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RESUMO

As embalagens possibilitam a prote¢do dos alimentos contra diversos agentes, impedindo ou
retardando processos quimicos, fisicos e biolégicos indesejdveis que possam afetar a qualidade
do produto. Nesse ambito, o uso de embalagens funcionais que desempenhem uma func¢do
antioxidante e antimicrobiana pode auxiliar na manutencdo da qualidade e inibicdo da
deterioragdo microbiolégica dos alimentos. Baseado nisso, esse trabalho avaliou as
propriedades de filmes a partir de amido e ativos fendlicos da casca do caule de Spondia
purpurea para protecao de mangas “Tommy Atkins” minimamente processadas. A etapa inicial
do trabalho consistiu na extragdo e caracterizacdo do amido de Spondia purpurea como matriz
polimérica dos filmes e revestimentos. O amido apresentou rendimento de 15,42%, teor de
amilose de 44,4+1,7%, massa molar na ordem de 10° g mol™ e polidispersividade de 1,5, boa
estabilidade térmica e padrio de cristalinidade do tipo A. O perfil quimico do extrato
hidroalcodlico da casca do caule de S. purpurea foi realizado por UPLC-QTOF-MS, sendo
tentativamente identificados 35 metabdlitos secundérios, sendo majoritariamente 17 compostos
pertencentes a classe dos flavonoides. O extrato apresentou teor de fendlicos totais em
equivalentes de 4cido gilico, de 523,25 mg EAG g! de extrato e foi avaliado a sua atividade
antioxidante através do percentual de inibi¢do do radical livre DPPH-, o qual apresentou Clso
de 5,85 ug mL"!. A atividade antimicrobiana do extrato mostrou acdo de inibicdo (CIM) nos
microrganismos avaliados, E. coli, S. enterica, S. aureus e L. monocytogenes e de agdo
bactericida, com as concentracdes testadas em S. aureus e L. monocytogenes. Os filmes
desenvolvidos com diferentes teores de extrato fendlico de Spondia purpurea (0% a 20%)
mostraram que a composicdo quimica dos extratos influenciou nos pardmetros mecanicos,
apresentando variagcdo significativa na resisténcia a tragdo (o), elongacdo (¢) e modulo de
elasticidade (Y) a medida que o teor dos extratos aumentava, mostrando uma ag¢ao plastificante
adicional oferecido pelos componentes polifendlicos presentes nos extratos. Essa observagao
foi refor¢ada pela diminui¢do dos valores de Tp (161,4 a 149,6 °C) do evento endotérmico
principal nos termogramas DSC dos filmes. Apresentaram ainda valores de permeabilidade a
vapor de dgua entre 2,78 a 2,14 ¢ mm kPa! h' m? que nio foram significativamente
influenciados pelo do teor de extratos fendlicos. O teor da massa soltvel dos filmes variou de
14,5% a 33,8%, indicando um aumento da solubilidade do material 4 medida que o teor de
extratos aumentava. A aplicagdo dos revestimentos, de 0% a 20% de extratos fendlicos em
mangas minimamente processadas, apresentou efeito de prote¢ao aos niveis de dcido ascérbico

e mantiveram os indices de agcucares complexos nas mangas, observado pela andlise do teor de



solidos soltveis. As maiores concentracdes de extratos possibilitaram alteracdes significativas
nos parametros de cor (L*C*h*) ao longo dos 10 dias de armazenamento. No geral os
revestimentos com teor de 5% e 10% apresentaram-se como op¢des mais vidveis para aplicagao
no mercado devido as menores variacdes de cor e contribuirem com a manuteng¢do de
componentes indicativos da qualidade das amostras de manga minimamente processadas,

quando comparadas com a amostra controle.

Palavras-chave: Amido de Spondia purpurea. Filmes e revestimentos ativos. Extratos

fendlicos.



ABSTRACT

Packaging makes it possible to protect food against various agents, preventing or delaying
undesirable chemical, physical and biological processes that may affect the quality of the
product. In this context, the use of functional packaging that performs an antimicrobial and
antioxidant function may help to maintain quality and inhibit the microbiological deterioration
of food. Based on this, this work evaluated the properties of starch films and phenolic actives
of Spondia purpurea stem bark to protect minimally processed "Tommy Atkins" mangoes. The
initial stage of the work consisted in the extraction and characterization of Spondia purpurea
starch as the polymeric matrix of the films and coatings. The starch presented a yield of 15.42%,
amylose content of 44.4 + 1.7%, molar mass in the order of 10° g mol! and polydispersity of
1.5, good thermal stability and crystallinity standard of type A. The chemical profile of the
hydroalcoholic extract of the stem bark of S. purpurea was determined by UPLC-QTOF-MS,
and 35 secondary metabolites were tentatively identified, being mainly 17 compounds
belonging to the class of flavonoids. The extract presented total phenolic content in gallic acid
equivalents of 523.25 mg EAG g! of extract and its antioxidant activity was evaluated through
the percentage of free radical DPPH- inhibition, which presented an ICso of 5.85 ug mL™'. The
antimicrobial activity of the extract showed inhibition action (MIC) in the evaluated
microorganisms, E. coli, S. enterica, S. aureus and L. monocytogenes and of bactericidal action,
with the concentrations tested in S. aureus and L. monocytogenes. The films developed with
different phenolic extract contents of Spondia purpurea (0% to 20%) showed that the chemical
composition of the extracts influenced the mechanical parameters, showed significant variation in
tensile strength (o), elongation (¢) and modulus of elasticity (Y) as the extracts content
increased, showing an additional plasticizer action offered by the polyphenolic components
present in the extracts. This observation was reinforced by the decrease in T values (161.4 to
149.6 °C) of the main endothermic event in the DSC thermograms of the films. They also
presented water vapor permeability values between 2.78 and 2.14 g mm kPa™! h'' m™ that were
not significantly influenced by the content of phenolic extracts. The content of the soluble mass
of the films ranged from 14.5% to 33.8%, indicating an increase in the solubility of the material as the
extracts content increased. The application of the coatings, from 0% to 20% of phenolic extracts in
minimally processed mangoes, had a protective effect on ascorbic acid levels and maintained the rates
of complex sugars in the mangoes, observed by the analysis of soluble solids content. The highest
concentrations of extracts allowed significant changes in color parameters (L*C*h*) over the

10 days of storage. In general, coatings containing 5% and 10% presented as more viable



options for application in the market due to the lower color variations and contribute to the
maintenance of components indicative of the quality of the minimally processed mango samples

when compared to the control sample.

Keywords: Spondia purpurea starch. Active films and coatings. Phenolic extracts.



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela & -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

Tabela 14 -

LISTA DE TABELAS

Composicao centesimal, de minerais e vitaminas em 100g de seriguela e

percentual do valor diario (%VD) de referéncias de nutrientes............ccccccceeeerneenee.

Proporg¢ao do ativo fenolico em relagdo a massa da matriz polimérica na solucao

filmogénica com glicerol como plastificante fixo a 30% (m/mMP)..........ccccceueenee
Anélise centesimal do amido de Spondia purpurea...............ccoveeeeeecvevevencvenneannen.
Constituintes elementares do amido de Spondia purpurea....................ccueeuveeunn..

Principais bandas de infravermelho atribuidas a grupos funcionais conforme

literatura para 0 amido de S. PUFPUFEA............ooceeeceieciieieieeeeee e

Valores de polidispersividade e massas moleculares obtidas pela andlise de GPC

para o amido nativo de Spondia purpureq..................cececoeeeeeeeeneeneeeneneeeseeene
Etapas de degradacdo do amido de S. purpurea e perda de massa............cccccueenee.e.

Rendimento dos extratos EHCS (7:3) em duplicata para o caule de Spondia

DUFPDUFCU. ...ttt ettt ettt a et et s s et et saeeaeesae e s e e

Constituintes identificados ou tentativamente identificados em amostras de caule

de Spondia purpurea (seriguela) - Modo Negativo (ES-)......ccccoeevvviieiieniieiieene,

Valores de concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida
minima (CBM) para Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
enterica and Staphylococcus aureus para o extrato das cascas do caule de Spondia

PUFPUFEA EHCS (7:3).eeneieieeeee ettt s st e
Espessura dos filmes de ANS e EHCS (7:3) produzidos conforme formulagdes....

Propriedades Mecanicas dos filmes de amido de S. purpurea adicionados de
diferentes teores de extrato das cascas do caule de S. purpurea EHCS (7:3)....... ©

(resisténcia a tragdo), € (elongagdo a ruptura) e Y (modulo de elasticidade)..........

Dados térmicos dos picos endotérmicos observados nos filmes de amido de S.
purpurea adicionados de diferentes teores de extrato das cascas do caule de S.

PUFPUFEA EHCS (7:3).eieieiieeeeeeeee ettt s st

Caracteristicas macroscopicas observadas nas amostras de MMP com e sem

revestimento armazenadas a 1241 °C ao longo de 10 dias.........ccccevvveevvieneenrienennnns

51

58

58

59

64

68

70

74

86

88

96

99



Tabela 15 - Parametros fisico-quimico de MMP com e sem revestimento armazenadas a

1241 °C 20 10nZO0 d@ 10 diaS.....eeviiieieiiieiieiiee et s



LISTA DE ABREVIATURAS

ANS Amido Nativo de Seriguela

ATCC American Type Culture Collection

IAL Instituto Adolfo Lutz

NEPA Nucleo de Estudos e Pesquisas em Alimentos
BHT HidroxiTolueno Butilado

UFC Unidade de Formagao de Colonias

TSB Caldo de Soja Tripcaseina

UPLC Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
AG Acido Galico

GR Grau de Ramificagao

GC Grau de Cristalinidade

DMSO-d6 Dimetil Sulféxido deuterado

Clso Concentracao de Inibigao 50%

CIM Concentracao Inibitéria Minima

EHCS Extrato Hidroalcoolico do Caule de Seriguela

MMP Manga Minimamente Processada



2.1
2.2

31
3.1.1
3.1.1.1
3.1.1.2
3.2
3.2.1
3.2.2
3.3

3.4

4.1.
4.1.1
4.1.2
4.1.2.1
4.1.2.2

4.1.2.3
4.1.2.4
4.1.2.5
4.1.2.6
4.1.2.7
4.1.2.8
4.2

4.2.1

SUMARIO

INTRODUGCAO ..o eeee 20
OBJETIVOS ...ttt sttt e 23
ODJetivo Geral...........cccooiiiiiiiiiiiieeee e e 23
ODbjetivos eSPecifiCos..............cooiiiiiiiiiiiiii e 23
REFERENCIAL TEORICO.......cc.ooiiiiiiiinieieeieeteieeie ettt 24
Filmes e revestimentos a partir de polissacarideos....................cceevvieennnnn. 24
Amido e filmes de amido............................cc.ccocvieiiiiiiiiiiiiieeeeee e 26
Composigdo, estrutura e morfologia dos granulos de amido.............................. 26
Filmes de Qmido..................ocouieeuiieiiieeiiieeeeece et 29
Filmes e embalagens ativas................c.ccoooiiiiiiiiniiii e 31
Meétodos de preparo de filmes e revestimentos ativos aplicados em alimentos. 35
Revestimentos comestiveis aplicados a frutos minimamente processados........ 38
Extratos vegetais e metabolitos secundarios como antioxidantes naturais
aplicados em filmes e revestimentos comestiveis.................cccccccvveriieennnennnee. 39
SPONAIA PUIPUFEA....................coooeeeeeiiieiieeieeee et 41
METODOLOGIAL.....c.eeeeeeteee ettt sttt sttt e s e sseeeans 44
Isolamento, purificacio e caracterizacio da matriz polimérica.................... 44
Isolamento, purificacdo e rendimento do amido de Spondia purpurea............ 44
Caracterizacdo do amido de Spondia purpurea...........................cccuveecveeecnnnnn. 45
Andalise elementar e composi¢Ao CenteSimal..................ccooeeeeveeeecveecieecianeenanns 45
Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho com Transformada de
FOUFTET (FT-IR) ..ottt eaae e stee e s e e e e snaeeenneas 45
Ressondncia Magnética Nuclear do "H @ 3C............cccoeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeenenn, 46
Dispersdo de RaioS-X (DRX).........cccoouvueeeieniiiiieiieeiieesieeie et eiee e 46
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)........cccoeveieioieniieeiesiieiieeieeeeenns 46
Cromatografia de Permea¢do em Gel (GPC)........cuueeeeueeeeceeeeeeieeiieeeieeeeveeenn 47
Analise Termogravimetrica (TGA) .......ccueeeeueeecueeeeieeeeieeeeee e 47
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)..........c.cooeeeveiveecianieacieesiieenenn, 47
Obtencio e caracterizacio dos extratos hidroalcoodlicos do caule de Spondia
PUFDUFCA............oeeeeeeeeie et ette et et e st e et eeate e bt e sseeesaeeenseesaeesnbeesaeesnseas 48
Coleta e extracdo das amostras vegetais........................cccuueeeeceveeeesccueeeeeaennnnnn



4.2.1

4.2.1
4.2.1
4.2.1
4.3

4.3.3

4.3.3

4.3.3

4.3.3.1
4.3.3.2
4.3.3.3
4.3.3.4
4.3.3.5
4.3.3.6
4.3.3.7

4.3.3.8
4.3.4

4.34.1
4.3.4.2
4.3.4.3
43.43.1
43432
43.43.3
4.3.5

5.1
5.1.1
5.1.2

Cromatografia de ultra performance acoplada a espectrometria de massas de

alta resoluc@o (UPLC-QTOF-MSE)............eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeann

Determinacgdo de fenolicos totais.........................occueeeeeeeeeeeesiciieeeeiiieeeeiireeaenns ji
Ensaio de atividade antioxidante por DPPH- ........................cccccoeeuveveeeencrnnn. 49
Atividade antimicrobiana.............................ccccccocceeviiiiiiiniiiiiiniie 49
Desenvolvimento e caracterizacio dos filmes de amido e bioativos fendlicos

de Spondia purpurea......................ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 50
Planejamento experimental para desenvolvimento dos filmes ativos............... 50
Preparacgdo das dispersoes filmogeénicas......................cccccoueeeeeeeenceeeeecueenennannne, 51
Caracterizacdo dos filmes ALiVOs....................cocceevveieeiiieiiiieeiieeeiee e )
Espessura e umidade dos filmes QtiVOs.............cccccceeeerveenierienoiinieiinicneeieneens 57
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)........ccoueveueeeceeeeieeeieeeeiee e, 57
OPACTAAAE. ...t e e eesae e s taeesnaeeenseeenanes 57
ANGLISES MECANICAS ...ttt 53
Permeabilidade ao Vapor de AGUa - PVA.........cccccocoeviniiininiiniinieiiicneeenens 53
Materia INSOIUVEl (MI)...........ccuueeeueeeeiieeeieeeeie e et ee e 53
Espectroscopia de Absor¢do na Regido Infravermelho por Transformada de

Fourier (FT-IR) — ATR..........ccoueoiiieeiieeee ettt 53
Calorimetria Diferencial Exploratoria — DSC.............ccoovevueveeeveinceeiienieeieenens 53
Aplicagdo dos filmes como revestimento em manga minimamente processada

(MMP)......cooinieeeeee ettt ettt ettt ettt e aeeeeeas 54
Preparo das dispersoes filmOGENICAS. ..............ccueeueeeuveeeeeiienieeiieeeieeeieesveeveens 54
Obtengdo dos frutos e processamento das amostras de MMP para revestimento 54
Carateriza¢do das amostras de MMP revestidas...............cueeeeeeecueeeeceeeeseeennne. 56
L0 ) OO OO RO P PR UP SRR 56
SOlIdOS SOIAVEIS (SS)..cvviiiiieiieeiieieee et 56
Quantifica¢io de Acido ascorbico (Vitamina C)............coveeveeveeeeeeereeeeeereeeennnn, 57
ARQLISe eSLALISTICA.......................cccoeoviiiiiiniiiiiieiieeeee et 57
RESULTADOS E DISCUSSAQ.......otiiieteeteteete et svee e 58
Caracterizacio do Amido de Spondia purpurea..........................cccccuuvevvenn.... 53
Rendimento e composicdo do amido de Spondia purpurea............................... 5g

Espectroscopia de Absor¢io na Regido do Infravermelho com Transformada

de Fourier (FT-IR)..................oocooouueiioueeeeieeeeeeeeeieeeeee et e e aa e



5.1.3

5.14

5.1.5
5.1.6
5.1.7
5.1.8
5.1.9
5.2
5.2.1
5.2.1.1
5.2.1.2
5.2.1.3
5.2.14
5.2.1.5
5.2.1.6
5.2.1.7
5.2.1.8
5.2.1.9
5.3.1
5.3.2
5.3.3
54

5.4.1

54.1.1
54.1.2
54.1.3
54.14
54.15
5416
54.1.7

Andlise do espectro de Ressonincia Magnética Nuclear do 'H para o amido

de Spondia DUFPUFEa.......................coovueiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeee et

Andlise do espectro de Ressonincia Magnética Nuclear do ">C para o amido °!
de Spondia DUFPUFEA. ....................c..ooovcueieiiiieaiiiieeieeeeie et nvee e 62
Difracdo de RaAioS-X (DRX)..........cccoeeeueieiiieeiiieeiieesieeeeiee et eveesae e 63
Cromatografia de Permeacgdo em Gel (GPC).................ccccooveueeevcueeviieeanienanne. 63
Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV).............oooouevueeeeeciieeeeeiieeeeeeeennn 65
Anadlise Termogravimétrica (TGA)................ccoeecveeevieieecieeeiieeeie e 66
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC).................cccceveevcveeeciveeniieanneeans 68
Caracterizacio dos extratos hidroalcodlicos do caule de Spondia purpurea. 70
Analise do perfil quimico da casca do caule de Spondia purpurea................... 70
ACIAOS OFGANICOS .....occeveeeeieeiieeee et eee et eesveeesaeeestaeeeaaeesaseesssaessnseeensseeenns 71
Acidos fenolicos simples € deriVados...............c..ocecueeeecueeeiieeeniieeeiieeecieeeiee e 7
1aninos RIATOLISAVEIS............ccueverouiriiiieiieieee ettt 73
FLAVONOIS ..ottt ettt ettt ettt e et et e sneeens 77
FLAVANOIS ..ottt ettt ettt 73
FLAVANONOIS ...ttt 79
BONZOFCHONAS ...ttt et saessaen 79
Outros metabolitos identifiCAdOs..............ccoecveeeeecuieiiieeiieeieeeeeee e 30
Compostos NAO IAENLIfICAAOS ...........ccueeccueeeeieecieeecie e 30
Determinacgdo de fenolicos totais.........................occoeeeeevoeeeeesiciiieeeeiiieeeeiieeeenns 34
Ensaio de atividade antioxidante por DPPH- ........................ccccooeeeueevcueeenan. ’4
Atividade antimicrobiana............................ccccccooviviiiiiiiniiiiiiniiee 36
Desenvolvimento e caracterizacdo dos filmes de amido incorporados com

extrato hidroalcodlico de Spondia purpurea......................ccooooeevvveevviaeieaannnnnn. g8
Caracterizacdo dos filmes ALiVOS....................ccccveeeoueeeiieieeiieeeieeeieeeeiee e 38
Espessura e Umidade dos fIles..............c.ccceeceeiieeciiesiieeiiesieeiieniee e esiee e 38
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)..........ccccovvieviinoeeiiiiieeiesieeiens 29
OPACTAAAE. ... e e e e e sae e e tae e s raeeeaseeenanes 91
ANALISES MECANICAS ...ttt et 93
Permeabilidade ao Vapor de AGQua — PVA.........c..ccoeeevenceeiieneeiienieeieenve e 96
Matéria INSOIUVEL (MI)............ccceeeueeeiieeiieieeeieeieeeie et 08
Calorimetria Diferencial Exploratoria — DSC..............cccccocevvencineenenccneencnne.



54.1.8

5.5
5.5.1
552
5.5.2.1
5522
5523

Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier (FT-IR) em Reflexdo Total Atenuada (ATR)..........cccoveveevvevcueennnnne. 102

Aplicacido como revestimento em manga minimamente processada (MMP) 103

Avaliag@o MACFOSCOPICA...................cccuueeeeeeeeiiieeieeeieeeeie e eeeeeaeeesaeeenavee s

Caraterizacdo das amostras de MMP revestidas.................oouvevvvcueenieeeeeeeiviinennnn. 12?
0Tttt ettt st 105
Soélidos solaveis (S,S) ............................................................................................ 108
Quantificacao de Acido ascorbico (Vitamina C).......ccceeevveeerveeenieenciieeeiieenneenn 109
CONCLUSAWD. ..ottt sttt ettt sttt s e s et sre st esseesesaeenee 13
REFERENCIAS ...ttt ettt st sre st st sae st st sne e



20

1 INTRODUCAO

Na industria alimenticia, garantir que os produtos tenham um maior tempo de vida
util e qualidade até que cheguem ao consumidor final, € sem ddvida, um dos maiores objetivos
no setor. Para que isso seja possivel, a utilizacdo de embalagens adequadas e que estejam dentro
das recomendacdes para o armazenamento e transporte de alimentos é algo essencial. As
embalagens possibilitam a protecdo dos alimentos contra diversos agentes, impedindo ou
retardando processos quimicos, fisicos e bioldgicos indesejaveis que possam afetar a qualidade
do produto (GARAVAND et al., 2017; MUKURUBIRA, MELLEM e AMONSOU, 2017). Um
dos meios mais promissores para auxiliar a preservacdo de alimentos sensiveis a processo de
deterioracdo oxidativa ou bioldgica, consiste no uso de embalagens com ativos incorporados
que apresentem ac¢do antioxidante ou antimicrobiana (BASANTA et al., 2018; KIM et al., 2015;
PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017).

Dentre os compostos antioxidantes naturais, os compostos fendlicos presentes em
muitos extratos vegetais destacam-se como potentes antioxidantes, por possuirem propriedades
redutoras uteis para a neutralizacdo e sequestro de radicais livres (SHAHIDI e
AMBIGAIPALAN, 2015). O maior interesse na utilizacdo dos compostos fendlicos em
embalagens ativas, foi dedicado a capacidade destes compostos de inibir e eliminar a formacao
de radicais livres in vivo, além de apresentarem acdo antimicrobiana, que podem ser utilizados
para prevenir ou retardar a deterioracdo microbioldgica dos alimentos. A incorporacdo de
compostos antimicrobianos em filmes biodegraddveis promove um maior tempo de prateleira
principalmente para alimentos com elevada umidade e que necessitem de consumo rdpido
(NOREEN et al., 2017; OBOH et al., 2015; ORTEGA-TORO et al., 2017).

O desenvolvimento de filmes e revestimentos a base de biopolimeros como
materiais de revestimento, teve largo crescimento ao longo dos anos devido as propriedades de
barreira e mecanicas observadas em niveis aceitdveis, embora, algumas caracteristicas
necessitem de estudos para aperfeicoamento de alguns aspectos fisicos, mecanicos e térmicos
que acabam inviabilizando sua expansdo industrial. Entretanto ao longo dos anos diversas
estratégias vém sendo desenvolvidas para superar estas desvantagens, como o uso de
plastificantes, efeito sinérgico com outros polimeros, materiais de reforco e inclusdo de aditivos
que possibilitem novas propriedades e que os tornem mais interessantes comercialmente (LIN

etal., 2017; NGUYEN VU e LUMDUBWONG, 2016).
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No setor alimenticio o uso do processamento minimo de frutas e vegetais destinados
a um publico consumidor que almeja cada vez mais praticidade aliado a alimentos mais
sauddveis, torna-se um segmento em ascensao no setor. Entretanto o processamento minimo de
vegetais e frutas, principalmente as climatérias, encontram desafios devido a maior exposi¢ao
ao estresse oxidativo, a¢do de enzimas de escurecimento e consequentemente alteragdes na
aparéncia do produto que podem comprometer a sua aceitacdo pelo consumidor final (ALI et
al., 2017). A manga é uma fruta tropical de bastante aceitacdo, principalmente a variedade
“Tommy Atkins”, consumida de forma in natura ou como sucos, sendo também muito
comercializada na forma minimamente processada. No entanto, sendo uma fruta climatéria,
apresenta rapido amadurecimento e um tempo de vida util reduzido (SOTHORNVIT e
RODSAMRAN, 2008).

Nesse contexto de desenvolvimento de filmes e revestimento, o amido se destaca,
pois é um abundante biopolimero de origem vegetal, de fécil extracdo, obtenc¢ao de baixo custo.
Além disso possui propriedades importantes como biocompatibilidade, biodegradabilidade, nao
toxicidade, além de apresentar propriedades mecanicas e fisico-quimicas interessantes que
possibilitam o seu uso na producao de biofilmes com aplicacao em revestimentos na industria
alimenticia e também farmacéutica (GARAVAND et al., 2017).

A utilizacdo de biomassas regionais ndo explorados adequadamente, e de baixo
valor agregado, para o desenvolvimento de novos produtos com um maior valor agregado, pode
representar uma estratégia significativa de promocao do desenvolvimento econdmico regional.
Neste sentido o uso da seriguela (Spondia purpurea), para a obtencdo de uma nova fonte de
amido e de compostos ricos em fendlicos, propostos neste trabalho podem fornecer um produto
funcional destinado ao revestimento de alimentos e que se enquadram no grau alimenticio
necessario para o setor alimenticio. Os frutos de S. purpurea sio relatados na literatura como
uma fonte de compostos fendlicos como taninos, dcidos fendlicos e flavonoides (SILV A et al.,
2016). O amido, uma das bases poliméricas, pode ser extraido do endocarpo dos frutos e os
bioativos obtidos a partir das cascas do caule da Spondia purpurea.

Dessa forma a partir das informacdes colocadas, o presente trabalho se propde a
desenvolver filmes incorporados com ativos fendlicos que possam oferecer um material de
revestimento funcional para alimentos minimamente processados, sensiveis a processos
oxidativos e suscetiveis a deterioragdo microbioldgica. Aliado a isso, diante do ineditismo das
fontes botanicas dos materiais de partida usados na produgdo dos filmes ativos, convém a
realizacdo da caracterizagdo estrutural, morfoldgica e térmica do amido de Spondia purpurea

utilizado neste trabalho. Além disso, a partir de técnicas de cromatografia liquida de ultra
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eficiéncia acoplada a espectrometria de massas foi possivel conhecer o perfil quimico dos
extratos das cascas do caule de Spondia purpurea tendo em vista a importancia dos metabolitos
secunddrios para a funcionalidade dos filmes e relacionar possiveis atividades bioldgicas. Este
trabalho ainda se prop0s a avaliar as caracteristicas fisicas e quimicas dos filmes desenvolvidos,
quanto a parte térmica, mecanica, de barreira e solubilidade, e também analisar o uso de
revestimentos, nas mesmas formulacdes filmogénicas, aplicados em manga minimamente
processada, verificando assim acdo do revestimento em alguns parametros fisicos e quimicos

de qualidade das mangas “Tommy Atkins” minimamente processadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver filmes ativos do amido da Spondia purpurea contendo extrato
hidroalcodlico da casca do caule de Spondia purpurea para aplicacio como filmes e

revestimento de mangas minimamente processadas.

