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Resumo

USO VERSATIL DE NOVOS COMPLEXOS DE Mg(ll): PROTECAO A
ERO’S A OXIDACAO LIPIDICA

A pesquisa por compostos gque apresentem potencial antioxidante é
cada vez maior devido a aplicacdo em areas estratégicas como conservacao
de alimentos, suplementos alimentares, compoésitos em embalagens
inteligentes, entre outros.

Esse trabalho de pesquisa, que tem como objetivo preparar e
caracterizar o complexo metalico de Mg(ll) contendo na esfera de
coordenacao acido ferulico (fer) e 1,10-fenantrolina (phen; Mg-phen-fer), e
sua aplicacdo em filmes poliméricos. O complexo foi caracterizado por
infravermelho, por espectrometria de massas por injecdo de elétrons (MS-
ESI) e ressonancia magnética nucelar de 'H e DOSY-NMR. Os
voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo aquosa na regido anodica
apresentaram um processo ciclico indicando a estabilidade das espécies
geradas durante a oxidacdo do acido ferulico coordenado, provavelmente
pela estabilizagcdo do correspondente radical fenoxila via complexacdo com
Mg(ll), o que é interessante para aplicacfes antioxidantes.

O complexo Mg-phen-fer frente ao radical DPPHe apresentou um ICsg
de 26 uM enquanto para o BHT foi de 40,9 uM. O mesmo comportamento
é observado para o radical ABTS"", complexo apresentou um ICso de 6 uM
enquanto para o BHT foi de 16,75 uM. O complexo apresentou inibicao total
da geracdo do 'O, a concentracdo de 1,65 pug/mL. Além disso, 0 complexo
foi também capaz de estabilizar a riboflavina da decomposicdo que ocorre
na presenca de luz em atmosfera inerte. Em relagao aos radicais peroxila que
servem de modelo para radicais lipidicos, o complexo inibiu a geracéo destes
radicais apresentando 1Cso de 5pg/mL.

Neste trabalho foram investigados dois biopolimeros para a confeccao
do material da embalagem, amido de tapioca e gelatina. Constatou-se que 0s
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filmes contendo o complexo sdo sempre transparentes e estaveis a
temperaturas de 30 °C e 40 °C observado nas medidas de infravermelho de
reflexdo total atenuada (IV-ATR). A capacidade de transmissao de oxigénio
nos filmes foi alterada com a incorporacdo do complexo sendo os filmes de
amido mais susceptiveis a difusdo de oxigénio do que os filmes de gelatina.

A liberacdo do complexo a partir das duas matrizes foi rapida para
sistemas com alto percentual de agua. Do filme de amido, a liberacéo total
em agua aconteceu em 30 minutos, na presenca de 50 % de etanol essa
liberacdo se d& em 200 minutos e em sistemas alcoolicos apenas 10 % da
massa dos complexos foi liberada em mais de trés dias. Para o filme de
gelatina, independente do meio aquoso a liberagdo se deu em 60 min.

Com os estudos de microbiologia, para o complexo Mg-phen-fer,
verificou que a minima concentracao bactericida é de 1,0 mg/mL e a minima
concentracdo fungicida é de 0,05 mg/mL. Esse complexo se destaca na
protecdo alimenticia tanto por ser um 6timo candidato a antioxidante quanto
por possuir uma excelente atividade antimicrobiana.

O complexo apresenta alto potencial de aplicacdo, sendo que estudos
com diferentes matrizes poliméricas devem ser realizados para retardar a

liberagdo controlada atraindo um maior valor de mercado ao produto.
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Abstract

VERSATILE USE OF NEW Mg(ll) COMPLEXES: PROTECTION
AGAINST ROS AND LIPID OXIDATION.

The search for compounds that have antioxidant properties is
increasing due to their application in strategic areas such as food
preservation, food supplements, active compounds in smart packaging,
among others.

This research work aims to prepare and characterize metallic Mg(Il)
complex containing in the coordination sphere ferulic acid (fer) and 1,10-
phenanthroline (phen; Mg-phen-fer) and their application in polymeric films.
The complex was characterized by infrared, electron injection mass
spectrometry (MS-ESI) and 'H nuclear magnetic resonance and DOSY -
NMR. The cyclic voltammograms obtained in aqueous solution in the anodic
region showed a cyclic process indicating the stability of the species
generated during the oxidation of coordinated ferulic acid, probably due to
the stabilization of the corresponding phenoxyl radical via complexation
with Mg(l1), which is interesting for antioxidant applications.

The Mg-phen-fer complex against the DPPHe radical presented an
ICso of 26 UM while for the BHT it was 40.9 uM. The same behavior is
observed for the complex ABTS™" radical presented an 1Cso of 6 uM while
for the BHT it was 16.75 uM. The complex showed total inhibition of O,
generation, at a concentration of 1.65 ug/mL. Furthermore, the complex was
also able to stabilize riboflavin from the decomposition that occurs in the
presence of light in an inert atmosphere. Regarding the peroxyl radicals that
serve as a model for lipid radicals, the complex inhibited the generation of
these radicals, presenting I1Cs of S5ug/mL.

In this work, two biopolymers were investigated for making the
packaging material, tapioca starch and gelatin. It was found that the films

containing the complex do not favor the proliferation of microorganisms, are
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always transparent, and are stable at temperatures of 30 °C and 40 °C
observed in attenuated total reflection infrared (IR-ATR) measurements. The
oxygen transmission capacity in the films was altered with the incorporation
of the complex, with starch films being more susceptible to oxygen diffusion
than gelatin films,

The release of the complex from the two matrices was quick for
systems with a high percentage of water. From the starch film, the total
release in water took place in 30 minutes, in the presence of 50 % ethanol
this release takes place in 200 minutes and in alcoholic systems only 10 %
of the mass of the complex was released in more than three days. For the
gelatin film, regardless of the aqueous media, release occurred within 60
min.

With microbiology studies, for the Mg-phen-fer complex, it was
verified that the minimum bactericidal concentration is 1.0 mg/mL and the
minimum fungicidal concentration is 0.05 mg/mL. This complex stands out
in food protection both for being a great candidate for antioxidant and for
having an excellent antimicrobial activity.

The complex has a high potential for application, and studies with
different polymeric matrices must be carried out to delay controlled release,

attracting a greater market value to the product.
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1 Introducéo

1.1 Radicais e Antioxidantes

Os radicais sdo definidos como especies quimicas reativas que
apresentam um ou mais elétrons desemparelhados. In vivo sdo produzidos
como parte do metabolismo mitocondrial! e ndo apresentam seletividade,
podendo atacar DNA, proteinas e lipidios!, além de serem associados a
varias doengas como cancer e aterosclerose,?® processos degenerativos do

sistema nervoso central como Alzheimer!# e ao envelhecimento.®

Os antioxidantes sdo substancias quimicas que em baixas
concentracdes quando comparadas aquela do substrato oxidavel, sdo capazes
de retardar ou prevenir a oxidacédo desses substratos.® O radical é a espécie
quimica que se reduz enquanto o antioxidante é a espécie quimica que se
oxida e protege o substrato neutro, como representado na FIGURA 1. Os
antioxidantes devem reagir rapidamente com os radicais impedindo que as
biomoléculas sejam oxidadas. Quando o antioxidante se oxida torna-se um
radical pois ficara com um elétron desemparelhado, contudo, essa molécula
deve formar espécies estaveis para ndo dar continuidade a cadeia de

formacéo de radicais.’

o0 o o o0
. Radical
Radical Substrato .
Substrato | + Livre % Oxidado + L|vrt_e
Reduzido
o0 o e o

Radical
Antioxidante) ——— (Antioxidante) - Livre
Reduzido

FIGURA 1. Esquema exemplificando a atuagdo de um antioxidante.

Em organismos vivos a primeira barreira antioxidante contra 0s

radicais livres & a defesa enzimatica constituida por enzimas como



superoxido dismutase, catalase e glutationa redutase.®®° Ha também a
defesa ndo enzimatica natural onde os antioxidantes sdo adquiridos pela
ingestdo de alimentos, como os casos dos flavonoides, acidos fenolicos,
vitaminas, entre outros.®%1° Existem ainda os antioxidantes sintéticos como
o hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT) e galato de
propila (PG) que podem ser incorporados aos alimentos e a embalagens,
porém foi demonstrado que estes apresentam riscos toxicologicos e vém
sendo cada vez menos empregados.* As pesquisas cientificas e de mercado
vém sendo direcionadas globalmente para o uso de antioxidantes naturais ou

sintéticos de baixa toxicidade.

O estresse oxidativo ocorre quando o organismo de qualquer ser vivo
ndo é capaz de neutralizar todos os radicais gerados utilizando apenas a
defesa enzimética natural, ou seja, € uma situacdo em que ocorre um
desequilibrio entre a producao de radicais livres e 0 consumo dessas espécies
pela defesa antioxidante enzimatica.'> Além disso, o estresse oxidativo néo
acontece apenas em organismos vivos, mas também é um problema para
industria alimenticia em especial as carnes e laticinios. O aumento de
radicais nesses alimentos estd associado a varios processos de deterioracao
acarretando alteracdes organolépticas, devido a presenca de riboflavina que

gera espécies reativas de oxigénio (EROs).1113

1.2 Fatores que levam a deterioracao da carne e derivados -
Peroxidacao Lipidica

A peroxidacéo lipidica é o processo pelo qual os radicais livres atacam
a cadeia lateral de acidos graxos insaturados. O radical abstrai um atomo de
hidrogénio proximo a ligacdo dupla do &cido graxo, formando um dieno
conjugado como mostrado na FIGURA 2 para o &cido linoleico. O dieno
conjugado é um radical lipidico instavel que pode reagir com o oxigénio e

formar o radical peroxil lipidico, ROO«.'* Por se tratar da oxidacdo de



gorduras, os acidos graxos saturados sdo mais resistentes aos radicais em

relacdo aos &cidos graxos poli-insaturados.

Radical

Acido Lipidico

Linoleico

HO HO

Radical
Lipidico
Peroxila

Dieno
Conjugado

HO HO

o} o

FIGURA 2. Esquema da formacédo do radical peroxila lipidico (ROO¢") a
partir do &cido linoleico.

A oxidacdo lipidica esta relacionada com a degradacdo oxidativa de
gorduras, a qual ocorre na presenca de oxigénio ou EROs.® As grandes
quantidades de lipidios e &cidos graxos encontrados nas carnes estdo
relacionadas com a qualidade nutricional e sensorial que estes produtos e
seus derivados apresentam.!® Logo, para o consumidor final, uma peca de
carne ideal é aquela que apresenta uma coloracdo de aspecto saudavel e
odores agradaveis. Contudo, 0 aumento do tempo de exposic¢éo faz com que
a carne se torne amarronzada e deteriorada devido a uma série de fatores.
Como exemplo, pode-se citar a conversdo da mioglobina para sua forma
oxidada, a metmioglobina (MetMb), levando a deterioracédo da coloracéo e
sabor do produto.” Além disso, a oxidacdo lipidica também depende da
incidéncia de luz e a presenca de pro-oxidantes, tais como os ions de

ferro.181°

A oxidacéo lipidica € um processo continuo de producédo de radicais
livres e ocorre em trés niveis. Como mostrado na FIGURA 3, no primeiro

nivel a oxidagéo lipidica nos tecidos musculares é combatida por fatores



intrinsecos, tais como enzimas e outras biomoléculas (superdxido dismutase,
catalase, vitaminas E e C).2° Apés o abate, da-se inicio aos segundo e terceiro
niveis, onde esses fatores passam a perder suas propriedades antioxidantes,
uma vez que as condi¢des presentes na carne ndo sao mais as mesmas, com

a presenca de pro-oxidantes e sem atividade enzimatica antioxidativa.l”?

1. Depois do abate
Condigdes anaerdbicas
Perda da atividade antioxidante intrinseca
Presenga de prooxidantes

f

3. Tempo de prateleira CARNE 2. Processamento
Condigdes aerdbicas Condigdes aerdbicas
Embalagens ativas Diferentes temperatura e pressao

Condigoes de luz e temperatura Adigdo de anti-oxidantes

FIGURA 3. Condic¢es da carne nos diferentes estagios de producéo.

A gqualidade dos produtos alimenticios como as carnes e derivados é
afetada também pela presenca de microrganismos aerdébicos.?? O
desenvolvimento de compostos que possam atuar tanto na protecdo a EROs
e oxidacdo lipidica quanto no combate a micrébios aerébicos atualmente é

essencial.

Em suma, a qualidade dos produtos de carne esta relacionada com a
oxidacdo lipidica da carne que ocorre durante 0 manuseio (processamento),
tempo de prateleira e presenca de microrganismos. Estes fatores acarretam
um grande impacto econdmico em termos de perda de lotes de carnes
processadas e prontas para cConsumo uma Vez gque as mesmas se encontram

em estados inferiores de qualidade.?

1.3 Modo de acao dos antioxidantes

Os antioxidantes podem atuar contra os radicais livres pelos seguintes
mecanismos: transferéncia de atomo de hidrogénio (HAT, do inglés), por
transferéncia de um elétron seguida por transferéncia de préton (SET-PT, do



inglés) ou pela perda de um proton seguido por transferéncia de elétron
(SPLET, do inglés). Diferenciar estes mecanismos ndo € trivial,
principalmente porque em varias situacfes mais de um mecanismo pode
estar operando.?*#%26 Ha também os mecanismos de spin trapping e de
sequestro de radical pela molécula antioxidante.?* O mecanismo de acéo de
um antioxidante é determinado pela sua estrutura, solubilidade e condicdes

do meio como pH, temperatura e solvente.’

1.3.1 Transferéncia de atomo de hidrogénio (HAT)

No processo HAT, o antioxidante neutraliza a espécie radicalar
doando um atomo de hidrogénio, He. A reatividade desse mecanismo ¢
dependente do pH da solucéo e da energia de dissociacdo da ligacdo O-H,
isto €, do valor da entalpia de dissociagéo da ligacdo (BDE).?” Assim, quanto
menor for o valor da entalpia, mais favorecido sera esse processo, podendo
ser exemplificado pela equacédo 1 e na FIGURA 4.

AO-OH + R+ > AO-O+ +RH BDE Eqg. 1
Sendo: AO-OH, antioxidante; Re radical livre; AO-Os, antioxidante

oxidado e RH radical livre neutralizado.

SET-PT
/ Res + AO-OsH* \
Re + AO-Os*H —°H » ResH + A0-0« HAT
I\ ETE/ _ o
+H*
Re + AO-Oee
SPLET

FIGURA 4. Esquema dos processos HAT, SET-PT e SPLET.



1.2.2 Transferéncia de um elétron e um préton (SET-PT)

No processo SET-PT, o antioxidante neutraliza a espécie radicalar
pela doacdo de um elétron e na sequéncia pela transferéncia de préton. A
reatividade deste mecanismo é dependente do pH e do potencial de ionizacédo
(IP). Esse mecanismo é favorecido em pH alto pois ha uma diminuicdo no
valor do potencial de ionizagao qual favorece a entalpia de dissociacédo de
proton (PDE).?” O SET-PT pode ser visualizado como uma sequéncia de

reacOes, equacOes 2 a 4 e na FIGURA 4.

AO-OH + R+ > AO-OH" + R™ IP Eq. 2
AO-OH"" + H,O - AO-O" + H30" PDE Eq. 3
R™+ H;O0" - RH + H,O Eq. 4

Sendo AO-OH, antioxidante; Re radical livre; AO-OH™" e AO-O,
antioxidante oxidado; R, radical reduzido e RH radical livre neutralizado.
Uma vez que SET aconteca os antioxidantes tornam-se espécies radicalares

catidnicas.

1.3.3 Perda de um proton seguido por transferéncia de elétron
(SPLET)

No processo SPLET, o antioxidante perde um proton formando um
anion e, em seguida, doa um elétron para o radical. A reatividade deste
mecanismo depende da polaridade do solvente, da afinidade do proton (PA)
e da entalpia da transferéncia de elétron (ETE). Como alguns dos
antioxidantes possuem ligacdo -OH esse processo é favorecido em &gua, pois
a formacdo de um anion esta relacionada diretamente com a forca acida do
hidrogénio o que favorece a afinidade do proton. O SPLET pode ser
visualizado como as seguintes reacdes, equacdes 5 a 7 e FIGURA 4,282

AO-OH = AO-O”+H* PA Eq.5

AO-O™ +Re > AO-O+ + R ETE  Eq.6
R +H* > RH Eq. 7



Sendo AO-OH, antioxidante; AO-O", antioxidante desprotonado; Re radical
livre; AO-Oe, antioxidante oxidado; R—, radical reduzido e RH radical livre

neutralizado.

1.3.4. Spin trapping e sequestro de radicais

O mecanismo de spin trapping seguido por ressonancia paramagnetica
de elétrons (RPE) ¢ um método analitico empregado para detectar e
identificar especies paramagnéticas com vida curta, como radicais livres e
EROs. Essa técnica envolve a reacdo desses radicais com um spin trap para
gerar adutos estaveis cujo sinal é detectado por RPE,**3! equagéo 8. Quando
as moléculas de antioxidante e spin trap estdo presentes, elas competem para
capturar os radicais livres, resultando em supresséo do sinal de RPE,* este
processo é observado na equacgéo 9. A identificacdo dos radicais capturados
é baseada nos perfis espectrais dos adutos formados, que sdo caracterizados
por constantes de divisdo de hiperfinas (interacdo entre o elétron e o spin do
nlcleo), largura da linha ou simetria.®®* Exemplos de moléculas de spin trap
sdo o- (4-piridil-1-6xido) -N-terc-butilnitrona (4-POBN), 5,5-Dimetil-1-
pirrolin-N-oxido (DMPO) e 2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMP).

ST + Re > (ST-R)* Eq. 8
Espécie diamagnética Aduto Ativo no RPE

ST + AO-OH + Re—> AO-O+ + (ST-nR)*+ RH Eq. 9
Espécie diamagnética Aduto Ativo no RPE
onde: ST é a molécula de spin trap, R ¢é o radical livre, (ST-R)+ € 0 aduto
formado entre ST ¢ Re, AO-OH é o antioxidante, AO-O¢ ¢ o antioxidante
oxidado, RH é o radical livre neutralizado e (ST-nR)+ é o aduto formado

entre 0 ST e o radical livre ndo capturado pelo antioxidante.

O mecanismo de sequestro de radicais estd associado a radicais
estaveis com vida longa, tais como, radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

(DPPHe) e cation de radical 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-



sulfénico) (ABTS™). As moléculas antioxidantes neutralizam esses radicais
por meio da doacdo de um atomo de hidrogénio ou elétron, resultando no
desaparecimento do sinal RPE. Esse processo é observado na equacédo 10, e
ocorre de forma diferente em comparacdo com o método de spin trapping.
Em suma, no mecanismo de sequestro de radicais o sinal de RPE esta
presente no inicio e diminui quando o antioxidante € adicionado, enquanto o
sinal de RPE ¢ gerado ao longo da medida por causa de formacéo de adutos
de spin no mecanismo spin trapping.
SRe + AO-OH > SRH + AO-O- Eq. 10

Ativo no RPE

Tempo de vida longo
onde: SRe ¢ o radical estavel, AO-OH é o antioxidante, AO-Oe ¢é o

antioxidante oxidado e RS-H é o radical estavel neutralizado.

1.4 Complexos metalicos como antioxidantes

As propriedades quimicas dos complexos metalicos podem ser
projetadas usando diferentes metais e ligantes, o que possibilita seu
desenvolvimento para aplicacbes especificas. O interesse na sintese e na
avaliacdo da atividade de complexos metalicos com ligantes biologicamente
ativos vem crescendo ao longo do tempo.3*%3¢ A combinagdo entre as
propriedades redox dos ions metalicos e dos diferentes ligantes € uma
abordagem promissora para desenvolvimento de compostos antioxidantes

eficazes que podem atuar através de diferentes mecanismos.®’

Comumente os antioxidantes que auxiliam no combate de radicais
livres no organismo e em alimentos sdo provenientes de fontes naturais,®
como por exemplo, frutas, sementes, legumes, cha e vinho séo ricos em
compostos organicos com alto poder antioxidante como os flavonoides,
flavonas, acidos fendlicos, acidos hidroxicinamicos, entre outros.®® Esses

antioxidantes naturais apresentam em sua estrutura grupos acidos



carboxilicos (para os &cidos) ou um grupo hidroxila e um grupo oxo
proximos (para flavonoides e flavonas), podendo se coordenar a centros
metalicos formando complexos estaveis uma vez que, em sua maioria, essas
moléculas se ligam ao metal como quelatos atraves da coordenagdo dos

atomos de oxigénio.36:40

A formagdo de complexos com antioxidantes naturais é favorecida
para metais em baixo estado de oxidacao e de spin baixo, pois a presenca de
uma ou mais cadeias de anéis aromaticos nesses compostos permite o
fortalecimento da ligacao por retrodoagdo, como no complexo apresentado
na FIGURA 5. A coordenacdo de um ligante com caracteristica antioxidante
a um centro metalico permite a modulacdo das propriedades de ambos com
as seguintes vantagens: (a) a quelacdo do grupo funcional para regular a
solubilidade; (b) a estabilizacéo do radical fenoxila formado pela assisténcia

do fon metélico no processo redox inter- e intra-molecular.®

a OCHjs 0

OH

OOOH

HsC OH

FIGURA 5. Estruturas quimica do complexo [Ru(phen).(hesperidina)]*
como exemplo de um complexo metédlico com antioxidantes naturais na
esfera de coordenacdo.*4?

