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RESUMO — Os consumidores estdo cada vez mais atentos a composi¢cao de seus
produtos devido a preocupacgdes com a salde e o meio ambiente. Por isso, as
industrias estdo substituindo aditivos sintéticos, como colorantes, por alternativas
naturais. No entanto, colorantes naturais séo mais caros e menos estaveis do que
seus equivalentes sintéticos, criando problemas para suas aplicacdes industriais.
Para encontrar formulacgdes que aumentem a estabilidade de colorantes naturais,
este trabalho avaliou os efeitos nas propriedades colorimétricas e fluorométrica de
colorantes microbianos encapsulados em matrizes de quitosana e maltodextrina.
Para tanto, os colorantes encapsulados foram expostos a diferentes temperaturas
(25 e 65 °C), acidez (pH 2) e alcalinidade (pH 13). O extrato de Talaromyces
amestolkiae utilizado neste estudo apresenta trés cromoforos (dois amarelo-
alaranjado e um vermelho). O encapsulamento com quitosana e maltodextrina
diminuiu o comprimento de onda méaximo do pico vermelho, mas aumentou a
intensidade dos cromoéforos amarelo-alaranjados. Embora os colorantes
encapsulados e livres tenham mantido suas propriedades ap6s cinco dias a 25 °C,
os livres perderam a maior parte de sua absorbancia para os cromoforos amarelo-
alaranjado e vermelho pelo mesmo periodo a 65 °C. No entanto, os colorantes
encapsulados perderam apenas 25% de sua absorbancia no pico vermelho apos
cinco dias e até 35 % ap0s 25 dias a 65 °C. O encapsulamento também preservou
parcialmente a absorbancia dos colorantes vermelhos em pH acido. Por outro
lado, apenas a matriz de maltodextrina melhorou sua resisténcia ao pH alcalino.
Portanto, o encapsulamento com maltodextrina e quitosana pode preservar as
propriedades colorimétricas de colorantes naturais microbianos e potencialmente
ser uma alternativa para auxiliar no desenvolvimento de embalagens de alimentos
funcionais e sustentaveis. Financiamento: FAPESP (2021/06686-8), PROPG-
PROPe Unesp (chamada 05/2022).
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1 INTRODUCAO

A cor é um dos atributos sensoriais mais dominante para consumidores, sendo
responsavel por 60 a 90 % das percepg¢des positivas ou negativas sobre produtos (Teixeira et
al., 2022). Por isso, as industrias de alimentos, cosméticos e materiais utilizam colorantes para
melhorar o apelo de seus artigos e garantir uniformidade entre lotes, sendo os sintéticos 0s mais
empregados (Amberg e Fogarassy, 2019). Contudo, os consumidores estdo cada vez mais
preocupados com sua salde e com a composi¢do de seus alimentos, medicamentos e artigos de
higiene pessoal, iniciando movimentos de rejeicdo ao uso de colorantes sintéticos. Assim, para
manter o padrdo e visibilidade de suas mercadorias, setores industriais tem introduzido
colorantes naturais em suas formulacGes para melhorar a percepcdo do publico sobre suas
marcas (Yusuf, Shabbir e Mohammad, 2017). Adicionalmente, colorantes naturais também
podem apresentar vantagens em relacdo aos sintéticos, como presenca de atividade antioxidante
e antimicrobiana (Amberg e Fogarassy, 2019). Portanto, existe um mercado em expanséo para
produtos com colorantes naturais, particularmente nas areas de alimentos e cosméticos.

Em embalagens, além da cor ser um elemento estético, ela também pode garantir a
protecdo do alimento. Por exemplo, a pigmentacdo de materiais de acondicionamento pode
reduzir a fotodegradacdo de vitaminas e substancias responsaveis pelo sabor (Lee e Khng,
2002). Adicionalmente, embalagens funcionais tem se popularizado na industria alimenticia,
pois podem interagir positivamente com os produtos organicos e melhorar suas propriedades
sensoriais e nutricionais e auxiliar em sua preservacdo (de Oliveira et al., 2020a; Mellinas et
al., 2016).

Apesar das vantagens, ainda existem barreiras que limitam a substituicdo de colorantes
sintéticos por naturais, incluindo seu alto custo e menor estabilidade (Fortune Business Insights,
2023). Ainda é um desafio encontrar colorantes naturais que sejam baratos, abundantes, e ndo
tenham problemas com sua estabilidade, cromacidade e opacidade, especialmente para
colorantes de cores quentes como amarelo e vermelho (de Souza Mesquisa et al., 2021;
Sigurdson, Tang e Giusti, 2017). Além disso, pode haver incompatibilidades entre o colorante
e 0s componentes do produto, que dificultem sua adi¢do direta durante o processamento das
comodities. Por exemplo, a insercdo de colorantes a biofilmes de embalagens podem prejudicar
as propriedades do biofilme, como resisténcia mecanica, elasticidade e propriedades de
barreira. Contudo, é possivel desenvolver formula¢Ges que melhorem a estabilidade (Verissimo
et al., 2022) e compatibilidade de colorantes com os componentes de biofilmes (Robinson et
al., 2001) e outros produtos para facilitar e expandir seus usos industriais.