2.2 Objetivos especificos

e Extrair, purificar e caracterizar o amido de Spondia purpurea;

e Obter extrato hidroalcodlico da casca do caule de Spondia purpurea, identificar seus
compostos nao volateis, avaliar seu potencial antioxidante e atividade antimicrobiana;

e Preparar e caracterizar filmes de amido incorporados com os extratos fendlicos de
Spondia purpurea;

e Aplicar o filme de amido e extratos da Spondia purpurea, como revestimento em

mangas ‘“Tommy Atkins” minimamente processadas e avaliar seu efeito;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Filmes e revestimentos a partir de polissacarideos

Os polissacarideos sdo macromoléculas naturais compostas por unidades de
monossacarideos unidos por ligacdes glicosidicas em cadeias lineares ou ramificadas e de alta
massa molar. S3o macromoléculas amplamente existentes na natureza, sendo extraidas
principalmente a partir de plantas, algas, microrganismos e também animais (YU et al., 2018).
Estes biopolimeros apresentam caracteristicas propicias a utilizagdo em filmes devido a
relativa abundancia destes materiais na natureza, sua facilidade e baixo custo de extracdo, além
de serem biodegraddveis e biocompativeis. A estrutura quimica das suas macromoléculas ¢
suscetivel a interagdes com agentes plastificantes que potencializam suas propriedades de
filmes (Figura 1). Entre os polissacarideos comumente utilizados em diversas pesquisas na
produgdo de filmes temos o amido, a celulose, a pectina, a pululana, o alginato, a carragenina,
a quitosana, entre outros (DOMINGUEZ etal., 2018; VIEIRA et al., 2011).

Os polissacarideos também propiciam boas propriedades de barreira para o
oxigénio, mas apresentam suscetibilidade a umidade devido a sua natureza hidrofilica,
apresentando assim valores elevados de permeabilidade ao vapor de agua. Entretanto os
revestimentos a partir de polissacarideos podem ser aplicados de forma satisfatoria no
prolongamento da vida ttil de frutas, vegetais e também produtos de origem animal, reduzindo
significativamente a desidratacdo, o escurecimento e a rancidez oxidativa destes produtos,
principalmente quando associados a outros polimeros ou aditivos funcionais (CAMPOS,
GERSCHENSON e FLORES, 2011; HASSAN et al., 2018).

Os polissacarideos apresentam um grande niimero de grupos hidroxilas ao longo
da suas estruturas, sendo que as ligagdes de hidrogénio tem uma fun¢ao de suma importancia
na formacdo de filmes e nas propriedades deste filmes. Alguns polissacarideos podem
apresentar carga negativa, como as pectinas, alginatos e carboximetilcelulose, os quais
dependendo do pH podem apresentar propriedades diferentes para suas aplicagdes
(DEHGHANI, HOSSEINI ¢ REGENSTEIN, 2018).

A celulose ¢ um polimero natural presente na parede celular das plantas e apresenta
sua estrutura formada por unidade de D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas B -1,4. Os
derivados de celulose apresentam ainda os substituintes metila, hidroxipropil e carboxila no
carbono 6 do anel piranosidico. Dentre os derivados da celulose apenas o carboximetilcelulose
(CMC), hidroxipropilcelulose (HPC), hidropropilmetilcelulose (HPMC) e a metilcelulose

(MC) apresentam boas propriedades para a formacdo de filmes, especialmente peliculas
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comestiveis (KUREK, SCETAR e GALIC, 2017). Os filmes e revestimentos produzidos a
base de celulose e seus derivados sdo geralmente inodoros, flexiveis, com boa opacidade, boas
propriedades de barreira ¢ de natureza hidrofilica (HASSAN et al., 2018). Atualmente a
celulose produzida a partir da fermentag@o oxidativa por bactérias, principalmente a do género
Gluconacetobacter vem apresentando um bom potencial de aplicagdo em diversas areas
industriais, inclusive na producao de embalagens (COSTA et al., 2019).

Outro polissacarideo utilizado no desenvolvimento de filmes e revestimentos ¢ a
pectina, a qual ¢ uma macromolécula considerada como heteropolissacarideo e tem como
principais constituintes, unidades de D-acido galactur6nico unidos por ligacdes o -1,4. As
pectinas apresentam ao menos 17 tipos de monossacarideos, além dos acidos galacturdnicos,
encontram-se unidades de arabinoses, galactoses, rhamnose, entre outros (CHAN et al., 2017).
Cadeias de pectinas que apresentem alto grau de metoxilacao dos seus acidos galacturonicos
apresentam melhores propriedades para formagdo de filmes, sendo estes filmes muito

aplicados em revestimentos comestiveis (KUREK, SCETAR e GALIC, 2017).

Figura 1 - Estrutura quimica de alguns polissacarideos mais utilizados no desenvolvimento de

filmes e revestimentos comestiveis.

( ™\ 4
OH
OH
Q HO 0
HO o o
OH
OH N
Celulose
|\ J .
'Y ) '
HOOGC
Hs;COOC
|© CH; ©
HO oH ©
n
Pectina
\\ J N\
s A e p
HO30S OH OH
OH o OH
o) L] -
o HO 0
/
OH /\ HO n
07~ TOHJ
Carragenina Alginato
\. J/ 1\ J

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)



26

Grande parte dos polissacarideos utilizados em revestimentos e filmes sdo
extraidos a partir de fontes vegetais, entretanto, a quitosana ¢ um polissacarideo com diversas
aplicagdes e que ¢ obtida a partir da desacetilacdo da quitina, um polissacarideo bastante
abundante no exoesqueleto de crustaceos e artropodes (FALGUERA et al., 2011). A quitosa ¢
um polimero atéxico, biodegradavel e biofuncional, com agdo antimicrobiana (DEHGHANI,
HOSSEINI e REGENSTEIN, 2018). Os filmes desenvolvidos a partir da quitosana apresentam
boas propriedades de barreira, diminuindo as taxas de respiracdo de frutos e vegetais e
consequentemente aumentando o tempo de vida destes produtos (HASSAN et al., 2018).

Demais polissacarideos como as carrageninas e os alginatos também sao utilizados
em pesquisas para a elaboragdo de filmes e revestimentos comestiveis para melhorar a
qualidade de alimentos, assim como sua vida util. As carrageninas sdo misturas complexas de
polissacarideos de galactanas parcialmente sulfatados e juntamente com o agar sdo os dois
maiores grupos de polissacarideos encontrados em algas vermelhas. Estes polissacarideos
apresentam boas propriedades de formacdo de filmes (TAVASSOLI-KAFRANI,
SHEKARCHIZADEH ¢ MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016). Revestimentos a base de
carrageninas sao utilizados para reduzir a absor¢ao de 6leo em diferentes alimentos (KUREK,

SCETAR e GALIC, 2017).

3.1.1 Amido e filmes de amido

3.1.1.1 Composigdo, estrutura e morfologia dos granulos de amido

O amido € um dos carboidratos mais importantes nas plantas e um dos principais
carboidratos utilizados na dieta humana, sendo entretanto também muito utilizado em
aplicacdes biotecnolégicas (RAGUIN e EBENHOH, 2017). O amido pode ser extraido de
raizes, tubérculos e rizomas, bem como de sementes e frutos. No entanto a busca por novas
fontes de amido vem se intensificado ao longo dos anos devido estas fontes ndo competirem
com outras fontes convencionais ja muito utilizadas para fins alimenticios (ESTRADA-LEON
et al., 2016).

O amido € formado pela mistura de dois tipos de biomacromoléculas, a amilose € a
amilopectina, ambos formados por unidade de a-D-glicose, unidas por ligagdes glicosidicas o
(1,4) na porg¢ao linear e a (1,6) nas ramificagdes, podendo apresentar até 5% de ligacdes desse
tipo nas cadeias ramificadas (ZHU et al., 2017). Segundo Oyeyinka e Oyeyinka (2017) as
funcionalidades do amido sdo fortemente influenciadas pela razio entre amilose e amilopectina,

o que varia conforme a fonte botanica a qual este biopolimero € obtido. A propor¢do de amilose
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e amilopectina existente no amido relaciona-se com o grau de cristalinidade, temperatura de
gelatinizacdo, temperatura de transicdo vitrea e retrogradacdo, variando conforme a fonte
botanica. Estas caracteristicas, também sao relevantes para as propriedades e caracteristicas de
filmes de amido, sendo um fator relevante para a busca por novas fontes botanicas de obtencao
desse biopolimero (MASINA et al., 2017; BASIAK, LENART e DEBEAUFORT, 2017).

A amilose € uma molécula essencialmente linear, embora estudos revelem a
existéncia de algumas ramificac¢des ao longo de sua cadeia, responsavel em média por 20 - 30%
da composicdo do amido conforme a fonte botanica. Dependendo do teor de amilose existente
na constituicdo do amido, o mesmo pode ser classificado como ceroso (1-2% de amilose), baixa
amilose (7 - 20%), intermedidrio (20 - 25%) e de alta amilose (mais de 25%). A amilopectina
corresponde a parte ramificada do amido representando em média de 70 - 80% da composi¢ao
do amido e apresenta organizagdo bdsica formada por trés regides nomeadas por A, B e C
(Figura 2). As cadeias externas sdo mais curtas, formadas por até 15 unidades, sdao do tipo C e
estdo unidas a cadeia B. Ambas estdo ligadas a cadeia C onde estd situada a terminacdo redutora
da cadeia da amilopectina (AMAGLIANTI et al., 2016; MASINA et al., 2017).

Além das biomoléculas majoritdrias, o amido também estd constantemente
associado a outros componentes, como lipidios, proteinas, minerais e também umidade. Estes
constituintes estdo diretamente ligados a fonte botanica e também ao método de extracao do
polissacarideo. Os lipidios estdo presentes geralmente em 0,6 a 0,8 %, podendo ser mais elevado
em amidos de cereais, e formam complexos com amilose. Estes complexos amilose-lipidios
podem ser classificados em dois tipos, Tipo I (forma amorfa) e Tipo II (forma semi-cristalina).
Os complexos de tipologia amorfa apresentam dissociacdo em temperaturas mais reduzidas,
enquanto os semi-cristalinos apresentam a sua dissociacdo em temperaturas mais elevadas.
Além disso, fatores como o tamanho da cadeia de complexos de amilose-lipidios influenciam
na cristalinidade do amido e também na solubilidade da amilose. A formacao desses complexos
influenciam as propriedades de pasta, capacidade de inchamento dos granulos, solubilidade e
reduzem a suscetibilidade a hidrélise enzimatica (OGUNSONA, OJOGBO e MEKONNEN,
2018).

O amido estd presente na forma de granulos, estruturas densamente empacotadas e
organizadas em lamelas, com didmetro variando de 1 a 100 um e apresenta formato variando
de esférico ou eliptico até superficies irregulares. Os granulos de amido apresentam,
independente da fonte botanica, proteinas associadas, tanto na regido interna como externa. O
percentual de proteinas estd geralmente situado entre 0,25 a 0,3 %. A quantidade de minerais

presentes em amidos, ¢ comumente bastante reduzido, ficando abaixo de 0,4 % (AMAGLIANI
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etal., 2016; ESTRADA-LEON et al., 2016). Os granulos sdo estruturas altamente organizadas
e densamente empacotadas formados por lamelas sobrepostas sobre uma regido central
conhecida como hilum (RAGUIN e EBENHOH, 2017). A morfologia dos granulos variam
muito conforme a fonte botanica, estadgio de crescimento e condi¢cdes do meio em que a espécie

vegetal estd presente, assim como também a forma de extracdo e purificacdo utilizada

(OYEYINKA e OYEYINKA, 2017).

Figura 2 — Representacio das regides amorfas e cristalinas do granulo de amido.
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Fonte: Adaptado de Amagliani et al. 2017

Os granulos de amido sdo estruturas semicristalinas que estdo organizadas em
regides cristalinas e amorfas (Figura 2), sendo que a transicdo entre estas regides ocorre

gradualmente. Na regido cristalina encontra-se as cadeias laterais de amilopectina, enquanto
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que na regido amorfa os principais componentes ¢ a amilose e pontos de ramificacdo. A regido
cristalina estd diretamente relacionada com as propriedades fisicas do granulo como a sua
resisténcia a ataques quimicos e enzimaticos em amidos com maior cristalinidade, assim como
a quantidade de dgua adsorvida dependendo do tipo de sua estrutura cristalina (ROCHA et al.,
2008; YONEMOTO, CALORI-DOMINGUES e FRANCO, 2007).

A cristalinidade do amido pode exibir padrdes diferenciados (Figura 3), sendo
classificados como amido do tipo A, B ou C. Cereais, geralmente apresentam estrutura cristalina
do tipo A, enquanto que tubérculos e amidos com alto teor de amilose apresentam o tipo B e
amidos de leguminosas, raizes e alguns frutos possuem tipologia C, que € uma combinagdo dos
tipos A e B). O amido do tipo A apresenta estrutura compacta com duplas hélices paralelas e
separadas por moléculas de dgua entre as hélices. A estrutura B apresenta estrutura mais aberta,
apresentando uma maior quantidade de moléculas de dgua interhélice, cerca de 36 moléculas
de 4gua por célula unitdria, enquanto que nas células do tipo A, apenas 4 moléculas de dgua

(AMAGLIANI et al., 2016).

Figura 3 — Representacdo da organizacdo das duplas hélices e conformacdes cristalinas do

amido tipo A e B.
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3.2.1.2. Filmes de amido

O amido é um polissacarideo de elevada abundancia, facilmente disponivel e de
baixo custo de extragdo. Apresenta-se como uma mistura de dois polissacarideos, a amilose e
amilopectina, sendo uma predominantemente linear, enquanto a outra € altamente ramificada.
A amilose, como por¢do mais linear apresenta melhores caracteristicas para o desenvolvimento
de filmes e revestimentos filmogénicos (KUREK, SCETAR e GALIC, 2017). Pesquisas

demostram que amidos com diferentes proporcdes de amilose-amilopectina concedem
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diferentes propriedades mecanicas aos filmes produzidos. A presenca de diferentes

conformacdes moleculares resulta em alteracdes na cristalinidade, absor¢do de dgua e nas

propriedades mecanicas (GARCIA et al., 2009).

Figura 4 - Estimativa de producao mundial de bioplasticos biodegradaveis de 2017 - 2022.
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Fonte: Adaptado de European Bioplastics, 2018

Os filmes e revestimentos de amido sdo bastante aplicados como meios alternativos
para o desenvolvimento de materiais biodegradaveis, apresentando caracteristicas como
transparéncia e barreira a oxigénio, muito satisfatorias. Entretanto os filmes de amido
apresentam natureza fortemente hidrofilica e portanto, sdo muito permedveis ao vapor de dgua
(HASSAN et al., 2018). Mesmo apresentando deficiéncias como barreira ao vapor de dgua, o
amido é um dos polissacarideos mais promissores na producdo de plésticos biodegraddveis
(Figura 4).

Diversos polidis sdo utilizados como agentes plastificantes, para a melhoria da
mobilidade molecular das moléculas de amilose e amilopectina. Moléculas como o glicerol,
sorbitol e outros polidis, apresentam fungdes hidroxilas que podem realizar ligacdes de
hidrogénio com as hidroxilas das duas macromoléculas, reduzindo as interacdes entres as
cadeias do polissacarideo, o que possibilita um melhor arranjo e organizagdo das cadeias de
amilose e amilopectina ao longo da retrogradag¢ao do amido. Na retrograda¢ao do amido, ocorre
a perda de dgua (agente plastificante) e as moléculas de amilose e amilopectina tendem a se
reorganizar novamente e assim o filme pode tornar-se quebradico. No entanto a presenca dos
agentes plastificantes, como os polidis, possibilita a redugdo destes efeitos (YANG et al., 2010)

A produgio de filmes de amido pode ser realizada por diversos métodos, sendo

técnicas convencionais como casting, extrusdo e moldagem por injecdo, entretanto,
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comercialmente os meios de extrusdo e moldagem por injecdo, sdo mais utilizados para a
producdo de filmes biodegraddveis. (VIEIRA et al., 2011; ZHU et al., 2017).

Uma barreira limitante na utilizacdo de materiais de amido é a fragilidade em
misturas contendo altas concentra¢des de amido, pois a recristalizacdo do amido, o torna um
material rigido e quebradi¢o ao longo do tempo, tornando assim sua utilizacao limitada. Dessa
forma a utilizagdo de materiais juntamente com o amido, que possam oferecer propriedades
diferentes, apresentam-se em muitos trabalhos que buscam a utiliza¢do do amido em materiais

plasticos biodegradaveis (VIEIRA et al., 2011).

3.2 Filmes e embalagens ativas

O uso de embalagens sintéticas vem ao longo dos anos ocasionando complexos
problemas ecoldgicos devido a ndo biodegradabilidade destes materiais, assim como outros
fatores envolvidos, como o uso de matérias-primas de origem ndo renovavel e meios de
producdo que ndo estejam fundamentados na quimica verde (PINHEIRO et al., 2010). A
aplicacdo de materiais biodegraddveis na produ¢do de embalagens vem sendo adotada de forma
recente, devido aos beneficios ambientais, desde a substitui¢do do uso de derivados do petrédleo,
assim como no gerenciamento de residuos sélidos, reduzindo areas de aterros e o acimulo de
residuos plésticos em rios € oceanos, por exemplo. O uso de embalagens € um fator de suma
importancia na industria alimenticia, que ainda € bastante dominada por polimeros obtidos a
partir de derivados do petréleo (MIR et al., 2018). Na Figura 5 temos uma estimativa de
producdo mundial de bioplasticos para 2022 a partir dados da European Bioplastics em diversos
segmentos industriais.

Pesquisas nessa area, vem sendo desenvolvidas ao longo dos anos na busca por
materiais, como os biopolimeros, para uso como matéria-prima na produ¢ao de embalagens
voltadas principalmente para a utilizacdo em alimentos, fornecendo protecdo, aos mesmos, ao
longo do transporte e armazenamento, aumentando com isso sua estabilidade e evitando
situacdo indesejaveis como a proliferacio de microrganismos e toxinas, atuacdo de forcas
fisicas externas, compostos quimicos, acdo da luz solar e atuando também como barreira a
compostos voléteis indesejaveis, oxigénio e umidade (CAZ()N et al., 2017; GARAVAND et
al., 2017).
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Figura 5 - Estimativa da produ¢@o mundial de bioplasticos por setores industriais.
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Biopolimeros tem sido considerados matérias-primas atraentes para O uso em
embalagens tendo em vista apresentarem propriedades como a biodegradabilidade,
biocompatibilidade e apresentarem um potencial de aplicacdo nas mais diversas dreas (MIR et
al., 2018). Diversos biopolimeros vieram ao longo dos anos sendo explorados para a produgao
de materiais com aplicacio em embalagens e revestimentos de alimentos como o0s
polissacarideos, proteinas e lipidios, devido a facilidades de obteng¢do, baixo custo de extracdo
e se caracterizarem como materiais biodegraddveis e de fonte renovavel (SUDERMAN, ISA e
SARBON, 2018; CAZON et al., 2017). Além disso estes materiais oferecem propriedades
satisfatorias na producdo de filmes e peliculas comestiveis devido apresentarem boas
propriedades de barreira e mecénicas, serem meios carreadores de bioativos com fungdes
diversas e assim prolongar a vida de prateleira dos alimentos (GALUS e KADZINSKA, 2015).

As embalagens ativas interagem diretamente com o alimento ou o meio em que o
mesmo estd inserido. Muitas das pesquisas na drea de embalagens ativas consistem no
desenvolvimento de embalagens com propriedades antimicrobianas, como um meio alternativo
de controlar a proliferacdo de microrganismos indesejdveis em produtos alimenticios através
da incorporagdo de ativos antimicrobianos na embalagem ou como revestimento. Esse conceito
de embalagens ativas com potencial antimicrobiano oferece diversos beneficios a estabilidade
do alimento (reduzindo o desenvolvimento de microrganismos deterioradores) e a saide do

consumidor (diminuindo as chances de crescimento de microrganismos patogénicos), além de
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reduzir a utilizacdo de aditivos e conservantes, garantindo assim uma melhor qualidade e
caracteristicas mais saudaveis aos alimentos (ROBERTSON, 2014; GARAVAND et al., 2017;
GONTARD et al., 2011). Este tipo de embalagem ou revestimento (Figura 6) incorpora
deliberadamente componentes que possuem a func¢ao de absorver ou liberar substancias para o
alimento embalado/revestido ou no ambiente em torno do alimento, levando a agir na preven¢ao
e retardamento de reagdes de degradacdo ou sendo utilizado como vetores de compostos de
interesse, conforme a finalidade da embalagem e do tipo de alimento que se propdem a ser
embalado. Os filmes e revestimentos aplicados em alimentos apresentam ainda a possibilidade
de agir como barreira a gases produzidos internamente ou presentes no meio externo a
embalagem ou revestimento a que o produto alimenticio estd submetido (GONTARD et al.,

2011; OTONI et al., 2017).

Figura 6 - Estrutura e funcionamento de filmes e revestimentos ativos.
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O desenvolvimento recente de embalagens ativas permite que se tenha diversos
tipos de materiais, desde os filmes biodegraddveis e comestiveis, micro € nano compdsitos
incorporados com metais, como prata e embalagens de atmosfera modificada (OTONI et al.,
2017). Os sistemas de embalagens ativas podem ser classificados de diversas formas, sendo
usualmente classificadas conforme sua finalidade como de eliminagdo ou liberagdo.
Embalagens ativas de liberagcdo possuem a finalidade de eliminar substancias e gases internos,
para que condicdes favordveis ao prolongamento da vida util dos alimentos seja alcancado

dentro das embalagens. As embalagens ativas de liberacio promovem a liberacdo de
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substancias desejaveis e que possibilitam a protecao e melhora da qualidade dos alimentos
dentro da embalagem (MEXIS e KONTOMINAS, 2014).

Filmes e revestimentos podem ser utilizados como meios de incorporar ativos
funcionais, tais como agentes antimicrobianos, antioxidantes, intensificadores de textura,
nutracéuticos, probidticos, corantes entre outros (FERNANDEZ-PAN e CABALLERO, 2011).
Diante da crescente demanda por produtos minimamente processados, a utilizacdo de
conservantes de forma direta nos alimentos, vem sendo questionada e como alternativa, as
pesquisas em embalagens ativas intensificaram-se ao longo dos anos. A incorporacdo destes
agentes ativos nas embalagens, torna-se uma alternativa vidvel para atender a demanda por uma
alimentacdo mais saudavel (DUTTA et al., 2009).

A incorporacdo de agentes antimicrobianos na preparagdo de filmes e revestimentos
comestiveis ativos, torna-se muito atraente devido a a¢ao de patégenos, que sao em grande parte
responsaveis por problemas que afetam a qualidade e a seguranca dos alimentos. Atualmente,
muitos agentes antimicrobianos naturais vem sendo investigados as suas aplicacdes em matrizes
poliméricas, como os Oleos essenciais € compostos fendlicos de origem vegetal (ALI et al.,
2018; FABRA et al.,, 2018). Os agentes antimicrobianos podem inibir o crescimento e
proliferacdo de microrganismos através de diferentes abordagens, tais como, alteragdes em
proteinas e lipideos da membrana plasmatica, bloqueando a sintese de componentes da
membrana celular, ainda impedindo a replicagdo e transcricdo dos &cidos nucleicos e
ocasionando alteracdes no metabolismo dos microrganismos. O meio pelo qual os agentes
antimicrobianos entrardo em contato com 0s microrganismos patdgenos, pode ser de forma
direta, pela difusdo no alimento, ou de forma indireta pela difusdo no meio em que o alimento
esteja (KHANEGHAH, HASHEMI e LIMBO, 2018).

Filmes antioxidantes vem se tornando uma alternativa muito eficiente no controle
da degradagdo oxidativa de muitos tipos de alimentos. Agentes antioxidantes sao introduzidos
diretamente nos alimentos ou podem ser incorporados em filmes plésticos, tanto para protecio
oxidativa dos filmes, como também para que os agentes antioxidantes sejam liberados de forma
gradativa nos alimentos revestidos. Os antioxidantes sintéticos como o BHT e o BHA, ainda
sdo muito utilizados, entretanto a inclusio de antioxidantes naturais como o acido ascérbico,
flavonoides e demais acidos fendlicos vém sendo utilizados na incorporagdo de matrizes
poliméricos com resultados muito satisfatorios (G()MEZ—ESTACA et al., 2014; MEXIS e
KONTOMINAS, 2014).

A utilizagdo dos antioxidantes em filmes e embalagens ativas pode ser realizada

através da liberacao controlada desses agentes, a serem absorvidos pelos alimentos embalados,
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ou ainda pela eliminacdo de espécies reativas, como os ions metalicos e os radicais livres, que
sdo compostos reativos que tendem a capturar elétrons de moléculas bioldgicas estaveis para se
estabilizarem. A inclusdo de agentes antioxidantes na matriz polimérica dos filmes constitui
uma vantagem em relacdo a adicdo direta dos antioxidantes no proprio alimento, pois, a
liberacdo controlada desses agentes para o meio do alimento, possibilita que a concentragdo dos
compostos ativos no alimento seja mantida a niveis minimos e constantes, ndo sendo necessdria
uma carga excessiva desses agentes adicionados aos alimentos ao longo do seu armazenamento
(CAROCHO, MORALES e FERREIRA, 2018; GANIARI, CHOULITOUDI e
OREOPOULOU, 2017).

3.2.1 Métodos de preparo de filmes e revestimentos ativos aplicados em alimentos

A formulacdo de filmes e revestimentos comestiveis incluem a utilizacdo de
substincias que apresentam propriedades de formacdo de filmes e que apresentam solubilidade
em agua, etanol ou combinagdo dos dois solventes. Nesta etapa de solubilizacdo da matriz
polimérica, podem ser incorporados ativos (agentes antimicrobianos, antioxidantes entre
outros) e plastificantes. Na melhoria da solubilidade da matriz na dispersdo, o aquecimento e/ou
o controle do pH torna-se necessario, a fim de se obter uma mistura sinérgica. Os grupos de
biopolimeros que sdo comumente utilizados na producao de filmes e revestimentos comestiveis
incluem os polissacarideos, proteinas, lipidios e compdsitos, sendo estes geralmente obtidos a
partir de materiais vegetais (HASSAN et al., 2018).

Os plastificantes sdo agentes que propiciam modificagcdes nas propriedades
funcionais de filmes como a elasticidade, rigidez e demais propriedades mecanicas. Uma das
principais funcionalidades dos plastificantes € a reducdo da transicdo vitrea (Tg) de polimeros,
sendo que em filmes de polissacarideos e proteinas, a transicdo vitrea estd fortemente
relacionada com a intensidade das ligacdes de hidrogénio entre as macromoléculas da matriz
polimérica (JOB, 2018). Estas substancias agem reduzindo a tensdo de deformagao dos filmes,
densidade e viscosidade ao mesmo tempo que aumentam a flexibilidade, resisténcia a fratura e
a sua constante dielétrica. Outras propriedades que também podem ser alteradas pelo uso de
plastificantes consistem na cristalinidade, propriedades Opticas, fisicas e até a resisténcia a
degradacdo (FELTON, 2013; VIEIRA et al., 2011). Em filmes a base de polimeros hidrofilicos,
a utilizacdo dos polidis apresentam-se como moléculas vantajosas, pois, sio moléculas que
apresentam estruturas propicias para ocupar espagos intermoleculares na matriz de polimeros

hidrofilicos, reduzindo forcas secunddrias entre as cadeias. Entre os polidis mais utilizados em
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polimeros hidrofilicos temos o glicerol, sorbitol, manitol, xilitol, além de monossacarideos
(SUDERMAN, ISA e SARBON, 2018; YANG et al., 2010). Assim, essas moléculas alteram a
organizacdo molecular tridimensional dos polimeros, formando liga¢des de hidrogénio com as
cadeias reduzindo a energia necessdria para a mobilidade das mesmas. O grau de plasticidade
dos polimeros é muito dependente da estrutura quimica dos plastificantes, além da sua massa
molecular e dos grupos funcionais presentes (VIEIRA et al., 2011).