Os flavonoides, flavonas, acidos cindmicos, polifendis e carotendides
possuem estruturas com aneis aromaticos e apresentam absorgdo no espectro
de UV-vis na regido até ~ 380 nm. A coordenacéo desses ligantes deslocam
a absorcao para a regido do vermelho, sendo um bom indicativo se houve a

formacéo do complexo.*® Além disso, esses antioxidantes sdo luminescentes



e a diferenca nas propriedades emissivas do ligante livre para o complexo

formado também pode ser um indicio da coordenagéo.*?

1.5 Complexo de Mg(l1)

O magnesio(ll) é essencial em um numero notavel de processos
bioldgicos, nos quais desempenha papel estrutural e/ ou catalitico, e sua
deficiéncia também afeta o sistema enzimatico antioxidante; entretanto, o
mecanismo por tras desses efeitos ainda ndo é totalmente compreendido.*+*°
O Mg(ll) é um écido duro e forma, preferencialmente, complexos
hexacoordenados com ligantes que possuam atomos de oxigénio,*¢*" em
especial aqueles que contém grupo acido carboxilico. Por exemplo, a
interconversdo entre a coordenacdo monodentada (por meio de hidroxila)
para bidentada por meio do grupo acido carboxilico no controle da

reatividade de complexo de Mg(Il) foi estudada.*®

Assim, a coordenacdo de produtos naturais como flavonoides,
flavonas, acidos fenolicos, entre outros, € uma boa alternativa para a
coordenacdo ao Mg(ll). Além disso, a formacdo de complexo entre um
produto natural e 0 magnésio apresenta a vantagem de possuir solubilidade
em agua. Por exemplo, um complexo de Mg(ll) contendo o flavonoide
quercetina mostrou um aumento na atividade antioxidante em comparagao

com a quercetina livre para neutralizacdo de radicais livres.*

Assim, a escolha pela coordenagdo de produtos naturais ao Mg(ll)
surge como uma alternativa. No caso do &cido ferdlico, este pode ser ingerido
por seres vivos sem riscos toxicologicos (LDsy de 3200 mg/kg para
camundongo),®® sendo que em média uma pessoa que segue uma dieta
mediterranea ingere diariamente de 150-250 mg desse acido.>® Além de estar
associado ao combate de radicais livres e melhora de diversas doengas como

cancer, problemas cardiacos e diabetes.*
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Além disso, ligantes N,N-aromaéticos quelantes neutros também
podem ser empregados para controlar a esfera de coordenacdo em complexos
de Mg(Il) hexacoordenados. Entre os muitos ligantes investigados, 1,10-
fenantrolina (phen) fornece uma selecdo de complexos Mg-phen com
numero variavel de moléculas de &gua coordenadas, como [Mg(phen),
(H20)2]*",* [Mg(SO4)(phen)(H20)s],** e [Mg(phen)s]**.*2

1.6 Embalagens inteligentes- A seguranca alimentar

A melhoria de vida, decorrente da nossa sociedade industrial, tem
levado a um crescimento populacional significativo com projecdes de um
aumento de 50 % da populacdo mundial para 2050. Isso exigira o dobro da
demanda de alimentos atuais e implicara em varios desafios no que se refere

a manutencdo da seguranca alimentar e sustentabilidade.>®

Frente a esse cenario, é necessario 0 uso de pesticidas (fertilizantes,
inseticidas, fungicidas, herbicidas e outros) nas areas agricolas bem como o
uso de aditivos para garantir o transporte, a conservagao e aumentar o tempo

de prateleira de alimentos pereciveis.>**

Em resumo, o mundo precisa de uma rede alimentar aonde os
alimentos cheguem as pessoas, todos os dias, em todos os lugares de maneira
acessivel e inteligente oferecendo uma dieta nutritiva com qualidade e sem
desperdicios. Para atingir esse objetivo, precisamos ser mais produtivos e
eficientes na forma como cultivamos e criamos os animais. Aléem da maneira
e dos cuidados adotados para conservacao e transporte de alimentos para o
consumo humano como carne, leite e derivados.® E importante ressaltar a
preocupacdo com a deterioracdo por processos quimicos e microbioldgicos.
Em todos os setores da industria, existem diretrizes definidas que
determinam como o produto € fabricado e armazenado para garantir a

seguranca ao redor.>"8
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A carne é um dos muitos tipos de alimentos que degradam
rapidamente se ndo forem refrigerados ou mantidos em condigdes ideais.>®
Para evitar alteracbes nas qualidades organolépticas (cor, sabor etc..) e nas
propriedades dos alimentos pereciveis, sdo adicionados compostos que
evitam a degradacao os quais podem ser misturados diretamente a estes tais
como nitrito de sodio (200-500 ppm), EDTA (275 ppm), entretanto a
quantidade é limitada devido a problemas de salde.®® Outras estratégias
como a adicdo de antioxidantes e/ou compostos antimicrobianos e
antibacterianos em embalagens ativas sdo alternativas mais viaveis e

exploradas atualmente.5!

A incorporacdo de antioxidantes sintéticos como o BHA, BHT,
Tocoferol (vitamina E) em embalagens poliméricas ajudam a manter o apelo
e as qualidades saudaveis dos alimentos, retardando o ran¢co em gorduras,
salsichas e carnes secas, além de ajudar a proteger alguns dos nutrientes
naturais dos alimentos, como a vitamina A.%? Diacetato de sodio (3 %) e
lactato de sddio (5 %) estdo entre os aditivos antimicrobianos naturais mais

usados em carne processada.®®

A adicéo de antioxidantes naturais de extratos vegetais também e uma
alternativa viavel, em particular em filmes poliméricos onde aumentam a
estabilidade dos lipideos limitando a perda da qualidade nutricional e
sensorial. Nas condi¢cbes ambientes, oxigénio e a agua sdo fatores
importantes que afetam a vida Gtil e tempo de prateleira de alimentos
pereciveis. Nestes casos as embalagens poliméricas sdo essenciais na

preservacdo dos alimentos.

Entre os materiais para confeccdo de filmes pela metodologia de
“casting” e ‘“coating” para aplicagdo em embalagens a escolha por
biopolimeros vem sendo cada vez mais empregada e esses biopolimeros sdo

provenientes de acUcares, amidos, proteinas, entre outros. Os solventes
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escolhidos para dissolver esses polimeros devem ser bio-compativeis e de
baixa toxidade para o contato alimentar, como é o caso de agua e alguns
alcoois. E por altimo, os aditivos, que séo substancias adicionadas a mistura
(blenda), a fim de melhorar as propriedades do filme como maleabilidade e
diminuir processos de inchaco do filme pelo contato com o alimento.® Além
de certos aditivos que sdo adicionados deliberadamente para serem liberados
melhorando as propriedades do alimento que protege, como compostos

antioxidantes e antimicrobianos, estes fatos estdo resumidos na FIGURA 6.

Casting e Coating

Biopolimeros Solventes Aditivos

Agua e etanol ’

’ Proteinas | ‘Polissacarl’deos‘ | Lipidios | ’ Propnfﬁii\gesdo

De soja, trigo, Celulose, amido, Cera, triglicerideos, Melhorar e modificar Melhorar e modificar
milho, girassol, pectina, quitosana, acidos graxo propriedades do propriedades da
gelatina, caseina alginato material: plastificadores, embalagem:
emulsificantes, agentes antioxidantes,
crosslinking antimicrobianos,

‘ | Compostos ativos

farmacos,
intensificadores de
sabor

FIGURA 6. Representacdo esquematica dos componentes presentes em
biofilmes feitos por casting e coating.

Vale ressaltar a importancia da interagao entre o composto ativo (CA)
com o produto a ser protegido na embalagem, bem como com a matriz
polimérica no qual se encontra misturado. Estes fatores determinam o

método de acdo destes bem como a taxa de liberacéo controlada do CA.

A taxa de liberagdo do CA de um filme polimérico para um alimento

envolve trés etapas:®

1. difusdo dentro do polimero em direcdo a interface entre polimero e

alimento,

2. transferéncia de massa através da interface,
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3. dispersédo no seio do alimento.

Embalagem com liberacao controlada é uma tecnologia inovadora que
usa a embalagem como um sistema de entrega para liberar CA de modo a
diminuir a taxa de deterioracdo dos alimentos, melhorando assim a qualidade
e a seguranca dos alimentos durante o0 armazenamento prolongado, como
mostrado na FIGURA 7.

A quantidade de CA liberado ao longo do tempo pela embalagem ativa
nédo é constante e a tendéncia de liberacdo pode ser definida como uma taxa
de liberacdo rapida inicial, seguida por taxas mais lentas. Normalmente, a
etapa que controla a liberagéo é a difusdo do CA dentro do polimero devido

a resisténcia de movimentag&o.5¢¢’

[JEmbalagem =+ Composto Ativo

- ALIMENTO
- empo tempo . ) .

* ALIMENTO |

\_ . . . = /
Y

Difusdo a partir Cinética de reagdo
da embalagem do alimento

liberagio
deterioracio

tempo tempo

FIGURA 7. Mecanismo de acdo de um sistema com liberacdo controlada de
um composto ativo de uma embalagem para um produto.

Seydim e Sarikus®” mostraram que os 6leos de orégano e alho
incorporados em filmes a base de proteina de soro de leite foram eficazes
contra 0s microrganismos Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia Coli e Lactobacillus plantarum. Um outro exemplo é um filme
de celulose contendo lisozima que promove a liberacdo controlada desta
proteina por cinco dias, podendo aumentar o tempo de vida util de prateleira
de alimentos pereciveis. Este mesmo sistema, também apresentou atividade

antimicrobiana contra Listeria innocua parcialmente contra E. Coli.%®
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2 Objetivos
2.1 Geral

Desenvolver uma embalagem inteligente contendo um composto ativo
com propriedades antimicrobianas e antioxidantes imobilizado em um filme
polimérico com interesse em aumentar a resisténcia de carnes e seus

derivados e o tempo de vida util de prateleira.

2.2 Especificos

e Sintetizar os complexos do tipo [Mg(L-L)2(F)]?*, onde L-L= ligante
quelante de diferentes propriedades acido =« e F = &cidos fenolicos, e
caracterizar atraves de técnicas espectroscépicas de RMN e V.

e Efeitos da luz: Investigar a desativacdo do oxigénio singleto gerado
pelo estimulo luminoso a riboflavina pela técnica de RPE usando o
sequestrador de spin TEMP.

e Investigar a atividade antioxidante in vitro do complexo contra
diferentes radicais.

e Investigar a atividade in vitro do complexo contra fungos e bactérias
alimentares.

e Estudar matrizes poliméricas biodegradaveis para aplicacdo como

embalagens ativas contendo o complexo.

3 Material e Método

3.1 Sintese do complexo Mg-phen-fer

Em um bal&o volumétrico (50 mL) de trés bocas contendo metanol (15
mL) foram adicionados os reagentes Mg(CH3;C0OO),.4H,0 (0,86 g; 4,00
mmol), 1,10-fenantrolina (phen; 0,76 g; 4,20 mmol), e acido feralico (fer;
0,82 g; 4,20 mmol) e trietilamina (TEA; 580 pL, 4,20 mmol). A solucdo foi
mantida em atmosfera de N, agitacdo constante e aquecimento brando por

2 horas. No decorrer da reacdo o produto foi precipitado com coloragéo
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branco palido. Filtrou-se a solucéo e o solido obtido foi lavado com metanol
gelado e secado a vacuo, obtendo uma massa final de 650 mg. (rendimento
80 %).

3.2 Sintese do complexo Mg-phen-iso

Em um bal&o volumétrico (50 mL) de trés bocas contendo metanol (15
mL) foram adicionados os reagentes Mg(CH3;C0OO),.4H,0O (0,86 g; 4,00
mmol), 1,10-fenantrolina (phen; 0,76 g; 4,20 mmol), &cido isovanilico (iso;
0,70 g; 4,20 mmol) e trietilamina (TEA; 580 pL, 4,20 mmol). A solucéo foi
mantida em atmosfera de N, agitacdo constante e aquecimento brando por
2 horas. Apos esse tempo, filtrou-se a solucdo para retirar impurezas e
reduziu o volume para 3 mL. Adicionou-se 10 mL de agua gelada e deixou
12 horas na geladeira. Filtrou-se a solucdo e o solido acinzentado obtido foi
lavado com metanol gelado e secado a vacuo, obtendo uma massa final de
560 mg. (rendimento 70 %).

3.3 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos
no estado solido utilizando-se um espectrofotometro SHIMADZU com
transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21 na regido compreendida
entre 4000 e 200 cm™. As amostras no estado sélido foram diluidas em KBr

na propor¢ao 1/100 (amostra/KBr).

3.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram obtidos em um
espectrometro BRUKER DRX 400 MHz e 600 MHz pertencentes ao
laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de S&o Carlos. Para os experimentos de RMN foi
utilizado uma concentracéo igual a 4 mg/mL do complexo. Para aquisicao e

processamento dos dados foi utilizado o software Topspin (verséo 3.5 pl 7).
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3.4.1 RMN H

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (*H, *C, HMBC e
HSQC) foram obtidos em um espectrometro BRUKER 9,4 Tesla (400 MHz)
equipado com sonda de 5 mm BFO (smart probe com ATMA®) e bobina de

gradiente de campo em z.

3.4.2 Espectroscopia ordenada de difusdo em Ressonéancia
Magnética Nuclear (DOSY-RMN)

Para obter os mapas de DOSY-RMN uma sequéncia de pulso com
minimizacdo de correntes parasitas, empregando um comprimento de
gradiente de 1400 ps (delta), 5 ms de atraso de corrente parasita longitudinal
e 200 us do tempo de recuperacdo entre gradientes foram aplicados. Foi
utilizado um tempo de difusdo total de 60 ms (grande delta). Dezesseis
amplitudes de gradiente diferentes foram usadas; portanto, a forca dos
gradientes foi mantida variada entre 1,07 G.cm™ e 53,5 G.cm™. Para uma
boa relacéo sinal-ruido, 16 varreduras foram realizadas, separadas por 3 s de
retardo de reciclagem. O sinal do FID foi adquirido por meio da coleta de 32

k pontos de dados.

3.5 Espectrometria de massas

Espectrometria de massa de tempo de voo de quadrupolo de ionizacao
por eletropulverizacdo (ESI-QTOF-MS) foram realizadas no modo positivo
em um instrumento Xevo G2 (Waters Co). Os dados de MS de varredura
completa foram produzidos na faixa de massa de 50-1200 Da. Para os
experimentos de MS/MS por dissociacdo induzida por colisdo (CID),
argonio foi usado como gas de colisdo e a energia de colisdo foi aumentada
até que fosse observada fragmentacdo suficiente do precursor. As amostras
foram dissolvidas em metanol ou em &gua e introduzidas na fonte de ESI via
infusdo direta através de uma seringa de vidro de 250 uL e foram purgadas

com >1 mL de metanol puro entre cada amostra. As condic¢des da fonte ESI
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foram as seguintes: voltagem capilar 1,5 kV, voltagem do cone da amostra
30 V, fluxo do gas do cone (N,) 50 L/ hr, fluxo do gas de dessolvatacdo 750
L / hr, as temperaturas da fonte e da dessolvatagdo foram definidas 100 °C e
300 °C, respectivamente. Os dados foram analisados com o uso do software

MassLynx 4.1.

3.6 Espectroscopia de absorcdo eletronica na regiao do
Ultravioleta-Visivel (UV-vis)

Os espectros de absorcdo eletronica na regido do UV-vis foram
obtidos com o auxilio de um espectrofotdmetro de feixe simples Agilent
8453A. Celas de quartzo puro de caminho otico de 1,0 cm e 4,0 mL de
capacidade foram usadas nos experimentos. Para os estudos utilizando a
espectroscopia de absorcdo eletronica na regido do UV-vis, as solucdes
preparadas eram na concentracdo de 1,0 mg do complexo em 10 mL de agua,
sendo posteriormente diluida para se ter no final uma concentracédo igual a
7,5 pg/mL.

3.7 Luminescéncia

Os espectros de emissdo e de excitacdo foram obtidos por meio da
utilizacdo de um espectrofluorimetro Shimadzu modelo RF-5301 PC
(lampada de alta pressao de xenonio de 150W e uma fotomultiplicadora do
tipo R928). Para os estudos utilizando luminescéncia, as solucdes preparadas
eram na concentracdo de 1,0 mg do complexo em 10 mL de agua, sendo
posteriormente diluida para se ter no final uma concentracdo igual a 7,5

pg/mL.

3.8 Determinacéo do pKa utilizando o método colorimétrico
O pKa do complexo foi determinado pelo método colorimétrico.
Solucdes de concentracdo igual a 7,5 pug/mL do complexo foram preparadas

na faixa de pH entre 2 a 12. Antes de cada medida a solugéo foi mantida em
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repouso por meia hora para que o sistema entrasse em equilibrio. Foi
avaliado o comprimento de onda de 380 nm, considerando a seguinte

Equacéo 11 para obter o valor de pKa.®®

pKa __ log Ka _ log (Abeorma basica — AbSmistura x [H+]mistura> Eq 11

Absmistura — AbSforma acida

3.9 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica foi realizada com um bipotenciostato/
galvanostato uStat400. Uma matriz eletroquimica impressa em plastico
formada por um eletrodo de trabalho (d = 4 mm) e contra eletrodo feito de
carbono vitreo e prata como eletrodo de referéncia foi usada para as
medicdes. As medicdes foram feitas a temperatura ambiente em &gua pura e
em uma solucéo tamponada (50 mmol/L, pH 4,5, 7,4 e 10,0) contendo 0,1
mol/L de KCI como eletrolito de suporte e 5 mg do composto em 1 mL de

solucéo.

3.10 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante do complexo Mg-phen-fer frente aos radicais
estaveis e espécies reativas do oxigénio foi investigada in vitro por
procedimentos colorimétricos e por ressonancia paramagnética de elétrons
(RPE). Os experimentos de RPE foram realizados utilizando-se de um
espectrometro Varian E109 operando em banda X, frequéncia de 9,32 GHz,
poténcia microondas de 20 mW e amplitude de modulacdo de 1 mT usando

uma cavidade padrao retangular.

3.10.1 Ensaio com o vradical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPHe)

Foram preparadas solugdes estoque do radical DPPHe na concentracao
de 1,2 mmol/L em metanol, do complexo na concentracdo 1 mg/mL em agua
destilada e do padrdo BHT na concentracéo de 1,52 mmol/L em metanol. Em

seguida variados volumes de complexo e BHT foram adicionados em

19



eppendorfs para variar a concentracdo, sendo adicionado metanol na
sequéncia e por ultimo um volume fixo 150 uL de DPPHe para todas as
amostras. No final cada solugdo continha um volume final de 2 mL. A
solucdo reacional foi agitada em vortex por 30 segundos e deixada no escuro
por 1 hora. Apos esse tempo, foram feitos espectros de UV-vis de cada

amostra e acompanhou a banda em 517 nm.”®

O valor de ICs relacionado com a porcentagem de inibic¢ao do radical
DPPH?- foi obtido pela Equacédo 12:

Ag—A

) X100% Eq. 12

0

Onde: %l e porcentagem de inibicdo, A, € a absorbancia da amostra
padrdo sem analito no comprimento de onda de 517 nm, A é a absorbancia

da amostra com analito no comprimento de onda de 517 nm.

3.10.2 Ensaio com o radical 2,2’-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina
-6-acido sulfonico (ABTS™)

O radical ABTS" foi gerado a partir da reacdo entre 5,2 mL de uma
solucdo aquosa do sal de ABTS com concentragao de 7 mmol/L e 92 L de
uma solucdo aquosa de persulfato de potassio (K;S;0g) de concentracdo
igual a 140 mmol/L, em seguida, essa solu¢do foi mantida em repouso no
escuro por 16 horas para formacdo do radical. Variados volumes de
complexo e BHT séo adicionados em eppendorfs para variar a concentracéo,
sendo adicionado agua destilada na sequéncia e por Gltimo um volume fixo
30 L de da solucéo do radical ABTS"" para todas as amostras. No final cada
solucdo continha um volume final de 2 mL. A solucdo reacdo deixada no
escuro por 10 minutos. Apos esse tempo, foram feitos espectros de UV-vis

de cada amostra e acompanhou a banda em 630 nm."*
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O valor de ICs relacionado com a porcentagem de inibic¢ao do radical
ABTS"" foi obtido pela equacéo 13:

Ap—A

) x100% Eq. 13

0

Onde: %l é porcentagem de inibicdo, Ao € a absorbancia da amostra
padrdo sem analito no comprimento de onda de 630 nm, A ¢ a absorbancia

da amostra com analito no comprimento de onda de 630 nm.

