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RESUMO

BERTOLO, Mirella Romanelli Vicente. Desenvolvimento e aplicagcdo de novos
materiais poliméricos a base de quitosana, gelatina e extrato de casca de roma
(Punica Granatum L.) para revestimento e melhoria da qualidade p6s-colheita
de morangos (Fragaria x ananassa Duch.). 2024. Tese (Doutorado em Quimica)
- Instituto de Quimica de Sdo Carlos, Universidade de Sédo Paulo, Sao Carlos,
2024.

As perdas poés-colheita de alimentos sao definidas como modificagbes ou reducdes
mensuraveis em sua qualidade e/ou quantidade, depois de colhidos, que os tornam
inadequados para o consumo humano. Na prética, sdo decorrentes de doencas
causadas por fungos e bactérias, desordens fisiol6gicas e danos fisicos as frutas.
Novas tecnologias de conservagdo de baixo custo vém sendo desenvolvidas para
reduzir as perdas pos-colheita de alimentos, como o uso de revestimentos
poliméricos naturais. Desta forma, o objetivo geral desta tese foi 0 desenvolvimento
de revestimentos a base de quitosana, gelatina e extrato de casca de roma para a
manutencao da qualidade fisico-quimica, microbioldgica e sensorial de morangos. A
formulagdo do revestimento foi otimizada com o auxilio de ferramentas
guimiométricas, e o revestimento contendo 0,8% de quitosana, 0,2% de gelatina e
1 mg g de extrato de casca de roma foi aplicado em morangos em seu periodo pos-
colheita. As propriedades fisico-quimicas e microbiologicas dos frutos revestidos
foram comparadas as de frutos controle (sem revestimento). Os frutos revestidos
apresentaram menores porcentagens de perda de massa e de contaminacgdao fungica
ao longo do armazenamento, e mantiveram sua coloracdo e sua firmeza. O
revestimento também desacelerou as quedas nas taxas respiratorias dos frutos e em
seu perfil de compostos bioativos e volateis. Um teste sensorial de diferenca do
controle foi conduzido com provadores treinados, 0sS quais nao conseguiram
diferenciar os frutos ndo recobertos dos recobertos com o0s revestimentos
desenvolvidos. O custo do revestimento também foi estimado, ficando em torno de
R$ 0,13/fruto. Além disso, novas possibilidades de estudo sobre o tema foram
apresentadas: a aplicacéo do revestimento foi combinada com a aplicacédo de luz em
terapia fotodinamica, e os efeitos dessa combinacdo sobre as propriedades dos
morangos foram avaliados. Além de nado alterar a qualidade dos frutos, a
combinacdo prolongou a vida utili dos morangos e melhorou sua seguranca
microbiana. Em outra vertente de estudo, os chamados solventes eutéticos naturais
profundos (NADES) foram utilizados como meios alternativos e verdes de extracao
de compostos fenodlicos da casca da roma, bem como de dois outros residuos
agroindustriais de importancia econémica para o estado da Califérnia (local onde
essa parte do estudo foi conduzida), a casca da améndoa e o bagaco de
sabugueiro. O NADES contendo cloreto de colina e &cido latico foi o escolhido como
0 mais adequado para o estudo de otimizacdo das extracbes assistidas por
ultrassom, para os trés materiais. Este solvente apresentou melhores resultados em
relacdo a concentracdo e a composicdo de fendlicos nos extratos, quando
comparado a uma solucdo etandlica (60%, v/v). Tais resultados abrem novas
possibilidades para o uso de NADES como carreadores de fendlicos e como agentes
plasticizantes em revestimentos a base de quitosana e gelatina.

Palavras-chave: quitosana, gelatina, extrato de casca de romd, morangos, poés-
colheita, revestimentos, terapia fotodinamica, NADES.



ABSTRACT

BERTOLO, Mirella Romanelli Vicente. Development and application of new
polymeric materials based on chitosan, gelatin, and pomegranate (Punica
Granatum L.) peel extract for coating and improving the post-harvest quality of
strawberries (Fragaria x ananassa Duch.). 2024. Tese (Doutorado em Quimica) -
Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de S&do Paulo, Sdo Carlos,
2024.

Post-harvest losses are defined as measurable changes or reductions in food quality
and/or quantity, after being harvested, that make them unsuitable for human
consumption. In practice, they result from diseases caused by fungi and bacteria,
physiological disorders, and physical damage to fruits. New low-cost conservation
technologies have been developed to reduce post-harvest food losses, like the use of
natural polymeric coatings. Thus, the main aim of this thesis was the development of
coatings based on chitosan, gelatin, and pomegranate peel extract to maintain the
physical-chemical, microbiological, and sensorial quality of strawberries. The coating
formulation was optimized with the aid of chemometric tools, and the coating
containing 0.8% chitosan, 0.2% gelatin and 1 mg g pomegranate peel extract was
applied to strawberries in their post-harvest period. The physical-chemical and
microbiological properties of coated fruits were compared to those of control fruits
(without coating). The coated fruits showed lower percentages of weight loss and
fungal contamination throughout storage and maintained their color and firmness.
The coating also slowed the declines in the respiratory rates of the fruits and in their
profile of bioactive and volatile compounds. A sensory difference from control test
was conducted with trained tasters, who were unable to differentiate uncoated fruits
from those covered with the developed coatings. The cost of the coating was also
estimated, being around R$0.13/fruit. Furthermore, new possibilities for studying the
topic were presented: the application of the coating was combined with the
application of light in photodynamic therapy, and the effects of this combination on
the properties of strawberries were evaluated. In addition to not altering the quality of
the fruits, the combination extended the shelf life of the strawberries and improved
their microbial safety. In another aspect of study, the so-called natural deep eutectic
solvents (NADES) were used as alternative and green means of extracting phenolic
compounds from pomegranate peel, as well as two other agro-industrial residues of
economic importance for the state of California (where this part of the study was
conducted), almond hulls and elderberry pomace. NADES containing choline chloride
and lactic acid was chosen as the most suitable for the optimization study of
ultrasound-assisted extractions for the three materials. This solvent showed better
results in relation to the concentration and composition of phenolics in the extracts,
when compared to an ethanolic solution (60%, v/v). Such results open new
possibilities for the use of NADES as phenolic carriers and as plasticizing agents in
chitosan and gelatin-based coatings.

Keywords: chitosan, gelatin, pomegranate peel extract, strawberries, postharvest,
coatings, photodynamic therapy, NADES.
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PREFACIO

Esta tese foi dividida em sete capitulos. O Capitulo 1 apresenta uma revisdo sobre o
uso de revestimentos naturais para a conservacdo de frutas durante seu periodo
pés-colheita. O Capitulo 2 reporta o desenvolvimento e a otimizagdo dos
revestimentos a base de quitosana, gelatina e extrato de casca de roma, e o
Capitulo 3 reporta a caracterizacao do revestimento otimizado em comparagcao com
um revestimento sem extrato. Os efeitos desses revestimentos sobre as
propriedades fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais de morangos s&o
reportados no Capitulo 4. O Capitulo 5 apresenta a combinacao dos revestimentos
desenvolvidos com a terapia fotodinamica e seus efeitos sobre as propriedades
fisico-quimicas e microbiolégicas de morangos revestidos (esta parte do estudo foi
realizada em parceria com pesquisadores do Instituto de Fisica de S&do Carlos
(IFSC/USP)). O Capitulo 6 reporta o estudo do uso de solventes eutéticos naturais
profundos (ou NADES, sigla proveniente do nome em inglés) na extracao de
compostos fenadlicos de residuos agroindustriais de casca de romda, cascas de
améndoas e de bagaco de sabugueiro (esta parte do estudo foi desenvolvida
durante o Estagio de Pesquisa no Exterior, no laboratorio da Profa. Dra. Alyson
Mitchell, do Food Science and Technology Department da University of California —
Davis). Por fim, o Capitulo 7 apresenta uma concluséo geral da tese, bem como
perspectivas de trabalhos futuros.
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1. PERDAS POS-COLHEITA DE FRUTAS E HORTALICAS

A ingestdo de frutas e hortalicas é essencial em uma dieta balanceada, uma
vez que estes alimentos sdo importantes fontes de proteinas, carboidratos, lipidios,
fibras, vitaminas, minerais e compostos com atividade antioxidante como, por
exemplo, compostos fendlicos, antocianinas e carotenoides (OLIVEIRA FILHO et al.,
2022b). Mesmo depois de colhidos, os tecidos vegetais de frutas e hortalicas
apresentam processos metabodlicos ativos, como a respiracdo celular, sendo,
portanto, considerados tecidos vivos. Em funcdo disso, sdo necessarios cuidados
especiais de boas praticas e técnicas de conservacdo pos-colheita por parte de
produtores, transportadores, varejistas e consumidores, para que a qualidade destes
alimentos seja mantida, evitando-se assim as chamadas perdas poés-colheita
(BATISTA et al., 2018).

As perdas de alimentos sdo definidas como modificacbes ou reducdes
mensuraveis em sua qualidade e/ou quantidade, depois de colhidos, que os tornam
inadequados para o consumo humano (GROLLEAUD, 2002; TYLER; GILMAN,
1979). Sabe-se que tais perdas comecam no momento da colheita, mas que
também podem ocorrer durante o transporte, o armazenamento e a distribuicéo,
gerando impactos ndo apenas econdmicos, mas também sociais e ambientais (ELIK
et al., 2019).

O cenario das perdas pos-colheita € preocupante, principalmente em paises
em desenvolvimento como o Brasil (FERREIRA, 2017; OLIVEIRA FILHO et al.,
2022b). Dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) de
2019 mostram que na América Latina as perdas e desperdicios de alimentos entre a
colheita e o consumo ultrapassam 10% do total produzido. As frutas e os vegetais
sdo um dos grupos de alimentos mais afetados, sendo que mais de 20% do que é
produzido € perdido e/ou desperdicado entre as etapas de colheita, pds-colheita,

processamento, distribuicdo e consumo. (FAO, 2019).

Na prética, as perdas poés-colheita sdo a consequéncia de diversos fatores,
como, por exemplo, 1) doencas causadas por fungos e bactérias que atacam o0s
frutos e vegetais, 2) desordens fisioldgicas, como € o caso da colheita fora do ponto

ideal de maturacao, e 3) danos fisicos que podem ser provocados por insetos ou por
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falta de boas praticas de manuseio durante a colheita, o transporte, o
armazenamento e a distribuicdo (KADER; ROLLE, 2004; PANAHIRAD et al., 2021).

Desta forma, se as medidas necessdarias para a conservacao das frutas e
hortalicas ndo sdo tomadas durante o periodo pés-colheita, sua qualidade pode ser
comprometida em varios aspectos. Dentre eles, destacam-se a perda de massa por
desidratagéo, perda do valor nutricional, mudangas na cor, no sabor e na textura, e
alteracdes na forma e na aparéncia dos produtos (PAVLATH; ORTS, 2009). A
seguir, sdo descritas as principais causas das perdas pdés-colheitas ao longo da
cadeia de producao dos alimentos.

1.1 Perdas na colheita

No Brasil, cerca de 10% de todo o desperdicio de alimentos ocorre na etapa
inicial da cadeia produtiva, a colheita (HENZ; PORPINO, 2017; ONU VERDE, 2015).
Para alimentos como frutas e hortalicas, o estadio de maturagdo no momento da
colheita é o principal fator que determinara sua qualidade, bem como seu tempo de
vida de prateleira (FERREIRA, 2017; KADER, 1999). Quando as frutas séo colhidas
antes de atingirem a maturacéo, elas se tornam mais suscetiveis a danos mecanicos
e apresentam uma baixa qualidade, devido a sua alta acidez e ao seu baixo teor de
acucares. Nesse caso, as frutas perdem tanto seu valor nutricional quanto seu valor
econdmico (FERREIRA, 2017). Por outro lado, frutas que sdo colhidas muito

maduras apresentam um tempo de vida Gtil muito curto.

N&o apenas o estadio de maturacdo das frutas na colheita pode gerar perdas,
mas também a maneira com que a colheita é feita: 0 manuseio intensivo ou
inadequado leva a uma maior ocorréncia de danos fisicos nas frutas, os quais
aceleram seu metabolismo e reduzem seu tempo de vida de prateleira. O uso de
equipamentos com elevada incidéncia de impactos como colheitadeiras também
pode ser prejudicial, levando a perdas significativas (ELIK et al., 2019; FERREIRA,;
SPRICIGO; SARGENT, 2017).

1.2 Perdas no transporte

Apés a colheita, as frutas geralmente s&o higienizadas, selecionadas e
embaladas para transporte, o qual também é um dos principais pontos de perdas
pos-colheita, atingindo cerca de 50% no Brasil (ELIK et al., 2019; ONU VERDE,

2015). Além de ser necessario que se mantenha a cadeia de frio durante o
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transporte (0 que nem sempre ocorre em funcdo da falta de boas praticas no
transporte de frutas e hortalicas), operacbes como a carga e a descarga dos
produtos também podem levar a perdas devido aos danos mecéanicos que elas

acarretam.

O proprio acondicionamento em caixas (Figura 1.1) durante o transporte pode
levar a injarias nas frutas e hortalicas, devido ao empilhamento dos produtos,
pressdes exercidas sobre sua superficie e chogues mecéanicos entre os produtos
e/ou com superficies rigidas (ALBUQUERQUE, 2010). Fatores ndo controlaveis
como estradas precarias, gestado logistica ineficiente, acidentes, chuvas, dentre
outros, também contribuem de forma significativa para as perdas nesse periodo
(AZABAGAOGLU, 2018).

Figura 1.1. Frutos de mamao com injdrias visiveis acondicionados em caixotes de madeira.

Fonte: adaptado de Albuquerque (2010).

1.3 Perdas no armazenamento

O periodo de armazenamento entre a colheita e a chegada efetiva das frutas a
mesa do consumidor pode variar de algumas horas até alguns meses, dependendo
do caso (ELIK et al., 2019). Uma das principais causas de perdas poés-colheita em
paises em desenvolvimento é a falta de instalacées adequadas durante este periodo
(FAO, 2019). No Brasil, essa etapa de armazenamento, especialmente em centrais
de abastecimento, € responséavel por 30% de todo o desperdicio registrado (HENZ;
PORPINO, 2017; ONU VERDE, 2015). Assim, o ideal é que as frutas sejam
armazenadas em condi¢cOes apropriadas, que garantam sua chegada ao consumidor

seguras para o0 consumo.
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Uma das melhores formas de se alcancar isso € pela aplicacdo de uma cadeia
de frio continua desde o armazenamento até o transporte e a distribuicdo. A
aplicacao da cadeia de frio permite a desaceleracao do metabolismo e da respiracao
das frutas e hortalicas, levando a mudancas metabdlicas e estruturais menos
intensas e, consequentemente, aumentando o tempo de vida de prateleira destes
alimentos (ELIK et al.,, 2019; FERREIRA, 2017). Apesar de ser uma estratégia
amplamente utilizada, o uso de baixas temperaturas também pode ser prejudicial:
cada produto tem uma tolerancia prépria em relacdo a diminuicdo da temperatura,
sendo que alimentos de origem tropical e subtropical, por exemplo, sdo mais
sensiveis ao frio e podem sofrer as chamadas injarias pelo frio (CHITARRA,
CHITARRA, 2005). Assim, faz-se necesséario um controle efetivo e inteligente para

cada tipo de fruta e hortalica durante seu armazenamento.

Outro fator importante a ser considerado durante o armazenamento de frutas e
hortalicas é a umidade relativa do ambiente em que estes produtos se encontram. A
perda de agua dos alimentos pode ser acelerada tanto por altas temperaturas
guanto por ambientes com baixa umidade relativa do ar, como é o caso de
equipamentos de refrigeracdo. O monitoramento da relacdo entre temperatura e
umidade relativa do ar é de suma importancia, portanto, durante o armazenamento
das frutas e hortalicas (FERREIRA, 2017).

1.4 Perdas devido as mas praticas de acondicionamento e embalagem

A embalagem dos alimentos frescos é um fator crucial na reducdo de suas
perdas poés-colheita e na extensdo de seu tempo de vida de prateleira. Assim,
guando conduzida de forma inapropriada ou com materiais improprios de baixo
custo e baixa qualidade, a etapa de embalagem pode levar a sérias perdas
(FERREIRA, 2017). Nesses casos, além de ndo proteger o alimento de danos
fisicos, a embalagem também pode acelerar sua deterioracdo e contaminacgéo (ELIK
et al., 2019).

Dada a importancia das embalagens para a manutencéo da qualidade de frutas
e hortalicas, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas no sentido de melhorar o
desempenho de materiais de embalagens ja existentes ou desenvolver novos
materiais para embalagens, que desempenhem ndo apenas a funcdo de
acondicionamento do produto, como também fungdes ativas como a antioxidante a

antimicrobiana, para a extensdo do tempo de vida de prateleira do alimento
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acondicionado. Neste sentido, vem crescendo o desenvolvimento de técnicas como
a nanotecnologia (e a aplicacdo de materiais na escala nanométrica, como as
nanoparticulas inorgénicas) e o uso de materiais poliméricos naturais e de

revestimentos comestiveis (FERREIRA, 2017), conforme ser& abordado na secéo 3.
1.5 Desperdicio no varejo e no momento do consumo

As mas praticas durante o transporte e o armazenamento podem resultar
também em desperdicios nas lojas e distribuidoras de alimentos, devido a
diminuicdo em seu tempo de vida Util e/ou comercializavel. Outro fator que contribui
para o desperdicio no varejo é a “cultura do embelezamento” dos produtos, os quais
devem apresentar caracteristicas estéticas atrativas como forma, cor e tamanho
para serem comercializados (HENZ; PORPINO, 2017).

Apesar de nao ser considerada uma etapa das perdas pos-colheita, a fase de
consumo também pode ser analisada para que o cenario de perdas e desperdicios
de alimentos ao longo de sua cadeia produtiva se complete. Desperdicios
consideraveis de alimentos frescos ocorrem também na fase de consumo, a qual se
estende desde o momento da compra pelos consumidores até o momento efetivo do
consumo. No Brasil, cerca de 10% de todos os alimentos produzidos sao
desperdicados nos supermercados e pelos consumidores (ONU VERDE, 2015). As
principais causas desse elevado desperdicio estdo relacionadas ao excesso de
compras, a ma gestao do que foi comprado e a falta de planejamento por parte dos
consumidores (ELIK et al., 2019). Enquanto os demais itens discutidos acima
(colheita, acondicionamento, transporte, armazenamento e distribuicdo) sdo mais
criticos em paises em desenvolvimento, o desperdicio por parte dos consumidores é

mais acentuado em paises desenvolvidos (FERREIRA, 2017).
2. MORANGOS

O morangueiro (Fragaria X ananassa Duch.) € uma planta rasteira da familia
das rosaceas, hibrida de duas espécies originarias das Américas, a F. chiloensis e a
F. virginiana. Uma curiosidade sobre o morango é que os verdadeiros frutos do
morangueiro sao 0S aquénios, ou seja, 0S pontos pretos presentes na epiderme

vermelha do morango (Figura 1.2). O morango, que € o fruto comestivel, na

realidade é o receptaculo hipertrofiado da flor do morangueiro (ANTUNES, 2011).
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Figura 1.2. Morfologia do morango.
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ggg:tge: adaptado de https://ceagesp.gov.br/hortiescolha/hortipedia/morango/. Acesso em: 17 out.

O Brasil € o maior produtor de morangos da América do Sul, com cerca de
165.000 toneladas de frutos produzidas anualmente, o que corresponde a
aproximadamente 4.500 hectares destinados ao seu cultivo. Minas Gerais, Parana,
Rio Grande do Sul e Sdo Paulo sdo os quatro maiores produtores de morangos, com
uma produtividade anual maior que 30 toneladas/hectare (produtividade média
brasileira). O preco médio do quilo de morango no Brasil pode variar de R$ 4,00 a
R$ 18,00, dependendo da regido e da época do ano. De forma geral, 0s precos
aumentam entre fevereiro e maio (periodo de entressafra), més no qual os estados
das regibes Sul e Sudeste chegam a pagar mais de R$ 12,00/quilo (ANTUNES;
BONOW; REISSER JUNIOR, 2020).

Apesar de ser um dos produtos mais caros do mercado de hortigranjeiro
brasileiro (CEASA, 2023), o morango é um dos frutos mais populares no pais. Além
do fruto apresentar caracteristicas sensoriais atrativas, o consumo de morango
também traz beneficios nutricionais devido aos seus altos niveis de vitamina C
(63,6 mg 100 g') e de minerais como o calcio (11 mg 100 g') e o magnésio
(10 mg 100 g*') (LIU et al, 2017; TACO, 2011). Mesmo sendo frutos né&o
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climatéricos, os morangos apresentam uma alta taxa de respiracao celular e sua

maturacéo é afetada pela presenca do fito hormonio etileno (TOSETTI et al., 2020).

Esses altos niveis respiratorios, aliados a sua textura macia (muito sensivel a
choques mecénicos) e a sua alta sensibilidade a temperatura, fazem com que os
morangos sejam frutos altamente pereciveis, com um tempo de vida util curto
(BARIKLOO; AHMADI, 2018). A temperatura ambiente (acima de 20 °C), os
morangos apresentam um tempo de vida de prateleira médio de apenas 2 dias
(NASCIMENTO, 2008). Mesmo quando armazenados em temperatura de
refrigeracdo (abaixo de 10 °C), o tempo de vida de prateleira médio dos morangos é
de cerca de 7 dias (IKEGAYA et al., 2020). Além disso, sua elevada atividade de
agua (aw = 0,98) e seu pH entre 3,0 e 3,9 sédo fatores que propiciam o
desenvolvimento de microrganismos como 0s bolores, que contribuem para a rapida
deterioragcdo microbiologica dos frutos (GIL-GIRALDO; DUQUE-CIFUENTES;
QUINTERO-CASTANO, 2018).

Duas das principais doencas causadas por fungos nos morangos sao o mofo
cinzento (Botrytis cinerea) e a podriddo de rizépus (Rhizopus stolonifer), ambas
muito incidentes no periodo pdés-colheita. O B. cinerea pode afetar os frutos no
campo ou durante seu transporte, armazenamento e comercializagcdo. Esse fungo
tem uma fase de infeccdo quiescente nos morangos, 0 que significa que frutos
aparentemente sadios na colheita podem desenvolver a podriddo no periodo pos-
colheita (REIS; COSTA, 2011). Os frutos contaminados com o B. cinerea se tornam
amolecidos e desenvolvem uma massa cinzenta em sua superficie, sendo essa
doenca a causa mais comum da rejeicdo dos morangos por parte dos produtores,
transportadores e consumidores (PETRASCH et al., 2019). O R. stolonifer, por sua
vez, ataca lesdes existentes nas superficies dos morangos e sua esporulacédo se da
de forma rapida, podendo também contaminar injurias e lesdes em outros frutos por

contato direto entre o fruto sadio e o contaminado (NUNES et al., 2005).

Assim, apesar do Brasil ser o maior produtor de morangos da América do Sul,
as perdas poOs-colheita associadas a esses frutos causam muitos prejuizos
econdmicos, sociais e ambientais. Nos mercados brasileiros, 0 morango € o terceiro
item da lista de maiores perdas em valor de frutas, legumes e verduras, atras
apenas do tomate e da batata (ABRAS, 2021). Destaca-se, dessa forma, a

importancia do desenvolvimento de novas tecnologias de conservacédo de morangos
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para a extensédo do seu tempo de vida de prateleira, garantindo ndo apenas menos

perdas, mas também uma maior seguranca alimentar para o consumidor.

3.USO DE REVESTIMENTOS POLIMERICOS NATURAIS PARA O
RECOBRIMENTO DE FRUTAS

Uma das melhores formas de se estender o tempo de vida de prateleira dos
vegetais € pela diminuicdo da sua taxa respiratdria com a consequente
desaceleracdo do seu metabolismo (OLIVEIRA FILHO et al., 2022b). Conforme
mencionado na sec¢do 1.3, uma das técnicas mais aplicadas para se alcancar esse
objetivo € a refrigeracdo dos alimentos. Entretanto, cada produto vegetal possui uma
temperatura ideal para sua conservacao. Se bananas e macas forem armazenadas
em um refrigerador domeéstico, por exemplo, apos alguns dias as macgas ainda
estardo viaveis para consumo, enquanto as bananas apresentardo dano pelo frio (do
inglés, chilling injury), facilmente visualizado pelo escurecimento da sua casca
(HERPPICH; ZSOM, 2021).