Desse modo, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de formulagGes de maltodextrina
e quitosana desenvolvidas pelo grupo na estabilizacdo de colorantes naturais fungicos.
Especificamente, determinamos o impacto das diferentes estratégias de encapsulamento nas
propriedades colorimétricas e fluorométricas dos colorante frente a condigOes de estresse,
incluindo temperaturas ambiente e elevadas (25 e 65 °C), acidez (pH 2) e alcalinidade (pH 13).
A meta maior do trabalho foi desenvolver formulacdes para estabilizacéo de colorantes naturais
e aumento de compatibilidade dessas substancias com componentes de biofilmes para
aplicacdes no desenvolvimento de embalagens de alimentos.

2 METODOLOGIA
2.1 Producéo e encapsulamento de produtos naturais
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Os colorantes naturais foram produzidos por Talaromyces amestolkiae DPUA 1275 e
extraidos como descrito anteriormente por Oliveira et al. (2020b). O extrato de colorantes foi
liofilizado e encapsulado utilizando matrizes de maltodextrina e quitosana por método de spray-
dry.

2.2 Efeitos da encapsulacdo nas propriedades e estabilidade de colorantes
naturais

O efeito da encapsulacdo com quitosana ou maltodextrina na absorcéo e fluorescéncia de
colorantes de T. amestolkiae em diferentes condi¢cbes ambientais e periodos de tempo. A
absorbancia (Abs) inicial no comprimento de onda (A) de 500 nm [maximo A do colorante
vermelho (de Oliveira et al., 2020b)] para cada amostra foi de 0,2 unidades de absorbancia
(UA). O pH das amostras foi mantido em 5,0, exceto para os estudos de estabilidade ao pH. No
primeiro conjunto de experimentos, 0s espectros de ultravioleta-visivel (UV-Vis) e
fluorescéncia 3D foram obtidos para amostras mantidas a 25 °C com exposicao a luz ambiente
e amostragem apds 0, 5, 24 e 120 h de exposicdo. No segundo experimento, as amostras foram
mantidas em uma incubadora a 65 °C sem exposi¢ao a luz e com aquisi¢cdo de dados apds 0, 5,
24,120, 168, 336 e 600 h de exposicdo. No terceiro conjunto de experimentos, ajustamos o pH
das amostras para 2,0 ou 13,0 e incubamos as amostras a 25 °C por 120 h. Apds avaliar a Abs
e fluorescéncia, alteramos o pH das solucdes para 5,0 e as mantivemos a 25 °C por 24 h.
Novamente, foram adquiridos os espectros de Abs e fluorescéncia. Todas as amostras foram
realizadas em duplicatas com um branco. Os espectros de absorbancia UV-Vis foram realizados
usando um espectrofotdmetro EnSpire® Alpha Plate Reader (PerkinEImer®) de A 300 a 600 nm.
Os espectros de fluorescéncia 3D foram adquiridos em um espectrofluorimetro (RF-6000 da
Shimadzu®), com varreduras nos comprimentos de onda de excitagio (Aex) de 220 a 600 nm e
comprimentos de onda de emissdo (Aem) de 370 a 650 nm, com configuracdo do equipamento
conforme dos Santos et al. (2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do encapsulamento na absorbancia de colorantes naturais

A Figura 1 apresenta os impactos do encapsulamento do colorante em matrizes de
quitosana e maltodextrina no espectro de Abs dos colorantes em diferentes tempos e condicdes
de estresse. A Figura 1.a mostra as alteracdes na Abs dos colorantes em temperatura ambiente
(25 °C) apo6s 0 e 120 h. Ja a Figura 1.b demonstra o efeito protetor dos processos de
encapsulamento na resisténcia térmica (temperatura de 65 °C por 120 h) da absorbancia dos
colorantes naturais. Finalmente, as Figuras 1.c e 1.d demonstram o0 impacto dos
encapsulamentos na manutengdo da Abs dos colorantes frente a acidez (pH 2) e alcalinidade
(pH 13), respectivamente, além do impacto na restaura¢do da Abs com o retorno do pH para 5.
Nas Figuras 1 e 2, P1 e P2 representam o0s picos dos cromoforos amarelos-alaranjados (400 e
420 nm, respectivamente) e P3 do cromdéforo vermelho (500 nm).