3.10.3 Ensaio com radical peroxila (ROQe)

O radical peroxila (ROO¢) foi gerado pela formacgdo continua desse
radical pela decomposicdo térmica a 37 °C por 30 minutos do 2-2’-azobis-
(2-amidinopropano)-dihidrocloreto (AAPH).”> A formacdo do radical
peroxila foi monitorada com o sequestrador de spin a-(4-piridil-1-0xido)-N-
terc-butilnitrona (POBN). Foram preparadas solugdes de volume de 100 pL
contendo: 20 pL AAPH (50 mmol/L), 20 uL POBN (50 mmol/L) e para o
complexo Mg-phen-fer variou a concentracdo de 0,8 pg/mL até 16 pg/mL.
Apds a 30 minutos de aquecimento de cada amostra, foi transferida para um
capilar de quartzo e medido da cavidade do RPE. Os espectros de RPE foram

gravados a cada 30 s.

As condicdes das medic¢des no RPE foram as seguintes: frequéncia de
microondas 9,5 GHz, frequéncia de modulacdo 100 kHz, poténcia de
microondas 5,0 mW, amplitude de modulagéo 2 G, largura de varredura 200

G, constante de tempo 0,128 s e temperatura 298 K.

O valor de ICs, relacionado com a porcentagem de inibicdo do

oxigénio singleto foi obtido pela equacéo 14:

Ag—A

)x100% Eq. 14

0
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Onde: %l é porcentagem de inibicdo, Ao € a intensidade do espectro
de RPE da amostra padrdo sem analito, A é a intensidade do espectro de RPE

da amostra com analito.

3.10.4 Oxigénio Singleto

O oxigénio singleto (*O,) foi gerado pela irradiacdo continua da
riboflavina com luz de 420 nm pelo periodo de 30 min.” A formacdo de
oxigénio singleto foi monitorada com o sequestrador de spin 2,2,6,6-
tetrametil-4-piperidinol (TEMP). Foram preparadas solugdes de volume de
1 mL contendo: 130 puL TEMP (1,15 mol/L), 150 pL riboflavina (3 mol/L)
e para o complexo Mg-phen-fer variou a concentragéo de 165 ng/mL até 4,95
ug/mL e volume final completado com tampao PBS pH 7,4. Apos a 30
minutos irradiacdo de cada amostra, foi transferido para um capilar de
quartzo e medido da cavidade do RPE. Os espectros de RPE foram gravados

a cada 30 s.

As condicdes das medicdes no RPE foram as seguintes: frequéncia de
microondas 9,5 GHz, frequéncia de modulacdo 100 kHz, poténcia de
microondas 20 mW, amplitude de modulagédo 2G, largura de varredura 200

G, constante de tempo 0,128 s e temperatura 298 K.

O valor de ICs, relacionado com a porcentagem de inibigdo do

oxigeénio singleto foi obtido pela equacao 15:

Ag—A

)x100% Eq. 15

0

Onde: %I é porcentagem de inibigéo, Ao € a intensidade do espectro
de RPE da amostra padrdo sem analito, A é a intensidade do espectro de RPE

da amostra com analito.

22



3.10.5 Estudos com a riboflavina

3.10.5.1 Ensaio riboflavina em diferentes pH’s e atmosferas
Fez-se uma solucdo saturada de riboflavina (Rf) em tampéo fosfato
pH 7,4 e filtrou-se para retirar o sélido ndo dissolvido. Adicionaram-se 170
uL da solucdo de Rf em 3 mL de solucdo de pH 7,4 obtendo-se uma
concentracdo final da Rf igual a 9,5 pmol/L (Assonm = 0,1). Essa solucéo foi
irradiada (Mrr = 450 nm) de 3 em 3 minutos por 15 minutos e as mudancas
foram acompanhadas por UV-vis e por luminescéncia (Aexc = 375 nm). As

atmosferas utilizadas foram ar, O, e N..

3.10.5.2 Ensaio riboflavina em tampao fosfato pH 7,4 e

diferentes atmosferas na presenca do complexo Mg-phen-fer
Fez-se uma solucdo saturada de riboflavina (Rf) em tampé&o fosfato
pH 7,4 e filtrou para retirar o sélido ndo dissolvido. Preparou uma solucao
concentrada de complexo de concentracéo inicial de 1 mg/mL em tampao
pH 7,4. Em uma cubeta, adicionaram-se 170 pL da solucéo de Rf (Assonm =
0,1), variou a concentracdo de complexo de 4, 7, 9, 11, 13 e 15 pg/mL e
completou com tampé&o pH 7,4 para no final obter um volume final de 3 mL.
Cada solucéo foi irradia (Mrr = 450 Nm) de 3 em 3 minutos por 15 minutos
e as mudancas foram acompanhadas por UV-vis ¢ por luminescéncia (Agxc

= 375 nm). As atmosferas utilizadas foram ar, O, e No.

3.10.5.3 Stern-Volmer — Tempo de vida da riboflavina em

diferentes atmosferas na presenca do complexo Mg-phen-fer
Os tempos de vida de emissdo da Rf foram medidos atraves do método
de contagem de fétons unicos correlacionados no tempo (TCSPC) (Becker
& Hickl), em um sistema composto por um controlador PicoHarp 300, driver
PDL 800-B e por um detector da Becker & Hickl. As amostras foram

excitadas com um laser de diodo pulsado de 450 nm (PicoQuant LDH series)
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e 0s decaimentos foram monitorados no comprimento de onda maximos de
emissdo (525 nm). O software Origin 2019 foi utilizado para o ajuste dos
dados experimentais de decaimento da fungdo monoexponencial, baseado no

método de ajustes de fun¢des nao lineares por minimos quadrados.

A concentracdo da Rf foi mantida constante e igual a 0,38 pug/mL e
variou o complexo de uma a cinco vezes maior que essa concentracgéo (0,38
a 5,70 pg/mL), a solucdes foram feitas em tampéo fosfato pH 7,4. Esse

procedimento foi feito para as atmosferas de O,, N e ar.

Os estudos realizados com os filmes e a aplicacdo microbiologica do
complexo foram feitos em parceria com a Professora Sara Limbo na

Universita degli Studi di Milano no laboratério PackLab.

3.11 Filmes - Casting

O filme de amido de tapioca contendo o complexo foi obtido pelo
processo de casting, neste, 1 g do polimero (5% Mamido/Msolvente), 250 Mg
(25% mgiicerol/Mamido) de glicerol e 15 mL de agua deionizada foram
misturados e essa solucéo foi aquecida e agitada até a gelatinizacdo a 75 °C
em um banho quente. Em 5 mL de &gua deionizada foram adicionados 10
mg de complexo até total solubilizacdo, essa solucéo foi entdo adicionada a
solucdo polimérica formando a blenda final. Essa blenda foi entdo vertida
em placa de petri plastica de area igual a 56,75 cm? (& = 8,5 cm). O filme
foi seco por 24-27 horas em 37 °C e 60 % de umidade relativa dentro de uma
estufa com ventilacdo. Os filmes padrdo seguiram 0 mesmo procedimento,
porém os 20 mL de agua foram adicionados de uma vez. A espessura foi
medida usando um micrometro digital Mitutoyo. Os filmes foram guardados

em dessecador.

O filme de gelatina contendo o complexo foi obtido pelo processo de

casting, neste, 0,5 g do polimero (5 % Mgelatina/Msolvente), 100 mg (20 %
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Mgiicerol/Mgelatina) de glicerol e 7 mL de agua deionizada foram misturados e
essa solucdo foi aquecida e agitada até a gelatinizacdo a 90 °C em um banho
quente. Em uma solucdo de 3 mL de &4gua deionizada foram adicionados 10
mg de complexo até total solubilizacéo, essa solucdo foi entdo adicionada a
solucéo polimérica formando a blenda final. Essa blenda foi vertida em placa
de petri plastica de area igual a 56,75 cm? (@ = 8,5 cm). O filme foi seco por
16-18 horas em 23 °C dentro de uma estufa com ventilagcdo. Os filmes
padrbes seguiram 0 mesmo procedimento, porém os 10 mL de 4gua foram
adicionados de uma vez. A espessura foi medida usando um microémetro

digital Mitutoyo. Os filmes foram guardados em dessecador.

3.12 Caracterizacao dos filmes

3.12.1 Massa seca
Metade de filmes, tanto de amido quanto de gelatina, foram colocados
dentro de uma estufa a 103 °C até que a variagdo de peso fosse constante. O

mesmo foi feito para os filmes contendo o complexo.

3.12.2 Atividade da agua

Os experimentos para avaliar a influéncia e efeitos da atividade da
agua (aw) sobre os filmes, foram realizados a temperatura de 25 °C utilizando
0 equipamento Aqualab 3TE (Decagon Devices Inc., USA). Os

experimentos foram realizados em duplicata.

3.12.3 Transparéncia-opacidade

As medidas de transmitancia da difusdo optica e a transparéncia foram
realizadas com o espectrofotometro UV-vis Lambda 650 (PerkinElmer)
equipado com uma esfera integrativa de 150 mm. Para cada formulacdo dos
filmes preparados foram medidos os valores de Ty, T,, Tz e T4 (TABELA 1)
os quais foram usados para definir o valor final de transparéncia-opacidade,

seguinte equacao:
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%Transparéncia = (% — ?) x 100%
2 1

Sendo os termos T; a T, definidos na TABELA 1.

TABELA 1. Significado dos termos Ti, T,, T3 e T4 para o célculo de
opacidade dos filmes.

Corpo | Padrdo de N
Termo | Amostra o Representacao
Negro® | Refletancia

T1 Nao N&o Sim Luz incidente
T, Sim N&o Sim Total luz transmitida pelo filme
T3 Nao Sim N&o Luz desviada pelo equipamento

) . N Luz desviada pelo equipamento
T4 Sim Sim Nao
e amostra

1Corpo negro é um dispositivo para evitar disperséo de luz.

3.12.4 Infravermelho

Os espectros de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
dos filmes sem e com o complexo adicionado foram adquiridos com reflexéo
total atenuada (ATR) utilizando o espectrofotdmetro FTIR Spectrum 100
(PerkinElmer) equipado com um acessorio de ATR de cristal (Ge/Ge) a

temperatura ambiente. Foram realizadas 64 varreduras para cada medida.

3.13 Estabilidade térmica e reatividade com oxigénio do ar
Para estes estudos os filmes foram armazenados dentro de sacos

plasticos com ar ou no vacuo em temperaturas constantes de 30 °C e 40 °C.

Apos intervalos de tempo de 12 horas os filmes eram retirados dos sacos

plasticos e realizadas medidas de infravermelho na regido de 650 a 4000 cm”
1.
3.14 Permeabilidade ao oxigénio

A taxa de permeabilidade ao oxigénio dos filmes de amido sem e com

0 complexo foram determinadas sob umidade relativa de 40 % e temperatura
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de 23 °C com o permeabilimetro Extrasolution modelo MultiPerm para O..
Para o filme de gelatina, a taxa de permeabilidade de oxigénio foi
determinada para umidade relativa de 20 % e temperatura de 23 °C. Para as
medidas foi utilizado condicionamento alto do equipamento e medidas

comecgaram apos condicionamento.

3.15 Liberacéo controlada

A liberacao controlada do complexo de Mg(ll) dos filmes foi avaliada
nos seguintes estimulantes/simuladores alimentares: 100 % agua deionizada
para sistemas alimenticios aquosos, 1:1 (etanol:agua deionizada) para
simular o teor alcodlicos de alimentos e 9:1 (etanol:dgua deionizada) para
simular o teor de gordura de alimentos. Os experimentos foram realizados a
temperatura ambiente (25 °C) e com imersao total no meio. A cinética de
liberagdo foi monitorada por espectroscopia UV-vis no comprimento de
onda de 310 nm. Neste comprimento de onda o filme sem o complexo néo

absorve luz.

O seguinte procedimento foi usado no preparo das amostras: cortes de
0,5:0,5 cm (0,025 cm?) de filme sem o complexo (controle) e contendo o
complexo (aproximadamente 0,006 mg dos complexos em cada corte de
filme) e 3 mL do estimulante foram colocados em frascos transparentes de
10 mL. Em intervalos de tempo predeterminados foram obtidos os espectros

de absorcéo da solucéo.

A partir de uma curva de calibracdo (Equacao 16) realizada para o
complexo, determinou-se a concentracdo do complexo liberado do filme em

funcdo do tempo de exposicao.

Mg-phen-fer [] = 0,0349abs — 0,0049 (R? = 0,9998) Eq. 16
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3.16 Escurecimento da maca

Os experimentos de escurecimento de macas foram realizados a partir
de medidas colorimétricas (colorimetro MINOLTA Chroma Meter mod.
CR210) dos dois lados de fatias de macas (corte triangular) em funcao do
tempo (a cada 30 minutos por um periodo de 3 horas). O equipamento foi
padronizado contra um ladrilho branco (L* = 97,63, a* = -0,68, b* = 2,77).

O método utilizado para a quantificacdo da cor foi baseado na esfera
colorida de Hunter,” onde as coordenadas sdo representadas por L* que
indica luminosidade; coordenada a* indica vermelho (+) ou verde (-); e
coordenada b* que indica amarelo (+) ou azul (-). A partir dos valores de
Hunter L*, a*, b*, a diferenga de cor total (AE), Equacao 17.

AE*ab = [(AL)? + (Aa*?) + (Ab*?)]/2  Equagho 17

Um dos lados da macé foi recoberto com o filme de amido sem o
complexo (controle) e o outro lado com o filme contendo o complexo, sendo

as bandejas cobertas com filme pléstico.

O valor de AE* (Eq. 17) foi utilizado para verificar a alteragdo de
coloragdo da macé, indicando a magnitude da diferenca de cor entre tempos
distintos. A escala abaixo € utilizada para verificar a diferenca entre duas

cores:’®

e AE*ab<0,2: diferenca ndo perceptivel,

e 0,2 <AE*ab< 0,5: diferenca muito pequena,
e 0,2 <AE*ab< 0,5: diferenca pequena,

o 2<AE*ab< 3: diferenga pouco perceptivel,
o 3<AE*ab< 6: diferenga perceptivel,

e 6<AE*ab< 12: grande diferenca,

e AE*ab> 12: cores diferentes.
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3.17 Microbiologia

Para este estudo foram realizados testes com as seguintes linhagens de
Bactérias: Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Samonella ssp, Escherichia coli, Pseudomonas putida,
Pseudomonas fluorescens S8, Pseudomonas fluorescens S9. As linhagens de

Fungos: Aspergillus niger, Penicillium notatum, Rhizopus oryzae.

A atividade antimicrobiana do complexo foi testada, empregando dois
meios de culturas, em particular o caldo de soja tripticaseina para bactérias
e caldo de extrato de malte para fungos. Os microrganismos que foram
inoculados e tiveram sua dispersdo na forma de uma suspensao de esporos,
no mesmo meio de cultura, com densidade ¢ptica (OD) a 600 nm entre 0,4<
OD< 0,5.

3.17.1 Preparo das bacterias

As cepas bacterianas Staphylococcus aureus, Pseudomonas putida,
Pseudomonas fluorescens S8, Pseudomonas fluorescens S9 foram cultivadas
em meio de caldo de soja tripticaseina (TSB) a 30 °C por 24 horas, enquanto
as demais cepas foram cultivadas no mesmo meio de cultura, poréma 37 °C.
Com os microrganismos crescidos, foram suspendidos em agua deionizada

para serem inoculados.

Ap0s o preparado do meio TSB com 8 g/L de &gar, foi esterilizado a
118 °C por 20 minutos. Em placas de petri foram adicionados 13 mL do meio
preparado anteriormente e inoculados 300 pL da suspencdo de bactérias.
Apos solidificacdo do meio, 5 uLL de solugdo de diferentes concentracdes do
complexo e ligante foram inoculados na superficie do meio solidificado.
Apbs 24 horas de incubacdo na temperatura de 30 °C ou 37 °C, dependendo

do patdgeno, foi verificado se houve crescimento bacteriano.
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Para o ligante &cido ferulico, foram dissolvidos em 100 pL de etanol
e completado a diferenca com agua deionizada e esterilizada para obter a

concentragao desejada.

As culturas de controle (controle negativo) foram sempre preparadas
para as bactérias em meio de caldo de soja tripticaseina com &gar, porém sem

0s complexos e ligante somente o solvente utilizado (agua).

3.17.2 Preparo dos fungos

Os bolores foram cultivados em meio de agar com extrato de malte
com a seguinte composicao: 8 g/L de agar, 20 g/L de extrato de malte, 2 g/L
de peptona de soja, 20 g/L de glicose, o pH foi ajustado para pH 5,8 e 0 meio
foi esterilizado a 118 °C por 20 min. As culturas de fungos foram incubadas
a 30 °C por até 14 dias nesse meio para crescimento. Com 0s microrganismos

crescidos, foram suspendidos em agua deionizada para serem inoculados.

Em tubos falcon, diferentes massas do complexo foram solubilizadas
e agitadas em 3 mL de agua esterilizada sendo seguido pela adi¢do de 7 mL
de MEA esterilizado a 118 °C por 20 minutos. Esta solucdo foi versada em
placas de petri e apds solidificacdo do meio 5 uL de solugdo dos esporos dos
fungos foram inoculados na superficie do meio solidificado. Apds 48 horas

de incubacdo em 30 °C, foi verificado o crescimento ou dos fungos.

Para o ligante acido fertlico, a massa foi dissolvida em 300 pL de
etanol, seguida pela adicdo de 10 mL de MEA esterilizado a 118 °C por 20

minutos. Sendo o resto do procedimento 0 mesmo para 0s complexos.

As culturas de controle (controle negativo) foram sempre preparadas
tanto para os fungos em MEA sendo a mesma composi¢do, porém sem 0s

complexos ou ligante.
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3.18 Atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)

A cinética de Michaelis-Menten foi avaliada de acordo com o método
espectrofotométrico desenvolvido por Ellman.” Uma solucéo estoque de 0,1
mg/mL foi preparada dissolvendo o complexo em tampao tris-HCI (pH 8,0).
Diluicdes em uma concentracédo de 0-20 ug/mL foram usados para os estudos
de inibicdo. Misturas contendo 0-50 puL de complexo; 2,64 mL de uma
solucdo contendo 50 mmol/L de tampdo tris-HCI (pH 8,0), 100 uL de 10
mmol/L acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB, reagente de Ellman),
volumes variaveis de 1,38 mmol/L de iodeto de acetiltiocolina foram
incubadas em temperatura ambientes. Posteriormente, a reacéo foi iniciada
com adigdo de 50 pL de solucdo enzimatica (5,0 U/mL de AChE). A
hidrolise do substrato pode ser observada pela formagdo de um composto
amarelo (5-tio-nitrobenzoato). A absorbancia foi medida a 412 nm. As
medicOes foram feitas por 15 minutos considerando a velocidade inicial

referente aos primeiros 5 min da reacdo.

3.19 Ensaio de 1Csp em células de neuroblastoma humano SH-
SY5Y

A linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y foi cultivada em
meio de cultura DMEM/DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium -
Gibco.) suplementado com 1 % Piruvato, aminoacidos 100a ¢ 10 % ATB
(antibidtico). Durante o crescimento as células foram mantidas em garrafas
de cultivo (75 mL) a 37 °C em estufa com atmosfera de 5 % de CO,. Ao
atingirem o crescimento necessario (80 % de confluéncia) o meio de cultura
foi removido da garrafa e as células foram tratadas com 2 mL de uma solucéo
10 % de tripsina/EDTA (enzima que quebra ligacGes covalentes e solta as
células das garrafas) e deixadas reagir por 2 minutos. A tripsina foi
neutralizada utilizando 2 mL do meio de cultura e a suspenséo resultante foi

transferida para um tubo cénico e centrifugada a 1200 RPM (rotacGes por
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minuto) por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de
células foi suspendido novamente em um novo meio DMEM/DMEM-F12.
Por fim, a suspensdo foi semeada em uma placa de 96 pocos com

concentracdo final de 2,0x10* células/poco.