As peliculas plasticas podem ser produzidas através de alguns métodos como a
extrusdo, casting, entre outros. Estes métodos apresentam vantagens e desvantagens
dependendo do material utilizado e da espessura que se deseja obter (PLACKETT, 2011). Os
filmes e revestimentos comestiveis a serem aplicados em alimentos, sendo comestiveis ou nao,
possuem o seu modo de preparo e aplicagdo que ird depender da funcionalidade a qual se deseja.
Os filmes sdo utilizados como peliculas de envolvimento nos alimentos, sendo considerado
filme, quando apresenta espessura abaixo de 254 mm (CERQUEIRA, 2018). Os filmes podem
ser produzidos através da dispersdo ou solubilizacdo do polimero em um solvente, sendo
preferencialmente o uso da dgua ou etanol, pois estes apresentam maior grau alimenticio
(SALGADO et al., 2015).

Os revestimentos comestiveis sdo finas camadas diretamente aplicadas sobre
produtos alimenticios, a partir da imersdao do produto no revestimento liquido, enquanto que
um filme comestivel € aplicado separadamente sobre um substrato plano e posteriormente
utilizado para protecao do alimento. A tecnologia de filmes e revestimentos comestiveis podem
ser um meio de se reduzir a acdo oxidativa aos alimentos, sendo que o principal mecanismo €
a reducdo da permeabilidade a oxigénio, assim como possibilidade de incorporar agentes
antioxidantes na matriz de revestimento (GANIARI, CHOULITOUDI ¢ OREOPOULOU,
2017).

Na figura 7 observam-se os processos de formacao de filmes e de revestimentos em
frutas, onde apresenta-se a formacdo de filmes por casting (A) e o processo de formacgao dos
revestimentos (B) através das técnicas de pulverizacdo e de imersdo. No processo de casting
(A) o polimero, que sera utilizado como matriz do filme, € dissolvido em um solvente adequado
sob aquecimento ou apenas agitacdo a temperatura ambiente. Nesse processo outros aditivos
que possam oferecer propriedades adicionais podem ser incorporados. Apds o processo de
homogeneizagdo a dispersdo € vertida sobre superficie onde serd moldado e com a evaporacao
do solvente, obtém-se a pelicula. Esta técnica € largamente utilizada em polimeros naturais,
devido a nd3o necessidade de utilizagdo de elevadas temperaturas, € em alguns casos a ndo

necessidade de aquecimento, a0 mesmo tempo que os solventes utilizados como 4gua e etanol,
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apresentam baixas temperaturas de volatilizacio (CAMPOS, GERSCHENSON e FLORES,
2011; DOMINGUEZ et al., 2018).

Figura 7 - Métodos de preparo de filmes e revestimentos ativos para aplicagdo em frutas.
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O método de pulverizagdo (B) € utilizado em dispersdes de revestimento com baixa
viscosidade e que possam ser submetidas a pressdo em média de 60 a 80 psi. Dependendo da
técnica de pulverizacdo as goticulas e particulas podem apresentar tamanhos nanométricos,
como na eletropulverizacdo. Entre as demais técnicas de aplicacdo de revestimentos em
alimentos, o método da imersdo (B) possibilita a formagdo de peliculas de maior espessura,
pois, permite o uso de dispersdes de maior viscosidade, diferentemente da aspersao. A espessura
destas peliculas estd relacionada com a viscosidade, densidade e tensdo superficial das
dispersoes filmogénicas. Esta técnica € bastante utilizada para formacao de revestimentos em
frutas, vegetais e produtos de origem animal e consiste na imersdo direta do produto no
polimero solubilizado, podendo ser realizado uma unica imersdo ou imersdao em camadas

(TAVASSOLI-KAFRANI, SHEKARCHIZADEH e MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016).



38

3.2.2 Revestimentos comestiveis aplicados a frutos minimamente processados

Frutos climatéricos apresentam rdpido amadurecimento apds a colheita, o que
resulta em substanciais perdas da produgdo apds a colheita e ao longo do transporte e
armazenamento. A crescente demanda por alimentos in natura, incentiva o consumo de frutas
frescas e sauddveis e a comercializacdo de frutas minimamente processadas vem crescendo ao
longo dos anos devido a necessidade de praticidade exigida pelos consumidores que encontram
cada vez menos tempo diante da correria do dia-a-dia (SOTHORNVIT e RODSAMRAN,
2008).

Entretanto frutas minimamente processadas estdo sujeitas mais facilmente a
alteragcdes na textura, sabor, cor, firmeza e aroma que podem comprometer a sua vida util e
consequentemente a aceitagdo do produto. O processamento minimo de frutas também ocasiona
uma elevada perda de dgua, além de maior propencao a infeccdes microbianas, escurecimento
da superficie e da elevagdo do processo respiratdrio e das taxas de etileno (HASSAN et al.,
2018). O processo oxidativo em alimentos constitui um dos mecanismos mais frequentes de
deterioracdo e diminuicdo da vida util dos alimentos, ocasionando a perda de nutrientes,
alteracdo do sabor e produzindo toxinas que podem representar um problema ao consumidor
final (KIM et al 2017).

Embora o prazo de validade possa ser melhorado com o armazenamento a baixas
temperaturas, ao longo dos anos, pesquisas vem sendo elaboradas com o objetivo de prolongar
a vida util deste tipo de produto em crescimento no mercado. Uma abordagem para inibir a
perda de qualidade do produto, minimamente processado € através da reducdo do ambiente
oxidativo e da atuagdo de enzimas responsaveis pelo escurecimento da superficie das frutas
(ROBLES-SANCHEZ et al., 2009; WAGHMARE e ANNAPURE, 2013).

A utilizacdo de revestimentos comestiveis como uma opcao de prote¢do de frutas
minimamente processadas, ganha importancia a partir da baixa toxicidade e biocompatibilidade
apresentada por muitos biopolimeros utilizados em revestimentos. Além disso o uso de
revestimentos comestiveis possibilita a reducdo das taxas de respiragdo, sendo umas das
principais responsaveis por danos em frutas minimamente processadas, diminuindo assim, sua
vida de prateleira em comparacdo aos demais vegetais. Os filmes e revestimentos representam
uma barreira parcialmente permeédvel a umidade e gases, corroborando assim com a reducao da
perda de dgua e taxa respiratdrias, além de reacdes de oxidacdo (HASSAN et al., 2018). Os
revestimentos também podem ser utilizados como carreadores de ativos que acrescentem

propriedades benéficas de conservagdo do produto. A utilizacdo de agentes antimicrobianos e
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antioxidantes vem sendo largamente estudados e em especial como aditivos de fontes naturais,
como oS extratos vegetais que apresentam altas concentracdes de componentes fendlicos com
acao antioxidante e antimicrobiana (MIR et al., 2018; TAPPI et al., 2017).

Em frutas minimamente processadas a aplicacdo de revestimentos encontra ainda
algumas dificuldades devido as propriedades hidrofilicas da superficie do fruto processado.
Para garantir uma boa aplicagdo do revestimento é comumente utilizada a aplicagdo de
multicamadas de filmes, de forma que as camadas possam estar unidas fisicamente ou

quimicamente (TAVASSOLI-KAFRANI, SHEKARCHIZADEH e MASOUDPOUR-
BEHABADI, 2016).

3.3. Extratos vegetais e metabdlitos secundarios como antioxidantes naturais aplicados
em filmes e revestimentos comestiveis

Sistemas antioxidantes inibem reacdes de oxidacdo em cadeia, ocasionados por
espécies reativas de oxigénio, na forma de radicais livres e peréxidos. Diversas substancias
utilizadas como antioxidantes podem ter origem natural, como o 4cido ascorbico e o B-caroteno,
ou sintéticos, como o hidroxitolueno de butila (BHT) (KIM et al., 2015). Nos tltimos anos o
interesse na obtengdo de bioativos obtidos a partir de diversas fontes botanicas tem crescido
bastante como substitutos a compostos sintéticos, que podem exercer fungdes nocivas ao
organismo, € dessa forma podem contribuir na preven¢do de doencas humanas (NCIB et al.,
2018).

As plantas sao fontes ricas em compostos bioativos como metabdlitos secundarios,
com ac¢do antioxidante e outras importantes atividades bioldgicas, como anticarcinogénica,
antiviral, anti-inflamatéria, hepatoprotetora, dentre outras, sendo portanto, frequentemente
utilizados na industria farmacéutica e também alimenticia (NOREEN et al., 2017). As
propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos e flavonoides também tem atraido cada
vez mais a atenc¢do de pesquisadores e consumidores devido os seus inimeros benéficios a
saide humana, como anti-inflamatério e anti-tumoral (ALBAYRAK, ATASAGUN e AKSOY,
2017; HAN, YU e WANG, 2018).

Extratos vegetais contendo fitoquimicos com acao antioxidante, contendo fendlicos
e flavonoides, podem ser utilizados para a eliminagdo de radicais livres, devido a ag¢do redox
das moléculas desses metabdlitos (Figura 8), retardando danos oxidativos a biomoléculas, como
lipidios, proteinas e acidos nucleicos (ALBAYRAK, ATASAGUN e AKSOY, 2017; KAM et

al., 2018). Nas plantas, os compostos fendlicos tem multiplas fun¢des como reguladores de
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mecanismos de defesa contra predadores e agentes patégenos, contra a radiacdo UV e demais
condi¢des adversas do meio, além de serem responsaveis pela cor, odor, sabor adstringente e
estabilidade oxidativa dos alimentos (SANTOS et al., 2017a; RAHMAN, CAMARGO e
SHAHIDI, 2017).

Figura 8 - Mecanismo de acdo antioxidante de flavonoides e estabiliza¢do do radical flavonoil.
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Os flavonoides sdo importantes compostos polifendicos de origem vegetal e nos
ultimos anos essa classe de metabdlitos secunddrios tem recebido atencdo devido as suas
caracteristicas benéficas a saide humana. A estrutura quimica bésica dos flavonoides (Figura
9) corresponde a 3 anéis, na forma de C6-C3-C6, sendo dois anéis aromdticos (A e B) unidos
por um anel heterociclico, denominado de C. Modificacdes na estrutura bdsica dos flavonoides
sdo responsaveis pelas diferentes classes de flavonoides (RAFFA et al., 2017; SANTOS et al.,
2017b). Os flavonoides podem estar associados a acticares, através de ligacdes C-glicosidicas
ou O-glicosidicas. Os C-glicosideos sao0 menos comuns e apresentam uma ligacdo C-C estavel
a acdo de hidrdlise 4cida, enquanto os O-glicosideos possuem a ligacdo O-C suscetivel a
hidrélise acida (FENG et al., 2016; SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015).

A obtenc¢ao de extratos naturais € comumente realizada por extra¢des do tipo sélido-
liquido, como por exemplo a maceragdo e as varidveis do processo de extragdo sdo compostas
pelo tipo e volume do solvente, tempo de extra¢ao, temperatura, massa da amostra de extracgao,
agitacdo e método de separacdo final. Na extracdo de polifendis, como os flavonoides e
derivados, taninos, 4cidos fendlicos simples, entre outros, sdo normalmente utilizados os
solventes organicos (acetato de etila, acetona e dlcoois) e a dgua, ou como particoes em

diferentes proporcdes. Os sistemas Soxhlet apresentam geralmente a desvantagem do uso de
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alta temperatura e tempo prolongado, o que pode degradar compostos de interesse (VIEITEZ

etal., 2018).

Figura 9 - Estrutura quimica bésica de diferentes classes de flavonoides.
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Fonte: Adaptado de Raffa et al. (2017)

A incorporacdo de extratos vegetais ricos em compostos antioxidantes, como o0s
polifendis, em filmes comestiveis e em materiais de revestimento possibilitam dessa forma um
aumento da vida util dos alimentos, protegendo-os contra a degradagdo oxidativa, além de
oferecer propriedades, inclusive como agentes antimicrobianos (MOSTAFA et al., 2017;
SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015; TAVASSOLI-KAFRANI, SHEKARCHIZADEH e
MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016). Os polifendis, em especial os flavonoides apresentam
caracteristicas ideais para o sequestro de radicais livres, sendo antioxidantes mais eficientes que
a vitamina C e E (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006). Além disso, 0 mecanismo natural
de fotoprotecao contra a radiacdo ultravioleta, realizado pelos compostos fendlicos nas plantas,
vem se mostrando também promissor para a elaboracdo de sistemas de fotoprotecio em

embalagens ativas, pois a exposicao a radiagdo UV pode ocasionar problemas em produtos com

fotosensibilidade (CHEN et al., 2018; HAN, YU e WANG, 2018).

3.4. Spondia purpurea

O género Spondia pertence a familia Anacardiaceae e € encontrado comumente em
regides tropicais da América do Sul, Africa e Asia, sendo conhecidas cerca de 17 espécies,

entretanto as espécies mais importantes comercialmente no Brasil sdo a seriguela (Spondia
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purpurea), o caja (Spondia mombin) e o umbu (Spondia tuberosa). A seriguela é uma drupa
elipséide, fruto carnudo e que contém apenas uma semente, com polpa de pouca espessura e de
coloracdo amarela ou avermelhada quando em estdgio final de maturacdo e que apresenta-se
muito difundida na regido do semidrido do nordeste brasileiro (BICAS et al., 2011; ALMEIDA
etal., 2017; TIBURSKI, et al., 2011; OMENA et al. 2012).

Tabela 1 - Composi¢do centesimal, de minerais e vitaminas em 100g de seriguela e percentual

do valor didrio (% VD) de referéncias de nutrientes.

Composic¢ao dos frutos da Seriguela (Spondia purpurea) %VD (Adultos)

Umidade (%) 78,7 -

Cinzas (2) 0,7 -
Proteina (2) 1,4 1,87
Lipideo (2) 0,4 0,73
Carboidrato (2) 18,9 6,30
Calcio (mg) 27 2,70
Magnésio (mg) 18 6,92
Manganés (mg) 0,06 2,61
Fésforo (mg) 19 2,71
Ferro (mg) 0,4 2,86
Sédio (mg) 2 0,08

Potdssio (mg) 248 7
Cobre (mg) 0,12 0,01
Zinco (mg) 0,5 7,14

Vitamina C (mg) 27 60,00

Fonte: TACO (2011) e OMS (2013)

Os frutos sao consumidos in natura ou entdo na forma de sucos, refrescos, licores,
entre outros produtos. Na fase final de maturacdo contém aproximadamente 7% de agucares
redutores, 1% de amido, 0,7% de acidez tituldvel, pH de 3,5 e 1,73% a 3,24 % de pectinas
(ALMEIDA, et al., 2011; VARGAS-SIMON, 201 8). O fruto maduro apresenta ainda uma baixa
quantidade de proteinas e lipidios, conforme a Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos
(2011) e valores significativos de minerais, dentre eles, potdssio, zinco, cdlcio, sédio, magnésio,
entre outros. O fruto em estigio de pré-maturacao apresenta contetido elevado de amido, sendo

perceptivel um sabor amildceo ao se ingerir a fruta fresca, diminuindo a medida que o fruto
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entre em seu estdgio final climatérico (CASTRO et al., 2014). Os valores de sélidos soliveis
nos frutos chegam a aumentar de 7,70 °Brix (inicial) para até 15,70 °Brix (fase pos-climatérica)
durante a maturacdo, indicando uma considerdvel conversao nos polissacarideos complexos,

como o amido, em moléculas mais simples (VARGAS-SIMON, 2018).

Figura 10 - Frutos da seriguela (Spondia purpurea) em fase pré-climatérica.

Fonte: Préprio autor, 2018.

O periodo de coleta dos frutos compreende nos meses de setembro a dezembro, sendo
que, as frutas levam até 6 meses para completa formacao. O epicarpo dos frutos em estagio pré-
climatérico apresenta alteracdo na coloragdo, apresentando cor laranja, amarelado ou vermelho
no pico do estdgio até o estdgio final de maturag¢do, onde os indices de carotenoides aumentam
e os teores de acido ascorbico diminuem. A composi¢do quimica dos frutos variam conforme
os tipos de cultivares e o periodo de maturacdo que o fruto se encontra, sendo geralmente ricos
em 4cidos fendlicos, antocianidinas, catequinas e epicatequinas, além de outros compostos nao

voldteis e volateis (VARGAS-SIMON, 2018).
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4 METODOLOGIA

4.1 Isolamento, purificacio e caracterizacao da matriz polimérica.

4.1.1 Isolamento, purificacdo e rendimento do amido de Spondia purpurea

Os frutos de seriguela foram coletados em fase de pré-maturacdo na microrregiao
do Sertdo de Crateuds, no municipio de Ararendd, estado do Ceard, situado a cerca de 333 km
de Fortaleza. A extracdo foi realizada conforme adaptacdo de metodologia de Leonel et al.
(2011). Inicialmente, os frutos foram higienizados, secos a temperatura ambiente e a massa total
umida dos frutos foi pesada (2.028 g). Em seguida, os carogos foram retirados manualmente
com o auxilio de uma faca de aco inoxiddvel. Pesou-se a parte imida (1.550 g), adicionou-se
dgua destilada na propor¢ao de 1:1 (v/v) e foi homogeneizada durante 5 minutos em moinho de
facas até se obter um aspecto uniforme. Essa polpa foi filtrada em malha 100% algodao, sendo
o residuo na malha lavada com agua destilada para retirar o amido residual ainda retido na
polpa.

A suspensao obtida na filtracdo foi deixada em repouso a 10 °C por 12 h. Apds a
decantacdo, o sobrenadante foi retirado por sifonac@o e descartado. O precipitado obtido foi
suspenso em dgua destilada em propor¢do de 1:3 (v/v) e deixado a decantar a 10 °C por 12 h.
Repetiu-se esse processo duas vezes até a auséncia de pigmentos soliveis em dgua. O
precipitado final foi adicionado de etanol 96% propor¢ao de 1:3 (v/v), submetido a agitacao por
30 min e deixado em repouso por uma hora. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
suspenso novamente em etanol 96%. Esse procedimento foi realizado por 3 vezes até o
desaparecimento da coloracdo amarela relativa a presencga de pigmentos. O amido extraido foi
seco em estufa a 40 °C por 24 h, pesado (288 g) e calculado o rendimento conforme a equacao

abaixo:
MA (%) =100 x [ 52 ] 1)
Sendo que MA é o percentual em massa obtido ao final processo de extracdo e

purificacio, AE € a massa seca em gramas do amido extraido e PS € a massa imida em gramas

da polpa de S. purpurea.
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4.1.2 Caracterizagdo do amido de Spondia purpurea

4.1.2.1 Andlise elementar e composicdo centesimal

A composi¢do e quantificacdo dos elementos quimicos (carbono, hidrogénio,
nitrogénio e enxofre) presentes nas amostras de amido nativo de seriguela (ANS) foi obtido
através da técnica de andlise elementar realizado em um equipamento CHNS 2400 Analyzer
(Perkin-Elmer). Os teores de umidade, lipidios, proteinas, cinzas e amilose para a amostra de
ANS foram determinados pelos métodos descritos em Approved Methods of the American
Association of Cereal Chemists (AACC, 1997).

O percentual de amilose aparente no ANS foi obtido conforme metodologia descrita
no Método 61-03 da AACC (1997). Inicialmente preparou-se as solucdes necessdrias, de
hidréxido de sédio 1,0 mol L', 4cido acético 1,0 mol L' e uma solucdo stock de iodo-iodeto
de potéssio (0.2% 12 e 2.0% KI). Pesou-se 100 mg de ANS e solubilizou-se em 1,0 mL de etanol
e 9,0 mL de solugio de NaOH 1,0 mol L'!, em seguida aqueceu-se em banho de dgua a 90 °C
por 10 min, e deixou-se em repouso por 2h. Apds transferiu-se para um baldo volumétrico 100
mL e acrescentou-se 1,0 mL da solugio de 4cido acético 1,0 mol L', 2,0 mL da solugio de
1odo-iodeto de potdssio e completou-se o volume com agua destilada. As solu¢des foram
acondicionadas sob auséncia de luz por 30 min e lidas a absorbancia em 620 nm. Os valores de
absorbancia obtidas para as solu¢des de ANS (em triplicata) foram inseridas na equacdo de reta
(y = 0,0434x — 0,0002) obtida a partir da curva de calibracdo (R? = 0,999) construida com
amilose de batata (Sigma-Aldrich) nas concentracdes de 0,004 - 0,020 mg mL! nas mesmas

condi¢des e lidas suas absorbancias a 620 nm.

4.1.2.2 Espectroscopia de Absor¢cdo na regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR)

A amostra de ANS foi caracterizada estruturalmente através das técnicas de
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) e Ressonancia
Magnética Nuclear do Hidrogénio ('H) e carbono (!*C). Os espectros de infravermelho foram
realizados em espectrometro Modelo 16 PC (Perkin Elmer) em pastilhas de KBr, no intervalo

de 4000 a 400 cm™".
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4.1.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear do 'H e 3C

Os espectros de RMN 'H e '*C foram obtidos em um equipamento Agilent DD2 de
600 MHz (600 MHz; 150MHz) pertencente ao Laboratério Multiusudrio de Quimica de
Produtos Naturais (LMQPN) da Embrapa Agroindustria Tropical. A amostra de ANS (20 mg)
foi preparada em DMSO-ds (500 pL) e seu espectro unidimensional obtido a 60 °C com 256
scans para o 'H e 4K para o '*C. O processamento dos espectros foi realizado no software ACD
Spectrus Processor.

A partir dos valores das integrais dos sinais dos hidrogénios dos carbonos
anoméricos referentes as ligagdes glicosidicas a (1-4) e a (1-6) € possivel calcular o grau de
ramificacdo para o amido utilizando a seguinte equagdo, conforme proposto por Tizzotti et al.,
(2011):

Ia (1,6)
Ia (1,4) +1a (1,6)

GR (%) = 100 )

4.1.2.4 Dispersdo de Raios-X (DRX)

As medidas de DRX da amostra de ANS foi realizada no Laboratdrio de Raios-X,
no Departamento de Fisica (UFC), empregando o difratometro de raios-X modelo D8 Advance
(Bruker) que emite radiacdo Kai do Cu (A = 0,154 nm), sob corrente de 40 mA e tensdo de
aceleracdo de 40 kV na geometria de Bragg Brentano, na faixa de 5° a 40° na escala de 20, com
velocidade de 0,45 °/min. O grau de cristalinidade das amostras pode ser medido através da
seguinte equacgdo utilizando o software Origin 8.0 para o calculo da drea cristalina e amorfa

conforme proposto com Hayakawa et al., (1997).

Area dos picos

% Cristalinidade = 100% 3)

Area dos picos + Area da regiio amorfa

4.1.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Inicialmente a amostra foi colocada sobre fita adesiva de carbono, aderida a um
disco metdlico e este levado a um metalizador Quorum, modelo Q150T ES, para aplicacdo de
uma camada de ouro com 20 nm de espessura e posterior observacdo em microscopio
eletronico. A visualizacdo dos granulos de ANS foi realizada em microscopio eletronico de
varredura, modelo Quanta 450-FEG (FEI) a 10kV, com aumentos de 500, 1000, 2000 e 4000x

na Central Analitica da Universidade Federal do Ceara.
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4.1.2.6 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A técnica de Cromatografia de Permeacdo em Gel foi utilizada para verificar dentre
outros fatores possiveis, a massa molecular média e a polidispersividade na amostra de ANS.
As amostras foram preparadas na concentragdo de 1 mg mL™"! (0,1 % m/v), solubilizadas sob
agitacdo constante (amostra de ANS foi também aquecidas a 60 °C para solubilizar) e apds
foram filtradas em membrana Milipore® 0,45 um. As andlises por Cromatografia de Permeacao
em Gel para a amostra ANS foram realizadas em um cromatégrafo SHIMADZU LC-10AD
com detector de indice de refracio RID-10A a 40 °C. A coluna utilizada possui como
caracteristicas: PolySEp-GFC linear 7,8 x 300 mm, fase mével de NaNO3 0,1 mol L' a
temperatura ambiente, fluxo de 0,8 mL min’, tempo de fluxo de 40 min e o volume de amostra
injetada foi de 20 pL. Para a determinag¢do das massas molares da amostra analisada utilizou-

se padrdes de pululanas (Shodex Denko®) (MM de 5.9 x 10° a 7,88 x 10° g mol ™).
4.1.2.7 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica da amostra foi realizada em moédulo termogravimétrico
DTG modelo STA 6000 (PerkinElmer), no Laboratério de Tecnologia da Biomassa,
pertencente a Embrapa Agroindustria Tropical de Fortaleza. A medida termogravimétrica para
a amostra de ANS (14,45 mg), foi realizada em suporte de aluminio, com uma razdo de
aquecimento de 10 °C min~!', em intervalo de 25 a 800 °C, em atmosfera de nitrogénio, com

vazdo de 40,0 mL min™! e utilizando fndium como material de referéncia.

4.1.2.8 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A curva de DSC da amostra ANS foram obtidas em equipamento modelo Q20 V24.9
Build 121, pertencente ao Laboratério de Tecnologia da Biomassa, na Embrapa Agroindustria

Tropical de Fortaleza. Para o DSC do ANS, a faixa de temperatura utilizada foi de -50 a 300

1

°C, sob atmosfera de nitrogénio, sob fluxo de 20,0 mL min™~ e a rampa de aquecimento de 10

°C min’".
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4.2 Obtencao e caracterizaciao dos extratos hidroalcoélicos do caule de Spondia purpurea

4.2.1 Coleta e extracdo das amostras vegetais

As cascas do caule de Spondia purpurea foram coletadas no municipio de Ararenda,
Ceard. As amostras foram retiradas, lavadas, secas a 18 °C por 4 dias e processadas em moinho
de facas. O método de extragao utilizado neste trabalho foi o de maceracdo conforme adaptagao
da metodologia de Hamdi et al. (2017) sob agitacdo constante, onde uma por¢dao do material
triturado foi suspenso em uma particao etanol/dgua na propor¢ao (7:3) e agitado durante 48 h.
Ap6s a suspensao foi filtrada a vacuo, concentrada por rotaevaporacao a 40 °C e a dgua retirada
por liofilizagao.

4.2.2 Cromatografia de ultra performance acoplada a espectrometria de massas de alta
resolugcio (UPLC-QTOF-MSF)

Uma amostra de 10 mg do extrato hidroalcodlico foi solubilizada em 4 mL de uma
solucdo de metanol e dgua deionizada (8:2) e homogeneizada em Vortex. Uma aliquota de 1
mL foi filtrada em filtro PTFE 0,22 um e submetida a andlise em um sistema Acquity UPLC
(Waters), acoplado a um sistema de Quadrupolo / Tempo de Voo (QtoF, Waters) pertencente a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria. As corridas cromatogréficas foram realizadas
em uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 mm, 1,7 um), temperatura fixa de 40
°C, fases mdveis dgua com 0,1% de 4cido férmico (A) e acetonitrila com 0,1% de dcido férmico
(B), gradiente variando de 2% a 95% B (15 min), fluxo de 0,4 mL.min"! e volume de injecao
de 5 ul.

