacao.

1. Pesar 5,0 g da amostra em balanca analitica e colocar
em um tubo de Falcon de 50 mL;

2. Adicionar 1 mL de solugdo de sulfanilamida 0,5%
(apenas para produtos defumados);

3. Adicionar 10,0 mL da solucao de TCA a 10% (v/v);
4, Adicionar 5,0 mL de agua destilada;

5. Agitar por 5 min para promover a extracao do Malo-
naldeido (MDA);



6. Centrifugar por 5 min a 3500 rpm;

7. Filtrar as amostras com papel filtro whatman ne 1 dentro
de tubos de ensaio de 25,0 mL com tampa;

8. Adicionar 5,0 mL da solucao de TBA 0,02 M;
9. Aquecer em banho-maria (100 °C por 35 minutos);

10. Resfriar rapidamente (colocar os tubos, bem tampados,
em um recipiente com agua gelada e gelo) para a leitura
da absorbancia a 532 nm;

11. Fazer, em duplicata, ensaio branco com 5,0 mL de TCA
10% (v/v) e 5,0 mL de TBA 0,02 M (nesta ordem), aquecer
como a amostra.

Apés a incubagao em banho maria, a solugao normal-
mente adquire uma coloracdo rosada. Quando mais oxidada
estiver a amostra, mais rosada (ou vermelha) a solucao estara.
A quantificacdao do malonaldeido podera ser realizada a partir
da equacado abaixo:

TBA = valor da absorbdncia x 7,8



PRATICA 2: DETERMINACAO DE NITROGENIO
DE BASES VOLATEIS TOTAIS (N- BVT)

Avaliar o frescor do pescado com base na formacao de
compostos nitrogenados.

- Homogeneizador;

- Aparelho de destilacao micro-Kjeldahl e tubos para
destilacao;

- Balanca analitica;

- Erlenmeyer de 250 mL;

- Funis de vidro;

- Papel de filtro;

- Acido tricloroacético (TCA) a 5 %;

- Acido cloridrico (HCl) a 0,01 N;

- Acido bérico (H;BO,) como indicador misto (vermelho
de metila + verde de bromocresol);

- Oxido de magnésio (MgO);

- Fenolftaleina.
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1. Pesar 20 g da amostra num becker de 100 mL;

Observacao

Para amostras de baixo rendimento na filtracao, ex: liofili-
zadas, pesar 20 g em becker de 250 mL (Preferivel becker’s
“altos” para uma melhor succao na hora de filtrar).

2. Acrescentar 120 mL de TCA;

» Para amostras de baixo rendimento na filtracédo, acres-
centar 120 mL;

3. Homogeneizar no turrax por 5 min;
4, Deixar decantar por 30 min;

5. Filtrar em funil de vidro com papel filtro whatman
dentro dos tubos de ensaio;

Observacao

Em amostras com particulas liofilizadas, deve-se succio-
nar a parte do meio com pipeta, apds a decantacao, e
adicionar o liquido no filtro.

6. Medir 20 mL do filtrado e transferir para o tubo digestor
de proteina (fazer em duplicata);

7. Acrescentar 2 gotas de fenolftaleina;
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8. Acrescentar 1 g de MgO, (aproximadamente 1 espatula
rasa);

9. Agitar manualmente com cuidado até a coloragao rosa;

10. Colocar em um Erlenmeyer de 250 mL, 20 mL da so-
lucao receptora (@ mesma para a determinacao de
proteina bruta);

11. Destilar aproximadamente 70 mL no aparelho micro-
Kjeldahl;

12. Titular com HCI (0,01 N) até a cor preto-azulado virar
vermelho, anotando o volume de acido gasto.

(mLde HCl x N x 14 x 134)
(Peso da amostra x mL de HCI)

N-BVT=

Observacao

mL de HCl é o volume gasto do mesmo na titulagcdao; N é
a normalidade do HCI (0,01 N); 134 corresponde a fracao
liquida que estaria em 20 g de peixe extraido com 120 mL
de TCA. Considera-se que em média a carne de peixe tenha
70% de agua, logo 20 g contribuiriam com 14 g de dgua

que somada a 120 mL resulta em 134 de fracéo liquida total.

Caso se tenha os resultados de umidade, eles podem entrar
no cdlculo na substituicdao dos 14 gramas de agua da amostra
(considerando que o peixe tenha 70% de umidade).



e Analise dos resultados

De acordo com Ogawa e Maia (1999), o frescor do peixe
podera ser classificado segundo a Tabela 1.

Tabela 1 - Indice de frescor para pescados

N-BVT (mg/100 g) Frescor

5-10 Excelente
15-25 Razoavel
30-40 Inicio da putrefacao

>50 Putrefacao

Destaca-se que segundo a Portaria n° 185, de 13 de maio
de 1997, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abasteci-
mento, os valores de N-BVT sao limitados a 30 mg de Nitrogénio
por 100 gramas de carne. E importante frisar que esse parametro
nao é aplicado aos elasmobranquios (tubardes e raias).

PRATICA 3: ABATE, AVALIAGAO POST-MORTEM
E PRODUCAO DE FILES DE TILAPIA DO NILO
(OREOCHROMIS NILOTICUS)

« Objetivo

Realizar o abate de tilapias e verificar padroes fisicos e
sensoriais de qualidade durante sua fase post-mortem.
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- Tilapias;

- Gelo;

- Colheres;

- Téabuas de corte;

- Tesouras para alimentos;
- Cubas;

- Réqua;

- Seringas;

- Medidor de pH;

- Medidor de glicose;
- Bandejas deisopor;
- Filme PVC;

- Sacos de polietileno.

O procedimento para o abate de tilapias seguira o
fluxograma proposto por Santos et al. (2007), conforme Figura 1.



Figura 1 - Fluxograma de processamento manual da tilapia.
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Fonte: Santos et al. (2007).

1. Os peixes serao transferidos para tanques de depuragao
no dia anterior e transportados para o laboratério em
caixas plasticas com agua.

2. Na etapa de recepcdo, os peixes devem ser transferidos
para caixas plasticas com solucao de agua clorada a 5
ppm e gelo, para que a temperatura do meio atinja
em torno de 1 °C. Essa condicao (hipotermia) causa
insensibilizacao nos animais, sendo alvo de estudos
que analisam tanto questdes de bem-estar, quanto sua
ligacdo com a qualidade do produto final.

3. O pescado insensibilizado passara imediatamente pela
sangria, que é um método de abate realizado pela



perfuracao das branquias apés imersao do peixe em
agua gelada.

Apos a etapa de sangria, os peixes deverao ser subme-
tidos a abertura ventral da cavidade abdominal, desde
o orificio urogenital até os ossos da mandibula, seguido
de retirada cuidadosa das visceras, para evitar a conta-
minag¢ao dos musculos com o material fecal (Figura 2).

Figura 2 - Corte para retirada das visceras no abate de tiladpias

5.

Fonte: Autoria prépria (2023).

Os peixes deverao ser higienizados em agua clorada
e, a depender da finalidade, serem decapitados, cor-
tados em postas ou submetidos a producao dos filés,
e posteriormente embalados e acondicionados sob
refrigeragao (+5 °C).



AVALIACAO POST-MORTEM

Para esta determinacao, trés peixes inteiros devem ser
analisados quanto ao tempo de pré-rigor mortis, avaliados desde o
abate até a entrada no rigor mortis, com o objetivo de determinar
o tempo em que os animais permaneceram no periodo de pré-
rigor mortis.

O indice de rigor (IR) ¢ medido segundo Bito (1983), e é
calculado de acordo com a equacao:

IR =[(D, - D)/D,] x100

Onde: Do = valor da distancia que separa a base da na-
dadeira caudal ao ponto de referéncia, imediatamente apds a
morte e D = valor da distancia que separa a base da nadadeira
caudal ao ponto de referéncia nos intervalos de tempos sele-
cionados (Figura 3).

Figura 3 - llustracdo dos pontos de medicdo para determinagao
do Indice de Rigor mortis.

Fonte: Gongalves (2011).



Para avaliar o comportamento das carcagas apds o abate,
as avaliacdes do indice de Rigor devem ser realizadas de 20 em
20 minutos, até o peixe atingir o indice rigor de 100%.

Para os trés peixes em andlise, deve-se realizar a coleta
de 0,5 mL de sangue por puncao caudal, com o auxilio de serin-
gas descartaveis. A concentracao de glicose pode ser determi-
nada com auxilio de medidor eletronico de glicose sanguinea
(Accu-Chek Guide Me/Roche), onde 10 plL de sangue total sao
colocados em fitas de leitura do aparelho que, por meio de uma
analise eletroquimica da amostra, apresenta a concentracao de
glicose em ug/dl.

A medicao de glicose pode ser realizada ao inicio do
periodo post-mortem e no momento que for observado que o
pescado esta em rigor mortis.

O pH deve ser medido nos peixes através de um medidor
de pH diretamente no musculo dorsal, com eletrodo de contato
(Galvao; Oetterer, 2014). As medi¢oes devem iniciar imediatamen-
te apds o abate (tempo 0) e apds 30 minutos, 1 hora, 2 horas, até
que se observe pH constante em duas medi¢des consecutivas
(Figura 3).



Figura 3 - Determinac¢ao do pH no periodo post mortem

Fonte: Autoria prépria (2023).

A avaliacao do estado de frescor e da qualidade sensorial
das amostras (método subjetivo) deve ser realizada por trés
avaliadores em trés peixes, que ficarao acondicionados em
gelo na temperatura de refrigeracao (4 °C). As caracteristicas
sensoriais serao avaliadas pelo Método do indice de Qualidade
(MIQ), elaborado por Soares e Gongalves (2012), que considera
a tildpia fresca e deteriorada, gerando uma pontuacao que serve
como indicador da qualidade (Figura 4).
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A pontuacao da avaliagdo sensorial varia entre 0 e 14, e
servirad de parametro para discutir a qualidade dos peixes durante
o armazenamento refrigerado, em cama de gelo.

RETIRADA DOS FILES DE TILAPIAS

Antes de iniciar o procedimento de retirada manual dos
filés de tilapias, os peixes deverao ser pesados. O processo con-
sistird na demarcacao da area do filé com uma faca afiada. Em
seguida, faz-se a retirada da pele e o corte do filé, no sentido do
dorso para o ventre, com a faca posicionada rente aos 0ssos,
conforme observado na Figura 5.

Figura 5 - Corte dos filés de tilapias.

Fonte: Autoria prépria (2023).



Ao final, os filés obtidos devem ser pesados para calcular
o rendimento em relagdo ao peso total da carcaca.

ANALISE DOS DADOS

Ao final da pratica, observe:

1. Os valores obtidos para o indice de Rigor mortis (IR),
verificando em quanto tempo os peixes chegaram ao
valor de IR igual a 100;

2. Observar as diferencas nas medi¢des de glicose ime-
diatamente ap6s o abate e no rigor mortis;

3. Verificar o comportamento do pH durante o periodo
post mortem do pescado, verificando o tempo em que
eles atingiram pH constante;

4, \lerificar os valores obtidos no MIQ durante o armaze-
namento dos peixes;

5. Observar o rendimento de filés dos peixes.

CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo, foram descritas as principais analises qui-
micas e sensoriais para verificar a qualidade de pescados.
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METODOS DE AVALIAGAQ DE ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE /N VITRO PARA VEGETAIS

Os compostos antioxidantes estao largamente distri-
buidos na natureza e, desde o final do século 20, vém sendo
pesquisados nas diversas areas do conhecimento, como a Agro-
nomia, Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Zootecnia, Quimica,
Bioquimica, Medicina e areas afins. Estas substancias podem ser
definidas como moléculas que atuam em sistemas biolégicos
e alimentares, que previnem ou reduzem significativamente o
processo oxidativo de outras moléculas.

Um desequilibrio entre compostos antioxidantes e oxi-
dantes leva ao desenvolvimento do estresse oxidativo, favorecen-
do Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), ou pode ocorrer quando
a remocao destas acontece de forma lenta. As EROs abrangem
uma série de espécies quimicas com vida util, propriedades, in-
teracdes e reatividades distintas e se classificam em dois grupos,
os radicais livres e os ndo radicais. Os radicais livres sdo aqueles
que apresentam um ou mais elétrons desemparelhados e forne-
cem reatividade a molécula, os principais sao a alcoxila (LO-), a
hidroxila (OH-), a peroxila (LOO-) e o superoxido (O,¢), ja 0s nao



radicais sao formados através do compartilhamento de elétrons
desemparelhados, os dois principais sao o acido hipocloroso
(HCIO), peréxido de hidrogénio (H,0,) e o oxigénio (O,).

As EROs ocorrem através do metabolismo celular dos or-
ganismos vivos. Quando estdo presentes em baixas e moderadas
concentracdes, atuam em processos fisiolégicos e se destacam
pelo desempenho de algumas funcdes, tais como sintese de
substancias bioldgicas, producao de energia (ATP), regulacao
do crescimento celular e defesa do organismo. Porém, ao serem
produzidas em abundancia, conduzem aos danos oxidativos,
sendo responsaveis por processos mutagénicos, como o cancer,
e disturbios neurologicos.

Os antioxidantes atuam contra essas EROs através de al-
guns sistemas, sao eles:

. Sistema de prevencao: Impedindo a formacao das EROs;
« Sistema de varredores: Impedindo a acdo dessas EROs;

+ Sistema de reparo: Reconstituindo e reparando as
estruturas bioldgicas danificadas.

As principais fontes naturais de compostos antioxidan-
tes sao as de origem vegetal, que se destacam por possuirem
substancias ou fitoquimicos diversificados e amplamente dis-
tribuidos, dentre eles destacam-se as micromoléculas como as
vitaminas (E e C), os minerais (cobre, zinco, magnésio e selénio)
e os compostos fendlicos.

Além das micromoléculas citadas, algumas enzimas tam-
bém podem agir no intuito de prevenir e controlar a formacao



das EROs que estao envolvidas nas reacdes em cadeias, con-
sequentemente, nos danos oxidativos dos vegetais. Dentre as
enzimas responsaveis por essa protecao estao catalase, supero-
xido dismutase, monohidroascorbato, ascorbato peroxidase e
dehidroasrcorbato redutase.

Frequentemente, o impacto de um antioxidante espe-
cifico sobre um efeito bioldgico é utilizado para inferir o papel
das EROs, como se todos os antioxidantes fossem equivalentes.
No entanto, cada antioxidante possui uma composicao quimica
Unica e diferentes capacidades de reagir com diversas espécies
reativas. Esses compostos podem atuar como inibidores, decom-
positores de radicais livres, quelantes de metais ou eliminadores
de oxigénio.

Diante do exposto, foram desenvolvidos diferentes mé-
todos para determinar a atividade antioxidante que avaliam a
efetiva capacidade através de diferentes mecanismos de acao.
A sequir sao apresentados alguns dos métodos mais reportados
na literatura para determinar a capacidade antioxidante de dife-
rentes compostos. A utilizacao desses métodos permite avaliar
como distintos antioxidantes contribuem para a protecao contra
o dano oxidativo. Essa abordagem multifacetada possibilita a
compreensao mais ampla do comportamento dos antioxidantes
em diversos contextos e sistemas bioldgicos, como eles podem
ser aplicados em diferentes situacdes e como podem ser usados
para proteger a saude e melhorar a qualidade de produtos em
diversas areas, como a tecnoldgica e nutricional.



METODOS DE AVALICAO DOS COMPOSTOS ANTIOXIDANTES

O DPPH- (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) é o radical livre es-
tavel mais popular para o estudo de antioxidantes in vitro. Es-
tes antioxidantes chamados “sequestradores” tém funcao de
capturar os radicais livres ativos antes que ataquem moléculas
biologicamente essenciais, doando atomo de hidrogénio ou elé-
trons, além de transferirem prétons para produzir um composto
estavel e um radical derivado de antioxidante. As taxas destas
reacOes sao determinadas primeiramente pela propriedade
redox, tal como energia de ligacao de dissociacao e o potencial
de ionizacao do antioxidante.

O DPPH- é um método utilizado para medir a capacidade
antioxidante de um composto devido a alta estabilidade do
radical. O seu mecanismo se ampara na capacidade do radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH-) simular uma espécie reativa
de oxigénio. A doacao de hidrogénio por um antioxidante, em
meio alcoodlico, promove a sua reducao e formacao do difenil
picrilhidrazina (DPPH-H).

A atividade antioxidante pode ser avaliada de maneira
eficiente pelo método do DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)
desenvolvido por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995), com
algumas modificagdes de melhoria ocorridas nos ultimos anos.
Sua aplicagao tem se destacado por ser considerado um método
pratico, rapido e estavel, o qual consiste na reducao do radical
DPPH-., quando entra em contato com um composto capaz de



doar um elétron ou atomo de hidrogénio, alterando a cor da
solucdo alcodlica de DPPH. de violeta para amarelo, de acordo
com a reagao apresentada na figura 1.

Figura 1 - Mecanismo de reacao do DPPH-.

Fonte: Cordeiro, 2013.

A adicao do antioxidante resulta em um decréscimo na
absorbancia proporcional a concentracao e atividade antioxi-
dante do composto, apresentando uma absorcao na faixa de
515-520 nm, que pode ser observado por espectrofotbmetro
UV-Vis, ja que a coloragao vai sendo alterada para um amarelo
claro, como pode ser observado na figura 2. Os resultados podem
ser expressos de diversas maneiras, utilizando a curva padrao
de Trolox como referéncia, muito semelhante a estrutura da
vitamina E, ou expressa como coeficiente de inibicao (ICs), que
relaciona a quantidade de antioxidante necessaria para reduzir
50% a concentracao inicial do radical livre no meio, ou pelo %
de inibicao referente ao radical livre.



Figura 2 - Atividade antioxidante em DPPH.

Fonte: Grandini, 2011.

O método ABTS é baseado na capacidade dos antioxi-
dantes de capturar o cation ABTS+* (2,2’ - azinobis (3 - etilbenzo-
tiazolina - 6 - 4cido sulfénico)). Este também é um dos métodos
mais utilizados na triagem da capacidade antioxidante pela sua
simplicidade e rapidez. Este radical pode ser gerado através de
uma reagao quimica, eletroquimica ou enzimatica (Figura 3).

Figura 3 - Estabilizacdo do radical ABTS a partir da reacdo com um antioxidante
e persulfato de potdssio para a formacdo de ABTS «*

Fonte: Sacramento et al., 2023.



Aintroducaodeumantioxidantelevaareducaodoradical
ABTS-*, que possui uma cor azul esverdeada, transformando-o
em ABTS.. Essa reacao resulta na perda da coloracao (Figura 4)
caracteristica do composto. A inibicao do ABTS-* é calculada
através de uma curva padrdo de Trolox, como referéncia. Esse
método pode ser aplicado para estudar antioxidantes soltveis
em agua e em gordura, tanto em compostos puros como em
extratos de plantas. Uma das metodologias mais utilizadas foi
descrita por Rufino et al. (2007) que utiliza espectrofotometria
com comprimento de onda de 734 nm.

Figura 4 - Atividade antioxidante na captura do radical ABTS".

Fonte: Rufino et al., 2007.

O FRAP é um método reprodutivel, utilizado para de-
terminar nao apenas a capacidade antioxidante de extratos,
mas também é utilizado na avaliacao da eficacia de substancias
puras, gerando resultados compardaveis aos obtidos por meio
de metodologias complexas.