Tal injuria ocorre provavelmente devido a transicdo da membrana celular
lipidica de alguns frutos para uma fase de gel em temperaturas criticas, o que altera
sua permeabilidade e resulta em vazamento do conteudo celular e perda da
compartimentacdo (PARKIN et al., 1989). Diante do exposto, a necessidade de um
controle efetivo da temperatura para cada tipo de alimento durante o
armazenamento pos-colheita acaba sendo uma prética de elevado custo (ELIK et al.,
2019; FERREIRA, 2017).

Outra tecnologia de conservacdo pos-colheita que também apresenta um alto
custo de operacdo sdo as chamadas camaras de atmosferas controladas e/ou
modificadas (LUVIELMO; LAMAS, 2012). Nessas camaras de armazenamento, a
entrada e saida de gases é controlada e pode ser associada ao uso de refrigeracao
para a conservacao das frutas (PANAHIRAD et al., 2021). Nas camaras modificadas,
as concentracfes dos gases oxigénio, gas carbdnico e nitrogénio sédo diferentes das
encontradas para esses gases na composicdo do ar (21, 0,03 e 78%,
respectivamente) (SANTOS et al., 2011).

Assim, apesar de bem estabelecidas, as tecnologias acima mencionadas

apresentam altos custos de operagao, e podem ser associadas a outros processos
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para uma melhor conservagdo das frutas em seu periodo pos-colheita. Nesse
sentido, novas tecnologias de conservacao de alimentos vém sendo desenvolvidas e
testadas, inspiradas pelos Objetivos para o Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da
Organizacado das Nacdes Unidas (ONU). Os ODS compdem a chamada “Agenda
20307, um plano que reune 17 diferentes temas que tém impacto direto ou indireto

sobre o desenvolvimento sustentavel ao redor do mundo (ONU, 2022).

Mais especificamente, 0 ODS de numero 12 é intitulado “Consumo e Produgao
Responsaveis” e esta diretamente comprometido com a tematica de perda e
desperdicio de alimentos (ONU, 2022). Em patrticular, o item 12.3 do ODS 12 prevé:
“Até 2030, reduzir pela metade o desperdicio de alimentos per capita mundial, nos
niveis de varejo e do consumidor, e reduzir as perdas de alimentos ao longo das

cadeias de producéo e abastecimento, incluindo as perdas pos-colheita”.

Assim, pode-se inserir no item 12.3 o desenvolvimento de revestimentos
comestiveis como uma tecnologia nova e de baixo custo para a conservagao dos
alimentos em seu periodo pos-colheita. Por definicdo, os revestimentos comestiveis
sdo membranas ou peliculas formadas por biopolimeros como polissacarideos,
proteinas e lipideos, que podem ser aplicadas ou diretamente formadas sobre a
superficie das frutas (OLIVEIRA FILHO et al., 2022b; VARGAS et al., 2008).

Os revestimentos atuam como uma barreira semipermeavel, preenchendo
parcialmente os estdbmatos e lenticelas dos alimentos, reduzindo as taxas de
transpiracdo (transferéncia de umidade) e de respiracdo (trocas gasosas) (ASSIS;
BRITTO, 2017) (Figura 1.3). Assim, além de desacelerar o metabolismo das frutas
(pela diminuicdo da respiracdo celular dos tecidos), os revestimentos também as
protegem do ganho ou da perda excessivos de agua, auxiliando na manutencéo de
sua textura e elevando seu tempo de conservacdo. Os revestimentos também
podem proteger as frutas da exposicao a luz UV e atuar como agentes antioxidantes
e antimicrobianos, salvaguardando os alimentos de processos oxidativos e do

ataque de microrganismos deteriorantes (SILVA-WEISS et al., 2013).
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Figura 1.3. Representacéo da acdo de um revestimento sobre os estdbmatos e lenticelas dos frutos,

formando uma barreira semipermeavel a passagem de gases e agua.
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Fonte: adaptado de Assis e Britto (2017).

Uma vez que a pelicula polimérica é formada sobre a superficie do alimento, o
revestimento comestivel passa a ser parte integrante dele. Assim, 0s materiais
utilizados para a formulacdo desses revestimentos devem seguir todas as
regulacdes que sao pertinentes a ingredientes alimentares, de forma a se manter
nao apenas a qualidade do alimento revestido, mas também a seguranca do
consumidor. Os polimeros empregados devem ser considerados GRAS, do inglés
Generally Recognized as Safe, ou seja, reconhecidos como seguros para consumo
(NAYAK et al., 2019).

Além disso, a escolha dos polimeros de revestimento também depende das
caracteristicas do produto a ser revestido e dos principais objetivos almejados com o
seu revestimento. Fatores como custo e disponibilidade, propriedades mecanicas
como flexibilidade, propriedades 6pticas como brilho, transparéncia e opacidade, e
propriedades de barreira a gases e ao vapor d’agua sao de extrema importancia
para a escolha do polimero (FALGUERA et al., 2011; PAUL; PANDEY, 2014). A
Tabela 1.1 apresenta um levantamento de alguns dos polimeros mais empregados
como revestimentos comestiveis em frutas e hortalicas e as principais vantagens e

desvantagens do uso de cada um deles em alimentos (ASSIS; BRITTO, 2014).
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Tabela 1.1. Principais polimeros empregados em materiais de revestimento e as vantagens e

desvantagens do seu uso no recobrimento de alimentos.

Polimero de revestimento

Vantagens e desvantagens

Referéncias

Mantém a cor, reduz a taxa de respiracao e a PARREIDT;
Alginato perda de agua, mas possui baixa atividade MULLER; SCHMID,
antimicrobiana 2018
Mantém a cor e a firmeza, diminui a perda de LUCIANO;
Amido agua, mas possui baixa atividade CHALCON;

antimicrobiana

VALENCIA, 2022

Reduz a perda de agua e a deterioracao visual

OLIVEIRA FILHO et

Cera de carnaliba e mantém a firmeza, mas aumenta o brilho

. al., 2022c
superficial
Reduz a perda de agua e a passagem de vapor
Gelatina d’agua, mas € sensivel a temperatura e LU et al., 2022

apresenta baixa atividade antimicrobiana

Mantém a cor, reduz o escurecimento e

. . . , CORTEZ-VEGA et
apresenta atividade antimicrobiana, mas é

Goma xantana

PR al., 2013
sensivel a temperatura
. . . . R iraca agua,
Hidroxipropilmetilcelulose eduz a taxa de resplraggo ca perqa. de agua SILVA, 2018
mas aumenta o brilho superficial
Pectina Mantém a firmeza e a cor, ndo reduz a perda de ROHASMIZAH;
agua AZIZAH, 2022
Reduz a respiracdo e a perda de 4gua, tem
Quitosana atividade antimicrobiana e antifingica e mantém  SHIEKH et al., 2013

a cor, mas é soluvel apenas em pH acido

Fonte: autoria propria.

De acordo com o observado na Tabela 1.1, cada biopolimero de revestimento
possui caracteristicas especificas que levardo a efeitos distintos nas coberturas por
eles formadas (JAFARZADEH et al., 2021). Portanto, faz-se necessario caracterizar
guimicamente os revestimentos como uma etapa preliminar a sua aplicacéo no fruto,
com a avaliacdo de suas propriedades reologicas, morfoldgicas, espectroscopicas,
relacionadas a agua, oOpticas, mecanicas, dentre outras. Da mesma forma, faz-se
necessario um conjunto de técnicas de caracterizacdo fisico-quimicas para a
avaliacdo da qualidade e da extensdo da vida de prateleira dos frutos apds o
recobrimento, como mudancas em sua cor e textura, em seu pH, na sua perda de
massa, ha sua taxa de respiracdo, em seus teores de compostos bioativos, bem
como em seu perfil de compostos volateis (relacionados ao aroma e sabor) ao longo
dos dias de armazenamento. Por fim, uma avaliacdo sensorial do alimento apos ser
recoberto pelo revestimento desenvolvido também é de extrema importancia para se

avaliar a resposta de provadores frente ao novo fruto revestido.
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Como sd&o muitos 0s aspectos a serem avaliados e estudados para o
desenvolvimento de revestimentos poliméricos naturais, o numero de estudos
publicados sobre o tema vem apresentando uma tendéncia de crescimento ao longo
dos ultimos anos. A Figura 1.4 mostra um levantamento feito na base de dados do
Web of Science dos artigos publicados desde o ano de 2000 utilizando os termos
“revestimentos comestiveis” como tdpico (ou seja, podendo estar presente no titulo,
resumo ou palavras-chave do artigo). Um crescimento expressivo e exponencial no
namero de artigos publicados anualmente pode ser observado na ultima década,
indo de cerca de 200 artigos em 2014 para mais de 700 artigos no ano de 2022. Tal
tendéncia de crescimento nas publicacdes pode ser um reflexo da maior importancia
gue vem sendo dada ao tema atualmente.

Figura 1.4. Nimero de artigos publicados (2000-2022) com os termos “revestimentos comestiveis” e
“revestimentos comestiveis” + “morangos” como tépicos (titulo, resumo ou palavras-chave).

800 - . o
| [__]"Revestimentos comestiveis"

| B "Revestimentos comestiveis" + "morangos” —

2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022
Anos

Fonte: autoria propria. NUmeros obtidos da base de dados do Web of Science em junho/2023.

Quando se inclui na busca a palavra “morangos”, o numero de artigos passa a
ser bem menor, mas a tendéncia de crescimento se mantém ao longo dos ultimos 5
anos. Em 2022, foram publicados 56 artigos relacionados ao uso de revestimentos
comestiveis para morangos. A Tabela 1.2 mostra alguns dos artigos mais recentes
gue publicaram pesquisas sobre o desenvolvimento de revestimentos poliméricos
naturais com diferentes materiais e sua aplicacdo em morangos, bem como 0s

principais resultados decorrentes do recobrimento.
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Tabela 1.2. Revestimentos comestiveis a base de diferentes polimeros e seus efeitos como

recobrimentos de morangos.

Materi ; i
a er_lal de Efeitos Referéncia
revestimento
:Am|do de m_llho/ Reducao na perda d(i massa e na taxa de respiracao KAHRAMANOGLU
Oleo essencial de dos frutos. Prevencéo na severidade de doencgas e et al. 2022
louro contaminag&o fungicas. ’
~ 0 A
Carboximetil Reducdo em 35% na perda de massa dos frutos apés

MELIKOGLU et al.,
2022

16 dias de armazenamento e preservagdo em cerca
de 70% do conteudo de fendlicos totais dos
morangos

celulose/6leo de
semente de roma

Caseinato de
sOddio/goma
guar/cera de abelha

Reducdo em 17% na respiracdo e em 40% na

L MIELE et al., 2022
transpiracdo dos frutos.

Quitosana/dleos
essenciais de
Hippophae e

semente de uva

Reducao no contetdo de fungos e leveduras dos
frutos ao longo do armazenamento. Reduc¢do nos
valores de atividade de agua.

POPESCU et al.,
2022

Preservacéo do contelido total de fendlicos, do teor
de antocianinas, do contetido de vitamina C e da
atividade antioxidante dos frutos revestidos. Por outro
lado, os frutos revestidos apresentaram menor
aceitacao sensorial.

YILDIRIM-YALCIN:
SEKER;
SADIKOGLU, 2022

Amido de milho/
suco de uva

Fonte: autoria propria.

Diante do que foi exposto sobre a probleméatica de perdas poés-colheita de
morangos e de como 0 uso de revestimentos poliméricos naturais pode ser uma
alternativa para a melhoria da qualidade dos frutos e extensédo do seu tempo de vida
de prateleira, esta pesquisa teve por objetivo o desenvolvimento de revestimentos a
base de dois polimeros naturais, a quitosana e a gelatina, incorporados com extratos
fendlicos de cascas de roma. Tais polimeros foram escolhidos por apresentarem
caracteristicas atrativas para o uso como revestimentos, tais como a néo toxicidade,
capacidade de formacédo de filmes, e o fato de serem seguros para consumo. A
seguir, as caracteristicas e 0s usos destes dois polimeros serdo abordados, bem

como os objetivos da incorporacéo dos extratos fendlicos.

3.1 Quitosana

7

A quitosana € um polissacarideo proveniente da desacetilagcdo da quitina, o
segundo biopolimero renovavel mais abundante na natureza. A quitina pode ser
encontrada no exoesqueleto de crustaceos, na parede celular de certos fungos,

cogumelos, artropodes, nematoides, insetos e na estrutura de moluscos (AZEVEDO
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et al., 2007). As principais fontes de quitina sdo os residuos da industria da pesca,
como as carcacas de camardes, caranguejos, lulas e lagostas. A extracao da quitina
desses materiais pode ser considerada, portanto, uma forma de se reaproveitar 0s
residuos para agregacdo de valor comercial aos mesmos (ADILETTA; MATTEO;
PETRICCIONE, 2021).

Estruturalmente, a quitosana e a quitina sdo polissacarideos lineares
constituidos por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-glicose e 2-amino-2-deoxi-D-
glicose (Figura 1.5), que se unem por liga¢des glicosidicas do tipo B (1—4), diferindo
pela porcao relativa destas unidades (AZEVEDO et al., 2007). A presenca dos
grupos amino (-NH2) na estrutura da quitosana faz com que a carga e a solubilidade
dos dois polissacarideos sejam distintas. A quitosana € soluvel em solucdes diluidas
de acidos e apresenta cargas positivas devido a protonagédo desses grupos amino, ja
a quitina é insolavel na maioria dos solventes testados devido a predominancia de
grupos acetamida (-NHCOCH3) em sua estrutura (ADILETTA; MATTEO,;
PETRICCIONE, 2021).

Figura 1.5. Estruturas quimicas da quitina e da quitosana.
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Fonte: autoria propria.

De acordo com a fonte de obtencdo, a quitina pode assumir trés estruturas
polimorficas (a-, B- e y-quitina), as quais se diferem pela orientacdo das cadeias
poliméricas e afetam as propriedades da quitosana obtida apdés o processo de
desacetilacdo (CAMPANA FILHO et al., 2007). A a-quitina é a forma mais abundante
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e estavel, sendo encontrada em estruturas mais rigidas, como exoesqueletos de
insetos. Nessa estrutura, as cadeias sdo dispostas de forma antiparalela, em
diferentes lamelas, o que facilita a formacdo de ligagcbes de hidrogénio entre as
cadeias (Figura 1.6). Ja na B-quitina, encontrada em fontes menos rigidas como as
estruturas de moluscos, as cadeias estdo orientadas paralelas umas as outras. Isso
dificulta a formacdo de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias, mas aumenta a
reatividade da quitosana devido a maior disponibilidade dos grupos amino. A y-
quitina, por fim, apresenta uma combinacéo dos dois arranjos anteriores e € também
encontrada em fontes menos rigidas, como larvas, casulos de insetos, e fungos
(CAMPANA FILHO et al., 2007).

Figura 1.6. Representacdo esquematica das diferentes estruturas polimoérficas da quitina.

a-quitina B-quitina y-quitina

r 3 - r 3 F W W W WA W N y W 3

L J L J A J

Fonte: autoria propria. Adaptado de Campana Filho et al. (2007).

Além da estrutura polimorfica da quitina, o grau de acetilagédo, definido como a
porcentagem de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicose, também €& uma das
propriedades fundamentais na caracterizacdo da quitosana, pois tem influéncia
direta em suas propriedades fisico-quimicas. Outro parametro importante € a massa
molar da quitosana, a qual também tera influéncia sobre as propriedades dos
materiais formados por esse polimero (ADILETTA; MATTEO; PETRICCIONE, 2021).

Tanto o grau de acetilacdo quanto a massa molar da quitosana estédo
relacionados a sua atividade antimicrobiana intrinseca, a qual é devida a presenca,
densidade e localizacdo das cargas catibnicas na cadeia polimérica. O mecanismo
mais sugerido para a atividade antimicrobiana da quitosana contra diversas
bactérias Gram positivas, Gram negativas, fungos e leveduras é o de interacao
eletrostatica entre o polimero e a membrana destes microrganismos. Segundo esse
mecanismo, 0S grupos amino protonados da quitosana, em meio acido, interagem
com 0s grupos anidnicos carboxilicos e fosfatos das membranas celulares dos

microrganismos. Essa interacéo altera a permeabilidade da membrana celular, reduz
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a troca de gases entre o interior da célula e o ambiente e leva a ruptura da
membrana e ao extravasamento do contetido celular (SAHARIAH; MASSON, 2017)
(Figura 1.7).

Figura 1.7. Mecanismo proposto para a atividade antimicrobiana da quitosana.

Interagdo eletrostatica entre a
quitosana e a parede celular

Revestimento a base de quitosana
com agentes antimicrobianos

Quitosana

Agentes

Mudanca na permeabilidade da ANtiTisroRae

parede celular

Parede celular — Danos as proteinas

Membrana
citoplasmatica
Danos ao DNA

Geracgao de espécies

reativas de oxigénio Morte celular

Colapso da membrana
externa da parede

DNA
celular

Fonte: adaptado de Xing et al. (2016).

Devido a sua atoxicidade frente a saude humana, biocompatibilidade,
capacidade filmogénica e biodegradabilidade, bem como a atividade antimicrobiana
explicada acima, a quitosana é considerada um biopolimero ideal para a producéo
de materiais para revestimentos de alimentos (ADILETTA; MATTEO;
PETRICCIONE, 2021; CHEN et al., 2022). A Figura 1.8 mostra o numero de artigos
publicados desde 2000 utilizando os termos “revestimentos comestiveis” +
“quitosana” como palavras-chave. Nos ultimos 5 anos (2017-2022) o numero de
publicacbes sobre o tema mais do que dobrou, alcancando mais de 300 artigos

publicados anualmente.
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Figura 1.8. Nimero de artigos publicados (2000-2022) com os termos “revestimentos comestiveis” +

“quitosana” como topicos (titulo, resumo ou palavras-chave).
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Fonte: autoria prépria. Nameros obtidos da base de dados do Web of Science em junho/2023.

Os filmes e revestimentos de quitosana apresentam boa permeabilidade
seletiva a passagem de oxigénio e gas carbdnico, mas a alta permeabilidade ao
vapor d’agua limita suas aplicacdes em revestimentos de alimentos. Assim, muitos
estudos tém sido conduzidos no sentido de melhorar as propriedades funcionais dos
filmes de quitosana e suas propriedades de barreira, combinando-a com outros
compostos naturais, como proteinas ou outros polissacarideos (AZAZA et al., 2022;
NOWZARI; SHABANPOUR; OJAGH, 2013).

3.2 Gelatina

A gelatina é uma proteina purificada derivada do colageno presente nos 0Sso0s,
pele e tenddes dos animais (WANG; QIAN; DING, 2018). Dependendo da fonte do
colageno e do método de obtencao, a gelatina pode apresentar propriedades fisico-
guimicas diversas, com uma massa molar variando entre 100 e 1000 kDa. A gelatina
€ obtida a partir do colageno do tipo | (0o qual ndo tem residuos do aminoacido
cisteina) por processos de hidrolise parcial que envolvem a destruicdo das
estruturas terciaria, secundaria e, em alguma extensao, primaria do colageno nativo
(MARIOD; ADAM, 2013).

Dependendo do tipo de tratamento ao qual o colageno é submetido durante a
hidrolise, a gelatina pode ser classificada como sendo do tipo A (hidrélise acida) ou

7

tipo B (hidrdlise alcalina). Sua estrutura é composta por triades de aminoacidos
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essenciais (com excec¢do do triptofano) terminadas em glicina (Figura 1.9). A triade
de aminoacidos mais comum encontrada na gelatina é a de hidroxiprolina, prolina e
glicina (THEIN-HAN et al., 2009).

Figura 1.9. Estrutura quimica do colageno e representacéo da obtencao da gelatina.

Val

f%;

Gly
Colageno MP ;
Gelatina

Fonte: autoria prépria.

A gelatina € um hidrocoloide e forma géis durante o resfriamento de solucdes
previamente aquecidas. Durante o resfriamento, a rede peptidica que foi rompida na
hidrolise do colageno sofre uma reordenacédo, formando uma rede tridimensional
altamente ramificada, capaz de armazenar e imobilizar a agua no seu interior. O
sélido fluido é entdo convertido em um “sélido elastico”, ou seja, em um gel
(DJAGNY; WANG; XU, 2001). Essa propriedade torna a gelatina uma proteina
versatil para ser utilizada como agente emulsificante, estabilizante e espessante.
Fatores como sua atoxicidade, biodegradabilidade e seguranca para consumo
também fazem com que a gelatina seja aplicada em diversas areas como, por

exemplo, alimentos, farmacéutica, médica, dentre outras.

Materiais a base de quitosana e gelatina formam complexos poli eletroliticos
com facilidade e boa miscibilidade pela interacdo entre os grupos carboxilicos livres
provenientes dos aminoacidos da gelatina e dos grupos amino protonados da
guitosana. Esses materiais tém mostrado melhorias nas propriedades mecéanicas e

nas propriedades de barreira ao vapor d’agua e a passagem de luz quando
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comparados a filmes contendo apenas quitosana, o que possibilita e impulsiona seu

uso como revestimentos de alimentos (BERTOLO et al., 2022).

4. INCORPORACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS PROVENIENTES DE
RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS NOS REVESTIMENTOS

Embora a combinagdo de quitosana e gelatina apresente propriedades
adequadas que garantem um material polimérico com boas caracteristicas para
aplicacdo como revestimento de alimentos, suas propriedades ativas podem ser
aprimoradas pela incorporacédo de composto fendlicos. Assim, o desenvolvimento de
revestimentos poliméricos ativos combinados com extratos de plantas esta na
vanguarda da pesquisa de embalagens e revestimentos de alimentos (BERTOLO et
al., 2022).

Extratos vegetais sado, por definicdo, “extratos de plantas que contém fibras,
vitaminas, minerais e outras substancias naturais com propriedades antioxidantes,
hipoglicemiantes e antiproliferativas” (NCI Drug Dictionary). Concentrados de
moléculas biologicamente ativas, com propriedades nutracéuticas e farmacéuticas,
esses extratos vém sendo usados como ingredientes e suplementos alimentares e
funcionais. Os compostos majoritarios desses extratos, muitas vezes, Sao 0S
compostos fenolicos, metabdlitos secundarios vegetais conhecidos por seus efeitos
benéficos para a saude humana, como a prevencdo do cancer e de doencas
cardiovasculares (CAO et al., 2021).

Quimicamente, os compostos fendlicos vao desde moléculas simples como
acidos fendlicos e flavonoides até compostos altamente polimerizados como taninos
e ligninas (VIUDA-MARTOS; FERNANDEZ-LOPEZ; PEREZ-ALVAREZ, 2010). Uma
das principais propriedades dos compostos fendlicos é sua elevada atividade
antioxidante, isto €, sua capacidade de sequestro de radicais livres. Devido as suas
estruturas benzénicas, essas moléculas possuem um sistema ressonante capaz de
estabilizar radicais livres e inibir o estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica em
células e tecidos, de modo a retardar ou evitar doencas degenerativas e de

senescéncia de alimentos (CAO et al., 2021).

A Figura 1.10 mostra o numero de artigos publicados desde 2010 contendo os

termos “revestimentos comestiveis” + “compostos fendélicos” como tépicos. Por ser
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um tema muito recente, o nimero de artigos apresentou um aumento significativo

nos ultimos dois anos, ultrapassando a marca de 70 publicagBes anuais.

Figura 1.10. Namero de artigos publicados (2010-2022) com os termos “revestimentos comestiveis” +

“compostos fendlicos” como topicos (titulo, resumo ou palavras-chave).
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Fonte: autoria prépria. Nameros obtidos da base de dados do Web of Science em junho/2023.

Os compostos fenolicos a serem incorporados nos revestimentos poliméricos
podem ser obtidos através de fontes vegetais consideradas oriundas de residuos
agroindustriais. Materiais como folhas, cascas, sementes, grdos e bagaco, por nao
serem consumidos, geralmente sdo descartados pela industria alimenticia, sendo
destinados, na grande maioria das vezes, para aplicacbes sem grande valor
agregado, como na alimentacdo animal. Entretanto, esses subprodutos costumam
ser ricas fontes de compostos fendlicos. Dessa forma, a recuperacdo de compostos
fendlicos com um alto valor agregado a partir de residuos agroindustriais pode ser
inserida nos conceitos de economia circular, de modo a se prevenir o desperdicio de
alimentos (no caso, os frutos que serdo recobertos pelos revestimentos contendo os
fendlicos) ao se reutilizar estes subprodutos da industria alimenticia (OTONI et al.,
2021; VARGHESE et al., 2023).

4.1 Extrato de casca de roma

A roma, Punica granatum L., € uma fruta pertencente a familia Punicaceae cujo
consumo data de milhares de anos (VIUDA-MARTOS; FERNANDEZ-LOPEZ;
PEREZ-ALVAREZ, 2010). O fruto da roma pode ter até 12 cm de diametro, sendo

composto por uma casca de coloragéo vermelha ou amarela e por muitas sementes,
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envoltas em estruturas denominada de arilos, isto €, membranas que contém em
seu interior um suco vermelho. Os arilos sdo ainda separados por um pericarpo
branco e membranoso (MOHAMMAD; KASHANI, 2012) (Figura 1.11).