O modo ESI foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa de
120 °C, temperatura de dessolvatacdo 350 °C, fluxo do gis dessolvatacdo de 500 L / h e
voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi utilizada como lock mass. O modo de
aquisicio foi MSE. O instrumento foi controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters
Corporation).

O processamento dos dados obtidos da andlise por UPLC-QTOF-MSE foi
realizados através do software MassLynx versdo 4.1. As férmulas moleculares possiveis para
cada valor de massa observada a partir do cromatograma foram obtidas através da ferramenta
Elemental Composition do MassLynx, levando-se em considerac@o apenas os elementos C, He
O com tolerancia de 10 ppm. O valor da formula molecular (modo negativo) obtido foi corrigido
inserindo-se um hidrogénio e posteriormente feito a pesquisa na literatura para a identificacdo

do possivel composto em bancos de dados de espectro de massas como o Human Metabolome
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Database, PubChem além de trabalhos similares em outros géneros da familia Anacardiaceae

e em sites como o Scifinder, Science direct, Scopus, e Acs publication.
4.2.3 Determinacgdo de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais do extrato hidroalcodlico foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteu, que utiliza como padrao o acido gdlico, descrito por Albayrak, Atasagun e
Aksoy (2017). Foi preparado uma solucdo inicial do extrato hidroalcodlico (Img mL!), retirada
uma aliquota de 0,025 mL e diluida para 0,5 mL em um tubo de ensaio. Em seguida, foi
adicionado 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (previamente diluido em 4gua deionizada a
1:3), 1,0 mL de solu¢do saturada de Na2COs e 1,0 mL de dgua destilada. Os tubos de ensaio
foram agitados em Vortex para homogeneizacdo e deixados em repouso fora do alcance da luz,
por 30 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu) a 700 nm,
usando como referéncia uma curva padrio de 4cido gilico de 10-50 ug mL! (R% = 0,9995). Os

resultados em triplicata foram expressos em mg de 4dcido gdlico x 100 g! de extrato.

4.2.4 Ensaio de atividade antioxidante por DPPH-

A atividade de eliminacdo de radicais livres do extrato hidroalcodlico foi avaliado
em comparagao com o acido ascérbico (antioxidante natural) e do BHT (antioxidante sintético)
pelo método de eliminagdo de radicais por DPPH: relatado por Silva et al., (2016). Foram
preparadas solucdes de extrato em etanol nas concentragdes de 5 - 250 ug mL!. Foi adicionado
1,0 mL de DPPH:- e 0,3 mM de etanol em 2,5 mL de cada solu¢@o, mantidas na auséncia da luz
por 30 min. A leitura das amostras foram realizadas em espectrometro UV-Vis a 518 nm. O
branco utilizado foi o etanol. A inibi¢do de radicias livres de DPPH- em porcentagem foi

calculada utilizando a seguinte equagao:

% Inibigdo de DPPH = "2 22 omesit 100 )

4.2.5 Atividade antimicrobiana

As concentracdes de inibicdo minima (CIM) dos compostos fendlicos do extrato
hidroalcodlico contra Listeria monocytogenes (ATCC 19115), Salmonella entérica (IAL 1132),
Staphylococcus aureus (ATTC 27664) e Escherichia coli (ATCC 25922) foram determinados
conforme metodologia de Brandt et al. (2010). Cada extrato foi dissolvido em 1 mL de dgua

estéril e filtrado em filtro de PTFE 0,22 pm. A concentracdo final das solucdes
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antimicrobianas foi ajustada para se obter concentracdes 10, 20, 25 e 30 mg.mL™! do extrato em
agua estéril.

Para cada microrganismo estudado, foi preparada uma suspensdo bacteriana a
10° UFC mL"! em caldo TSB estéril, ativado anteriormente em processo de suspensio em TSB
e incubado em estufa bacterioldgica a 35 °C por 24 horas. Os ensaios foram realizados
transferindo-se aliquotas de 100 puL da solucdo antimicrobiana e 100 uL do indculo e
transferidas para uma microplaca Elisa de 96 pocos. Os ensaios foram realizados em
quadruplicata para cada microorganismo e o controle positivo foi realizado com a cultura do
microorganismo em 4gua estéril e o controle negativo foi realizado a partir solucio do extrato
juntamente com o meio de cultura TSB. Em seguida, a microplaca foi submetida a leitura em
espectrofotdmetro UV-Vis a 630 nm e inoculada no proprio equipamento por 24 h, sendo entao
realizada nova leitura.

As amostras que apresentaram diferenca entre as leituras menor que 0,05 de
absorbéncia foram consideradas como tendo a¢do inibitéria minima. A confirmag¢do da CIM e
concentragdo bactericida minima (CBM) foi realizada retirando-se aliquotas de 0,ImL dos
pocos referentes a concentragdo minima e concentracio mixima, plaqueadas em dgar TSA-YE,
as quais foram novamente incubadas a 37 °C por um periodo de 24 horas. Apds o periodo de

inoculacdo, a auséncia de crescimento de microrganismos testados indica a CBM.

4.3 Desenvolvimento e caracterizacao dos filmes de amido e bioativos fenélicos de Spondia
purpurea

4.3.1 Planejamento experimental para desenvolvimento dos filmes ativos

O planejamento experimental foi realizado analisando como varidvel a
concentracdo do ativo fendlico de S. purpurea, de 0 a 20% em relagcdo a massa da matriz
polimérica de amido extraido dos frutos da mesma espécie vegetal. As solucdes filmogénicas
foram aplicadas na producdo de filmes ativos e também como revestimento em mangas
minimamente processadas. As formulagdes dos filmes variando a concentracdo do ativo
fendlico, e com concentragdo fixa de glicerol a 30% em relacdo a massa da matriz polimérica,

encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2 — Propor¢do do ativo fendlico em relagdo a massa da matriz polimérica na solu¢ao

filmogénica com glicerol como plastificante fixo a 30% (m/mwmp).

Solug¢do Filmogénica

Formulagdes Matriz Polimérica Aditivo (%em/myp)
(%m/SF) EHCS (7:3)
C 2,5 0

F5% 2.5 5

F10% 2.5 10
F15% 2.5 15
F20% 2.5 20

MP — Matriz polimérica SF — Solu¢do filmogénica Plastificante: glicerol, 30% m/mwp

EHCS - Extrato Hidroalcodlico do caule de seriguela
Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

4.3.2 Preparacdo das dispersoes filmogénicas

As formulagdes das misturas para os quatro tratamentos € o controle foram
preparadas inicialmente dissolvendo as proporg¢des estabelecidas do ANS separadamente em
10 mL de agua sob agitacdo constante. A dispersdo filmogénica foi preparada utilizando 7,5 g
(2,5%) da matriz polimérica em 300 mL de dgua previamente aquecida (até 90 °C), adicionando
glicerol como plastificante (30% sobre a massa da matriz polimérica). A mistura foi mantida
sob agitacdo constante de 400 rpm, a 90 °C por 30 min. Em seguida, a temperatura foi reduzida
para 50 °C, adicionado o ativo fendlico e foi deixado sob agitacdo constante por 15 min. Apds
ocorrido o processo de gelatinizacdo do amido e solubilizacdo do ativo fendlico, a solucao foi
homogeneizada em UltraTurrax T-50 (Ika) por 10 min a 4000 rpm e submetida a sonicacao em
banho ultrassonico (Modelo Unique USC 1400) por 5 min. A dispersdo filmogénica foi
submetida ao processo de desgaiseficacdo sob vacuo (Marconi, Modelo MA 057/1) para
eliminar as bolhas de ar dispersas na solugdo. Os filmes foram produzidos por casting, onde as
dispersdes filmogénicas foram vertidas em um recipiente de fundo plano previamente revestido
com filme de poliester Mylar® para facilitar a retirada do filme apds a secagem. A secagem do
filme foi realizada em ambiente com temperatura controlada a 25 °C e umidade de 50% por um
periodo de aproximadamente 48 h.

Antes da caracterizacdo dos filmes ativos, as amostras foram acondicionadas por
no minimo 24 horas a 25 °C em dessecadores contendo solug@o saturada de nitrato de cdlcio

tetrahidratado, de forma a manter a umidade relativa constante em torno de 50%.
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4.3.3 Caracterizagdo dos filmes ativos

4.3.3.1 Espessura e umidade dos filmes ativos

A espessura dos filmes foi determinada calculando a média de 12 medicdes
realizadas para cada filme através de medidor AKROM, KR1250. O teor de umidade dos filmes
foi calculado utilizando balanga de infravermelho Marte modelo ID50 a 105 °C. Pesou-se 1g
de amostra de filmes e as massas inicial e final foram registradas, sendo em seguida calculado
o percentual de umidade presente nessas amostras. Esta andlise foi realizada em duplicata para

cada filme nos tratamentos de FO%, F5%, F10%, F15% e F20%.

4.3.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de MEV das amostras foram realizadas em um Quanta-450 FEG (FEI)
a 10kV em stubs sobre um adesivo de carbono, na Central Analitica da Universidade Federal
do Ceard. As amostras foram metalizadas em um equipamento Q150T ES (Quorum) com

aplicacdo de uma camada de ouro (20 nm). As imagens foram obtidas em microscépio

eletronico em 500, 1.000, 2.000, 5.000 e 10.000x.

4.3.3.3 Opacidade

A determinagdo de opacidade das amostras dos filmes foi realizada de acordo com
método descrito por Irissin-mangata et al. (2001), onde foram cortados retangulos de 1 x 5 cm
em duplicata e realizado a leitura em espectrofotometro (UV-vis Shimadzu — médulo para
amostras solidas ISR-2200) pertencente ao Laboratério de Tecnologia da Biomassa, na
Embrapa Agroindustria Tropical de Fortaleza. Realizou-se a varredura de 400 a 800 nm, sendo
a opacidade determinada por integragcdo da drea sob a curva da absorbancia versus comprimento
de onda, com o uso do método trapezoidal e expressa como unidade de absorbancia x nandmetro

(A nm) por unidade de epessura (mm).

4.3.3.4 Andlises Mecdnicas

As propriedades mecanicas foram realizadas em corpos de prova (cinco replicatas
por filme) obtidos em prensa estampadora Ceast nas dimensdes 125 mm x 12,5 mm,

acondicionados por 48h em ambiente com temperatura e umidade relativa controladas (25 + 1
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°C e 50 = 5%) baseado no método D882-01 (ASTM, 2001), usando um Emic DL-3000
Universal Testing Machine com célula de carga Trd 19 de 100 N, separagdo inicial entre as

garras de 100 mm e velocidade de deformacdo de 12,5 mm min’!.

4.3.3.5 Permeabilidade ao Vapor de Agua - PVA

A determinacdo da PVA foi realizada com base no método E96-00 (ASTM, 2000)
a 25 °C, usando silica gel como dessecante em dessecador vertical Arsec DCV040, e 2 mL de
agua dentro das células de permeacgdo de 2,4 cm de didmetro. Foram realizadas 8 pesagens ao

longo de cerca de 12 h, com intervalo minimo de 1 hora entre as pesagens.

4.3.3.6 Matéria Insoliivel (MI)

A solubilidade em dgua dos filmes foi definida como a quantidade de matéria seca
solubilizada apds 24 horas de imersido em dgua, e medida de acordo com Pena-Serna e Lopes-
Filho (2013). Os filmes foram cortados em discos de 2 cm de didmetro, em quadruplicata, e
secos em estufa a 105 °C por 24 h, pesados (massa inicial, m;) e imersos em 50 mL de dgua
destilada a 25 £ 1 °C por 24 h sob agitacdo em shaker orbital (MA-410, Marconi, Brazil) a 76
rpm. Apds a imersdo, os discos foram retirados secos em estufa a 105 °C até 3 pesagens
consecutivas com peso constante e acondicionados por 1h em dessecador antes da pesagem
final (massa final, my), de forma a determinar o peso de matéria seca que nao foi solubilizado

em agua. O teor de matéria insoldvel foi definido pela seguinte equagdo:

M1 ="L x 100 (5)
mi
4.3.3.7 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) — ATR

Os espectros de FT-IR das amostras dos filmes e componentes do filme foram
obtidos em espectrometro 620-IR (Varian) no modo de reflexdo total atenuada (ATR) com

cristal de seleneto. A varredura foi realizada no intervalo de 4000 a 400 cm™.

4.3.3.8 Calorimetria Diferencial Exploratéria — DSC

Cerca de 4 mg de uma amostra de filme (triturada) € pesada em panela de aluminio,

posteriormente selada hermeticamente. A andlise foi realizada em equipamento modelo Q20
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V24.9 Build 121, pertencente ao Laboratério de Tecnologia da Biomassa, na Embrapa
Agroindustria Tropical de Fortaleza. As condicdes utilziadas foram: atmosfera de nitrogénio
com vazdo de 30 mL min!, rampa de aquecimento de - 40 a 300 °C e taxa de aquecimento de

10°C min™.
4.3.4 Aplicacdo dos filmes como revestimento em manga minimamente processada (MMP)

4.3.4.1 Preparo das dispersoes filmogénicas

As dispersodes filmogénicas para o revestimento foram preparados conforme descrito na
secdo 4.3.2, com exce¢do do processo de desgaseificacdo. Foram preparados 600 mL das
dispersoes filmogeénicas, variando o teor de ativos fendlicos de cada tratamento, e estas foram
armazenadas em frascos scoth previamente esterilizados, vedados e acondicionadas sob

refrigeracdo a 8° +1 °C até a sua utilizacdo do dia posterior.

4.3.4.2 Obtengdo dos frutos e processamento das amostras de MMP para revestimento

As mangas da variedade “Tommy Atkins” in natura foram adquiridas em mercado
local (CEASA, Ceard) de um mesmo lote, sendo comprado cerca de 30 Kg dessas frutas. Os
frutos foram escolhidos de acordo com o estdgio de maturacio e a coloracdo, entre amarelo a
vermelho, e auséncia de defeitos e doencas aparentes. Apds a escolha foram acondicionados
em caixas plasticas forradas com espuma para evitar danos mecanicos aos frutos e em seguida
foram transportados imediatamente para o Laboratério de Pos-Colheita da Empraba
Agroindustria Tropical, onde foram higienizadas com 4gua, secas e armazenadas em camara
fria a 18 °C e 88% de umidade relativa.

O processamento dos frutos foi realizado em camara fria (12 + 1 °C) do Laboratério
de Po6s-Colheita da Embrapa Agroindustria Tropical - Fortaleza-CE. Antes do processamento,
todos os utensilios € o ambiente foram previamente higienizados com dgua clorada 2%
(Adheclor®). O manuseio dos frutos e utensilios foi realizado por meio de luvas e mascaras ao
longo do processamento. Os frutos foram inicialmente pesados, obtendo-se uma massa média
de 456,9 + 41,8 g por fruto.

Os frutos foram descascados com o auxilio de uma faca de inox e em seguida a
polpa retirada do carogo, na forma de fatias. As fatias laterais foram entdo cortadas em cubos
com aproximadamente 2,5 cm de largura e de altura, e irregularidades foram acertadas com a

faca a fim de manter a uniformidade dos cubos de manga. Os cubos foram sanitizados através
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da imersdo dos mesmos em uma solucado de hipoclorito de s6dio 2% por 5 min e apds os cubos
foram retirados e imersos em dgua com fluxo continuo por mais 5 min, sendo em seguida secos

sobre uma malha, para escoamento do excesso de dgua.

Figura 11 — Aparéncia das mangas Tommy Atkins utilizadas no experimento de processamento

e revestimento com solugdo filmogénica de amido e ativos fendlicos de Spondia purpurea.

Fonte: Préprio autor, 2018.

Foram avaliados 05 tratamentos de revestimento para os cubos de manga, sendo os
revestimentos realizados apenas com a dispersao filmogénica de amido (FO%) e as formulagdes
com os diferentes teores de ativo fendlico (F5%, F10%, F15% e F20%) e estas formulacdes
comparadas ao controle (C), que consistiu em cubos de manga sem nenhum revestimento.

Os cubos de manga foram inicialmente separados nas bandejas de isopor em
numero de 10 a 12 cubos que correponde a massa média de 100 - 150 g por bandeja, € em
seguida o conjunto de amostras de cada tratamento recebeu o revestimento com as solugdes
filmogénicas preparadas anteriormente. No processo de revestimento os cubos de manga foram
mergulhados em 600 mL de solucdo filmogénica por 2 min e apds retirados e colocados sob
uma malha de nylon para a drenagem do excesso de solugdo filmogénica. Em seguida os cubos
foram acondicionados em bandejas de isopor, identificados e envoltos por filmes PVC . Foram
preparadas bandejas com amostras de manga minimamente processadas em triplicata para cada
um dos tratamentos (FO%, F5%, F10%, F15% e F20%) nos tempos de andlise de 0, 2, 4, 6, 8 ¢
10 dias. As bandejas foram acondicionadas em camara de refrigeracio a 12 +1°Ce 88 +1 %
de umidade do ar. As amostras foram analisadas a cada 2 dias, considerando o dia do
processamento como tempo 0, em relacio a parametros fisicos e quimicos ao longo do tempo

do experimento.
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Figura 12 — Drenagem dos cubos de manga apds o revestimento com solugdo filmogénica de

amido e ativos fendlicos de Spondia purpurea.
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Fonte: Préprio autor, 2018. '

4.3.4.3 Caraterizagdo das amostras de MMP revestidas

A andlise da qualidade das amostras de manga minimamente processada com e sem
o revestimento, por dispersdo filmogénica de amido e bioativos de S. purpurea, foram
verificadas mediante a andlise de parametros fisicos como cor, sélidos soluveis e quimicos
como o teor de acido ascorbico e polifendis. As determinagdes foram realizadas nas amostras
de manga “Tommy Atkins” apds trituracdo e homogeneizagcao em processador, seguindo entao
para as andlises imediatas e ap6s acondicionada a aproximadamente -10 °C em freezer. Todas
as andlise foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia e Pds-Colheita da Embrapa

Agroindustria Tropical — Fortaleza-CE

4.3.4.3.1 Cor

A medi¢do da cor dos cubos de manga foi realizada em cada tempo de andlise (0,
2,4, 6, 8 e 10 dias), diretamente sobre os cubos utilizando um colorimetro Konica Minolta
(modelo CR-410). Os resultados de cor foram expressos de acordo com as coordenadas CIE —

Lab como L* (luminosidade/brilho), C* (croma) e h* (angulo hue).

4.3.4.3.2 Solidos soluveis (SS)

A polpa foi processada e o conteudo de s6lidos soluveis (SS) foi medido através de

um refratdmetro digital (modelo PAL-1, Atago®), com compensacdo automatica de temperatura
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e os resultados expressos em °Brix, de acordo com a metodologia recomendada pela AOAC

(1995).

4.3.4.3.3 Quantificag¢do de Acido ascérbico (Vitamina C)

Os teores de vitamina C na polpa processada dos frutos foram determinados pelo
método de titulometria, utilizando a solu¢cdo de DCFI (2,6-diclorofenol indofenol sédico) a 0,02
% como titulante, até a permanéncia de coloracdo résea claro no titulado. A amostra a ser
titulada foi preparada utilizando-se cerca de 1g de polpa diluida em 100 mL de solu¢do de 4cido
oxalico 0,5 %, conforme metodologia de Strohecker e Henning (1967). Os resultados foram

expressos em mg de dcido ascérbico 100 g! de amostra.

4.3.5 Anadlise estatistica

Todos os dados neste trabalho foram expressos como média + desvio padrao a partir
de medidas em duplicata ou triplicata. Demais andlises para caracterizacdo dos filmes
obdeceram a quantidade especifica de replicatas conforme norma adotada. Os dados obtidos a
partir das repeti¢Oes para andlise de pardmetros fisicos dos filmes desenvolvidos e das andlises
fisico-quimicas dos revestimentos, foram realizados realizados teste de variancia ANOV A com
teste de Tukey (p<0,05) utilizando o software Minitab® 18 para verificar a variacdo estatistica
entre os tratamentos dos filmes e tempos de andlise, no estudo dos revestimentos em mangas
minimanete processadas. No parametros fisico-quimicos dos revestimentos, como cor (L*, C*
e h*), teor de 4cido ascérbico e polifendis extraiveis totais, para os dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10, foram
realizadas andlises de regressao polinomial, na qual foram consideradas equagdes até o 3° grau

(cibica) e R? acima de 70%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do Amido de Spondia purpurea

5.1.1 Rendimento e composi¢do do amido de Spondia purpurea

As propriedades fisicas, quimicas e estruturais dos granulos de amido estdo
relacionadas diretamente com a sua fonte botanica e o seu método de extragdo (ESTRADA-
LEON et al., 2016). Neste trabalho utilizou-se dgua destilada como solvente extrator, o que
possibilita a auséncia de alteracdes estruturais do granulo de amido, embora possa aumentar a
quantidade de proteinas e lipideos residuais, o que € reduzido quando se realiza uma extracao
alcalina (CARDOSO, SAMIOS e SILVEIRA, 2006; ZHANG et al., 2005).

O rendimento do ANS em relagdo a fruta imida inteira com carocos foi de 11,78%
e em relagdo a polpa da fruta foi de 15,42%. Na Tabela 3, sdo apresentados os valores médios

da composicao centesimal para o ANS.

Tabela 3 — Anélise centesimal do amido de Spondia purpurea.
Amostra Umidade (%) Cinzas (%)  Amilose (%)
ANS 9,96+0,9 0,84+0,92 44,4+1,70

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

O amido de seriguela apresentou um elevado percentual de amilose aparente em
sua constituicdo, o que pode tornar este amido industrialmente atraente devido as fortes
propriedades de geleificac@o e estrutura helicoloidal, uteis principalmente na composicao de
filmes biodegraddveis (CHEN et al., 2017). Os frutos de seriguela apresentam baixo teor de
proteinas, cerca de 1,4% conforme NEPA (2011). Na andlise elementar da amostra de ANS
observou-se a auséncia, ou um percentual abaixo da detec¢do do equipamento, de nitrogénio e
enxofre. Sendo que a identificacdo de nitrogénio pode ser um indicativo da presenga de
proteinas residuais, o que pode indicar que a extragdo foi eficiente na eliminacdo de proteinas

que pudessem estar presentes no mesocarpo dos frutos.

Tabela 4 — Constituintes elementares do amido de Spondia purpurea.

Amostra Carbono (%) Oxigénio (%) Hidrogénio (%)  Nitrogénio (%) Enxofre (%)

ANS 38,59% 54,87%* 6,54% AD AD

AD — Abaixo do limite de deteccio * Valor estimado a partir da diferenca dos demais percentuais de outros
constituintes.

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)
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5.1.2 Espectroscopia de Absorcdo na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

As principais bandas observadas na regido do Infravermelho entre 4000 e 400 cm™
e seus respectivos grupos, encontrados neste trabalho, para a amostra ANS podem ser

observadas em Tabela 5.

Tabela 5 — Principais bandas de infravermelho atribuidas a grupos funcionais conforme

literatura para o amido de S. purpurea.

N° de onda
Atribuicoes Referéncias
(cm-l) NT
v (OH) 3434 (Hoyos-Leyva et al., 2017a)
v (CH) 2929 (Hoyos-Leyva et al., 2017a)
. ( Gonzalez-Cruz et al., 2017; (Zuo et al.,
4 (OH) associado a H,O 1650
2017)
o (COH) 1429 (Wiercigroch et al., 2017)
0 (CH) em amidos 1383 (Gonzdlez-Cruz et al., 2017)
v (COC), v (CC) da ligacao glicosidica 1162 (Wiercigroch et al., 2017; Zuo et al., 2017)
Deformagdes no plano (COH) 1079 (Wiercigroch et al., 2017)
v (CO) de alcoois primarios 1050 (Larkin, 2011)
v (CO) no éter da ligagdo glicosidica 992 (Wiercigroch et al., 2017)
vs (COC) 863 (Wiercigroch et al., 2017)
Deformagdes no plano (CCC) e (COC)
523 cm! (Wiercigroch et al., 2017)

no anel glicosidico

NT — Neste trabalho

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

O espectro de infravermelho para o amido de Spondia purpurea (Figura 13)
mostrou bandas caracteristicas deste polissacarideo também comuns em diversos outros
trabalhos na literatura utilizando outras fontes botinicas de maior amplitude comercial como
Manihot esculenta (ZHANG et al., 2017), Zea mays, Triticum spp., Oryza spp. Solanum
tuberosum (KIZIL, IRUDAYARAJ e SEETHARAMAN, 2002).
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Figura 13 — Espectro de infravermelho para o amido nativo de seriguela (Spondia purpurea)
em pastilha de KBr.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

Na regido do espectro de 2750 a 4000 cm™ encontramos duas bandas, sendo uma
intensa em 3436 cm™' referente as ligacdes de hidrogénio de interagdes entre os grupos
hidroxilas das cadeias de amilopectina e amilose, como também de dgua adsorvida no meio. A
banda em 2929 cm™! é caracteristica de deformacdes axiais em ligagdes C—H de metilenos (CH>)
(TAN et al., 2017).

Na banda de 1650 cm™! em espectros de infravermelho de amido sdo relacionados
a deformacdes angulares de ligagdes O—H associados a moléculas de dgua adsorvidas em
regides amorfas do amido (GONZALEZ—CRUZ et al., 2017; KIZIL, IRUDAYARAJ e
SEETHARAMAN, 2002; ZUO et al., 2017). A regidao de 1200 a 800 cm™! é conhecida como
“impressao digital” e no espectro do ANS encontrou-se os picos 1162, 1079, 1050, 992 e 863
cm’!. Essas bandas sdo caracteristicas de vibragdes do anel piranosidico acopladas com
estiramentos de ligagcdes C—O e C—OH, dos grupos laterais, e também nas ligagdes glicosidicas
(KIZIL, IRUDAYARAJ E SEETHARAMAN, 2002; WIERCIGROCH et al., 2017; ZHANG
etal., 2017).
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5.1.3 Andlise do espectro de Ressondncia Magnética Nuclear do 'H para o amido de Spondia
purpurea.

A Figura 14 exibe o espectro de Ressonancia Magnética Nuclear para 'H para o
amido de Spondia purpurea em DMSO deuterado (2,5 ppm) € 0s seus respectivos picos €
atribuicdes. Os picos caracteristicos para a unidade D-glicose, mondmero constituinte das
moléculas de amilose e amilopectina, encontram-se entre 3,0-5,5 ppm, tendo os seguintes picos
de deslocamento quimico, H-2 em 3,27 ppm, H-4 em 6 3,36 ppm, H-6 em & 3,50 ppm, H-5 em
0 3,62 ppm e para o H-3 em 6 3,68 ppm. Em 9 3,25 ppm observa-se um pico referente a d4gua
residual. Os picos relativos ao hidrogénio do carbono anomérico juntamente com hidrogénios
das hidroxilas 2, 3 e 6 encontram-se no intervalo de 4,2 — 5,5 ppm, sendo que em 6 5,24 ppm
temos o hidrogénio (H-1) do carbono anomérico da ligagdao a (1 - 4) e em 6 4,68 ppm para o

hidrogénio (H-1") da ligagdo a (1 - 6) (SHI et al., 2014; ZARSKI et al., 2016).