Nesse método, a reacao é acompanhada pela reducao do
complexo formado, entre o ferro e a 2,4,6-tri(2-piridil)-1,5,5-tria-
zina (TPTZ), em que ocorre a reducdo do complexo de ions férricos
[Fe3*(TPTZ)2]** em complexo de ions ferrosos [Fe?* (TPTZ)4**, ou
seja, reducdo do complexo de ions férricos (Fe**) em complexo
de ions ferrosos (Fe?*), sendo assim, quanto maior a absorbancia,
maior sera o seu efeito antioxidante dos compostos analisados.

Na presenca de TPTZ (2,4,6-tril (2-piridil)-1,3,5-triazina)
e em condigbes acidas, a reducao é monitorada pela formacgao
de uma solugao de coloragao azul intenso com o Fe** (Figura 5),
apresentando uma absorbancia maxima de 595 nm dependendo
das espécies redutoras disponiveis, sendo analisados por meio
de um espectrofotdmetro, conforme metodologia descrita por
Rufino et al. (2006).

Figura 5 - Redugdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe3*.

Fonte: Rufino et al., 2006, com adaptacdes.

A metodologia ORAC tem se mostrado eficiente e muito
utilizada para determinar a capacidade antioxidante de diversos



compostos, desde substancias sintéticas e naturais, a amostras
hidrofilicas e lipofilicas. Neste método é avaliado o decréscimo
da fluorescéncia que pode ser medido por espectrofluorime-
tria com comprimento de onda de excitacao de 485 nm e de
emissao de 515 nm, a partir do dano oxidativo. Ao adicionar o
antioxidante, ocorre a reacao com os radicais livres de oxigé-
nio doando hidrogénio e inibindo a perda da intensidade da
fluorescéncia (Figura 6), sendo assim, a atividade antioxidante
proporcional a esta inibicao.

Figura 6 - Mecanismo de reacao de um ensaio ORAC.

R—N=N—R&>Nz+2ROO'

ROO* + Sonda Fluorescente (FL) — ROOH + Sonda Oxidada
ROO* + AH — ROOH + A°

Fonte: Zapata e Zapata, 2022.

Ademais, quando os ions de hidrogénio sao liberados
pelos antioxidantes para os radicais livres, eles unem os elétrons
desemparelhados desses radicais. Isso transforma o antioxidante
em um radical livre que, entao, se combina com outro radical
peroxil, resultando na rapida eliminagcao de ambos os compostos.
A metodologia descrita foi baseada na metodologia definida por
Boroski et al., (2015) e Sacramento et al., (2023).



SISTEMA BETA-CAROTENO/ACIDO LINOLEICO

A co-oxidacao do B-caroteno/acido linoléico permite
avaliar a capacidade de uma determinada substancia prevenir
a oxidagao do B-caroteno, protegendo-o dos radicais livres ge-
rados durante a peroxidacao do &cido linoleico. E um método
colorimétrico, realizado em meio emulsionado, pela técnica de
co-oxidagao de substratos. Baseia-se na leitura referente a desco-
loracdo da solucao preparada com [3-caroteno e acido linoléico,
em meio aquoso. A perda de cor acontece devido a formacao
de estruturas radicais resultantes da oxidagao do acido linoleico.
Essas estruturas reagem com as ligacdes duplas do 3-caroteno,
levando a remocao de seu cromoforo e, consequentemente,
resultando na descoloracao do pigmento alaranjado que é tipico
da solucao (Figura 7). A presenca de antioxidantes no sistema
atua como protecao para o acido linoleico, estendendo assim o
periodo em que esses radicais sao formados. A reacao pode ser
monitorada espectrofotometricamente pela perda da coloragao
do B-caroteno em 470 nm, com leitura imediata e em intervalos
de 15 min, por um tempo total de 2 h.

Figura 7 - Estruturas radicais resultantes da oxidacao do acido linoleico.

Fonte: Rufino, 2006.



ATIVIDADE DE ELIMINACAO CONTRA RADICAL
HIDROXILA (-OH)

Algumas EROs como o anion superoéxido (O,™) e o radical
hidroxila (OH-), causam danos oxidativos no corpo humano, logo,
para avaliar o potencial dos compostos antioxidantes de forma
mais abrangente, o ideal é incluir testes capazes de reagir com
ERO. Embora este mecanismo de acdo seja altamente prejudicial a
saude humana, hd um numero limitado de artigos que fornecem
informacgdes sobre ensaios de capacidade de eliminagao de ERO.

Os radicais hidroxila sao altamente reativos entre as espé-
cies e podem reagir com diversas moléculas, o que pode induzir
diversas reagOes oxidativas. Isso pode ocorrer devido a reacao
de Fenton, quando o peroxido de hidrogénio (H,0,) reage com
o Fe (ll).

E de conhecimento amplo que os compostos fendlicos sao
bons sequestradores do radical hidroxila, atuando na inibicao da
sua formacao, o que pode ser principalmente pela inativacao de
ions metalicos e sua quelacao, ou mesmo pela transformacao do
H,O, em um composto mais estavel dando como produtos, agua
e oxigénio. A Atividade de eliminagdo contra radical hidroxila
(«OH) de extrato vegetal pode ser determinado pela metodologia
descrita por Zhong et al. (2010) por espectrofotometria utilizando
um comprimento de onda de 510 nm.

ATIVIDADE QUELANTE

A capacidade quelante pode ser determinada pela com-
peticao por ions ferrosos, avaliando a intensidade da inibicao



do complexo, que quanto mais elevada, maior sera a atividade
antioxidante. Uma boa capacidade quelante dos ions metalicos é
avaliada quando eles nao conseguem mais atuar como iniciadores
de reacdes, pela formacao de um complexo entre o antioxidante
e o metal.

ions ferrosos sdo metais de transicdo e bons facilitadores
na producao de radicais livres. Além disso, diferentemente do
ensaio FRAP, quando o mecanismo de reacao ocorre por doagao
de elétrons para reduzir Fe** a Fe?*, o mecanismo envolve a ati-
vidade quelante diretamente do Fe?*. Neste caso, é interessante
imobilizar ions ferrosos, uma vez que sao altamente reativos
pro-oxidantes que facilitam a producao de ERO, causando danos
oxidativos.

O método utiliza a ferrozina, de modo a formar um com-
plexo rosa quando quelato com Fe?* (ferrozina-Fe?*), ocorrendo a
competicao com a ferrozina por ions ferrosos com antioxidantes.
Os dados sobre o potencial quelante do ion Fe?* sao valiosos,
pois existem poucos na literatura para extratos de plantas. O
potencial quelante de Fe?* das amostras pode ser determinado
por espectrofotometria e a absorbancia monitorada a 562 nm
pela metodologia descrita por Lefsih et al. (2016).

ATIVIDADE DE ELIMINAGCAO CONTRA O RADICAL ANION
SUPEROXIDO (0,*)

Ensaios que medem a capacidade de eliminagao de
oxidantes bioldgicos sao importantes, como o anion superdxido,
que pode contribuir para oxidagao em sistemas bioldgicos. Em



ensaios utilizando esse radical, que é gerado pela auto-oxidacao
do pirogalol, é observado a formacao de um composto colorido
que altera a sua cor de roxa para amarela quando o anion
superoxido é sequestrado por um antioxidante, indicando assim
a intensidade da atividade antioxidante do composto.

Embora o anion superéxido seja menos reativo que ou-
tros radicais, estes sdao precursores de outros radicais altamente
reativos, podendo produzir radicais hidroxila e oxigénio singleto,
ou seja, outros radicais livres e agentes oxidantes, que podem
causar reagoes em cadeia, peroxidacao lipidica e danos celulares.
A capacidade de eliminacdo de anions superéxido de extrato pela
auto-oxidacao do pirogalol para geracao de anions superéxido
pode ser determinada em espectrofotdmetro e absorbancia
medida a 325 nm de acordo com a metodologia descrita por
Zhong etal. (2010).

PRATICA 1: PREPARO DO EXTRATO

Elaborar o extrato a partir de um vegetal para determinagao
da atividade antioxidantes por diferentes métodos.

- Material vegetal

- Balanca analitica



Estufa com circulacao de ar

Moinho ou processador de alimentos
Mesa de agitagcdo constante

Bomba a vacuo

Rotaevaporador

Geladeira

Proveta de 50 mL

Erlenmeyer 250 mL

Espatulas

Alcool etilico PA.

Agua destilada

. Secar o material vegetal a 40 °C por 24 h;

Diminuir o tamanho das particulas do material vegetal
seco através de moagem em moinho de facas tipo
Willey (SOLAB-SL31, Brasil), com rotagao fixaem 1750 rpm
e uma peneira de aco inox acoplado ao préprio equi-
pamento de 10 mesh, garantindo a padronizacao das
particulas;

. Pesar 10 g de amostra seca, colocar em Erlenmeyer

de 250 mL e adicionar 100 mL de solvente (1:10).



Os solventes mais utilizados sao etanol e dgua, na
proporc¢ao, 50 % (v/v);

4. Agitar a solucao por 2 h a 180 rpm a 40 °C;
5. Filtrar a solu¢ao com o auxilio de bomba a vacuo
(SOLAB, SL-61);

6. Concentrar o extrato com o auxilio de rotaevaporador,
em banho-maria a 70 °C por 10 min;

7. Armazenar os extratos a 5 °C em vidro ambar e ao
abrigo da luz.

NOTA

As propriedades do solvente e o pH influenciam nos
compostos extraidos.

A metodologia para obtencao do extrato vegetal esta
descrita na Figura 8.

Figura 8 — Obtencdo do extrato vegetal.

Fonte: Proprios autores (2023).



PRATICA 2: CAPTURA DO RADICAL LIVRE ABTS«+

Avaliar a capacidade antioxidante de compostos hidrofili-
cos e lipofilicos através da captura do radical ABTS-+

- Agitador de tubos de ensaio

- Balanca analitica

- Baldo volumétrico de 10 mL, 50 mL e 1.000 mL
- Cronbmetro digital

- Cubetas de vidro (4 x 1 cm)

- Espectrofotdmetro

- Pipeta automatica (10 uL — 1.000 pL)

- Proveta de 50 mL

- Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL)
- Béquer 50 mL e 100 mL

- ABTS (2,2 AZINO BIS (3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonic
acid) diammoninum salt (PM = 548,68)

- Agua destilada
- Alcool etilico PA.

- Persulfato de Potassio (PM = 270,3) Acros Organics,
codigo 202015000 ou equivalente.



Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico) (PM = 250,29).

Solucao estoque de ABTS 7 mM: Em um balao volu-
métrico com agua destilada, dissolver 192 g de ABTS
e completar o volume para 50 mL, homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro ambar devidamente
identificado. Armazenar sob refrigeracao (5 °C) por até
1 més.

Solucdo de persulfato de potassio 140 mM: Em um
balao volumétrico com agua destilada, dissolver 378,4
mg de persulfato de potdssio e completar o volume
para 10 mL, homogeneizar e transferir para um frasco
de vidro ambar devidamente identificado. Armazenar
em temperatura ambiente (25 °C) por até 1 més.

Solugao padrao de Trolox 2 mM: Em um balao volumé-
trico com alcool etilico, dissolver 25 mg Trolox e com-
pletar o volume para 50 mL, homogeneizar e transferir
para um frasco de vidro ambar devidamente identifi-
cado. Preparar e usar apenas no dia do experimento.

Preparo do radical ABTS«+: Em um balao, reagir 88 L
da solucdo de persulfato de potassio com 5 mL da so-
lucao estoque de ABTS. A mistura deve ser mantida
em temperatura ambiente (25 °C) por 16 h, no abrigo
da luz. A seguir, diluir T mL dessa mistura em etanol



até alcancar uma absorbancia de 0,6 — 0,70 a 734 nm.
Preparar e usar apenas no dia do experimento.

1. Preparar os tubos de ensaio, em triplicata;

2. Conferir a leitura da solucao de ABTS, que deve ter
absorbancia entre 0,6 - 0,7;

3. Pipetar uma aliquota de 30 pL de amostra, em seguida
misturar com 3000 uL da solucao do radical ABTS e
homogeneizar em agitador de tubos.

4. Realizar a leitura em um espectrofotémetro a 734 nm
apo6s 6 min de espera no abrigo da luz;

5. Utilizar etanol como branco para calibrar o aparelho.

A Figura 9 apresenta o esquema do método de determi-
nacao da atividade antioxidante descrita por Rufino et al. (2007).

Figura 9 - Determinacdo a capacidade antioxidante
por captura do radical ABTS-+.

Fonte: Proprios autores (2023), adaptado de Rufino et al. (2007).



PRATICAS EM TECNOLOGIA AGROALIMENTAR

» Resultados expressos em Equivalente Trolox
Curva-Padrdo do Trolox
» Em baldes volumétricos de 10 mL, preparar solucdes

variando a concentracao de 100 uM a 2.000 uM, a partir
da solucdo padrao de Trolox (2 mM), conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Preparo das solucbes para curva-padrao.

Solucao padrao Alcool etilico Concentracao final
de Trolox (mL) (mL) (1M)
0,50 9,50 100
2,50 7,50 500
5,00 5,00 1.000
7,50 2,50 1.500
10,00 0,00 2.000

Fonte: Rufino et al., 2007, com adaptagoes.

e Calculos

- Inserir as concentragdes de Trolox (uM) no eixo X e
os valores referentes as respectivas absorbancias no
eixo Y, por fim, calcular a equacao da reta. Diante do
resultado obtido na equacgdo da reta calcula-se a ab-
sorbancia referente a 1.000 uM de Trolox de acordo
com a Equacao 1.
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Equacao da reta — Absorbancia correspondente a 1.000
pUM de Trolox

y=-ax+b (1)

x = 1.000 uM do Trolox;

y = absorbancia correspondente a 1.000 uM
de Trolox.

- Equacao para calculo das diluicdes do extrato (mg/L)
equivalente a 1.000 uM de Trolox

y=-ax+b (2)

y = Absorbancia correspondente a 1.000 uM
de Trolox (Equacgao 4);

x = Diluicao da amostra (mg/L) equivalente a
1.000 uM de Trolox.

- Calculo final expresso em (uM Trolox / )
X(g) =x/1.000 (3)

Z=1.000/X(g).1 (4)



A partir dos resultados obtidos no espectrofotdmetro das
diferentes diluicdes dos extratos das amostras, inserir a absorbancia
no eixo Y e a diluicao (mg/L) no eixo X para determinar a equagao
da reta. Para obter o resultado da ATT (atividade antioxidante
total) deve-se fazer uma substituicao da absorbancia equivalente
a 1.000 uM do padrao Trolox (Eq. 1). A diluicao (mg/L) da amos-
tra corresponde ao valor obtido para o termo x, que equivale a
1.000 uM de Trolox (Eq. 2). Dividir por 1.000 o resultado obtido
(x) na equacao (2) para ter o valor em g. Para se obter o resultado
que consta na equacao 6, é necessario dividir 1.000 (uM) pelo valor
de X(qg), depois, multiplicar por 1 (g) e, com isso, encontrar o valor
final (Z) que é expresso em uM Trolox / g de amostra.

PRATICA 3: CAPTURA DO RADICAL LIVRE DPPH.

Avaliar a atividade antioxidante do extrato pelo mecanismo
de captura do radical livre DPPH..

- Agitador de tubos de ensaio
- Balanca analitica
- Cron6metro digital

- Cubetas de quartzo (4 x 1 cm)



Espectrofotometro UV-Vis

Pipeta automatica (10 - 1000 pL)

Balao volumétrico 10 mL e 250 mL

Proveta 50 mL

Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL)
Béquer 50 mL e 100 mL

Alcool etilico P. A.
Agua destilada
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (PM = 394,3)

Soluc¢ao de DPPH: Em um balao volumétrico de 250 mL,
dissolver 590 mg de DPPH em &lcool etilico, apds a
dissolucao completar o volume do balao com o alcool
etilico P. A., homogeneizar e transferir para um frasco
de vidro ambar, devidamente identificado. Importante:
Preparar a quantidade suficiente para usar apenas no
dia da andlise.

Solucéo padrao de Trolox 2 mM: Em um baldo volumé-
trico com alcool etilico, dissolver 25 mg de Trolox e com-
pletar o volume para 50 mL, homogeneizar e transferir
para um frasco de vidro ambar devidamente identificado.
Preparar e usar apenas no dia do experimento.



1. Preparar os tubos de ensaio, em triplicata;

2. Fazer a leitura da solu¢ao de DPPH, que deve ter ab-
sorbancia entre 0,6 - 0,7;

3. Pipetar uma aliquota de 20 uL do extrato e transferir
para os tubos de ensaio;

4. Adicionar 280 pL de etanol e 2700 uL da DPPH no tubo
de ensaio;

5. Incubar em temperatura ambiente (25 °C) por 30 min.

6. Fazer a leitura da absorbancia a 517 nm em espectro-
fotdbmetro, utilizando cubeta de quartzo com 1 cm de
caminho 6ptico. Utilizar o alcool etilico PA para zerar
0 equipamento;

7. Fazer uma curva padrao de Trolox nas mesmas condi-
¢oes das amostras nas concentracdes de 100 a 2000
pumol/L. Ou fazer uma curva com diferentes concen-
tracoes da solucao de DPPH.

8. Osresultados sao expressos em mmol de Trolox por g
de extrato ou % (percentual) de inibicao ou ECs,, con-
forme detalhado abaixo.

A metodologia descrita esta de acordo com o preconizado
por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995) e esta apresentada na
Figura 10.



PRATICAS EM TECNOLOGIA AGROALIMENTAR

Figura 10 - Determinacédo da capacidade antioxidante
por captura do radical DPPH-.

Fonte: Proprios autores (2023), adaptado de Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995).

Para resultados expressos em ECs,

- Curva padrao do DPPH

» Preparar solucoes de DPPH em diferentes concentracoes
(10 uM a 60 pM) em baldes volumétricos de 10 mL, con-
forme a Tabela 2.

Tabela 2 - Preparo das solugdes para curva do DPPH.

S°'“95(‘I’n "I'_‘)* DPPH  Alcool Etilico (mL) c°::e|;‘;';al_‘f?:|:;‘a'
0 10,00 0
1,7 8,30 10
33 6,70 20
5,0 5,00 30
6,7 3,30 40
8,3 1,70 50
10 0,00 60

Fonte: Rufino et al., 2007, com adaptagoes.
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» ApO0s obter os resultados, inserir as concentragdes de
DPPH no eixo X e os valores referentes a absorbancia
no eixo Y, por fim calcular a equacao da reta.

- Calculo do ECs
y=-ax+b (5)

Onde: y = Absorbancia inicial do controle / 2 (item
“determinacao da atividade antioxidante total”); x = EC;,
(mg/L).

- Equacao - EC;, expresso em g amostra / g DPPH

gAmostra/gDPPH =(EC;,(mg/L)/1.000 . 1)/g DPPH  (6)

- Asolucao de DPPH em etanol foi utilizada como con-
trole. Os resultados sao expressos por meio da por-
centagem de inibicao (%l), calculado pela equacao 7:

Ac-Aa
%%l =

X 100 (7)

Ac = Absorbancia controle e Aa = Absorbancia da
amostra.



- Curva padrao do Trolox

» Preparar solucdes de Trolox em diferentes concentragdes
(100 uM a 2000 uM) em baldes volumétricos de 10mL,
conforme Tabela 1.