Figura 1.11. Frutos da roma.

Fonte: adaptado de https://www.herzindagi.com/diet-nutrition/pomegranate-recipes-benefits-article-
221381. Acesso em: 04 jul. 2023.

O cultivo da roma é bem amplo, abrangendo paises como Ird, india, paises do
Mediterraneo e do sudeste da Asia, Malasia, Africa tropical, Estados Unidos (em
especial Califérnia e Arizona), bem como a China, o Japédo e a Russia. A roma foi
trazida ao Brasil pelos portugueses e se aclimatou de forma dispersa por todo o
territorio brasileiro. Em 2017 foram produzidas cerca de 279 toneladas de roma no

Brasil, sendo Pernambuco o maior produtor dentre os estados brasileiros (IBGE).

A roma € muito conhecida por suas propriedades nutricionais e medicinais.
Dentre elas, encontram-se o tratamento e a prevencao contra células cancerigenas
da préstata, da mama e do cdlon, contra doencas cardiovasculares, diabetes, Ulcera
e protecdo contra radiacdo ultravioleta (FAROOQI, 2021). No que diz respeito as
propriedades antimicrobianas, os extratos de romad sdo capazes de inibir o
crescimento de microrganismos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Candida albicans, de bactérias cariogénicas, além de apresentarem atividade
antiviral contra o virus da Influenza A H3N2 (ENDO et al., 2012; PAGLIARULO et al.,
2016).

Todas estas propriedades da roméd estdo relacionadas a um consideravel

namero de compostos ativos como fendlicos e flavonoides, que também estédo
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presentes em partes ndo comestiveis da fruta, como a casca (Figura 1.12). Por isso,
observa-se um crescente interesse na producdo de extratos da mesma (NAIR;
SAXENA; KAUR, 2018). A casca da roma representa cerca de 60% do peso total da
fruta e atualmente ndo existe nenhuma reutilizacdo de valor agregado para ela,
sendo por isso considerada um residuo agroindustrial (AKHTAR et al., 2015). Dados
de 2020 apontam que, das 3 milhdes de toneladas de romés produzidas
anualmente, cerca de 1,62 milhdes de residuos sdo gerados, sendo a maior parte
composta pela casca (MAGANGANA et al., 2020).

Dessa forma, muitos estudos vém sendo desenvolvidos no sentido de agregar
valor a casca da roma, utilizando seus extratos para a preservacdo de alimentos,
como aditivos alimentares, ou como matéria-prima para o desenvolvimento de
alimentos funcionais (XIANG et al.,, 2022). Givi, Gholami e Massah (2019), por
exemplo, utilizaram extrato de casca de roma como um conservante para o controle
da podridao pos-colheita causada por Penicillium italicum e Penicillium digitatum em
tangerinas. Os autores relataram que solucdes de 75-100% de extrato reduziram as
porcentagens de infec¢cdo nos frutos, bem como aumentaram os teores de fendlicos
e flavonoides totais das tangerinas. Ranjha et al. (2020), por sua vez,
desenvolveram barras de frutas funcionais fortificadas com 3% de extrato de casca
de rom4, e reportaram aumento no conteudo de polifendis das barras com a adi¢cao

do extrato.
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Figura 1.12. Estrutura quimica dos principais fendlicos encontrados na casca da roma: (a) acido
gdlico, (b) acido cafeico, (c) acido clorogénico, (d) acido elagico, (e) epicatequina, (f) rutina e (g)
punicalagina.

() (b) v Ho., ©
HO “OH

HO™"

Fonte: autoria propria.

A aplicacdo de extratos de casca de roma em revestimentos comestiveis a
base de quitosana também vem sendo reportada desde 2017. A Tabela 1.3
sumariza alguns dos principais trabalhos com essa aplicacdo para frutas e vegetais,
e os principais efeitos decorrentes da adicdo dos extratos e da aplicacdo dos

revestimentos.
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Tabela 1.3. Revestimentos comestiveis a base de quitosana contendo extratos de casca de roma e
seus efeitos sobre os alimentos revestidos.

Material de Extrato de Alimento . a
. cascade . Efeitos Referéncia
revestimento ~ revestido
roma
Reducéo na perda de massa e
Quitosana/ Aquoso, Lichia aumento do conteudo de fendlicos, KUMAR et
pululana 0,02 g mL* flavonoides e atividade antioxidante. al., 2020
Melhoria dos atributos sensoriais.
Reducédo na perda de massa e no
Quitosana/ Aquoso, Pimentdes escu,r_emmentf), rpanutenc_;ao do teor KUMAR et
pululana 0,02 g mL* verdes de soll_dos soluveis, d_a aC|dez,_do pH al. 2021a
e da firmeza. Melhoria dos atributos
sensoriais (frescor, cor, sabor).
Reducéo na perda de massa,
manutencao do teor de sélidos
Quitosana/ Aquoso, Mangas soluveis, da acidez, do pH e dos KUMAR et
pululana 0,02 gmL™* atributos sensoriais. Manutencdo do  al., 2021b
conteudo de fendlicos, flavonoides e
da atividade antioxidante.
Reducéo na perda de massa e na
Etandlico contaminagdo, manutencédo da MEGHA et
Quitosana (80%, Viv), Peras firmeza. Reducéo nas atividades
s ) . al., 2021
2% enzimaticas e melhoria dos atributos
sensoriais.
Menores reducdes na firmeza e no
conteudo de licopeno dos tomates e
Quitosana/ Seco, 0,5- Tomates manutencéo dos atributos SAEED et
alginato 2,5% sensoriais. Reducédo na al., 2022

contaminagao por Fusarium
oxysporum.

Fonte: autoria propria.

A partir do que foi exposto, encontram-se muitos artigos na literatura que

desenvolveram revestimentos poliméricos naturais para morangos (Tabela 1.2), bem

como muitos artigos que utilizaram quitosana como polimero base e extrato de

casca de roma como fonte de compostos fendlicos em materiais de recobrimento de

outros frutos (Tabela 1.3). Entretanto, a combina¢édo de quitosana, gelatina e extrato

de casca de roma em um revestimento polimérico natural para morangos ainda é

inédita. Assim, o objetivo geral desta tese foi 0 desenvolvimento de revestimentos a

base de quitosana, gelatina e extrato de casca de roma para a manutencdo da

gualidade fisico-quimica, microbiologica e sensorial de morangos, ao longo de seu

armazenamento.
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1. INTRODUCAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados da etapa de
otimizacdo multivariada da formulacdo polimérica de quitosana, gelatina e extrato de
casca de roma. A maior parte dos resultados aqui apresentados faz parte do artigo
intitulado “Central composite design optimization of active and physical properties of
food packaging films based on chitosan/gelatin/pomegranate peel extract”, que foi
publicado no periddico internacional “Food Packaging and Shelf Life” (fator de
impacto = 8,0 em 2023) (BERTOLO et al., 2022). Este artigo pode ser visualizado no
Anexo | desta tese. Além disso, estes resultados também foram utilizados para o
depdsito da patente BR 10 2021 026404: “Composigdes poliméricas com
propriedades antioxidantes e antimicrobianas para revestimento de frutas, método

de preparacéo do revestimento e seu uso” (BERTOLO et al., 2021b) (Anexo II).

Assim, o objetivo principal deste capitulo foi o de otimizar a formulagdo dos
materiais poliméricos que serdo utilizados para o revestimento de morangos a fim de
melhorar a vida de prateleira dos frutos, reutilizando para isso residuos
agroindustriais como € o caso do extrato de casca de roma. Sendo assim, 0S
objetivos especificos deste capitulo sdo: (i) a obtencdo do extrato de casca de roma
via extracao assistida por ultrassom; (ii) a obtencéo e caracterizacédo da quitosana a
partir de gladios de lula; (iii) a otimizacdo da formulacdo das proporcdes dos
materiais do revestimento (quitosana, gelatina e extrato) considerando suas
caracteristicas de: conteudo total de fendlicos, viscosidade, solubilidade, opacidade

e taxa permeabilidade ao vapor d’agua.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

As romas utilizadas nesta pesquisa foram as do tipo vermelhas (variedade
peruana), que foram adquiridas frescas (no dia seguinte a sua colheita) na Central
de Abastecimento de Campinas — S.A. (CEASA) em fevereiro de 2019. Os gladios
de lula (Doryteuthis spp.) utilizados como fonte de B-quitina para a obtencdo da
quitosana foram gentilmente cedidos pela empresa Miami Comércio e Exportacdo de
Pescados LTDA (Cananéia — SP). A gelatina utilizada foi comercial (Sigma-
Aldrich®), do tipo A, suina, com aproximadamente 300 bloom. Todos os solventes e
reagentes utilizados nas preparacdes e caracterizacbes foram de grau PA ou

superior e utilizados como tal.
2.2 Obtencgéao e caracterizagdo do extrato de casca de roma

Para a obtencdo do extrato de casca de roma, os frutos foram lavados,
sanitizados e descascados manualmente. Suas cascas foram lavadas, congeladas e
liofilizadas em um equipamento da marca Edwards, modelo Freeze Dryer Modulyo
(Edwards High Vacuum International). Uma vez liofilizadas, as cascas foram
trituradas para a obtencdo de um po fino, o qual foi armazenado em sacos plasticos
selados a -8 °C, ao abrigo da luz. Para a extracdo, 15 g do p6 da casca da roma
foram colocados em solucdo etandlica 60% (v/v), na propor¢cdo de 1:30, a 45 °C
durante 1 h em um banho de ultrassom (Unique USC-1400 A, 135 W), seguindo o
procedimento descrito por Bertolo et al. (2020). Apos a extracdo e liofilizacdo, o

extrato foi armazenado ao abrigo da luz, a -8 °C.
2.2.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O extrato da casca de roma obtido na etapa anterior foi caracterizado por FTIR
com reflectancia total atenuada (ATR). Para isso, o extrato em po6 foi mantido em
dessecador na presenca de NaOHs) por 48 h antes da analise, para remoc¢édo da
umidade. Em seguida, os espectros foram obtidos de 4000 a 650 cm™, com
resolucdo de 2 cm™ e acumulando 16 varreduras, em um equipamento modelo FT-
IR - Cary 630, da Agilent Technologies. O FTIR-ATR utilizado est4 alocado no
Centro de Pesquisas em Optica e Fotdnica (CEPOF), do Instituto de Fisica de S&o
Carlos (IFSC/USP).
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2.2.2 Conteudo total de fendlicos

O extrato de casca de roma também teve seu conteudo total de fendlicos
determinado pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,1999; YOO et al., 2018), com procedimento
adaptado para uma microplaca da 96 pocos. Para a reacdo, 25 uL da amostra de
extrato (diluida 250 vezes em 4gua) e 25 uL do reagente de Folin foram incubados
por 5 min. Em seguida, para interromper a reagao, foram adicionados 200 pL de
uma solucdo de carbonato de sédio 20% (g/g), seguido por nova agitacdo. Entéo,
apo6s 15 min, a absorbancia das amostras foi lida em 725nm, em um
espectrofotometro UV-Vis modelo VLOLOODO (Thermo Scientific), equipamento
alocado no Grupo de Quimica Inorganica e Analitica do IQSC/USP. Para a
construcéo da curva de calibracdo do método foi utilizado o padréo de acido galico
(4 - 32 pg mL?, Sigma-Aldrich®) (Figura A1l nos apéndices desta tese), enquanto
uma solucdo de etanol 60% (v/v) foi utilizada como branco. O conteudo total de
fendlicos foi calculado com o auxilio da curva de calibracdo e os resultados foram

expressos em mg de equivalentes de acido géalico (EAG) por g de extrato.
2.2.3 Ensaio antioxidante frente ao radical ABTS

A atividade antioxidante do extrato foi determinada frente ao radical ABTS (2,2'-
azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), conforme método adaptado de Re
et al. (1999) para uma microplaca de 96 pocos. O ABTS radicalar foi preparado pela
reacdo de uma solucédo 14 mmol L do acido sulfénico com uma solucgédo 4,9 mmol L
! de persulfato de potassio, por 15 h no escuro, seguido por diluicdo em etanol para
ajuste da absorbancia em 734 nm. Para a construcdo da curva de calibracdo do
meétodo foi utilizado o padrédo de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico), um andalogo hidrossollvel da vitamina E (2,5 a 20 umol L-*, Sigma-

Aldrich ®) (Figura A2 nos apéndices desta tese).

Uma solucéo etandlica 60% (v/v) do extrato de casca de roma a 50 pg mL™* foi
colocada para reagir com o radical ABTS e monitorou-se o decaimento da
absorbancia durante 10 min em 734 nm, em um espectrofotbmetro modelo Multiskan
GO, da Thermo Scientific. Como branco, utilizou-se a solucédo etanélica 60% (v/v). A
analise foi feita em triplicata e a % de inibicdo foi calculada de acordo com a
Equacao (2.1), onde Abs branco é a absorbancia do branco ao final dos 10 min de

reacdo e Abs final é a absorbancia da amostra ao final dos 10 min de reacdo. Os
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resultados foram expressos em mmol de equivalentes de Trolox g de extrato, com

o0 auxilio da curva de calibragéo.

Abs branco—Abs final

Inibicao (%) = x 100 Fquagdo (2.1)

Abs branco

2.2.4 Ensaio antioxidante frente ao radical livre DPPH

A atividade antioxidante do extrato frente ao radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) foi determinada segundo método descrito por Pal et al. (2017),
adaptado para uma microplaca de 96 pocos. Uma solucao etandlica do radical na
concentracdo de 0,1 mmol L' foi colocada para reagir com seis diferentes
concentragcdes de solugdes etandlicas (60%, VIV) de extrato
(de 3,125 a 100 pg mL?), na proporcdo de 20 pL de amostra, 160 pL de etanol e
100 pL de radical. Monitorou-se o decaimento da absorbancia durante 30 min em um
espectrofotometro modelo Multiskan GO (Thermo Scientific) e a % de inibicdo foi
calculada de acordo com a Equacéo (2.1). A partir da construcdo de uma curva de %
de inibicdo versus log da concentracdo de extrato e do ajuste sigmoide dos pontos
(CHEN; BERTIN; FROLDI, 2013) determinou-se o ICsg, OU Seja, a concentracao de
extrato necessaria para inibir 50% do radical DPPH. Com esse valor foi possivel o
célculo do IAA (indice de atividade antioxidante do extrato), segundo a Equacéo
(2.2) (SCHERER; GODOY, 2009). O antioxidante BHT (hidroxitolueno butilado),
obtido da Sigma-Aldrich®, foi utilizado como molécula padrdo para fins de
comparacao da atividade antioxidante do extrato de roma, nas concentracdes de
3,125 a100 pg mL-2,

concentracao final de DPPH no pogo reacional (%)

1AA = 7
1C50 ()

Equacédo (2.2)

2.2.5 Estabilidade do extrato em funcao do pH e da temperatura

A estabilidade do extrato de casca de roma foi avaliada em funcéo do pH (3, 7
e 11) e da temperatura (4, 25 e 37 °C), a fim de simular as diferentes condi¢cdes nas
guais o extrato pode ser submetido durante as etapas de preparo do revestimento e
de aplicacdo nos frutos. Para tanto, foi preparada uma solucdo etandlica estoque
(60%, v/v) de extrato a 1 mg mL?, que foi entdo diluida para 250 ug mL? nos
diferentes pH. Para o0 ensaio de temperatura, o extrato foi diluido em solucédo tampao

composta por &cido citrico (0,1 mol L't) e NazHPO4 (0,2 mol L), pH 3,4, e mantido
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nas diferentes temperaturas por 24 h. A absorbancia dos extratos foi obtida por
varredura de 200 a 600 nm, em um espectrofotbmetro UV-Vis modelo U-300 da
Hitachi.

2.3 Obtencao e caracterizagcdo da quitosana

Os gladios de lula (Doryteuthis spp.) foram submetidos as etapas de
desmineralizacdo-desproteinizacao e desacetilagdo, conforme procedimento descrito
por Horn, Martins e Plepis (2009). O experimento de obtencdo da quitosana foi
conduzido no laboratério do Grupo de Biopolimeros e Biomateriais do IQSC/USP.
Inicialmente, os gladios foram lavados para a eliminacdo de residuos, secos,
triturados e peneirados para a obtencdo de um p6 com particulas menores que
250 um. A etapa de desmineralizacdo-desproteinizacao foi repetida duas vezes pela
adicdo do p6 em uma solugéo de NaOH 0,3 mol L™%, sob agitagdo constante por 1 h
a 80 °C. O sdlido resultante da filtragdo apds essa etapa, a B-quitina, foi lavado com
agua deionizada até sua neutralidade (pH 7,0) e seco em estufa a 37 °C. Na etapa
de desacetilagdo, a B-quitina foi adicionada a uma solucdo de NaOH 40% (m/v), sob
agitacdo constante por 3 h a 80 °C, sob atmosfera de N.. ApoOs repeticdo dessa
etapa, o solido resultante, a quitosana, foi lavado até a neutralidade (pH 7,0) e seco
em estufa a 37 °C. A quitosana seca foi armazenada em recipiente plastico fechado,

ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.
2.3.1 Grau de acetilagéo da quitosana por RMN H

Para a determinacdo do grau de acetilacdo (GA) da quitosana foi utilizado o
meétodo proposto e validado por Lavertu et al. (2003). Para isso, 10 mg de quitosana
foram pesados e dissolvidos em 1,96 mL de D20 e 0,04 mL de DCI. Para as analises
foi utilizado o espectrometro de ressonancia magnética nuclear (RMN) com
Transformada de Fourier, modelo 500/54 Premium Shielded, da marca Agilent
Technologies, equipamento da Central de Analises Quimicas Instrumentais do
IQSC/USP. A andlise foi feita a 70 °C e 400 MHz de frequéncia, acumulando um
total de 64 varreduras. Utilizou-se uma sequéncia consistindo em um atraso de 6 s,
um pulso de 90° de 11 ms e um tempo de aquisicdo de 5,1 s. Durante o intervalo de
6 s antes da aplicacéo do pulso de 90° foi realizada a supressédo do sinal do solvente

por saturacdo usando um pulso longo e de baixa poténcia na frequéncia do solvente.
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2.3.2 Massa molar viscosimétrica média

A massa molar média da quitosana foi determinada por viscosimetria capilar
(RINAUDO, 2006). Esse método determina a viscosidade de solugfes diluidas de
quitosana, que posteriormente foi relacionada a massa molar do polimero pela

equacédo de Mark-Houwink (Equagéao (2.3)).
[n] = kM? FEquacdo (2.3)

Na equacdo, [n] é a viscosidade intrinseca, M é a massa molar viscosimétrica
média e k e a sdo constantes empiricas que dependem da natureza do polimero, do
solvente e da temperatura. De acordo com o grau de acetilacdo obtido, os valores
utilizados foram k = 0,077 e a = 0,797 (RINAUDO, 2006). A solugéo de quitosana foi
preparada por meio da dissolucdo da mesma em 50 mL de tamp&o acido acético
0,3 mol L* e acetato de sédio 0,2 mol L, sob agitacédo por 24 h. Em seguida, filtrou-
se a solucdo sob pressédo positiva em membrana de nitrocelulose com poros de
0,8 um (Unifil®).

Para determinar os tempos de escoamento, aliquotas de 15 mL foram inseridas
em um viscosimetro capilar de vidro do tipo Ubbelohde, a 25 °C. Foram entéo feitas
trés determinacdes independentes dos valores de tempo de escoamento, tanto para
o tampdao quanto para cada solucédo de quitosana nas diferentes concentracdes (isto
€, diluicdes sucessivas com 1,0, 2,0, 3,0, e 4,0 mL do tamp&o). Para estas analises
0 equipamento utilizado foi um viscosimetro AVS-360 (Schott), acoplado a um
diluidor automatico TITRONIC universal (Schott), equipamento este alocado no
Grupo de Fisico-Quimica Organica do IQSC/USP. O valor de massa molar

viscosimétrica foi determinado em triplicata.
2.3.3 Massa molar absoluta

A quitosana obtida também teve sua massa molar absoluta (Mw) determinada,
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia por exclusdo de tamanho com
detector de espalhamento de luz (SEC-MALS). Os equipamentos utilizados foram
um  cromatégrafo da Waters e detectores da Wyatt (modelos
e2695/MiniDawn/Optlab), alocados na Central de Andlises Quimicas Instrumentais
do IQSC/USP.
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Para as andlises, foram preparadas solu¢des de quitosana em tampédo &cido
acético 0,3 mol L e acetato de sédio 0,2 mol L, pH 4,5, sob agitacdo por 24 h, nas
concentragdes de 0,25 a 2 mg mL™. O fluxo na coluna foi de 0,5 mL min?t, e o
detector por indice de espalhamento utilizado foi de silica fundida, em 659 nm. Além
disso, a partir da detec¢do do indice de refracdo dessas amostras foi determinado o
parametro dn/dc, ou incremento do indice de refracdo especifico, o qual foi utilizado
para a determinagcdo da massa molar absoluta da quitosana por meio da Equacéao
de Zimm (Equagéao (2.4)).

Ke = L 16m*ng 52,020 .
R My [1 t 2 Rg“sen 2] + 24,C Equagio (2.4)

Na equacao, K¢ é a constante optica, Re € a razdo de Rayleigh, n é o indice de
refracdo do solvente, A € o comprimento de onda, Rg é o raio de giro, A2 é o
segundo coeficiente virial e C € a concentragdo (NANDI, 2011).

2.4 Design experimental para otimizacado das proporcdes das misturas

poliméricas dos revestimentos

Uma vez que o extrato de casca de roma foi preparado e caracterizado e a
guitosana foi obtida e seus parametros foram determinados, deu-se inicio a um
delineamento composto central rotacional (DCCR) para a otimizacdo das proporc¢des
entre os trés componentes dos revestimentos a serem preparados: quitosana,
gelatina e extrato. Para tanto, foram adotadas como variaveis a % de quitosana
presente nas misturas e a concentracdo da solucao etandlica de extrato adicionada
a cada 50 g da mistura quitosana + gelatina (Tabela 2.1). No total, foram preparadas
12 misturas, sendo 4 delas com pontos fatoriais (-1 e 1), 4 delas com pontos axiais
(-1,41 e 1,41, vindos da férmula a = (2"¥4, na qual n é o nimero de variaveis) e 4
delas réplicas nos pontos centrais, conforme mostra a Tabela 2.2. Os valores de
partida (pontos centrais) do DCCR foram escolhidos de acordo com um trabalho
prévio sobre o sistema quitosana + gelatina + extrato de casca de roma (BERTOLO
et al., 2020).
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Tabela 2.1. Variaveis estudadas no DCCR para a otimizagdo das proporcdes entre os trés
componentes dos revestimentos (quitosana, gelatina e extrato de casca de roméa), com seus
respectivos fatores, niveis e dominio experimental codificados e reais.

Niveis codificados

Variavel Simbolo
-1,41 -1 0 1 1,41
X1 (mg extrato mL™) A 29,5 50 100 150 170,5
X2 (% de quitosana) B 0,08 0,20 0,50 0,80 0,92

Fonte: autoria propria.

Tabela 2.2. Matriz do DCCR adotada para a otimizacdo das propor¢cdes entre os trés componentes
dos revestimentos poliméricos, com os valores reais e codificados das variaveis adotadas no preparo
de cada uma das 12 misturas.

N A [extrato] (mg mL?) B % quitosana
1 -1 50 -1 0,20
2 1 150 -1 0,20
3 -1 50 1 0,80
4 1 150 1 0,80
5 0 100 0 0,50
6 0 100 0 0,50
7 0 100 0 0,50
8 0 100 0 0,50
9 -1,41 29,5 0 0,50
10 1,41 170,5 0 0,50
11 0 100 -1,41 0,08
12 0 100 1,41 0,92

Fonte: autoria propria.

Para o preparo das misturas, uma solucao de quitosana 1% (g/g) foi preparada
em &cido latico (Carlo-Erba®), sob agitacdo a 250 rpm, por 24 h. A solugcédo de
gelatina 1% (g/g) foi preparada em agua, a 60 °C por 30 min, seguida por gelificacdo
a4 °Cpor2h.