Figura 14 — Espectro de RMN 'H para o amido nativo de Spondia purpurea.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

Para o amido nativo de Spondia purpurea o percentual de GR foi de 5,6 %, sendo
que este valor depende da fonte vegetal e também das propor¢des entre amilose/amilopectina.
Shi e colaboradores (2014) obtiveram valores de grau de ramificagdo para o amido de cinco
variedades de ervilhas, lisas e rugosas, variando de 4,39% a 5,48%. No mesmo trabalho foi
avaliado o grau de ramificagdo para amidos submetidos a tratamentos enzimaticos ( - amilase

e transglucosidase), observou-se o aumento de até 16,67%, devido a por¢ao de amilose ser mais
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suscetivel ao ataque enzimatico, dessa forma a proporcao de ligagdes a (1 - 6) aumenta. Os
teores de GR para amidos nativos variam geralmente de 1 a 5 % aproximadamente, sendo
menores para amidos com maior teor de amilose, tendo em vista que a amilose contribuem de
forma mais significativa com ligacdes a (1 - 4) , mas poucas liga¢des a (1 - 6) (SHI et al., 2014;

TIZZOTTI et al., 2011).

5.1.4 Andlise do espectro de Ressondncia Magnética Nuclear do '3C para o amido de
Spondia purpurea.

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear para o '*C é mostrado na Figura 15,
onde podemos observa a identificagdo dos seis carbonos do anel piranosidico da D-glicose.
Figura 15 — Espectro de RMN '3C para o amido nativo de Spondia purpurea.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

O pico em 6 100,71 ppm é um deslocamento para o carbono C1 anomérico,
enquanto que para o carbono C4 que participa da ligacao glicosidica a (1 - 4) encontra-se em
79,55 ppm. Os carbonos C2, C3 e C5 encontram-se respectivamente nos picos ¢ 73,91 ppm, &
72,71 ppm e 6 72,29 ppm. O carbono C6 esta indicado pelo pico 6 61,28 ppm (PASCOAL et
al., 2013; WANG et al., 2016).
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5.1.5 Difracdo de Raios-X (DRX)

Na figura 16 tem-se o difratograma de raio-X para o amido nativo de Spondia
purpurea onde podemos observar os picos principais de cristalinidade em 20 sendo um em
15,15°, um duplo em 17,13° e 18,09° e o terceiro em 23,16°, sendo um padrao de cristalinidade
tipico para amido do tipo A. Amidos do tipo A tendem a organizar-se de forma a reter menor
nimero de moléculas de dgua no interior de sua estrutura cristalina em comparagdo com 0

amido do tipo B (JAN et al., 2017; MUKURUBIRA, MELLEM e AMONSOU, 2017).

Figura 16 — Difratograma de Raio-X para o amido nativo de seriguela (Spondia purpurea).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

O percentual de cristalinidade do amido nativo de seriguela foi determinado a partir
da razdo entre a 4rea sobre os picos de cristalinidade e a 4rea total (amorfo e cristalino), dando
um valor de percentual de 11,02%. Este valor de cristalinidade relativamente baixo pode estar
relacionado ao percentual mais elevado de amilose, pois este polissacarideo contribui de forma

negativa para a cristalinidade do amido (HUANG et al., 2015).

5.1.6 Cromatografia de Permeagdo em Gel (GPC)

Os granulos de amido s3o formados por dois tipos de moléculas, amilose e

amilopectina e que apresentam diferentes estruturas, mostrando assim diferentes tamanhos e
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formatos de cadeias, assim como também de massas molares. A amilose ¢ uma fracio
essencialmente linear, o(1 - 4), embora apresente algumas ramificacdes, que apresenta massa
molar na ordem de 10°-10° g mol™!, enquanto que a amilopectina é uma molécula com um maior
grau de ramificagdes, apresentando cerca de 95% de ligacdes a1 - 4) e 5% de ligagdes a(1 - 6)
e uma massa molecular na ordem de 107-10° g mol"! (GOMAND et al., 2011; SHRESTHA e
HALLEY, 2014).

Na obtenc¢do dos valores de massa molar para a amostra de amido de S. purpurea
foi utilizado a andlise por GPC e a curva que expressa a ordem de grandeza das massas molares
€ mostrada na Figura 17. O cromatograma de permeagdo em gel para o amido nativo de S.
purpurea apresentou um valor de massa molar de pico igual a 1,12 x10° g mol™!. Os valores de
massa molar numérica média (Mn) e massa molar ponderal média (Mw) apresentados na Tabela
6, apresentam uma massa molar na ordem de 10° g mol!, valores esses que estdo na faixa

compreendida para a massa molar tipica da amilose conforme Shrestha e Halley (2014).

Figura 17 — Cromatografia de Permeacdo em Gel para o amido nativo de Spondia purpurea.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

Tabela 6 — Valores de polidispersividade e massas moleculares obtidas pela andlise de GPC

para o amido nativo de Spondia purpurea.

Amostra  Mn? (10°) g mol?  Mw® (10%) g mol’! Polidispersividade (Mw/Mn)
ANS 6,5 9,7 1,5

a — Massa molecular numérica média b — Massa molecular ponderal média

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)
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O indice de polidispersividade representa a razdo entre a massa molar ponderal
média e a massa molar numérica média, ou seja, Mw/Mn, e em polimeros esse indice reflete a
uniformidade dos tamanhos das cadeias poliméricas ou o grau de dispersdao de suas massas
molares no sistema. De acordo com Hoyos-Leyva et al. (2017b) polimeros uniformes possuem
Mw/Mn igual a 1, sendo chamados de monodispersos e polimeros com valores de polidispersao
maiores que 1 apresentam uma maior heterogeneidade nos tamanhos das cadeias poliméricas e
consequentemente maiores variacdes nos valores das massas molares.

O valor de polidispersividade encontrado para o amido nativo de S. purpurea foi de
1,5, sendo um valor moderadamente polidisperso. Em estudo realizado com amido nativo de
sementes de jaca (Artocarpus heterophyllus Lam) realizado por Zhang e colaboradores (2018),
os mesmos encontraram valores de polidispersividade variando entre 1,4 — 2,0 e valores de Mw
e Mn, respectivamente entre 1,7 - 4,6 x 10’ gmol' e 1,1 - 2,3 x 10’ g mol™! e dessa forma o
valor de polidispersividade encontrado para o amido neste trabalho estd conforme outros
amidos de outras fontes botanicas na literatura.

Valores baixos de polidispersividade indicam sistemas com massas molares menos
dispersos e como maior uniformidade dos seus valores de massa molar e com cadeias

apresentando baixa varia¢do no comprimento (HOYOS-LEY VA et al., 2017b).

5.1.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A morfologia dos granulos de amido nativo de Spondia purpurea, quando
observados em microscopio eletronico de varredura (Figura 18), apresentou-se irregular com
granulos maiores com formato esférico e outros granulos de tamanhos variados com formato
de poliedro e aparéncia de quebras, mas com superficies relativamente lisas. A fragmentacio
de alguns granulos pode ser atribuida ao uso do etanol na etapa de clareamento, onde a solugdo
etanol/dgua interage danificando parte da estrutura cristalina do granulos (SHI et al., 2018). Os
granulos do amido de seriguela apresentam um tamanho considerado médio, estando no
intervalo entre 10 — 25 um, conforme visualizado nas imagens obtidas por microscopia de

varredura (ESTRADA-LEON et al., 2016).
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Figura 18 — Micrografias dos granulos de amido de seriguela (Spondia purpurea) com aumentos

de 500x (A), 1000x (B), 2000x (C) e 4000x (D).

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

5.1.8 Anadlise Termogravimétrica (TGA)

O estudo da estabilidade térmica do amido de seriguela foi realizado em atmosfera
de nitrogénio tendo como objetivo analisar 0s principais eventos térmicos caracteristicos desse
polissacarideo na sua forma nativa, sem modificagcdes quimicas. A andlise térmica do amido
extraido da polpa da seriguela € mostrada na Figura 19.

A perda de massa € observada em dois eventos distintos conforme se observa na
curva TG e confirma-se na curva DTG, tal observacao pode refletir em uma pureza significativa
do amido extraido da polpa da seriguela. No primeiro evento que ocorre a perda de massa vai
até aproximadamente 155,66 °C e pode ser atribuido a perda de umidade da amostra (MOO-
HUCHIN et al., 2015), correspondendo a cerca de 10,37% da massa da amostra de amido de
seriguela. O teor de umidade reduzido pode contribuir com uma melhor vida util do amido,

facilitando sua armazenagem e transporte (HORNUNG et al., 2017).
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Figura 19 - Curva de degradac¢do térmica e primeira derivada em funciao do tempo para o amido
nativo de seriguela (Spondia purpurea) obtida em atmosfera de N> com taxa de aquecimento

de 10°C/min.
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No segundo evento apds a desidratagdo da amostra, percebe-se uma estabilidade de
sua massa até cerca de 235 °C e ap06s, rapidamente, 87,53% de sua massa € perdida ao final
desse evento, que se inicia em cerca de 304,30 °C (T;) e estende-se até cerca de 356,84 °C (Ty).
Nesse evento ocorre o processo de decomposi¢cdo das macromoléculas que compdem o amido,
sendo o pico da temperatura de decomposi¢ao visto em aproximadamente 325,85 °C, conforme
pode ser visualizado pela DTG.

A partir do pico tnico e bem definido da DTG pode-se indicar uma maior pureza
do material tendo-se em vista que na literatura € reportado que quando ha a presenca acentuada
de proteinas no amido hd o surgimento de um segundo pico na DTG em torno de 311 °C
correspondente a decomposi¢ao de proteinas (MOO-HUCHIN et al., 2015). Ao final da anélise
encontramos a formac¢do de cinzas, que corresponde a sais minerais e impurezas contidas na
amostra e que corresponde a um percentual aproximado de 9,87% em massa, sendo um valor

razoavelmente baixo.
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Tabela 7 — Etapas de degradagcdo do amido de S. purpurea e perda de massa

Evento 1 2 Residuo
Massa perdida (mg) 1,50 11,52 1,43
Massa perdida (%) 10,4 79,7 9,9

Faixa de Temperatura (°C) 30-155,6 304,3-356,8 -
Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

5.1.8 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial é uma técnica valiosa para analisar o
processo de gelatinizacdo e fusdo do amido devido ser possivel por meio desta andlise se
determinar os valores de entalpia dessas transi¢Oes térmicas e também a sua temperatura de
transi¢do vitrea, as quais estdo relacionadas diretamente a fonte do amido, seu teor de umidade,
propor¢do entre amilose e amilopectina e as condicdes em que serd realizada a andlise
(HORNUNG et al., 2017). Na Figura 20 temos o termograma realizado para o amido de Spondia
purpurea com uma ampliacdo da regido de transi¢do vitrea (Ty).

Analisando o termograma observou-se a presenca de dois picos endotérmicos no
amido de Spondia purpurea, onde segundo Yang et al., (2016) a presenca de um segundo pico
estd relacionado a uma transicao térmica ocasionada pelo desenrolar das hélices de amilose. A
presenca de mais de um pico endotérmico em termogramas de amido descreve a ocorréncia de
um processo de fusdo em etapas, onde inicialmente ocorre a fusdo da parte cristalina do amido
e apos a fusdao da amilose ou de um complexo de amilose-lipidio (HOMER, KELLY e DAY,
2014; MOREIRA, CHENLO e ARUFE, 2015).

No trabalho desenvolvido por Steeneken € Woortman (2009) foi observado o
aparecimento de dois picos endotérmicos em 142 e 178 °C, sendo que o mesmo relaciona a
diferencas de fusdo da parte interna e externa dos granulos e também com teor de umidade
reduzido. O surgimento de mais de um pico endotérmico em termogramas de amido parece
estar relacionado com o baixo teor de dgua, j& que as moléculas de dgua atuam como
plastificante diminuindo assim a temperatura de fusdo, e também com um teor elevado de
amilose em sua constitui¢do. Estas caracteristicas no amido também contribuem com valores
de temperatura de fusdo elevados, pois amidos de alta amilose possuem menor mobilidade e
dessa forma precisam de mais energia para ocorrer sua fusdao ou ainda gelatinizacdo de seus
granulos (MOREIRA, CHENLO e ARUFE, 2015; MUKURUBIRA, MELLEM e AMONSOU,
2017; STEENEKEN e WOORTMAN, 2009; YANG et al., 2016).
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Figura 20 — Termograma de DSC para o amido nativo de seriguela (Spondia purpurea) obtida

em atmosfera de nitrogénio com taxa de aquecimento de 10°C/min.
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A transicdo vitrea (T,) para a amostra de ANS foi observada em uma temperatura
relativamente elevada de aproximadamente 126,21 °C e este evento termodinamico de segunda
ordem se caracteriza pela passagem dos granulos de amido de uma fase amorfa e semicristalina
para um estado de maior mobilidade de suas moléculas (LIU et al., 2010). Monnier e
colaboradores (2017) determinaram um valor de transicdo vitrea igual a 312 + 7 °C para o
amido amorfo anidro utilizando a técnica de calorimetria exploratéria diferencial rapida. Dessa
forma valores elevados de Tg podem fornecer um conhecimento sobre a composi¢do do amido,
em termos de teor de dgua adsorvida e da propor¢do amilose/amilopectina nos granulos de
amido. Ainda segundo Monnier et al. (2017) a transi¢ao vitrea do amido estd muito relacionada
ao teor de 4dgua presente na estrutura do polissacarideo, sendo um eficiente plastificante, e a
partir disso a compreensio da dependéncia entre faixa de transicao vitrea e teor de 4gua, vem
sendo estudada ao alongo dos anos para melhor entender o comportamento de materiais de
amido.

Na primeira endoterma para o ANS foi observado o inicio da fusdo em T; = 140,20
°C, T, =141,77 °C, e o fim em T = 147,08 °C, AT = 6,88 °C e entalpia de fusdo AHrigual a

0,813Js'. Na segunda endoterma foi observado o inicio da fusdo em T; = 155,89 °C, seu pico
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Tp = 158,32 °C e T¢= 177,22 °C, AT = 21,33 °C e entalpia de 3,80 J s'!. Os dados térmicos
corroboram com os dados obtidos pelo TGA do amido de Spondia purpurea como um material
de relevante estabilidade térmica com potencial interessante para a aplicagao em biofilmes.

A partir dos dados de entalpia é possivel determinar o grau de cristalinidade para o
amido a partir da razdo do calor de fusdo do amido pelo calor de fusdo para um polimero
totalmente cristalino. O GC foi determinado a partir da equacio abaixo utilizando como AH®,
o valor de 33 J g'! como entalpia de referéncia para amido 100% cristalino (BULUT E SCHICK,
2012).

AH fusao

GC (%) = (6)

AH° padrio

O percentual de cristalinidade encontrado, a partir de dados de entalpia, para o
amido nativo de Spondia purpurea foi de 11,52%. Esse valor corroborou com o valor de
cristalinidade determinado a partir do difratograma de Raios-X que foi de 11,02%, onde, a
cristalinidade apresentaria majoritariamente a contribuicdo pela por¢dao de amilopectina

presente na composicao do amido de S. purpurea.

5.2 Caracterizacao dos extratos hidroalcodlicos do caule de Spondia purpurea

A massa do material de partida seco e rendimento do extrato seco obtido em

duplicata pode ser observado na tabela abaixo.

Tabela 8 — Rendimento dos extratos EHCS (7:3) em duplicata para o caule de S. purpurea.

Material triturado (g) Extrato seco (g) Residuo seco (g) Rendimento (%)
5,018 1,177 2,708 23,45
5,039 1,075 2,814 21,33

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

5.2.1 Analise do perfil quimico da casca do caule de Spondia purpurea

O perfil quimico do extrato EHCS (7:3) foi realizado a partir do cromatograma em
modo negativo (ESI'), visualizado na Figura 21, juntamente com a andlise dos respectivos
espectros de massa referentes a cada pico, os quais foram enumerados conforme o tempo de

eluicdo apresentado.
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Figura 21 — Cromatograma em BPI obtido no sistema UPLC-QTOF-MS em modo negativo

(EST) do extrato EHCS (7:3) das amostras das cascas do caule de Spondia purpurea (seriguela).
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Os metabolitos identificados e ndo identificados das cascas do caule de S. purpurea
estdo expostos na Tabela 9 juntamente com demais dados, como a massa do fon desprotonado
[M — HJ, o erro em partes por milhdo, sua provavel formula molecular, além da classe do

metabdlito.

5.2.1.1 Acidos orgénicos

No inicio da andlise observa-se os compostos com maiores polaridades, sendo
encontrados valores de massa de [M-H] como m/z 207,0142 Da (t,= 0,89min) e m/z 191,0193
Da (t: = 1,27 min) para os compostos nos picos 1 e 2, respectivamente. Estes compostos foram
confirmados na literatura pelos seus fons fragmentos MS?, sendo para o composto 1,
encontrados os fragmentos [M-H-H>O] m/z 189,0022 Da, referente a hidrolise e também o
fragmento m/z 127,0039 Da referente a perda de 2H>0 e CO: e portanto identificado como 4cido
hidroxicitrico (PANDEY et al., 2015). Para o composto 2 encontrou-se os fragmentos MS? de
m/z 85,0295 [M-H-106] Da e m/z 111,0097 Da [M-H-2H,O-CO-]", sendo identificado como o
acido citrico (YANG et al., 2017).
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5.2.1.2 Acidos fendlicos simples e derivados

Na classe dos acidos fenodlicos simples foram encontrados, nos extratos das cascas
do caule da Spondia purpurea, sete metabdlitos, sendo alguns derivados de dcidos galicos e/ou
com hexosideos. O composto 3 (t. = 1,53 min) teve sua massa [M-H] identificada como m/z
331,0660 Da o que correlacionando a literatura, tem-se o galoil-glicose, formado pela
associacao de acido gélico a um monossacarideo. Este composto apresentou os ions fragmentos
m/z 271,0386 Da, m/z 169,0144 Da, que € referente a perda tipica do acido galico, e m/z
125,0292 Da, referente a perda de CO> da unidade do dcido gélico (DORTA et al., 2014). Outro
composto fendlico simples, associado a hexosideo, foi o composto 9 (t; = 2,24 min) com valor
de [M-H] igual a m/z 315,0718 Da, identificado como 4cido dihidroxibenzéico hexosideo e
que apresentou um fragmento MS? de 153,0193 Da [M-H-162], resultante da perda da unidade
do monossacarideo (ENGELS et al., 2012).

O composto 4 (t; = 1,76 min) possui valor de massa de seu ion desprotonado [M-
H] igual a m/z 169,0137 Da com erro de 0,0 ppm e foi identificado, a partir da correlacdo dos
fragmentos e sua massa desprotonada, na literatura, como sendo o 4cido gélico. Este composto
apresentou um valor de massa MS? tipico para o 4cido gélico, de m/z 125,0252 Da produzido
apo6s a perda de um grupo — CO, (DORTA et al., 2014; ENGELS et al., 2012). Os compostos
18 (t: = 3,23 min) e 30 (tr = 4,24 min) foram identificados na literatura a partir de seus
respectivos valores de massa [M-H], m/z 183,0293 Da e m/z 197,0452 Da, como sendo
respectivamente o metil galato e o etil galato, ambos derivados do acido gélico. Para o metil
galato foi observado os valores de MS? de m/z 169,0053 Da, referente ao fragmento de 4cido
gélico e de m/z 124,0053 Da devido a perda do grupo -CO>CHj3 e para o etil galato foi observado
o valor de m/z 169,0132 Da, também referente a perda neutra de 4cido gilico (DORTA et al.,
2014; SHAHEEN et al., 2017).

No pico 29 (t, = 4,15) foi observado o valor de fon desprotonado de m/z 321,0249
Da com ions fragmentos de m/z 125,0275 Da e m/z 169,0159 Da, sendo valores tipicos para
fragmentacgdes nas unidades de dcido gélico. Este composto formado a partir da esterificacao
de duas unidades de acido gélico foi tentativamente identificado como acido digdlico I com

férmula molecular C14H1009 (ABU-REIDAH et al., 2015).
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5.2.1.3 Taninos hidrolisdveis

Taninos hidrolisdveis e galotaninos sdo compostos por unidades de
monossacarideos esterificados com residuos de 4cidos gilicos e apresentam propriedades
antioxidantes, anticincer, anti-inflamatéria bastante relatadas na literatura (ENGELS,
GANZLE e SCHIEBER, 2012). Foram identificados tentativamente 04 compostos derivados
de galotaninos.

O pico S (t: = 1,84 min) apresentou em seu espectro MS desprotonado m/z 493,1192
Da [M-H] e no espectro MS? os fragmentos m/z 169,0133 Da [M-H-324]" tipico para o 4cido
gélico e consequentemente pela perda de dois grupos monossacaridicos, m/z 241,0650 Da [M-
H-252]", m/z 271,0373 Da [M-H-222] e m/z 331,0661 Da [M-H-162] ocasionado pela perda
de um grupo monossacarideo. Este composto foi identificado como sendo o monogaloil
diglicosideo (CUNHA et al., 2017).

No pico 13 (t: = 2,43 min) foi observado no espectro de massas MS o fon m/z
483,0777 Da [M-H] e no espectro MS? os fragmentos m/z 331,0714 Da [M-H-162]", m/z
271,0532 Da, m/z 313,0634 Da e m/z 169,0132 Da, este tltimo ocasionado pela perda de um
grupo galico. Baseado na formula C20H20014 € nos fragmentos presentes em Cunha et al., (2017)
o composto 13 foi tentativamente identificado como o digaloil glicosideo.

O composto do pico 20 (t; = 3,44 min) apresentou no espectro de massas MS o valor
de m/z 635,0892 Da [M-H] e como fragmentos m/z 483,0891 Da [M-H-152] (perda do grupo
galoil), m/z 465,0576 Da [M-H-170] (perda do acido géalico), m/z 313,0612 Da (perda de um
grupo galoil e 4dcido galico) e m/z 169,0121 Da. A partir dos fragmentos e compara¢ao com a
literatura foi possivel identificar esse composto como o trigaloil glicosideo (Muccilli et al.,
2017). Outro galotanino foi identificado no pico 28 (t: = 3,98 min) com o valor de massa no
espectro de massas MS igual a m/z 787,0999 Da [M-H] e fragmentos MS? em m/z 635,1156
Da [M-H-152] e 169,0118 Da. A partir da literatura foi possivel identificar este composto como
sendo o tetra-O-galoil hexosideo (ABU-REIDAH et al., 2015; MUCCILLI et al., 2017).
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Tabela 9 — Constituintes identificados ou tentativamente identificados em amostras de caule de S. purpurea (seriguela) - Modo Negativo (ES")

Pico T (M- (M-I Fragmentos defons  Férmula firro Tentativa de Identificacao Classe do Referéncias
N°. min  Observado Calculado (MS?) Molecular  (ppm) ¢ metabdlito
1 0,89 2070141  207,0142  189,0022, 127,0039  CeHsOs 0,0 Acido hidroxicitrico Acido organico (Pangglys‘;t al.,
(Carvalho-Silva
2 1,27  191,0193  191,0192  85,0295;111,0097  CeHsO; 0,5 Acido citrico Acido organico i} ;ﬁg 2?;14 :
2017)
271,0386; 169,0144; S Taninos (Engels et al.,
3 1,53 331,0660  331,0665 125, 1292 CisHig0nw - 06 Galoil-glicose hidrolisdonis 5012)
4 1,76 169,0137  169,0137 125,0252 C-HOs 0,0 Acido gilico Acido fenélico (E“%eoli 26; al,
169,0133; 241, 0650; o e Taninos (Cunha et al.,
5 1,84 493,1192 493,1193 271.0373: 3310661 Ci9H26015 -0,2 Monogaloil diglicose hidrolisdveis 2017)
6 205 6091454 6091456 151 0441:301.0458 CoHxOn 03 Rutina Flavonol (A‘;‘f'lz%‘?;‘? et
7 207 2350453 2350454 - CsHpOs  -04 Nio identificado - -
Quercetina-7-0O-glicosideo- (Brito et al.,
8 2,19  771,1966  771,1984 463,0148 C33HuOx  -23 I Flavonol 2014)
9 224 3150718 3150716 153,0193 CiHieO, 00  Acidodihidroxibenzéico g 5q0 onsric,  (Engelsetal,
hexosideo 2012)
219,0750, 137,0212, . (Wang et al.,
] N Flavanol
10 227 3050660  305,0661 125,097 Ci5H307 0,3 (-)-Galocatequina avano 2008)
Engels et al.,
11 231  593,1508  593,1506 241,0158 CyH3O1s 0,3 Canferol-3-rutinosideo Flavonol (Eng

2012)
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Pico Tr [M-HJ [M-HJ Fragmentos de ions  Férmula  Erro . e Classe do ..
2 Tentativa de Identificacao o Referéncias
Ne. min  Observado Calculado (MS?) Molecular (ppm) metabolito
441,0632; 289,0535; (-)-Epicatequina-3,5-O- Fl 1 (Wang et al.,
120235 5931296 5931295 1400150, 1250174 CoHxOn 02 digalato avano 2008)
169,0132; 271,0532; . o Taninos (Cunha et al.,
13 243 4830777 4830775 53 e 33y o714 CoHuOw 04 Digaloil glicosideo hidrolisdveis 2017)
14 256 7552246 7552246 2850370: 2409834 CaHuOn 00 Canferol -3-O- Flavonol (Wz‘z)‘fg;‘l"
galactosilrutinosideo
15 2,81 761,1355 761,1355 . C37H30013 0,1 Nao identificado - -
16 310 4531033 4531033  169.0136:179.0011:  c,H,0, 00  Hidroximetoxifenil-O-(0- Outros (Abu-Reidah et
313,0612 galoil)-hexosideo metabdlitos al., 2015)
17 322 4790828  479,0826  151.0088:271.0479; ¢, Hy0;5 04  Miricetina 3-O-hexosideo Flavonol (Cunha et al.,
287,0388 2017)
18 323 1830293  183,0293  124.0053: 1690053  CsH:Os 0,0 Metil galato Acido fenélico (If(‘flr:‘nfr Szl(‘)’f%e
19 320 5751045 5751037 169.0119;2850258; c,p,.05 14 2 Maclwin3-C-2-O-galoi)- g ponon, - (Dortactal,
303,0493; 423,0736 B-D-glicosideo 2014)
20 3,44 635,0892 635,0884  483,0891;465,0908;  (,,H,,05 13 Trigaloil glicose ' Tan.ln,os . (Abu-Reidah et
169,0121 hidrolisaveis al., 2015)
21 3,54 305,0665 3050661 219.0776; 137.0319; ¢\ 3H,50, 1,3 (-)-Epigalocatequina Flavanol (Wang et al.,
125,0247 2008)
22 3,61 457,0778 4570771  125,0260; 169,0125; {50, -0,7  (-) Epilocatequina-3-galato Flavanol (Wang et al.,
305,0726 2008)
23 371 7271132 7271147 1690152:303.0419;  ciHn0, o210 Madwin3-C-R3-di0- g renona (Dorta et al.,
407,0898: 575,1180 galoil)-B-D-glicosideo 2014)
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Pico

Erro

Tr [M-HJ [M-H] Fragmentos de ions  Férmula . pe Classe do .
2 Tentativa de Identificacao s Referéncias
N°. min  Observado Calculado (MS?) Molecular  (ppm) metabolito
4,9-dihidroxipropiofenona- ')
169,0130; 271,0358; , ) utros (Santos, et al.,
24 376 4791194  479,1190 20 C»HxO1 0.8 9-0-(6'-O-galoil)-B-D- bt o1
’ glicopiranosideo
25 381 4330762 4330771  151.0077:271.0435 CoHiOn  -21  Quercetina-3-O-pentosideo  Flavonol (Cumhe 7e)t al,
26 392 4570768 457,071 125, 0;351 2026793’0128; CoHiOn 07  (-) Galocatequina-3-galato Flavanol (WZ%%g al,
Isoramnetina 3-O- (Abu-Reidah et
27 3,97 477,1037 477,1033 313,0683; 314,9514 C2H»O01 0,8 alicosideo Flavonol al.. 2015)
. , Taninos (Abu-Reidah et
28 3,98 787,0999 787,0994 169,0118; 635,1156; Cs34H2301, 0,6 Tetra-O-galoil hexosideo II hidroliséveis al.. 2015)
o o Taninos (Abu-Reidah et
29 4,15 321,0249 321,0247 125,0275:169,0159  CiaHi0Oo 0,6 Acido digalico I hidrolisdveis al.. 2015)
30 424 1970452 197,0450 169.0132 CoHi0Os 1,0 Etil galato Acido fenélico (Shag%el‘;ft al.
31 4,44 481,0990 481,0982  301,0513;319,0241 C21H2013 1,7 Ampelopsina glicosideo Flavanonol (Al;lll_Rz%l?;? ot
32 452 6090882 6090880 1250312:1690101:  CuH,0,, 03  ()-Epigalocatequina-3.s- Flavanol (Wang etal.,
457,1022 digalato 2008)
Canferol 3-O- (Wuet al.,
33 4,53 755,2234 755,2246 285’0370 C30H43022 —1,6 glicosillrutinosideo Flavonol 2016)
34 479 4410820  441,0822 : CuHigO1 - 0,5 Catequina-3-galato Flavanol (Kumar, Singh e
125,0240; 169,0120 q g Kumar, 2017)
35 507 3190453 319,0454  1250091:153.1123:  ¢\H,04  -03 Ampelopsina Flavanonol ~ (/Abu-Reidahet

179,0817; 193,0094

al., 2015)

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).