PRATICA 4: METODO DE REDUCAO DO FERRO (FRAP)

Determinar a capacidade antioxidante através da reducao
do ferro em fluidos bioldgicos e solugdes aquosas de
compostos puros.

- Agitador de tubos de ensaio

- Balanca analitica

- Baldo volumétrico de 10 mL, 50 mL e 1.000 mL
- Banho-maria

- Cronbmetro digital

- Cubetas de vidro (4 x 1 cm)

- Espectrofotometro

- Pipeta automatica (10 uL — 1.000 pL)



Proveta de 50 mL

Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL)
Acetato de sodio trihidratado (PM = 136,08)
Acido cloridrico PA (PM = 36,5;d = 1,19)

Acido acético glacial PA

Agua destilada

Alcool etilico P. A.

Cloreto férrico hexahidratado (PM = 270,3)
Sulfato ferroso heptahidratado (PM = 278,02)
TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (PM = 312,34)

Solucao de HCl 40 mM: Adicionar 3,34 mL de HCL
concentrado em um balado volumétrico de 1000 mL,
completar o volume do baldao com agua destilada,
homogeneizar e transferir para um frasco de vidro
devidamente identificado. Armazenar em temperatura
ambiente (25 °C) por tempo indeterminado.

Solucao de TPTZ 10 mM: Em um baldo volumétrico de
1000 mL, dissolver 3,12 g de TPTZ, aproximadamente,
5 mL de HCl 40 mM e, ap6s dissolvido, completar o
volume do balao com HCl 40 mM, homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro ambar devidamente



identificado. Armazenar sob refrigeracao (5 °C) por
até 1 més.

Solucao de Cloreto Férrico 20 mM: Em um balao volu-
métrico de 1000 mL, dissolver 5,4 g de cloreto férrico
em agua destilada e, ap6s dissolvido, completar o
volume do baldo com agua destilada, homogeneizar e
transferir para um frasco de vidro ambar devidamente
identificado. Armazenar sob refrigeracao (5 °C) por
até 1 més.

Tampao Acetato 0,3 M, pH 3,6: Em um baldo volumé-
trico de 1000 mL, dissolver 3,1 g de acetato de sédio
em 16 mL de acido acético glacial e, apés dissolvido,
completar o volume do balao com dgua destilada, ho-
mogeneizar e transferir para um frasco de vidro ambar
devidamente identificado. Armazenar em temperatura
ambiente (25 °C) por tempo indeterminado.

Solucdo do Reagente FRAP: Misturar 25 mL de tampao
acetato 0,3 M, com 2,5 mL de uma solucao de TPTZ
10 mM e 2,5 mL de uma solugao aquosa de cloreto
férrico 20 mM. Utilizar imediatamente apés o preparo.

Soluc¢ao Padrao de Sulfato Ferroso 2 mM: Em um baldo
volumétrico de 50 mL, dissolver 27,8 mg de sulfato
ferroso em agua destilada e, apés dissolvido, com-
pletar o volume do baldao com agua destilada, homo-
geneizar e transferir para um frasco de vidro ambar
devidamente identificado. Preparar e usar apenas no
dia do experimento.



1. Preparar os tubos de ensaio, em triplicata;

2. Pipetar uma aliquota de 90 uL de amostra, acrescentar
270 pL de dgua destilada e, em seguida, misturar com
2,7 mL do reagente FRAP;

3. Homogeneizar em agitador de tubos e manter em
banho-maria a 37 °C por 30 min;

4. Realizar a leitura em um espectrofotdmetro a 595 nm
apos este tempo;

5. Utilizar o reagente FRAP como branco para calibrar
o aparelho.

A metodologia para determinacao da atividade antioxi-
dante por FRAP esta de acordo com o descrito por Rufino et al.
(2006) e esta esquematizada na Figura 11.

Figura 11 - Determinacédo da capacidade antioxidante
pelo método de reducao do ferro (FRAP).

Fonte: Proprios autores (2023), adaptado de Rufino et al. (2006).



PRATICAS EM TECNOLOGIA AGROALIMENTAR

Resultados expressos em Equivalente Sulfato Ferroso

- Curva-Padrao do Sulfato Ferroso

» Em baldes volumétricos de 10 mL preparar solucdes
variando a concentracao de 500 uM a 2.000 pM, a partir
da solucao padrao de sulfato ferroso (2.000 uM), con-
forme a Tabela 4.

Tabela 4 - Preparo das soluc¢des para curva-padrao.

Solucao padrao de Agua destilada Concentracao
sulfato ferroso (mL) (mL) final (uM)
2,50 7,50 500
5,00 5,00 1.000
7,50 2,50 1.500
10,00 0,00 2.000

Fonte: Rufino et al., 2007, com adaptagoes.

Calculos

» Inserir em planilhas as concentra¢ées de sulfato ferroso
(uM) no eixo X e os valores referentes as respectivas
absorbancias no eixo Y, por fim calcular a equacao da
reta. Diante do resultado obtido na equacéo da reta
calcula-se a absorbancia referente a 1.000 uM de sulfato

ferroso de acordo com a Equacao (8).
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- Equacdo dareta
y=ax+b (8)

x = 1.000 uM de sulfato ferroso; y = absorbancia
correspondente a 1.000 uM de sulfato ferroso.

- Equacao para cdlculo das diluicdes do extrato (mg/L)
equivalente a 1.000 uM de sulfato ferroso

y=ax+b (9)

y = Absorbancia correspondente a 1.000 uM de
sulfato ferroso; x = Diluicdo da amostra (mg/L) equivalente
a 1.000 pM de sulfato ferroso

- Calculo final expresso em (uM sulfato ferroso / g)
X(g) =x/1.000 (10)

Z=1.000/X(g).1 (11)

A partir dos resultados obtidos no espectrofotémetro
das diferentes diluicbes dos extratos das amostras, inserir a
absorbancia no eixo Y e a diluicao (mg/L) no eixo X para determinar
a equacao da reta. Para obter o resultado da ATT deve-se fazer uma
substituicdo da absorbancia equivalente a 1.000 uM do sulfato
ferroso (Eq. 8). A diluicdo (mg/L) da amostra corresponde ao valor



obtido para o termo x, que equivale a 1.000 uM de sulfato ferroso
(Eq. 9). Dividir por 1.000 o resultado obtido (x) na equagao (9)
para ter o valor em g. Para se obter o resultado, que consta na
equacao 10, é necessario dividir 1.000 (uM) pelo valor de X(g),
depois, multiplicar por 1 (g) e, com isso, encontrar o valor final (Z)
que é expresso em UM sulfato ferroso / g de amostra.

PRATICA 5: CAPACIDADE DE ABSORCAO DO RADICAL
DE OXIGENIO (ORAC)

Avaliar a capacidade antioxidante de compostos de
natureza hidrofilica e lipofilica, sintéticos ou naturais.

- Balanca analitica
- Cubetas de quartzo

- Espectrofluorimetro (Aexcitacso = 485 nm
€ Aemisszo = 515 nm)

- Tubos de ensaio
- Baloes volumétricos

- AAPH (dihidrocloreto de 2,2’ —
azobis [2-metilpropionamida])

- Fluoresceina (3, 6™ dihidroxipiro[isobenzofurano
-1 [3H], 9'[9H]-xanteno]-3-ona



Solucao tampao fosfato de potassio
(75 mmol. L' em pH = 7,075)

Trolox

Solugdo estoque de fluoresceina: Adicionar 19,8 mg de
fluoresceina em um becker contendo 50 mL de solucao
tampao fosfato de potassio, homogeneizar e transferir
para um frasco de vidro devidamente identificado.
O armazenamento deve ser feito sob congelamento
(-20°Q).

Solucao de trabalho de fluoresceina: Diluir 25 pL
da solucao estoque em 25 mL de solucao tampao
fosfato de potdssio, em seguida pegar 100 uL desta
diluicdo e misturar, novamente, em 25 mL de solu-
cao tampao, resultando em uma concentracdo final
de 4 nmol. L. Transferir para um frasco de vidro
devidamente identificado.

Solucao padrao de Trolox-estoque: Em um balao vo-
lumétrico de 50 mL, dissolver 11 mg de Trolox em 50
mL de solugao tampao fosfato, sendo a concentracao
final igual a 852 umol. L™". Transferir para um frasco de
vidro ambar devidamente identificado. Armazenar
ao abrigo da luz por até 4 (quatro) meses e pode ser
submetida a temperatura de -80 °C.



1. Adicionar 250 uL da amostra na cubeta de quartzo;
2. Adicionar 1500 pL de solucao de fluoresceina 4 nmol L7;

3. Manter a cubeta por 5 minutos sob protecao da luz
a37°G
4. Adicionar 250 uL de solucao de AAPH (160 mmol L);

5. Iniciar a leitura da fluorescéncia imediatamente
()\excitagéo =485nme )\emisséo =515 nm)l

6. Usar o tampao fosfato de potdssio como branco e a
solucao de Trolox para a curva de calibragao;

7. Realizar as leituras durante 30 min, com intervalos de
1 min entre elas.

A determinacao da atividade antioxidante pelo método
ORAC foi descrita por Boroski et al., (2015) e Sacramento et al.,
(2023) e esta apresentada na Figura 12. O mesmo procedimento é
realizado para as amostras do extrato, tampao fosfato de potassio
para o branco e para solucao de Trolox para curva de calibracao.

Figura 12 - Determinacéo da Atividade Antioxidante Total (AAT) por ORAC.

Fonte: Préprios autores (2023), adaptado de Boroski et al., 2015 e Sacramento et al., 2023.



PRATICAS EM TECNOLOGIA AGROALIMENTAR

» Resultados expressos em Equivalente Trolox
Curva Padréo do Trolox (2.000 uM)

» Preparar solucdes variando a concentracao do padrao
Trolox de 0 uM a 100 uM, que deve ser diluido em solugao
tampao fosfato de potassio a partir da solucdo padrao
de Trolox (2.000 uM), conforme Tabela 5.

Tabela 5 - Valores de volumes de solucao estoque Trolox e solucdo tampéo
fosfato para obtencdo das concentracdes (0 até 100 pmol. L).

Concentrajgao Volume da Volume da
final solucao de = 3 a
solucao estoque solucéo tampao
trabalho Trolox Trolox (L) fosfato (uL)
(pmol. L") - .
0 0,00 250,00
25 7.33 242,67
50 14,67 235,33
75 22,01 22799
100 29,34 220,66

Fonte: Boroski et al., 2015, com adaptac¢des
o Calculos
- Equacao 12 - Solugdes de trabalho do padrao Trolox

Cinicial X Vinicial= Cfinal X Viinal (12)

Onde: C = Concentrac¢ao; V = Volume
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- Equacéo 13 - Area sob a curva (ASC)
ASC = (1+f1/fo+fz/fo+ ...+fn+1/fo) (13)

f0 = intensidade de fluorescéncia inicial; fn =
intensidade de fluorescéncia no tempo n.

Observacao

Esse calculo deve ser realizado para todas
as (triplicatas).

- Equacéo 14 - Area liquida

Area Liquida = ASC - ASChranco (14)

Inserir os resultados obtidos em um grafico, a intensida-
de da fluorescéncia no eixo X e o tempo em minutos no eixo Y.
Para se obter a area liquida subtrai da amostra, ou da solucao
padrao, o valor de ASC do branco. A capacidade antioxidante
é determinada através da equacdo da reta de uma curva de
calibragdo feita com solucao Trolox descrita anteriormente,
devendo ser expressa em Trolox equivalente (TE). Portanto, o
valor Y na equacao da reta representa a area liquida da amostra
ou do padrao, ao passo que X representa o valor de ORAC, o
qual pode ser expresso em pmol TE L' para amostras liquidas
e em umol TE g para amostras sélidas de extrato, ou em pmol
TE 100 g' de amostra em base umida ou seca.



Teste seu conhecimento!

1. Quais as diferencas entre os métodos estudados?

2. Quais vegetais apresentam maior atividade antioxidante
pelo método de captura do radical livre DPPH do que
por ABTS?

3. Quala principal dificuldade de analise nestes métodos?

CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo, foram discutidos os principais métodos
para determinacdao de compostos antioxidantes em matrizes
vegetais, detalhando os procedimentos de andlise de acordo
com os autores referéncia. Os meios de atuagao e conceitos im-
portantes dos diversos métodos empregados foram abordados
no decorrer do texto.
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
DE EXTRATOS VEGETAIS

Desde os tempos remotos, sao muitas as plantas conhe-
cidas por apresentar potencial terapéutico quanto a atividade
antimicrobiana. Nao s6 no tratamento de doengas como também
como aditivo alimentar, o uso de substancias naturais, extraidas
de plantas, com atividade antimicrobiana é altamente desejavel
e tem sido alvo de muitas pesquisas cientificas. Isto porque a
substituicao de aditivos naturais pelos sintéticos na industria de
alimentos (devido a elevada toxicidade e a problemas de aler-
gia), e a elevada resisténcia de microrganismos patogénicos a
antibidticos na drea da saude tém sido preocupagdes frequentes
de ambos os setores.

Das inumeras espécies de plantas que sao conhecidas,
calcula-se que uma parcela muito pequena ja foi completamente
estudada e, se for considerada a quantidade de metabdlitos se-
cundarios (fitoquimicos) diferentes encontrados em cada planta,
percebe-se que a quantidade de compostos com propriedades
interessantes a serem descobertas ainda é muito vasta.

As substancias classificadas como metabdlitos secun-
darios de plantas, como taninos, flavonoides e 6leos essenciais,
formam um grupo bastante heterogéneo de moléculas, e po-



dem, entre outras fungdes, possuir importancia contra o ataque
de microrganismos ou herbivoros nos vegetais. Sendo assim,
estas mesmas moléculas podem apresentar potencial para uso
como agente antimicrobiano para alimentos ou no tratamento
de infecgoes.

Dentre as vantagens do uso de antimicrobianos obtidos a
partir de fontes vegetais, podem ser citadas o baixo custo de pro-
ducao, o nao prejuizo ao meio ambiente e 0o menor risco a saude
quando comparados a alguns aditivos sintéticos. Entretanto, os
principais desafios das pesquisas estao no fato de que as plantas
sao compostas por substancias variadas, de ampla diversidade
estrutural e iniUmeros usos, em concentragdes desconhecidas e
que podem ter efeito isolado ou ainda agir em sinergia/antago-
nismo com outras substancias presentes, por exemplo, na matriz
alimentar, o que evidencia a importancia de se avaliar diferentes
métodos de preparo de extratos vegetais e também diferentes
técnicas de deteccao da atividade antimicrobiana.

Dentre os métodos existentes para avaliar a atividade
antimicrobiana de substancias novas, o instituto norte-americano
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) indica analises
de concentragdes inibitérias minimas (CIM) e de diametros dos
halos de inibicao, os quais sao publicados em manuais pelo
instituto.



CONCEITOS BASICOS

Por definicdo, os extratos vegetais sdo preparacdes na
forma liquida ou em pé, obtidos a partir de diferentes partes
das matérias-primas vegetais (raiz, caule, folhas, frutos e/ou
sementes) secas e trituradas. Entre outros objetivos, a obtencao
do extrato visa a concentracao de substancias, com foco na
separac¢ao dos compostos ativos efetivamente envolvidos nos
efeitos esperados (terapéuticos ou funcionais), eliminando ou
reduzindo a concentra¢cao de compostos indesejaveis.

O processo de obtencao dos extratos é constituido por
duas etapas, sendo a primeira a separacao dos metabdlitos
secundarios do vegetal com o uso de um solvente e a segunda
a eliminacao do solvente, resultando em um extrato concentrado.
A escolha do solvente é baseada na solubilidade dos compostos
ativos presentes, ou seja, na composicao quimica da planta. Na
pratica, varios solventes sao comumente utilizados, especialmente
agua, etanol, metanol, cloroférmio, acetato de etila, éter e acetona,
os quais também podem ser utilizados na forma de mistura.

Antes da extracao, o vegetal pode ser seco e/ou triturado,
a fim de reduzir a umidade e o volume, facilitando as etapas
subsequentes. A extracao de fato, que ocorre pela mistura do
vegetal com os solventes, pode ser realizada por diferentes
métodos, mas os principais sao a maceracao, a percolagao e a
turbdlise (Figura 1). Os dois primeiros sao técnicas nas quais o
solvente fica em contato estatico ou dinamico com o vegetal,



enquanto o ultimo utiliza um equipamento, tipo liquidificador,
que pulveria o vegetal e lava os conteudos celulares, ou seja, é
um processo combinado de agitacao com reduc¢ao de tamanho
de particula. Além destes métodos, sao utilizados métodos
de extracao por infusao, Soxhlet, ultrassom, decoccao, fluido
supercritico, entre outros.

Figura 1 - Representacao das técnicas de extracdo por maceracao (A),
percolacdo (B) e turbdlise (C).

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).



Independente do método de extracdo e do solvente, o
processo segue com a matriz vegetal permanecendo em contato
com o solvente por tempos diversos (que pode variar desde 30
minutos até varios dias de extracao). Apds, o que se obtem é o
extrato vegetal liquido, que pode ser o objetivo final do processo.
Caso nao seja, o extrato pode ser filtrado e evaporado para a
eliminacao de particulas e do solvente, e pode ser seco em estufa,
por atomizacao ou liofilizacao, obtendo-se entdo o extrato na
forma seca. Para uso nos testes de atividade antimicrobiana, os
extratos devem ser solubilizados.

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS VEGETAIS:
PRINCIPAIS METODOS

Existem varios métodos para avaliar a atividade antimicro-
biana de extratos vegetais, dentre os quais podem ser citados os
métodos de diluicdo, que pode ser na forma de macrodiluicao
ou microdiluicdo e de difusao em agar. Independentemente do
método, o objetivo é determinar a menor quantidade do extrato
capaz de inibir o crescimento da bactéria ou fungo de interes-
se, sendo esse valor conhecido como Concentragao Inibitoria
Minima (CIM) ou Concentracao Minima Inibitéria (CMI). Apds a
determinacao da CIM, é possivel realizar também a determinacao
da Concentracao Bactericida Minima (CBM) (ou fungicida), que
corresponde a concentracao minima do extrato capaz de eliminar
completamente a bactéria/fungo de interesse.

Todos os métodos de determinacao de atividade antimi-
crobiana, de diluicdo ou de difusao, necessitam de padronizacao



rigorosa para sua execuc¢ao. Aspectos importantes a serem consi-
derados incluem o meio de cultura e a quantidade/concentracao
do indculo. Os meios de cultura mais citados para os testes sao o
Muller-Hinton ou Caldo Infusao Cérebro Coracao (BHI) para bacté-
rias e 0 Sabouraud dextrose ou batata dextrose para fungos. Nos
testes de difusao, também a espessura (4 mm) e uniformidade
do agar sao importantes para uma boa resolugcdao. Em termos
de concentragao microbiana, a quantidade inoculada deve ser
estabelecida e padronizada para cada método desenvolvido.