As misturas foram preparadas pelo gotejamento das solucdes etandlicas do
extrato de casca de roma (1 mL a cada 50 g de mistura, levando as concentracdes
finais de 0,59, 1, 2, 3 e 3,41 mg de extrato g mistura) na solucdo de quitosana
1% (g/g), sob agitacdo a 500 rpm em 45 °C, por 2 h, seguido da adicdo da solucéo
de gelatina 1% (g/g). As proporcdes e quantidades necessarias foram seguidas de

acordo com o DCCR.
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E importante ressaltar aqui que, para cada uma das misturas, a concentrag&o
final foi mantida em 1% de quitosana + gelatina; sendo assim, as porcentagens de
gelatina utilizadas foram complementares as quantidades de quitosana
apresentadas na Tabela 2.2. Uma vez prontas, as misturas foram armazenadas sob
refrigeracdo em frascos ambar, para as andlises posteriores. Parte delas foi pesada
em moldes de Teflon® (mantendo-se o controle da gramatura, ou seja, de g de
mistura por cm? de area do molde) e armazenadas por uma semana ao abrigo da
luz, para o procedimento de casting (evaporacao natural do solvente) e formacao

dos filmes.

Uma vez secos, os filmes foram estabilizados em umidade relativa (UR) de
75% (para simular condicdes de umidade de um pais tropical) com auxilio de

solucéo saturada de cloreto de sodio a 25 °C, em uma camara com higrémetro.
2.5 Respostas avaliadas no DCCR

Para as 12 misturas preparadas conforme descrito anteriormente, foram
avaliadas 5 respostas: conteudo total de fendlicos e viscosidade, no caso das
solucdes filmogénicas e, opacidade, solubilidade e taxa de permeabilidade ao vapor
d’agua (TPVA), para os filmes por elas formados. Todas as andlises foram feitas em

triplicata.

O modelo gerado pelo programa Statistica® 13 foi submetido a analise de
variancia (ANOVA) para avaliacdo de sua significancia, de seu coeficiente de
determinacdo (R?) e de sua falta de ajuste. Além das 5 respostas avaliadas, foram
também conduzidos testes antimicrobianos contra os dois fungos deteriorantes de
maior incidéncia em morangos, R. stolonifer e B. cinerea. Entretanto, esses
resultados nao foram incluidos no planejamento, uma vez que muitas amostras nao
apresentaram halo de inibicdo contra os fungos, zerando as respostas no
planejamento, o que interferiria na analise do modelo gerado (conforme sera

discutido nos resultados).
2.5.1 Conteudo total de fendlicos

O conteudo total de fendlicos das 12 misturas poliméricas preparadas a partir
do DCCR foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, conforme descrito na

secdo 2.2.1. Para tanto, as misturas foram diluidas em &gua na concentracao de
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50 mg mL?, sendo a &gua utilizada como branco. O conteldo total de fendlicos foi

expresso em mg EAG mg -* de mistura.
2.5.2 Viscosidade

A viscosidade das misturas foi avaliada em funcdo da taxa de cisalhamento, de
0,1 a 1000 st a 25 °C, em um reémetro de deformacéo controlada AR-1000N (TA
Instruments), com geometria de cone placa de aco inoxidavel de 20 mm de
diametro, angulo de 2° e um gap de 69 um, equipamento do Grupo de Biopolimeros
e Biomateriais do IQSC/USP.

Um sistema Peltier foi utilizado para controle da temperatura, com precisao de
0,1 °C. Os modelos de Carreau (Equacao (2.5), para as amostras 1 e 9-12 do
DCCR) e Cross (Equacao (2.6), para as amostras 2-8 do DCCR) foram utilizados
para a modelagem das curvas e determinacéo da viscosidade das amostras.

N—Noo __ 1 .
No—Neo  (1+(ky)2)™/2) Equacdo (2.5)

N7 _ 1 .
Mo— Moo (1+(kY)™) Equacdo (2.6)

Nas equacdes, no e n- sao as viscosidades no platd newtoniano a zero de
cisalhamento e maxima a cisalhamento infinito, respectivamente, ambas em Pa s; y
¢ a taxa de cisalhamento (s'), k e n sdo constantes, sendo k o indice de

consisténcia (s) e n o indice de taxa (adimensional).
2.5.3 Espessura, solubilidade e opacidade

Os filmes obtidos pelo casting das misturas em moldes de Teflon® foram
caracterizados quanto a sua espessura com 0 auxilio de um micrémetro M110-25
(Mitutoyo Mfg. Co.). Para tanto, foram feitas 20 determinacdes em diferentes pontos
dos filmes. A espessura ndao entrou como resposta do planejamento experimental,
mas foi necessaria para o célculo da opacidade e da TPVA dos filmes. A
solubilidade foi determinada segundo método adaptado de Peng, Wu e Li (2013),
gue envolveu a secagem dos filmes por 24 h a 80 °C seguida pela a estabilizacédo da
temperatura dos filmes em dessecador com NaOH). Entdo, foi feita a pesagem
inicial dos filmes secos (m1). Em seguida, os filmes foram colocados em 10 mL de
agua deionizada e agitados por 6 h a 25 °C, a fim de simular condi¢des forcadas de

solubilizagdo. ApGs nova secagem a 80 °C por 24 h e nova estabilizagdo da
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temperatura em dessecador, os filmes foram pesados novamente, determinando-se
mz, a massa final dos filmes secos apds a solubilizacdo. A % de solubilidade foi

calculada segundo a Equagéo (2.7).
Solubilidade (%) = (%)x 100 Equacio (2.7)

A opacidade dos filmes a passagem de luz visivel foi determinada pela medida
da absorbéncia dos mesmos em 600 nm, segundo método descrito por Peng e Li
(2014); para tanto, foi utilizado um espectrofotdmetro (U-3000, Hitachi) e as medidas
de absorbéancia foram feitas em triplicata para cada filme. A opacidade foi calculada
segundo a Equagéo (2.8).

_1) — Absorbanciagog nm

Opacidade (A mm Equacdo (2.8)

Espessura

2.5.4 Taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA)

A TPVA dos filmes foi determinada usando o método padrdo ASTM
E96-E96M-16 (ASTM, 2016), conforme descrito por Oliveira Filho et al. (2020). Para
tanto, os filmes foram selados em copos de permeacdo (de 35 mm de diametro),
contendo 6 mL de &gua deionizada. Os copos foram pesados no inicio do
procedimento e colocados em uma estufa de circulacdo de ar marca Solab, modelo
SL-102, a 40 °C, contendo silica gel ativada (UR = 0%). A massa dos copos foi
determinada a cada 2 h, por 8 h, sendo o ponto final obtido apds 32 h. Finalmente, a
taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (g mm h* cm? Pa?) foi calculada com o
auxilio da Equacao (2.9). Na equacdo, m é a perda de massa dos copos contendo
os filmes, devido a evaporacdo da agua, A € a area do filme selado no copo, t é o
tempo de analise e Ap é a diferenca da presséo de vapor da agua entre o interior e 0
exterior dos copos. As analises foram feitas no Laboratério de Tecnologia Pos-
Colheita de frutas e hortalicas, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA Instrumentacao, Sao Carlos, SP, Brasil).

TPVA(gmmh™tcm™2 Pa™1) = t:;p Equacio (2.9)

2.5.5 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das doze misturas obtidas com os experimentos do

DCCR foi avaliada in vitro contra os fungos R. stolonifer e B. cinerea, seguindo
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adaptac6es do método descrito por Oliveira Filho et al. (2019). Para tanto, 200 pL
das solucdes de esporos dos fungos, com concentragcdes ajustadas para
105 esporos mL™, foram inoculadas em placas com Agar Batata Dextrose (BDA).
Para isso, foram feitas perfuracdes com 10 mm de diametro na superficie do agar
endurecido, utilizando ponteiras esterilizadas. Entdo, 50 pL das misturas
filmogénicas foram colocados nas perfuracbes sem agar e as placas foram
incubadas a 37 °C. Apos 48 h foram medidos, com o auxilio de um paquimetro, os
halos de inibicdo das misturas frente o R. stolonifer e, apds 168 h (tempo necessario
para o crescimento dos fungos), contra o B. cinerea. Estas andlises foram feitas no
Laboratorio de Microbiologia da EMBRAPA Instrumentacdo. As medi¢des dos halos

de inibicdo foram feitas em triplicata para cada halo, na horizontal e na vertical.
2.6 Andlise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi adotado para a analise de parametricidade e o
programa ActionStat (Estatcamp, 2014, Sao Carlos, SP, Brasil) foi utilizado para
avaliar a homogeneidade dos dados; dados paramétricos e homogéneos foram
analisados quanto a sua significancia pela ANOVA seguida pelo Teste de Tukey
(p < 0,05) e dados nao paramétricos foram analisados quanto a sua significancia
pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Obtencgéao e caracterizagdo do extrato de casca de romé

O extrato de casca de roméa obtido apresentou aspecto seco e alaranjado,
sendo o rendimento da extragao 46,1% (Figura 2.1).

Figura 2.1. Fotografia digital do extrato de casca de rom& em po.

Fonte: autoria prépria.

A Figura 2.2 mostra o espectro de FTIR-ATR obtido para o extrato de casca de
roma. Em 3273 cm™ observa-se uma banda larga referente ao estiramento das
ligacbes O-H da agua e dos grupos alcool, fenol e carboxilico presentes nos
compostos fendlicos que compdem o extrato. O leve sinal em 2922 cm'! é
caracteristico do estiramento C-H de grupos metil, metoxil e metileno, presentes nos
acidos fendlicos. As bandas vizinhas em 1715 e 1602 cm™ representam as ligacées
C=0 e C=C, referentes as carbonilas e as duplas ligagcdes dos anéis aromaticos,
respectivamente. Em 1341, 1200 e 1028 cm™, as bandas de maior transmitancia
podem ser atribuidas ao estiramento de ligaces N-H em aminas secundarias, C-H
em aromaticos, e C-C-N em aminas (BERTOLO et al., 2020; CHEYAD; SALMAN,
2017; SALEM; ALBANNA; AWWAD, 2017). A identificacdo das bandas presentes no
espectro FTIR do extrato de romad possibilitou a confirmacdo qualitativa dos

compostos de interesse do extrato, como os acidos fendlicos e os flavonoides.



72
Capitulo 2 — Resultados e Discussbes

Figura 2.2. Espectro de FTIR-ATR do extrato de casca de roma.
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Fonte: autoria propria.

O conteudo total de fendlicos do extrato foi determinado com o método de
Folin-Ciocalteu, sendo igual a 215,71 + 5,95 mg EAG g extrato. Em um trabalho
prévio, Bertolo et al. (2020) encontraram um conteudo total de fendlicos de
492 + 82 mg EAG g extrato para um extrato de casca de roma amarela obtido por
extracdo solido-liquido por 1 h a 50 °C. E importante ressaltar que as diferencas
encontradas no conteudo total de fendlicos de diferentes extratos estao relacionadas
nao apenas ao tipo da fruta e sua variedade, espécie e sazonalidade, mas também
ao modo de extracdo, tipo de solvente utilizado, temperatura, agitacdo, dentre
outros. Sendo assim, os resultados encontrados pelo método de Folin-Ciocalteu

acabam sendo um valor Unico para cada extrato obtido (RODRIGUES et al., 2020).

Em relacdo a atividade antioxidante frente ao radical ABTS, a solucdo de
extrato a 5 ug mL? foi capaz de inibir 51,7 + 1,9% do radical, o que corresponde a
1640,9 + 63,6 umol equivalente de Trolox g* de extrato. Esse resultado foi superior
ao encontrado por Pal et al. (2017) para o extrato de casca de roma, obtido por
agitacdo por 12 h empregando etanol como solvente de extracdo: o0s autores
reportaram que para inibir 50% do radical ABTS foi necessaria uma concentracdo de
587,36 ug mL* de extrato, ou seja, um valor cerca de 117 vezes maior que a

concentracdo do extrato de casca de roma preparado neste estudo.

A Figura 2.3 representa as % de inibicdo versus o log da concentracdo de
amostra, obtidas pelo ensaio antioxidante do radical DPPH para o extrato de casca

de roma e para o BHT, um antioxidante comercial muito utilizado pela industria de
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alimentos. Para ambas as amostras, observou-se um aumento na % de inibicdo
contra o radical com o aumento da concentragdo do antioxidante ou extrato. A partir
do ajuste sigmoide das curvas foi possivel o célculo do ICsp; quanto menor esse
valor, mais antioxidante é a espécie, uma vez que € necessaria uma menor
guantidade da mesma para se atingir 50% de inibicdo do radical livre. O valor de ICs
obtido para o extrato de casca de roma foi de 4,55 ug mL 1. Outros estudos na
literatura reportaram valores semelhantes de ICso para diferentes extratos de casca
de roma: Pal et al. (2017) chegaram a um ICso de 16,78 ug mL2, enquanto Okonogi
et al. (2007) apontaram o extrato de casca de roma como sendo 0 mais antioxidante
dentre os 8 extratos de cascas vegetais por eles investigados, com um ICso de
3 ug mL1. Os valores de ICso também estdo diretamente relacionados ndo apenas
ao conteudo total de fenolicos de um extrato, mas também a natureza dos fendlicos
obtidos durante o processo de extracao.

Figura 2.3. Porcentagens de inibicdo de diferentes concentracdes do extrato de casca de roma e do

antioxidante comercial BHT (em pg mL™1) contra o radical DPPH (R? = 0,9996 para a curva do extrato,
R? = 0,9955 para a curva do BHT).

y (extrato) = 124,91 + (1.31-124.91)/(1+exp(x-1.92)/0.28)
y (BHT) = 1621 + (1.34-1621)/(1+exp(x-5.43)/0.76))
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Fonte: autoria propria.

No caso do BHT, as % de inibicdo alcancadas frente o radical livre DPPH foram
bem menores que aquelas do extrato de casca de roma, resultado este que
demonstra o alto poder antioxidante do composto natural obtido neste estudo. O
antioxidante comercial atingiu apenas 19,15% de inibicdo contra o radical, na

concentracéo de 100 pg mL™.



74
Capitulo 2 — Resultados e Discussbes

Com o valor de ICso do extrato de casca de romé e da concentragao final de
DPPH no poco da microplaca (13,57 ug mL™?) foi possivel o célculo do IAA, o indice
de atividade antioxidante do extrato, que foi igual a 2,98. De acordo com Scherer e
Godoy (2009), valores de IAA maiores que 2,0 representam atividade antioxidante
muito forte, situacdo na qual se encontra o extrato de casca de roma obtido nesse

estudo.

Uma vez que o extrato de casca de roma foi preparado e caracterizado por
FTIR-ATR, pelo seu contetdo de compostos fendlicos totais e por sua atividade
antioxidante, deu-se inicio ao estudo de estabilidade em funcdo do pH do meio e da
temperatura de armazenamento. Como a proposta do estudo é a de que o extrato de
casca de roma atue como um composto ativo em revestimentos poliméricos, deve-se
considerar as condi¢des tecnologicas e de processamento que podem afetar sua
estabilidade. Dessa forma, foram testados 3 valores de pH (3, 7 e 11, Figura 2.4(A))
e 3 valores de temperatura (4, 25 e 37 °C, Figura 2.4(B)).

Figura 2.4. Espectros de absorgédo no UV-Vis para o extrato de casca de roma (250 ug mL™*) em
(A) diferentes pH (3, 7 e 11) e (B) diferentes temperaturas (4, 25 e 37 °C).
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Fonte: autoria propria.

Os espectros de absorcdo do extrato apresentaram um perfil semelhante em
todos os casos, especialmente no estudo da variacdo da temperatura em pH (3,4).
De modo geral, todas as 6 curvas da Figura 2.4 apresentaram duas bandas,
caracteristicas de compostos fenélicos, entre 250 e 370 nm. A banda de menor
comprimento de onda, entre 250-260 nm, é denominada banda B. Esta banda sofreu
variacdes mais bruscas em sua absorbancia em funcao do pH: nos pH 3 e 7, Agficou
préximo dos 257 nm, e a absorbancia nao variou de forma consideravel (Tabela 2.3).

Entretanto, aumentando o pH do extrato para 11 observou-se um deslocamento de
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As para 254 nm e uma diminuicdo no valor de Ag. Essa banda esta relacionada as
transicOes eletronicas para estados excitados no anel benzénico dos compostos
fendlicos, o que pode justificar o fato dela ter sofrido maiores deslocamentos e
mudancas de intensidade em um pH mais elevado (ROBARDS et al., 1999; QU et
al., 2012).

Tabela 2.3. Valores de comprimento de onda (A) e de absorbancia maxima (A) para as bandas Be C
dos espectros de absorcdo do extrato de casca de roma, em diferentes pH (3, 7 e 11) e em diferentes
temperaturas (4, 25 e 37 °C).

pH As (Nm) Ag Ac (nm) Ac
3 256,5 3,182 369 0,414
7 257 3,072 360,5 0,484
11 254 2,734 360,5 0,561

T (°C) As (NnmM) Ag Ac (nm) Ac
4 254 2,749 370 0,410
25 254 2,793 370,5 0,421
37 253 2,827 370 0,446

Fonte: autoria propria.

A segunda banda caracteristica, por volta dos 360-370 nm, € denominada
banda C e estéa relacionada a associacédo dos fendélicos com o solvente por meio de
interacdes de hidrogénio. Esta banda ficou mais bem definida para o extrato em pH
3, apesar de ter sido neste pH que foi verificado o menor valor de absorbancia. Aléem
disso, esse valor aumentou de acordo com o aumento do pH, sendo que a banda se
alargou e o Ac foi deslocado para valores menores (360,5 nm). O extrato em pH 11

foi o que apresentou maior valor de absorbancia para essa banda.

Qu et al. (2012) reportaram resultados semelhantes quando variaram o pH de
seus extratos de casca de roma: apesar de ndo terem ultrapassado o pH 7,0, eles
observaram que valores mais altos de pH levaram a uma mudanca significativa nos
compostos fendlicos do extrato, devido as mudancas observadas nos valores de Ag
e Ac. Assim, os autores sugeriram valores de pH menores, como 3,5 e 5,0, como

apropriados para manter a estabilidade estrutural do extrato de casca de roma.

Por outro lado, a variacdo de mais de 30 °C nas solucdes do extrato
armazenadas por 24 h aparentemente ndo trouxe mudancas significativas nas
estruturas dos fendlicos. Tanto os valores de A quanto os valores de absorbancia

ficaram muito préximos para as 3 temperaturas testadas, variando de 2,749 a 2,827
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no caso de Ag, e de 0,410 a 0,446 no caso de Ac (Figura 2.4(B)). Assim, pode-se
concluir que os espectros de absorcdo no UV-Vis de compostos fendlicos sao
dependentes de sua estabilidade estrutural, a qual foi mais influenciada pelo pH do
gue pela temperatura do meio. Portanto, visando a aplicagao proposta neste estudo,
pode-se dizer que a adicdo do extrato em revestimentos de quitosana e gelatina
pode ser conduzida sem danos a estabilidade estrutural dos fendlicos e,

consequentemente, ao seu potencial antioxidante.
3.2 Obtencéao e caracterizagdo da quitosana

Uma vez obtida a partir da desacetilacdo da B-quitina proveniente dos gladios
de lula, a quitosana (Figura 2.5) foi seca e pesada. O rendimento foi de 29,5%, o que
estd dentro do esperado de acordo com outros trabalhos da literatura e com
trabalhos prévios do grupo (BERTOLO et al., 2020; KURITA, 2006).

Figura 2.5. Fotografia digital da quitosana em poé.

Fonte: autoria prépria.

O grau de acetilacdo da quitosana foi caracterizado por RMN H (Figura A3 nos
apéndices desta tese). Para o célculo foi utilizada a Equacéo (2.10), que relaciona
as integrais das areas dos picos Hac (referente aos hidrogénios da metila nos
grupamentos acetilados) e Hz. O grau de acetilacdo determinado para a quitosana
preparada foi de 11,1 + 0,5%, também dentro do esperado conforme trabalhos
prévios do grupo (BERTOLO et al.,, 2020), o que significa que a etapa de
desacetilacdo da quitina foi capaz de eliminar cerca de 89% dos grupos acetilados
da estrutura do polimero. Quanto mais desacetilada € a quitosana (ou seja, quanto
menor seu grau de acetilacdo), maior é a quantidade de grupos aminos disponiveis
para a protonacdo na cadeia polimérica, 0 que aumenta a reatividade e a
solubilidade da quitosana no meio (VEIGA, 2011).



77
Capitulo 2 — Resultados e Discussbes

GA (%) = (*4</"=2) x 100 Equagio (2.10)

A analise de viscosimetria capilar (Tabela Al nos apéndices desta tese)
resultou em uma massa molar viscosimétrica média (M) para a quitosana de
(3,00 + 0,16) x 10°Da (ou 300 *+ 16 kDa), podendo a quitosana obtida ser
classificada como de alta massa molar viscosimétrica (>150 kDa) (BRUGNEROTTO
et al., 2001; RINAUDO, 2006).

Além da massa molar viscosimétrica, a massa molar absoluta (Mw) da
quitosana foi determinada por meio de cromatografia liquida de exclusdo de
tamanho acoplada a detec¢éo por espalhamento de luz. A Figura A4 nos apéndices
desta tese mostra o gréafico de indice de refracao diferencial versus concentracao de
amostra, o qual permitiu o calculo do incremento do indice de refra¢cdo da quitosana,
ou dn/dc. Para a quitosana obtida neste estudo, o dn/dc foi de
0,2128 +0,0071 mL g (R?=0,9967). Também na Figura A4, encontra-se o
cromatograma com a distribuicio da massa molar da quitosana em funcédo do
tempo. Por meio do ajuste dos dados pela Equacéo de Zimm, o Mw calculado para a
guitosana foi de (5,08 + 0,16) x 10° g mol?, o que confirma que a quitosana obtida

neste estudo foi de alta massa molar.

3.3 Design experimental para otimizacdo das proporgdes das misturas

poliméricas dos revestimentos

Uma das tendéncias mais atuais no desenvolvimento de materiais de
revestimento e embalagem é a aplicacdo de ferramentas quimiométricas que
permitem otimizar as caracteristicas desejadas do material polimérico de
recobrimento, enquanto ao mesmo tempo reduzem o numero de experimentos e 0
consumo de tempo, energia e reagentes. O uso dessas ferramentas muitas vezes
também possibilita predizer as caracteristicas dos materiais e como elas podem
variar de acordo com as modificacdes na composi¢cdo dos mesmos (ISTIQOMAH et
al., 2022; SHARIFI; PIRSA, 2021). Nesse sentido, a aplicacdo do extrato de casca
de roma como um componente ativo de materiais a base de quitosana e gelatina e

sua influéncia na otimizacado da composicédo do material foram investigadas.
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A Tabela 2.4 traz os resultados das formulagdes obtidas com o DCCR. Para a
escolha da melhor composi¢cdo de quitosana, gelatina e extrato de casca de roma
nos revestimentos, levou-se em conta que seu conteudo de fendlicos deveria ser
consideravel (demonstrando assim seu potencial antioxidante), enquanto sua
viscosidade a zero de cisalhamento (no) deveria ser minimizada (jA que materiais
muito viscosos apresentam inumeros desafios experimentais durante as etapas de

aplicagéo dos revestimentos nos frutos).

As respostas de solubilidade e de taxa de permeabilidade ao vapor d’agua dos
filmes também deveriam ser as menores possiveis, uma vez que ndo € desejado
gue os filmes se desintegrem quando em contato com a agua durante a lavagem
dos frutos, bem como deseja-se que a perda de agua dos morangos revestidos seja
minimizada durante o armazenamento. Os resultados de opacidade, por sua vez,
deveriam ser maximizados, uma vez que os filmes devem atuar como barreiras a
passagem de luz para proteger os morangos de processos foto-oxidativos. Além
disso, apesar de ndo terem entrado no planejamento, os resultados de halo de
inibicdo contra os fungos foram levados em consideracdo na tomada de deciséao

para escolha da melhor mistura polimérica (Tabela 2.4).
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Tabela 2.4. Resultados obtidos para as analises conduzidas com as 12 misturas do DCCR, adotado para a escolha das concentracdes ideais de quitosana,

gelatina e extrato de casca de roméa nos revestimentos.