77

5.2.1.4 Flavondis

Os flavonois, pertencem a classe dos flavonoides, sendo considerados uma das
principais classes de metabdlitos secunddrios presentes nas plantas, estando relacionados a
diversas fungdes de protecdo contra fitopatdgenos e também de fotoprote¢do. Na saide humana
desempenha diversas funcdes devido suas propriedades antioxidantes e farmacoldgicas. Nas
plantas, os flavonoides estao geralmente ligados a glicosideos, sendo a liga¢do do tipo O ou C.
O tipo de ligacdo glicosidica afeta as propriedades bioldgicas e quimicas desses metabolitos
(KIM et al., 2018). Neste trabalho foram identificados tentativamente 08 compostos da classe
dos flavondis.

O composto identificado no pico 6 (t; = 2,05 min) apresentou valor de MS de m/z
609,1454 Da [M-H] e no seu espectro de MS? foi visualizado os fragmentos m/z 151,0441 Da
[M-H-458] e m/z 301,0458 Da [M-H-308] referente a fragmentacdo de duas unidades
glicosidicas (ABU-REIDAH et al., 2015). Esse composto foi tentativamente identificado como
sendo a rutina de férmula molecular C27H30017.

Nos picos 8 e 25 encontramos derivados glicosilados de quercetina, com tempos de
retencdo de t. = 2,19 e 3,81 min, respectivamente. Para o composto 8, o valor de MS foi m/z
771,1966 Da [M-H] e como fragmentos MS? m/z 483,0891 Da [M-H-308] (ap6s a perda de
um dihexosideo) e a partir da férmula C33H40021 0 composto foi tentativamente identificado
como quercetina-7-0-glicosideo-3-rutinosideo. O composto 25 com MS de m/z 433,0762 Da
[M-H] e como fragmentos MS? m/z 151,0077 Da [M-H-282]", a partir da fragmentagio da
aglicona da unidade C6 da quercetina e também o m/z 271,0435 Da [M-H-162] e a partir da
formula molecular C20H;sO11 e relacionado com a literatura este composto foi identificado
tentativamente como quercetina-3-O-pentosideo (BRITO et al., 2014; ENGELS et al., 2012).

Os compostos 11 (t; = 2,31 min) e 14 (t: = 2,56 min) e 33 (t; = 4,53 min) podem ser
classificados como derivados glicosilados de canferol. O composto do pico 11 teve o valor de
massa desprotonado de m/z 593,1508 Da [M-H] e a partir do seu fon fragmento MS? de m/z
241,0158 Da [M-H-352] e a formula C27H300O15 0 composto foi identificado com canferol-3-
rutinosideo. Nos picos 14 e 33 temos dois isdmeros de massas desprotonadas, respectivamente
iguais a m/z 755,2246 Da [M-H]" (MS? m/z 240,9834 Da [M-H-515] e m/z 285,0370 Da [M-
H-4701") e m/z 755,2234 Da [M-H] (MS? m/z 285,0370 Da [M-H-470]"). O valor de fragmento
de m/z 285 € atribuido por Engels et al. (2012) como um produto da clivagem heterolitica da

aglicona do nudcleo do canferol. A partir de seus tempos de retencdo e fragmentacdo, os
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isomeros dos picos 14 e 33 foram identificados tentativamente como canferol-3-O-
galactosilrutinosideo e canferol-3-O-glicosilrutinosideo (WU et al., 2016).

No pico 17 (& = 3,22 min) do cromatograma foi identificado o valor de m/z
479,0826 Da [M-H] e fragmentos MS? de m/z 151,0088 Da, referente a unidade hexosidica,
m/z 271,0479 Da [M-H-208] e m/z 287,0388 Da [M-H-192]. Com a férmula molecular
C21H30013 proposta, e em paralelo a literatura o composto foi identificado como miricetina-3-
O-hexosideo (CUNHA et al., 2017). No pico 27 encontramos o fon desprotonado de valor m/z
477,1033 Da [M-H] e fragmentos m/z 313,0683 Da [M-H-164] e m/z 314,9514 Da [M-H-163]
referentes a estrutura da isorhamnetina com a perda de um e dois prétons (ABU-REIDAH et
al.,, 2015). A partir da formula molecular C22H22012, obtida pelo software MassLynx e
corroborando com a literatura, o composto foi identificado como isorhamnetina-3-O-

glicosideo.

5.2.1.5 Flavandis

Os flavan6is compreendem uma das subclasses dos flavonoides estruturalmente
mais complexos, variando de estruturas mais simples, como as catequinas e epicatequinas, até
estruturas mais complexas associadas com 4cidos galicos. Apresentam propriedades como
antioxidante, antidiabetes e anticincer (KIM et al., 2017; MOTILVA, SERRA e MACIA,
2013). Neste trabalho foi possivel identificar 07 compostos dessa subclasse de flavonoides.

No pico 10 (t; = 2,31 min) temos o ion molecular m/z 305,0660 Da [M-H] e no seu
espectro MS? os fragmentos m/z 219,0750 Da [M-H-86]", m/z 137,0212 Da [M-H-168] e m/z
125,0272 Da [M-H-180]". Este composto foi identificado tentativamente a partir de dados da
literatura sendo a (-)-galocatequina. O composto no pico 34 (tr = 4,79 min) de m/z 441,0820 Da
[M-H] foi tentativamente identificado como catequina-3-galato, a partir dos seus fragmentos
m/z 169,0120 Da e m/z 125,0240 Da, referentes a perda neutra do 4cido gdlico e da perda do
grupo carboxila por este dcido gilico (KUMAR, SINGH e KUMAR, 2017).

O composto do pico 12 (t, = 2,35 min) foi identificado tentativamente como (-)-
epicatequina-3,5-0O-digalato com formula molecular igual a C30H26013 € ion molecular de m/z
593,1296 Da [M-H]". No seu espectro MS? foi observado os fragmentos m/z 441,0632 Da,
referente a perda de um grupo galoil, m/z 289,0535 Da [M-H-304]", m/z 169,0150 Da de uma
perda neutra de 4cido gédlico e m/z 125,0174 Da, da descarboxilagdo do dcido gélico (ENGELS,
GANZLE e SCHIEBER, 2012; WANG et al., 2008).
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Os compostos dos picos 21 (t; = 3,54 min) e 32 (t = 4,52 min) foram
respectivamente identificados como (-)-epigalocatequina e seu derivado (-)-epigalocatequina-
3,5-digalato com valores de massa dos seus respectivos fons desprotonados sendo, m/z
305,0665 Da e m/z 609,0882 Da [M-H]. Os ions fragmentos observados para o (-)-
epigalocatequina (MS? m/z 219,0776 Da [M-H-86], m/z 137,0319 Da [M-H-168] e m/z
125,0247 Da) e para o (-)-epigalocatequina-3,5-digalato (MS? m/z 457,1022 Da [M-H-152],
m/z 169,0101 Da e m/z 125,0312 Da) estdo relacionados com perdas neutras de acido galico
e/ou perdas de grupo galato, presentes na estrutura destes dois flavan6is (WANG et al., 2008).

Os picos 22 (t; = 3,61 min) e 26 (t; = 3,81 min) apresentaram em seus espectros de
massa MS? respectivamente os fons fragmentos m/z 457,0778 Da e m/z 457,0762 Da [M-H]".
Utilizando a ferramenta do software MassLynx nos picos descritos anteriormente, foi obtido
féormulas moleculares idénticas, C»HigO11. Utilizando-se das informagdes para os ions
fragmentos (Tabela 9) apresentados por ambos os compostos e pela associacdo ao tempo de
eluicdo descritos na literatura (WANG et al., 2008), os compostos dos picos 22 e 26 foram

respectivamente identificados como (-)-epigalocatequina-3-galato e (-)-galocatequina-3-galato.
5.2.1.6 Flavanondis

A ampelopsina e seu derivado glicosidico foram tentativamente identificados
respectivamente nos picos 35 (t; = 5,07 min) e 31 (t. = 4,44 min). No pico 35 foi observado o
valor m/z 319,0453 Da [M-H] referente a massa do ion desprotonado e ions fragmentos m/z
125,0091 Da [M-H-194], m/z 153,1123 Da [M-H-166], m/z 179,0817 Da [M-H-140] e m/z
193,0094 Da [M-H-126] e férmula molecular de Ci5H120s. No composto 31 temos o valor de
MS m/z 481,0990 Da [M-H], ions fragmentos MS? de m/z 301,0513 Da [M-H-180] e m/z
319,0241 Da [M-H-162] (perda do glicosideo) e férmula molecular Cz1H2013.
Correlacionando essas informacdes com dados da literatura foi possivel identificar estes
compostos como sendo a ampelopsina e ampelopsina glicosideo (ABU-REIDAH et al., 2015).
Essa substancia possui indmeras propriedades farmacoldgicas relatadas como antimicrobiana,

anti-inflamatdria, antioxidante e anticarcinogénica (WOO et al., 2012).

5.2.1.7 Benzofenonas

As benzofenonas sdo os principais intermedidrios em rotas de biossintese de
xantonas e conforme Dorta et al. (2014) sdo compostos relatados raramente em outras familias

botanicas além das Clusiaceae e Moraceae. Neste trabalho foram identificados 02 compostos
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que se enquadram nessa classe de metabdlitos. Trés compostos da classe das benzofenonas
(picos 19 e 23) foram determinados tentativamente nos extratos hidroalcodlicos da casca do
caule de S. purpurea, mostrando massas de ions moleculares [M-H] no espectro MS de m/z
575,1045 Da (pico 19) e m/z 727,1147 Da (pico 23) (DORTA et al., 2014).

No espectro MS? o pico 19 (t; = 3,23 min) foi observado os valores de fon fragmento
de m/z 423,0736 Da [M-H-152], m/z 303,0493 Da [M-H-272], m/z 285,0258 Da [M-H-290] e
m/z 169,0119 Da de perda neutra para acido galico. A partir de dados na literatura e de sua
féormula molecular, C26H23015, esse composto foi tentativamente identificado como maclurin-
3-C-(2-0-galoil)-B-D-glicosideo. Para o pico 23 (t: = 3,71 min) foi observado os fragmentos
MS? m/z 575,1180 Da [M-H-152], m/z 407,0898 Da [M-H-320], m/z 303,0419 Da [M-H-424]
e m/z 169,0152 Da (perda neutra de acido gdlico). A formula molecular para esse composto foi,
C33H27019 € 0 mesmo foi tentativamente identificado como maclurin-3-C-(2,3-di-O-galoil)-f-

D-glicosideo (DORTA et al., 2014).
5.2.1.8 Outros metabdlitos identificados

No pico 16 foi observado no espectro MS a massa do fon desprotonado igual a m/z
453,1033 Da com erro de 0,0 ppm e valores no espectro MS? de m/z 169,0136 Da, referente a
perda neutra de acido gélico; m/z 179,0011 Da [M-H-274] e m/z 313,0612 Da [M-H-140]
referente a uma fragmentagdo padrao C-glicosideo (ABU-REIDAH et al., 2015). Com base na
literatura e na férmula molecular obtida, C20H22012, 0 composto foi identificado como
hidroximetoxifenil-O-(O-galoil)-hexosideo.

O composto 4,9-dihidroxipropiofenona-9-O-(6'-0O-galoil)--D-glicopiranosideo,
foi tentativamente identificado no pico 24 com MS m/z 479,1194 Da e valores de {on fragmento
de MS? m/z 331,1218 Da [M-H-148], m/z 271,0358 Da [M-H-208] - e m/z 169,0152 Da
(SANTOS, et al., 2017).

5.2.1.9 Compostos ndo identificados

Os picos 7 (tr = 2,07 min) e 15 (tr = 2,81 min) tratam-se de moléculas ndo
identificadas, onde no espectro de massa MS foi observado respectivamente os fons [M-H] m/z
235,0453 Da (erro de -0,4 ppm) e m/z 761,1355 Da (erro de 0,1 ppm), entretanto ndo foram
encontrados nas referéncias consultadas. A férmula molecular proposta no software MassLynx

para o composto 7 foi CsH120s e para o composto 15, C37H4302.
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Figura 22 — Compostos 1 — 14 que foram tentativamente identificados no extrato EHCS (7:3)

das amostras das cascas do caule de Spondia purpurea (seriguela).
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Figura 23 — Compostos 16 — 25 que foram tentativamente identificados no extrato EHCS (7:3)

das amostras das cascas do caule de Spondia purpurea (seriguela).
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Figura 24 — Compostos 26 — 35 que foram tentativamente identificados no extrato EHCS (7:3)

das amostras das cascas do caule de Spondia purpurea (seriguela).
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5.3.1 Determinacdo de fendlicos totais

A quantificac@o de fendlicos totais foi realizada pelo teste de Folin-Ciocalteu, onde
em condicdes alcalinas, os grupos fendlicos sdo desprotonados e formam fons de fenolato
ocasionado pela reducdo do complexo de dcidos fosfotunguistico-fosfomolibidico no reagente
de Folin-Ciocalteu, originando uma coloracdo azul (RAHMAN, COSTA e SHAHIDI, 2018).
O conteudo de fendlicos totais do extrato hidroalcoolico das cascas do caule de S. Purpurea foi
de 523,25 mg de 4cido gélico (AG)/g de extrato.

O valor obtido para as cascas do caule de seriguela mostrou-se elevado em
comparacdo com outros trabalhos sobre espécies vegetais da familia Anacardiaceae, como a
Spondia monbim (frutos/260,21mg AG/g (TIBURSKI et al., 2011); Pistacia lentiscus
(folhas/429,58mg AG/g) (REMILA et al.,, 2015); Schinopsis brasiliensis (cascas do
caule/403,26 mg AG/g) (SANTOS et al., 2017) e Anacardium occidentale (Frutos/51,30£1,6
mg AG/g) (ENCARNA(;AO et al., 2016). Layse e colaboradores (2017) obteveram o valor de
107,36 mgAG/g para as folhas de S. purpurea, o que sugere assim, uma maior quantidade de
compostos fendlicos nas cascas do caule em comparag¢do com as folhas, o que corrobora com o
perfil de compostos quimicos identificados tentativamente por UPLC-QTOF-MS realizado

neste trabalho.

5.3.2 Ensaio de atividade antioxidante por DPPH-

A capacidade antioxidante é comumente obtida pela reagdo em solucdo entre um
composto antioxidante e um radical livre a ser sequestrado. O método que utiliza o radical
DPPH: € um dos mais utilizados devido a sua eficdcia e rapidez, sendo este método baseado na
medida do consumo do radical por um composto antioxidante e a diminui¢cdo desse radical é
acompanhada pela leitura espectrofotométrica de sua absorbancia (OLIVEIRA et al., 2016).

O DPPH:- (2,2 difenil-1-picril-hidrazila) é um radical livre relativamente estavel
pela ressonancia de seus anéis aromaticos e também pelo efeito retirador de elétrons dos grupos
NO:> que ajudam a estabilizar a carga. O modelo de inibi¢dao do radical DPPH: € um método de
andlise da capacidade antioxidante bastante eficiente, sensivel e pode ser realizado em um
tempo relativamente curto quando compara-se a outros métodos de avaliagio (REHANA et al.,
2017). O extrato da casca de S. purpurea EHCS (7:3) exibiu um efeito sequestrador do radical

DPPH: bastante eficiente quando comparado com o dcido ascérbico e o BHT, utilizados neste
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trabalho como padrio. Os resultados podem ser visualizados na Figura 25 nas concentragdes

como percentual de inibi¢do do radical nas concentragdes 5, 10, 25, 50, 125 e 250 ug mL".

Figura 25— Gréfico de (%) inibicdo do radical DPPH- pelo extrato EHCS (7:3) das amostras
das cascas do caule de Spondia purpurea (seriguela) em comparacdo com um antioxidante

natural (Acido ascorbico) e um sintético (BHT).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

% Inibicdo

O extrato da casca de S. purpurea EHCS (7:3) apresentou percentual de inibi¢ao do
radical DPPH: acima do observado para o BHT nas concentracdes de 5 a 125 ug mL™! e similar
ao percentual de inibi¢do (95,5%) do 4cido ascérbico na concentracdo de 25 ug mL, sendo
que no geral, apresentou uma acao antioxidante praticamente semelhante ao acido ascérbico, ja
bastante relatado na literatura sobre sua elevada capacidade antioxidante (KIM et al., 2015).
Demonstrando-se dessa forma um elevado potencial de acdo antioxidante dos compostos
presentes no extrato das cascas de S. purpurea, variando de 40 a 95 % para as concentragdes
analisadas. Esta alta capacidade antioxidante estd, portanto, diretamente relacionada as
caracteristicas dos constituintes quimicos das classes de metabdlitos tentativamente
identificados neste trabalho, como taninos, acidos fendlicos, flavandis e flavondis, sendo
encontrado nessa ultima, o maior nimero de compostos fendlicos.

Uma medida da capacidade de inibi¢ao do radical DPPH- € através do cdlculo do
Clso que € a concentracao necessdria do antioxidante para reduzir em 50% o radical DPPH:,

sendo que valores reduzidos desse indice refletem maior atividade antioxidante do composto
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(HOFMANN et al., 2015). Para o extrato EHCS (7:3) das amostras das cascas do caule de
Spondia purpurea foi encontrado o valor de Clso igual a 5,85 pg mL™!, através da equacdo da
reta das concentracdes de 1 a 25 ug mL! da solucdo etandlica do extrato (y = -0,259x + 1,058

e R? =0,9966) e da equacio (4).

5.3.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana para os extratos das cascas do caule de Spondia
purpurea foi analisada utilizando duas bactérias gram-negativas e duas gram-positivas. Os
resultados para a avaliagcdo de inibi¢do e atividade bactericida minima sdo mostrados na Tabela

10.

Tabela 10 - Valores de concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida
minima (CBM) para Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica e

Staphylococcus aureus para o extrato das cascas do caule de Spondia purpurea EHCS (7:3)

CIM CBM
Microrganismos avaliados
(mg mL™) (mg mL™1)
Escherichia coli’ 25 ND
Salmonella enterica’ 30 ND
Listeria monocytogenes?® 20 20
Staphylococcus aureus’ 10 10

ND - Nao foi determinado, pois as concentragcdes testadas foram insuficientes para determinar o valor de CBM.

! Gram-negativas 2 Gram-positivas

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

O extrato hidroalcoodlico das cascas do caule de Spondia purpurea avaliado
apresentou-se como um potente inibidor para todos os microrganismos testados, com
concentracdes variando na faixa de 10 a 30 mg mL!. Mostafa e colaboradores (2017) avaliaram
a atividade antimicrobiana de extratos de plantas contra bactérias causadoras de doencas de
origem alimentar, onde foi avaliado o uso de extratos etanolicos de Punica granatum, Syzygium
aromaticum, Zingiber officinales € Thymus vulgaris e verificou-se que os mesmos foram
potencialmente efetivos na inibi¢do contra S. aureus, S. thypi, B. cereus, E. coli e P. aeruginosa,
na concentracdo de 10 mg mL™!, resultado semelhante ao obtido neste estudo para o S. aureus,

entretando devido a ndo realizacdo de uma menor concentragdo, possivelmente poderia se obter
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um valor menor de CIM para este microorganismo. Ainda sobre o trabalho de Mostafa e
colaboradores (2017), o mesmo constatou que os extratos etandlicos de P. granatumand e S.
aromaticum apresentaram efeito bactericida para S. aureus e P. aeruginosa, nas concentragdes
variando de 5 a 12,5 mg mL". Estes valores de CBM foram semelhantes ao verificados neste
trabalho também para o S. aureus.

S. aureus sdo bactérias encontradas normalmente na microbiota da pele de diversos
animais, incluindo seres humanos e sdo relacionadas a diversas infec¢des cutaneas e doencas
transmitidas pela ingestdo de alimentos contaminados. As infec¢des hospitalares ocasionadas
por estas bactérias sdo geralmente dificeis de controlar devido a fraca suscetibilidade a biocidas
e agentes antimicrobianos, sendo responsdveis por diversas mortes no mundo (DIAS-SOUZA
etal., 2017). Levando em consideracao que os extratos hidroalcoolicos, avaliados neste estudo,
apresentaram atividade inibitéria e bactericida satisfatoria contra esse microrganismo, ressalta-
se a viabilidade de utilizacdo desses bioativos como agentes antimicrobianos naturais, tanto
para fins farmacéuticos como alimenticios.

Além do S. aureus também foi observado efeito bactericida minimo, para o
microrganismo L. monocytogenes, ambas bactérias pertencentes ao grupo das Gram-positivas.
Este fato pode ser explicado devido a uma menor resisténcia das bactérias do grupo das Gram-
positivas pois apresentam-se morfologicamente mais simples que as bactérias gram-negativas,
sendo assim consideradas menos resistentes. Lins (2018) avaliou a a¢do antimicrobiana de
especiarias e ervas contra Salmonella Oranienburg e verificou que esta bactéria consegue
sobreviver nesses condimentos, mesmo sendo conhecidos por apresentarem elevada atividade
antimicrobiana, o que demonstra a resisténcia do género pertencente ao grupo das Gram-
negativas.

Os compostos fenodlicos, confirmados no extrato hidroalcodlico das cascas de S.
purpurea pelo teor de fendlicos totais e também pela andlise dos constituintes por UPLC-
QTOF-MS podem estar relacionados com estes resultados satisfatorios de efeito inibitdrio e
bactericida, especialmente para as bactérias S. aureus e L. monocytogenes € inibitério, nas
concentragdes estudadas para E. coli e S. enterica. Segundo Friedman, Levin e Henika (2017)
os compostos fendlicos oriundos de extratos vegetais podem inibir o crescimento de bactérias
por multiplos mecanismos de acao, que incluem danos a membrana celular, inibicdo de sintese
de acidos nucleicos e do metabolismo, como também a inibicdo da sintese de constituintes da
membrana e parede celular. A¢do antibacteriana também € relatado para muitos fendlicos

glicosados (BARTNIK e FACEY, 2017).
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De acordo com Sieniawska e Baj (2017) efeito inibidor é observado para taninos
hidrolisdveis e dentre estes, os galotaninos agem na inibicdo da sintese de glucanos,
polissacarideos presentes na parede de bactérias, sendo relatada sua acdo bactericida para os
geéneros Staphylococcus e Actinomyces e a presenca de (+)-epicatequina galato possui acdao na
reducdo da CIM para S. aureus. Neste trabalho foi tentativamente identificado estes compostos
no extrato hidroalcodlico, corroborando para os resultados antimicrobianos observados. Tendo
em vista a higroscopicidade do material, ndo foi possivel realizar testes em concentragdes
maiores, porém, sugere-se que maiores concentracdes do extrato hidroalcodlico das cascas do
caule de S. purpurea possam apresentar efeito bactericida para as bactérias gram-negativas

avaliadas nesta pesquisa.

5.4 Desenvolvimento e caracterizacao dos filmes de amido incorporados com extrato
hidroalcodlico de Spondia purpurea

5.4.1 Caracterizacdo dos filmes ativos

5.4.1.1 Espessura e Umidade dos filmes

Os valores de espessura e umidade, com seus respectivos desvios padroes, dos

filmes ativos de amido de S. purpurea estao na Tabela 11.

Tabela 11 - Espessura dos filmes de ANS e EHCS (7:3) produzidos conforme formulagdes.

Formulacgoes Espessura (mm) Umidade (%)
FO0% (ANS 100%) 0,0941+0,0065% 8,745+1,0542
F5% (ANS 959 : EHCS (7:3) 5 %) 0,1114+0,0097° 7,965+0,134%
F10% (ANS 909 : EHCS (7:3) 10 %) 0,1143+0,0089° 6,940+0,410%
F15% (ANS ss5%: EHCS (7:3) 15 %) 0,1147+0,0093° 7,13540,502%
F20% (ANS g0%: EHCS (7:3) 20 %) 0,1576+0,0070¢ 5,945+0,049°

Valores expressos em medias das replicatas da andlise + desvio padrdo. Letras diferentes em uma
mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).

A partir dos dados de espessura para as formulagdes e o controle observa-se que
houve uma tendéncia no aumento da espessura conforme o aumento da propor¢do do extrato
hidroalcodlico das cascas do caule de seriguela, EHCS (7:3. Nos filmes F5%, F10% e F15%
observou-se uma variacdo pouco expressiva na espessura, enquanto que no F20%, observou-se

um valor de espessura mais expressivo, o que poderia estar relacionado com uma maior
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concentragdo da solugdo filmogénica depositada sobre o recipiente na formulagdo por casting.
Segundo Garavand et al. (2017) a espessura média de filmes e revestimentos variam geralmente
entre 0,08 a 0,2 mm, sendo que a espessura do filme estd relacionado com as propriedades de
barreira do filme.