Os testes de difusao em agar sao métodos fisicos realizados
em placas de Petri, nas quais a solucdao do extrato é administrada
(por meio de discos de papel, cilindros de aco inox ou furos no gel)
na camada de agar solidificado com o microrganismo inoculado.
Neste teste, a atividade antimicrobiana do extrato é relacionada
com o tamanho da zona (halo) de inibicao de crescimento do
microrganismo ao redor do local dos discos, cilindros ou furos.
Para incubacao das placas, as condicdes utilizadas costumam ser
de 35 a 37 °C para bactérias (por 24 a 48h) e 25 a 27 °C para fungos
(por 48 a 72h). As cargas microbianas comumente utilizadas nos
testes de difusao sao 108 UFC (Unidade Formadora de col6nia)/mL
para bactérias, 10° UFC/mL para leveduras e 10* para esporos/mL.

Nos testes de difusdao em disco (Figura 2), discos de papel
filtro de 6 mm de diametro sdo adicionados ao meio de cultura
solidificado ja inoculado em distancias pré-definidas (a distancia
até a lateral da placa deve ser maior que 15 mm e os halos de



inibicdo ndao devem se sobrepor). Posteriormente, 10 pL da solucao
do extrato sao aplicados aos discos, em diferentes concentracoes
de extrato. Nos testes de difusao utilizando cilindros, cilindros de
aco inoxidavel sdo adicionados ao meio de cultura solidificado ja
inoculado, para posterior adicao da solucao do extrato. Nos testes
de furos no gel (perfuracao em agar) o meio de cultura é removido
utilizando cilindros de 6-8 mm de diametro para a formacao dos
furos, nos quais aplica-se a solucao de extrato.

Figura 2 - Exemplo de distribuicdo de discos de 6 mm em placa de Petri
(diametro = 10 cm) para teste de difusao.

Fonte: Proprios autores (2023).

O resultado deste teste é comparativo, e usa-se como
controle positivo um antimicrobiano conhecido e como controle
negativo o solvente do extrato. Os halos de inibicao sao medidos
a partir da circunferéncia do disco/cilindro/furo até a margem
onde existe crescimento microbiano.



Os métodos de diluicao em caldo consistem na adicao
de diferentes concentragdes da solucao do extrato em um meio
liquido, no qual o microrganismo de interesse é adicionado e
o resultado é determinado utilizando leitor de microplaca ou
leitura visual. Desta forma, este método leva em consideracgao
a proporcao de crescimento do microrganismo (turbidez) e a
concentracao do extrato. Como controle positivo, utiliza-se
o caldo adicionado de um antimicrobiano conhecido (com a
suspensao microbiana padronizada) e, como controle negativo,
utiliza-se o solvente do extrato com a suspensao microbiana.

Os métodos de diluicao em caldo podem ser divididos
em métodos de macrodiluicao e de microdiluicao. A macrodi-
luicao utiliza tubos de ensaio com volumes de meio de cultura
de 1 a 10 mL. Ja a microdiluicao utiliza microplacas de 96 po-
¢os (Figura 3), e por isso sao utilizados menores volumes (até
200 pL), sendo este ultimo mais vantajoso por requerer menor
quantidade de reagentes e de espaco, gerando menor quanti-
dade de residuos. Outras vantagens da microdiluicao incluem
sensibilidade, baixo custo, possibilidade de uso de sistemas
automatizados de leitura e reprodutibilidade. Devido a esses
beneficios, a microdiluicao é uma técnica bastante difundida
para determinac¢ao da CIM de extratos vegetais e outros com-
postos e drogas.



Figura 3 - Placa de 96 pocos utilizada no método de microdiluicao em caldo.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).

PRATICA 1: OBTENCAO DE EXTRATOS A PARTIR DE
CASCA DE ALHO

Testar diferentes metodologias e solventes para obter
extratos a partir de casca de alho com potencial atividade
antimicrobiana.

- 600 g de casca de alho;

- Solucao de 4gua clorada (200 ppm);
- 2L de agua destilada;

- 2L desolucao hidroalcodlica (50%);

- 2L de solugao hidroalcodlica (70%);
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Polisorbato 80 (tween 80) a 1%;
Dimetilsulfoxido (DMSO);
Etanol PA,

Erlenmeyer e funil para filtragao;
Peneira de cozinha comum;
Bandejas para secagem;
Béquerde 2 L;

Tubos de ensaio;

Pano ou gaze para filtragao;
Filtros de papel;

Balanca;

Liquidificador;

Estufa com circulacao de ar;
Evaporador rotativo;

Freezer;

Liofilizador;

Vortex;
Banho ultrassonico.

. Pesar 600 g de casca de alho em balanca.

Lavar em agua corrente com auxilio da peneira e deixar
em imersao por 30 min em solugao de agua clorada
a 200 ppm.



3.

10.

Dispor as cascas Umidas espalhadas em bandejas e
secar em estufa de circulacao de ar com temperatura
de 35 - 40 °C por 48h ou até completa secagem. Revirar
as cascas a cada 12h.

Apos secagem, triturar as cascas secas em liquidificador
para faciliar a extragao.

. Separar porcoes de 100 g de casca para uso com os di-

ferentes solventes e métodos de extracao. Para todos os
solventes, utilizar a proporcao 1:10 (casca:solvente), ou
seja, adicionar 1000 mL de solvente (agua destilada ou
solucao hidroalcodlica 50 ou 70%) em 100 g de casca.

EXTRAGCAO POR TURBOLISE: Incoporar 100 g de
casca com 1000 mL de solvente em liquidificador por
1 minuto.

EXTRACAO POR IMERSAO: Em um béquer, deixar
100 g da casca em contato com o solvente por 16h ao
abrigo da luz.

. Apods o periodo de extracao, filtrar os extratos em filtro

de pano ou gaze e, posteriormente, em filtro de papel.

Para os extratos preparados com solucao hidroal-
codlica, concentrar em evaporador rotativo (60 °C) para
remoc¢ao do etanol.

Ap06s todas essas etapas, os extratos ja podem ser uti-
lizados nos ensaios de atividade antimicrobiana. En-
tretanto, se houver disponibilidade de equipamento,
é interessante uma maior concentragcao dos materiais.



Para tanto, deve-se congelar os extratos, liofilizar e
armazenar na forma de p6 até o ensaio de atividade
antimicrobiana.

11. Para o ensaio da atividade antimicrobiana, solubilizar
o extrato seco em tubos de ensaio como segue:

» Diluir o extrato em uma solucao com 90% de agua
destilada + 10% de dimetilsulféxido (DMSO), na
concentracdo desejada.

» Caso haja necessidade ou dificuldade de solubilizacao,
diluir o extrato com 50% de etanol, 1% de tween 80 e
49% de dgua destilada, na concentracao desejada.

» Se ainda necessario, utilizar vortex e banho ultrassénico
para melhor solubilizacao dos extratos.

Apos o preparo dos extratos, pode-se medir o rendimento
da extracao, como também pode-se efetuar a determinacao
dos compostos biativos de interesse (como teor de compostos
fendlicos, por exemplo).

Aqui, abordaremos apenas o rendimento da extragao, que
pode ser calculado pela Equacao 1.

Rendimento (%) = %sx 100 (Equacao 1)



Na qual P.; corresponde ao peso do extrato seco obtido
(g) e P corresponde ao peso das cascas secas (g).

PRATICA 2: PREPARO E PADRONIZACAO DO INOCULO DE
CULTURAS MICROBIANAS

Preparar uma suspensao bacteriana (inéculo) com concen-
tracao celular conhecida para utilizacdao nos testes antimicrobianos
de micro e macrodiluicao em caldo.

- Alca bacterioldgica descartavel ou alca de platina;
- Placas de Petri descartaveis ou de vidro;

- Micropipeta automatica digital monocanal de volume
variavel;

- Ponteiras para micropipetas de 1 mL e 0,1 mL;

- Rack para ponteiras;

- Tubos de ensaio;

- Rack estante para tubos de ensaio;

- Cubeta para Espectrofotdmetro 1,0-1,5 ou 2-4 mL;
- Microtubo Tipo Eppendorf 2 mL;

- Rack estante de plastico para microtubo eppendorf;



Criotubo 2 mL;

Agitador tipo vortex;

Estufa de cultura bacterioldgica;
Centrifuga refrigerada;
Espectrofotometro;

Calculadora;

Caldo Infusdao Cérebro Coracao (BHI);
Agar Infusdo Cérebro Coracao (BHI);
Solucgao salina estéril (NaCl a 0,85% p/v);
Alcool etilico hidratado 70° INPM.

. Preparar uma cultura liquida de Listeria monocytogenes
ATCC 7644 em 3,0 mL de Caldo Infusdo Cérebro Coracao
(BHI) e incubar a 35 £ 1 °C por 18-24 h (overnight);

. Outra possibilidade é de que a partir de uma cultura em
meio sélido (agar; 35 + 1 °C por 18-24 h) seja preparada
uma suspensao concentrada em caldo BHI (3,0 mL)
com o auxilio de uma alca bacteriolégica descartavel
ou alca de platina (Figura 4);

. Transferir 100 uL da cultura liquida ou desta suspen-
sao concentrada obtida do agar para uma cubeta de
1,5 mL e adicionar 900 pL de caldo BHI;



4, Ler a densidade 6ptica (OD) desta suspensao em es-
pectrofotdmetro a 625 nm e anotar o resultado. Ge-
ralmente, a OD de 0,08-0,1 correspondente a uma
concentracdo de aproximadamente 1-2 x 108 UFC/mL;

Figura 4 - Obtencdo da suspensao concentrada
de Listeria monocytogenes ATCC 7644 a partir
de uma cultura em meio liquido ou sélido.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).

100 uL — OD lida
XuL — 0,1

ODlida=0,111

100 —0,111
XuL—0,1

0,111 xX=100x0,1
X=(100x0,1)+ 0,111
X=90,1 uL



»

»

»

Se,a OD de 100 pL da suspensao concentrada corres-
pondeu a 0,111, quantos pL devo utilizar desta sus-
pensao concentrada para obter um inéculo de 1-2 x
108 UFC/mL que corresponde a uma OD de 0,08-0,1?

Para preparar uma suspensdo de L. monocytogenes com
concentracao de 1-2 x 108 UFC/mL e volume final de 1
mL deve-se utilizar 90,1 uL da suspensdo concentrada
(100 pL da cultura + 900 uL de solugao salina) e com-
pletar o volume para 1000 pL com caldo BHI (909,9 pL).
Caso seja necessario preparar uma quantidade maior,
multiplicar as quantidades de suspensdo concentrada
e caldo BHI por 2, 3 ou quantas vezes foram necessarias
para alcancar o volume suficiente para o experimento;

Exemplo: para preparar 5 mL

5x 90,1 uL = 450,5 L

5x909,9 uL = 4549,5 uL

Volume total =450,5 uL + 4549,5 uL = 5000 pL ou 5 mL;
Caso a OD lida seja inferior a 0,08-0,1, sera necessario

um volume maior que 100 pL da suspensao concentrada
para alcangar a contagem de 1-2 x 108 UFC/mL;



» Exemplo: OD lida = 0,058

100 pL --- 0,058

X pL - 0,1

0,058 x X = 100 0,1
X = (100 x 0,1) + 0,058

X =172,4 uL

» Para preparar uma suspensdo de L. monocytogenes com
concentracao de 1-2 x 108 UFC/mL e volume final de
1 mL deve-se utilizar 172,4 uL da suspensao concentrada
(100 pL da cultura + 900 uL de solugao salina) e com-
pletar o volume para 1000 yL com caldo BHI (827,6 pL).

Para confirmar se a suspensdo obtida (172,4 uL da sus-
pensao concentrada + 827,6 uL de caldo BHI) possui
ou nao a concentracao de 1-2 x 108 UFC/mL, deve-se
diluir seriadamente até 10 e inocular 10 uL de cada
diluicdo na superficie de agar BHI, utilizando a técnica
da microgota e incubar em estufa bacteriologicaa 35 +
1°Cpor 24 h. Apods este periodo de incubacao, fazer a
contagem das coldnias e a expressao do resultado em
Unidades Formadoras de Colénia por mL (UFC/mL).

Apos a expressao do resultado, caso a OD de 0,1 cor-
responda a 10 UFC/mL ou 107 UFC/mL ou 10° UFC/mL



ou outra contagem, esta equivaléncia deve ser consi-
derada todas as vezes que a suspensao for preparada;

+ A partir desta suspensao de concentracao conhecida
pode-se preparar suspensodes mais diluidas.

PRATICA 3: MICRODILUICAO PARA DETERMINACAO
DE CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA (CIM)
E CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

Determinar a mais baixa concentracao de um extrato ve-
getal capaz de inibir o crescimento microbiano visivel e a mais
baixa concentracao de um extrato vegetal capaz de eliminar
completamente o microrganismo.

- Placas de Petri descartaveis ou de vidro;

- Micropipeta automatica digital monocanal de volume
variavel;

- Micropipeta automatica digital multicanal de volume
variavel;

- Ponteiras para micropipetas de 1 mL e 0,1 mL;

- Rack para ponteiras;

- Microtubo Tipo Eppendorf 2 mL;
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Rack estante de plastico para microtubo eppendorf;
Agitador tipo vortex;

Estufa de cultura bacteriolégica;

Leitor de microplacas;

Caldo Infusao Cérebro Coragao (BHI);

Agar Infusao Cérebro Coracao (BHI);

Solucgao salina estéril (NaCl a 0,85% p/v);

Alcool etilico hidratado 70° INPM.

. Preparar 1,0 mL da solucao do extrato vegetal (em caldo
BHI) com concentragao quatro (04) vezes maior que a
desejada;

. A partir da solucao preparada anteriormente distribuir
200 pL nos pocos A, B e Cda coluna 1 (total de 600 L)
de uma microplaca de 96 pocos e nos pocos A, Be C
da coluna 2 a 11 colocar 100 uL de caldo BHI;

. Com a pipeta no volume 100 pL, diluir a solucao dos
pocos da coluna 1 até os pocos da coluna 11 ou até a
menor concentracdo que se deseja testar. Apds esse
procedimento a concentracao inicial do extrato vegetal
reduzira pela metade em todos os po¢os;

. Adicionar 100 pL do in6culo de L. monocytogenes
(105 UFC/mL; preparado de acordo com a PRATICA 2)



em todos os pocos contendo o extrato vegetal. Apos
esse procedimento a concentracao da substancia an-
timicrobiana reduzira pela metade em todos os pogos;

5. Preparar também na microplaca um poco controle po-
sitivo (caldo BHI + L. monocytogenes), um pogo controle
negativo (caldo BHI + extrato vegetal na concentracao
mais alta a ser testada) e um poco apenas com o caldo
BHI (Figura 5);

Figura 5 - Microdiluicdo em caldo para determinagdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) do extrato vegetal contra Listeria monocytogenes ATCC 7644.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).

6. Incubara microplacaa 35+ 1°Cpor 24 he,apds este
periodo de incubacdo, fazer a leitura do resultado em



leitor de microplaca ou visual. A mais baixa concen-
tracdo da substancia antimicrobiana capaz de inibir
o crescimento bacteriano visivel sera considerada a
Concentracao Inibitoria Minima (CIM);

. A partir dos pocos da microplaca nos quais nao houve
crescimento bacteriano visivel no teste da CIM diluir
seriadamente (1:9, v/v) uma aliquota (100 uL) em so-
lucdo salina estéril (NaCl a 0,85% p/v) e inocular 50 pL
de cada diluicao (10" a 10*) na superficie de placas
contendo agar BHI;

. Incubara 35 £ 1°C por 24 h e, ap6s este periodo de
incubacao, fazer a contagem das colénias e a expres-
sao do resultado em Unidades Formadoras de Col6nia
por mL (UFC/mL). A Concentracao Bactericida Mini-
ma (CBM) serda considerada a menor concentragdo da
substancia antimicrobiana capaz de causar reducao
maior que 10° UFC/mL em comparacdo as contagens
iniciais da cepa testada (Figura 6);



Figura 6 - Leitura do resultado da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
e determinacdo da Concentracao Bactericida Minima (CBM) do extrato vegetal
contra Listeria monocytogenes ATCC 7644.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).

No exemplo da Figura 6, a Concentragao Bactericida
Minima (CBM) do extrato vegetal contra Listeria monocytogenes
ATCC 7644 é o dobro da CIM.



PRATICA 4: DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA POR DIFUSAO EM DISCO

Avaliar a sensibilidade de microrganismos patogénicos e/
ou deteriorantes a extrato vegetal.

- Placas de Petri (10 cm de didametro) contendo 4 mm de
agar Mueller-Hinton;

- Discos de papel filtro de 6 mm de diametro estéreis;

- Indculo de L. monocytogenes (10° UFC/mL; preparado
de acordo com a PRATICA 2) ou outro microrganismo
de interesse;

- Régua ou, preferencialmente, paquimetro;

- Extratos solubilizados;

- Solventes utilizados na solubilizacao dos extratos;
- Pipetas para volumes de 10 pL estéreis;

- SWAB:s estéreis;

- Estufa bacterioldgica a 35-37 °C.



1.

Inocular as placas com os microrganismos de interesse
utilizando SWAB estéril para cobertura uniforme do
meio de cultura com o inéculo. Preparar uma placa
para cada microrganismo de interesse e para cada
concentracao de extrato. Preparar duas placas extras
para cada microrganismo, sendo uma para o controle
positivo e outra para o controle negativo.

» Exemplo: se o extrato vai ser testado contra 2 microrga-
nismos em 3 concentracdes diferentes, preparar 6 placas
para os extratos (uma para cada concentracao, frente
a cada microrganismo), e 4 placas extras, duas para o
controle positivo e duas para o controle negativo, sendo
uma para cada microrganismo.

Depositar, em cada placa, 5 discos de papel filtro
equidistantes (Figura 2), com o auxilio da pinca estéril
(espagamento de, pelo menos, 30 mm entre cada disco
e 15 mm entre o disco e a borda da placa).

» Importante: Veja que, nesta metodologia, estamos
utilizando 5 discos por placa, ou seja, € uma analise em
quintuplicata. Se for desejado, pode-se utilizar menos
discos por placa ou placas menores, para fazer, por
exemplo, em triplicata.

Com o auxilio de uma pipeta estéril, adicionar em cada
disco 10 pL do extrato. Caso se julgue conveniente, o



extrato pode ser diluido e utilizado em varias diluicdes
frente aos microrganismos de interesse.

4, CONTROLE POSITIVO: preparar uma solucao de um an-
timicrobiano conhecido em concentracao semelhante
a do extrato e adicionar 10 uL nos discos.

5. CONTROLE NEGATIVO: adicionar 10 pL dos solventes
dos extratos nos discos.

6. Incubar as placas a 35-37 °C em estufa bacteriolégica
por 24h.

7. Medir os halos de inibicao com régua ou, preferencial-
mente, paquimetro.

A analise da atividade antimicrobiana por difusdao em
disco é considerada qualitativa. Entretanto, é possivel calcular a
porcentagem de inibicao, comparando o extrato vegetal com o
controle positivo utilizado, pela Equacao 2.

d

extrato

d

controle negativo

Inibicéo(%) =
¢ d

(Equacgao 2)

controle positivo controle negativo

Na qual d = diametro do halo de inibicao.



Teste seu conhecimento!

8. APrdtica 1ilustrou o preparo de extrato vegetal a partir
de cascas de alho. Poderiam ser utilizados os bulbos
para este procedimento? Quais as vantagens do estudo
das cascas?

9. Qual aimportancia de se testar diferentes solventes e
métodos de extracao a fim de obter extratos vegetais
para estudo do potencial antimicrobiano?

10. Quiais as dificuldades encontradas na padronizacao de
culturas microbianas para os testes de atividade anti-
microbiana?