Fenolicos ( | Espessura Solubilidade Opacidade TPVA Halos de inibicdo (mm)
N EAG -1 No Pas h-l -2
(m?nistur;r)]g (mm) (%) (A mm?) (gPrZT(E-OSE R stolonifer B. cinerea

1 197,02 + 7,01 4,24 +0,61%" 0,034 + 0,004° 19,80 + 3,54 10,49 + 1,12 1,97 £ 0,15¢ - -

2 531,75 + 21,582 1,59 £ 0,279 0,041 + 0,002*¢ 28,62 + 5,443 15,06 + 1,12% 2,22 +0,08¢ - -

3 169,65 + 16,799 8,36 + 0,20° 0,035 + 0,004% 26,00 + 5,50%°¢ 12,01 + 0,29¢ 2,75 + 0,02%c - 6,17 + 0,36°
4 246,49 + 28,05 5,40 + 0,16 0,040 + 0,005%¢ 27,77 + 0,493 16,96 + 0,832 3,54 + 0,052 6,49 + 0,42° 9,78 +1,33%
5 312,81 + 4,25¢ 2,33+0,07% 0,043 +0,003* 23,78 + 0,64 14,50 + 0,98 2,69 + 0,03bcd - -

6 359,47 + 19,56 2,48 £ 0,199 0,043 + 0,004 23,35+ 1,37 15,30 + 0,58% 2,77 + 0,05%°¢ - -

7 331,05 + 34,80°% 2,70 £ 0,19%9 0,043 + 0,003 22,13 £0,31° 14,36 + 0,36 2,77 +£0,11%¢ - -

8 315,96 + 7,01¢ 2,31+0,12% 0,043 + 0,003 22,77 £ 4,74° 14,32 + 0,69° 2,74 + 0,033 - -

9 100,53 + 7,37" 4,51 + 0,14% 0,046 + 0,004 29,50 + 0,66%° 10,37 + 0,40 2,54 + 0,02¢ - -

10 465,44 + 8,83° 2,29 + 0,07 0,052 + 0,005 29,84 + 0,20%°¢ 14,79 + 0,69° 2,44 + 0,09¢ - -

11 388,25 + 17,31° 17,01 +2,322 0,042 + 0,005 50,74 £ 3,902 8,55 + 0,30¢ 2,40 +1,15% - -

12 345,43 + 21,37 11,31 +0,10° 0,056 + 0,005? 31,98 + 1,172 10,58 + 0,26 3,07 £ 0,132 16,63 + 2,60* 13,13 +1,73?

Fonte: autoria prépria. Em uma mesma coluna, valores com letras sobrescritas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) por

ANOVA e Tukey.
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3.3.1 Conteudo total de fendlicos

A Figura 2.6(A) mostra o Diagrama de Pareto e o grafico de superficie de
resposta gerados para o conteado total de fendlicos das 12 misturas do
planejamento. Os efeitos lineares das duas varidveis (concentragdo de extrato:
+15,39 e % de quitosana: -6,20) foram significativos para o conteudo de fendlicos,
bem como a curvatura (-6,05), e o efeito quadratico da % de quitosana (-3,94)
(p < 0,05, R? = 0,91674). Apenas a concentracdo de extrato teve efeito positivo (o de
maior influéncia) sobre as respostas, 0 que ja era esperado, uma vez que quanto
maior a concentracdo de extrato de casca de roma adicionada as misturas
poliméricas, maior seu conteudo total de fendlicos. A % de quitosana teve um efeito
menor e negativo, o que significa que foi inversamente proporcional a resposta
encontrada para os fendlicos. Assim, quanto mais quitosana presente no
revestimento, maior a interacdo com os fendlicos da casca de roma, que ficam
menos disponiveis para interagdo com o reagente de Folin. Esses efeitos também
podem ser observados na Figura 4.6(B): o conteudo total de fendlicos seria
maximizado para mais de 800 mg EAG mg™ na regido de +1 a +2 de concentracdo

de extrato e -1 a -2 de % quitosana (variaveis codificadas).

Figura 2.6. Diagrama de Pareto (A) e gréafico de superficie de resposta (B) para o conteldo total de
fendlicos das amostras do DCCR.

(A) (B)

(1)[extrato](L) 15,39

(2)%quitosana(L)| ‘%
z
(7]
1Lby2L 2
[extrato)(Q) e Bl > 800
<700
%Qquitosana(Q) = <500
[ ] <300
p=0,05 B <100
I <-100

Fonte: autoria prépria.

3.3.2 Viscosidade

A viscosidade das amostras apresentou-se altamente influenciada pelo efeito
guadratico da % de quitosana (+69,56) e dependente em menor magnitude dos
efeitos linear (-17,45) e quadratico (-7,35) da concentracdo de extrato, conforme

mostrado no Diagrama de Pareto da Figura 2.7(A) (R? = 0,73518). Isso significa que
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o fator de maior influéncia sobre a viscosidade dos revestimentos foi a quantidade
de quitosana presente, sendo que quanto maior a concentracdo do polimero, maior
a viscosidade. A adicéo do extrato de casca de roma, por outro lado, mostrou-se ser
atil para diminuir a viscosidade dos revestimentos, apresentando um efeito negativo
gue indica que, quanto maior a concentracdo de extrato, menor a viscosidade. Tal
efeito da adicdo dos fendlicos sobre a viscosidade dos sistemas poliméricos ja havia
sido reportado por Bertolo et al. (2020), em um estudo prévio em sistemas de
quitosana e gelatina, com um intervalo de concentragbes de extrato de casca de
roma amarela de 50 a 200 mg mL"1.

Figura 2.7. Diagrama de Pareto (A) e gréafico de superficie de resposta (B) para a viscosidade das
amostras do DCCR.

(A) (B)

%quitosana(Q) 69,56
(1)[extrato](L)

[extrato](Q)

Il > 20
<19
. < 14
h [ ]<9
=0,05 B <4
f . <1

1Lby2L

(2)%quitosana(L)

Fonte: autoria prépria.

Solucdes poliméricas de revestimento devem apresentar uma viscosidade
moderada, ou seja, alta o suficiente para garantir um espalhamento uniforme do
revestimento sobre a superficie da fruta (evitando um gotejamento exacerbado do
material), e baixa o suficiente para que a fruta consiga ser imersa na solucdo, ou
para que essa consiga ser pulverizada sobre a superficie da fruta (no caso de
revestimentos por imersdo ou por spray, respectivamente). Alguns autores sugerem
gue viscosidades entre 1 e 10 Pa s seriam as mais adequadas para garantir a
execucdao de todos os processos tecnolédgicos envolvidos em um revestimento (NAIR
et al., 2011). No grafico de superficie de respostas da Figura 2.7(B) observa-se que
esse intervalo de viscosidades ficou entre as regides amarela e verde, fugindo dos

extremos de altas e de baixas concentracdes de quitosana.
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3.3.3 Solubilidade e opacidade

A solubilidade dos filmes também foi uma resposta a ser minimizada, uma vez
gue se busca por filmes poliméricos que nado sejam facilmente removidos quando em
contato com a 4gua. Os efeitos de influéncia significativa sobre essa resposta foram
os efeitos quadratico e linear da % de quitosana (+23,50 e -10,43, respectivamente),
o efeito linear da concentracdo de extrato (+5,47) e a curvatura (-4,91), conforme
mostrado no Diagrama de Pareto da Figura 2.8(A) (R? = 0,51889). Isso significa que
concentragcbes maiores de quitosana levaram a uma menor solubilidade dos
revestimentos, de forma linear. Entretanto, quando se analisa o efeito combinado
dessa variavel com ela mesma, a significancia de sua influéncia aumenta, porém o
efeito oposto € observado, ou seja, maiores concentracdes de quitosana levam a
uma maior solubilidade. Além disso, quanto maior a concentracdo de extrato, maior
a solubilidade do filme, porém de forma menos influente que a % de quitosana. A
Figura 2.8(B) mostra que solubilidades menores que 24% ficariam situadas na
regiao central de % de quitosana, e com concentracdes de extrato entre 0 e -2.

Figura 2.8. Diagrama de Pareto (A) e gréfico de superficie de resposta (B) para a solubilidade das
amostras do DCCR.

(A)

%quitosana(Q) 23,50

(2)%quitosana(L)

(1)[extrato](L)
1Lby2L B > 60
B < 54
[extrato)(Q) [ <44

p=0,05 B <24

Fonte: autoria prépria.

A opacidade, por sua vez, foi uma resposta a ser maximizada, uma vez que se
deseja melhorar a propriedade de barreira dos filmes a passagem de luz. Para essa
resposta, a concentracdo de extrato de casca de roma foi a varidvel de maior
influéncia, com um efeito linear de +12,12, o que significa que a adi¢do dos fendlicos
do extrato diminuiu a transparéncia dos filmes. Tal fato ja era esperado e também
pode ser observado visualmente, uma vez que os filmes com mais extrato se

apresentaram mais escuros e opacos. Os efeitos quadratico e linear da % de
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quitosana também foram significativos (-10,35 e +4,82, respectivamente), conforme
mostra o Diagrama de Pareto da Figura 2.9(A) (R? = 0,79435). Para se maximizar a
opacidade, o grafico de superficie de respostas da Figura 2.9(B) aponta para regides
vermelhas nos extremos positivos de concentracao de extrato, e na regido central de
% de quitosana.

Figura 2.9. Diagrama de Pareto (A) e gréafico de superficie de resposta (B) para a opacidade das
amostras do DCCR.

(A)

(1)[extrato](L) 12,12

%quitosana(Q)

(2)%quitosana(lL)

B - 16
M <15
B <13
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<o
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[extrato](Q)

1Lby2L

p=0,05

Fonte: autoria prépria.

3.3.4 TPVA

Por fim, a TPVA dos filmes era a ultima resposta que se desejava minimizar,
uma vez que filmes menos permeaveis tendem a controlar melhor a perda de agua
dos frutos por eles revestidos. Aléem disso, também €& um parametro fundamental
para a protecdo da fruta da deterioracdo induzida pela agua (que auxilia no
crescimento de microrganismos). Nesse caso, a % de quitosana teve um efeito linear
altamente significativo (+27,67), seguida pelos efeitos linear e quadratico da
concentracdo de extrato (+8,24 e -8,10, respectivamente), e pela curvatura (+7,06)
(Figura 2.10(A), R? = 0,80796). Isso demonstra que menores % de quitosana no
sistema polimérico levaram a taxas de permeabilidade menores, em combinacéo
com concentracdes mais elevadas de extrato (Figura 2.10(B)). Tal resultado esta de
acordo com o0 esperado, uma vez que a literatura reporta altas taxas de
permeabilidade ao vapor d’agua para filmes de quitosana. A associacdo com a
gelatina e com os componentes fendlicos diminui o espaco livre da rede polimérica
formada, diminuindo assim a taxa de difusdo das moléculas de agua (WANG et al.,

2021a). Dessa forma, menores % de quitosana em combinagdo com a gelatina
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possibilitam a formacédo de uma rede polimérica intrincada o suficiente para diminuir
a passagem de agua.

Figura 2.10. Diagrama de Pareto (A) e grafico de superficie de resposta (B) para a TPVA das
amostras do DCCR.

(A) (B)

(2)%quitosana(L) 27,67
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Fonte: autoria propria.

A Tabela A2 nos apéndices desta tese mostra os resultados de ANOVA obtidos
para todas as respostas do DCCR discutidas acima. Com excec¢do do conteudo total
de fendlicos, todas as respostas do planejamento apresentaram falta de ajuste
significativa, pois seus Fca da falta de ajuste/erro puro foram menores que seus Fiap.
Apesar disso, seus valores de R? permitem que esses resultados sejam
considerados para a determinacdo da composicdo mais apropriada de quitosana,
gelatina e extrato de casca de roma das misturas, dentro das condi¢des testadas,

sem fazer previsdes e/ou extrapolacdes (BOGUSZ et al., 2011).

3.3.5 Atividade antimicrobiana

Conforme pode ser observado na Tabela 2.4, apenas as misturas 4 e 12
apresentaram halo de inibicdo contra os fungos R. stolonifer e B. cinerea, sendo que
para esse ultimo fungo também foi detectada inibicdo para a mistura 3. A variavel
em comum entre as trés amostras foi a alta concentracdo de quitosana nelas
presente, correspondente a 0,8% nas misturas 3 e 4, e a 0,92% na mistura 12. De
maneira geral, os diametros dos halos de inibicdo aumentaram de acordo com o
aumento na concentracdo de quitosana da mistura, para um mesmo fungo. Mais
ainda, o aumento em 3Xx na concentracdo de extrato de casca de roma, de
50 mg mL! na amostra 3 para 150 mg mL* na 4, levou a uma tendéncia de aumento
no halo de inibicdo contra o fungo B. cinerea (de 6,17 * 0,36 mm para

9,78 + 1,33 mm, respectivamente), o que sugere que a presenca do extrato pode ter
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contribuido para uma maior acdo antimicrobiana, uma vez que a % de quitosana era
a mesma para ambas as amostras. A Figura 2.11 mostra os halos de inibicdo
formados pela mistura 12 contra o crescimento do R. stolonifer (Figura 2.11(A)) e do
B. cinerea (Figura 2.11(B)).

Figura 2.11. Halos de inibicdo da amostra 12 contra: (A) R. stolonifer e (B) B. cinerea.
A

Fonte: autoria prépria.

Os resultados de atividade antimicrobiana das misturas, apesar de néo terem
sido incluidos na andlise do planejamento pelo Statistica®, foram determinantes
para a escolha da mistura que daria seguimento aos estudos de caracterizacao e
revestimento, uma vez que demonstraram a importancia de concentracbes mais
elevadas de quitosana em relacdo a gelatina para a seguranca microbiologica.
Assim, visando-se respeitar as necessidades de concentracbes moderadas de
guitosana para a minimizacdo da viscosidade, da TPVA e da solubilidade dos
revestimentos, mas ao mesmo tempo escolhendo-se uma concentracdo alta o
suficiente para o desempenho da atividade antifingica, optou-se pela amostra 3 da
Tabela 2.4. Seu filme mostrou valores de solubilidade e TPVA menores que 0sS
filmes 4 e 12, e a viscosidade de sua mistura foi menor que a da mistura 12. Além
disso, a mistura 3 foi capaz de inibir o fungo B. cinerea no modelo in vitro, sugerindo
resultados promissores para a aplicacdo proposta nesta tese, uma vez que as
concentragbes de microrganismos presentes em alimentos tendem a ser bem

menores que aquelas testadas in vitro no ensaio de zona de inibi¢ao.
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4. CONCLUSOES

A etapa inicial deste estudo envolveu o preparo e a otimizagdo de materiais a
base de quitosana, gelatina e extrato de casca de rom&, oS quais serao
caracterizados no capitulo a seguir e aplicados como revestimentos naturais de
morangos no capitulo 4. O DCCR adotado para a determinacao das composi¢cfes de
cada um dos componentes dos revestimentos apontou para quantidades menores
de quitosana como sendo mais adequadas para minimizar a viscosidade das
misturas e a solubilidade dos filmes, enquanto os estudos in vitro sugeriram que
concentracfes mais elevadas de quitosana seriam necessarias para a seguranca
microbioldgica dos revestimentos, o que levou a escolha da composi¢cdo contendo
0,8% de quitosana, 0,2% de gelatina e 1 mg g ! de extrato de casca de roma para a
continuidade do estudo.
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1. INTRODUCAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados da caracterizacao
da formulacdo polimérica de quitosana, gelatina e extrato de casca de roma
otimizada no capitulo anterior. A maior parte dos resultados aqui apresentados
também faz parte do artigo intitulado “Central composite design optimization of active
and physical properties  of  food packaging films based on
chitosan/gelatin/pomegranate peel extract”, que foi publicado no periédico
internacional “Food Packaging and Shelf Life” (fator de impacto = 8,0 em 2023)
(BERTOLO et al., 2022). Este artigo pode ser visualizado no Anexo | desta tese.
Além disso, estes resultados também foram utilizados para o depdésito da patente BR
10 2021 026404: “Composicoes poliméricas com propriedades antioxidantes e
antimicrobianas para revestimento de frutas, método de preparacéo do revestimento
e seu uso” (BERTOLO et al., 2021b) (Anexo II).

Assim, o0 objetivo principal deste capitulo foi o de caracterizar a formulagéo
otimizada contendo 0,8% de quitosana, 0,2% de gelatina e 1 mg g ! de extrato de
casca de roma em comparacdo com uma formulacdo de mesma composicdo, mas
sem extrato, de forma a se elucidar os efeitos dos compostos fendlicos sobre as
propriedades da mistura polimérica. Sendo assim, 0s objetivos especificos deste
capitulo sdo: (i) o estudo reologico das formulacbes com e sem extrato; (i) a
avaliacdo das propriedades espectroscopicas e morfologicas dos filmes
provenientes dessas solucdes; (iii) a avaliacdo das propriedades fisico-quimicas de
solubilidade, intumescimento e hidrofilicidade, propriedades de barreira a luz e
propriedades mecanicas dos filmes; (iv) a avaliagdo das propriedades ativas
(antioxidante e antimicrobiana) das formulacdes; e (v) o estudo da liberacdo do

extrato da matriz polimérica em diferentes condicBes experimentais.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo dos filmes QG e QGE

Uma vez tendo sido determinada a proporcao ideal entre os polimeros da
mistura de quitosana (Q) e gelatina (G), bem como a concentracdo de extrato de
casca de roma (E) que levou aos resultados mais satisfatorios dentre as respostas
avaliadas no planejamento experimental do capitulo anterior, deu-se sequéncia a
caracterizacado dessa amostra, denominada QGE (amostra 3 da Tabela 2.2). Como
forma de comparagdo, também foi preparada uma mistura QG, mantendo as
proporcdes entre os polimeros, mas sem a adi¢édo do extrato de casca de roma. E
importante ressaltar que a essa amostra foi adicionada uma solugcédo etandlica
60% (v/v), sem o extrato, apenas para se manter as concentracdes dos polimeros da
amostra QGE. As amostras foram pesadas em moldes de Teflon® com controle de
gramatura e colocadas por 1 semana ao abrigo da luz, para a formacgéo dos filmes.
Uma vez secos, os filmes foram estabilizados em uma umidade relativa (UR) de 75%

com solucéo saturada de cloreto de sédio a 25 °C em uma camara com higrémetro.
2.2 Estudo reoldgico

A fim de se determinar a regido viscoelastica das misturas QG e QGE, os
primeiros ensaios reoldgicos conduzidos no rebmetro de deformacéo controlada AR-
1000N (TA Instruments) foram de oscilacdo de stress, com temperatura e frequéncia
constantes (25 °C e 1,0 Hz, respectivamente), variando-se a tensao de oscilacdo de
0,05 a 500 Pa e obtendo-se assim os mddulos elastico (G’) e viscoso (G”) em

funcdo da % de deformacéo.

Os médulos G’ e G” também foram avaliados em fungao da frequéncia angular
aplicada, de 0,1 a 100 rad s, a 25 °C e 10% de deformacgdo e em funcédo da
temperatura, de 25 a 75 °C, com uma rampa de 5 °C min-1, a 1,0 Hz de frequéncia e
10% de deformacédo. Por fim, foram conduzidos ensaios de fluidez, variando-se a
tenséo de cisalhamento de 0,5 a 1000 s em diferentes temperaturas: 15, 25, 35, 45

e 55 °C. Todos os ensaios reologicos foram conduzidos em triplicata.

As curvas obtidas nas diferentes temperaturas foram modeladas de acordo
com o modelo de Cross (Equacao (2.6)). A viscosidade das amostras foi entéao

relacionada com a temperatura de estudo por meio da equagédo de Arrhenius
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(Equacado (3.1)). Nessa equacdo, Ea é a energia de ativacdo, R € a constante
universal dos gases perfeitos (8,3144 J Kt mol) e A é uma constante, relacionada a
frequéncia de colisdes entre as moléculas. O coeficiente angular das retas de In no
versus 1/T corresponde a -Ea/R.

Inno=InA-(E)x () Equagéo (3.1)

2.3 Analises espectroscopicas e morfolégicas

Os espectros FTIR-ATR dos filmes QG e QGE foram obtidos de 4000 a
650 cm, com resolucdo de 2 cm™ e acumulando 16 varreduras, conforme descrito
na sec¢édo 2.2.1 do capitulo 2. Os espectros Raman de QG e QGE foram obtidos em
um microscopio WITec Alpha 300 RAS (WITec), por excitacdo em 532 nm e com
deteccdo de 150 a 3500 cm™. Uma objetiva de ampliacdo de 20x (Zeiss) coletou os
espectros, que foram processados com os softwares WITec Project FOUR e Origin
2016. Todos os ensaios foram conduzidos no Centro de Pesquisa em Optica e
Fotbnica do Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC/USP).

As analises morfolégicas por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos
filmes foram conduzidas em sua superficie, bem como em sua seccéo transversal
(por meio da fratura dos filmes). Os filmes foram colados em stubs com uma fita
condutora de carbono e recobertos com uma camada de ouro em um metalizador
Coating System Bal-Tec Med 020 (Bal-Tec). As condi¢cdes experimentais foram:
pressdo na camara de 2.102 mbar, corrente de 60 mA e taxa de deposicdo de
0,60 nm s !, O equipamento utilizado foi o Zeiss Leo 440 com detector Oxford
(modelo 7060) e feixe de elétrons de 20 kV, que esta alocado na Central de Analises
Quimicas do IQSC/USP.

2.4 Solubilidade, intumescimento, teor de umidade e angulo de contato

O teor de umidade dos filmes foi determinado por diferenca de pesagem antes
e apobs sua estabilizacdo em 15% de UR, em uma camara de umidade de controlada
com NaOHygs), por 7 dias. Sua % de intumescimento foi determinada em triplicata a
partir do método adaptado de Peng, Wu e Li (2013), que envolveu a imersao dos
filmes em 10 mL de 4gua deionizada e pesagens em intervalos de tempo especificos

(30 min, 1, 2, 4 e 6 h). Da mesma forma, avaliou-se a solubilidade dos mesmos pela
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diferenca de massa entre os filmes umidos e secos, conforme procedimento descrito

na sec¢do 2.5.3 do capitulo 2, para os tempos de 30 min, 1, 2,4 e 6 h.

Para se determinar o grau de hidrofilicidade dos filmes, as medidas de angulo
de contato foram feitas segundo procedimento adaptado de Rodrigues et al. (2020)
em um gonidémetro CAM200 (KSV Instruments), equipamento alocado no Grupo de
Polimeros “Prof. Bernhard Gross” do IFSC/USP. Para tanto, goticulas de agua de
5 uL foram depositadas na superficie dos filmes, em ftriplicata, utilizando-se uma
microsseringa de precisao. As medi¢cbes do angulo de contato foram feitas em
10 frames a cada 1 s. Os angulos de contato em ambos os lados da queda da
goticula foram calculados com o software CAM 2008, usando o método de ajuste de
Young/Laplace. Os valores médios dos angulos de contato foram reportados no final
de 10 s.

2.5 Propriedades Opticas e ensaios mecanicos

As propriedades oOpticas dos filmes foram determinadas com um colorimetro
HunterLab (HunterLab, equipado com um iluminante padrdo C e sistema CIELAB),
em relacdo a sua luminosidade (L*), cromaticidade (C*), angulo de tonalidade ou
angulo Hue (h°) e diferenga total de cor (AE). As propriedades de barreira Optica
contra o UV e a luz visivel foram obtidas em espectrémetro UV-vis (Shimadzu 1600),
de 250 a 800 nm. As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas por
ensaios de tracdo versus deformacéo seguindo o método D882-12 (ASTM, 2012). O
equipamento utilizado foi um analisador de textura TA. XT Plus (Stable Micro
Systems), da EMBRAPA Instrumentacdo. Os ensaios foram conduzidos em

quintuplicata.
2.6 Propriedades ativas

Em relacdo as propriedades antioxidantes, o contetdo total de fendlicos das
misturas QG e QGE foi determinado de acordo com o método de Folin, seguindo o
mesmo procedimento descrito na secado 2.5.1 do capitulo 2. O IC2 das amostras, ou
seja, a concentracdo das misturas necessaria para inibir 20% do radical DPPH
colocado em contato com elas, foi determinado segundo o procedimento descrito na
secdo 2.2.3 do capitulo 2, variando-se a concentracdo das misturas QG e QGE de
20 a 80 mg mL™.
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Em relacdo as propriedades antimicrobianas, o extrato de casca de romé e as
misturas QG e QGE tiveram sua concentracdo inibitéria mimica (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) determinadas contra cepas bacterianas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella enterica enteritidis ATCC 13076)
com o ensaio de micro diluicdo em caldo, de acordo com as diretrizes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).

Os materiais foram diluidos em série em uma placa de 96 pogos com caldo
Mueller Hinton (MHB, pH 5,5, Himedia), sendo as concentragdes iniciais de
2000 pg mL? para o extrato e de 500 ug mL? para QG e QGE. Uma suspenséo
padrdo de 0,5 McFarland (1-2 x 108 unidades formadoras de col6énia (UFC) mL™?) das
culturas foi preparada em MHB e diluida para atingir uma populacdo final de
5 x 10° UFC mL"?! por poco da microplaca. As placas foram incubadas a 37 °C por
18 h e sua densidade Optica foi determinada em 600 nm (leitor de microplacas
Perkin Elmer EnSpire). Entdo, 10 pyL das solucdes dos pocos sem crescimento
aparente foram colocados em placas de agar MHB e incubados por 24 h. A
concentracdo mais baixa da amostra sem crescimento microbiano aparente foi
identificada como CIM e a concentracdo mais baixa sem células viaveis detectaveis
foi identificada como CBM. Os ensaios foram conduzidos no Grupo de Biotecnologia
Microbiana do IQSC/USP.