Apbs 24 horas em estufa para um processo de adesdo a placa
multipocos, a linhagem SH-SY5Y foi tratada com uma diluicdo em série do
complexo Mg-phen-fer dentro de uma faixa de concentracdo de 200 — 0,39
KUM. Para o ensaio de ICs as placas tratadas com o complexo foram mantidas
em estufa a 37 °C e atmosfera 5 % de CO, por 24 horas. Ao fim do tempo de
incubacéo as placas foram tratadas com uma solucdo 0,75 mg/mL de MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio) e deixadas por no minimo 3
horas em estufa. O meio de cultura foi entdo retirado dos pogos e adicionou-
se 100 pL de DMSO em cada pogo. A leitura de absorbancia da solucao
resultante foi realizada em um leitor de Elisa (Thermo Plate TP-READER)
com filtro em 540nm e a porcentagem de viabilidade celular calculada de

acordo com a Equacéo 18:

% células viaveis = (%) x 100% Eq. 18
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4 Resultados e Discussao

4.1 Sintese e Caracterizagao

O complexo principal deste trabalho é o complexo de Mg(ll) que
contém os ligantes acido ferdlico (fer) e 1,10-fenantrolina (phen) designado
como Mg-phen-fer. Contudo, o complexo que contém o &cido isovanilico
(iso) foi usado para determinar todo o protocolo de elucidacédo estrutural

dessa classe de complexos, sendo denominado Mg-phen-iso.

4.1.1 Sintese

A sintese do complexo de Mg(ll) utiliza-se de Mg(CH3;COO),, 1,10-
fenantrolina (phen) e um acido fenolico na proporgdo 1: 1: 1 em metanol
com TEA, ESQUEMA 1. A reacdo baseia-se em outros procedimentos nos
quais o grupo de pesquisa vem trabalhando.*#? Os é&cidos fendlicos
utilizados foram o &cido isovanilico (iso) e acido ferulico (fer).

fo) Vel /\ .
e ~ )N Sdlido branco
7 N D + MgAc, + D/\/KOH — > formado em
=N N= HO A meon

Ac. Ferilico solucio

H NS - .
OH 2 J Sélido cinza
7 N Y + MgAc, + - DAO —_— formado em
=N N= (o} A MeOH

> solucao
Ac. Isovanilico ¢

ESQUEMA 1. Esquema reacional para obtencéo dos complexos de Mg(ll).

Independentemente do acido fenolico utilizado, a reacdo levou a
formacdo de wuma mistura de complexos hexacoordenados e

tetracoordenados ilustrados na FIGURA 8.

Todas as tentativas para obten¢do de um mono cristal que permitisse
a analise estrutural do complexo falharam. Por este motivo a geometria do
complexo foi otimizada por calculo computacional usando a teoria do
funcional de densidade (DFT) para corroborar com o0s dados obtidos

experimentalmente a partir das caracterizagdes por infravermelho (I1V),
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espectrometria de massas (massa ESI), espectroscopia de RMN e

propriedades espectroscopicas.

]
X \N 7 \
O, _“\\\N = o O/“,"l\|/| 2\+\‘N\
O—g >—< Mgt <©_< 'S
HO | _ /N l X
NS
—O0
[ ’|“
HO / N~ O,
\ o, Mgz‘aﬁ ' <©_\\_< ' M
O/ \N N |
| _ N

FIGURA 8. Estruturas hexa- e tetra-coordenadas dos complexos obtidos na
reacdo utilizando o acido isovanilico (superior) e acido ferulico (inferior)
como ligantes.

4.1.2 Infravermelho

A coordenacéo dos &cidos fendlicos é proposta pela desprotonacéo do
grupo &cido carboxilico presente na estrutura dos acidos fendélicos, como
mostrado na FIGURA 8.

O primeiro indicio que o &cido fendlico se coordenou ao Mg(Il)
formando um complexo € avaliado por infravermelho, onde o estiramento
relativo ao grupo carboxilico tem sua intensidade deslocada e diminuida.
Para o complexo Mg-phen-fer, a diferenca entre o complexo formado e o
ligante livre € mostrada na FIGURA 9.

Pode-se observar que a coordenacdo do acido feralico ao cation
Mg(Il) leva a uma supresséo do estiramento da carboxila (C=0), FIGURA
9. Os estiramentos em 1690 cm™ e 1665 cm™ observados no ligante livre ndo

estdo mais presentes no complexo. Esta diferenca indica que com a
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coordenacdo o grupo C=0 perde sua caracteristica de dupla liga¢do sendo

suprimido ou deslocado para menores nimeros de onda.”

l— Ac. fertllico)
T T T T T

T T I T T I T T I T T
1800 1650 1500 1350 1200 1050 900 750 600 450

[—— Mg-phen-fer|
T T T T T T

T T I T T I T T I T
1800 1650 1500 1350 1200 1050 900 750 600 450

NGmero de onda (cm™)

FIGURA 9. Espectro de infravermelho do &cido ferulico (preto) e do
complexo Mg-phen-fer (azul).

4.1.3 RMN

O espectro de *H-RMN do complexo Mg-phen-iso a 298 K em MeOD,
FIGURA 10, mostra que os sinais da parte correspondente ao ligante iso (6,7-
7,5 ppm) e da parte do ligante phen (7,5-9,2 ppm) sdo alargados e dificulta a
quantificacdo exata do numero de hidrogénios presente na molécula. O
alargamento do sinal para os complexos poderia estar associado a quatro
fatores principais. Um deles seria a presenca de metal paramagnético, que
nédo é o caso do Mg(Il). Um segundo fator poderia estar associado ao is6topo
Mg (spin 5/2) contudo esse isétopo apresenta baixa abundancia natural
(<10 %)."® Poderia também ser relativo a relaxacdo do momento quadrupolar
do Mg(ll) em relacdo aos prétons adjacentes.”® Além desses fatores, 0

alargamento pode estar associado a reagGes de troca de ligantes.’®

Nesse contexto, foram realizados experimentos de *H-RMN variando
a temperatura entre 253 a 298 K para o Mg-phen-iso. Como mostrado na
FIGURA 10, durante o decréscimo progressivo da temperatura, no espectro

de *H-RMN houve uma separacéo dos sinais do ligante fenantrolina em dois
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diferentes conjuntos: um com linhas finas que lembra phen livre em solucao
e outro com sinais alargados como esperado para phen coordenada ao metal.
Assim, para investigar o efeito da temperatura na dinamica de complexacao

do Mg-phen-iso, experimentos de RMN-DOSY foram realizados.

MUJJ\ )
S BV |

|
I /‘ " ‘
M e N 1\ /. 777_,)”\‘*777’»/’\7 i “7/‘ ’\\7* s \ - /N‘;*
/ A
Ll o LJM M
288 K

298 K /\ JL i

96 95 94 9.3 9.2 9.1 9.0 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 7.7 76 75 74 73 72 71 70 69 6.8 6.7 6.6
Chemical Shift (ppm)

FIGURA 10. Espectros de *H-RMN de temperatura variavel do complexo
Mg-phen-iso em MeQOD.

O mapa RMN-DOSY coletado a 298 K mostra dois coeficientes de
difusdo distinguiveis (FIGURA 11, lado esquerdo), provando a existéncia de
duas componentes individuais. A componente com sinais associados a phen
exibe difusdo mais rapida (D = 1,53 x10° mm?/s) em comparagédo com 0
segundo componente, que ¢ atribuida ao acido isovanilico (D = 1,55 x10®
mm?/s). Por outro lado, no mapa coletado a 253 K (FIGURA 11, lado
direito), duas difus@es distinguiveis ainda sdo observadas, mas com algumas

diferencas.

A 253 K, a componente com difusdo mais rapida (D = 1,07 x10°

mm?/s), permanece associado a phen livre, aqui com uma difusdo menor por
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causa da temperatura mais baixa, enquanto a segunda componente exibe um
coeficiente de difusdo (D = 1,22 x10® mm?/s) associado aos sinais de ambos
os ligantes, isto é, associado aos sinais alargados da phen e aos sinais do
acido isovanilico, indicando que esses dois ligantes estdo complexados no
mesmo centro de magnesio. Esses resultados indicam que, em baixa

temperatura, o equilibrio quimico muda para a formacdo de apenas um

complexo.
JlA)h\‘ l J} " " J.]JIAI | Jl
T =298 K T=253K

o (‘:’9{"'21")]
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10 8 6 k) 2 0 'H ppm 10 8 ] B 2 ] H ppm

FIGURA 11. Mapa *H-DOSY-RMN obtido para o complexo Mg-phen-iso
em MeOD a 298 K (painel esquerdo) e 253 K (painel direito).

Em temperaturas intermediarias (278-258 K, FIGURA 12), a
dindmica de equilibrio da fenantrolina é muito bem observada, por exemplo,
suas ressonancias se dividem em dois conjuntos de sinais, ambos com dois

coeficientes de difusdo diferentes.
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FIGURA 12, Mapas 1H DOSY-RMN obtidos para o complexo Mg-phen-
150, a 288 K (lado superior esquerdo), a 278 K (lado superior direito), a 268
K (lado inferior esquerdo) e a 258 K (lado inferior direito).

A partir dos estudos feitos com o Mg-phen-iso, foi possivel
estabelecer um protocolo de caracterizagdo para complexos de Mg(ll)
contendo fenantrolina e &cidos fenolicos em sua esfera de coordenacéo

utilizando *H-RMN independente do solvente utilizado.

Os espectros de *H-RMN para o complexo Mg-phen-fer e dos ligantes
fenantrolina e do &cido ferulico em D,O sdo mostrados na FIGURA 13.
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Como é visto, a coordenacdo desses ligantes ao centro metélico de Mg(ll)
levou uma alteracdo nos deslocamentos quimicos em relacdo aos ligantes
livres, indicando que houve a coordenacdo. Além disso, 0 espectro do
complexo Mg-phen-fer é alargado a 298 K, o alargamento dos sinais da parte
correspondente ao ligante fer (6,0-7,2 ppm) e da parte do ligante phen (7,4-
9,0 ppm) dificulta a quantificagdo exata do nimero de hidrogénios presente

na molécula.
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HO 2\ o} H 4
R ) “ ‘“

5 4
U N i

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr

FIGURA 13. 'H-RMN do complexo Mg-phen-fer a 298 K em D,O (azul)
comparado com os espectros do acido ferulico (verde) e da 1,10-fenantrolina
(vermelho).

Nesse contexto, foram realizados experimentos de *H-RMN variando
a temperatura entre 278 K a 313 K para Mg-phen-fer, FIGURA 14. No caso
do complexo Mg-phen-fer, durante o decréscimo progressivo da
temperatura, no espectro de *H-RMN, ndo houve uma separacdo dos sinais
do ligante fenantrolina, que continuaram alargados. Os sinais referentes ao

fer com a diminuicdo da temperatura tiveram um alargamento no sinal.
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Assim, para investigar o efeito da temperatura na dindmica de complexacéo

do Mg-phen-fer, experimentos de RMN-DOSY foram feitos.

L H
313K | \ | i |
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303K || i
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FIGURA 14. Espectros de *H-RMN de temperatura variavel do complexo
Mg-phen-fer em D,0.

O mapa *H-RMN-DOSY coletado a 298 K mostra dois coeficientes
de difuséo distinguiveis (FIGURA 15, lado esquerdo), contudo ao contrario
do complexo Mg-phen-iso, para o complexo contendo o acido feralico como
ligante, as duas difusdes sdo proximas e parte delas sobreponiveis. A
componente com sinais associados a phen exibe difusdo mais rapida (D =
5,01 x10* mm?/s) em comparacdo com o segundo componente, que €

atribuido ao 4cido fertlico (D = 4,39 x10* mm?/s).

Por outro lado, no mapa coletado a 278 K (FIGURA 15, lado direito),

ha apenas uma difusdo (D= 2,23 x10* mm?/s). Nessa temperatura a Unica
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difusdo esta associada aos sinais de ambos os ligantes, indicando que esses

dois ligantes estdo complexados no mesmo centro de magnésio.
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FIGURA 15. Mapa 1H-DOSY-RMN obtido para o complexo Mg-phen-fer
em D,0 a 298 K (painel esquerdo) e 278 K (painel direito).

Em temperaturas intermediarias (283-293 K, FIGURA 16),
praticamente ndo ha uma dinamica de equilibrio, isto é, apenas uma difusao
estd presente indicando que apenas uma estrutura é a favorecida. Em
temperaturas >298 K (303-313 K, FIGURA 16), acontece uma separagéo das

difusGes, provando a existéncia de dois componentes individuais.

A diferenca mais proeminente entre os dois complexos é que para
temperatura ambiente o complexo Mg-phen-iso possui um equilibrio
dinamico entre as estruturas. Logo, a causa do alargamento do sinal visto por
'H-RMN é provavelmente governado pela troca rapida do ligante
fenantrolina. Enquanto para o complexo Mg-phen-fer em temperatura
ambiente apenas uma estrutura ¢ mais favorecida sendo esse equilibrio
dindmico observado para temperaturas mais elevadas. Assim, essa hipotese
sobre o comportamento em solugdo dos complexos foi estudada por

espectrometria de massas.
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FIGURA 16. Mapas 'H-DOSY-RMN obtidos para o complexo Mg-phen-fer,
a 283 K (lado superior esquerdo), a 293 K (lado superior direito), a 303 K
(lado inferior esquerdo) e a 313 K (lado inferior direito).

4.1.4 Espectrometria de massas

Para melhor compreender o comportamento em solucdo dos
complexos preparados, utilizou-se da espectrometria de massas de injecdo
direta para estudar as espécies presentes em solucdo uma vez que 0S
espectros de RMN eram sempre alargados o que dificultava propor uma
estrutura quimica justa para os compostos. A principal dificuldade se dava
pela contagem de hidrogénios pois essa era sempre a mesma independente

das mudancas observadas nos espectros.
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O espectro de massas de uma solucdo metanolica do complexo Mg-
phen-iso que é preparada e medida logo em sequéncia, mostra a presenca de
trés sinais em m/z 551,1578 ([Mg(phen),(is0)]*), m/z 331,0887
(IMg(phen)(iso)]*), e em m/z 909,2112 (Mg-bi-iso) (pico de baixa
intensidade). Esses sinais correspondem, respectivamente, a dois complexos
mononucleares e um complexo binuclear, além de um sinal correspondendo
a uma fenantrolina livre em m/ z 181,0769, FIGURAS 17.
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FIGURA 17. Espectro ESI(+)-MS de uma solucdo metanodlica recém
preparada do complexo Mg-phen-iso.

O padrdo de fragmentacdo do ion de m/z 551,16 a 35 eV mostra a
perda de um ligante phen (FIGURA 18, superior), dando origem a um
complexo tetracoordenado [Mg(phen)(iso)]* (m/z 371,08) e indicando que a
interacdo do centro metalico Mg(l1) com &cido isovanilico é mais forte do
que com phen na fase gasosa. Ao aumentar a energia de colisdo para >50 eV,
nenhuma perda adicional de ligante ocorre; em vez disso, foi observada a
formacdo de fragmentos a partir da clivagem de ligacdes covalentes (m/z
356,06, 327,09 e 312,07).

O espectro de MS/MS de m/z 909,21 (Mg-bi-iso) em 20 eV mostra um
pico base em m/z 729,14, correspondendo a perda de um ligante phen [(Mg-

bi-iso)-1fen]™, e dois picos abundantes de baixa intensidade em m/z 551,15
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e 371,08, que foram atribuidos, respectivamente, aos ions [Mg(phen),(iso)]*
e [Mg(phen)(iso)]*, FIGURA 18.

[Mg(phen)(iso)]*
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FIGURA 18. ESI(+)-MS/MS do ion m/z 551,15 (painel superior) e ion m/z
909,21 (painel inferior) em metanol.

Assim como feito para os experimentos de *H-RMN, a partir do
complexo Mg-phen-iso, determinou-se o protocolo de caracterizacdo. O
espectro de massas de uma solucdo aquosa do complexo Mg-phen-fer que é
preparada e medida em sequéncia, mostra a presenca de trés sinais em m/z
577,1738 ([Mg(phen),(fer)]*), m/z 397,0995 ([Mg(phen)(fer)]*), e em m/z
087,2664 (Mg-bi-fer) (pico de baixa intensidade). Esses sinais

correspondem, respectivamente, a dois complexos mononucleares e um
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complexo binuclear, além de um sinal correspondendo a uma fenantrolina
livre em m/z 181,0757, FIGURAS 19.

Diferentemente ao observado para o complexo contendo o ligante
acido isovanilico, a espécie hexacoordenada é o pico base e a estrutura mais
favorecida em relacdo a espécie tetraédrica. Outra diferenca notada é que a
quantidade de phen livre € menor em comparacdo com o espectro de massas

do complexo Mg-phen-iso.
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FIGURA 19. Espectro ESI(+)-MS de uma solucdo aquosa recém preparada
do complexo Mg-phen-fer.

O padrdo de fragmentacdo do ion de m/z 577,17 a 35 eV mostra a
perda de um ligante phen (FIGURA 20 inferior), dando origem a um
complexo tetracoordenado [Mg(phen)(fer)]* (m/z 371,08) e indicando que a
interacdo do Mg(Il) com o &cido ferdlico é mais forte do que com phen na
fase gasosa. Ao aumentar a energia de colisdo para >50 eV, nenhuma perda
adicional de ligante ocorre; em vez disso, foi observada a formacéo de
fragmentos a partir da clivagem de ligac6es covalentes (m/z 382,08; 336,08
e 212,05).
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O espectro de MS/MS de m/z 987,25 (Mg-bi-fer) em 20 eV mostra um
pico de base em m/z 807,19, correspondendo a perda de um ligante phen
[(Mg-bi-fer)-1phen]*, e dois picos com abundancia baixa em m/z 577,16 e
397,10, que foram atribuidos aos ions [Mg(phen).(fer)]* e [Mg(phen)(fer)]",
respectivamente, FIGURA 20.

Deve-se notar que, independentemente da solucdo de complexo,
quando esta é mantida no escuro por trés dias, apenas dois complexos estao
presentes, Mg-hex e Mg-tet, além de phen livre, indicando a caracteristica
transitdria das espécies de massas alta. Em concordancia, o Mg(ll) forma
preferencialmente complexos octaédricos, embora complexos tetraedricos

também tenham sido relatados dependendo da forca do ligante.®%8!
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FIGURA 20. ESI(+)-MS/MS do ion m/z 577,17 (painel inferior) e ion m/z
987,25 (painel superior) em agua.
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Assim, a temperatura ambiente, o rapido equilibrio entre as duas
estruturas pode ser responsavel pelas duas difusbes diferentes observadas
pelo DOSY, sendo este padrdo € consistente com o equilibrio entre 0s
complexos hexacoordenados e tetracoordenados e pode ser associado a um
processo rapido de troca de ligante phen. Além disso, a presenca de um sinal
de fenantrolina livre em m/z 181,08 reforca a hipdtese de um processo
dindmico de troca de ligante de phen. Sendo esse processo de equilibrio mais
proeminente no complexo Mg-phen-iso do que no complexo Mg-phen-fer,
este ultimo como mostrado pelo espectro de massas e pelo DOSY a estrutura

hexacoordenada € a mais favorecida e majoritaria.

O pequeno tamanho do ion Mg(l1) facilita a repulséo estérica entre 0s
ligantes phen, podendo ocorrer um controle estérico entre duas unidades
phen, promovendo uma interconversao entre as duas estruturas identificadas
no espectro de massa o que seria o principal fator de alargamento do sinal
visto no tH-RMN. No mais, héa relatos na literatura onde complexos de Cu(l)
contendo ligantes phen também é observado um equilibrio entre as estruturas
de Cu(l).”

4.1.5 Propriedades espectroscopicas

O é&cido ferdlico, em pH neutro ou em solugcdo organica, possui
transicOes eletronicas abaixo de 400 nm sendo caracterizado pelas absorcgoes
em 320 nm e 295 nm sendo transi¢des do tipo n>=*. Além de uma absorcéo
em 235 nm devido a uma transicéo do tipo © 2>n* 828 FIGURA 21.

Quando ocorre a coordenacdo do acido ferulico ao centro metélico
Mg(Il), as absorcdes séo deslocadas para menores comprimentos de onda,
variando para 310 nm e 290 nm (n—->n*), FIGURA 21. Além disso, 0
complexo Mg-phen-fer possui uma absorgé@o intensa em 265 nm que esta

associada a transicdo da fenantrolina tipo m=>n*. As transicoes eletronicas
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observadas no complexo estdo relacionadas com transi¢Oes intra- e inter-
ligantes, pois como o ion Mg(Il) possui camada de valéncia fechada e ndo
apresenta orbitais d, as transi¢fes do tipo transferéncia de carga metal para
ligante (MLCT) ou transferéncia de carga ligante para metal (LMCT) ou de

campo ligante ndo sdo observadas.