11. Quiais as dificuldades dos testes de CIM, CBM e difusdo
em disco? Como eles se complementam?

CONSIDERAGOES FINAIS

Neste capitulo, discutimos testes que sao comumente
empregados em pesquisas cientificas para determinacao da
atividade antimicrobiana de extratos vegetais. Na pratica, os
principais desafios costumam estar na escolha do método para
preparo dos extratos e, a dica, neste caso, é que se saiba ou se
pesquise previamente quais 0s compostos responsaveis por esta
atividade que estao presentes na planta ou suas partes (se sao
lipossoluveis ou hidrossoluveis, por exemplo) a fim de garantir
que o efeito esperado seja encontrado nos extratos avaliados.
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Outra dica é tentar trabalhar com o extrato da forma mais con-
centrada possivel, para evitar resultados falso-negativos. Final-
mente, o trabalho com microrganismos requer varias etapas de
preparo de culturas, esterilizacao de materiais e cuidados com
contaminacao. Com atencao a todos esses detalhes, as analises
citadas nas praticas (CIM, CBM e difusao em disco) sao valiosas
ferramentas na avaliacdo do potencial de extratos para uso como
antimicrobianos em embalagens, alimentos e demais aplica¢coes
industriais.

REFERENCIAS

BioRender. 2023. Disponivel em: <https://app.biorender.com>.
Acesso em: 23 de out. de 2023.

CLSI - CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE.
Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing
29th Edition. CLSI standard M100., 2019.

GASPAR, E. B. et al. Comparacao de Métodos para a Avaliacao “in
Vitro” de Atividade Antimicrobiana de Extratos Vegetais. Bagé:
Embrapa Pecuaria Sul, 2017.

HERIGSTAD, B.; HAMILTON, M.; HEERSINK, J. How to optimize
the drop plate method for enumerating bacteria. Journal of
Microbiological Methods, v. 44, p. 121-129, 2001.

MARQUES, L. C. Preparacdo de extratos vegetais. Jornal Brasileiro
de Fitomedicina, v. 3, n. 2, p. 74-76, 2005.

MASSAGUER, Pilar Rodriguez. Microbiologia dos processos
alimentares. Sio Paulo: Varela, 2005. 258 p.

MCMAHON, M. A. S.; TUNNEY, M. M.; MOORE, J. E.; BLAIR, I. S.; GILPIN,
D. F. Changes in antibiotic susceptibility in staphylococci habituated
to sub-lethal concentrations of tea tree oil (Melaleuca alternifolia).
Letters in Applied Microbiology, v. 47, p. 263-268, 2008.


<https://app.biorender.com>

OSTROSKY, E. A.; MIZUMOTO, M. K.; LIMA, M. E. L.; KANEKO, T. M,;
NISHIKAWA, S. O.; FREITAS, B. R. Métodos para avaliacao da atividade
antimicrobiana e determinacao da concentracao minima inibitéria
(CMI) de plantas medicinais. Brazilian Journal of Pharmacognosy,
v. 18, n. 2, p. 301-307, 2008.

PELCZAR, M. J.; CHAN, E. C. S,; KRIEG, N. R. Microbiologia: Conceitos
e Aplicagdes, volume I, 22 edicao, 1997. Sdo Paulo: Pearson. 524p

RODRIGUES, F. A.; PIMENTA; V. S. C.; BRAGA, K. M. S.; ARAUJO, E.
G. Obtencéo de extratos de plantas do cerrado. ENCICLOPEDIA
BIOSFERA, v. 13, n. 23; p. 870-887, 2016.

SANTOS FILHO, Luiz Gonzaga Alves dos; CASTRO, Karina Neoob de
Carvalho; PEREIRA, Alitiene Moura Lemos; DINIZ, Fabio Mendonca.
Deteccao da atividade antibacteriana in vitro de compostos
naturais a base de plantas: metodologia cientifica. Teresina:
Embrapa, 2019, ISSN 0104-7647 (Comunicado Técnico).

SANTOS, Paula Correia Medeiros dos. Propriedades antioxidante,
antimicrobiana e toxicidade do extrato da casca do alho (Allium
sativum L.). 2022. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos) — Universidade Federal do Cear3, Fortaleza, 2022.

SILVA, Neusely da et al. Manual de métodos de analise
microbioldgica de alimentos. 6. ed. Sdo Paulo: Blucher, 2017. 602 p.

SOUSA GUEDES, J. P, MEDEIROS, J. A. C,; SILZA, R. S.S.; SOUSA, J. M.
B.; CONCEICAO, M L.; SOUZA, E. L. The efficacy of Mentha arvensis L.
and M. piperita L. essential oils in reducing pathogenic bacteria and
maintaining quality characteristics in cashew, guava, mango, and
pineapple juices. International Journal of Food Microbiology,

v. 238, p. 183-192, 2016.



APLICAGAO DA ELETROFORESE
NA ANALISE DE PROTEINAS DO LEITE

O termo eletroforese é usado para descrever o fendbmeno
migratorio de particulas carregadas sob a influéncia de um campo
elétrico. O movimento das particulas (substancia com potencial
para migrar) ocorrerd em um meio onde é estabelecido uma
diferenca de potencial. Neste capitulo, as particulas abordadas
na andlise do leite por eletroforese sao as proteinas. As proteinas
adquirem cargas por ionizacao e a técnica da eletroforese permite
o seu fracionamento e caracterizacao.

Diferentes tipos de proteinas podem ser separadas por
eletroforese. Sob condi¢cdes de corrente constante, a forca de
deslocamento das particulas é o produto da carga efetiva, da
molaridade do tampao e da resisténcia do meio de suporte. Como
as proteinas possuem cargas positivas e negativas, a mobilidade
eletroforética é diretamente proporcional a carga da particula e
é inversamente proporcional a viscosidade do meio.



A explicacao fisica e quimica da eletroforese é muito sim-
ples. Uma fonte de corrente continua é ligada a dois eletrodos
dispostos em dois compartimentos (catdédico e anddico) que
contém uma solucao tampao. Quando a corrente elétrica passa
pelo meio, o movimento das particulas ocorre em funcao da sua
carga liquida negativa ou positiva. Por exemplo, a depender da
carga da proteina, elas podem ser deslocadas para o pdlo caté-
dico (-) ou anddico (+).

As condicoes elétricas e do meio sdo determinantes nesse
processo. Fatores como a diferenca de potencial ou voltagem,
resisténcia do meio a migracao e intensidade da corrente elétrica
precisam ser cuidadosamente observados. Quanto maior a
corrente, mais rapido serda o movimento de uma substancia
em relacao a outra substancia, que variam em constituicao de
terem mais cargas positivas ou negativas nos aminoacidos que
constituem as moléculas de proteinas ou enzimas. Desta forma,
enquanto os componentes com cargas mais altas se movem em
direcao a eletrodos com cargas opostas, os componentes com
cargas equilibradas permanecem estacionarios.

Esse processo se baseia na Lei de Coulomb (1736-1806),
que descreve a forca de interagdo entre cargas elétricas, onde
a forca entre duas particulas eletricamente carregadas é direta-
mente proporcional ao moédulo de suas cargas e é inversamente
proporcional ao quadrado da distancia entre elas. Na eletroforese,
ocorre a migracao qualitativa, em que as particulas migram para
o polo de sinal contrario e a quantitativa, onde a velocidade de
migracado eletroforética depende da quantidade ou densidade
de cargas da particula e a migracao.



APLICACAO DA ELETROFORESE

A eletroforese oferece uma abordagem eficaz e de alta
resolucdo para a andlise de alimentos, destacando sua capacidade
de separar moléculas com precisdo. E uma ferramenta analitica
avancada e ao mesmo tempo de aparato simples, que é util na
deteccdo de contaminantes alimentares, na identificacao de
proteinas, peptideos, acidos nucléicos e outros componentes.
Assim, permite nao apenas caracterizar o alimento, como também
garantir a sua autenticidade. Esse processo é utilizado em diversas
areas: biologia, quimica e engenharia.

A Eletroforese como Ferramenta Analitica Avancada

Se destaca na separacdao de moléculas com base em sua mobilidade
elétrica. Método essencial na analise de alimentos, onde a composicao
precisa é crucial para garantir a seguranca e qualidade.

Deteccao de Contaminantes Alimentares

A eletroforese é utilizada também para detectar contaminantes,
como bactérias patogéncias e residuos de pesticidas, permitindo
a identificacdo rapida e precisa.

Autenticidade Alimentar

A eletroforese é empregada na autenticidade de produtos alimentares,
ajudando a determinar se um alimento esta de acordo com suas
especificagoes declaradas.

Identificacdo de Proteinas e outros Componentes

A eletroforese é usada para identificar e quantificar
proteinas em alimentos, sendo util na formulagéao
e rotulagem precisa.



ELETROFORESE EM LEITE

O leite é o produto obtido através da ordenha completa e
continua, em condicbes limpas, de vacas saudaveis, bem alimen-
tadas e descansadas. Inimeros sdo os desafios encontrados em
todos os elos da cadeia produtiva para atender as expectativas
dos consumidores e garantir a qualidade nutricional, sensorial
e microbiana, fatores esperados do setor industrial, produtos e
supervisores.

O leite é considerado um alimento nobre e um dos ali-
mentos mais complexos do ponto de vista nutricional, ofere-
cendo muitas alternativas de industrializacao e transformacao
na producao de diversos produtos.

As proteinas do leite podem ser divididas em duas clas-
ses principais: caseinas e proteinas do soro do leite. Ambos os
tipos de proteinas sao heterogéneos e cada tipo é composto
por varias proteinas. As caseinas tém ponto isoelétrico (pl) em
torno de 4,6 e podem ser facilmente precipitadas ajustando o
pH do leite para 4,6, enquanto neste pH as proteinas do soro
permanecem soluveis.

Em relacao ao leite bovino, as proteinas podem ser clas-
sificadas em quatro grupos diferentes: caseinas (as1 -caseina,
as2 -caseina, B-caseina, k-caseina), proteinas séricas (a-lactalbu
mina, B-lactoglobulina, albumina sérica bovina, imunoglobuli-
nas), peptonas proteosas e proteinas da membrana dos glébulos
de gordura do leite.

As caseinas tém pesos moleculares que variamde 19a 25 kDa,
aproximadamente. Em relagado as proteinas presentes no soro
do leite, a a-lactalbumina, que representa cerca de 15% a 25%



do leite, tem peso molecular de 14,2 kDa aproximadamente,
enquanto a B-lactoglobulina, o maior peptideo do soro, possui
peso molecular médio de 18,4 a 36,8 kDa.

A eletroforese é aplicada com frequéncia no estudo de
proteinas do leite e fatores genéticos, ambientais, métodos de
conservacao do leite podem influenciar as proporc¢des das pro-
teinas e peptideos do leite. As variagdes nas proporcoes relativas
das proteinas individuais do leite afetam as propriedades de
fabricacao dos derivados lacteos. Além disso, determinar o perfil
eletroforético pode auxiliar na verificacao de fraudes, baseada
na mistura de diferentes concentracdes do soro no leite ou pro-
dutos lacteos, ja que as proteinas do soro diferem das caseinas.

As caseinas sao semelhantes em tamanho e diferem muito
pouco entre si em carga liquida. Quando o leite é aquecido, a
K-caseina sofre autopolimerizacdo e forma complexos com as
proteinas do soro.

As proteinas do leite podem ser separadas utilizando gel de
poliacrilamida (PAGE): PAGE nativa, ureia-PAGE, Dodecil Sulfato de
Sodio redutor (SDS)-PAGE, SDS-PAGE nao redutor, ureia-SDS-PAGE,
tricina-PAGE e eletroforese bidimensional (2DE). Sera abordado
nesse capitulo o método SDS-PAGE, que é um dos mais utilizados
na literatura para separar proteinas do leite, porém outras formas
de PAGE também tém suas proprias vantagens.

METODO DE ELETROFORESE PARA ANALISE DE LEITE

Diversos componentes proteicos presentes em uma mistu-
ra, quando submetidos a um pH superior ou inferior ao seu ponto



isoelétrico (pl), se movem em diferentes velocidades nessa solucao,
devido as suas cargas elétricas especificas. Esse processo resulta
na separacao das proteinas em camadas claramente distinguiveis.
Quando o pH ¢é ajustado para alcalino em uma solu¢ao tampao, os
grupos de acidos presentes nas proteinas se dissolvem, gerando
ions de carga negativa que podem ser separados por meio da
técnica de eletroforese. A seguir, 0 método descrito sera baseado
em Laemmli (1970), com algumas adaptacoes.

A eletroforese utiliza um suporte (que pode ser sélido ou
semi-solido) e a corrida eletroforética pode ser feita na horizontal
ou vertical. O método horizontal separa as particulas de acordo
com a carga elétrica. O método descrito a seguir sera de eletro-
forese em sistema vertical (Figura 1), que separa as particulas
tanto pela carga elétrica quanto pela massa relativa, sendo mais
eficiente no nimero de fragdes obtidas.

Figura 1 - Esquema geral de anélise de eletroforese em cuba vertical.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).



EQUIPAMENTO

O equipamento de eletroforese é formado por cuba ver-
tical, fonte de alimentacao elétrica, placas de vidro, pentes, base
para casting (para represamento dos géis e estante de tubos),
que juntos formam o médulo de corrida.

A cuba de eletroforese vertical foi desenvolvida para
otimizar as técnicas de forma que evite perdas de amostra e
garantindo um equipamento para facil uso, reduzindo o espaco
em bancadas, com analises rapidas com economia de reagentes,
devido a sua versatilidade (Figura 2).

Figura 2 - Cuba vertical para eletroforese.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).

Na cuba de eletroforese é onde estara o gel com as amos-
tras e por onde a corrente elétrica ird passar. Sua funcao é per-
mitir que a corrente elétrica passe de forma uniforme durante o
processo de separagao das substancias.



A cuba de eletroforese é acoplada a uma base de sus-
tentacao, chamada de base para cuba e fixacao de casting (para
represamento dos géis e estante de tubos). Além disso, a cuba
deve ser conectada a uma fonte de alimentagdo de energia
(Figura 3), que transfere a carga elétrica. Deve-se verificar com
atencao se os eletrodos estao conectados adequadamente a
fonte de alimentacéo, conferindo também a polaridade dos fios
antes do inicio do processo.

Figura 3 - Fonte de alimentacao elétrica para eletroforese.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).

O médulo de corrida para sistema de eletroforese vertical é
formado também por um conjunto de placas de vidro de 10x10 cm
para géis de poliacrilamida, com capacidade de correr até 2 géis.



Figura 4 - Base para cuba vertical (A) e fixagao de casting
e modulo de corrida (represador para gel) (B).

A B

Fonte: <https://loccus.com.br/>

PRATICA 1: PREPARO DE SOLUCOES
PARA ELETROFORESE

Preparar as solucdes que sao utilizadas na técnica de
eletroforese.

Nota: Em todo o preparo de solugdes para eletro-
forese em gel de poliacrilamida em SDS-PAGE, é
indispensavel o uso de mascara e luva. PROTEJA-SE!
As solucoes devem ser preparadas com até 24 horas
de antecedéncia da corrida eletroforética.


<https://loccus.com.br/>

Cuba e fonte de eletroforese;
Estabilizador;

Suporte para molde do gel com pentes;
Placas de vidro;

Papel de filtro;

Funil;

Béquer;

Balao volumétrico;

Bastao de vidro;

Balanca analitica;

Espatula metalica;

Tubos Falcon;

Tubos eppendorf;

Tesoura;

Centrifuga;

Vortex;

Banho ultrassénico;

Estante de inox;

Pipetador;

Ponteiras;

Pisseta;



Cronémetro;

Acido acético PA.;

B-Mercaptoetanol P.A,;

Acido Tricloroacético (TCA);
Acrilamida PA;

Alcool etilico PA;

Alcool metilico (metanol) PA.;

Azul de Bromofenol P.A,;
Bisacrilamida (N-N-Methylenebis) P.A,;
Carbonato de sodio PA,;

Comassie Blue R250 P.A.;

Formaldeido P.A,;

Glicerol PA,;

Glicina PA,;

Hidrometilaminometano (Tris) P.A.;
Lauril (dodecil) sulfato de sodio (SDS) P.A.;
Nitrato de prata PA,;

Persulfato de aménio P.A. (APS);

Temed (Tetrametiletilenodiamina)
(N,N,N’,N*-Tetramethyl-1,2-Diaminomethane);

Metanol P.A,;
Etanol PA,;

Tiossulfato de sodio P.A.



A obtencao de uma boa solu¢ao de tampao de corrida
(Tabela 1) é fundamental para a andlise de eletroforese, visto que
as cargas elétricas da amostra irdo interagir com os ions positivos
da solugao tampao (NAOUM, 2012) para promover o deslocamento
das proteinas por afinidade aos polos.

Tabela 1 - Reagentes e quantidades para preparo
da solucao tampao de corrida pH 8,3.

Glicina 14,49
SDS 1,09
Tris 309

Misturar os reagentes com um pouco de dgua ultrapura
(aproximadamente 70 mL) em um recipiente tipo béquer, utili-
zando um bastdo de vidro para auxiliar na homogeneizagdao. Em
seguida, transfira para um baldo volumétrico e ajuste o volume
para 100 mL. Dissolver a solugao obtida (100 mL) em 900 mL de
agua ultrapura, quantidade suficiente para utilizar na cuba eletro-
forética vertical. Se ocorrer precipitacdo, aqueca a temperatura
ambiente antes do uso. Guarde a solucao em um recipiente de
vidro com tampa, coberto com papel aluminio, a uma tempera-
tura de 4 °C. A solucdo mantera sua validade de 30 a 60 dias. E
importante identificar cada recipiente com o nome da solucao,
data e nome da pessoa que preparou.



PRATICAS EM TECNOLOGIA AGROALIMENTAR

Dica: Misturar a quantidade de SDS por
ultimo devido ao seu alto indice de pro-
ducao de espuma; ndo ajustar o pH com
acidos ou bases; armazenar a 4 °C. Pode
ser utilizado em até 2 corridas.

Observacao

Utilizar gelado. Armazenar a 4 °C.

Solugdo de acrilamida 40% (39:1)

O efeito eletroendosmético na formacao dos géis de-
pende do grau de pureza da acrilamida. A acrilamida é um dos
reagentes responsaveis pela espessura dos géis, pois quanto
mais espesso o gel, maior sera a eletroendosmose (Naoum, 2012).

Tabela 2 - Reagentes e quantidades para preparo
da solucao de acrilamida 40%.

REAGENTE QUANTIDADE (50 ml)
Acrilamida (39%) 1959
Bisacrilamida (1%) 0549
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Misture os reagentes Acrilamida a 39% e Bisacrilamida a
1% com agua ultrapura (x40 ml) em um recipiente tipo béquer
utilizando um bastao de vidro. Em seguida, realize uma filtracao
com auxilio de papel de filtro e funil, transfira para um baldo
volumétrico (50 ml) e ajuste o volume, se necessario com agua
ultrapura (=10 ml) e homogeneize. Guarde a solu¢dao em um
recipiente ambar, coberto com papel aluminio, a uma tempe-
ratura de 4 °C. A solucao mantera sua validade por até 30 dias.
E importante identificar cada recipiente com nome da solucéo,
data e nome do manipulador.