2.7 Estudo de lixiviacdo dos filmes em funcéao do pH e temperatura

A lixiviacdo do filme QGE em diferentes pH e temperaturas foi avaliada pelo
monitoramento da liberacdo do extrato de casca de roma, por meio de leituras de
absorbancia em 280 nm, em um espectrofotbmetro UV-Vis (U-300, Hitachi). Para
tanto, pedacos de 2,25 cm? dos filmes foram colocados em 2 mL de solu¢cées com
pH 3, 7 e 11. A leitura das solu¢bes em 280 nm se deu apoés 2, 4, 6, 8 e 24 h de
liberacdo. Apds cada leitura, as aliquotas eram retornadas aos recipientes contendo
os filmes. Para a determinacdo da concentracdo de extrato de casca de roma
liberado em cada pH, foram construidas trés curvas de calibracdo do extrato,
variando-se sua concentracdo de 15,62 a 62,50 ug mL2. No caso da temperatura, os
filmes foram colocados em 2 mL de tampéo de &cido citrico (0,1 mol LY) e NaHPO4
(0,2 mol L?), pH 3,4, e mantidos a 4, 25 e 37 °C. As leituras de absorbancia foram

tomadas ap6s 2 e 24 h de liberacdo. A concentragdo de extrato liberado foi
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determinada com o auxilio de uma curva de calibracdo do extrato em tampédo pH
3,4. Em todos os casos, as medidas foram feitas em triplicata.

2.8 Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi adotado para a andlise de parametricidade e o
programa ActionStat (Estatcamp, 2014, Sao Carlos, SP, Brasil) foi utilizado para
avaliar a homogeneidade dos dados; a diferenca estatistica entre as amostras foi

determinada pelo teste t de Student (p < 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Estudo reoldgico

O estudo reoldgico das misturas QG e QGE teve inicio com a varredura dos
modulos elastico (G’) e viscoso (G”) em fungdo da % de deformacdo aplicada. A
partir dessa varredura, pode-se determinar a regido viscoelastica linear (RVL), ou
seja, o intervalo de deformacdes aplicadas no qual os mddulos permanecem
constantes; saindo da RVL, os moédulos tendem a diminuir de acordo com o0 aumento
na % de deformacao (FADAVI et al., 2014). A Figura 3.1(A) mostra as curvas médias
de deformacéao obtidas para QG e QGE. Em ambas as misturas, G” > G’, indicando
a predominancia do modulo viscoso sobre o elastico.

Figura 3.1. Médulos G’ (simbolo aberto) e G” (simbolo fechado) das misturas QG (m) e QGE (m) em
funcdo de: (A) % de deformacdo, (B) frequéncia angular e (C) temperatura.
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Fonte: autoria prépria.

A partir dessas curvas, determinaram-se 0s parametros apresentados na
Tabela 3.1. O primeiro deles, y., € a deformagdo critica das misturas, ou seja, a

maior % de deformacdo a qual as misturas podem ser submetidas antes de sairem
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da RVL. Quanto maior o valor deste parametro, mais extensa é a RVL, indicativo de
uma mistura com uma forca estrutural maior (FADAVI et al.,, 2014). O segundo
parametro, G’Lvr, € 0 valor de mddulo elastico relativo a yi, ou seja, o valor de G’ no
limite da RVL.

Tabela 3.1. Parametros obtidos pelos ensaios reolégicos de deformacéo e de frequéncia para as
amostras QG e QGE.

Parametros QG QGE
yL (%) 65,67 + 2,76% 68,47 + 1,332
G’ru (Pa) 9,30 + 0,56* 7,94 + 0,14°
tand 1,63 £ 0,02° 1,80 £ 0,022
G”’-G’ (Pa) 5,562 + 0,152 5,99 + 0,222
Weruzamento (rad s™) 19,49 + 1,05° 23,74 £ 0,822
G’cruzamento (P) 27,78 £ 2,472 29,87 + 0,552

Fonte: autoria prépria. Em uma mesma linha, amostras com letras sobrescritas diferentes indicam
diferencas estatisticas significativas pelo teste t de Student (p < 0,05).

Observou-se que a adicao do extrato de casca de roma ao revestimento levou
a uma tendéncia de aumento de y., indicativo de que ele pode estar reforcando a
estrutura polimérica e tornando-a menos suscetivel aos efeitos da deformacéo
aplicada. Em um estudo prévio, Bertolo et al. (2020) também observaram esse efeito
do extrato de casca de roma sobre a arquitetura das moléculas poliméricas em suas
misturas de quitosana e gelatina, reportando uma relacao linear entre o valor de y_e

a concentracdo de extrato (de 50 a 200 mg mL1).

Da mesma forma, & claro o efeito do extrato sobre o carater elastico das
misturas, que apresentaram uma diminuicdo estatisticamente significativa (p < 0,05)
em relacdo ao valor de G’rvL. Esse efeito da adicdo do extrato pode também ser
percebido pelos valores de fator de perda (tand) das misturas. Como esse parametro
€ a razao entre G” e G’, valores maiores de tand podem ser reflexo de uma
diminuicdo do caréater elastico da amostra, com um consequente aumento do
comportamento viscoso. No caso de QG e QGE, tand aumentou com a adi¢cao do
extrato. Esse parametro também permite classificar as amostras nos ensaios
oscilatorios: amostras com tand > 1 podem ser classificadas como viscosas, ja que
G” > G'. Além disso, se tand > 0,1 as amostras encontram-se em um estado
intermediario entre um gel real e uma solucdo polimérica concentrada, 0 que se
aplica as misturas deste estudo (MANDALA; SAVVAS; KOSTAROPOULOQOS, 2004).
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Por fim, observando-se a diferenga entre os médulos G” e G’ na Tabela 3.1, pode-se
confirmar que a adigdo do extrato aumentou o valor de G"-G’, acentuando a
diferenca entre os modulos devido ao aumento do comportamento viscoso das

misturas.

As curvas médias da varredura dos médulos em fungéo da frequéncia angular
podem ser observadas no grafico da Figura 3.1(B). Assim como nos ensaios de
oscilagdo, G” > G’ para ambas as misturas. Entretanto, foi observado um
cruzamento entre os médulos no final da andlise, com predominancia do modulo
elastico. Tal comportamento é tipico de solucbes poliméricas concentradas (como ja
havia sido sugerido pelo paradmetro tand), uma vez que em solug¢des diluidas os
modulos apenas se aproximariam sem se cruzar e em géis reais G’ seria maior que
G” em todo o intervalo de frequéncia estudado (NAJI-TABASI; MOHAMMAD;
RAZAVI, 2017; STEFFE, 1996).

As mudancas observadas para 0os parametros relativos ao ensaio de frequéncia
angular, Weruzamento € G'cruzamento, iNdicam que a adicdo do extrato de casca de roma
ao revestimento atrasou significativamente a inversao entre os modulos em cerca de
4 rad s, sendo que o valor do médulo elastico no cruzamento foi aproximadamente
2 Pa maior que no caso de QG. Assim, os resultados do ensaio de frequéncia
concordam com os do ensaio de deformacdo, uma vez que sugerem que 0 extrato
de casca de roma pode estar formando novas interacées com a mistura polimeérica,
alterando-a e reforcando sua resisténcia em mudar frente a deformacdo e a

frequéncia aplicadas.

Outra evidéncia disso pode ser observada no gréafico da Figura 3.1(C), que
mostra o comportamento dos modulos em funcdo da temperatura. Até
aproximadamente 55 °C os modulos G” e G’ diminuiram com o aumento da
temperatura, comportamento tipico de polimeros. Entretanto, enquanto para QG
esse perfil de diminuicdo dos modulos foi observado até o final do ensaio, para QGE
0s médulos passaram a subir por volta dos 60 °C, se cruzando em 63,80 + 4,81 °C.
Essa inversado entre os modulos pode ser explicada pela reducéo das interacfes de
hidrogénio existentes entre a rede polimérica e as moléculas de agua em altas
temperaturas, devido a energizacdo dessas moléculas. Assim, a interacdo polimero-

polimero é reforcada, levando a um aumento da elasticidade da solugdo e ao

consequente cruzamento dos médulos (TANG et al.,, 2007). Como em QGE a
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presenca do extrato de casca de roma ja havia levado a uma diminuicdo das
interagdes poliméricas com a agua (devido as novas interagbes com o extrato), tal
inversdo entre os moédulos devido ao aumento da temperatura foi facilitada, motivo

pelo qual ela foi observada para essa mistura.

Pode-se concluir o estudo reolégico das misturas QG e QGE com 0s ensaios
de fluxo dessas amostras, 0s quais avaliaram o comportamento de sua viscosidade
em funcéo da taxa de cisalhamento, em 5 diferentes temperaturas (Figura 3.2). As
misturas QG e QGE apresentaram, em todas as temperaturas estudadas, uma
diminuicdo em sua viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, um
comportamento tipico de polimeros chamado de pseudoplasticidade. Este
comportamento ocorre porque as moléculas poliméricas, que na auséncia de
cisalhamento estdo distribuidas randomicamente na rede formada, tendem a se
ordenar quando submetidas a uma taxa de cisalhamento crescente, se orientando
na direcdo do cisalhamento aplicado, o que diminui sua viscosidade (MANDALA;
SAVVAS; KOSTAROPOULOS, 2004).

Figura 3.2. Viscosidade em funcdo da taxa de cisalhamento em diferentes temperaturas para: (A) QG

e (B) QGE.
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Fonte: autoria propria.

O parametro np é representativo da viscosidade inicial das misturas, quando as
moléculas poliméricas ainda estéo distribuidas de forma randémica. Este parametro
apresentou uma tendéncia de queda com o aumento da temperatura, tanto para QG
guanto para QGE (Tabela 3.2). no foi significativamente menor para QGE nas trés
primeiras temperaturas estudadas (15, 25 e 35 °C), o que mostra que a adi¢do do

extrato de casca de roma diminuiu a viscosidade inicial da rede polimérica.
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Tabela 3.2. Parametros obtidos pelos ensaios reolégicos de fluxo para as amostras QG e QGE.

Amostra T (°C) no(Pas) k (s) n Ea (kJ mol?)
15 10,10 £ 0,532 0,321 + 0,038? 0,730 + 0,0042
25 5,58 + 0,372 0,152 + 0,009 0,734 + 0,006

QG 35 3,91 + 0,182 0,076 + 0,0122 0,809 + 0,002 28,01+ 2,572
45 3,01 +0,472 0,075 + 0,015? 0,825 + 0,038?
55 2,34 + 0,862 0,094 + 0,060? 0,795 + 0,059
15 8,05 + 0,30° 0,238 + 0,009° 0,717 +0,001°
25 4,87 +0,11° 0,131 + 0,019? 0,709 + 0,010°

QGE 35 3,00 + 0,29° 0,076 + 0,0072 0,741 + 0,035 32,91 + 2,622
45 1,86 £ 0,032 0,046 + 0,002 0,832 + 0,0142
55 1,62 £ 0,218 0,058 + 0,009 0,767 + 0,0262

Fonte: autoria prépria. Parametros obtidos a partir da modelagem das curvas de fluxo pelo modelo de
Cross. Para uma mesma temperatura e um mesmo parametro (no, k ou n), letras sobrescritas
diferentes indicam diferencgas estatisticas significativas pelo teste t de Student (p < 0,05).

O segundo parametro apresentado na Tabela 3.2, k, € o chamado indice de
consisténcia, relacionado ao platdé Newtoniano das misturas. Quanto menor o valor
de k, maior € a taxa de cisalhamento necessaria para que a amostra supere seu
platd Newtoniano e se torne pseudoplastica. Para ambas as misturas, k apresentou
uma tendéncia clara de diminuicdo de acordo com o aumento da temperatura, fato
gue também pode ser observado nas Figuras 3.2(A) e 3.2(B), nas quais as curvas
em temperaturas maiores apresentaram um platd mais extenso. Comparando-se QG
e QGE em uma mesma temperatura, observa-se que a presenca do extrato diminuiu
o valor de k, tornando necessarios valores maiores de cisalhamento para o inicio da
pseudoplasticidade. Esse fato pode estar relacionado ao maior numero de
interacdes dos compostos fendlicos do extrato com a rede polimérica, o que a torna
mais resistente ao cisalhamento aplicado, estendendo assim seu platd Newtoniano
(TUDORACHE; TORDENAVE, 2019). Por fim, o parametro n, ou indice de taxa, é
um parametro adimensional que permite classificar as amostras como
pseudoplasticas (0< n < 1) ou Newtonianas (n > 1). QG e QGE foram
pseudoplasticas em todas as temperaturas analisadas e o aumento da temperatura
levou ao aumento de n até a temperatura de 45 °C, ainda que ndo de forma

estatisticamente significativa.

Por fim, para concluir os ensaios reolégicos das misturas QG e QGE, foi

calculada a energia de ativagdo das misturas. A energia de ativacao pode ser
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definida como a energia necesséria para que as moléculas de um fluido se
movimentem, em altas temperaturas, fazendo-o escoar. Quanto maior esse valor,
maior a resisténcia do fluido ao escoamento, devido as interacées moleculares mais
fortes (ABBASTABAR et al., 2015). Conforme observado na Tabela 3.2, a energia de
ativacdo aumentou, ainda que ndo significativamente, de 28,01 + 2,57 kJ mol* em
QG para 32,91 + 2,62 kJ mol' em QGE. Este é outro resultado que sugere que a
adicdo dos fenodlicos do extrato de casca da roma pode estar tornando a rede

polimérica de quitosana e gelatina mais resistente ao cisalhamento aplicado.
3.2 Analises espectroscoépicas e morfoldgicas

A Figura 3.3(A) mostra os espectros FTIR-ATR obtidos para os filmes QG e
QGE. Uma diferenca entre as amostras pode ser observada na regido de 3350 cm™,
caracteristica do estiramento das ligacbes N-H dos grupos amino da quitosana e da
amida A da gelatina. No caso de QGE, observou-se um leve alargamento da banda
nesta regido, devido ao estiramento das ligacdes O-H dos compostos fendlicos do
extrato, confirmando mais uma vez sua incorporagcdo a matriz polimérica. As bandas
representando as amidas | e Il da quitosana e a amida | da gelatina aparecem em
torno de 1600 cm; as trés bandas préximas entre 1000 e 1100 cm™ referem-se as
ligacbes C-O-C da quitosana, bem como as ligacdes N-H, C-H e C-C-N do extrato e
dos polimeros (BERTOLO et al., 2020).
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Figura 3.3. (A) espectros FTIR-ATR e (B) espectros Raman dos filmes QG (=) e QGE (==).
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Fonte: autoria propria.

Os espectros Raman dos filmes (Figura 3.3(B)) mostraram um pico de
intensidade maxima localizado em torno de 2940 cm®, tipico de polimeros
(vibragdes C-H). Também foram observados picos nas regides de 860 (vibracdes C-
C), 1080 (vibracdes das ligacdes C-N e C-O-C) e 1455 cm™ (deformacdes angulares
simétricas no plano CH», ligagbes C-H e O-H) (EDDYA; TBIB; HAMI, 2020;
FRUSHOUR; KOENIG, 1975). Os resultados espectroscopicos confirmam a

interacdo entre o0 extrato e os polimeros que havia sido apontada pelos ensaios
reoldgicos.

A Figura 3.4 mostra as imagens por MEV das superficies (A e B) e das
superficies de seccao transversal (C e D) dos filmes QG e QGE. QG apresentou
uma superficie lisa, sem precipitados visiveis. A adicdo do extrato em QGE levou a
uma morfologia superficial diferente, com a presenca visivel do extrato distribuido
por toda a superficie. As imagens transversais também mostram como o extrato se

comporta na matriz polimérica, pois a estrutura compacta observada para QG
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mudou para uma estrutura menos compacta com aglomerados de extrato. O extrato
e sua natureza semi-polar, bem como o fato de estar solubilizado em etanol, podem
explicar os agregados e pontos de cristalizagdo observados nas imagens
transversais. As diferencas morfoldgicas observadas para os filmes podem impactar
significativamente suas caracteristicas relacionadas a &agua, bem como suas
propriedades reoldgicas e mecanicas.

Figura 3.4. Imagens de MEV das superficies de (A) QG e (B) QGE, ambas com aumento de 500 x;

imagens de MEV das superficies de seccao transversal de (C) QG e (D) QGE, ambas com aumento
de 5.000 x.

(A) (B)

Fonte: autoria prépria.

3.3 Solubilidade, intumescimento, teor de umidade e angulo de contato

O teor de umidade dos filmes QG e QGE né&o apresentou diferencas
estatisticas significativas e ndo alcancou 10% em ambos os casos, apos 7 dias em
umidade relativa controlada de 15% (Tabela 3.3). A solubilidade e o intumescimento
dos filmes séo duas propriedades importantes a serem estudadas, quando se pensa
em sua aplicacdo como revestimento e na manutengéo de sua integridade quando
em contato com a agua. Enquanto a solubilidade esta relacionada a natureza mais
hidrofébica ou hidrofilica dos filmes e a sua afinidade com as moléculas de agua, o
intumescimento envolve processos mais complexos, como a difusdo da agua entre

as cadeias poliméricas, a ionizacdo de grupos aminos e carboxilicos e a
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consequente desassociacdo de ligacdes ionicas e de hidrogénio entre as cadeias,
bem como a relaxacédo polimérica (MATHEW; BRAHMAKUMAR; ABRAHAM, 2006).

Tabela 3.3. Solubilidade, intumescimento, teor de umidade e angulo de contato para os filmes QG e

QGE.
Filme Solubilidade* (%) Intumescimento* (%) Umidade (%) Angulo de contato (°)
QG 28,45 + 7,332 4453,13 £ 1490,67° 8,01 + 1,542 109,76 + 6,362
QGE 23,15+ 1,632 350,64 + 28,12° 9,28 + 2,062 89,24 + 2,01°

Fonte: autoria prépria. Em uma mesma coluna, amostras com letras sobrescritas diferentes indicam
diferencas estatisticas significativas pelo teste t de Student (p < 0,05). * Valores obtidos apos 6 h de
ensaio.

A solubilidade e o intumescimento dos filmes QG e QGE foram avaliados em
fungéo do tempo (0,5, 1, 2, 4 e 6 h). A Figura 3.5 mostra os resultados obtidos para
ambos os ensaios. De maneira geral, a amostra QGE apresentou uma solubilidade
estavel ao longo do tempo, nunca superior a 25%. A amostra QG, por sua vez,
apresentou variagbes entre 28,45 e 35,18%, devido principalmente ao
intumescimento rapido dos filmes em agua, que assumiram a forma de um gel e
perderam sua estrutura definida. Kaya et al. (2018) reportaram resultados
semelhantes de diminuicdo da solubilidade de filmes de quitosana com a adicéo de
extrato de Berberis crataegina devido as interacées entre os compostos fendlicos
com as cadeias poliméricas.

Figura 3.5. Perfis de solubilidade e intumescimento dos filmes QG e QGE ao longo do tempo.
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Fonte: autoria prépria.

O intumescimento dos filmes QG e QGE foi rapido e se estabilizou logo depois
de 30 min, com % significativamente diferentes entre as amostras (p < 0,05), sendo

gue os filmes sem extrato intumesceram cerca de 13 vezes mais que os filmes QGE
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(Tabela 3.3). Di Pierro et al. (2006) reportaram que essa propriedade esti
relacionada ao numero de interacdes intermoleculares existentes na estrutura dos
filmes poliméricos; dessa forma, pode-se dizer que os resultados encontrados para
QG e QGE sédo condizentes, uma vez que a adicao dos fendlicos do extrato de
casca de roma diminuiu significativamente a capacidade de intumescimento dos
filmes de quitosana e gelatina, devido ao aumento do numero de interacdes

intermoleculares entre o extrato e os polimeros.

Em relacdo aos resultados de angulo de contato da agua na superficie dos
filmes, a adicdo do extrato levou a uma diminuicdo significativa do angulo de contato
na superficie do filme QGE, diminuindo a hidrofobicidade da matriz polimérica de
quitosana e gelatina. Angulos de contato > 90° sdo caracteristicos de superficies
hidrofobicas, e sdo cruciais do ponto de vista tecnologico, para a aplicacdo dos

filmes como revestimentos de alimentos.

A diminuicdo da hidrofobicidade dos filmes apds a adicdo do extrato esta
relacionada ao aumento de sua molhabilidade devido a natureza mais hidrofilica dos
compostos fendlicos do extrato. Kaya et al. (2018) reportaram resultados similares
para o angulo de contato da agua em seus filmes de quitosana incorporados com
extrato de Berberis crataegina, bem como Ramirez et al. (2012), para filmes a base
de quitosana incorporados com extrato de folhas de murta (Ugni molinae Turcz). Tal
evidéncia de aumento da molhabilidade também pode ser notada na Figura 3.6, que
mostra o perfil da gota de agua sobre a superficie dos filmes. Apesar da diminui¢ao
do valor médio do angulo de contato em QGE, entretanto, pode-se dizer que o filme
continuou apresentando uma superficie predominantemente hidrofébica (angulo de

contato ~90°).

Figura 3.6. Perfis de molhabilidade da gota de 4gua sobre a superficie de: (A) QG e (B) QGE.

(A) (B)

Fonte: autoria propria.
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3.4 Propriedades 6pticas e ensaios mecéanicos

As propriedades Opticas de filmes de embalagem ou de revestimentos s&o
importantes quando se tenta prever seu comportamento como barreiras a passagem
de luz, ou quando se tenta prever se seu uso afetard as caracteristicas visuais do
alimento. Os parametros de cor obtidos para os filmes QG e QGE encontram-se na
Tabela 3.4. A adicdo do extrato diminuiu significativamente o parametro L*
(luminosidade), indicando que a incorporacdo dos fendlicos levou a filmes de
quitosana/gelatina mais escuros. Yuan et al. (2016) também observaram diminuicédo
da luminosidade em seus filmes de quitosana com carvacrol e extrato de casca de
romd. O éangulo Hue (h°), atributo qualitativo da cor, também diminuiu
significativamente, o que indica que o extrato deslocou a coloracdo dos filmes da
regido do verde (180°) para a regido do amarelo (90°) (OLIVEIRA FILHO et al.,
2020). A cromaticidade (C*) e a diferenca de cor total (AE), por sua vez,
aumentaram de forma significativa (p < 0,05) de QG para QGE, refletindo mais uma
vez a capacidade do extrato em alterar a cor da matriz polimérica de quitosana e

gelatina.

A porcentagem de transmitancia de luz nas regiées do UV e do visivel foi
avaliada para os filmes (Figura 3.7). Quanto menor a transmitancia na regido do UV,
melhor a capacidade do filme em proteger os alimentos dos processos foto-
oxidativos induzidos pela luz, que podem afetar seu sabor, aroma e composi¢cao
nutricional (OLIVEIRA FILHO et al., 2020).

Figura 3.7. Transmitancia dos filmes QG (=) e QGE (==) na regido do UV-Vis.
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Fonte: autoria propria.
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A adicao do extrato reduziu em cerca de 30% a transmiténcia dos filmes de
quitosana/gelatina em 400 nm. Mesmo na regido do visivel, os percentuais de
transmitancia encontrados para QGE foram menores do que para QG, estabilizando
em torno de 50%. Assim, o extrato foi capaz ndo s6 de alterar a cor dos filmes, mas
também de melhorar suas propriedades de barreira a passagem de luz visivel e
ultravioleta, devido as ligacdes insaturadas presentes em seus componentes (C=0,
C=N, e C=C) que sao capazes de absorver a radiagdo UV-Vis (HU et al., 2020).

Materiais poliméricos com funcdo de embalagem ou de revestimento também
requerem propriedades mecéanicas adequadas, que garantam ao maximo a
preservacao da integridade do alimento. As propriedades mecanicas dos filmes QG
e QGE foram investigadas e sdo apresentadas na Tabela 3.4. A incorporacédo do
extrato aumentou significativamente a resisténcia a tracdo (T) da matriz polimérica
de quitosana e gelatina. A resisténcia a tracdo é um indicativo direto da coesividade
e continuidade da matriz polimérica, e esta relacionada as interacbes entre 0s
polimeros que compdem o filme (ROY; RHIM, 2021; NARASAGOUDR et al., 2020).
Assim, o fato de a incorporacdo dos compostos fenodlicos do extrato terem
aumentado em cerca de 50% a resisténcia a tracdo dos filmes de quitosana e
gelatina corrobora com a premissa de que estdo sendo formadas interacdes entre

estes compostos fendlicos e os polimeros.