Como é possivel observar na Figura 1l.a, os encapsulamentos em matrizes de
maltodextrina e quitosana levaram a uma diminui¢do do comprimento de onda maximos de Abs
(blueshift) dos colorantes a 25 °C, sem causar perdas significativas em sua intensidade. Além
disso, as encapsulacdes protegeram parcialmente a Abs dos colorantes em altas temperaturas
(120 h a 65 °C, Figura 1.b). Por exemplo, enquanto os colorantes encapsulados e livres tenham
mantido suas propriedades apos 120 h a 25 °C, os livres perderam a maior parte de sua Abs
para os cromoforos amarelo-alaranjado e vermelho pelo mesmo periodo a 65 °C. Porém, 0s
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colorantes encapsulados perderam apenas 25% de sua Abs no pico vermelho ap6s cinco dias e
30 a 35 % da Abs ap0s 25 dias a 65 °C.

O encapsulamento, independente da matriz, também preservou parcialmente a
absorbéancia dos colorantes vermelhos em pH &cido. Nessa condicéo (120 h em pH 2, Figura
1.c), os processos de encapsulamento diminuiram a supressdo da Abs dos colorantes,
particularmente a matriz com maltodextrina. No entanto, em ambiente alcalino (120 h em pH
13, Figura 1.d), a quitosana e a maltodextrina alteraram o perfil de Abs dos colorantes. Mesmo
alterando o perfil de Abs, a maltodextrina melhorou o retorno do perfil de Abs do colorante em
pH alcalino com a acidificacdo do meio.

Figura 1: Efeito da temperatura (a—25°C e b —65°C por 0 e 120 h) e pH (c—pH 2, d — pH
13, ou pH 5 por 120 h, com retorno ao pH 5 por 24 h) na absorbancia de colorantes naturais
livres (controle) ou encapsulados em quitosana ou maltodextrina.
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3.2 Efeito do encapsulamento na fluorescéncia de colorantes naturais

A Figura 2 demonstra os efeitos do encapsulamento do colorante em matrizes de
quitosana e maltodextrina no fluor6foro vermelho em diferentes tempos e condicfes de estresse.
A Figura 2.a apresenta as alteracGes na intensidade de fluorescéncia (IF) em unidades de
fluorescéncia (UF) dos colorantes em temperatura ambiente (25 °C) ap6s 0 e 120 h. A Figura
2.b mostra o efeito de protecdo das matrizes de encapsulamento na resisténcia térmica
(temperatura de 65 °C por 120 h) da fluorescéncia vermelha dos colorantes naturais.
Finalmente, as Figuras 2.c e 2.d demonstram o impacto dos encapsulamentos na manutencéo
da fluorescéncia do croméforo vermelho dos colorantes frente a acidez (pH 2) e alcalinidade
(pH 13), respectivamente, além do efeito na restauragdo da fluorescéncia com o retorno do pH
para 5.
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Como apresentado na Figura 2.a, para a mesma Abs a 500 nm, a IF do fluor6foro
vermelho P3 aumentou, com um ligeiro desvio para o vermelho (redshift) nos colorantes
encapsulados com maltodextrina. Ap6s 120 h a 65 °C (Figura 2.b), a maltodextrina protegeu
completamente a IF do P3, enquanto a quitosana ndo. Porém, a encapsulacdo em quitosana nao
sO preservou como aumentou a IF do P3 em pH &cido (Figura 2.c). Ja em pH bésico, ambas as
encapsulacdes mantiveram parcialmente a IF do P3 do colorante (Figura 2.d). Particularmente,
a encapsulacdo em maltodextrina permitiu uma recuperacdo completa da IF do colorante ap6s
0 retorno ao pH 5.

Figura 2: Efeito da temperatura (a—25°C e b —-65°C por 0 e 120 h) e pH (c —pH 2, d — pH
13 ou pH 5 por 120 h, com retorno ao pH 5 por 24 h) na fluorescéncia do fluoréforo
vermelho de colorantes livres (controle) ou encapsulados em quitosana ou maltodextrina.
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4 CONCLUSAO

O encapsulamento de colorantes flngicos com polimeros maltodextrina e quitosana
aumentam sua estabilidade térmica, mas também podem modificar suas propriedades e
resisténcia as alteracfes de pH. Portanto, a funcionalidade do processo de encapsulamento em
matrizes de quitosana e maltodextrina dependera das aplica¢fes e ambiente pretendidos para 0s
colorantes naturais.

5 NOMENCLATURA

Absorbancia (Abs), comprimento de onda (L), comprimentos de onda de emissdo (Aem),
comprimentos de onda de excitagdo (Aex), intensidade de fluorescéncia (IF), pico do cromdéforo
vermelho (P3), picos dos cromdforos amarelos-alaranjados (P1 e P2), ultravioleta-visivel (UV-
Vis), unidades de absorbancia (UA), unidades de fluorescéncia (UF).
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