Comportamento semelhante € observado quando o acido ferdlico é
coordenado ao Cu(ll),®* isto é, a coordenagdo através do grupo acido
carboxilico ocasiona um deslocamento das bandas e aumento significativo
em absorbancia da banda em 290 nm. Além disso, outros metais M?* (Ca?*,

Mn?*, Zn?*) tém 0 mesmo comportamento.®
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FIGURA 21. Espectro de absorcdo em agua destilada do complexo Mg-
phen-fer (vermelho) e &cido ferulico (preto) com concentracdo igual a 7,5
ug/mL.

Assim como outros produtos naturais, o acido feralico apresenta
luminescéncia intrinseca. Quando o ligante fer esta presente em uma solugédo
metanol/agua (1:9) e excitado a 290 nm, este apresenta emissdo com Amax =
430 nm.%

Em solucdo aquosa, o complexo Mg-phen-fer manteve as
propriedades luminescentes do ligante. Quando excitado em 290 nm ou 310

nm, o complexo apresentou emissao com maximo em 420 nm, FIGURA 22.
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Além disso, independentemente da atmosfera de N, ou O, a intensidade de
emissdo e o comprimento de onda de emissdo maximo pouco se alteram,
indicando que a emissdo de luz do estado excitado do complexo € uma

transicdo eletronica singleto-singleto.

O espectro de excitagdo (Aem = 410 nm) assemelha-se ao espectro de
absorcao do complexo podendo-se aferir que as propriedades luminescentes
do complexo sdo devidas ao ligante acido ferulico. O descolamento de
Stokes para o complexo é de 7870 cm™, qual é um valor alto e ndo ha

interferéncias em relacdo a reabsorcéo de energia.

O fato de o complexo absorver na regido do UV e inicio do visivel,
torna-o transparente apresentando um atrativo para sua empregabilidade
como um composto ativo em embalagens. Além disso, como o complexo é
capaz de emitir luz, como serd mais bem discutido a frente, isso garante a ele
um efeito protetivo frente a riboflavina, onde o complexo é capaz de

estabilizar essa molécula.
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FIGURA 22. Espectros de emissdo (Aexc = 310 nm) e excitacdo (Aem = 410

nm) do complexo Mg-phen-fer em agua destiladana concentracdo de 7,5
ug/mL.
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4.1.6 Célculo tedrico
As duas estruturas moleculares observadas para o complexo Mg-phen-

fer foram confirmadas por calculos computacionais usando a teoria do
funcional da densidade (DFT) usando a base B3LYP/ 6-31+G*, TABELA 2.

Os valores de minimo de energia obtidos para o complexo
hexacoordenados (-2030.79 a.u.) e tetracoordenados (-1459.08 a.u) sao
coerentes com as observagdes experimentais que indicam que o complexo
[Mg(phen),(fer)]* é a estrutura favorecida.

TABELA 2. Estruturas otimizadas dos complexos [Mg(phen).fer]” e
[Mg(phen)fer]* em fase gasosa, base B3LYP/6-31+G*.

Mg-phen-fer

Geometria hexacoordenada Geometria tetracoordenada
*i)!’ Fe 2 B hd ba wessw.

v, 2 e s B

v, 2% . ’

£ L&

)
Método de célculo = RB3LYP Método de célculo = RB3LYP
Conjunto base = 6-31+G(d) Conjunto base = 6-31+G(d)
Carga=1 Carga=1
Spin = Singleto Spin = Singleto
E(RB3LYP) =-2030.78593458 a.u. | E(RB3LYP) =-1459.08262396 a.u.
Momento dipolo = 12.9902 Debye | Momento dipolo = 15.9664 Debye
Grupo pontual = C; Grupo pontual = C;

A composicdo dos orbitais moleculares mostram uma alteragdo
significativa na densidade eletronica do acido fertlico com a coordenacgéo ao

fragmento {Mg(phen),}?*. O orbital molecular ocupado de mais alta energia
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(HOMO, E=-7,34 eV), e os orbitais moleculares HOMO-1 (E=-8,36 eV) e
HOMO-2 (E=-9,24 eV) séo constituidos exclusivamente pelo &cido feralico.
O orbital molecular vazio de mais baixa energia (LUMO, E= -4,96 eV) e
LUMO+1 (E= -4,90 eV) sdo praticamente degenerados e constituidos
majoritariamente de orbitais 7* do ligante 1,10-fenantrolina. Além disso, do
LUMO até o LUMO+10 apenas o LUMO+6 (E= -3,39 eV) é composto pelo
orbitais n* do ligante &cido ferdlico. Esses dados se encontram no apéndice
A.

Os célculos computacionais permitiram realizar a atribuicdo das
transicOes eletronicas observadas no espectro de UV-vis obtido
experimentalmente para o complexo. Como demonstrado pelos dados
experimentais e tedricos, a geometria hexacoordenada ([Mg(phen).fer]®) ¢é

favorecida, assim para essa discussdo sera considerada essa estrutura.

O espectro de absorcéo eletronica tedrico para o complexo Mg-phen-
fer € similar ao espectro experimental, como visto na FIGURA 23. Ambos
0s espectros apresentam: uma absorcédo acima de 300 nm com um ombro em

290 nm e uma absorcao ao redor de 270 nm.
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FIGURA 23. Espectros de absorgéo eletronica para o complexo Mg-phen-
fer em agua obtidos pela simulacdo do método TD-FT (direita) e
experimental (esquerda).
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O gréfico de barras em verde representa os valores da forca de
oscilador (f) obtidos pelo calculo computacional que estéo relacionados com
os valores de absortividade molar, sendo que quanto maior for o valor de f

mais permitida € essa transicao.

Na TABELA 3 estdo atribuidas as transicdes eletrénicas de maior
forca de oscilador para o complexo Mg-phen-fer. A absor¢cdo em 310 nm ¢
atribuida as transicbes n(fer) = n*(phen) e n(fer) = n*(fer), enquanto a

transicdo em 265 nm é atribuida a n(phen) = n*(phen).

Os resultados computacionais mostram a interacao forte entre o &cido
ferulico e a fenantrolina sugerindo um deslocamento da densidade eletronica
do acido ferdlico para a fenantrolina o que pode promover uma melhor
atividade antioxidante como seré discutido abaixo.

TABELA 3.Valores de comprimento de onda, forca de oscilador, transicoes

eletrbnicas predominantes e atribuicbes para o complexo Mg-phen-fer
(H=HOMO, L=LUMO)

Transicoes
f predominantes Atribuicdo da transicao
(% contribuicéo)
373 | 0.0198 | H->L+4 (98 %) | fer (L00%) - phen (97%) | n(fer) > n*(phen)

H-2>L+1 (47 %) | fer (98%) - phen (100%) | n(fer) = =*(phen)
H->L+6 (49 %) fer (98%) —> fer (96%) n(fer) = m*(fer)
H-2>L+1 (51 %) | fer (98%) - phen (100%) | n(fer) = =n*(phen)
H->L+6 (45 %) fer (98%) —> fer (96%) n(fer) > m*(fer)

A
(nm)

335 | 0.3589

332 | 0.2579

4.1.7 Estudos de pH

As carnes, em geral, apresentam um faixa de pH que varia entre 4,8 a
7,2.8¢ Laticinios apresentam pH nessa faixa também,®” como mostrado na
TABELA 4. Esses dois produtos séo especialmente ricos nas quantidades de
riboflavina, 0 que os torna suscetiveis a presenca de radicais livres. Assim, é

importante compreender a estabilidade do complexo em diferentes pH, para
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que ele ndo perca suas caracteristicas nas mais variadas condi¢des. O
complexo se mostrou estavel na faixa de pH desses alimentos, sendo que 0
complexo Mg-phen-fer possui um hidrogénio ionizavel que é responsavel

pela atividade antioxidante do complexo.

TABELA 4. Faixa de pH de carnes e laticinios.

Alimento Faixa de pH
Linguica fermentada 4,8-6,0
Carne de boi 5,4-6,0
Carne de porco 5,5-6,2
Carne curada 6,2-6,4
Tecido muscular apds abate 7,0-7,2
Queijos 5,0-7,0

A estabilidade do complexo é determinada pelo seu valor de pKa, pois
este valor indica qual ¢ a faixa de pH onde o complexo Mg-phen-fer mantém
a sua unidade estrutural. Comparando o acido ferulico livre com ele
coordenado ao Mg(Il), a primeira observacdo € que ele passa de dois
hidrogénios ionizaveis para apenas um. Como fica evidenciado na FIGURA
24, o complexo possui apenas um ponto de inflexdo na curva de absorcéo vs
pH, que equivale a pKa =9,0. Enquanto o ligante livre apresenta pKa; = 4,27
(referente ao préton do acido carboxilico) e pKa, = 8,9 (referente ao proton
do fenol),% para o pKa do grupo fenol ndo houve uma grande diferenca entre

o ligante livre e coordenado.



0.20 1
£
c
8 0.151
™
e
O 0.104
Q
(T
>
o 0.054
(7]
o
<

0.00 1 =

2 4 6 8 10 12
pH

FIGURA 24. Determinacdo colorimétrica do valor de pKa do complexo Mg-
phen-fer acompanhando a absor¢do em A = 380 nm a uma concentracgao de
7,5 pg/mL.

O complexo a uma concentragao de 13 ug/mL foi estudo numa faixa
ampla de pH variando de 2 a 12. No espectro de UV-vis se observou que com
0 aumento do pH houve um deslocamento da absorcdo para maiores
comprimentos de onda, FIGURA 24.

Em valores de pH entre 2 e 8 a forma neutra do complexo é mantida
com pequenas alteragdes no comprimento de onda, isto é, o complexo
absorve nos comprimentos de onda de 310 nm, 290 nm e 265 nm. A partir
de pH 9, processo de desprotonacdo do grupo hidroxila da parte fendlica se
inicia e tem uma alteracdo da banda a partir de pH 10 onde o complexo

absorve em 350 nm, como mostrado na FIGURA 25.

Vale ressaltar que a absor¢do do complexo em pH> 10 se assemelha a
absorcdo do ligante livre.® Isso indica que para valores basicos de pH o
complexo deve estar sofrendo processos de substituicdo de ligantes ou esta
perdendo a quelacdo pelo grupo &cido carboxilico, ficando coordenado

apenas por um oxigénio.
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FIGURA 25. Espectros de absorcdo do complexo Mg-phen-fer na faixa de
pH 3-10.

A estabilidade do complexo em diferentes valores de pH também foi
avaliada pelas propriedades luminescentes do complexo a uma concentragao
de 13 pg/mL. Para o intervalo 4< pH< 8 o valor maximo de emissdo do

complexo é de 415 nm e para pH> 9 possui emissdo em 465 nm.

Como visto na FIGURA 26, para uma mesma concentracédo até pH<
8, praticamente a intensidade e 0 maximo do espectro de emissdo pouco se
alteram, o que indica que a estrutura do complexo é preservada, isto é, 0
acido feralico coordenado esta em sua forma protonada mantendo a fracéo
molar constante. Em pH béasicos a emissdo passa a ser devido a forma
desprotonada, o que causa um deslocamento do valor maximo de emissao

para maiores comprimentos de onda, além de alterar a intensidade relativa.

De modo geral, a luminescéncia do Mg-phen-fer corrobora com os
dados de absorcdo que mostra a estabilidade do complexo independente dele
estar em uma solucdo pH<9. Além disso, pelo espectro de emissdo pode-se
perceber que a diferenca entre HOMO e LUMO da espécie protonada ou
desprotonada é consideravelmente alterada, devido a variagdo de 50 nm no
méaximo de emissdo. Esses processos podem ser visualizados nas equacgdes
19-22.

55



Mg-phen-ferH + hv = }(Mg-phen-ferH)* Eqg. 19

A<pH<8
P }(Mg-phen-ferH)* > Mg-phen-ferH + hv’ (Aem=415nm)  Eg. 20

(Mg-phen-fer)” + hv > ((Mg-phen-fer)™)* Eqg. 21
1((Mg-phen-fer)")* = (Mg-phen-fer)” + hv” (Aem= 465 nm)  Eq. 22

Portando, o complexo Mg-phen-fer que teve seu desenvolvimento
pensado para ser aplicado em embalagens ativas de produtos alimenticios a
fim de proteger esses contra processos de degradacéo relacionados a radicais
livres, como a peroxidacao lipidica, apresenta estabilidade dentro da faixa de

pH dos alimentos para os quais este complexo se destina.
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FIGURA 26. Espectros de emissdo (Aexc= 310 nm) do complexo Mg-phen-
fer na faixa de pH 4-11.

4.1.8 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica do acido isovanilico em solucéo aquosa, tampéo
fosfato pH 7,4, no primeiro processo oxidativo mostrou apenas um unico
pico anddico em +0,65 V vs Ag/AgCl e nenhuma resposta catodica.
Enquanto nas mesmas condicdes para o acido ferdlico o pico anddico ocorre
em +0,55 V vs Ag/AgCl. Conforme mostrado na FIGURA 27, para ambos
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os ligantes a corrente anddica é dependente da velocidade de varredura sendo
um indicativo de reacdo quimica devido a oxidacdo do grupo fenol, como

observado para outros acidos fenolicos.*

Acido Isovanilico Acido Ferulico
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FIGURA 27. Voltamogramas ciclicos de &cido isovanilico (esquerda) e
acido ferulico (direita) em solugédo tamponada a pH 7,4 com KCI 0,1 M em
uma matriz eletroguimica impressa em tela formada por uma cela
eletroguimica com eletrodo de trabalho em carbono vitreo (d =4 mm), contra
eletrodo e eletrodo de referéncia de prata a 25 °C.

A coordenacéo do 4cido isovanilico ao centro metalico Mg(ll) tem um
efeito significativo na estabilidade do radical fenoxila gerado. Conforme
ilustrado na FIGURA 28, para o complexo Mg-phen-iso em tampéo fosfato
pH 7,4, a primeira varredura oxidativa mostra apenas uma Unica onda
anodica em +0,65 V (I). A segunda varredura mostra uma nova oxidagdo em
-0,12 V (Il) e -0,14 V (processo 11’), enquanto para ciclos sucessivos houve
uma mudanca desses potenciais para valores mais positivo com um aumento
na corrente. Em varreduras subsequentes, duas novas respostas em +0,17 V
(111) e +0,10 V (I11") aparecem, enquanto a corrente de pico para a onda |
manteve 0 aumento em intensidade de corrente e deslocou-se para +0,8 V.
Apbés 10 varreduras, as espécies geradas eletroquimicamente sao

estabilizadas.

Conforme mostrado na FIGURA 28, o processo de voltametria ciclica
é altamente dependente do pH da solucdo; a resposta redutiva Ill, 111° €
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facilitada em pH alto, enquanto o outro par redox € facilitado em pH baixo.
Esse tipo de comportamento € caracteristico de processos de transferéncia de

elétrons acoplado com transferéncia de prétons.®°9!

pH 7,4

150 4

100 4

50 4

Corrente (UA)

50 4

100 &

1504

T T T T T
-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
Potencial (V)

pH 4,0

600 150

400 4
100

200 4

50

Corrente (UA)
Corrente (HA)

=200

400 72

-50 << —

-600

40 05 0.0 05 10 05 0.0 05 1.0
Potencial (V) Potencial (V)

FIGURA 28. Voltamogramas ciclicos do complexo Mg-phen-iso em solugéo
tamponada pH 4,5, pH 7,4 e pH 10,0 com 0,1M KClI, na faixade 1,0 V a -
1,0V ev =100 mV/s. O pico de reducdo a-0,50 V é atribuido a solucdo em
branco, tampao de fosfato na presenca de KCI.

No complexo Mg-phen-iso, o papel do Mg(ll) é estabilizar o grupo
fenolato do ligante acido isovanilico por meio de uma forte interacédo
eletrostatica que torna o ligante iso mais facil de desprotonar e oxidar,
gerando uma espécie ciclica estavel sob processo eletroquimico. Com base
nos dados eletroquimicos obtidos e nos resultados da literatura,® todo o
processo eletroquimico esta associado a formacéo e estabilizacdo do radical

fenoxila, conforme mostrado no ESQUEMA 2.
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ESQUEMA 2. Mecanismo proposto para o processo eletroquimico do
complexo Mg-phen-iso.

A voltametria ciclica do &cido ferulico em solucdo aquosa em
diferentes pH teve um deslocamento do pico anodico para menores valores,
variando de 0,58 V para pH 4,0; 0,5 V para pH 7,4; e 0,34 V para pH 9,0,
todos potenciais em referéncia a Ag/AgCl, como mostrado na FIGURA 29.
Esse comportamento é esperado para acidos fenélicos,®? pois com o aumento
de pH, ha formacdo de um anion sendo mais facil ser oxidado (menor

potencial).
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FIGURA 29. Voltamogramas ciclicos de é&cido ferdlico em solugdes
tamponadas pH 4,0, pH 7,4 e pH 9,0 com 0,1M KCI, v = 100 mV/s e na faixa
de 1,0 Va-1,0 V (lado esquerdo) e de 1,0V a -0,25 V (lado direito).

Conforme ilustrado na FIGURA 30, para o complexo Mg-phen-fer em
pH 7,4, a primeira varredura oxidativa mostra duas ondas anddicas em +0,40
V (I,) e +0,58 V (Ily). O surgimento de duas ondas anddicas pode estar
associado com a presenca de composto adsorvido na superficie do eletrodo.®
Contudo como para o complexo nos demais pH e para o acido feralico livre

(FIGURAS 29 e 30) a presenca de dois sinais de oxidacdo ndo é observada,
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assim esses dois processos ndo estao relacionado com adsor¢do do complexo

mas sim duas oxidacfes que acontecem muito proximas.
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FIGURA 30. Voltamogramas ciclicos do complexo Mg-phen-fer em
solugGes tamponadas pH 4,0, pH 7,4 e pH 9,0 com 0,1M KCI, v =100 mV/s
enafaixade1,0Va-1,0V.

A partir do segundo ciclo, dois sinais aparecem sendo um na varredura
anodicaem 0,17 V (111,”) e um na varredura catddica em -0,71 V(I11.”), esses
sinais desaparecem ap0s o0 quarto ciclo indicando a caracteristica transitoria
dessa espécie, FIGURA 30. Além disso, esses processos parecem ser um
dependente do outro, uma vez que diminuindo a janela de varredura as ondas
I11;° e 111> ndo aparecem mais, FIGURA 31. Em varreduras subsequentes até

atingir o equilibrio, os sinais I, e 11, tem um aumento na diferenca de
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potencial entre eles, deslocando a corrente de potencial para 0,35V (IVy’) e

0,59 V (V,’) e um processo de reducdo que é observado em 0,04 V (IV.’).

Os voltamogramas do complexo Mg-phen-fer (FIGURAS 30 e 31) e
de fer (FIGURA 29) apresentam diferencas nos valores de potencial dos
processos oxi-redutivos. Entretanto deve-se notar que a diminuicdo da
corrente é proporcionalmente maior para o ligante livre do que quando ele
complexado. Este fato pode ser devido a passivagdo do eletrodo® para o
ligante. Além de ser relacionado com as espécies eletroguimicamente
ativas,® uma vez que o ligante coordenado ao Mg(ll) apresenta uma maior

estabilidade, o que ndo diminui a corrente.
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FIGURA 31. Voltamogramas ciclicos do complexo Mg-phen-fer em
solugbes tamponadas pH 4,0, pH 7,4 e pH 9,0 com 0,1M KCI, v =100 mV/s

e na faixade 1,0V a-0,25 V.

62



Conforme mostrado nas FIGURAS 30 e 31, 0S processos oxi-
redutivos do complexo Mg-phen-fer é dependente do pH. De modo geral os
processos que sdo mais afetados pelo pH sdo as ondas I11,” e III;’, onde em
pH &cido esses processos ndo aparecem enquanto em pH baésico eles sdo
bastante evidentes. Esse tipo de comportamento é caracteristico de processos
de transferéncia de elétrons acoplado com transferéncia de prétons.®%t Além
disso, como é sugerido no ESQUEMA 3 forma-se um carbocétion
secundario que ¢é estabilizado em pH 9,0 pois no processo uma hidroxila se
associa a esse cation enquanto em pH 7,4 esse caminho € pouco favorecido

0 que leva ao estado transitorio desse processo.

A coordenacdo do acido ferulico ao centro metalico Mg(lIl) teve um
efeito significativo estabilizando a oxidacgao do grupo hidroxila. A oxidagao
leva a formacdo de um fenolato que pode ser mais oxidado a um radical
fenoxila. Essa estabilizacdo se deve a interacdo eletrostatica entre 0 metal e
ligante fer que o torna mais estavel e passivel de sofrer processos de reducéo
enguanto isso ndo é observado para este ligante livre. Com base nos dados
de voltametria ciclica obtidos e nos resultados da literatura,®:93997.98 ¢
processo eletroquimico associado ao complexo € sugerido conforme
mostrado no ESQUEMA 3.