Tabela 3.4. Propriedades Opticas (L*: luminosidade, h°: angulo Hue, C*: cromaticidade e AE:
diferenca total de cor) e propriedades mecanicas (T: resisténcia a tracdo e ER: elongag&o na ruptura)
dos filmes QG e QGE.

Parametro QG QGE
L* 92,34 £ 0,31 88,46 + 0,16°
he 125,00 + 2,728 94,90 + 0,32°
c* 1,98 + 0,15° 19,51 + 0,462
AE 6,57 +0,31° 21,65 + 0,382
T (MPa) 30,00 + 0,69° 45,31 + 1,082
ER (%) 4,28 +0,77" 9,07 + 2,012

Fonte: autoria prépria. Diferentes letras sobrescritas em uma mesma linha indicam diferencas
estatisticas significativas pelo teste t de Student (p < 0,05).

A elongacédo na ruptura (ER) dos filmes também é apresentada na Tabela 3.4.
E possivel verificar que a % de aumento do comprimento dos filmes sob tracdo, no
momento da ruptura, mais que dobrou com a adi¢cdo do extrato de casca de roma a

matriz polimérica. Este é outro indicativo de que o extrato afetou de forma positiva as
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propriedades mecénicas dos filmes de quitosana e gelatina, reforcando-os e
tornando-os mais elasticos, ao mesmo tempo. Tal resultado estd de acordo com o

observado para os valores de deformacao critica obtidos nos ensaios reoldgicos.
3.5 Propriedades ativas

O conteudo total de fendlicos foi determinado para as misturas QG e QGE a
partr do método de Folin-Ciocalteu. Os resultados obtidos foram de
14,7 + 1,5 mg EAG mg*! de mistura para QG e 206,80 + 20,23 mg EAG mg™ de
mistura para QGE, o que demonstra o éxito na incorporacado dos fendlicos do extrato

na mistura polimérica.

Em relacdo ao ensaio antioxidante frente ao radical DPPH, a amostra QGE
apresentou um valor de ICx de 38 mg mL? de mistura, indicando que sé&o
necessarios menos de 40 mg de revestimento para promover uma inibicdo de 20%
do radical livre DPPH. A amostra QG néo foi capaz de inibir o radical livre DPPH em
nenhuma das concentracdes testadas (20 a 80 mg mL™?). Esses resultados sdo mais
um indicio da incorporacdo dos compostos ativos do extrato de casca de roma ao
sistema polimérico de quitosana e gelatina, e de como isso aumentou o potencial

antioxidante dos revestimentos preparados.

Em relacdo a atividade antimicrobiana, a CIM e a CBM do extrato e das
solucdes formadores dos filmes QG e QGE contra as bactérias S. enteritidis (Gram-
negativa) e S. aureus (Gram-positiva) foram avaliadas e podem ser observadas na
Tabela 3.5. O extrato foi capaz de inibir ambas as cepas bacterianas, mas nenhuma
CBM foi observada nas concentracdes testadas. Além disso, o extrato foi mais eficaz
contra S. aureus (menor CIM), provavelmente devido as diferencas na estrutura da
parede celular bacteriana: a membrana externa em bactérias Gram-negativas é
menos permedvel a compostos hidrofébicos, como taninos e outros flavonoides
possivelmente presentes no extrato (CELIKSOY; HEARD, 2021).
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Tabela 3.5. CIM e CBM do extrato de casca de roma e das solu¢tes formadoras dos filmes QG e
QGE contra as bactérias S. aureus (Gram-positiva) e S. enteritidis (Gram-negativa).

Gram-positiva Extrato QG QGE
CIM (ug mL?) 125 31,2 31,2
CBM (ug mL?) >2000 31,2 31,2
Gram-negativa Extrato QG QGE
CIM (ug mL) 500 125 125
CBM (ug mL™1) >2000 250 >500

Fonte: autoria propria.

A solugdo formadora do filme QG apresentou notavel atividade bactericida
contra S. aureus e S. enteritidis, mostrando melhor eficacia para as bactérias Gram-
positivas. QGE e QG tiveram os mesmos valores de CIM e CBM para S. aureus,
porém QGE ndo apresentou efeito bactericida (CBM > 500 ug mL?), nas
concentragcfes testadas, contra S. enteritidis. Tal fato pode ser explicado pela
reticulagdo entre os grupos hidroxila presentes no extrato e 0s grupos amino
protonados da quitosana, o que diminuiu a interagdo do polissacarideo com os alvos
celulares de S. enteritidis. Além disso, a concentracdo do extrato na solucéo
formadora do filme (1 mg g') pode ter sido muito baixa para mostrar algum efeito
aditivo. Embora QGE n&do tenha superado o desempenho bacteriostatico e
bactericida de QG, os resultados de atividade antimicrobiana foram muito
promissores, indicando que o desempenho da atividade antimicrobiana das misturas

poliméricas pode ser alcancado com concentracfes baixas das mesmas.
3.6 Estudo de lixiviacdo dos filmes em funcédo do pH e temperatura

O estudo de lixiviacdo dos filmes se deu por meio do monitoramento da
concentracdo de extrato de casca de roma liberado ao longo do tempo, em
diferentes pH (3, 7 e 11) e em diferentes temperaturas (4, 25 e 37 °C, em pH 3,4). A
Figura 3.8 mostra os graficos de barra com a concentracdo de extrato liberado ao
longo do tempo. De maneira geral, a concentracdo de extrato liberado em funcao do
pH do meio variou de 25 a 40 ug mL?, ndo apresentando diferencas significativas
em funcdo do tempo ou do pH (Figura 3.8(A)). Apesar disso, os filmes em pH 3
apresentaram uma tendéncia maior de liberacdo, o que possivelmente esta
relacionado ao fato de acidos orgéanicos e fenodlicos serem extraidos com mais
facilidade quando o pH do meio € menor que seu pKa (FAN et al., 2008; YU;
ZHANG; CAO, 2007).
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A concentracdo de extrato liberado também foi monitorada apos 2 e 24 h com
os filmes em diferentes temperaturas, e esta variou de 40 a 100 pug mL* (Figura
3.8(B)). Embora a temperatura de refrigeracdo (4 °C) e a temperatura de 25 °C nao
tenham apresentado diferencas estatisticas significativas (p > 0,05), os filmes que
ficaram armazenados na estufa a 37 °C liberaram uma concentracdo de extrato
significativamente maior (p < 0,05).

Figura 3.8. Gréficos de liberacdo do extrato de casca de roma pelo filme QGE em: (A) diferentes pH e

(B) diferentes temperaturas.
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Fonte: autoria prépria. *Indicam diferencas estatisticas significativas pelo teste t de Student (p < 0,05).

Assim, os resultados de liberacdo mostram que as concentragcdes liberadas
foram baixas quando comparadas a concentragao inicial de extrato incorporada nos
filmes (800 pug de extrato em 2,25 cm? de filme). A variacdo no pH liberou um
maximo de 10% do extrato presente no filme (o correspondente a 40 pug mL* de
extrato em 2 mL de solucdo), e a variacdo na temperatura levou a uma liberacéo
maxima de 200 pg (ou 100 pg mL?* em 2 mL de solugdo), relativa a menos de 25%

do extrato presente na amostra.
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4. CONCLUSOES

Neste capitulo, o revestimento otimizado no capitulo anterior foi caracterizado
guanto ao seu perfil espectroscopico, morfoldgico e reoldgico, os quais confirmaram
a incorporacédo e as interacdes do extrato com a matriz polimérica. Em relacdo as
propriedades dos filmes relacionadas a agua, a presenca do extrato de casca de
roma& mostrou-se positiva para a melhoria da molhabilidade, solubilidade e
intumescimento dos filmes. O extrato também conferiu propriedade antioxidante aos
revestimentos, o que pode atuar em conjunto com a atividade antimicrobiana
intrinseca da quitosana na melhoria do controle de microrganismos pelos
revestimentos. Além disso, o0 extrato de casca da roma melhorou as propriedades de
barreira dos filmes contra a passagem de luz, bem como as suas propriedades
mecanicas. A liberacédo do extrato pela matriz polimérica em funcdo do pH foi baixa,
atingindo cerca de 10% da quantidade de extrato presente no filme. Em suma, todos
os resultados fisico-quimicos e ativos (antioxidantes e antimicrobianos) conduzidos
com o material otimizado nesta etapa do estudo foram promissores para sua
aplicacdo como revestimento natural de morangos, conforme ser4 exposto no

capitulo seguinte desta tese.
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1. INTRODUCAO

Neste capitulo, estdo descritos a aplicacdo e os efeitos dos revestimentos
desenvolvidos nos capitulos anteriores sobre as propriedades fisico-quimicas,
microbiologicas e sensoriais de morangos, ao longo de seu armazenamento
refrigerado. Também sao discutidos os efeitos dos revestimentos sobre a respiracédo
dos frutos, seu perfil de compostos bioativos e seu perfil de compostos volateis. Por

fim, & apresentada uma estimativa dos custos para 0s revestimentos.

Os resultados apresentados neste capitulo da tese encontram-se em fase de
submissdo para publicacdo no periédico internacional Food Chemistry (fator de
impacto = 9,231 em 2023), na forma do artigo intitulado: “Improvement of the
physical-chemical, microbiological, aromatic and sensory quality of strawberries
covered with chitosan/gelatin/pomegranate peel extract-based coatings”. Além disso,
parte destes resultados também foram utilizados para o depdésito da patente BR 10
2021 026404: “Composicoes poliméricas com propriedades antioxidantes e
antimicrobianas para revestimento de frutas, método de preparacédo do revestimento
e seu uso” (BERTOLO et al., 2021b) (Anexo II).

Sendo assim, os objetivos gerais deste capitulo foram aplicar os revestimentos
poliméricos de quitosana/gelatina (QG) e quitosana/gelatina/extrato de casca de
roma (QGE) em morangos, com a finalidade de estender sua vida de prateleira. Para
isso, foram avaliados os parametros fisico-quimicos de perda de massa, cor,
firmeza, teor de sdlidos soluveis, acidez titulavel e pH, bem como a respiracéo, o
teor de compostos bioativos, a atividade antioxidante e o perfil de volateis dos frutos
ao longo de 12 dias de armazenamento refrigerado. Além disso, também foi avaliado
0 atraso no desenvolvimento de contaminacdes flngicas nos morangos revestidos e
nao revestidos durante o armazenamento, bem como foi feita uma avaliacdo
sensorial nos frutos recobertos e ndo recobertos. Finalmente, é apresentada uma

estimativa de custo para os revestimentos utilizados nesta pesquisa.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Aplicagao dos revestimentos nos morangos

Os revestimentos QG e QGE, preparados e caracterizados conforme descrito
nos capitulos anteriores, foram aplicados em morangos para avaliar seus efeitos
sobre a qualidade fisico-quimica e microbiolégica dos frutos. Para tanto, os
morangos (cultivar Camino Real) foram adquiridos no dia imediatamente anterior a
aplicacéo dos revestimentos e 0s experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Tecnologia P6s-Colheita de frutas e hortalicas da EMBRAPA Instrumentacao.

Antes da aplicacdo dos revestimentos, foi feita uma pré-selecdo dos frutos,
escolhendo-se aqueles com um estadio de maturacdo similar (de acordo com suas
caracteristicas fisicas, como coloracdo). Todos os frutos selecionados foram
sanitizados por 30 s em solucao de hipoclorito de sédio 2% (v/v), lavados com agua
corrente e secos sob fluxo de ar por 2 h. Em seguida, os morangos foram imersos
nas solucdes de revestimento por 2 min e 0 excesso das solucdes de revestimento
foi removido. Entéo, foi aplicada secagem a 25 °C até a manha do dia seguinte. Os
morangos do grupo controle (ou seja, sem revestimento), depois de sanitizados,
foram mantidos por 2 min em agua deionizada, para simular o tempo de aplicacao
dos revestimentos. Para as analises, os morangos foram armazenados, uma vez
secos, em um expositor (7 £ 1 °C) dentro de caixas plasticas. A UR foi controlada,
ficando entre 60-70% ao longo de todo o experimento. As medidas foram feitas

durante o periodo de armazenamento dos frutos, nos dias 0, 3, 6, 9 e 12.
2.2 Parametros fisico-quimicos dos morangos
2.2.1 Perda de massa e contaminacao fungica

Para a determinacéo da perda de massa, os morangos (n = 15) foram pesados
nos dias 0, 3, 6, 9 e 12 de armazenamento. A % de perda de massa foi calculada
segundo a Equacéo (4.1), na qual mo é a massa dos frutos no dia 0, e m: € a massa
dos frutos em cada um dos demais dias de analise. Os morangos também foram
avaliados visualmente quanto a presenca e/ou ao crescimento de fungos nos dias 0,

2,4,6,8,10 e 12, e a % de contaminacao foi calculada segundo a Equacéo (4.2).

Perda de massa (%) = % x 100 Equacdo (4.1)
0
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n frutos contaminados

Contaminagao (%) = x 100 Equacdo (4.2)

n inicial de frutos

2.2.2 Cor

A cor externa dos morangos foi avaliada em diferentes posi¢cdes equatoriais
dos frutos (n = 15) com um colorimetro Konica Minolta CR-400 (Konica Minolta),
equipado com um iluminante padrédo C e usando o sistema CIELAB (L* a* b*). A
luminosidade (L*), a cromaticidade (C*), o angulo Hue (h°) e a diferenca de
coloragéo total (AE) foram calculados para cada um dos frutos em todos os dias de
analise (0, 3, 6, 9 e 12). A diferenga de coloragao total (AE) foi calculada segundo a
Equacao (4.3), na qual t representa cada um dos dias de analise e 0 representa o
dia inicial de andlise dos frutos (OLIVEIRA FILHO et al., 2022a).

AE =\[(L; — Lp)? + (a; —ay)? + (bf —by)?  Equagdo (4.3)

2.2.3 Firmeza

A firmeza dos frutos foi avaliada com o uso de um texturbmetro digital
(TAXTplus Texture Analyzer, Stable Micro Systems Ltd.), equipado com uma sonda
de 4 mm de diametro, velocidade de 10 mm s, distancia de penetracdo de 2 mm e
area de contato de 12 mm?2. Os resultados foram expressos em Newtons (N), com a
meédia de 3 penetracdes na regido distal de cada fruto, sendo n = 10 (OLIVEIRA
FILHO et al., 2022a).

2.2.4 Teor de sdlidos solaveis, acidez titulavel e pH

Os frutos (n = 5) foram homogeneizados com o auxilio de um mixer (PMX700,
Philco, EUA) em cada dia de andlise. A polpa obtida foi analisada em triplicata em
um refratbmetro digital (Atago RX-5000cx, Atago) para a determinacao do conteudo
de solidos soluveis (SS) dos frutos, expresso como °Brix (ou % sacarose). Para a
determinacdo da acidez titulavel dos frutos, cerca de 5 g da polpa obtida foram
solubilizados em 25 mL de &gua deionizada e titulados em triplicata com NaOH
0,1 mol L utilizando fenolftaleina como indicador, sendo os resultados obtidos
expressos em g de acido citrico para cada 100 g de fruto. O pH da polpa também foi
medido em triplicata ao longo dos dias de andlise, usando um pHmetro digital
PHS-3B (Labnova) (OLIVEIRA FILHO et al., 2022a).
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2.3 Respiracéao

A taxa de respiracdo dos morangos revestidos e n&o revestidos ao longo do
tempo foi determinada com um analisador de oxigénio e gas carbbnico em
headspace (modelo 6600, lllinois Instruments), de acordo com o procedimento
descrito por Martins et al. (2014). Cerca de 300 g dos frutos foram colocados em
frascos de vidro hermeticamente selados com septo de silicone e a amostragem de
gas foi feita em triplicata, com uma agulha conectada aos frascos, apds equilibrio
das amostras a 25 °C. A concentracdo de O> no headspace dos frascos foi
determinada por um sensor paramagnético, e a de CO2 por um sensor de

infravermelho.
2.4 Compostos bioativos e atividade antioxidante
2.4.1 Conteudo total de fendlicos

O conteudo total de fendlicos dos morangos revestidos e nao revestidos foi
determinado segundo adaptacfes dos metodos propostos por Khodaei, Hamidi-
Esfahani e Rahmati (2021) e Eshghi et al. (2014). Cerca de 2 g da polpa dos
morangos obtida na secédo 2.2.4 foram adicionados a 40 mL de metanol 50% (v/v),
agitados manualmente por 30 s e centrifugados a 4000 rpm (centrifuga Himac C2
20B2, Hitcahi) por 15 min, a 20 °C. Entdo, 50 pL do sobrenadante foram colocados
para reagir com 50 pL do reagente de Folin-Ciocalteu por 5 min. A reacao foi
interrompida pela adicao de 200 pL de carbonato de sodio 7% (g/g) e a absorbancia
foi lida (espectrofotbmetro Thermo Scientific™) apdés 15 min em 725 nm. O
procedimento foi feito em triplicata e os resultados foram expressos em mg EAG por

100 g de polpa.
2.4.2 Teor de antocianinas

O teor de antocianinas dos morangos foi determinado pelo método do pH
diferencial, conforme metodologia descrita por Khodaei, Hamidi-Esfahani e Rahmati
(2021). O sobrenadante obtido na secédo 2.4.1 foi adicionado a solu¢cdes tampao
pH 1,0 (4cido hidrocloridrico e cloreto de potassio, 0,025 mol L) e 4,5 (acido acético
e acetato de sddio, 0,4 mol L"), na propor¢éo de 1:9. A absorbancia das amostras
foi lida em 510 e 700 nm, e o teor de antocianinas (estimado como equivalentes de

cianidina-3-glicosideo, em mg L) foi calculado de acordo com a Equacéo (4.4).
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(Ax 449,2 x FD x 1000)
(ex1)

Teor de antocianinas (mg L de cianidina-3-glicosideo) =

FEquacio (4.4)

Na equacdo, 449,2 g mol! corresponde a massa molar da cianidina-3-
glicosideo, FD é o fator de diluicdo das amostras, € é o coeficiente de extingdo molar
da cianidina-3-glicosideo (26.900 L mol* cm™), 1 cm é o caminho 6ptico da cubeta e

A ¢é a absorbancia, calculada de acordo com a Equacgéo (4.5).
A= (As1o — A700)pH 10 — (As10 — A700)pH a5 FEquacio (4.5)

Na equacéo, Asio € A7oo correspondem as absorbancias das amostras em 510
e 700 nm, respectivamente, de acordo com o pH do tampéao utilizado para diluicao

das mesmas (1,0 e 4,5).
2.4.3 Teor de vitamina C

O teor de vitamina C (acido ascorbico) dos morangos foi determinado pelo
meétodo de Tillmans, que se baseia na reducdo do indicador 2,6-diclorofenol
indofenol (DCFI) pelo acido ascorbico, segundo procedimento adaptado de Khodaei,
Hamidi-Esfahani e Rahmati (2021). Cerca de 10 g da polpa obtida na secdo 2.2.4
foram adicionados a 50 mL de acido oxalico 0,5% (g/g) e centrifugados a 3500 rpm
por 15 min, a 25 °C. Entéo, 10 mL do sobrenadante foram titulados em triplicata com
uma solucdo 0,1% (g/g) de DCFI, sendo o ponto de viragem detectado pela
mudanca na coloracdo da solucdo para rosa, devido a reducdo completa do DCFI
pelo acido ascérbico. Os resultados foram expressos como mg acido ascorbico

100 g* de morangos.
2.4.4 Atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH

O sobrenadante obtido no item 2.4.1 também foi utilizado para a determinacéo
da atividade antioxidante dos morangos frente ao radical livre DPPH (ESHGHI et al.,
2014). Para tanto, 10 pL do sobrenadante foram colocados para reagir com 190 uL
do radical livre DPPH (na concentracédo de 0,03 g L' em metanol), em triplicata, e a
absorbancia foi lida em 517 nm apés 30 min de reacdo. A % de inibicdo das

amostras contra o radical foi determinada segundo a Equacéo (2.1) do capitulo 2.

Abs branco—Abs final

Inibicdo (%) =

x 100 Equacdo (2.1)

Abs branco
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2.5 Perfil de compostos voléteis

O estudo do perfil de compostos volateis dos morangos teve inicio com uma
etapa preliminar de escolha do material de recobrimento das fibras de SPME (do
inglés solid phase microextraction). Para isso, os diferentes materiais de
recobrimento das fibras de SPME foram testados com as amostras no modo
headspace (do inglés HS-SPME, headspace solid-phase microextraction). Para
tanto, frutos de morango genéricos (ou seja, que nao faziam parte do experimento
de revestimento e pds-colheita, mas também da variedade Camino Real) foram
triturados com solucéo saturada de NaCl na proporcao de 1:1 para a obtencéo de
um puré de polpa. Entdo, 3 g desse puré foram transferidos para vials proprios para
SPME (40 mL, dotados de tampa de rosca e septo PTFE/silicone) e colocados
dentro de um béquer encamisado acoplado a um banho termostatico (SIOLAB,
modelo SL 152) para controle fino da temperatura de extracdo. Apos 10 min de
equilibrio, uma fibra de SPME foi exposta ao headspace das amostras para captura
e concentracdo dos volateis. Foram testadas cinco fibras comerciais de SPME: PA
(poliacrilato, 85 um), PDMS (polidimetilsiloxano, 100 um), CAR-PDMS (Carboxen®/
polidimetilsiloxano, 75 um), DVB-PDMS (divinilbenzeno/ polidimetilsiloxano, 65 pm) e
DVB-CAR-PDMS (divinilbenzeno/ Carboxen®/ polidimetilsiloxano, 50/30 pm)
(Supelco). Para a extracao, foram escolhidas arbitrariamente as condi¢cdes de 30 °C
para a temperatura de extracdo, 10 min para o tempo de equilibrio e 30 min para o
tempo de extracdo. Todas as extracdes foram feitas em triplicata para cada uma das

fibras testadas.

Depois da extracdo, as fibras eram imediatamente introduzidas no injetor do
cromatégrafo a gas acoplado a espectrébmetro de massa quadrupolar (GC-MS
2010Plus, Shimadzu) para que ocorresse a dessorcdo dos analitos em modo
splitless, a 220 °C por 10 min. Depois da dessorcédo, cada fibra era recondicionada a
250 °C por 15 min para garantir a auséncia de picos nos brancos de fibra (BOGUSZ
et al., 2011).

A separacado dos analitos ocorreu em uma coluna capilar de silica fundida DB-
5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). As condi¢cdes cromatograficas utilizadas foram:
injetor a 220 °C no modo splitless (1 min), gas de arraste hélio a 1,0 mL min, rampa

de temperatura do forno iniciando a 40 °C, com um incremento de 2 °C min ! até
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90 °C, seguido de um incremento de 3 °C min' até 170 °C, interface a 250 °C e

fonte de ionizac&o por elétrons em +70 eV (35-350 m/z).

A identificacdo dos compostos volateis se deu por meio de comparacgfes entre
0s espectros de massa obtidos nas amostras com 0s espectros de massa da
literatura (biblioteca Willey 229), com um minimo de similaridade de 85%. Uma
solugdo de alcanos (C6-C20) (Atech) foi injetada sob as mesmas condi¢des
cromatograficas das amostras para a obtencédo dos indices de retencao lineares de
temperatura programada de Van den Dool e Kratz (LTPRI, do inglés linear
temperature programmed retention indexes). Foi considerada a variagdo maxima de

+ 10 nos indices de retencdo no momento de identificar os analitos.

A escolha da fibra de SPME capaz de extrair uma maior quantidade de
compostos volateis do morango foi determinada considerando-se a area total

cromatograma e o numero de compostos identificados.

Uma vez concluida a etapa de escolha da fibra, deu-se inicio a extracdo dos
compostos volateis dos morangos revestidos e nao revestidos. Para tanto, seguiu-se
0S mesmos procedimentos de extracdo, injecdo e separacdo descritos nos
paragrafos anteriores, para os morangos dos grupos controle, QG e QGE dos dias 0,
6 e 12 de andlise. Todas as extracOes foram feitas em triplicata para cada grupo de

morangos, em cada um dos dias de analise.
2.6 Teste do desafio

Para avaliacdo da influéncia dos revestimentos sobre a qualidade
microbiolégica dos morangos, seguiu-se 0 método de controle da contaminacao
fungica proposto por Kowalczyk et al. (2017), com algumas modificacfes. Apos a
imersdo dos frutos (n = 10) nas solucbes de revestimento, eles foram secos sob
condicBes assépticas durante 2 h a 25 °C em uma capela de fluxo laminar. Em
seguida, os frutos foram feridos (3 mm profundidade x 2 mm largura) com uma
agulha estéril em lados opostos, onde foram aplicados 10 uyL da suspensédo de
esporos (10° esporos mL™) dos fungos R. stolonifer e B. cinerea, separadamente.
Os frutos controles e os revestidos foram separados em bandejas plasticas e
armazenados a 25 °C para que o desenvolvimento das lesGes se desse no tempo
habil das analises (ou seja, 12 dias). Foram atribuidos valores de 1 a 5 para a

severidade das lesGes nos morangos, sendo a escala utilizada: 1 — de 1 a 20% da
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area total do fruto contaminada; 2 — de 21 a 40%; 3 — de 41 a 60%:; 4 — de 61 a 80%:;
5 —de 81 a 100%.