O Tris 1,5 M pH 8,8 na eletroforese atua como um regulador
de pH para criar um ambiente adequado para a migracao das
moléculas e, assim, permitir a separacao das mesmas com base
em suas cargas e tamanhos.

Tabela 3 - Reagentes e quantidades para preparo

da solugao tampao Tris 1,5 M com pH 8,8.

Tris 18,159

Agua ultrapura 66,7 mL

Misture os reagentes com um pouco de agua ultrapura
em um recipiente tipo béquer utilizando um bastao de vidro. Em
seguida, transfira para um balao volumétrico (100 mL), ajuste o



volume e homogeneize, e calibre o pH da solu¢ao para exa-
tamente 8,8 com HCl puro, utilizando pHmetro. Em seguida,
filtrar a solucdo com papel de filtro. Se necessario, adicionar
agua ultrapura para obter o volume final desejado (100 mL).
Armazenar em um recipiente ambar a 4 °C por até 3 meses.
E importante identificar cada recipiente com nome da solucio,
data e nome do manipulador.

Tabela 4 - Reagentes e quantidades para preparo
da solucdo tampao Tris 0,5 M com pH 6,8.

Tris 649

Agua ultrapura 70 mL

Misture os reagentes com um pouco de dgua ultrapura
em um recipiente tipo béquer utilizando um bastao de vidro. Em
seguida, transfira para um balao volumétrico (100 mL), ajuste o
volume e homogeneize, e calibre o pH da solucao para exata-
mente 6,8 com HCl puro, utilizando pHmetro. Em seguida, filtrar
a solucao com papel de filtro. Se necessario, adicionar dgua ul-
trapura para obter o volume final desejado (100 mL). Armazenar
em um recipiente ambar a 4 °C por até 3 meses. E importante
identificar cada recipiente com nome da solucao, data e nome
do manipulador.



PRATICAS EM TECNOLOGIA AGROALIMENTAR

Solugédo de SDS 1%

Tabela 5 - Reagentes e quantidades para preparo da solugédo SDS a 1%.

REAGENTE QUANTIDADE (100 ml)
SDS P.A Tg
Agua ultrapura 90 mL

Misture os reagentes com um pouco de dgua ultrapura
em um recipiente tipo béquer utilizando um bastao de vidro,
homogeneizando com auxilio de banho ultrasénico para evitar o
surgimento de espuma e bolhas em excesso. Em seguida, transfira
lentamente para um baldo volumétrico (100 mL) e ajuste o volume.
Armazenar em um recipiente ambar a temperatura ambiente por
até 6 meses. E importante identificar cada recipiente com nome
da solucao, data e nome do manipulador.

Solugao de SDS 10%

Tabela 6 - Reagentes e quantidades para preparo da solucdo SDS a 10%.

REAGENTE QUANTIDADE (100 ml)
SDS PA 109
Agua ultrapura 90 mL

Misture os reagentes com um pouco de agua ultrapura
em um recipiente tipo béquer utilizando um bastao de vidro,
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homogeneizando com auxilio de banho ultrasénico para evitar o
surgimento de espuma e bolhas em excesso. Em seguida, transfira
lentamente para um balao volumétrico (100 mL) e ajuste o volume.
Armazenar em um recipiente ambar a temperatura ambiente
por até 6 meses. E importante identificar cada recipiente com
nome da solucao, data e nome do manipulador.

O Persulfato de Aménio é um catalisador quimico que
atua na eletroforese.

Tabela 7 - Reagentes e quantidades para preparo da solucdo
de Persulfato de Amoénio (APS) a 10%.

APS P.A 109
Agua ultrapura 80 mL

Diluir 10 g de APS em 80 mL de agua ultrapura em um
recipiente tipo béquer utilizando um bastao de vidro, homoge-
neizando. Em seguida, transfira lentamente para um baldo volu-
métrico (100 mL) e ajuste o volume. Armazenar em um recipiente
ambar a temperatura de -20 °C por até 6 meses. E importante
identificar cada recipiente com nome da solucao, data e nome
do manipulador.



PRATICAS EM TECNOLOGIA AGROALIMENTAR

Solugdo corante

Para preparar a solugao corante, € necessario homoge-
neizar 40 mL de metanol com 20 mL de acido acético e 0,5 g de
Comassie Brilhant Blue (R-250) em béquer, transferindo para balao
volumétrico de acordo com a quantidade escolhida e ajustar o
valor (Tabela 8). Armazenar em um recipiente ambar a temperatura
de refrigeracéo por até 6 meses. E importante identificar cada
recipiente com nome da solucao, data e nome do manipulador.

Tabela 8 - Reagentes e quantidades para preparo da solugdo corante.

REAGENTE QUANTIDADE (100 ml)
Metanol 40 ml
Acido Acético 20 ml
Comassie Brilhant blue (R-250) 059

Solugao descorante

Para finalizar, é necessdrio preparar a solucao descorante
que sera utilizada na descoloragao dos géis para permitir o apa-
recimento das bandas proteicas.

Tabela 9 - Reagentes e quantidades para preparo da solucdo descorante.

REAGENTE QUANTIDADE (100 ml)
Metanol 20 ml
Acido Acético 10 ml
H,0 PURA 70 ml
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No preparo da solucao descorante é necessario homo-
geneizar 20 mL de metanol com 10 mL de acido acético e 70 mL
de agua ultrapura em béquer. Em seguida, transferir para baldo
volumétrico de acordo com a quantidade escolhida e completar
o volume do baldo. Armazenar em um recipiente ambar a tem-
peratura de refrigeracdo por até 6 meses. E importante identificar
cada recipiente com nome da solucao, data e nome da pessoa
que preparou a solugao.

PRATICA 2: PREPARO DE AMOSTRAS

O principal reagente utilizado na solucao tampao de
amostra é o SDS que é responsavel pela desnaturacao das pro-
teinas presentes nas amostras em estruturas lineares e de densi-
dade uniforme, devido a sua capacidade detergente anfipatica.

Dica: Sugestao de preparo de 500 mL
para cada gel.

O uso de beta-mercaptoetanol permite identificar se uma
determinada proteina apresenta ou nao mais de uma subunidade.
O B-mercaptoetanol na presenca de calor (quando a amostra é
fervida) atua como agente destrutivo, pois atua na quebra das
pontes de dissulfetos, o que auxilia na eliminagao da estrutura
tridimensional dos polipeptidios.



Inicialmente, descongelar as amostras e manté-las em
ambiente refrigerado. Logo, preparar um microtubo para cada
amostra destinada a pipetagem no gel e identificad-lo com data,
nome e/ou numero da amostra.

Para preparar a amostra, € necessdrio determinar a quan-
tidade total de proteina a ser aplicada no poco. Essa quantidade
deve ser determinada experimentalmente.

Dica: Para géis corados com Coomassie
Blue, deve-se pesar aproximadamente
de 2 a 4 mg de proteina por mililitro de
amostra. A quantidade de proteina no
poco deve ser igual ou superior a 20 ug;
portanto, pipetar entre 5 e 10 uL do tam-
pao de amostra.
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Para calcular o peso da amostra por mL do tampao, deve-
se determinar a proteina total:

100g amostra — x g de proteina 100g amostra — x g de proteina
y g da amostra - 0,002 g (2mg) y g da amostra - 0,004 g (4mg)
de proteina y = (100 x 0,002)/x de proteina y = (100 x 0,004)/x

1.

Pesar a amostra em eppendorf (ja identificado e com
plastico adesivo) e, em seguida, pipetar a quantidade
necessdria de tampao de amostra aliquotada (x1 mL),
conforme o calculo realizado.

Colocar os eppendorfs em banho com agua fervente
por 5 minutos para promover a desnaturagdo das
proteinas. Homogeneizar os tubos em vértex (1 min)
e centrifugar a baixa rotacao sob refrigeracao antes de
aplicar o gel (3.000 rpm/4 °C/3 minutos).

Dica: Utilizar estantes de ferros que
comportem eppendorf, assegurando
o fechamento dos mesmos, pois pode
ocorrer estouro da tampa.

196 Capa | Sumério



« Procedimento de preparo da solucao tampao
de amostra

Preparo da solu¢dao do tampao de amostra (Stock Sample
Buffer) conforme a tabela abaixo:

Tabela 11 - Reagentes e quantidades para preparo
do tampao de amostra de leite.

TAMPAO DE AMOSTRAS QUANTIDADE (10 ml)

Tris 0,5 M (pH 6,8) 2500 pL

SDS 10% (p/v) 4000 pL

Glicerol 2000 pL

Azul de Bromofenol 0,5% (p/v) 0,004 mg
[3-mercaptoetanol 5% 1000 pL

Misture todos os reagentes da Tabela 10, certificando-se
gue o corante azul de bromofenol esteja completamente dissol-
vido. Em seguida, com 500 pL de agua, completar para atingir
o volume final de 10 mL. Armazenar a solu¢ao em tubo Falcon,
coberto com papel aluminio, sob refrigeragao.
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Dica: Utilizar tubo falcon de 15 mL para preparar
a solucdo tampao e, em sequida, transferir para o
recipiente final e adicionar o azul de bromofenol.
Esta solucao pode ser armazenada em temperatura
ambiente. Apés a adicao de 3-mercaptoetanol ao
tampao de amostra, a amostra deve ser armazenada
no freezer em tubos de eppendorf bem lacrados e
identificados, para uso posterior.

PRATICA 3: SDS-PAGE - PREPARO DOS GEIS
DE POLIACRILAMIDA

« Objetivo

Preparar os suportes e placas de vidro para polimerizar
o gel.

e Procedimento:

Inicialmente, deve ser realizada uma limpeza geral em
todo o equipamento antes do uso, principalmente nas placas
de vidro, para evitar residuos de gel; utilize o lado macio da
esponja, dgua e detergente neutro. Por fim dlcool com pano/
papel toalha macio para evitar arranhadura nas placas de vidro.
Realizar o teste de vazamento das placas de vidro (ja niveladas)
com agua, travando bem o suporte (Figura 5). Ter cuidado ao
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colocar as placas de vidro, para evitar quebra-las. Observar o
nivelamento no encaixe.

Dica: Nao se deve desmontar os supor-
tes apds o teste de vazamento. Apenas
descartar a agua ou alcool por inversao.
Retirar o excesso com papel de filtro.

Figura 5 - Procedimento de trava das placas de vidro no suporte

Fonte: <https://loccus.com.br/>

Para cada gel de 1 mm, preparar as solugbes em um
béquer. A solucao de gel de separacao pode ser de 10%, 12%, 15%
ou outro percentual. E importante realizar testes em diferentes
malhas para decidir qual a que separa melhor sua amostra.
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PRATICAS EM TECNOLOGIA AGROALIMENTAR

Observacao

Nao esquecer de adicionar persulfato de aménio e
Temed com cuidado! Sdo nocivos e possuem mau
cheiro.

Tabela 12 - Reagentes e quantidades para preparo
do gel de separacéo de poliacrilamida

REAGENTE 10% 12% 15%

Acrilamida (40%) 2540 L 3040 uL 3740 pL

Tris 1,5 M 1700 uL 1700 L 1700 L
SDS 1% 700 pL 700 pL 700 pL
Glicerol 560 pL 560 pL 560 pL

Agua ultrapura 4320 pL 3880 uL 3180 pL

Dica: Colocar as solugdes em béquer
seguindo a ordem descrita e homoge-
neizar apés cada adicdo. Para acrescen-
tar o glicerol, deve-se realizar o corte
da ponteira, para facilitar a pipetagem,
devido a sua viscosidade.
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1. Acrescentar 85 uL de persulfato de aménio a 10% e
11,25 pL de Temed no béquer e homogeneizar;

Dica: Marcar a placa de vidro com uma caneta até onde
a solucao do gel de separacao foi pipetada. Remover
as bolhas do gel com o auxilio de papel de filtro (cortar
papel de filtro previamente). A dgua ou alcool etilico
isola o gel de separacao do ar, permitindo uma borda
de gel lisa. SDS 0,1% também pode ser usado.

2. Transferirimediatamente a solucao do gel de separacao
de poliacrilamida entre as duas placas de vidro, até
0,5 cm abaixo da altura do pente (cerca de 1,5 cm
do final da placa menor), aguardar para ver se ndo ha
vazamentos e pipetar agua ultrapura ou alcool etilico
absoluto lentamente em linha, para evitar abaular.

Dica: Devido a polimerizacao rdpida, a pipetagem
da solucdo do gel deve ser realizada imediatamente
nas placas até a medida marcada do nivel na lateral
do equipamento; a quantidade sugerida acima é
suficiente para duas placas, quando utilizado suporte
vertical para eletroforese.
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3. Aguardar a polimeriza¢do - 30 minutos;

Figura 6 - Gel polimerizado

Fonte: préprio autor (2023).

4. Descartar, por inversao e com o auxilio de papel ab-
sorvente, a dgua ou alcool etilico das placas contendo
o gel de separacao polimerizado;

Dica: Nao desmontar os suportes, ape-
nas descartar a 4gua ou alcool por in-
versao dos mesmos. Retirar o excesso
com papel de filtro.
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Preparo da solucgdo do gel de entrada
de poliacrilamida 4,5%

Tabela 13 - Reagentes e quantidades para preparo do gel
de entrada de poliacrilamida 4,5%.

REAGENTE QUANTIDADE*

Acrilamida (40%) 600 uL
Tris0,5M 1380 pL
SDS 1% 540 L
Agua ultrapura 2800 pL

*Quantidade para duas placas

1. Acrescentar 25 pL de persulfato de amonio a 10% e
7,5 pL de Temed no béquer;

2. Transferir a solucao do gel de entrada de poliacrilamida
em cima do gel de separacao polimerizado, até o final
da placa;

3. Inserir o pente plastico (Figura 7), que dara o formato
dos pocos do gel de entrada;

Figura 7 - Pentes inseridos no gel

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).
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4. Aguardar a polimerizagao: 60 minutos;

5. Encaixar a tampa da cuba, ajustar a voltagem para
120 V. Configure a corrente em 30 mA. Defina a poténcia
em 15 W. Tempo de corrida em média 2h20;

Observacao

Proteja seus olhos durante esse procedimento,
pois ha possibilidade de respingos no momento
da insercao do pente.

PRATICA 4: SDS-PAGE

1. Preparar a cuba de eletroforese (Figura 8): encaixar as
placas de vidro com o gel no suporte com eletrodos e
preencher as cisternas interna e externa com o tampao
de corrida gelado, para manter durante toda a corrida;



Dica: Caso nao utilize o gel imediatamente,
guarde o mesmo com suporte completo na
geladeira, envolto por papel umedecido
com 4gua destilada e plastico filme, dentro
de um recipiente com tampa. O gel pode
ser utilizado em até trés dias.

Figura 8 - Equipamento montado para corrida de eletroforese

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).

2. Apods encaixar a guia, pipetar delicadamente as amostras
nos pocos, evitando a mistura e derramamento para
0s pocos vizinhos (usar fitas de papel filtro);

Dica: Reserve sempre o primeiro poco para
pipetar o marcador de peso molecular.
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3. Pipetar de forma lenta e cuidadosa o marcador de
massa molecular, até 10 microlitros de marcador, a
depender da marca e forma de uso;

Dica: Encaixar a ponta da pipeta exata-
mente entre as duas placas de vidro, aci-
ma do poco a ser pipetado, inclinando-a
suavemente.

4, Cobrir com o restante do tampao de corrida os pogos,
suportes e placas de vidro, até a marcacao da cuba;

5. Encaixar a tampa da cuba, ajustar a voltagem (60-120)
ou amperagem e iniciar a corrida;

6. A corrida deve ser feita até que o marcador de peso
molecular alcance a distancia desejada no gel. Isso pode
levar de 1 a 2 horas, dependendo da concentragao do
gel e da voltagem aplicada.



Dica: Posicionar corretamente a tampa em
correspondéncia a cada eletrodo, conforme
os polos (positivo/negativo). O resultado da
corrida depende do tipo de proteina obser-
vada (alto ou baixo peso molecular).

Observacao

Controlar a amperagem da corrida (mA). Caso
a amperagem esteja préxima a 0.00 mA, desli-
gue o equipamento e troque o tampao entre as
placas-gel por um tampao novo e de preferéncia
gelado (realizar com cuidado, pois pode causar
manchas no gel).

Apo6s o término da corrida, proceder com a coloragao
Comassie.

Dica: Para remover o gel da placa usar agua cor-
rente. Separar as placas com o auxilio do pente/
espatula plastica. E marcar o lado do marcador!
(Pequeno corte no gel de entrada ou na parte
inicial do gel de separacao, mas evitando danificar
possivel local de presenca de bandas proteicas).
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PRATICA 5: METODO DE COLORAGAO DE GEIS SDS-PAGE
COMASSIE BLUE

Apos eletroforese, remover cuidadosamente com agua e
pisseta o gel das placas de vidro com a espatula plastica e colocar
em um recipiente com dimensao que comporte a imersao do
mesmo.

1. Adicione até cobrir o gel a solucao de fixacao;

2. Homogeneize delicadamente de 2 a 16 horas no ho-
mogeneizador automatico ou deixar em repouso por
16 horas em overnight.

Lave o gel com &gua destilada, tomando cuidado para ndao
danificar sua estrutura. Adicione 4gua com uma pisseta, mexendo
o recipiente e aguardando aproximadamente 2 minutos antes
da préxima lavagem, utilize uma pipeta para retirar a dgua da
lavagem. Repita esse processo até que o gel esteja mais claro. Em
seguida, adicione a solucao descorante até cobrir o gel. Utilize
papel filtro e carvao ativado para filtrar a solucao descorante,
visando sua reutilizagao. Continue lavando o gel até que as
bandas se tornem visiveis e o gel esteja claro o suficiente para
ser fotografado.



Caso o peso molecular das proteinas seja pequeno e
as bandas nao tenham surgido, é necessario a coloracao com
nitrato de prata. E uma coloracdo muito sensivel e o gel deve ser
manipulado o minimo possivel.

1. Apos a eletroforese, remover o gel cuidadosamente e
colocar em um recipiente com dimensao que comporte
a imersao do mesmo;

2. Cobrir o gel com 50 mL metanol / 12 mL acido acético
/ 50 uL formaldeido / 38 mL dgua e deixar por 1 hora
a temperatura ambiente;

3. Lavar o gel com etanol 50%, 3 x por 20 minutos;

4. Adicionar 0,02% de solucdo de tiossulfato de sédio
(0,01 g em 50 mL agua) e aguardar 1 minuto;

Dica: Separar 1 mL para cada gel a ser corado.

5. Lavar com agua 3 x por 20 segundos;

6. Adicionar 100 mL de solucdo de coloracao fresca e
manter por 20 minutos no escuro;

7. Lavar com agua 2 x por 20 segundos;
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8. Adicionar solucao de revelacao até surgirem as bandas;

9. Parar arevelacao com acido acético 1% (1 mL em 99 mL
agua).

Solucao de coloracao

01g Nitrato de prata

38 mL Formaldeido

50 mL H,O ultrapura
Observacao

Utilizar luvas para manipular a prata.

Solucao de revelacao

39 Carbonato de sédio
25 L Formaldeido 37%
1mL Tiossulfato de sédio 0,02%
49 mL H.,O ultrapura
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Documentacao dos Resultados da Eletroforese: As
proteinas presentes nas amostras migrarao ao longo do
gel de acordo com seus tamanhos moleculares, resultando
na formacgao de bandas proteicas distintas.