63



OCH3 OCH3

-
(phemMg—9>—\ AL (phemMg—O>—\
OH 0,40V o

OCHs OCHj3 v OCHj3
(phenMg—X 9>\ (phenMg—xy >\ 988 Y (phemMg—x9>—\
(o] (e} y (o]
o o 1e (0]
I,
0,17 v/ o OH| H,0
. + s ' N -M
2e12HY 574y I/, ¢ 2
o OCH; o OCHj o o)
(phen)Mgﬂo \ on (phen)Mgﬂo \ o (phen)Mgﬂ'o \ o
OH
0,35 v/ ' '
.
Hon l 2e7-2H oy IVa/lVa

OCH,3 OCH, OH

(Phen)Mg—O>—\ 238V (phenMg— >\ (phemMg—X9>—\
o e o) OH
11, |

ESQUEMA 3. Mecanismo proposto para o processo eletroguimico do
complexo Mg-phen-fer.

4.2 Atividade antioxidante

Como demonstrado pela voltametria ciclica, o complexo Mg-phen-fer
e um bom candidato a molécula antioxidante. Além disso, existem outras
técnicas analiticas para avaliar a capacidade de antioxidantes em neutralizar
os radicais livres in vitro e in vivo, entre elas técnicas espectrofotométricas e
por ressonancia paramagnetica de elétrons. Esses métodos envolvem a
analise dos mecanismos de acdo dos antioxidantes. Assim, 0 complexo foi

testado frente a diversos radicais e a diferentes espéecies reativas de oxigénio.

Os ensaios que utilizam radicais estaveis (DPPHe e ABTS™)
indicaram a atividade anti-radical do complexo Mg-phen-fer, mas ndo
necessariamente se 0 complexo tera atividade antioxidante contra os radicais
livres. Assim, para obter a maior quantidade de informacdo a respeito do
mecanismo de acdo do complexo como antioxidante in vitro é fundamental
testa-lo frente a diferentes radicais livres, para ter uma protecdo proxima ou

semelhante aquela observada in vivo.%
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4.2.1 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe)

O ensaio com o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe¢) foi
desenvolvido na década de 1950 e foi um dos primeiros utilizados para
avaliar a capacidade antioxidante.'® O radical DPPHs ¢ estavel e possui um
elétron delocalizado que garante a ele a coloragdo roxa com maximo de

absorcdo no comprimento de onda de 517 nm.%

Uma limita¢ao desse método € o fator estérico entre o DPPHe e as
moléculas do antioxidante.!®® Como o sitio radicalar estd no centro da
molécula, moléculas antioxidantes menores tém mais facilidade para acessar
este ponto, resultando em maiores atividades quando comparadas a
moléculas maiores. Devido a esse fato, a solucdo reacional entre o complexo
Mg-phen-fer ¢ o DPPHe- ficou mantida no escuro entre 45 e 60 minutos para
garantir que o processo ocorreria.'®* Contudo é um método simples, preciso

e reprodutivel.

O mecanismo de agdo dos antioxidantes frente ao radical DPPHe pode
acontecer tanto por HAT (Equacéo 23) quanto por SET-PT%? (Equacdes 23-
26).

HAT AO-OH + DPPHe - AO-O¢ + DPPH-H Eg. 23
SPLET AO-OH - AO-O” +H* Eq. 24
AO-O™ + DPPHs & AO-O- + DPPH™ Eq. 25

AO-O« + DPPH™ + H* = AO-O< + DPPH-H Eq. 26

A reacdo de neutraliza¢do do radical DPPHe* pelo complexo Mg-phen-
fer foi detectada por espectrometria de UV-vis, monitorando o decréscimo
da banda de absor¢do do DPPHe no comprimento de onda de 517 nm.
Descoloracédo se da atraves da reacdo de reducdo do radical DPPHe a uma
hidrazina, alterando a coloragdo da solucéo de roxo para amarelo (FIGURA
32).
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FIGURA 32. Reac¢do de descoloragdo do radical DPPHe.

Como o complexo € soluvel apenas em agua, o uso da solucdo do
complexo foi sempre mantido constante e de maneira minima pois a presenca
de &gua pode favorecer a agregacdo, sendo que até a proporcdo de 1:1

(etanol:agua) néo resulta em problemas de agregagéo.®®

A atividade antirradical do complexo Mg-phen-fer foi comparada ao
padrdo BHT e ao &cido ferulico livre. O BHT é tido como um padrdo pois
ele é um dos primeiros antioxidantes que a industria alimenticia utilizou além

de ser um analogo a vitamina E.

O complexo Mg-phen-fer apresentou um valor de ICsp= 15,6 = 1,2
UM considerando a estrutura hexacoordenada, FIGURA 33. Essa
consideracéo foi feita para que se pudesse comparar com o padrdo. Enquanto
0 BHT apresentou 1Csp = 26,7 £ 0,5 uM, FIGURA 33. Vale ressaltar que o
valor de 1Csy observado para o BHT é comparavel a valores encontrados na

literatura.”™
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FIGURA 33. Obtencdo do ICs da inibicdo do radical DPPHe (conc. de 9
x10° mol/L) para o complexo Mg-phen-fer (esquerda) e para o BHT (direita)
em diferentes concentracdes.

O complexo Mg-phen-fer se mostrou cerca de 1,5 vezes melhor no
sequestro do radical DPPHe do que o BHT. O valor de ICs do ligante livre
foi de 31,4+0,82 uM préximo ao valor encontrado na literatura.®® Ao
comparar o complexo com o ligante fer, tem-se que um valor do 1Csy deste é
cerca de 2,0 vezes inferior ao determinado para o complexo, mostrando que

a complexacéo do acido fertlico ao Mg(Il) aumenta a atividade antioxidante.

Como todos os compostos testados (complexo, BHT e fer) possuem
hidrogénios ionizaveis em suas estruturas moleculares, 0 modo de acéo
contra o radical DPPHe pode ser pelo mecanismo SPLET, onde ha uma
primeira etapa na qual acontece um equilibrio quimico em solucéo. Ou pelo

mecanismo HAT, onde ha a doacdo de um atomo de hidrogénio. A
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coordenacao do acido fertlico ao Mg(ll) deixou a ligacdo -OH do fenol mais

polarizada o que aumentou a atividade antioxidante do complexo.

Além disso, na literatura ha diversos casos onde a coordenagdo de
produtos naturais a diferentes centros metalicos como Mg(I1),1% Cu(I1)1% e
Ce(1V)'% também tiveram o mesmo efeito aqui observado, a coordenagdo
potencializou a atividade antioxidante em relagdo ao ligante livre e ao

padréo.

4.2.2 2,2'-Azino-bis(3-ethilbenzotiazolina-6-acido sulfénico
(ABTS™)

A oxidagdo do ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) pelo oxidante persulfato de potassio (K,S,0g) ap6s 12 horas de
incubacdo levou a formacgdo do radical ABTS™.1” O radical ABTS™ é
estdvel e possui coloracdo verde, podendo ser detectado por
espectrofotometria. Nesse metodo o radical ABTS™ é reduzido pela
transferéncia de um elétron do antioxidante, sendo um método baseado em
SET.192 Esse método é simples, apresenta boa sensibilidade de deteccéo e é
reprodutivo. Uma das principais vantagens € que pode ser aplicado a

solugdes aquosas com diferentes pH.1%

O radical ABTS"" em solucdo apresenta absor¢do em 660 nm, 730 nm
e 820 nm. O método por deteccdo colorimétrica se baseia na capacidade
antiradicalar do complexo Mg-phen-fer em atuar como um antioxidante na
reducdo do radical ABTS™, levando a mudanca da coloracdo da solucdo de
verde para incolor, esquema de reacdes € visto na FIGURA 34. A reacdo de
sequestro do radical ABTS™" é acompanhada pelo decaimento da banda com
méaximo em 730 nm. Essa banda é normalmente selecionada devido ao fato
que a coloracdo da maioria dos antioxidantes nédo influencia no valor de

absorbancia nesta regido.?® Contudo para o complexo Mg-phen-fer poderia
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ser escolhido quaisquer das outras bandas uma vez que o complexo nao

absorve além de 500 nm.
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FIGURA 34. Esquema reacional entre o radical ABTS™" e o antioxidante.

O complexo Mg-phen-fer apresentou um valor de ICso= 5,44 + 0,52
UM considerando a estrutura hexacoordenada, FIGURA 35. Essa
consideracéo foi feita para que se pudesse comparar com o padrdo. Enquanto
0 BHT apresentou 1Csp = 16,75 + 0,67 uM, FIGURA 35. Vale ressaltar que
o0 valor de 1Cs, observado para o BHT é comparavel a valores encontrados

na literatura. 119111
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FIGURA 35. Obtencdo do ICsy da inibicdo do radical ABTS™ para o
complexo Mg-phen-fer (esquerda) e para o BHT (direita) em diferentes
concentracoes.

O complexo Mg-phen-fer se mostrou cerca de 3 vezes melhor na
neutralizacdo do radical ABTS™ do que o BHT. Embora o Mg(ll) néo seja
um metal da série de transicdo, ele potencializou a transferéncia de elétron

entre o &cido feralico e o radical, uma vez que o0 mecanismo de acdo € o SET.

A atividade antioxidante do acido ferulico livre frente ao radical
ABTS™" é reportado como muito fraca devido ao impedimento estérico do
grupo metoxila proximo ao -OH.''? O valor de ICs do ligante livre é
reportado na escala de mili molar,'*® valor muito superior ao determinado

para eles apos a complexacao.

Além disso, na literatura ha diversos casos onde a coordenagdo de

produtos naturais a diferentes centros metalicos como Oxovanadio(1V)!1* e
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Mn(I1)* também tiveram o mesmo efeito aqui observado, a coordenacéao
potencializou a atividade antioxidante em relacdo ao ligante livre e ao

padrao.

4.2.3 Radical Peroxila

O radical peroxila (ROO¢) ¢ formado pela adicdo eletrofilica do
oxigénio molecular em radicais centrados no carbono, sendo esta reacéo
frequentemente observada no estigio de propagacdo da peroxidacédo
lipidica.'*® O tempo de meia vida desse radical em sistemas bioldgicos é de
17 s, podendo difundir distancias moderadas.! O ROO- ¢ um bom agente
oxidante com potencial de reducdo igual a +1,0V (H+/ROO¢),'!" podendo
abstrair um atomo de hidrogénio de outras moléculas com menor potencial
padrdo de reducdo. Assim, O método para determinar a atividade
antioxidante contra 0 ROO+ chama-se ORAC (oxygen radical absorbance

capacity) e a neutralizagdo do radical ocorre pelo processo de HAT .18

Esse méetodo € um bom modelo que mimetiza as reacdes entre
antioxidantes e lipidios em sistemas alimenticios e bioldgicos por ser uma

fonte continua de producio do radical ROOs.1°

Neste ensaio, o radical peroxila foi gerado pela reacdo térmicaa 37 °C
entre o AAPH (2-2’-azobis-(2-amidinopropano)-dihidrocloreto) e o O,
atmosférico, em tampao fosfato pH=7,4, esse esquema esta representado na
FIGURA 36.
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FIGURA 36. Formacdo do radical peroxila e reacdo com o antioxidante
(AO).

Atividade antioxidante em relacdo ao radical peroxila foi avaliada por
ressonancia paramagnética de elétrons (RPE) utilizando o sequestrador de
spin 4-POBN (a-(4-piridil-1-6xido)-N-tert-butilnitrona).”? Os radicais ROOs
formam adutos de spin estaveis com 0 4-POBN (4-POBN-OOR), originando
0 sinal detectado que corresponde a trés dubletos. Os parametros de
acoplamento hiperfino do aduto formado séo ay =155 Ge ay =2,7 G.1%°
O espectro de RPE simulado do aduto 4-POBN-OOR esta mostrado na
FIGURA 37. O espectro de RPE foi simulado utilizando o pacote
EasySpin.1#

O complexo Mg-phen-fer apresentou um valor de ICso= 5,64 + 0,56
ug/mL, FIGURA 38. Comparando esse valor com o acido ferulico livre, vé-
se que o complexo foi superior na neutralizacdo do radical peroxila, o ligante
livre apresenta inibicdo a esse radical a concentragdes > 9,7 pg/mL.%° Ja o
BHT apresenta um ICso = 40,25 pg/mL!?2 valor muito superior comparado
com o valor do complexo e do ligante, este fato se da pelo motivo do BHT

ser um antioxidante lipofilico e apresentar baixa solubilidade em agua.

Analisando os trés métodos empregados, tem-se que o complexo foi
testado frente aos trés mecanismos de a¢do que um antioxidante pode ter.

Ao comparar os valores de ICsy do complexo Mg-phen-fer com o acido
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feralico livre, tem-se que estes sdo parecidos para neutralizacdo do radical

ROOe, contrastando com os valores obtidos para os radicais DPPHe e

ABTS™.

Deste modo, comparando 0s trés ensaios pode-se sugerir que a
coordenacdo do acido feralico ao centro metélico modificou mais o0s
processos relacionados a transferéncia de elétrons do que o processo de
transferéncia de atomo de hidrogénio. Fato que esta de acordo com a
voltametria ciclica que mostra uma grande diferenca nos processos que
envolvem transferéncia de elétrons para o ligante fer e para quando ele esta

coordenado formando o complexo Mg-phen-fer.

Espécie diamagnética Espécie paramagnética
OR
@/%Klk + RO* — » @/k,\l]k
‘o’t‘l = o ’O’N = o’
ay |

Q

H

T T T T T
337 338 339 340 341

Campo magnético (mT)

FIGURA 37. Mecanismo de reacao do spin trapping 4-POBN com radical
peroxila (na parte superior). Espectro simulado do aduto de spin 4-POBN-
OR usando um Hamiltoniano Zeeman efetivo com os seguintes parametros:
ay=155 G e ay= 2,7 G (na parte inferior).
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FIGURA 38. Variagédo da concentracdo do complexo Mg-phen-fer: 0 pg/mL
(preto), 2,4 pg/mL (vermelho), 5,6 pg/mL (azul), 9,6 pg/mL (verde), 12
ug/mL (rosa) e 20 ug/mL (laranja), esquerda. Obtencdo do I1Cs da inibicéo
do radical peroxila para o complexo Mg-phen-fer (direita).

4.2.4 Oxigénio Singleto (*O)

O !0, nédo é um radical mas representa uma forma eletronicamente
excitada do oxigénio molecular e é um agente oxidante forte, sendo capaz de
oxidar moléculas biologicas como lipideos, proteinas e acidos nucleicos e
desencadear danos citotoxicos.'?®> O !0, é altamente reativo e pode ser
formado a partir da reacdo de transferéncia de energia de uma molécula no
estado excitado tripleto para o oxigénio molecular'?* (FIGURA 39) e, em
sistemas bioldgicos, através da reacdo de desproporcionamento do radical

superdxido.?®

(o) —_— —_— (e}
Tt -7
4 e
s M . [
- _4L Fotossensibilizador _4L -
s A,
o M &
s M A s
Oxigénio Oxigénio
Tripleto Singleto

FIGURA 39. Orbital molecular do oxigénio singleto gerado a partir do
oxigeénio tripleto na presenca de um fotossensilizador.
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O modo de acdo do 'O, se diferencia em parte dos demais radicais,
pois, dependendo do substrato presente, pode reagir com moléculas contendo
ligagcOes duplas ou transferindo a energia de seu estado excitado para

moléculas presentes no meio.1?

O oxigénio singleto foi gerado pela irradiacdo continua da mistura que
continha riboflavina (Rf) com uma fonte de luz de comprimento de onda
proximo a 420 nm. Como visto na FIGURA 40, a formacédo do 'O, se da

através do mecanismo Tipo | de reacGes de oxidacgdes fotossensibilizadas.

102

1Rf
o
N
POHE
N \NAO
OH

3RFf* 1 *
Rf a\t RF o o3
OH
HO :

OH

Transferéncia
de energia

302

Cruzamento g _ 0.7

Intersistema  °

FIGURA 40. Mecanismo formacdo do oxigénio singleto através do
mecanismo Tipo | de reacdes de oxidacdes fotossensibilizadas, utilizando a
riboflavina (estrutura no meio do ciclo) como fotossensibilizador.

O oxigénio singleto foi detectado através do sequestro desse radical
com sequestrador de spin 2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMP). O TEMP nédo
apresenta sinal no RPE (diamagnético), ao reagir com o O, que ndo foi
sequestrado pelo complexo Mg-phen-fer forma o aduto de spin TEMPO que

é estavel.1?’

O sinal detectado no espectro de RPE do aduto formado, tem como
caracteristica um sinal de tripleto com razdo entre os picos de 1:1:1 e
constante de acoplamento de hiperfina igual a ay= 17.3 G e g= 2.0060,'*

como mostrado no espectro de RPE simulado na FIGURA 41.
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O ensaio de RPE mostrados na FIGURA 42 se baseia na competicdo
entre o spin trap (TEMP) e o complexo Mg-phen-fer pelo oxigénio singleto
gerado pela riboflavina na presenca de luz. A FIGURA 42 mostra que a
inibicdo ocorre de maneira dependente da concentracdo com inibicéo total a
uma concentracdo de 1,65 pug/mL para complexo e com 1Csp= 667 ng/mL.
Ao comparar com o ligante livre qual exibe um sequestro de O, a uma
concentracéo de 97 pg/mL*?8, tem-se que quando o complexo é formado essa

inibigdo é expressivamente mais eficiente.

Espécie Espécie

diamagnética paramagnética
L ero— L
N b
Qa, 0‘
N
—

J

Campo magnético (mT)
FIGURA 41. Mecanismo de reacdo do spin TEMP com um oxigénio singleto
(na parte superior). Espectro simulado dos aduto de spin TEMPO usando um

Hamiltoniano Zeeman efetivo com os seguintes parametros: ay = 17,3 G e
g = 2,0060.

—— padrao
—— 165 ng/ mL
—— 330 ng/ mL
—— 495 ng/ mL
— 660 ng/ mL
—— 825 ng/ mL
—— 990 ng/ mL
—1.15 g/ mL
— 1.49 ng/ mL
— 1.65 pg/ mL
— 3.30 pg/ mL
4.95 ug/ mL

T T T T T T T
3420 3440 3460 3480
Campo Magnético (G)

FIGURA 42. Espectros de RPE do TEMPO gerado in situ TEMPO (preto,
controle) e inibicdo do 1O, apds adicdo do complexo Mg-phen-fer variando
entre 0,165 pg/mL a 4,95 pg/mL.
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4.2.5 Riboflavina — Estudo de caso

A riboflavina (Rf) é uma molécula que tem suas propriedades
fotofisicas moduladas pela forca i6nica do meio, valor de pH da solucéo,
condicdes aerdbicas e anaerdbicas, entre outros.!?® A Rf apresenta pKa;= 1,7
e pKa,=10,2, assim a fotodescoloracdo da Rf € um processo que depende do
estado anidnico ou ndo dessa molécula.'?® O espectro de absorcéo eletronica
da Rf é caracterizado por duas absor¢cdes em 375 nm e 450 nm, e emissao
proveniente de um transicdo eletrénica singleto-singleto com méaximo em
525 nm.

Como mostrado na FIGURA 43, a fotodescoloracdo da Rf é um
processo gque ocorre de maneira acentuada em atmosfera de N, enquanto em
atmosfera de O, e ar o processo fotoquimico é ciclico. Isto ocorre pois 0s
fotoprodutos sdo formados no estado tripleto excitado onde a auséncia de O,
faz com que os intermediarios formados ndo sejam desativados.**® Como
mostrado no espectro de UV-vis o principal produto da fot6lise é um
composto denominado lumicromo.!3! Além dessa molécula, varios radicais
sdo gerados em tampdo fosfato, todos com tempo de vida curtos. A presenca
de lumicromo em atmosfera de N, é confirmada pelo espectro de emissao
(FIGURA 43), pelo surgimento de uma banda em 450 nm concomitante com
a diminuicdo da banda de 525 nm, dando origem ao espectro de emissao

caracteristico dessa molécula.t3!
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FIGURA 43. Irradiacdo com luz continua (450 nm) de uma solucdo de Rf
(10 pmol/L) em diferentes atmosferas: ar, O, e N,. Instet: decaimento da
absorcao na regido entre 300 nm e 550 nm. Tempos de irradiagao: 0 minutos
(preto), 3 min (vermelho), 6 min (azul), 9 min (verde), 12 min (roxo), 15 min
(amarelo), 20 min (ciano).