O parametro da umidade serve como indicador dos espagos existentes na superficie,
como poros e fissuras, que possuem moléculas de dgua adsorvidas na matriz do filme (JIANG
et al., 2010). Os valores de umidade mostraram que o teor de umidade do filme FO% (controle)
foi significativamente (p<0,05) maior que os filmes com incorporagdo do extrato contendo
ativos fendlicos. O efeito redutor de umidade ocasionado pela maior concentragdo de
compostos fendlicos pode ser explicado pelas substituicdes de interagdes de amido-adgua por
interacoes de grupos hidrofilicos dos compostos fendlicos do extrato com o polissacarideo, o

que reduz a disponibilidade de grupos polares com as moléculas de dgua.
5.4.1.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia dos filmes estd diretamente relacionada com a organizagdo espacial
dos seus componentes e pela interacdo ao longo do processo de secagem e a observacao por
micrografias nos fornece informagdes acerca do arranjo e de propriedades fisicas do filme
(TALON et al., 2017). As imagens de microscopia eletronica para os filmes das formulagdes
F5%, F10%, F15%, F20% e o controle, F0%, podem ser observadas na Figura 26.

Os filmes preparados em todas as formulagdes apresentaram regides superficies
irregulares, com rugosidade de presenca de fissuras seguindo uma tendéncia de diminuicao a
medida que a concentracao do extrato hidrodlcoolico aumentava. A formulacao controle, FO%,
apenas com o amido de S. purpurea e o glicerol apresentou regides descontinuas (globulares)
possivelmente oriundas de um processo de desgaseificacdo ineficiente. Além disso, apresentou
fissuras considerdveis na sua superficie e que podem ser atribuidas ao processo de secagem dos
filmes e armazenamento em dessecador (50% UR).

Na formulagdo com a adicao de 5%, 10% e 15% de extrato hidroalcodlico percebeu-
se também fissuras na superficie dos filmes, entretando pode-se observar uma diminui¢ao da
intensidade das fissuras a medida que a concentracao do extrato aumenta. Esta situagdo pode
indicar uma a¢do plastificante adicional pelos compostos fendlicos na matriz polimérica dos
filmes, tornando a estrutura do filme mais compactado. Choi et al. (2018) e colaboradores

verificaram que a adicdo de compostos fendlicos presentes na Curcuma longa promoviam a
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diminui¢do de poros na superficie de filmes de gelatina, resultando em um filme com matriz

mais compacta, devido a ac@o de interacdes intermoleculares.

Figura 26 — Imagens de microscopia eletronica de varredura dos filmes das formulacdes (a)
F0% (1000x); (b) F5% (1000x); (c) F10% (1000x); (d) F15% (1000x); (e) F20% (1000x) e (f)
F20% com regides onde nao houve uma boa solubilidade do EHCS (7:3) (1000x).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Além disso, nas formulacdes com incorporacao dos compostos fendlicos observou-
se a presenc¢a de enrugamentos que podem ser ocasionados pelo aumento de ligagcdes covalentes

e ndo covalentes entre as cadeias polissacaridicas e fendlicos (CHOI et al., 2018). Essa situacao
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também foi relatada por Pifieros-Hernandez et al. (2017) e Talo6n et al. (2017) onde os mesmos
realizaram a adi¢do de extratos vegetais ricos em polifendis em matrizes poliméricas de amido
de mandioca e blenda de amido e quitosana, respectivamente, e obtiveram um aumento da
irregularidade dos filmes produzidos com o aumento da concetragdo dos extratos. Entretanto
esses filmes geralmente apresentaram-se mais resistentes, sendo possivelmente relacionado a
acdo reticulante dos polifenois nas matrizes poliméricas dos filmes.

A micrografia da formulagdo F20% nao apresentou fendas e rachaduras aparentes
na superficie do filme analisado, embora tenha sido possivel perceber regides de aglomerados
do extrato hidrodlcoolico onde ndo houve solubilizagdo, o que pode indicar o limite da
capacidade de solubilizacdo da solucdo filmogénica da concentragdo em massa de 20% do
extrato hidroalcodlico. Problemas de solubilizacdo da matriz polimérica também podem ser
observados nas micrografias de todas as formulacdes, onde observa-se nas superficies dos
filmes, a presenca de granulos irregulares, possivelmente ocasionadas pela solubilizacio

incompleta do amido ao longo do preparo da solucao filmogénica.

5.4.1.3 Opacidade

A opacidade € um parametro de suma importancia para o estudo de filmes que serdao
utilizados como coberturas ou embalagens de alimentos, a partir da necessidade de aplicacio
do filme, haja visto que filmes mais opacos tendem a proteger alimentos que sio afetados pela
luz (MUKURUBIRA, MELLEM e AMONSQOU, 2017). Os valores de opacidade obtidos para
os filmes de amido de S. purpurea com teores de EHCS (7:3), variando de 0% a 20%, podem
ser observados na Figura 27.

Pode-se obervar que os valores de opacidade, de forma geral, aumentaram
conforme a quantidade de EHCS (7:3) também aumentava na matriz polimérica do filme,
embora para os filmes das formulagdes F5% e F15% tenha sido observado uma leve fuga dessa
tendéncia. Na formulacdo F20% apresentou um valor médio de opacidade de 33,58% maior
que que para a F15%, sendo que os valores apresentaram diferencas significativas (p>0,05).
Esta diferencga bastante acentuada pode ser explicada pela solubilidade incompleta dos extratos
na dispersao filmogénica, levando a uma matriz mais heterogénea e impedindo a transmitancia

de luz, levando assim a maiores valores de opacidade.
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Figura 27 — Opacidade de filmes de amido de S. purpurea adicionados de diferentes teores de

extrato das cascas do caule de S. purpurea EHCS (7:3)
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Valores expressos em medias das replicatas da andlise. Letras distintas indicam diferenca significativa (p<0,05).
OPACIDADE = 124,5 + 78,5x - 9,19x* + 0,537x*, R = 0,92.
Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

Esses efeitos de aumento da opacidade juntamente com o aumento da concentragao
de extratos fendlicos, podem ser explicados pela absorcdo seletiva de luz de compostos
polifendis que estdo presentes nos extratos, em baixos comprimentos de onda, que conferem
uma colora¢do avermelhada aos filmes (FABRA et al., 2018). A presenca de estruturas mais
heterogénenas confererem assim maior dispersdo da luz e menor transmitancia da luz nos
filmes. No trabalho realizado por Pifieros-Hernandez e colaboradores (2017) foi avaliado a
atividade antioxidante de extratos fendlicos de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) em filmes
de amido de mandioca, onde foi observado também uma variagdo significativa de opacidade
entre os filmes com extratos em comparacdo aos demais filmes sem a incorporag¢io de ativos
fendlicos, o que resultou também em bons resultados de barreira a radiagdo UV.

A variedade de cor e opacidade dos filmes sdo de grande importancia, pois
influenciam diretamente na visualizagdo e aceitacdo de produtos alimenticios. Em produtos
minimamente processados a utilizacdo de filmes mais opacos como revestimentos ou
embalagens podem ndo ser muito aceitaveis, pois estes tipos de alimentos necessitam de uma
boa visualizacdo. No entanto filmes mais opacos podem ter aplicagdo, onde a visibilidade do
produto nao é tdo importante, ou quando essa caracteristica fornece uma utilidade adicional,
como no revestimento ou embalagens de produtos sensiveis 4 luz (GOMAA et al., 2018). Na

Figura 28 a seguir pode-se perceber a aparéncia, assim como alteracdes de cores e
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consequentemente a opacidade dos filmes de amido a medida que se eleva o teor (%) de extratos

fendlicos de S. purpurea.

Figura 28 — Aparéncia visual dos filmes ativos de amido de S. purpurea adicionados de

diferentes teores de extrato das cascas do caule de S. purpurea EHCS (7:3)

Films Active

Starch 2,5%
Glycerol 30%
Phenolics extract 0%

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

5.4.1.4 Andlises Mecdnicas

Ao analisar os valores dos ensaios mecanicos observa-se que a adi¢do dos extratos
EHCS (7:3) influenciou na diminui¢ao dos valores de resisténcia a tracdo e de médulo de
elasticidade e do aumento da elongacao a ruptura, isso para os filmes FO%, F5%, F10% e F15%,
entretanto a formulacdo F20% apresentou-se como exce¢ao nos parametros analisados (Figura
29). A adicao de até 5% do EHCS (7:3) foi o suficiente para diminuir em 23,3% a resisténcia
a tragcdo, comparando-se ao filme apenas de amido e glicerol. Entretanto observou-se que o
acréscimo de 15% e 20% apresentou maior significAncia na diminui¢do da resisténcia a tragao,
0 que pode esté relacionado a uma provével acao plastificante dos compostos fendlicos mais
simples na matriz polimérica. O aumento no valor de resisténcia 4 tragdo apresentado pelo filme
F20% possivelmente estaria relacionado com uma maior espessura apresentada por este filme
em comparacdo com os demais. Compostos fendlicos presentes em extratos naturais podem

agir como agentes plastificantes, de forma a reduzir as forgas de coesao da estrutura polimérica
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e a energia necessdria para a movimentacdo molecular através da reducdo das forcas
intermoleculares entre as cadeias poliméricas adjacentes, tornando assim, a matriz do filme
mais flexivel (MEDINA-JARAMILLO et al., 2016).

Todas as formulacdes dos filmes ativos apresentaram deformacdo pldstica ao
longos dos testes de tracdo até atingirem o valor mdximo de tensdo para ruptura no equipamento
utilizado para as andlises. Os dados de elongagdo na ruptura mostraram que os filmes
desenvolvidos apresentaram uma tendéncia de aumento elastico com a adi¢do dos extratos na
matriz do polissacarideo. Sendo que, a incorporacdo de 10% em massa de extratos fendlicos
mostrou um valor de elongac@o na ruptura 2,2 vezes maior comparando-se ao filme FO%. As
formulagdes F15% e F20%, apresentaram valor de elongac¢do ainda maior, sendo em média 3,3
vezes maior que o valor apresentado pelo filme sem adig@o de extratos (FO%).

Durante a elongac¢do ocorre o desnovelamento e alinhamento das cadeias de
macromoléculas da matriz do filme, rompendo as interacdes intermoleculares entre cadeias
adjacentes, resultando em deformacgdes que podem ser permanentes. Essa deformacao pode ser
explicada devido a a¢do plastificante das hidroxilas do glicerol e dos compostos fendlicos mais
simples, que podem facilitar esse desnovelamento das cadeias dos polissacarideos, através de
interacdes entre os grupos hidroxilas. Obsrvou-se assim que, o aumento da concentragdao dos
extratos apresenta uma relacdo direta com o aumento do valor de elongacdo dos filmes,
entretanto observa-se que ao atingir os 20% de concentragdo, esse efeito nao € mais observado,
o que pode ser explicado pelo aumento de rigidez do filme F20%. O valor médio do médulo de
elasticidade para o F20% seguiu uma tendéncia contréria as demais formulagdes, apresentando
um aumento considerdvel, enquanto que para os demais filmes F5%, F10% e F15% foi
observado a diminui¢cdo desses valores a medida que a concentracdo dos extratos aumentava.
Parte disso pode ser explicada devido a uma acao de carga oferecido pela concentragdo méxima
de extratos utilizada, agindo assim como um refor¢o na estrutura dos filmes, além de terem
propiciado uma maior espessura da formulacdo F20%, que também contribui nesse
comportamento.

Quanto ao mdédulo de elasticidade ou de Young (Y = ¢ / ¢ ), percebeu-se uma
diminui¢do dos valores conforme o acrescimo de extratos fendlicos, o que de fato é confirmado
pelo aumento dos valores de elongacao para os mesmos filmes analisados, haja visto que esses

parametros sao inversamente proporcionais.
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Figura 29 — Ensaios mecanicos (resisténcia a tracio (o), elongacdo de ruptura (¢) e médulo de
elasticidade (Y)) de filmes ativos de amido de S. purpurea adicionados de diferentes teores de

extrato das cascas do caule de S. purpurea EHCS (7:3)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018)



96

Analisando os dados mecanicos dos filmes desenvolvidos FO%, F5%, F10% e
F15%, observa-se que a adicdo de extratos fenolicos ndo se configurou como uma carga de
reforco a matriz polimérica, mas como um agente plastificante adicional a estrutura do filme.
No entanto, é possivel analisar, a partir dos dados apresentados na Tabela 12 e Figura 29, que
a concentracdo de 20% do extrato fendlico de S. purpurea provocou um efeito oposto ao que
apresentou os demais filmes, mostrando assim que esse teor de extrato poderia apresentar
também uma a¢do de reforco na matriz do filme, aumentando assim a sua espessura, rigidez e
consequentemente reduzindo sua maelabilidade e flexibilidade.

Romani, Herndndez e Martins (2018) analisaram os efeitos da adicdo de extratos
fendlicos de pimenta rosa, na concentracdo de 4%, 6% e 8%, em filmes de amido e proteina,
nao encontrando contribui¢des significativas nas propriedades mecanicas, ao contrario do que
foi observado neste trabalho, onde possivelmente a composi¢ao dos extratos tenha sido um fator
determinante como um adicional plastificante, além de serem utilizados teores mais elevados
neste trabalho. A presenca de glicosideos nos extratos de S. purpurea, podem ter auxiliado
como plastificantes, haja visto, que alguns estudos apontam que moléculas de agucares
apresentam efeito plastificante ao serem adicionados em filmes poliméricos (AZEREDO et al.,

2016; NOGUEIRA et al., 2019).

Tabela 12 - Propriedades Mecanicas dos filmes de amido de S. purpurea adicionados de
diferentes teores de extrato das cascas do caule de S. purpurea EHCS (7:3). o (resisténcia a

tragdo), € (elongacao a ruptura) e Y (moédulo de elasticidade).

Formulagao Espessura (mm) 6 (Mpa) € (%) Y (MPa)
F0% 0,0941+0,0065 # 1,50+0,01 2 42,9943,51 ¢ 22,56+1,76 °
F5% 0,1114+0,0097 ® 1,15+£0,08 © 47,6545,01 ¢ 14,2440,57 ©
F10% 0,1143+0,0089 ® 1,17+0,05° 93,1144,33 " 8,67+0,344 ¢
F15% 0,1147+0,0093 ® 0,68+0,08 © 145,30+5,84*  5,036+0,47 ©
F20% 0,1576+0,0070 © 0,86+0,18 © 141,92+£11,89*  56,62+3,08 *

Valores expressos em médias das replicatas da andlise + desvio padrdo. Letras diferentes em uma
mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

5.4.1.5 Permeabilidade ao Vapor de Agua — PVA

O parametro de permeabilidade ao vapor de 4gua em filmes refere-se a capacidade

do filme oferecer uma barreira a difusao de vapor de 4gua quando aplicado a alimentos, sendo
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que o ideal € que estes materiais tenham baixos valores de PVA (CRUZ—GALVEZ et al., 2018;
FENG et al., 2018). Os valores de PVA para os filmes FO%, F5%, F10% e F20% nao
apresentaram diferenca significativa (p<0,05), demonstrando assim que o teor de EHCS (7:3)
ndo teve acdo significativa para alterar as propriedades de barreira dos filmes produzidos.
Entretanto, o teor de 15% de extrato na matriz do filme mostrou uma reducdo de 23% na
capacidade de barreira desse filme em relacdo ao filme apenas com amido e glicerol. Os
resultados de PVA para o filme F20% nao seguiram uma tendéncia de redug¢do, entretanto, este
valor poderia estar relacionado com espessura do filme, sendo o mesmo, 40% mais espesso que
o FO% (controle) e 26,6% em comparagdo aos filmes F5%, F10% e F15% (com espessuras
médias similares em torno de 0,11 mm). Nos filmes desenvolvidos os valores de PV A estiveram

na faixa de 2,78 a 2,14 g mm kPa! h'! m™ e podem ser observados na Figura 30 a seguir.

Figura 30 — Ensaios de barreira de filmes ativos de amido de S. purpurea adicionados de

diferentes teores de extrato das cascas do caule de S. purpurea EHCS (7:3)
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Valores expressos em médias das replicatas da andlise. Letras distintas indicam diferenca significativa (p<0,05).
PVA =2,738 + 0,0720x - 0,01448x> + 0,000532x>, R? = 0,387.
Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

No estudo realizado por Cruz-Galvez e colaboradores (2018) foi analisado a
influéncia de extratos acetonicos e metandlicos de Hibiscus sabdariffa aplicados em filmes de
amido de batata, e os mesmos encontraram valores de PVA de 2,93 £ 0,29 g m's!Pa’! para o
filme produzido apenas com amido (controle) e com a adicdo dos extratos acetOnicos e
metandlicos, observou a diminuicio dos valores de PVA, obtendo respectivamente os seguintes

valores de PVA de 2.22 +0.23e 1.26 +0.77 g'm! s Pal,
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Feng e colaboradores (2018) desenvolveram filmes ativos de amido adicionando
uma mistura de catequinas (polifenois) em uma faixa de 1% a 10% e observou em seus
resultados que a presenga dos polifenois ndo influenciou significativamente nas propriedades
de barreira ao vapor de dgua, independente das concentracdes de polifenois utilizadas, tendo
um comportamento bastante similar ao observado neste trabalho, que utiliza extratos ricos em
polifenois. Os resultados do trabalho citado mostraram uma variagdo entre 2,2 a 2,0 x10 % g
cm cm? s Pal. A reducdo dos valores de barreira com a adi¢do de extratos, pode estar
relacionados com a acdo plastificantes que estes constituintes polifendlicos podem oferecer,
juntamente com a dgua e o glicerol. As liga¢cdes intermoleculares entre os polifendis e as cadeias
de amilose e amilopectina, limitam as interacdes com moléculas de dgua, o que pode
comprometer a suscetibilidade do filme ao vapor de dgua, pois o vapor de dgua iria fluir em
regides mais higroscopicas do filme (AZEREDO et al., 2016; FENG et al., 2018; NOUR]I,
MOHAMMADI e NAFCHI, 2014).

5.4.1.6 Matéria Insoliivel (MI)

Os teores de matéria insolivel para os filmes produzidos neste trabalho estdo
apresentados na Figura 31 e podemos analisar o comportamento de solubilidade deste filmes
em agua, o que torna-se uma anélise importante tendo-se em vista que aplicacdo de filmes em

alimentos envolve a interagdo com umidade.

Figura 31 — Ensaios de solubilidade de filmes ativos de amido de S. purpurea adicionados de

diferentes teores de extrato das cascas do caule de S. purpurea EHCS (7:3)
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Valores expressos em médias das replicatas da andlise. Letras distintas indicam diferenca significativa (p<0,05).
MI = 85,74 + 0,3275x - 0,1377x* + 0,003648x3, R? = 0,992.
Fonte: Elaborado pelo autor (2018)
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Analisando o teor de material do filme que solubilizou-se ao longo da andlise, foi
observado que o material tornou-se mais suscetivel a solubilizacio em ambiente aquoso
(p<0,05). Os teores de massa dos filmes que solubilizaram em dgua variaram de 14,5% a 33,8%
a medida que o teor de extrato fendlico era elevado, mostrando que a natureza hidrofilica dos
polifendis simples e heterosidicos dos extratos de S.purpurea influenciou na intensificacdao
desse parametro para os filmes produzidos neste trabalho.

Nouri e Mohammadi Nafchi (2014) desenvolveram filmes de amido de sagu com
extratos de folhas de Piper betel L. (0%, 5%, 10%, 20% e 30%) e perceberam que o acréscimo
de extratos acarretava em um aumento também da solubilidade dos filmes, variando de 25% a
28% de material soluvel em &dgua. Segundo os mesmos, 0 aumento de compostos com
hidroxilas, como os polifendis, além do amido com teor acentuado de amilose, em suas
estruturas, facilita a solubiliza¢ao da matriz dos filmes. Resultados semelhantes também foram
obtidos no trabalho realizado por Nogueira et al., (2019), com o desenvolvimento de filmes

ativos de amido de aratura e aditivos antioxidantes da polpa de Rubus fruticosus.

5.4.1.7 Calorimetria Diferencial Exploratéria — DSC

Os dados térmicos, como temperatura inicial e final (T; e Tr), a variacdo de
temperatura (AT), a temperatura de pico (T)) e os valores de entalpia de fusdo (AHs) para os

filmes desenvolvidos, podem ser observados na Tabela 13.

Tabela 13 — Dados térmicos dos picos endotérmicos observados nos filmes de amido de S.
purpurea adicionados de diferentes teores de extrato das cascas do caule de S. purpurea EHCS

(7:3).

Formulagao Ti(°C) T:¢(°C) T,(°C) AT (C) AH:(Jgh

F0% 159,45 176,12 161,44 10,67 1,81
F5% 148,02 175,45 122,58 27,45 5,43
F10% 154,22 180,26 152,88 26,04 4,46
F15% 149,44 173,53 147,95 24,09 4,58
F20% 150,30 176,01 149,59 25,71 5,32

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)

A Figura 32 mostra os termogramas dos filmes ativos desenvolvidos a partir de
amido e extratos fendlicos de S. purpurea. Como pode ser observado, as curvas de fluxo de

calor de todos os materiais apresentaram um pico endotérmico proeminente na faixa de 149 °C
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a 180 °C. Estes valores foram em faixas de temperatura similares para o termograma do amido
nativo de S. purpurea realizado neste trabalho.

Analisando os dados e termogramas dos filmes desenvolvidos neste trabalho
percebe-se que os valores de temperatura de pico endotérmicos (Tp), que indicam a temperatura
onde ocorreria a fusdo dos cristalitos de amilose e amilopectina, diminuem em comparag¢io ao
filme FO% sem extratos fendlicos EHCS(7:3). Esta observacao pode indicar, que a incorporagao
dos compostos fendlicos, simples e heterosidicos, presentes nos extratos das casca do caule de
S. purpurea podem ter limitado o crescimento dos cristais e também a recristalizacdo das
cadeias de amilose e amilopectina (durante a formacgdo do filme), pois a interacao dos grupos
hidroxilas destes compostos, com as cadeias do polissacarideo, dificultariam o alinhamento das
mesmas e posteriormente o seu processo de cristalizagdo. A interagdo de plastificantes com as
cadeias poliméricas pode dificultar seu alinhamento e recristalizacdo e esse efeito também
poderia ocorrer devido a adicdo de qualquer aditivo com menor massa molar comparado ao

amido, como os polifenéis (LUCHESE et al., 2018; MEDINA-JARAMILLO et al., 2016).

Figura 32 — (A) Termograma de DSC para os filmes FO%, F5%, F10%, F15% e F20%
produzidos com amido e extratos fendlicos de seriguela (Spondia purpurea) obtida em
atmosfera de nitrogénio com taxa de aquecimento de 10°C min™'. (B) Regido ampliada de

transi¢do vitrea (Tg). (C) Regido ampliada da segunda endoterma.
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Algo interessante a ser observado € o efeito de reducdo na temperatura de pico
ocasionado pela adi¢c@o dos extratos EHCS(7:3) na matriz dos filmes. A inclusao do teor de 5%
de extrato impactou em uma significativa reducdo da T, do filme, entretanto a medida que o
teor aumentava para 10%, 15% e 20% os valores de T, voltavam a aumentar, conforme se
observa na Tabela 13. Este comportamento poderia ser explicada pelo efeito adicional de
cristalinidade, tendo em vista que o excesso de extratos implicariam na possibilidade de
formagdo de cristalitos de glicosideos, que estdo presentes nos extratos, conforme perfil
quimico apresentado neste trabalho (NOGUEIRA et al., 2019). Este mesmo comportamento
também foi observado para a faixa de transi¢do vitrea (Tg) dos filmes contendo diferentes teores
de EHCS (7:3).

Os filmes contendo extratos apresentaram valores de entalpia superiores aos filmes
apenas com amido e glicerol, o que pode ser relacionado também com o aumento de intensidade
dos picos endotérmicos nos termogramas (MEDINA-JARAMILLO et al., 2016). Esse dado nos
fornece que, em um excesso de concentragcdo, os extratos polifendlicos de S. purpurea podem
ndo agir tdo eficientemente como plastificantes, pois a acdo dos plastificantes reduzem os
valores de entalpia, conforme € observado em trabalhos como o de Luchese et al., (2018),
Medina-Jaramillo et al., (2016) e Xiao et al., (2012). Esta observacao poderia ser explicada
devido ao excesso de extratos, contendo diversos compostos glicosilados, provocarem um
acréscimo da cristalinidade da matriz do filme ao mesmo tempo que reduz a interacdo entre as
cadeias poliméricas e dessa forma o pico endotérmico € reduzido.

Em ambos os filmes, nota-se um termograma semelhante entre as diferentes
formulagdes desenvolvidas neste trabalho, com excecao de largos picos endotérmicos (segunda
endoterma) na regido de 250 a 260 °C, possivelmente relacionados a decomposi¢do térmica dos
materiais, no caso as cadeias do polissacarideo e de compostos presentes nos extratos
(MEDINA-JARAMILLO et al., 2017). Estes dados mostram que os materiais desenvolvidos
apresentam uma boa estabilidade térmica, ja evidenciados para o amido de S. purpurea neste
trabalho e que esta estabilidade térmica ndo foi fortemente afetada pela adicdo dos compostos
fendlicos da mesma espécie vegetal. Sendo que uma boa estabilidade térmica pode ampliar as

aplicacdes do material desenvolvido no mercado de embalagens e revestimentos.
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5.4.1.8 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR) em Reflexdo Total Atenuada (ATR)

Na Figura 33 encontra-se o espectro de infravermelho em modo de ATR para os
filmes desenvolvidos neste trabalho. A regido R1 exibe bandas similares para ambos os filmes
referentes a regides de estiramento de ligacdes de hidrogénio O-H, em torno de 3303 cm™ e de
ligagdes C-H, em 2924 cm™! presentes no amido, assim como nos compostos fenélicos e no
glicerol presentes também nos filmes (FENG et al., 2018). Na regido R2 encontramos as bandas
relacionadas a estiramentos e deformacdes referentes a grupos funcionais e estruturas de
carbono do polissacarideo, glicerol e compostos fendlicos. Na regido em 1750 a 1690 cm™!
encontramos bandas caracteristicas de C=0 de grupos de acidos carboxilicos (FENG et al.,
2018; PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017). A regido da banda em 1642 cm™ pode ser
atribuida a acoplamentos -OH entre agliconas (BASANTA et al., 2018) e as bandas de
estiramento C=C tipicas de aromdticos, entre 1600 e 1500 cm™' (HAN, YU e WANG, 2018;
TEDESCO, MONACO-LOURENCO e CARVALHO, 2017).

Figura 33 — Espectro de Infravermelho em ATR para filmes controle e ativos de amido de S.

purpurea adicionados de diferentes teores de EHCS (7:3) de S. purpurea.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018)
No espectro observa-se bandas entre 1200 a 900 que sao referentes aos estiramentos
e vibracdes do anel piranosidico, das ligacdes C-O e ligacdes glicosidicas que compdem a

regido caracteristica para os polissacarideos (BASANTA et al., 2018; WIERCIGROCH et al.,
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2017; ZUOQO et al., 2017). Observou-se ainda que a regido caracteristica de estiramentos C-O-C

da ligagdo glicosidica para polissacarideos em torno de 1149 cm™! (MEDINA-JARAMILLO et
al., 2016; NGUYEN VU e LUMDUBWONG, 2016).

5.5 Aplicacio como revestimento em manga minimamente processada (MMP)

5.5.1 Avaliagcd@o macroscdpica

As amostras de MMP foram analisadas quanto aos parametros de cor, sélidos
soliveis, teor de 4cido ascérbico e de polifendis extraiveis totais, como uma medida da
estimativa da qualidade das amostras ao longo dos tempos de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias sob
refrigeragdo de 12 £ 1 °C. Ao longo do periodo também foi avaliado a aparéncia externa dos
cubos de manga “Tommy Atkins”, como o escurecimento dos cubos e o surgimento de fungos
e sinais de apodrecimento, o que tornaria o produto invidvel a comercializacdo ou ao consumo.