Uso de Scanner de Gel ou Sistema de Imagem: Utilize
um scanner de gel ou um sistema de imagem apropriado
para registrar visualmente as bandas proteicas obtidas
apo6s a execucao da eletroforese.

Adesao ao Protocolo: Este protocolo detalhado foi
desenvolvido para guiar a realizacao da eletroforese SDS-
PAGE em amostras de leite de forma eficaz. E imperativo
seguir todas as normas de seguranca e realizar os
procedimentos em um ambiente laboratorial adequado.
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METODO INFOGEST NA DIGESTAQ
SIMULADA /N VITRO DO LEITE

A técnica laboratorial de digestao simulada in vitro (DSIV)
pode ser aplicada para estudar a digestao e absorcao de diversos
alimentos, incluindo o leite e seus derivados. Esta abordagem é
util para entender como os componentes do leite, como proteinas,
gorduras e carboidratos, sao processados pelo sistema digestivo
humano.

No processo de digestdo, os alimentos sofrem transfor-
macoes fisicas e quimicas, resultantes de processos mecanicos
e quimicos. Para compreender a resposta fisiolégica do organis-
mo durante a digestao dos alimentos, modelos in vitro tém sido
desenvolvidos ha muitas décadas, pois os modelos in vivo em
humanos ou animais podem ser considerados invasivos, dificeis
de realizar, custosos ou inadequados eticamente.

Com os métodos de digestao in vitro é possivel simular os
principais compartimentos do trato digestivo humano, incluindo
as fases oral, gastrica e intestinal.



Os métodos de digestao in vitro estao divididos em
estaticos e dinamicos. O método estatico tem a vantagem de ser
menos custoso, mais simples, e utiliza uma proporg¢ao constante
de alimentos para enzimas e eletrélitos e um pH constante para
cada fase digestiva. Este é o método proposto pelo protocolo
INFOGEST (Brodkorb et al., 2019), que sera utilizado como base
neste capitulo.

O SISTEMA GASTROINTESTINAL HUMANO

O sistema digestivo (Figura 1), também conhecido como
trato gastrointestinal, € um sistema complexo do corpo respon-
savel pela digestao dos alimentos e absorcao dos metabdlitos
resultantes desse processo. Ele se estende da boca até o anus e
consiste em uma série de 6rgaos interconectados, cada um com
fungdes especificas:

- Boca: A digestdao comeca na boca, onde os alimentos
sao mastigados e misturados com a saliva. A saliva
contém enzimas (como a amilase salivar) que iniciam
a quebra dos carboidratos.

« Faringe: A faringe é uma area compartilhada entre
o sistema digestivo e o sistema respiratério. Ela serve
como passagem para o alimento apo6s a mastigacao.

- Esofago: O es6fago é um tubo muscular que leva
o alimento da faringe até o estdmago por meio de
contragdes musculares coordenadas, chamadas de
movimentos peristalticos.



Estomago: O estbmago é um 6rgao em forma de bolsa
onde ocorre a digestao quimica e mecanica. Ele contém
acido cloridrico e enzimas digestivas que quebram os
alimentos em particulas menores. O estbmago também
armazena alimentos temporariamente.

Duodeno, Jejuno e ileo (Intestino Delgado): O
intestino delgado é responsavel pela maior parte
da absorcao de nutrientes. O duodeno é a primeira
parte, onde o suco pancreatico e a bile sao adicionados
para ajudar na digestao. O jejuno e o ileo continuam
a quebra dos alimentos e a absorcao de nutrientes.

Intestino Grosso (Colon): O intestino grosso é onde a
maior parte da absorcao de agua e eletrdlitos ocorre. As
bactérias intestinais também desempenham um papel
importante na digestao de residuos nao absorviveis.

Reto: O reto é a ultima parte do intestino grosso e atua
como um reservatério tempordério de fezes.

Anus: O anus é a abertura final do trato gastrointestinal,
onde as fezes sao eliminadas do corpo.



Figura 1 - Orgdos que compéem o Trato Gastrointestinal humano

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).

O trato gastrointestinal é uma parte fundamental do
nosso organismo com diversas particularidades que o tornam
um sistema Unico no corpo humano, e que devem ser estudadas,
como por exemplo:

+  Mucosa: Cada parte do trato gastrointestinal tem uma
camada de mucosa especializada que desempenha
funcoes especificas na digestao e absorcao.

- Motilidade: Os 6rgaos do trato gastrointestinal tém
musculos que realizam contragdes ritmicas para mover
alimentos e liquidos ao longo do sistema. O processo
é chamado de peristalse.



- Sistema Nervoso Entérico: O trato gastrointestinal
possui seu sistema nervoso independente, conhecido
como sistema nervoso entérico, que regula muitas
funcdes autbnomas, como a motilidade e a secrecao
de enzimas.

+ Microbiota Intestinal: O intestino abriga uma comu-
nidade de bactérias benéficas chamadas microbiota
intestinal, que desempenham um papel importante
na digestao, na producao de vitaminas e na saude
geral.

- Producao de Enzimas Digestivas: Diferentes partes
do trato gastrointestinal produzem enzimas especificas
para ajudar na digestao de proteinas, carboidratos e
gorduras.

O leite é definido como a secrecao de coloragao esbran-
quicada produzido pelas glandulas mamarias dos mamiferos,
composto por agua, lipidios, proteinas, carboidratos, vitaminas
e sais minerais. Sua composicao pode variar de acordo com cada
espécie animal, fase de lactacao, época do ano, raca, alimentacgao,
entre outros.

Devido a sua composi¢ao, € um alimento muito importan-
te na nutricdo humana, especialmente na infancia, pois fornece
proteinas para o crescimento, calcio para os 0ssos e vitaminas
essenciais, além dos outros nutrientes.



O leite de vaca é o tipo mais consumido em todo o mundo,
mas o leite de outros animais também é ingerido como fonte
alimentar, mesmo que em menor quantidade. E a partir do leite
que sao elaborados derivados como queijos, iogurtes e mantei-
gas, sendo também um ingrediente muito comum em outros
produtos alimenticios, como produtos de panificacao.

A digestao gastrica simulada do leite pode ser usada
para avaliar sua digestibilidade e acompanhar a liberacao das
substancias ao longo do processo. As substancias presentes no
leite podem ser degradadas por mudancas no pH e utilizacao
de enzimas digestivas, além de técnicas que simulem os fluidos
e motilidade do sistema digestivo. E possivel, ainda, simular a
absorcao no epitélio intestinal.

Esses métodos in vitro tentam reproduzir condi¢des
fisiolégicas in vivo. O sistema digestivo, incluindo boca, estbmago
e intestinos tém motilidade e secretam substancias (saliva,
sucos gastricos, enzimas, bile, etc.). Todo o sistema permite
a digestao e absorcao de nutrientes e compostos ativos, que
terao acao bioldgica no corpo. Cada vez mais, estes ensaios tém
sido utilizados para correlacionar a alimenta¢ao com o impacto
na saude das pessoas, trazendo informacdes benéficas para a
compreensao das atividades biolégicas de compostos bioativos
apos a digestao.

Assim, neste capitulo sera abordado um método de di-
gestao in vitro (protocolo INFOGEST 2.0) que simula as transfor-
macoes fisicas e quimicas dos principais compartimentos do
trato digestivo humano, tendo o leite como alimento referéncia
para aplicacao da pratica.



ENSAIO DA DIGESTAO SIMULADA IN VITRO -
PROTOCOLO INFOGEST 2.0

O protocolo INFOGEST 2.0 é dividido em trés fases: pre-
paro, procedimento de digestao e tratamento da amostra com
posterior andlise (Figura 2). A etapa de preparacao é de extrema
importancia, pois erros podem resultar na incorreta digestao do
alimento.

Figura 2 - Resumo de tempo e fluxo do método de digestéo in vitro
INFOGEST 2.0 para alimentos.

Fonte: Brodkorb et al., 2019
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PRATICA 1 - PREPARO DE SOLUCOES ELETROLITICAS
(SOLUCOES ESTOQUE)

- Balanca analitica;

- Béqueres;

- Espatulas;

- Baldes volumétricos de 10, 25, 50, 100, 250, 500 mL;
- Bastao de vidro;

- Agua destilada e Agua ultrapura (tipo 1);

- Centrifuga;

- Vortex;

- Medidor de pH;

- Incubadora Shaker ou banho-maria com agitacao;
- Banho ultrassénico;

- Tubos Eppendorf (2 mL);

- Tubos de centrifuga (15 e 50 mL);

- Micropipetas e ponteiras (P10-P1000);

- Frascos volumétricos para solucdes;

- Cloreto de potassio (KCI);

- Fosfato monopotassico (KH,PO,);

- Bicarbonato de sédio (NaHCO,);



Cloreto de sédio (NaCl);

Cloreto de magnésio (MgCl, (H,0))e;
Carbonato de aménio (NH,),COs;
Hidroxido de sédio (NaOH);

Acido cloridrico (HCI);

Acido tricloroacético (TCA);
Hemoglobina de sangue bovino;
Cloreto de calcio (CaCl,) (H,0),;
a-amilase salivar humana;

Pepsina suina;

Extrato gastrico de coelho para lipase gastrica;
Bile bovina ou suina, ou sais biliares;

Pancreatina suina.

As concentracdes elencadas a seguir sao para a prepara-
¢ao de 400 mL de fluido de digestao simulado na concentracao

de 1,25x:

0,5 mL de CaCl, (H,0), (0,3 M)
30 mL de KCI (0,5 M)

6 mL de KH,PO, (0,5 M)

65 mL de NaHCO; (1 M)

25 mL de NaCl (2 M)



« 2 mL de MgCl, (H,0) (0,15 M)
« 2 mL de (NH,), CO; (0,5 M)

+ 1M NaOH e 1 M HCl (minimo de ~5 mL): para ajuste
de pH de solucdes estoque de fluidos de digestao
simulados.

Esses concentrados sao chamados de Fluido Salivar
Simulado (FSS), Fluido Gastrico Simulado (FGS) e Fluido Intestinal
Simulado (FIS). As solucdes estoques podem ser preparadas
e armazenadas em aliquotas a -20 °C por 1 ano. Os fluidos de
digestao simulados para as fases de digestao oral (FSS), gastrica
(FGS) e intestinal (FIS) sdo misturados a uma concentracao
de 1,25x usando as solugdes estoque de eletrolitos e agua. A
adicao de enzimas, sais biliares, agua, etc, resultara na correta
concentragao de eletrélitos na mistura final de digestao. O CaCl,
(H,0), nao é adicionado as solucdes de estoque de eletrélito, pois
pode ocorrer precipitacao. Em vez disso, é adicionado a mistura
final de fluido de digestao simulado e no alimento.

1. Em uma balanca analitica e com o auxilio de um bé-
quer pequeno e uma espatula, realize a pesagem dos
reagentes a seguir. Na Tabela 1 sdao apresentadas as
quantidades e concentracdes dos reagentes da solucao
estoque.



Tabela 1 - Reagentes para solucao estoque.

Reagentes MM (g/mol) m(g)  V(mL) M (mol/L)

KCl 74,5513 1,86 50 0,5
KH,PO, 136,086 0,68 10 0,5
NaHCO; 84,007 8,40 1 1
NaCl 58,44 292 25 2
MgCl, (H,0)s 203,30 0,30 10 0,15
(NH,),CO, 96,09 240 50 0,5
NaOH 40 10,00 250 1
HCl 36,5 54,75 250 6
Cadl, 147,02 22,05 500 0,3

2. Apds a pesagem de todos os reagentes, em seus res-
pectivos recipientes, adicione uma pequena quanti-
dade de 4gua destilada e com o auxilio de um bastao
de vidro realizar a mistura dos componentes até que
se observe a diluicdo completa.

Observacao

Neste momento, recomenda-se observar o volume exigido
para cada um dos reagentes e realizar a mistura com caute-
la, pois, se adicionar um volume alto de agua para diluir o
reagente, isso pode prejudicar as etapas seguintes.
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3. Apéds identificar que todos os reagentes foram total-
mente diluidos, eles devem ser transferidos com cuida-
do para baldes volumétricos, de acordo com o volume
especificado na Tabela 1.

4. Complete o volume em cada balao com agua destilada
até atingir o menisco.

Figura 3 - Esquema de Preparo das solugdes.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).

PRATICA 2 - PREPARO DE FLUIDOS PARA DIGESTAO

Os fluidos de digestao simulados podem ser armazenados
a -20 °C durante 1 ano em pequenas aliquotas de tamanho
apropriado. Para o experimento usando 5 g de alimento, sao
necessarios pelo menos 48 mL de FSS, 88 mL de FGS e 96 mL
de FIS.
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o Materiais

- Pipetador;

- Béquer de 500 mL;
- Phmetro;

- Bastao de vidro;

- Agua destilada.

Fluido salivar simulado- FSS (pH 7,0)

Com o auxilio de um pipetador, transfira para um béquer
as seguintes quantidades de solucao estoque previamente
preparadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Quantidades de solucao estoque FSS.

SOLUGAO ESTOQUE QUANTIDADES (mL)

KCl 151
KH,PO, 37
NaHCO; 13,6
NaCl -
MgCl, (H,0)s 0,5
(NH,),CO; 0,06
HCI 0,09
CaCl, (H,0),* 0,025

*CaCl, (H,0), deve ser adicionado imediatamente antes do uso.
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1. Apos transferir as solucdes estoque para um béquer,
adicione 300 mL de agua destilada.

2. Apods adicionar agua destilada, com o auxilio de um
pHmetro observe o pH do fluido. Caso nao esteja no
pH ideal, deve-se ajusta-lo com o auxilio de um conta
gotas de plastico, adicionando gotas de CaCl, (H,0),
ou de NaOH (1 M) sob constante agitacao até que se
obtenha o pH 7,0 (ideal para este caso).

3. Ap6s atingir o pH 7,0, complete o volume com agua
destilada até 400 mL.

4. Transfira o fluido para um recipiente com tampa e
guarde na geladeira.

5. O fluido salivar simulado (FSS) pode ser armazenado
a -20 °C durante 1 ano em pequenas aliquotas de
tamanho apropriado.

Com o auxilio de um pipetador, transfira para um béquer
grande as seguintes quantidades de solucao estoque previamente
preparadas (Tabela 3).



Tabela 3 - Quantidades de solucao estoque FGS.

KCl 6,9
KH,PO, 09
NaHCO, 12,5
NaCl 11,8
MgCl, (H,0), 0,4
(NH,),CO;5 0,5
HCI 1,3
CaCl, (H,0),* 0,005

*CaCl, (H,0), deve ser adicionado imediatamente antes do uso.

1.

2.

Apo6s transferir as solucdes estoque para um béquer,
adicione 300 mL de agua destilada.

Apos adicionar agua destilada, com o auxilio de um
pHmetro, observe o pH do fluido. Provavelmente o
fluido estard com o pH acima do desejado, neste caso,
com o auxilio de um conta gotas de plastico adicione
gotas de HCl sob constante agitagao até que se obtenha
o pH 3,0 (ideal para este caso).

. Ap6s atingir o pH 3,0, complete o volume com agua

destilada até 400 mL.

Por fim, transfira o fluido para um recipiente com tampa
e guarde na geladeira. O fluido gastrico simulado pode



ser armazenado a -20 °C durante 1 ano em pequenas
aliquotas de tamanho apropriado.

Fluido intestinal simulado- SIF (pH 7,0)

Com o auxilio de um pipetador, transfira para um béquer
as seguintes quantidades dos reagentes previamente preparados
(Tabela 4).

Tabela 4 - Quantidades de solucao estoque SIF.

SOLUGCAO ESTOQUE QUANTIDADES (ML)

KCl 6,8
KH,PO, 08
NaHCO, 42,5
NaCl 9,6
MgCl, (H,0)s 11

(NH,),CO, -

HCl 0,7
CaCl, (H,0),* 0,04

*Cadl, (H,0), deve ser adicionado imediatamente antes do uso.

1. Apods transferir as solugdes estoque para um béquer,
adicione 300 mL de agua destilada.

2. Apo6s a adicao de dgua destilada e com o auxilio de um
pHmetro, observe o pH do fluido.
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3. Se o pH nao tiver ideal, com o auxilio de um conta gotas
de plastico, adicione gotas de CaCl, (H,0), ou de NaOH
(1 M) sob constante agitacao até que se obtenha o pH
7,0 (ideal para este caso).

4. Apods atingir o pH 7, deve-se completar o volume com
agua destilada até 400 mL.

5. Por fim, transfira o fluido para um recipiente com tampa
e guarde na geladeira. O fluido intestinal simulado pode
ser armazenado a -20 °C durante 1 ano em pequenas
aliquotas de tamanho apropriado.

Figura 4 - Esquema de Preparo dos fluidos simulados.

PRATICA 3 - DIGESTAO ORAL SIMULADA

Este método de digestao (INFOGEST 2.0) inclui, mesmo
para alimentos liquidos como o leite, a fase oral. Antes, em
alimentos liquidos, a fase oral se torna opcional, haja vista que o



alimento permanece por pouco tempo na cavidade. No entanto,
0 novo protocolo recomenda que seja realizada esta fase.

1. Diluir o leite em FSS na proporcao de 1:1 (peso/peso).
A amilase salivar é necessdaria apenas para digerir
alimentos que contenham amido. Por exemplo, 5 g
de alimento para 5 g de FSS;

2. Medir o volume da mistura final (alimento + FSS). Anotar
o volume.

3. Adicionar CaCl,(H,0), para atingir uma concentracao
total de 1,5 mM em FSS;

Observacao
Para leite, ndo necessita da adicao de amilase salivar pois
nao é um alimento rico em amido.

4, Adicionar agua tipo 1 para atingir uma concentragao
de 1x do FSS;

5. Incubar a mistura por 2 min a 37 °C.

PRATICA 4 - DIGESTAO GASTRICA SIMULADA
Pré-aqueca a solucdo estoque de eletrélito FGS a 37 °C.

1. Colete 10 mL da fase anterior;
2. Em seguida transfira o material para um becker 100 mL;

3. Emseguida adicione 7,5 mL de solu¢ao estoque de FGS;



Observacao

Essa adicao da solucao estoque de eletrélito FGS ao bolo
oral deve ser calculada para atingir uma proporcao final
de 1:1 (v/v).

4. Adicione 5 uL de cloreto de calcio CaCl, (0,3 M). Esta
quantidade é calculada para atingir uma concentracao
final de 0,15 mM em FGS.

5. Verifique o pH e ajuste para 3,0 se necessario (com
o auxilio da pipeta pasteur e pHmetro, adicione
cuidadosamente gotas de HCI (6 M) até chegar no
pH 3,0).

Observacao

Neste momento, é importante que apés a adicao de cada
gota da solucao para ajuste de pH, a amostra seja leve-
mente agitada com movimentos circulares. Em seguida,
observe o resultado do pH obtido e, se necessario, repita
0 processo até chegar no pH desejado.

6. Adicione a solucao de pepsina suina preparada em
agua para atingir uma atividade de 2.000 U/mL na
mistura de digestao final.
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NOTA

A adicao da lipase gastrica (60 U/mL) é indicada apenas
em alimentos que tenham mais de 50% de gordura em
sua composicao. Para leite, ndo é necessario adiciona-la.

« Separe pequenos pedacos de papel aluminio para
servir como suporte na pesagem da enzima.