A Rf sem estar na presenca do complexo Mg-phen-fer apresenta o

processo de fotodescolaracdo como uma cinética de primeira ordem. Na

FIGURA 44 parte superior, fica evidenciado como a atmosfera influencia

nesse processo. Acompanhando a banda de 450 nm na absorcdo, e
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comparando N, e ar tem que a constante cinética em N, € mais do que 0
dobro daquela observada para ar, sendo Keps= 0,244 mint e Kops= 0,106 min-
! respectivamente. Além disso, pelo decréscimo da banda de emissédo em
525 nm e aumento da banda de 460 nm (FIGURA 44 inferior) fica claro o
efeito do oxigénio na supressdo do estado excitado que leva a formagéo de
produtos pois em ar a banda de 460 nm referente ao lumicromo nédo cresce

nem 10 % em relacdo a atmosfera de N,.
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< <
£ -2 . £
-1.04
| |
-3
— ) -1.5-
y= 0.043 -0.244x . y=-106x - 0.067
-4 4 R?=0.996 R?=0.989
o 3 6 9 12 15 o 3 6 9 12 15
Tempo (min) Tempo (min)
500 % g B =460 nm
— ® =460 nm T 500 b ° i
< e a=525nm| | 3 ® o o o ® 2=525nm
5 [ ]
2 400+ o
p B 4001
o K2
vé) 300 - . uE) 3004
R s
() °
200 - i
3 . 2 200
R ° ° ©
(%] ] '9
5 100 A . ® 100
£ = s
0 £ 0 . n = = ™ ] m
0 3 6 9 12 15 18 21 0 5 10 15 20
Tempo (min) Tempo (min)

FIGURA 44. Tratamento cinético de In[(Ains — At/ (Ains — Aro)] VS tempo em
minuto considerando um processo de primeira ordem em N; e ar (parte
superior). Decréscimo da banda em 525 nm referente a emissdo singleto
excitado da riboflavina e aumento da banda em 460 nm referente a emissao
singleto excitado do lumicromo (parte inferior).



Dessa forma, como visto na FIGURA 40 (o ciclo de geracéo de 'O,) e
pelos dados obtidos acima, pode-se descrever as reacOes que estdo

acontecendo nesse sistema como as Equacgtes 27-31.:

Rf + hv 2> Rf* Eq. 27
IRf* > Rf + hv’(®en= 0,30) Eq. 28
IRf* 2 3Rf* (Die.= 0,70) Eq. 29
3Rf* + Rf = lumicromo (emisséo em 460 — 600 nm) Eq. 30
SRf* +30, > Rf + 10, Eg. 31

Uma das técnicas mais utilizadas hoje em dia para a protecéo de carnes
sdo embalagens de atmosfera modificada onde se faz uma mistura de gases
como CO, O; e N, sendo sempre majoritario em gases neutros.**? Logo,
nesse tipo de embalagem de carne, 0 excesso de N, pode causar degradacao
da riboflavina gerando mais radicais o que diminui o tempo de prateleira do

alimento bem como acelera as mudancas organolépticas da carne.

Uma vez que se determinou o comportamento da Rf em solucdo,
decidiu-se analisar qual seria 0 comportamento da mesma na presenca do

complexo em diferentes concentragcOes e atmosferas.

De modo geral o complexo Mg-phen-fer foi capaz de atuar com efeito
protetivo da Rf em atmosfera de N,, onde a velocidade de formacdo do
lumicromo diminuiu drasticamente. Como mostrado na FIGURA 45, em
atmosfera de N, na presenca de 11 pg/mL do complexo a riboflavina foi

estabilizada levando a uma menor fotodegradacéo.
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FIGURA 45. Irradiacdo com luz continua (450 nm) de uma solucéo de Rf
(10 pmol/L) e Mg-phen-fer (11 pug/L) em diferentes atmosferas: ar, O, e Na.
Instet: decaimento da absor¢do na regido entre 325 nm e 550 nm. Tempos
de irradiacdo: 0 minutos (preto), 3 min (vermelho), 6 min (azul), 9 min

Comprimento de onda (nm)

(verde), 12 min (roxo) e 15 min (amarelo).

Mg-phen-fer alterou a velocidade de degradacdo. De maneira geral, com 0

aumento da concentracdo do complexo para atmosfera de N2, menor foi 0

Como mostrado na FIGURA 46 e TABELA 5 a presenga do complexo

processo de foto-embranquecimento. Em

velocidade, uma concentracdo de 11 pg/mL de complexo diminuiu em trés

Comprimento de onda (nm)

relacdo as constantes de

vezes a constante em relacdo aquela sem complexo.
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Em ar, da menor concentracdo até a maior (4 e 15 pg/mL,
respectivamente) ndo houve alteracdo aparente nos espectros de UV-vis e
nem na emissdo, de modo que ndo foi possivel obter um valor de Kqs pois
nédo se observou nenhuma fotodegradacdo. De modo semelhante, em O, na
presenca do complexo, nenhuma alteracdo é observada. Estes dados séo
mostrados no apéndice B.

TABELA 5. Constantes de velocidade de primeira ordem (ko) para a

fotodescoloracdo da Rf em condicdo anaerdbico com diferentes
concentracgdes de complexo em tampao fosfato pH 7,4.

Concentracéo
Mg-phen-fer | k (min?)
(Hg/mL)
0 0,244
4 0,233
7 0,207
9 0,199
11 0,102
13 0,080
N2
~ 500 m =525
0.01 ‘; " - ° L;460:$
o 4004 .

-0.2 1 Kwti ] )
<04 uéJ 300 - "
E-o.e- % 200

ks
-0.84 '(-2100-
y=0.016 -0.102x 5} .
R?=0.998 c ° ° ° ° °
e S - I
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (min) Tempo (min)

FIGURA 46. Tratamento cinético de In[(Ains — A/ (Ains — Arw)] VS tempo em
minuto considerando um processo de primeira ordem em N, (esquerda).
Decréscimo da banda em 525 nm referente a emissdo singleto excitado da
riboflavina e aumento da banda em 460 nm referente a emissdo singleto
excitado do lumicromo (direita).
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A partir desses dados fica evidenciado que o complexo Mg-phen-fer
foi eficaz em atuar na riboflavina protegendo-a contra a degradacéo,
processo descrito nas Equacgdes 32-35. A principal possibilidade de atuacao
do complexo é que este foi capaz de desativar o estado singleto excitado da
Rf ndo permitindo que atingisse o tripleto, logo ndo permitiu a formacéao de
radicais e lumicromo em excesso. 1sso se deve ao fato que o complexo possui
estado fundamental e excitado singleto uma vez que tanto o metal Mg(ll)
(por ser pequeno e camada de valéncia completa) e o ligante acido feralico

nédo atingem o tripleto.

A Rf em presenca de O, tem seu estado excitado 3Rf* suprimido, o
que a protege da fotodegradacdo. Quando esse mesmo sistema tem a
presenca do complexo, esse sequestra o 1O, formado como foi demonstrado

na atividade antioxidante frente a esse radical.

Rf + hv > Rf* Eq. 32
IRF* > Rf + hv’(@em= 0,30) Eq. 33
IRf* + Complexo = Rf + Complexo* Eq. 34
Complexo* = Complexo + hv’’ Eqg. 35

Como o possivel mecanismo de supressdo da Rf excitada envolve a
desativacéo dos estados singletos e tripleto excitados, a presenca do oxigénio
e do complexo Mg-phen-fer faz com que haja uma competicao cinética para
supressdo destes estados. A desativacdo do estado singleto excitado (*Rf*)
compete como o processo de cruzamento intersistemas (*Rf* - 3Rf*)

fazendo que o rendimento quantico de formacéo do 3Rf* seja diminuido.

A constante de velocidade bimolecular de supressao do estado singleto
(kq) da Rf pelo complexo Mg-phen-fer foi determinado medindo-se o tempo
de vida de fluorescéncia da Rf na presenca e auséncia do complexo. As
constantes foram estimadas utilizando a equacéo de Stern-VVolmer, Equacdes
36-38:
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T
214 Ksy[Mg — phen — fer] Eq. 36

T
Ksy = kq70 Eq. 37
K
ky = v Eq. 38
To

onde 1o é 0 tempo de vida de fluorescéncia da Rf na auséncia do complexo,
T ¢ 0 tempo de vida de fluorescéncia da Rf na presencga do complexo, Ksy €
a constante de Stern-Volmer e kg é a constante de velocidade bimolecular de

supressédo do estado singleto pelo complexo.

Na FIGURA 47, esta a analise de Stern-Volmer para cada uma das
atmosferas, de modo que é possivel quantificar os efeitos do complexo na
desativagdo da fluorescéncia. Os experimentos foram feitos em triplicata,
sendo reprodutivel em todos os casos. O 1o observado para cada atmosferas
Ny, ar e O, foram 4,22 ns, 3,82 ns e 3,73 ns, respectivamente. O valor de Kgy
foi obtido pelo valor do coeficiente angular da reta, e pela equacéo 38, o
valor de kq. Os valores foram obtidos em pg/mL e convertidos para mol/L

considerando a estrutura hexacoordenada.
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FIGURA 47. Graficos de Stern-Volmer para supressdo do estado singleto
excitado da Rf pelo complexo Mg-phen-fer em diferentes atmosferas: N,
(superior), ar (centro) e O, (inferior) em tampdo fosfato pH 7,4 (esquerda).
Valores de constante de Stern-Volmer (Ksy) e constante velocidade
bimolecular de supresséo do estado singleto pelo complexo (kg) (direita).

O valor de k, obtido nos trés casos foram bastante similares e mostra
que a desativacdo do estado singleto excitado da Rf se da por difusdo. Além

disso, independentemente da atmosfera utilizada o complexo atuou de
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maneira semelhante em desativar o estado singleto excitado da Rf. Contudo
o rendimento quantico de cruzamento intersistema *Rf* = 3Rf* em O, deve

ter sido menor que 0,7, mas ndo inibiu a formacéo de oxigénio singleto.

O complexo Mg-phen-fer teve um comportamento similar ao BHT em
desativar o estado singleto excitado da riboflavina, isto €, o valor de kq para
BHT é de 4,67 x 10° I/mol.s.133 Comparando o valor obtido para o complexo
tem-se que o complexo é um pouco superior em desativar o estado excitado

singleto, sendo outro indicativo da boa atividade antioxidante do complexo.

4.3 Filmes

4.3.1 Biopolimeros usados para os filmes de casting

Para esta etapa do trabalho foram selecionados os biopolimeros,
amido de tapioca e gelatina e 0 método de casting para confeccao dos filmes.

Como mostrado na FIGURA 48, o amido é constituido por dois
polissacarideos, a amilase e a amilopectina. Os filmes de amido se formam
facilmente e possuem uma boa barreira de protecao para oxigénio. Por outro
lado, devido as forcas intermoleculares serem fortes, o filme é quebradico
sendo necessario a adi¢do de um plastificador. Outra questdo que deve ser
avaliada na confeccdo em filmes de amido ¢ a facilidade de hidratacéo, ja
que o amido se hidrata e incha facilmente, como consequéncia apresenta uma

baixa barreira de protecdo ao vapor de agua.®> 134
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FIGURA 48. Estruturas quimica da amilase e amilopectina, constituintes do
amido.

A gelatina € um composto proteico soltvel, obtido a partir da hidrdlise

parcial de colageno, que é o principal constituinte fibroso dos 0ssos,



cartilagens e peles. Este biopolimero consiste em proteinas (85-92 %), sais
minerais e 4gua,* FIGURA 49. Os principais atributos que melhor definem
a qualidade comercial da gelatina sdo a resisténcia mecanica e a estabilidade
térmica. Em contrapartida, devido ao carater hidrofilico, filmes de gelatina

sofrem inchago e tém pouca propriedade de barreira ao vapor de agua.**
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FIGURA 49. Estrutura unidimensional da proteina constituinte da gelatina.

Filmes contendo diferentes concentracdes de glicerol (plastificador)
foram feitos, sendo que os melhores resultados foram as formulagdes de 25
% (m/m) glicerol para o amido e de 20 % (m/m) glicerol para a gelatina. O
principal motivo da escolha desse plastificador é que este possui 0 uso
autorizado para aplicacdes na industria alimenticia, sendo possivel o contato
entre este e 0 alimento. Em relacdo ao complexo, foi sempre utilizado 10 mg
do Mg-phen-fer para preparar as solug6es dos filmes.

4.3.2 Massa seca e atividade da agua (aw)

A quantidade de agua associada aos filmes de amido e de gelatina
preparados por casting foi avaliado. Observou-se uma variacdo de massa de
12 % para o filme de amido e 9 % para os filmes de gelatina. Os valores

obtidos estdo de acordo com valores encontrados na literatura.®’

Para 0 armazenamento correto de filmes, é desejavel que estes
possuam atividade da agua (a,) abaixo de 60 % para ndo favorecer
crescimento de microrganismos como fungos.!® Os filmes de amido sem e
com os complexos de Mg(ll) apresentaram valores de atividade da agua

proximos a 40% e os filmes de gelatina, valores menores de 20 %.
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Dessa forma, ambas as formulaces se mostraram boas do ponto de
vista préatico, isto é, o armazenamento destes filmes com os complexos em
lugares secos dificilmente propiciaria o crescimento de microrganismos

indesejaveis, como fungos e leveduras.

4.3.2 Opacidade e Transparéncia

Os valores de opacidade para os filmes produzidos por casting, estdo
descritos na TABELA 6. Em todos os casos, o0s filmes s&o transparentes e
ndo afetam a visualizacdo de produtos através deles.

Em relacdo aos filmes de gelatina, como mostrado na TABELA 6,
estes possuem o0 menor de grau de opacidade, sendo mais transparentes. Com
a adicdo do complexo, o filme de gelatina apresentou valor inferior a 0,5 %.

Ao se comparar com poliestireno comercial que apresenta opacidade
entre 0,1-3,0 %, e polipropileno (25 um) com 2,50 % tem-se que os filmes
de gelatina sdo tdo transparentes quanto os filmes contento polimeros

sintéticos e amplamente utilizados.®
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TABELA 6. Valores de opacidade e teste visual de transparéncia para 0s
filmes de gelatina e de amido produzidos por casting.

Amostra Gelatina Amido
% _ % _
_ Teste Visual _ Teste Visual
opacidade opacidade
. ¢
Controle | 0,52 % 20,05 % qu. o7
SO L 1350% | RMPE=T ez
] 0 ] 0 E“:'I <= a
phen-fer

As propriedades opticas dos filmes de amido podem ser comparadas

com o valor de opacidade de polietileno de baixa densidade (50 pm)

comercial que é de 30 % e equivale ao valor maximo para um filme ser

considerado transparente.

4.3.3 Analise por infravermelho

A partir da analise de infravermelho com refletancia total atenuada

(IR-ATR) é possivel inferir se houve alguma interacéo entre o polimero e o

complexo. A FIGURA 50, mostra os espectros dos filmes feitos com amido

contendo o complexo Mg-phen-fer comparado com o padrao.
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FIGURA 50. Infravermelho-ATR dos filmes de amido: controle (preto) e
contendo o complexo Mg-phen-fer (vermelho).

No filme de amido sem o complexo, FIGURA 50, foi observado
estiramentos em 3340 cm™ devido ao estiramento -OH dos grupos presentes
na estrutura do amido, 2945 cm™ e 890 cm™ devido ao estiramento C-H do
anel da estrutura do amido, 1645 cm™ reflexo do estiramento §(0O-H) da agua
ligada a estrutura, 1420 cm™ e 1360 cm estiramento do CH, do amido e
1145 cm™, 1080 cm™ e 1025 cm? forte sinal devido ao estiramento C-O,
valores proximos e condizentes com aqueles encontrados na literatura. 3140

Com aadicéo do complexo, FIGURA 50, o estiramento devido ao CH;
do amido foi deslocado, variando de 1335 cm™ para 1260 cm™ para o filme
com o complexo. Este fato é devido a interacdo entre as ligacbes C-H do
amido atraves de ligacdes de hidrogénio entre o grupo hidroxilo do acido
feralico.

Para entender como 0s complexos se comportam termicamente no
filme de amido, foram acompanhadas, por 144 horas, as mudancas espectrais
que aconteceriam quando os filmes sdo colocados em temperaturas mais
elevadas (30 °C e 40 °C) e na presenca e auséncia de oxigénio.

Nas situacdes apresentadas abaixo, FIGURA 51, em todos os filmes

sem ou com complexo apresentaram estabilidade térmica, ndo ocorrendo
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mudancas espectrais. Além disso, a presenca ou auséncia de oxigénio ndo
afeta as interacOes formadas entre o amido e o complexo, por nao
apresentarem mudancas significativas entre os espectros de tempo zero e
depois de 144 horas. A passagem de oxigénio pelos filmes porosos ndo altera
a blenda, deixando os complexos estaveis para atuarem contra as espécies
reativas de oxigénio, como serd demostrado pelo estudo com o
escurecimento da maca, que € um processo radicalar. A estabilidade térmica
é desejavel, pois qualquer filme polimérico deve ser estdvel nas mais
diferentes situacdes de temperatura e condi¢Oes de oxigénio para uma maior
gama de aplicacdo variando desde protecéo alimenticia até recobrimento de

superficies.
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FIGURA 51. Avaliagéo através de IV-ATR da modificacdo da estrutura dos
filmes de amido controle e contendo os complexos quando sdo expostos a
presenca e auséncia de ar a 30 °C e a 40°C e guardados no escuro.
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Além dos filmes de amido, os filmes de gelatina produzidos por
casting também foram caracterizados pelo IR-ATR, como mostrados na
FIGURA 52.

—— Gelatina
——— Gelatina + Mg-phen-fer

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ndmero de onda (cm)

FIGURA 52. Infravermelho-ATR dos filmes de gelatina sendo controle
(azul), e do filme contendo o complexo Mg-phen-fer (vermelho).

Na FIGURA 52, tanto o filme controle quanto o filme contendo o
complexo Mg-phen-fer exibiram o estiramento principal em 1630 cm™, que
€ 0 pico caracteristico da amida, representando o estiramento C=0. O pico
em 1550 cm é devido a flexdo dos grupos N-H. O pico em 1240 cm™* refere-
se a vibracdo dos grupos C-N e N-H da amida. O estiramento em 1041 cm*
deve-se a interagdo entre o glicerol e a gelatina. O pico a 3300 cm™é
alongamento de N-H.41.142

Além disso, a inser¢do do complexo na matriz polimérica ndo levou a
uma alteracdo, como visto para os filmes de amido. Sabe-se que a insercao
dos complexos ocorreu uma vez que as medidas de opacidade mostraram
isso. A falta de alteracdo no espectro relaciona-se ao fato da estrutura da
gelatina ser mais complexa que a do amido e possuir maiores interacoes

intramoleculares do que intermoleculares.”
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4.3.4 Taxa de permeabilidade ao oxigénio (TPO)

A TPO, é uma caracteristica fundamental de filmes flexiveis com
propriedades de barreira a gas, principalmente relacionada a protecdo de
produtos sensiveis ao oxigénio. Experimentalmente, a taxa de
permeabilidade ao oxigénio permite quantificar a eficacia de um filme como
barreira frente a penetracdo de oxigénio.143144

A TABELA 7 apresenta os valores da taxa de permeabilidade ao
oxigénio para os filmes de amido produzidos por casting, medidos a

temperatura ambiente de 23 °C e condi¢Oes de umidade relativa igual a 40%.

TABELA 7. Valores de permeabilidade ao oxigénio e coeficiente de
oxigénio para os filmes de casting de amido.

Condicéo Amostra Espessura (mm) | TPO;[cc/(m?2-24h)]
Casting Controle 0,125 + 0,008 46,144
Amido | Mg-phen-fer | 0,105+ 0,01 1228,009

Com a adicdo do complexo na blenda de casting de amido, a
permeabilidade ao oxigénio aumentou, diminuindo suas propriedades de
barreia de gas. Esse aumento esta relacionado com a diminuicdo da fase
cristalina devido a incorporagdo do complexo Mg-phen-fer, como é
reportado para a insercdo de compostos ativos.14>146

Assim, o aumento na TPO; deve-se a influéncia do complexo que
interferiu nas propriedades da blenda pela modificacdo da cristalinidade do
filme, ou seja, a inser¢do do complexo na blenda levou a um aumento da fase
amorfa e, portanto, aumentou a difuséo de oxigénio.

Além disso, como mostrado por Arvanitoyannis e colaboradores,
mudancas na interacdo polimero-complexo na matriz do amido acarretam
um aumento no valor de TPO,.*" Logo, a incorporacdo do complexo

(concentracdo de 10 mg) levou a um enfraquecimento das interacdes
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intermoleculares das cadeias de amido, facilitando o movimento das cadeias
e promovendo uma maior permeabilidade ao oxigénio.

Da mesma maneira, foi estudado para os filmes de gelatina produzidos
por casting. Na TABELA 8 sdo apresentados os valores da taxa de
permeabilidade ao oxigénio para os filmes de gelatina contendo o complexo
em sua formulacdo medidos a temperatura ambiente de 23 °C e condicGes de

umidade relativa igual a 20 %.

TABELA 8. Valores de permeabilidade ao oxigénio e coeficiente de
oxigénio para os filmes de casting de gelatina.