Observou-se que até o tempo de 2 dias, ndo foi percebido maiores alteracdes quanto
a cor aparente. A partir de 4 dias, foi percebido sinais de escurecimento (vermelho rubro) entre
alguns dos cubos, para os tratamentos de 15% e 20%, possivelmente ocasionada pelo maior
teor de extratos fendlicos destas formulacdes. Nos tempos de andlise de 6 e 8 dias os sinais de
escurecimentos tornaram-se mais intensos sendo observados em todos os tratamentos de
revestimento e de controle. Para as amostras sem o revestimento observou-se uma aparéncia

ressecada, com perdas na consisténcia e com o surgimento de fungos.

Tabela 14 — Caracteristicas macroscOpicas observadas nas amostras de MMP com e sem

revestimento armazenadas a 12+1 °C ao longo de 10 dias.

Evento observado

Tratamento Escurecimento dos cubos Presenca de fungos ou
de MMP apodrecimento
0O 2 4 6 8 10|{0 2 4 6 8 10
Controle T T T S B S
F10% * ook 4+ 4+ 4+ 4+ * % * w4 4
F15% * * + 4+ o+ + * * * * * *
F20% * 0% 4 4 4 4 £ % * % * *

(*) Evento nao observado; (+) Evento observado;

Fonte: Elaborado pelo autor (2018)
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Figura 34 — Tratamentos realizados em diferentes tempos (To, T2, T4, Te, Ts € T1o) realizados
com manga minimamente processada revestidas com filme de amido de S. purpurea acrescido
de teores de 5%, 10%, 15% e 20% de EHCS (7:3) de S. purpurea e sem revestimento (Controle).

F20% T,

)

F20% T, !

L

@ae L

A W |G
f’ F10% T, ‘TTJ F15% T, ’{ F20% T, fq
— 20 || 6@ || TS
R ] L.l r“ g ! 0 BC e 1_!6{ |
| ‘;‘(- L .7). m\ ‘ l |\ " Y ‘ J a‘_‘ |
ae & || . e< ot ||lung@
| LY | f 5 L g ey | € \‘)& i .‘g {
,[ CT, f FO% Ts HJ F5% Te F10% T; +F15% T, F20% Te
e || Cle | agn || 992 || dag ]| sadn
adm (Bed| g | V4R ]| agq || THO

F5% Ts |"J F10% Te

F20% Tg

[

)
*...] i
Py

T{ F15% T

[aeB

@y

F15% Ty

F20% Ty

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.



105

No tempo de 10 dias, o escurecimento das amostras de MMP foi bastante
expressiva, assim como o surgimento de fungos e sinais de apodrecimento em amostras para os
tratamentos controle e também revestidas apenas com amido (FO%), além de que ocorreu
também o surgimento de fungos em amostras com revestimentos. Para os tratamentos com
revestimentos contendo teores de 5%, 15% e 20% de extratos ndo se observou o surgimento de
fungos, mas apenas o escurecimento, indicando que o elevado teor de compostos fenélicos pode
ter favorecido ao surgimento de coloracdo escura na superficie da manga, o que poderia
inviabilizar a comercializa¢do do produto. Entretanto, é necessario também analisar os demais
atributos fisicos e quimicos de qualidade para esclarecer qual tratamento proporcionou ou niao
a manuten¢do da qualidade em relacao aos frutos sem revestimento, o que serd apresentado nos

tépicos posteriores.

5.5.2 Caraterizacdo das amostras de MMP revestidas

5.5.2.1 Cor

As amostras de manga minimamente processadas foram avaliadas quanto aos
parametros de cor para luminosidade (L*), cromaticidade (C*) e o dngulo Hue (h*) como pode
ser observado os valores obtidos e seu comportamento em cada tratamento e ao longo do
periodo analisado na Tabela 15 e na Figura 35. A cor € um importante parametro em alimentos
pois € possivel se perceber o envelhecimento das frutas, principalmente frutas minimamente
processadas, quando estdo mais expostas a acdo de fatores degradantes externos (SORADECH
et al., 2017) .

A luminosidade € um parametro no qual se pode verificar o quanto a fruta perdeu
seu brilho o que repercute diretamente na aceitacdo do consumidor ao produto final na
prateleira. A reducdo da luminosidade pode estar associada a perda de frescor dos frutos,
principalmente quando estamos falando de frutas minimamente processadas, no qual as mesmas
encontram-se mais desprotegidas devido a auséncia das cascas. Analisando os valores de
luminosidade no tempo inicial e no tempo final de 10 dias observa-se uma diferenca média de
58,6% entre 0 To dias € T10 dias dO €Xperimento para os tratamentos avaliados, indicando que a
presenca dos extratos implica na diminui¢ao da luminosidade nas amostras (p>0,05).

Fai e colaboradores (2016) desenvolveram filmes biodegraddveis a partir de
residuos de vegetais para o revestimento em cenouras (Daucus carota L.) minimamente

processadas ao longo de 12 dias e observou que a luminosidade, das amostras de cenoura
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revestidas com filme apresentou considerdvel diminui¢do, assim como observado neste
trabalho. A reducdo significativa de valores de luminosidade também foi observada por
Narsaiah et al., (2015) para o revestimento de mamio (Carica papaya L.) minimamente
processado com filmes a base de alginato e um agente bactericida. Em ambos os trabalhos,
entretanto houve uma melhor protecdo da cor para os filmes revestidos em comparacdo as
amostras controle, sem o revestimento. Sothornvit e Rodsamran, (2008) realizaram o
revestimento de mangas minimamente processadas e das frutas inteiras com filmes comestiveis
a partir da polpa de manga. Os mesmos observaram que os parametros de cor ndo sofreram
reducdo, como luminosidade, ao longo de 6 dias. No entanto, a incorporacdo dos extratos
fendlicos pode ter afetado os parametros de cor, devido a sua coloracao caracteristica tendendo
a uma coloragdo mais escura.

Neste trabalho observou-se ao longo do experimento que as amostras com os filmes
F15% e F20% apresentaram menores valores de L*, o que pode ser explicado pelo efeito de
escurecimento possivelmente induzido pela polimerizagdo das macromoléculas fendlicas,
levando a uma coloragdo mais escura (SORADECH et al., 2017). Os filmes FO% e F5%
apresentaram melhores valores de luminosidade ao longo do periodo de armazenamento em
comparacdo as amostras controle, o que implica que os mesmos foram mais eficientes na
manuten¢do da cor das amostras de manga minimamente processadas.

A queda nos valores referentes ao croma reflete em uma reducao na consisténcia da
cor, fato comum durante a perda do frescor pela perda de umidade (FAI et al., 2016). Esta
diminui¢@o dos valores de croma estd em consonancia com o que foi observado para os valores
de luminosidade, assim como para a caracterizagdo do filme, onde o mesmo se mostrou
suscetivel a permeacdo de vapor de dgua, o que pode ter contribuido com a perda de umidade
e consequentemente levado a reducdo dos valores de luminosidade e croma das amostras de
MMP. O parametro croma, para o controle, reduziu de 100,60 em 0 dias de armazenamento
para 49,88 (redugdo de 50,42%) apds 10 dias de armazenamento, enquanto que para as amostras
com revestimento houve uma reducdo média de 42 a 50% nos valores. Embora as amostras
revestidas tenham apresentado valores de croma um pouco inferiores ao controle,
possivelmente devido ao filme apresentar uma maior opacidade com o aumento do teor de
extratos fendlicos, verifica-se que os filmes com revestimento apresentaram uma menor

variagdo desses valores ao longo do tempo de realizagdao do experimento.
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Figura 35 — Efeito de revestimento sobre os parametros de cor (L*C*h*) para MMP

armazenadas a 12°C por 10 dias.
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C: L* = 9491 + 2522t — 0,5538¢> +
0,02339 t*;R? = 0,975

F0%: L* = 101,1 — 7,207 t + 0,044 > +
0,0263 t*;R* = 0,897

F5%: L* = 99,05 — 6,124 t + 0,268 t* +
0,0485 t*;R* = 0,923

F10%: L* = 96,68 — 10,01 t + 0,932 1
- 0,0353 t%;R? = 0,929

F15%: L* = 93,80 — 6,739 t + 0,253 ¢*
+0,00418 % R? = 0,95

F20%: L* = 89,69 — 5,652 t + 0,162 t*
+0,00215 %;R? = 0,928

C: C* = 178,8 - 6,741t + 0,08477¢ -
0,000352 t};R? = 0,863

F0%: C* =115,6 — 4,498t + 0,0029 ¢* -
0,000271 %;R? = 0,818

F5%: C* =-60,6 + 2,35 t - 0,0220 t* +
0,000042 t};R? = 0,737

F10%: C* = 104,7 - 4,246t + 0,0610 t
- 0,000296 t*;R? = 0,765

F15%: C* =-117,3 + 7,32t - 0,1342 ¢
+0,000757 £;R? = 0,844

F20%: C* =109,1 - 4,43 t + 0,064 * -
0,000319t*;R? = 0,806

C: h* = 86,06 + 0,5978 t - 0,2168 > +
0,01479 £*;R*> = 0,812

F0%: h* = 89,24 —0,3533 t + 0,0259 ¢
+0,00283 t*;R? = 0,893

F5%: h* = 88,52 - 0,3479 t + 0,0054 ¢>
+0,000618 t*;R? = 95,57%

F10%: h* = 87,12 - 0,0996 t - 0,0594 t>
+0,00339 t%;R? = 0,822

F15%: h* = 88,09 - 0,1987 t - 0,0733 ¢
+0,00440 *;R*> = 0,911

F20%: h* = 86,43 + 0,2876 t - 0,1456
2 +0,00915 t};R? = 0,784
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Os valores de dngulo Hue revelam a mudanga na coloracdao ou tonalidade das
amostras e juntamente com os valores de croma ajudam a avaliar mudangas na coloracao
(ZHAO et al., 2019). Observa-se nesse trabalho que os valores de dngulo de Hue apresentaram
uma variacio conforme se aumentava o teor de extratos fenélicos no revestimento das amostras
de MMP (p>0,05). Nas amostras de MMP analisadas houve uma reducdo média de 1,14% para
o controle e para os revestimentos de FO%, F5%, F10%, F15% e F20% respectivamente a
reducgdo de 3,58%, 4,09%, 4,02%, 5,67% e 2,94% nos valores de angulo de Hue. A partir disso
pode-se perceber que os filmes com revestimento tenderam a coloracdo para o vermelho, haja
visto que os valores de h* quanto mais préximos de 90°, maior a proximidade com a regido do
amarelo e quanto mais se aproxima do 0°, mais préximo da regido do vermelho se encontra
(MCGUIRE, 1992). Os valores paras os filmes com concentracdo de extratos fenolicos de 10%,
15% e 20% apresentaram os menores valores ao longo do experimento, o que se justifica pelo
escurecimento das amostras de manga minimamente processada ao longo do experimento.
Estas mudancgas nos valores de cor podem ser explicadas ainda devido a formacao de cristais
pelos compostos fendlicos e glicosideos, que acabam interferindo na reflexdo da luz (SOUZA

etal., 2017).

5.5.2.2 Sélidos soliveis (SS)

O teor de solidos soluveis das amostras de manga minimamente processadas
revestidas e sem revestimento podem ser observados na Figura 36 e na Tabela 15. A partir dos
dados obtidos pode-se perceber que as amostras com revestimento apresentaram menor teor de
s6lidos soldveis ao longo do tempo quando comparados as amostras sem o revestimento. Todos
os tratamentos apresentaram pouca variacao no teor de SS nos primeiros 4 dias, (variacio de
1,65% para o controle e de 1,98% a 3,64% para as amostras revestidas) vindo a apresentar uma
variacdo mais significativa a partir do 6° dia (p<0,05) para as amostras de MMP revestidas,
sendo a variagdo de 1,15% para o controle e de 3,29% a 5,66% para os revestimentos.

O aumento do teor de SS ao longo do tempo de andlise reflete 0 amadurecimento
da fruta devido a quebra de carboidratos mais complexos em carboidratos mais simples, o que
evidencia um aumento na taxa de respiracdo do fruto (NARSAIAH et al., 2015). Os
revestimentos modificam a atmosfera interna podendo elevar o nivel de CO, e/ou reduzir os
niveis de O, retardando assim a taxa de respirac@o e suprimindo a producdo de etileno. Além

disso, as taxas de respiracdo mais lentas, por sua vez, retardaram a sintese e a acdo de
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metabdlitos que resultam na reducdo do teor de sdlidos soliveis (NAWAB, ALAM e
HASNAIN, 2017).

Figura 36 — Teor de Sdélidos Soludveis (°Brix) para MMP armazenadas por 10 dias a 12°C.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Dessa forma, os revestimentos FO%, F5%, F10%, F15% e F20% retardaram o
processo de amadurecimento dos cubos de manga, além de oferecerem uma barreira a
respiracdo do fruto, o que reflete em um acréscimo no tempo de prateleira para as MMP
revestidas. A partir do oitavo dia as amostras apresentaram elevacio no teor de SS o que sugere
a solubilizacdo e hidrélise de carboidratos para as amostras de manga revestidas. Dessa forma
a partir desse periodo poderia se esperar uma perda da efici€ncia do revestimento que aliado a
outros fatores como alteracdes nos padrdes de cor, poderiam prejudicar a aceitagdo do produto
ao mercado.

Resultados similares foram observados em outros trabalhos com revestimentos de
frutas como Sothornvit e Rodsamran, (2008); Waghmare e Annapure, (2013); Narsaiah et al.,
(2015); Soradech et al., (2017) e Nawab, Alam e Hasnain, (2017).

5.5.2.3 Quantificacdo de Acido ascérbico (Vitamina C)

O teor de 4cido ascorbico presentes nas amostras de manga foi avaliado

imediatamente ap0s a retirada das amostras da camara fria (12 £ 1°C). Os valores de acido
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ascorbico presentes em cada tratamento ao longo do tempo, assim como o seu comportamento

ao longo dos 10 dias, podem ser observados na Figura 37 e na Tabela 15.

Figura 37 — Teor de 4cido ascérbico (mg 100 g'!) para MMP armazenadas por 10 dias a 12 +
1°C.
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C: AA =39,46 - 2,97t + 1,292t? - 0,0964t3, R>= 0,203; F0%: AA = 37,15 - 8,14t + 3,309t - 0,2556¢3,
R?=0,615;F5%: AA = 32,16 + 3,639t + 0,225t% - 0,0269t, R>=0,84; F10%: AA = 19,73 + 16,37t -
1,739t + 0,0571t3, R2=0,736; F15%: AA = 21,98 + 16,51t - 2,555t + 0,1367t>, R*=0,677; F20%:
AA =30,90 + 19,38t -4,186t> + 0,2618t*, R>=0,758;

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

o
N

Os revestimentos incorporados com ativos fendlicos mostraram-se mais eficientes
na manutenc¢do da concentragdo de dcido ascorbico nas amostras de MMP ao longo do tempo
de analise. Os revestimentos F5%, F10%, F15% e F20% apresentaram os maiores teores apos
os 10 dias (p<0,05), enquanto que para o revestimento FO%, sem ativos fendlicos, e a amostra
controle os niveis de dcido ascérbico mantiveram-se inferiores. A presenca de compostos com
acdo antioxidante promoveu a protecdo a esta biomolécula, presente em muitas frutas, sendo
uma importante vitamina para o consumo humano. Para esse parametro, o acréscimo de extratos
da casca do caule de S. purpurea ofereceu uma significativa barreira contra a oxidacao dessa
vitamina, ja que 0 mesmo possui em sua composi¢ao varios compostos fendlicos, desde acidos
fendlicos simples até polifendis glicosilados, que ja possuem ac¢do antioxidante bastante

relatada na literatura.
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Tabela 15 — Parametros analisado para MMP com e sem revestimento armazenadas a 12 + 1 °C

ao longo de 10 dias.

Dias de armazenamento (12 £ 1 °C)

0 2 4 6 8 10
Luminosidade (L*)
Controle 94,65+4,89AB 87,96+10,024 67,7242,64% 63,3542,800AB 61,3245,07%A 57,5542,94A
FO0% 98,72+6,624 95,2246,27A 66,81+2,85% 65,97+3,240A 63,162,474 58,26+1,93°A
F5% 97,049,338 92,969,634 66,124+2,86" 63,922,618 60,5243,21% 58,2443,73%
F10% 94,75+8,02248 86,2246,26" 64,174,244 60,56+4,77°8 62,733,954 52,88+3,2194
F15% 92,32:+9,29°AB 88,40+12,65% 66,55+2,59%A 62,893 ,08b<AB 61,0142,92%4 54,8242 29°A
F20% 87,90+4,09%8 84,644,994 65,282,594 59,9042,345B 60,3243,03% 49,92+16,25
Croma (C%*)
Controle 100,606,302 89,69+4,79%4 54,707,904 54,2946,14° 55,23+4,92¢AB 49,88+3,40°A
FO0% 95,56+10,59248 87,25+6,84A8 52,46+5,2204 51,78+6,23% 54,71+6,36AB 46,90+7 4304
F5% 94,16+12,45%8 91,37+10,98* 48,30+6,88 51,80+10,35% 51,475,968 49,513 48
F10% 91,446,568 83,08+6,87AB 54,25+7,340A 51,546,664 59,20+5,0204 48,1243,69A
F15% 85,98+11,988 86,5248,42348 55,5345,61% 48,58+4,42b4 53,1145,72048 45,744,084
F20% 84,0048,15% 76,53+7,33%8 56,974,494 50,30+5,86%4 57,4244,54048 48,143,094
Angulo Hue (h*
Controle  86,18%1,87C 86,063,30° 86,g5111,58*‘AB ( )84,75i2,19"‘AB 84,531 498 85 18+2,08%A8
FO0% 89,07+1,03%4 89,041,984 86,85+1,49P48 87,07+1,34A 86,28+1,56°4 85,88+1,68"
F5% 88,61+1,2124B 87,5041,720A 87,64+1,55%A 86,23+1,13bAB 85,7941,5204B 84 97+],93¢AB
F10% 86,86:+1,46BC 87,541,844 85,25+1,74%cB 84,9442 (4beAB 84,81+1,67°AB 8374+ 01B
F15% 88,3441 ,42048 86,58+2,690A 87,3141,02:0AB 85,1241,50bAB 83,70+1,85B 83,331,158
F20% 86,17+1,87%C 87,29+0,7724 85,26+1,892<B 84,46+1,58>B 84,82+0,51%AB 83 65+1,86°AB
Solidos Solaveis (°Brix)
Controle  12,88+044% 13,130,55 13,20+0,22%A 11,13+1,20% 13,1120,41"* 11,040,688
FO0% 12,244+0508¢ 11,4340,568 11,830,468 9,48+0,71°¢ 11,5040,55°8 9,46+0,27°C
F5% 12,2940,50%8 11,650,348 10,91+1,09%C 9,37+0,534¢ 10,87+0,18%<C 10,10,644A8¢
F10% 12,2420,12BC 12,010,518 11,2420,26°48C 12,6020,5134 11,640,428 10,810,858
F15% 11,90+0,1528¢ 11,59+0,34%8 11,92+0,668 11,47+0,22%8 11,68+0,38%8 9,94+0,548C
F20% 11,7420,22%C 10,05%1,13<C 11,8120,33®B 10,80+0,34°¢B 12732047 11,36x1,72°A
Acido Ascérbico (mg AA 100 g7)

Controle  39.42+7,55% 40,33£16,42°48 32,77+7,10°P 61,138,188 39.91+5,66°C  44,86+5,16"
F0% 35,50+7,37¢d48 39,1145,69¢48 29,46%5,494D 61,59+6,498 49,47+5,868 31,54+8,0294¢
F5% 30,20+3,61°B¢ 47,28+6,52¢A 39,57+7,13¢C 84,18+6,37% 5226+3,96®  62,69+3,79%
F10% 23,79+7,27°C 31,264,168 77,74+3,16% 60,01+13,41%8 62,677,725 63,45+5,8204
F15% 25,53+5,074 32,28+3,96% 74,3244,07A8 48,63+4,30°C 61,18+5,64% 68,92+7,53*
F20% 32,4145,16948C 48,59+4,715A 68,846,888 44,61+4,26°C 55,1946,75%8 67,515,264

AA: 4cido ascérbico; EAG: equivalente 4cido galico. Médias seguidas de mesma letra mintscula na mesma linha
e mesma letra maidscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A manutencao do teor de 4cido ascérbico, assim como a acidez total, para vérios

frutos tratados com revestimentos comestiveis foi previamente relatada por muitos

pesquisadores. Os resultados obtidos neste trabalho sdo consistentes com os resultados do

trabalho realizado por Nawab, Alam e Hasnain, (2017) sobre o revestimento de tomates por

amido da améndoa de manga, onde 0os mesmos observaram que os revestimentos auxiliavam na

manutencdo dos teores de dcido ascoérbico nos frutos. Gol, Patel e Rao, (2013) elaboraram

revestimentos para morangos usando carboximetilcelulose e um agente fungicida, verificando

a manutencdo dos teores de 4cido ascorbico nas frutas revestidas. Varios fatores levam a
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reducdo dos niveis de dcido ascérbico ou vitamina C, tais como a degradagdo pelo aumento da
temperatura, oxidagcdo, aumento da taxa de respiragdo pelos frutos, entre outros. Produtos
minimamente processados estdo mais expostos a condi¢des que favorecem reagdes
antioxidantes de defesa pelas frutas, o que pode consumir os niveis do dcido ascérbico nas

mesmas (ROBLES-SANCHEZ et al., 2009) .
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5 CONCLUSAO

O método de extracdo dos polissacarideos utilizados na matriz polimérica dos
filmes mostrou-se eficiente, embora ndo se tenham realizado nesse momento a comparagdo com
outros métodos descritos na literatura. A partir da anélise elementar, verificou-se a auséncia de
nitrogénio e enxofre na amostra de amido, o que pode indicar uma maior pureza do
polissacarideo extraido, além de um baixo teor de cinzas. O amido do mesocarpo de S. purpurea
apresentou um percentual elevado de amilose, o que contribui na formacao de filmes.

O amido obtido teve sua estrutura confirmada por FT-IR, RMN do "He 13C, através
de bandas e sinais de deslocamento quimico especificos para os anéis piranosidico da D-glicose,
no amido. Quanto a cristalinidade, o amido apresentou padrdo do tipo A e partir da andlise
térmica pode-se verificar uma boa estabilidade térmica do polissacarideo. A morfologia dos
granulos de amido mostrou que os mesmos possuem formato esférico, entretanto o processo de
clareamento com etanol pode ter danificado a estrutura de parte dos granulos.

A andlise dos extratos hidroalcodlicos das cascas do caule de S. purpurea por meio
da técnica de cromatografia liquida de ultra efici€éncia acoplada a um espectrometro de massas
de alta resolucio (UPLC — QTOF - MSF) permitiu a identificacdo tentativamente de 35
compostos quimicos pertencentes a diferentes classes de metabdlitos secundérios, sendo
encontrados 4cidos organicos simples, dcidos fendlicos, taninos e galotaninos, flavonoides,
flavanoides, benzofenonas e ainda dois compostos que nao puderam ser identificados. Neste
trabalho foi possivel identificar uma variedade de compostos quimicos presentes na espécie
Spondia purpurea e que pode fornecer uma importante fonte de consulta para futuros trabalhos.

A anélise antioxidante dos extratos por meio do teor de inibi¢do do radical DPPH
em comparacao aos antioxidantes usados como padrdes, dcido ascorbico e BHT, mostrou um
alto percentual de inibi¢do do radical DPPH, o que repercute em uma elevada atividade
antioxidante para os compostos constituintes do extrato. A avaliagdo da atividade
antimicrobiana também se mostrou satisfatoria, pois houve a inibicdo do crescimento das
bactérias E. coli, S. entérica, L. monocytogenes e S. aureus nas concentracoes testadas. Para as
bactérias L. monocytogenes e S. aureus foi observada CBM igual ao valor da CIM, o que reflete
possivelmente em uma CBM ainda menor para estes microrganismos patégenos. Para E. coli,
S. enterica nao foi observado o valor de CBM, o que indica a necessidade de realizacdo de
testes com concentragdes ainda maiores. Estes resultados mostram que o uso do extrato da casca
do caule de S. purpurea incorporado nos filmes podem fornecer uma potente agao antioxidante

e antimicrobiana, principalmente com bactérias do grupo das gram-positivas.
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Os filmes desenvolvidos a partir do amido com diferentes percentuais, 0% a 20%,
de extratos fendlicos de Spondia purpurea, mostrou que a composi¢ao quimica dos extratos
possibilitou alteragcdes mecanicas considerdveis nos filmes desenvolvidos, sendo observado a
medida que a concentracgio de extrato aumentava uma redugdo da resisténcia a tracao, aumento
dos valores de elongacdo a ruptura e diminuicio do moédulo de elasticidade. Esse
comportamento mecanico pode ter sido influenciado pela agdo adicional de plastificante de
alguns componentes fendlicos presentes nos extratos, no entanto na concentracdo de 20%,
houve comportamento diferenciado, o que pode indicar um limite da capacidade de solubilidade
dos extratos na dispersao filmogénica. Observou-se ainda que o percentual de extratos ndo foi
significativo para mudangas nas propriedades de barreira ao vapor de 4gua, mas contribuiu com
o aumento da solubilidade, espessura e opacidade dos filmes desenvolvidos, em comparacao a
formulag@o apenas com amido e glicerol.

Na aplicagdo das formulagdes dos filmes na forma de revestimentos por imersao
em mangas minimamente processadas verificou-se que as formulacdes com maiores teores de
extrato possibilitaram uma melhor preservacdo dos teores de alguns indicadores de qualidade
em frutas, como o acido ascorbico. Os revestimentos com extratos fendlicos ainda contribuiram
com a manutencao dos teores de acucares complexos, tendo-se em vista que o teor de sélidos
soliveis se manteve abaixo do controle, indicando que para o controle, houve uma maior
degradacao dos agucares em cadeias mais simples, aumentando assim os valores de s6lidos
soldveis. Isso pode refletir possivelmente em uma eficiéncia de barreira a oxigénio.

Os revestimentos com elevados teores de extratos, de 10% a 20% possibilitaram
maiores alteracdes nos parametros de cor, do amarelo ao vermelho, ao longo dos 10 dias do
armazenamento sob refrigeracdo a 12 £ 1 °C. No entanto, estas formulaces possibilitaram
uma maior protecao contra a deterioracdo bioldgica e surgimento de fungos nas amostras de
manga minimamente processadas ao longo do armazenamento. Analisando no geral, as
formulagdes de 5% e 10% apresentaram resultados mais satisfatérios para uma aplicacdo em
mercado, pois 0s revestimentos com estes teores de ativos fendlicos mostraram uma
contribuicdo na manutencdo de pardmetros de qualidade para as amostras de manga
minimamente processadas, que foram analisadas neste trabalho, além disso mantiveram
menores alteragdes de cor e escurecimento ao longo do armazenamento, caracteristicas visuais

importantes para a aceitacdo do consumidor final.
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