« Pese 0, 128 g de pepsina suina;

Preparo do substrato: adicione 0,5 g de hemoglobina a
20 mL de dgua destilada. Ajustar o pH para 2,0 com HCl
a 300 mM.

Preparo da pepsina: misture 0,01 g de pepsinaem 10 mL
de tampao TRIS 10 mM contendo 150 mM de NaCl e pH
6,5. Obter diferentes concentracdes de solucdo de pepsina
(5-40 ug/mL) e armazenar as solu¢des de pepsina em gelo.
Ensaio da atividade enzimatica: Pipetar 500 pL de he-
moglobina; incubar os microtubos a 37 °C/5 min; adicionar
100 pl das solucdes de pepsina para cada concentracao
e incubar por 10 minutos. Adicionar 1 mL de acido tri-
cloroacético (TCA) a 5% (m/m); centrifugar as amostras a
6000 xg por 30 minutos; realizar a leitura das absorbancias
a 280 nm).



« Colete 1,6 mL do fluido géstrico simulado e adicione em
um béquer, em seguida transfira a enzima previamente
pesada, misture bem até observar que a enzima foi
dissolvida e transfira a mistura para o recipiente com
a amostra.

7. Leve a mistura para um tubo Falcon e encaixe o tubo
em Erlenmeyer 250 mL;

8. Adicione 0,700 mL de &gua tipo 1;

9. Em seguida, deve-se aferir a temperatura da amostra
com o auxilio de um termémetro.

Observacao

Este valor é uma estimativa. O ideal é realizar o ensaio de
reacao da atividade enzimatica. Este ensaio é realizado por
espectrofotometria a 280 nm, utilizando hemoglobina de
sangue bovino como substrato.
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NOTA

Caso a temperatura das amostras esteja abaixo dos 37 °C,
leve-as para banho maria e acompanhe o aumento da tem-
peratura até alcancarem os 37 °C. Essa medida é necessaria
para garantir que a amostra siga para as préximas etapas com
a temperatura correta, proporcionando a ativacao correta
da enzima.

10. Leve o Erlenmeyer com a amostra para incubacao no
Shaker por 2 horas a 37 °Ca 90 rpm;

ATENCAO

Antes de inserir os frascos Erlenmeyer com as
amostras no Shaker, é indicado realizar a ve-
rificacao da temperatura dentro do aparelho.
Nos casos em que a temperatura no interior do
equipamento é inferior a 37 °C, deve-se aguar-
dar até que a temperatura do interior chegue a
temperatura ideal. Enquanto isso, as amostras
podem permanecer em banho maria a 37 °C.

11. Passadas as 2 horas, retire o Erlenmeyer da incubadora
Shaker e resfrie a amostra em banho de gelo com o
objetivo de parar a atividade enzimatica.
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12. Anote o volume final obtido nesta fase, siga para a
fase seguinte.

Figura 5 - Resumo das etapas da Fase gastrica.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).

PRATICA 5 - FASE INTESTINAL

1. Pré-aqueca a solucao estoque de eletrélito FIS em
banho-maria a 37 °C;

2. Colete 20 mL de quimio gastrico;



Transfira para becker e adicione 11 mL de solucao
estoque eletrolitica de FIS (para atingir uma proporc¢ao
final de 1:1 (v/v);

Adicione 4,0 microlitros de CaCl, (0,3);

Ajuste o pH, com o auxilio da pipeta Pasteur e pHmetro,
adicionando cuidadosamente gotas de CaCl, (H,0), ou
de NaOH (1 M) até chegar no pH 7,0;

Adicione 1,31 mL de agua tipo 1;

Inicie o preparo da enzima.

NOTA

Esta etapa pode ser iniciada com antecedéncia,

porém a enzima sé deve ser adicionada na mistura

apos o ajuste de pH.

Para o preparo da enzima:

Separe pequenos pedac¢os de papel aluminio para
servir como suporte na pesagem da enzima;

Pese 0,04 g de pancreatina suina;

Colete 5 mL do fluido intestinal simulado e adicione
em um tubo Falcon. Em seguida, transfira para o banho
ultrassonico por 5 minutos;

Apos esse tempo, centrifugue a 3000 xg por 5 minutos
a 20°GC;



10.

11.

Em seguida, colete o sobrenadante e transfira a mistura
para o recipiente com a amostra para continuar o
procedimento;

Em um pedaco pequeno de papel aluminio pese 0,5 g
de sais biliares;

Adicione os sais biliares a mistura e com o auxilio de
um bastao de vidro homogenize até que os sais sejam
completamente dissolvidos;

Em seguida, transfira a mistura para tubo falcon e aco-
ple em Erlenmeyer de 250 mL;

Verifique a temperatura da amostra com o auxilio de
um termometro.

NOTA

Caso a temperatura das amostras estejam abaixo dos

37 °C, leve-as para banho maria e acompanhe o au-

mento da temperatura até atingir 37 °C. Essa medida

é necessaria para garantir que a amostra esteja com

a temperatura correta, proporcionando a ativacao da

enzima.

12.

Leve para incubacao no Shaker por 2 horas a 37 °Ce
90 rpm;



ATENCAO

Deve-se aguardar até que a temperatura do interior
do shaker chegue a 37 °C. Enquanto isso, as amostras
podem permanecer em banho maria a 37 °C.

13. Passadas as 2 horas, retire os frascos Erlenmeyer do
shaker e resfrie a amostra em banho de gelo com o
objetivo de parar a atividade enzimatica.

14. Anote o volume final obtido nesta fase e armazene
sob congelamento para posteriores analises.

Figura 6 - Resumo das etapas da Fase gastrica.

Fonte: Criado em BioRender.com (2023).
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Observacao

O valor da pancreatina no item 7 é uma estimativa. O ideal
é realizar o ensaio de reacao da atividade enzimatica.
Este ensaio é realizado por espectrofotometria a 247 nm,
utilizando TAME (Ester metilico de p-tolueno-sulfonil-L
-ARGININA) como substrato.

ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados alcangados correspondem ao volume final
que sera obtido ao término da analise e aos dados gerados apds
a realizacao dos estudos posteriores. Ao concluir o procedimento,
é recomendado que os materiais finais sejam armazenados em
recipientes onde seja possivel observar o volume total. Por fim,
para conservar os fluidos e garantir a inativacdo das reacoes en-
zimaticas, as amostras devem ser congeladas.
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tentes na area. Atualmente trabalha junto a Secretaria de Agricultura
familiar da Paraiba com o desenvolvimento do Arranjo Produtivo Local
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da Bovinocultura (leite e derivados) com a¢des voltadas a valorizacao,
inovacao e sustentabilidade da Agricultura Familiar.

iris Braz da Silva Araujo

Engenheira de Alimentos pela Universidade Federal da Paraiba (2010),
mestre em Tecnologia Agroalimentar pela Universidade Federal da
Paraiba (2012) e doutora em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos pela
Universidade Federal da Paraiba (2017). Esta dentro do rol de cientis-
tas mais influentes dos BRICS (Brasil, Russia, india, China e Africa do
Sul), dentre 20 pesquisadores da UFPB no ano de 2021. Professora da
Universidade Federal da Paraiba, lotada no Departamento de Gestao e
Tecnologia Agroindustrial, atua nos cursos técnicos em Agroindustria e
em Nutricdo e Dietética do CAVN. E membro permanente do Programa
de Pdés-graduacao em Tecnologia Agroalimentar da UFPB (Campus
[Il - Bananeiras). Tem experiéncia na area de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, com énfase em Tecnologia de Alimentos, atuando prin-
cipalmente na Tecnologia de Carnes e Pescados, especialmente no
aproveitamento de subprodutos para a obtencao de proteinas com
propriedades bioativas.

Isabelly da Silva Ramalho

Bacharelanda em Agroindustria da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) — campus lll (Bananeiras — PB), técnica em Agroindustria pelo
CAVN/UFPB, bolsista Pibic-CNPQ e integrante do grupo de pesquisa Ino-
vacao e Promocao da Qualidade de Produtos Carneos e Pescado UFPB,
com pesquisas na area de obtencdo de extratos pré-fermentados de
beterraba e ricula como fonte natural de nitrito para produtos carneos.

Janaina Felizardo de Souza

Graduanda no curso de Bacharelado em Agroindustria (UFPB), bol-
sista de Iniciacao Cientifica (CNPQ) e voluntaria PROBEX nos projetos
vinculados ao CCHSA - Capacitacao de produtores na implantacao da
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caprinocultura leiteira no municipio de Gado Bravo; e A¢des Educativas
para qualificacdo de produtores e monitoramento da qualidade do leite.
Tem experiéncia com grandes e pequenos ruminantes, atuando na area
do leite na parte de obtencao, monitoramento (analises fisico-quimicas)
e beneficiamento. E técnica em farmacia (O Parthenoon) e membro do
grupo de estudos GECAL (Grupo de estudos em caprinocultura e leite
caprino) e do GPLAC (Grupo de pesquisa em leite asinino e caprino).

José Evangelista Santos Ribeiro

Engenheiro de Alimentos pela Universidade Federal da Paraiba (2011).
Mestre em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (UFPB - 2014) e Doutor
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (UFPB - 2018), com periodo
sanduiche na Universita di Pisa, Itdlia (2014-2015). Atualmente é Téc-
nico de Laboratério na area de alimentos e laticinios, na Universida-
de Federal da Paraiba. Tem experiéncia em pesquisas nas areas de
Ciéncia, Engenharia e Tecnologia de Alimentos e de Biotecnologia,
com énfase em ciéncia e tecnologia de laticinios, andlises reoldgicas
de alimentos e bioprocessos para obtencao de moléculas bioativas a
partir de microrganismos.

José Narciso Francisco da Silva Filho

Académico do curso de Bacharelado em Agroindustria pela Universi-
dade Federal da Paraiba (UFPB), campus lll - Bananeiras. Atuou como
tutor, monitor, com atividades extensionistas e com pesquisas na area
de Biotecnologia Agroalimentar. Na drea de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos desenvolveu pesquisas com a utilizacdo de insetos comes-
tiveis como matéria-prima na elaboracao de novos produtos. Atuou
como Consultor (2019) e Diretor de Comercial e Marketing (2022) da
EJ Agrocon Jr., do curso de Bel. em Agroindustria. Atualmente atua
em pesquisas para obter e caracterizar extratos pré-fermentados de
beterraba e rdcula como fonte natural de nitrito para produtos carneos
(clean label).
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Jossana Pereira de Sousa Guedes

Professora do Ensino Basico, Técnico e Tecnolégico (EBTT) no Colégio
Agricola Vidal de Negreiros (CAVN), escola vinculada a Universidade
Federal da Paraiba (UFPB). E vinculada ao Departamento de Gestao
e Tecnologia Agroindustrial (DGTA) do Centro de Ciéncias Humanas,
Sociais e Agrarias (CCHSA) da UFPB, campus Ill. Doutora em Nutricdo,
com drea de concentracdo em Ciéncia dos Alimentos, pela Universi-
dade Federal de Pernambuco (2017) e Vencedora do Prémio Capes
de Tese 2018 na drea de Nutri¢do. Possui Mestrado em Nutri¢cdo, com
area de concentracao em Ciéncia dos Alimentos, pela Universidade
Federal de Pernambuco (2012) e Graduag¢ao em Nutricdo pela Uni-
versidade Federal da Paraiba (2009). Atualmente, exerce a funcao de
Coordenadora do Curso Técnico em Nutricdo e Dietética do CAVN.
Tem experiéncia na area de ciéncia de alimentos, microbiologia de
alimentos e controle do desenvolvimento de microrganismos por
meio do uso de antimicrobianos naturais.

Laiza Soliely Costa Goncgalves

Doutoranda em Engenharia de Processos, na area de bioprodutos, pelo
Programa de Pés-graduacao em Engenharia de Processos PPGEP/UFCG.
Mestra em Tecnologia Agroalimentar - PPGTA/UFPB (2021). Bacharela
em Agroindustria na Universidade Federal da Paraiba (2020). Técnica
em Agroindustria pelo Colégio Agricola Vidal de Negreiros — CAVN/
CCHSA (2021). Pesquisadora do Grupo de Estudos em Laticinios (GEL)
e no Grupo de Pesquisa em Ciéncia e Tecnologia de Leite Asinino
(GPLA) da Universidade Federal da Paraiba. Tem experiéncia na area
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e produc¢ao animal, atuando nos
temas: controle de qualidade, processamento de frutas, elaboracao de
produtos e alimentos com alegac¢bes funcionais (prebioticos e probié-
ticos), andlise fisico-quimica de alimentos, graos de kefir e elaboracao
de derivados lacteos caprino, bovino e asininos.
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Marcelo Wesley da Silva Barbosa

Bacharel em Nutricao pela Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG). Foi integrante do Grupo de Pesquisa e Estudos em Nutricao
Experimental (LANEX/CES/UFCG) e do Grupo de pesquisa e estudos em
nutricdo experimental (GEPEX). Participou do Programa de Iniciacdo
a Docéncia e as Praticas do Profissional da Saude (PRE/UFCG). Atual-
mente é mestrando em Tecnologia Agroalimentar na Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), atuando na area de ciéncia e qualidade de
leite e derivados.

Maria de Fatima Clementino dos Santos

Técnica em Agroindustria pelo Colégio Agricola Vidal de Negreiros
CAVN da Universidade Federal da Paraiba UFPB (2016), com experién-
cia na drea de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, e énfase em Analise
Sensorial de Alimentos e Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Bacharel
em Agroindustria pela Universidade Federal da Paraiba UFPB (2021),
com experiéncias no ensino de Quimica através dos alimentos. Atu-
almente é mestranda do Programa de Pés-graduacdao em Tecnologia
Agroalimentar da UFPB, atuando em pesquisas para obter e caracterizar
extratos vegetais como fonte natural de nitrito para produtos carneos.

Max Suel Alves dos Santos

Técnico em Agroindustria formado pelo Colégio Agricola Vidal de
Negreiros (CAVN) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), cam-
pus lll. Bacharel em Agroindustria pela UFPB. Atualmente é aluno de
mestrado do Programa de Pés-Graduagao em Tecnologia Agroalimen-
tar. Tem experiéncia em projetos de ensino, atuando como monitor
académico em disciplinas das areas de Ciéncia animal, Tecnologia de
alimentos e Gestao empresarial. Na pesquisa atua nas areas de analise
fisico-quimica, analise microbioldgica, extracao de biocompostos e
desenvolvimento de novos produtos.
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Michela de Lima Bezerra

Mestranda no Programa de Pés-Graduacdao em Tecnologia Agroalimen-
tar - PPGTA/UFPB. Bacharela em Agroindustria pela Universidade Federal
da Paraiba (UFPB) Campus lll - Bananeiras - PB. Pés Junior - Agrocon
Jr. Tem experiéncia na drea de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
atuando principalmente nos seguintes temas: Andlises laboratoriais,
Elaboragao de novos produtos, Controle de Qualidade, Tratamento de
residuos agroindustriais e subprodutos. Membro Associado no Grupo
de Pesquisa: Grupo de Estudos e Pesquisas da Producao Agroindustrial
e Sustentabilidade - GEPROAS.

Michele Santos de Oliveira

Bacharela em agroindustria pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
técnica em agropecuaria pela Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)
e estagidria da Cooperativa Potiguar de Apicultura e Desenvolvimento
Rural e Sustentavel- COOPAPI através do projeto de Agroresidéncia,
subsidiado pelo Instituto Federal do Rio Grande do Norte (IFRN). Atu-
almente é mestrando do Programa de Pés-graduacao em Tecnologia
Agroalimentar da UFPB, atuando na area de ciéncia e qualidade de
leite e derivados.

Neylton Marinho da Rocha

Graduando em Engenharia de Alimentos pela Universidade Federal
de Campina Grande - Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroalimentar
e Técnico em Agroindustria formado pela Universidade Federal do Rio
Grande do Norte - Escola Agricola de Jundiai (2016), com experiéncia
na area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Patricia Lima Araudjo

Aluna de mestrado no Programa de Pés-Graduacdao em Tecnologia
Agroalimentar pela Universidade Federal da Paraiba (PPGTA/UFPB).
Bacharel em Nutricao pelo Centro de Educacao e Saude (CES) da Uni-
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versidade Federal de Campina Grande (UFCQ). Foi estagiaria do Hospital
Universitario Alcides Carneiro (HUAC/EBSERH/UFCG) no Setor de Nutri-
cao e Dietética, e no Setor de Nutricao Clinica. Atuou como monitora
(PRE/UFCQ) e foi aluna de iniciacdo cientifica na drea de Tecnologia de
Alimentos. Tem experiéncia na drea de Bioquimica com énfase em bio-
quimica geral e bioquimica metabdlica; Tecnologia de Alimentos com
énfase em elaboracao de produtos alimenticios, analises fisico-quimica
e sensorial; Tecnologia de Embalagem com énfase no desenvolvimento
de embalagens biodegradaveis e comestiveis, inteligente e ativa para
aplicagao em produtos carneos.

Sthelio Braga da Fonseca

Engenheiro de Pesca pela Universidade Federal Rural de Pernambuco
(2008), mestre em Tecnologia Agroalimentar pela Universidade Federal
da Paraiba (2011) e doutor em Zootecnia pela Universidade Federal da
Paraiba (2015) com periodo Sanduiche (2013) na Universidade do Porto
(Portugal). Atualmente é professor Adjunto Ill da Universidade Federal
de Campina Grande, lotado na Unidade Académica de Tecnologia de
Alimentos. Tem experiéncia na area de Recursos Pesqueiros e Enge-
nharia de Pesca, com énfase em producao e tecnologia do pescado.
Atua como professor permanente do Programa de Pés-Graduacao em
Tecnologia Agroalimentar do CCHSA/UFPB.

Valquiria Cardoso da Silva Ferreira

Engenheira de Alimentos pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB)
(2010), com mestrado em Tecnologia Agroalimentar (2012) e doutorado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (2016) pela mesma universidade,
com participagao no Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior
(PDSE) na Universidade de Extremadura, Caceres, Espanha. Atua como
Engenheira de Alimentos na Universidade Federal da Paraiba, campus
[l - Bananeiras. Tem experiéncia na area de Ciéncia e Tecnologia de Ali-
mentos, com énfase em Ciéncia de Alimentos, atuando principalmente
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nos seguintes temas: carnes, controle de qualidade, oxidacao lipidica
e proteica de carnes e produtos carneos, antioxidantes em produtos
carneos, qualidade microbioldgica e analises de alimentos.

Weysser Felipe Candido de Souza (in memorian)

Técnico Agricola com habilitacao em Agroindustria pelo Colégio Agri-
cola Vidal de Negreiros. Bacharel em Agroindustria pela Universidade
Federal da Paraiba. Mestre em Tecnologia Agroalimentar, tendo de-
senvolvido pesquisas na drea de controle microbiano utilizando 6leos
essenciais verificando seu potencial como conservantes naturais em
goiaba minimamente processada. Doutor em Ciéncia de Alimentos pela
Universidade Estadual de Campinas, tendo desenvolvido pesquisas
na area de bioprocessos envolvendo o cultivo de micro-organismos
produtores de glicosiltransferases e sua posterior imobilizacdo em
gomas alternativas para a producao biotecnolégica de isomaltulose.
Atuou como bolsista pés-doutoral do Programa de Pés-graduacdao em
Tecnologia Agroalimentar da UFPB.
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