Condicéo Amostra Espessura (mm) | TPO,[cc/(m?2-24h)]
Casting Controle 0,057 £ 0,006 16, 024
Gelatina | Mg-phen-fer | 0,095 + 0,005 12,618

De maneira geral, os valores de permeabilidade ao oxigénio de filmes
de gelatina s&éo normalmente menores que filmes feitos a partir de polimeros
sintéticos e outros biopolimeros,* onde a adicdo dos complexos pouco
alterou suas propriedades.

Nota-se, a partir da TABELA 8, a taxa de permeabilidade ao oxigénio
dos filmes de gelatina contendo o complexo apresentou uma alteracdo
pequena em relacdo ao controle. Os filmes de gelatina tiveram uma
diminuicéo significantemente nos valores de TPO, em relacdo aos filmes de
casting de amido, como por exemplo variando de 1228 cc/(m?2-24h) no filme
de amido para 12,618 cc/(m2?-24h) no filme de gelatina quando ambos
contém Mg-phen-fer em suas formulacgoes.

Assim como é visto para outros casos,**¥0 a incorporacdo de
compostos ativos pouco altera as propriedades de barreira ao oxigénio de
filmes de gelatina, pois como o processo de casting foi feito com solugdes

quentes acima da temperatura vitrea da gelatina, levando diminuicdes das
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estruturas terciarias da proteina e da mobilidade molecular, dificultando a

difusdo do gas oxigénio o que reflete nos valores da TABELA 8.

4.3.5 Estudos de liberacéo

A liberagéo do complexo dos filmes de amido e gelatina nos diferentes
estimulantes esta relacionada com fatores como a solubilidade dos
complexos nos diferentes solventes, propriedades de inchamento do filme e
interacOes intermoleculares entre complexo e biopolimero.>!

A influéncia e efeito do meio hidrofilico/lipofilico sobre a liberacéo
dos complexos dos filmes em funcdo do tempo foi avaliada com base na
quantidade total de complexo liberado para as diferentes solu¢des em funcao
do tempo. Os dados apresentados na FIGURA 53 sdo para os filmes de
amido.

Filme amido contendo Mg-phen-fer
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FIGURA 53. Liberacdo cinética do complexo Mg-phen-fer a partir dos

filmes de amido produzidos por casting no decorrer do tempo em diferentes
simuladores alimentares.

Em &gua observou-se uma liberacédo rapida do complexo (100 % em

30 min), mesmo comportamento é visto para flavonoides em filmes de
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amido.’® Com o aumento do teor lipofilico observou-se uma retencdo do
complexo durante um maior periodo de tempo obtendo uma completa
liberagdo de complexo para o meio (1:1; etanol:agua) em 200 min. Quando
0 estimulante continha 95 % etanol, apenas 10 % de liberacdo do complexo
em 3000 min foi observada. Esses resultados estdo de acordo com aqueles
sobre a liberacdo de diferentes antioxidantes presentes no extrato de alecrim
e acido ascérbico para os mesmos estimulantes aqui estudados, ou seja,
liberacéo rapida para sistemas com altos teores de agua.t®13

Como mostrado na FIGURA 54, os filmes de gelatina tiveram o
mesmo comportamento observado para a liberagdo do complexo a partir do
filme de amido, ou seja, a liberagéo foi rapida. Outros trabalhos mostram que
filmes de gelatina apresentam uma liberacdo rapida mesmo quando se €
estudado a temperaturas de 4 °C para retardar sua liberacdo.'*8

Filme gelatina contendo Mg-phen-fer

100% H20 50% H20 : 50% Etanol

Conc. (mg/mL)

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Tempo (min) Tempo (min)

FIGURA 54. Cinética de liberacdo do complexo Mg-phen-fer a partir dos
filmes de gelatina produzidos por casting no decorrer do tempo em diferentes
simuladores alimentares.

Para ambos os filmes de amido e gelatina, houve um inchaco em
solucdo favorecendo a transferéncia continua e rapida do complexo Mg-
phen-fer da matriz polimérica para os meios estimuladores. Uma liberacéo
mais lenta a partir das matrizes poliméricas seria preferivel e vantajosa pois
levaria a um prolongamento das atividades antioxidantes.®®>* Uma escolha

seria a troca do biopolimeros por um polimero aniénico como pectina pois
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levaria a uma interacdo eletrostatica entre 0 complexo e o polimero o que

possivelmente retardaria a liberagdo dos compostos.

4.3.6 Protecao em relacdo a oxidacao de frutas:

Escurecimento da maca

A eficiéncia do filme de amido contendo o complexo para inibir a
oxidacéo de frutas foi analisado pelo processo de escurecimento enzimatico
da macga. Alteragdes nos valores de AE* estdo relacionadas com as
modificacbes na superficie da maca causadas pela atividade de polifenol
oxidases e fenol peroxidases.’® A FIGURA 55 mostra a variacéo da cor da

maca em termos de coloracgéo absoluta.

Como visto na FIGUA 55 o filme contendo o complexo Mg-phen-fer
apresentou um atraso no processo de escurecimento da maca, possuindo um
aumento gradual deste. Enquanto para o caso do filme controle e sem
nenhum filme, apresentaram um alto valor relativo de AE devido ao

escurecimento rapido.

Sistemas que usam polifenois como antioxidantes suportados em
filmes para combater essas especies, aconteceu um gradual e lento
escurecimento da macd da mesma maneira que observado para o0

complexo.t®

Nas situacfes que se tém a presenca do complexo, 0 processo de
escurecimento atinge um maximo seguido de uma queda, fato relacionado
com o complexo que ao ser liberado do filme mantém suas propriedades
antioxidantes pois o acido ferulico apresenta uma capacidade antioxidante

maior do que 1.1
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FIGURA 55. Avaliacdo da variagdo de coloracdo da macgéd quando coberta
com filme de amido contendo o complexo Mg-phen-fer e sem filme (A) e
quando coberta apenas com o filme controle sem complexo e sem filme (B).

4.4 Dados Biologicos

4.4.1 Propriedades bactericidas e fungicidas do complexo -
Estudos de Microbiologia Alimentar

Microbiologia alimentar € uma das principais areas de estudos da
ciéncia dos alimentos. Em relacdo a carne vermelha, os niveis de bactérias
nos tecidos musculares de animais vivos e saudaveis sdo extremamente
baixos.'®" As bactérias se encontram presentes na pele, pelo, cascos, trato
gastrointestinal, sendo a contaminacdo da carne por contaminacao
cruzada.’® A deterioracdo por microrganismos é tdo prejudicial a carne

guanto os processos oxidativos.

As bacteérias selecionadas séo relacionadas a processos de deterioracao
da carne: Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Samonella ssp, Escherichia coli, Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluorescens S8, Pseudomonas fluorescens S9. O primeiro teste, como
mostrado na TABELA 9, fez-se uma variagdo de 5 mg/mL até 0,1 mg/mL
do complexo Mg-phen-fer.

99



Observou-se que o complexo Mg-phen-fer, de modo geral, apresentou
atividade frente todas as bactérias dentro dessa faixa de concentracdo. Dessa
forma, decidiu-se diminuir a quantidade do complexo Mg-phen-fer variando
entre 2 mg/mL até 0,1 mg/mL de modo a determinar a minima concentracao

bactericida.

Mesmo com a diminuicao da quantidade do complexo Mg-phen-fer, a
minima concentracdo bactericida foi de 1 mg/mL. De modo que para Ps.
putida, Ps. fluor. S9 e Ps. fluor. S8 a minima concentracdo bactericida foi de
1,50 mg/mL.

TABELA 9. Atividade bactericida do complexo Mg-phen-fer na faixa de 0,1
mg/mL até 5,0 mg/mL.
5,0 4,0 30 2,0 1,0 05 01

mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
- - - - - +

Patégeno

L. innocua
L. monocyt.
Salmonella
E. coli

St. aureus + + + + +
Ps. Putida
Ps. fluor. S9 - - - - +
Ps. fluor. S8

- microrganimo nao cresceu (complexo é capaz de suprimir o crescimento)
+ microrganimo cresceu (complexo ndo é capaz de suprimir o crescimento)

+ 4+ |+ +
+ 4+ [+ +

+ |+

Além dos complexos, foi testado acido ferdlico livre frente as
bactérias. Nenhuma atividade antibactericida associada ao ligante livre foi
observada na faixa de concentracdo estudada. Para o acido ferulico, na
literatura, a concentracdo bactericida minima para E. coli é de 2,5 mg/mL.
St. aureus e L. monocyt. possuem valores maiores que 5,0 mg/mL e para
Pseudomona concentragfes maiores que 0,5 mg/mL € que apresenta

atividade bactericida.!*%1%

Pode-se concluir que frente as essas bacterias o complexo Mg-phen-

fer apresentou uma melhora na concentracdo bactericida minima em relacdo
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ao ligante livre, levando a uma diminui¢do da concentragdo em cerca de

quatro vezes.

Em relacdo a atividade antifingica foram testados os seguintes
patdgenos: Aspergillus niger, Penicillium notatum e Rhizopus oryzae. A
FIGURA 56 mostra a variacdo da concentracdo de Mg-phen-fer entre 0,001
mg/mL até 2,00 mg/mL. Foi observado um valor de concentragdo fungicida
minima de 0,05 mg/mL, sendo que para concentracbes maiores que esse
valor, o complexo Mg-phen-fer foi capaz de coibir o crescimento dos fungos,
crescendo somente no controle negativo. Este valor é duas ordens de
grandeza menor aquela observada para as bactérias, indicando que o

complexo tem um maior potencial para ser um fungicida.
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FIGURA 56. Atividade fungicida do complexo Mg-phen-fer na faixa de
0,001 mg/mL até 2,0 mg/mL.

Foi testado o ligante acido ferulico, como mostrado na FIGURA 57.
Observou-se nenhuma atividade antibactericida associada ao ligante livre

usando uma quantidade similar aquela quantidade de ligante acido ferdlico
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encontrado no complexo. Mesmo com o aumento da concentracao do ligante
livre, FIGURA 57, o &cido feralico ndo foi capaz de inibir os patdgenos,
levando a uma reducéo de 30 % em relagdo ao tamanho do controle negativo,

de acordo com a literatura onde é visto uma reducéo de 20 %
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FIGURA 57. Atividade fungicida do acido feralico na faixa de 0,09 mg/mL
até 2,10 mg/mL.

4.4.2 Atividade da enzima acetilcolinesterase

Uma vez que o desenvolvimento do complexo Mg-phen-fer visa sua
aplicacdo como composto ativo com propriedades antioxidantes em filmes,
entender se esse composto interage com biomoléculas é de fundamental

importancia.

A enzima acetilcolinesterase (AChE) foi selecionada como um
primeiro modelo de interacdo pois essa enzima estd presente nos seres vivos
e atua principalmente no cérebro e sistema nervo central (SNC). Essa enzima

hidrolisa a acetilcolina (ACh) (neurotransmissor) em colina e acido acetico,
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ESQUEMA 4, se a AChE ¢ inibida acarreta um acumulo de ACh que

atrapalha as funcdes sinapticas pela estimulagdo excessiva do SNC.162

S 0]
H,O
| o ° HO Hs” TN

ESQUEMA 4. Hidro6lise da acetilcolina pela enzima acetilcolinesterase.

Utilizando o método espectrofotométrico proposto por Ellman,’® a
inibicdo dessa enzima pelo complexo Mg-phen-fer foi avaliado para a
enzima acetilcolinesterase (AChE) da espécie electrophorus electricus

(eeAChE), que possui estrutura semelhante a da AChE humana podendo ser

usada como modelo de estudo.63

Esse metodo se baseia na reacdo entre o &cido 5,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzodico (reagente de Ellman, DTNB) com a base conjugada de um
grupo sulfidrila livre (-R-S7), presente na colina. Essa reac¢ao leva a formagao
do &cido 5-mercapto-2-nitrobenzdico (TBN) que é uma molécula com

absor¢do maxima na regido do visivel em 412 nm com alto coeficiente de

extincdo molar, ESQUEMA 5.
O,N
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/
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ESQUEMA 5. Reacdo entre colina e reagente de Ellman levando a formacéo

do TNB.
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Variando a concentracdo do complexo para que se obtivesse a
concentracdo e modo de inibicdo do complexo Mg-phen-fer, observou-se
que o complexo néo inibiu a enzima AChE, FIGURA 58. Além disso, esse
ensaio é um indicativo que o Mg-phen-fer pode ser usado como molécula
antioxidante para contato alimenticio uma vez que ele ndo inibiu a AChE e
consequentemente ndo interferiria nas propriedades cognitivas dos seres

Vivos.
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FIGURA 58. Inibicdo do complexo Mg-phen-fer em relacdo a enzima AChE.

Os dados utilizados para se obter a curva de inibigdo da enzima AChE

estdo no apéndice C.

4.4.3 Ensaio com células da linhagem de neuroblastoma

Como o complexo Mg-phen-fer ndo apresentou atividade de inibigédo
em relacdo a enzima AChE, outro indicativo que o complexo é seguro para
aplicacOes alimenticias foi feito através do ensaio de viabilidade celular das
celulas da linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Essa linhagem de
celula é associada a células do sistema nervoso simpatico que controla

funcdes como respiracéo, pressédo arterial, batimento cardiaco e digestdo.**

Para calcular o 1Csp do complexo Mg-phen-fer frente a essas células

foi utilizada tecnica de MTT. Esta € uma técnica colorimétrica que utiliza o
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metabolismo das células saudaveis para avaliar a viabilidade celular, ou seja,
0 quanto de células vivas restaram no final do experimento. Para isso, utiliza-
se um sal de coloragdo amarela conhecido como MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil tetrazolio)), que ao entrar em contato com a enzima
redutimétrica NADH produzida pela mitocéndria de células saudaveis, ¢
reduzido metabolicamente para formar um segundo composto (FIGURA
59), de coloracdo violeta, conhecido como formazan {E,Z-1-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan}. O formazan violeta € insolGvel em
solugbes aquosas, mas pode ser facilmente solubilizado em solventes
organicos resultando em uma solucdo cuja absorbancia € proporcional ao

nimero de células viaveis.16°
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FIGURA 59. Reacéo de reducdo metabolica do sal MTT para formacéo de
formazan.

Como mostrado na FIGURA 60, o complexo ndo apresentou atividade
significativa contra essas células, ou seja, o complexo Mg-phen-fer nédo
promoveu a apoptose das ceélulas independentemente da concentracdo
utilizada sendo que para concentracdes <56 pmol/L a viabilidade celular foi
de 90 % e para concentracGes maiores que esse valor a viabilidade celular
foi de 80 %.
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FIGURA 60. Viabilidade celular das células da linhagem de neuroblastoma
humano SH-SY5Y na presenca do complexo Mg-phen-fer.

Uma vez que o complexo apresentou baixa interacdo com a enzima
AChE que esté presente no sistema nervoso central, sendo um indicativo que
0 complexo néo afetaria as propriedades cognitivas. Similarmente, o ensaio
com a celula, o complexo ndo promoveu a apoptose desta ou de qualquer
outro componente celular como mitocondria. Assim, esses dois ensaios
biologicos mostram o potencial de aplicacdo do complexo Mg-phen-fer
como um antioxidante em embalagens ativas devido a sua falta de toxicidade

como evidenciado nesses testes.

5 Perspectivas futuras

Alguns estudos preliminares sobre a utilizacdo do complexo Mg-
phen-fer em filmes de amido de tapioca para protecdo de carne de porco para
aumentar o tempo de prateleira foram feitos no laboratorio em condigdes
extremas, isto €, com luz constante e temperatura de 21 °C. Apos 8 dias as
carnes embaladas com o filme contendo o complexo ndo apresentava o
crescimento de nenhum fungo enquanto o controle apresentava uma
quantidade excessiva de esporos. Contudo, estudos relativos a tempo de
prateleira da carne em presenca de filmes contendo o Mg-phen-fer devem

ser feitos com acompanhamento microbiolégico para compreender o
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mecanismo de acdo do complexo bem como se da sua liberacdo na superficie

da carne.

Continuar com os estudos referentes a toxicologia do complexo para
verificar a seguranca do composto para sua aplicacdo em contato alimenticio
sem maiores riscos a saude. Além de procurar outros bioplasticos como a
pectina que possui uma caracteristica aniénica, que possam aumentar a
interacdo do complexo Mg-phen-fer com o polimero afim de moldar as

propriedades de liberacdo do antioxidante.

Por Gltimo, como o grupo vem trabalhando com aplicacdo dos
complexos de Mg(ll) na area agricola, a aplicacdo desse composto em
culturas agricolas pode abrir novas frentes de trabalho devido ao seu

potencial como defensivo agricola.

6 Concluséo

A sintese do complexo Mg-phen-fer é feita em condicGes brandas e
com alto rendimento e grau de pureza. Devido ao pequeno tamanho do ion
Mg(ll) o complexo possui um equilibrio entre as estruturas hexa e
tetracoordenadas. Além disso o complexo se mostrou estavel na faixa de pH

de 4 a8 o que confere a ele poder ser aplicado a vasta variedade de alimentos.

Ademais, neste trabalho foi possivel determinar a formulacdo dos
filmes de amido e de gelatina quanto as suas composi¢fes de polimero e
plastificador, sendo os dois filmes de facil fabricacdo, transparentes,
flexiveis, termicamente estaveis e nao favorecem o crescimento de
microrganismos que possam vir a degradar os mesmos e com a adi¢do dos

complexos, essas propriedades foram mantidas.

Os filmes de gelatina sdo melhores barreiras frente ao oxigénio do que
os filmes de amido que s@o mais permeaveis a este gas. Com os estudos de

liberacdo viu-se que os complexos sdo liberados rapidamente para sistemas
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com alto teor de 4gua podendo o sistema ser melhorado para uma liberacéo
mais lenta. Como evidenciou o estudo com as magcés, uma vez liberados 0s
complexos continuam atuando como antioxidantes nao perdendo suas

caracteristicas.

Em relacdo as propriedades antioxidantes e antimicrobiana do
complexo, pode-se concluir que ele apresenta 6tima atividade antioxidante
como evidenciado pelos estudos frente aos mais diversos radicais. Em
relacdo a atividade antimicrobiana, o complexo Mg-phen-fer mostrou-se ser

tanto um bactericida quanto fungicida.

Dessa forma, pode-se concluir gue o complexo Mg-phen-fer abre uma
nova alternativa aos antioxidantes sintéticos, mas ao contrario dos
antioxidantes atualmente empregados o complexo mostrou-se de baixa

toxicidade e com alto potencial de empregabilidade.
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Apéndice A

TABELA A 1. Valor de energia (eV) dos orbitais moleculares HOMO e
LUMO e composicdo em porcentagem para o complexo [Mg(phen),(fer)]?*

Orbital | E,eV | Mg fer | phena | pheny
161 L+10 | -2.34 | 35 0 33 32
160 L+9 -2.6 154 6 -30 -28
159 L+8 | -2.87 0 0 39 63
158 L+7 | -2.93 2 1 60 37
157 L+6 | -3.39 1 96 1 2
156 L+5 | -3.56 1 0 45 55
155 L+4 | -3.68 1 3 53 43
154 L+3 -4.71 0 0 40 60
153 L+2 | -4.78 1 0 60 39
152 L+1 -4.9 0 0 39 60
151 | LUMO | -4.96 1 0 61 39
150 |HOMO | -7.34 1 100 0 0
149 H-1 | -8.36 0 100 0 0
148 H-2 | -9.24 1 98 0 1
147 H-3 | -9.35 0 98 0 1
146 H-4 -9.5 1 8 30 61
145 H-5 | -9.53 1 43 25 31
144 H-6 | -9.55 1 50 44 5
143 H-7 | -9.91 0 0 21 79
142 H-8 | -9.93 0 1 79 20
141 H-9 |-10.06| 16 72 7 5
140 H-10 | -10.95 7 5 42 46
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Apéndice B
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FIGURA A 1. Irradiacdo com luz continua (450 nm) de uma solugéo de Rf
(10 umol/L) na presenca de diferentes concentragfes do complexo Mg-phen-
fer em atmosfera de ar.
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FIGURA A 2. Irradiacdo com luz continua (450 nm) de uma solucdo de Rf
(10 pumol/L) na presenca de diferentes concentragoes do complexo Mg-phen-
fer em atmosfera de O..
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FIGURA A 3. Irradiacdo com luz continua (450 nm) de uma solucdo de Rf
(10 pumol/L) na presenca de diferentes concentragoes do complexo Mg-phen-
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Apéndice C
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FIGURA A 4. Espectros de absorcdo na regido do UV-vis e curva cinética
de absorbancia em 412 nm vs. Tempo (s) para acompanhar a formagéo do
ion TNB na presenca de diferentes concentracdes do complexo Mg-phen-fer.
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