2.7 Anélise sensorial

Os morangos revestidos e ndo revestidos foram também submetidos a um
teste sensorial de comparacdo multipla (também chamado de teste de diferenca do
controle), segundo a NBR 13526 (ABNT, 1995). Neste teste, foram avaliados a
diferenca e o grau de diferenga entre os morangos revestidos com QG e QGE e uma
amostra controle, no caso, morangos nao revestidos. O teste foi conduzido com 19
avaliadores treinados na percepcdo de atributos de cor, aroma, gostos basicos e
textura. Os provadores foram treinados no teste sensorial de comparagdo multipla e
na percepgdo dos atributos sensoriais avaliados na disciplina 7500061 - Analise
Sensorial, oferecida no primeiro semestre de 2022 no IQSC/USP pelo Prof. Dr.
Stanislau Bogusz Junior. Para a conducéo do teste sensorial, obteve-se aprovacao
no Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Centro Universitario Central
Paulista — UNICEP, dentro do projeto “Efeito de revestimentos comestiveis com
Oleos essenciais nas propriedades sensoriais de frutas e hortalicas”, sob
responsabilidade do pesquisador Dr. Marcos David Ferreira da Embrapa
Instrumentacdo (CAAE: 28847220.0.0000.5380) (Anexo IlIl desta tese). Os
provadores que participaram do teste sensorial também receberam e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Figura A5 nos apéndices

desta tese).

Para as analises, os provadores receberam as amostras de morango
devidamente codificadas de forma randémica e casualizada, junto com uma folha de
instrucdes (Figura A6 nos apéndices desta tese). Foi solicitado que os provadores
avaliassem primeiro a amostra controle (P, morango nao revestido) e em seguida as
trés amostras testes, e que atribuissem a cada uma das amostras testes uma nota
de 1 a 9, sendo 1 = extremamente melhor que P e 9 = extremamente pior que P,
indicando o quanto cada amostra se diferenciava, em termos globais, da amostra P.
O tratamento dos dados foi feito por ANOVA para avaliagdo da existéncia ou
auséncia de diferencas significativas entre as amostras em comparacdo com a

amostra controle.
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2.8 Estimativa do custo dos revestimentos

O custo dos revestimentos preparados e aplicados aos morangos foi estimado
de acordo com quatro etapas principais: 1) obtencéo do extrato de casca de roma, 2)
obtencdo da quitosana, 3) preparo dos revestimentos e 4) aplicacdo dos
revestimentos nos morangos. Considerou-se o0 consumo de energia dos
equipamentos utilizados nessas quatro etapas, bem como o gasto de consumiveis
como gases e agua. Além disso, considerou-se o preco dos reagentes utilizados em
cada uma das etapas. Todos os célculos foram feitos com base no revestimento de
100 morangos, o0 que é viavel de ser reproduzido em escala laboratorial, conforme

feito durante o desenvolvimento desta tese.
2.9 Andlise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi adotado para a analise de parametricidade, e o
programa ActionStat (Estatcamp, 2014, Sao Carlos, SP, Brasil) foi utilizado para
avaliar a homogeneidade dos dados; dados paramétricos e homogéneos foram
analisados quanto a sua significancia por ANOVA, seguida pelo Teste de Tukey
(p =0,05), e dados ndo paramétricos foram analisados quanto a sua significancia
pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Parametros fisico-quimicos dos morangos
3.1.1 Perda de massa e contaminac¢do fungica

A Figura 4.1 mostra os graficos de perda de massa e de contaminacao fungica
dos morangos revestidos e néo revestidos, ao longo dos 12 dias de armazenamento
refrigerado. Em praticamente todos os dias de analise, os morangos revestidos com
QGE apresentaram porcentagens de perda de massa significativamente menores
(p = 0,05) que os morangos do grupo controle (Figura 4.1(A)). Até o sexto dia de
armazenamento, os morangos revestidos com QGE eram 0s Unicos com uma
porcentagem média de perda de massa inferior a 20%. Ao final dos 12 dias, a perda
de massa média do grupo controle foi de 43,09 + 13,58%, enquanto as perdas dos
grupos QG e QGE foram de 40,33 + 2,98 e 31,89 + 10,25%, respectivamente. A
diferenca observada entre os grupos revestidos pode ser explicada pela formacao
de uma rede polimérica mais intrincada na presenca do extrato de casca de roma,
conforme previsto pelos ensaios reoldgicos (apresentados no capitulo anterior), a
gual atua como uma barreira semipermeavel a passagem de agua, desacelerando a

perda de umidade e reduzindo a transpiracdo dos frutos (GUERREIRO et al., 2015).

Em relacdo a contaminacdo fuangica (Figura 4.1(B)), os morangos nao
revestidos apresentaram uma porcentagem de contaminacdo muito mais elevada
gue os morangos revestidos com ambos os tratamentos. Até o sexto dia de analise,
apenas 20% dos morangos revestidos por QG e QGE apresentavam sinais visiveis
de crescimento fungico, enquanto mais de 70% dos morangos do grupo controle ja
haviam sido contaminados. Ao final da analise, 60% dos morangos do grupo QGE
apresentavam-se fungados, cerca de 20% a menos que 0s morangos do grupo QG
e 30% a menos que 0S morangos do grupo controle. O limiar de 60% de
contaminacao, atingido apenas no décimo segundo dia para 0s morangos do grupo
QGE, foi ultrapassado pelos morangos do grupo controle entre os dias 4 e 6,
representando um ganho de cerca de 6-8 dias no tempo de armazenamento dos
frutos. Tal resultado também pode ser atribuido a presenca do extrato de casca de
roma e a atividade antimicrobiana associada a extratos vegetais devido a presenca
de compostos fendélicos (MARTINS-RAMOS; BORTOLUZZI; MANTOVANI, 2010),

conforme havia sido previsto pelos ensaios antimicrobianos do capitulo anterior.
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Figura 4.1. (A) perda de massa e (B) contaminagéo fungica dos morangos revestidos e ndo
revestidos, ao longo dos 12 dias de armazenamento refrigerado.
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Fonte: autoria propria. Diferentes letras sobrescritas indicam amostras estatisticamente diferentes por
ANOVA e Tukey (p < 0,05), para cada dia de andlise.

A Figura 4.2 mostra morangos dos trés grupos nos dias 0, 6 e 12 de
armazenamento refrigerado. De forma geral, os morangos revestidos com os
tratamentos QG e QGE apresentaram uma menor incidéncia de contaminacéo
fungica, o que corrobora com os resultados mostrados na Figura 4.1(B).
Visualmente, os morangos do grupo QGE apresentam um melhor controle da
coloracdo ao longo do armazenamento, enquanto os demais frutos (ndo revestidos e
revestidos com QG) apresentaram-se mais escuros ao final dele.

Figura 4.2. Fotografia digital dos morangos revestidos e nao revestidos, nos dias (A) 0, (B) 6 e (C) 12
de armazenamento refrigerado.
(A)dia 0 (B)dia 6 (C) dia 12

Controle Controle Controle

QG QGE QG QGE QG QGE

Fonte: autoria prépria.
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3.1.2 Cor

A cor é um dos atributos fisico-quimicos de maior importancia usados pelos
consumidores no momento da compra de frutas e vegetais (SCHIFFERSTEIN;
WEHRLE; CARBON, 2019), sendo, portanto, essencial sua avaliacdo ao longo do
periodo pos-colheita para os morangos revestidos e ndo revestidos. A Tabela 4.1
mostra os valores dos parametros de cor (L*, C*, h® e AE) obtidos para os morangos

ao longo dos dias de armazenamento.

Tabela 4.1. Pardmetros de cor (L*, C*, h® e AE) para os morangos controle (n&o revestidos), QG e
QGE ao longo dos 12 dias de armazenamento refrigerado.

Controle  Dias L* C* Angulo Hue (°) AE
0 31,26 + 1,824 32,67 + 3,517 28,15 + 4,73 -
3 28,41 + 1,777 34,02 + 3,727 29,20 + 4,124 5,38 + 1,75
6 26,98 + 1,448b 31,42 + 4,52/ 26,94 + 3,194 6,34 + 2,07
9 24,29 + 2,98/ 27,74 + 5,26 28,73 + 4,274 9,61 + 4,327a
12 27,84 + 2,697 27,85 + 5,66"° 30,44 + 5,56"@ 7,86 + 4,308
QG Dias L* C* Angulo Hue (°) AE
0 29,19 + 3,00% 32,49 £ 5,017 26,74 + 3,85% -
3 27,26 + 2,437 30,19 + 5,594 25,28 + 5,798 6,44 + 3,50
6 27,27 + 2,518 27,65 * 5,05ABabe 25,20 + 4,327 7,03 + 3,57/
9 24,73 + 2,537 26,34 + 4,65°° 27,13 + 5,617 8,51 + 4,307
12 25,64 + 2,417 22,79 + 3,77°¢ 27,21 + 5,22A82 10,35 + 4,12AB2
QGE Dias L* C* Angulo Hue (°) AE
0 30,73 + 3,34" 34,06 + 4,107 26,84 + 4,607 -
3 28,64 + 2,794 30,39 + 3,814 24,73 + 3,817 5,83 + 3,43/
6 29,41 + 2,477 26,79 + 3,31Bbc 24,36 + 3,317 8,32 + 3,18
9 25,11 + 3,05%¢ 23,67 + 3,48/¢ 24,71 + 3,487 12,07 + 4,3742
12 26,72 + 2,07°¢ 23,12 + 2,84"¢ 25,89 + 2,845B2 11,82 + 3,407

Fonte: autoria prépria. Em uma mesma coluna, valores com letras mailsculas sobrescritas diferentes
indicam diferencas estatisticas significativas (por ANOVA e Tukey, p < 0,05) entre as amostras para
um mesmo dia de armazenamento. Em uma mesma coluna, valores com letras mindsculas
sobrescritas diferentes indicam diferengas estatisticas significativas (por ANOVA e Tukey, p < 0,05)
entre os dias de armazenamento para uma mesma amostra.

O parametro L* indica a luminosidade de uma amostra e varia de 0 (preto) a
100 (branco). Para os morangos, L* variou de 24,29 + 2,98 a 31,26 + 1,82. Para os

trés grupos foram observadas diminuigdes estatisticamente significativas (p < 0,05)

desse parametro ao longo dos dias de armazenamento dos morangos, resultado que
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by hY

esta relacionado a perda de umidade da superficie dos frutos e a consequente
diminuicdo da sua luminosidade (PERDONES et al., 2012).

A cromaticidade (C*) representa a saturacdo da cor, e varia de acordo com a
posicao dos parametros de vermelho, verde e azul no espago de diagrama de cores.
A desidratacdo dos frutos também explica as quedas observadas para os valores de
cromaticidade (C*) dos morangos a partir do terceiro dia de armazenamento. Para
este parametro, entretanto, foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) no ultimo dia de armazenamento entre os frutos do grupo
controle e os frutos revestidos (0os quais apresentaram menores valores de C*,

apesar da menor desidratacdo observada nos resultados de perda de massa).

O angulo Hue (h°) varia de 0 a 360° e € um indicativo da regido da coloracao
dos frutos. Entre 0 e 90°, encontra-se a regido do vermelho, entre 90° e 180° a
regido do amarelo, entre 180 e 270°, a regido do verde, e entre 270 e 360°, a regido
do azul. O parametro h° ndo apresentou variagdes estatisticamente significativas ao
longo dos dias de analise, mas no ultimo dia de armazenamento 0os morangos do
grupo controle apresentaram um valor de h° significativamente maior (p < 0,05) que
os morangos do grupo QGE. Valores de h° maiores para 0S morangos nao
revestidos podem ser atribuidos a sua contaminacéo fungica mais acelerada, a qual
acaba levando a degradacdo das antocianinas e a consequente diminuicdo da
coloracdo vermelha. Essa diminuicdo desloca h° para regibes mais alaranjadas ou
amareladas, mais proximas de 90° (HERNANDEZ-CARRILLO et al., 2021).
Resultados similares de aumento de h° foram observados por Oliveira Filho et al.
(2022a), que recobriram seus morangos com nanoemulsdes a base de cera de
carnauba e 6leos essenciais. Os autores reportaram valores de h° proximos de 40°

no final do armazenamento dos frutos.

Os valores de variagao total de cor (AE) foram calculados em relacdo aos
parametros L*a*b* do dia 0 de armazenamento, para cada um dos grupos, e de
forma geral cresceram de forma significativa (p < 0,05) ao longo do tempo para todos
os frutos. Os frutos do grupo controle foram os Unicos a apresentar uma queda na
variacdo total de cor do nono para o décimo segundo dia de analise, 0 que pode
estar relacionado a sua deterioracdo fungica mais acelerada. No ultimo dia de
analise, os morangos revestidos apresentaram os maiores valores de AE, o que

pode ter sido causado pela sintese de pigmentos como antocianinas ao longo do
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armazenamento, a qual pode estar sendo retardada pela aplicagdo dos
revestimentos (GOL; PATEL; RAO, 2013; OLIVEIRA FILHO et al., 2022a). De forma
geral, a aplicacdo dos revestimentos foi positiva para os resultados dos parametros
de cor, mostrando que a presenca da quitosana, da gelatina e do extrato de casca
de roma né&o afetou a aparéncia visual dos morangos e preservou a coloragdo dos

frutos.

3.1.3 Firmeza

7

A firmeza é outro pardmetro fisico-quimico considerado um atributo de
gualidade de frutos. Os principais motivos da perda de firmeza (ou amolecimento)
dos morangos estao relacionados a degradacdo da parede celular, a qual ocorre
principalmente devido a degradacédo dos tecidos vegetais como, por exemplo, a
pectina, celulose e hemicelulose, promovida pela acdo de microrganismos como 0s
fungos, bem como devido a respiracdo e perda de agua durante o periodo pos-
colheita (PANIAGUA et al.,, 2017). A Figura 4.3 mostra o grafico de firmeza em
funcdo do tempo de armazenamento dos morangos revestidos e nao revestidos.

Figura 4.3. Firmeza (em N) dos morangos revestidos e ndo revestidos ao longo dos 12 dias de

armazenamento refrigerado.
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Fonte: autoria propria. Diferentes letras sobrescritas indicam amostras estatisticamente diferentes por
ANOVA e Tukey (p <0,05), para cada dia de analise.
Até o sexto dia de analise, os trés grupos apresentavam valores de firmeza
significativamente iguais e em torno de 3 N. A partir desse dia, a firmeza dos
morangos do grupo controle passou a cair significativamente, chegando a valores

menores que 1 N. A presenca dos revestimentos QG e QGE nos demais morangos
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foi capaz de manter a firmeza dos frutos mesmo apds 12 dias de armazenamento,
indicando que os revestimentos realmente atuaram como uma barreira contra a

perda de agua e a contaminacao fungica.
3.1.4 Teor de sdlidos soluveis, acidez titulavel e pH

A Tabela 4.2 mostra os resultados da analise de sdlidos soluveis conduzida
com o0s morangos revestidos e ndo revestidos ao longo dos 12 dias de
armazenamento refrigerado. O teor de sacarose representado pelos valores de °Brix
mede a quantidade de aclUcares presentes nos morangos e tem influéncia direta
sobre o sabor e a aceitabilidade dos frutos (MENZEL, 2022). Até o sexto dia de
armazenamento, o teor de sélidos solGveis ndo sofreu variagbes significativas nos
trés grupos analisados e manteve-se estavel. A partir desse dia, entretanto, esse
parametro passou a cair de forma significativa (p < 0,05) para os morangos nao
revestidos, o que indica uma maior taxa de conversao dos acucares, provavelmente
associada a modificacdes na taxa de respiracdo dos frutos ja bastante deteriorados
(CHU et al., 2020). Os revestimentos QG e QGE, por outro lado foram capazes
controlar a taxa de conversdo dos acgucares, mantendo o teor de sdlidos soluveis

relativamente estavel ao longo do armazenamento dos frutos.

A acidez titulavel esta relacionada ao metabolismo dos frutos, uma vez que a
respiracao celular resulta no consumo dos acidos organicos, diminuindo sua acidez
total (CHU et al., 2020). A acidez titulavel dos morangos revestidos e ndo revestidos
se manteve praticamente estavel e sem variacdes significativas ao longo do
armazenamento para 0s morangos revestidos por QGE (Tabela 4.2). No final do
armazenamento, entretanto, os morangos do grupo controle e do grupo QG
apresentaram um aumento significativo nos seus valores de acidez. Tal fato pode
ser explicado pela maior contaminacdo fangica nestes dois grupos (conforme
observado na Figura 4.1(B)), a qual, possivelmente, deu inicio a producdo de

metabdlitos acidos, elevando os valores de acidez total (CHU et al., 2020).
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Tabela 4.2. Teor de solidos solGveis (°Brix), acidez titulavel e pH dos morangos revestidos e nao
revestidos ao longo dos 12 dias de armazenamento refrigerado.

Controle Dias °Brix Acidez titulavel (g acido citrico/100 g) pH
0 6,23 + 0,18 0,84 + 0,074 3,30 + 0,02%¢
3 5,90 + 0,138 0,77 £ 0,02Aab 3,36 + 0,03°¢
6 6,20 + 0,617 0,84 + 0,08 3,36 + 0,038
9 5,00 + 0,49¢P 0,72 £ 0,07 3,43 £ 0,07¢
12 4,50 + 0,12¢P 0,79 + 0,058 3,49 + 0,05¢
QG Dias °Brix Acidez titulavel (g acido citrico/100 g) pH
0 6,27 + 0,63*° 0,70 + 0,06"° 3,36 £ 0,13
3 6,40 + 0,19° 0,72 £ 0,07 3,38 £ 0,03
6 6,33 £ 0,07° 0,72 + 0,048 3,45 + 0,05
9 6,33 + 0,40°° 0,80 + 0,11A% 3,65+ 0,038
12 7,55 + 0,22A4 0,88 + 0,03 3,62 + 0,028
QGE Dias °Brix Acidez titulavel (g acido citrico/100 g) pH
0 5,89 + 0,15%° 0,76 + 0,10 3,31 +0,11%
3 6,12 + 0,42A8bc 0,74 + 0,09% 3,38 £ 0,03
6 6,33 £ 0,124° 0,79 + 0,057B2 3,42 £ 0,040
9 7,61 + 0,097 0,79 + 0,06"@ 3,75 + 0,044
12 5,85 + 0,07"¢ 0,71 + 0,02¢2 3,74 £ 0,074

Fonte: autoria prépria. Em uma mesma coluna, valores com letras mailsculas sobrescritas diferentes
indicam diferencgas estatisticas significativas (por ANOVA e Tukey, p < 0,05) entre as amostras para
um mesmo dia de armazenamento. Em uma mesma coluna, valores com letras minusculas
sobrescritas diferentes indicam diferencas estatisticas significativas (por ANOVA e Tukey, p < 0,05)
entre os dias de armazenamento para uma mesma amostra.

Os valores de pH dos frutos ao longo do armazenamento sdo mostrados na
Tabela 4.2. Em todos os grupos o pH aumentou significativamente (p < 0,05) com o
passar do tempo, o que pode estar relacionado ao consumo dos &cidos organicos e
a diminuicdo na acidez total, conforme explicado no paragrafo anterior. Além disso, a
partir do sexto dia de andlise os morangos dos grupos QG e controle passaram a
apresentar valores de pH significativamente menores (p < 0,05) que os morangos do
grupo QGE. Tal resultado concorda com os resultados de acidez titulavel e
provavelmente estd relacionado a acidificacdo do meio devido aos metabdlitos
acidos produzidos pelos fungos (TOMADONI et al., 2019). Oliveira Filho et al.
(2022a) reportaram a mesma tendéncia de menores valores de pH (< 3,0) para seus

morangos nao revestidos, ao final do armazenamento.
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3.2 Respiracéo

A Figura 4.4 mostra o grafico de barras do quociente respiratorio (QR) dos
morangos, definido como a razdo entre o nimero de mols de CO: produzidos na
respiracao pelo nimero de mols de O, consumidos neste processo. De forma geral,
0 QR de frutas e vegetais varia de 0,7 a 1,3 em condi¢Bes de respiracdo aerdbia
(PAREEK, 2018) e seu valor esta relacionado ao tipo de substrato que esta sendo
utilizado pelo processo respiratorio. Valores de QR <1 indicam que lipideos estdo
sendo usados como substrato para a respiracdo. Se QR =1, os carboidratos da
fruta/vegetal sdo os substratos disponiveis e se QR >1, acidos orgéanicos estédo
sendo usados (FONSECA et al., 2002).

Figura 4.4. Quociente respiratorio (QR) dos morangos revestidos e ndo revestidos ao longo dos dias

de armazenamento.

] a [ controle
. B GG
B QGE

Quociente respiratério (QR)
N
1
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Fonte: autoria prépria. Diferentes letras sobrescritas indicam amostras estatisticamente diferentes por
ANOVA e Tukey (p < 0,05), para cada dia de analise.

Todos os grupos de morangos apresentaram uma tendéncia de diminuicdo do
QR ao longo do armazenamento, o que esta relacionado a diminuicdo das taxas de
respiracdo durante o processo de senescéncia dos frutos. Os morangos do grupo
controle foram os frutos que apresentaram uma gueda mais pronunciada no QR ao
longo do tempo, principalmente até o sexto dia de armazenamento. A presenca dos
revestimentos nos grupos QG e QGE levou a mudancas menos bruscas nos valores
de QR, uma vez que 0s materiais atuam como uma barreira a passagem de gases,
modificando a atmosfera ao redor do fruto e reduzindo sua taxa respiratéria
(GARCIA et al., 2012; OLIVEIRA FILHO et al., 2022a). Até o sexto dia de analise, os
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revestimentos tiveram uma influéncia significativa (p < 0,05) sobre os valores de QR
dos morangos, 0 que comprova sua capacidade em desacelerar as taxas

respiratérias dos frutos.

A partir do nono dia de analise, os frutos de todos 0s grupos passaram a
apresentar valores de QR menores que 1, indicando o fim do uso de &cidos
organicos como substratos principais para o processo respiratério. Tal resultado
concorda com o que foi observado para os valores de pH dos frutos e provavelmente
também esté relacionado a maior contaminacao fangica observada para os frutos no
final de seu armazenamento. Reducfes nas taxas respiratérias de frutos devido a
presenca de revestimentos poliméricos ja foram reportadas para tomates, peras,
blackberries, morangos, dentre outros (CARVALHO et al., 2015; JOSHI et al., 2021;
OLIVEIRA FILHO et al., 2022a).

3.3 Compostos bioativos e atividade antioxidante

A Tabela 4.3 mostra o contetdo total de fendlicos, em mg EAG 100 g*
morango, para os frutos revestidos e nao revestidos ao longo do armazenamento.
O teor de fendlicos dos morangos variou de 66,72%x1,74 a
132,02 + 6,21 mg EAG 100 g*. No grupo controle, foi observado um aumento
significativo (p < 0,05) no conteudo de fendlicos até o sexto dia de analise, seguido
por uma queda também significativa até o final do armazenamento. As tendéncias
observadas nos grupos revestidos, entretanto, foram diferentes. Os morangos
revestidos por QG apresentaram uma diminuigéo significativa (p < 0,05) no conteudo
de fendlicos até o nono dia de analise e um aumento significativo (p < 0,05) no final
do armazenamento. Os morangos revestidos por QGE, por sua vez, apresentaram o

maior contelido total de fendlicos ao final de seu armazenamento.
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Tabela 4.3. Compostos bioativos (conteddo total de fendlicos, antocianinas e vitamina C) e atividade
antioxidante (% de inibi¢do) contra o radical DPPH dos morangos revestidos e néo revestidos ao
longo dos 12 dias de armazenamento refrigerado.

mg cianidina-3-
glicosideo 100 g

1 mg acido
mg EAG 1009 ascérbico 100 g

Controle Dias % inibic&o

0 104,37 + 5,697 27,70 + 0,407 18,37 + 3,065 52,84 + 4,277
3 108,82 + 3,394 28,21 + 0,534 25,51 + 1,77A8b 50,97 + 6,03%ab
6 132,02 + 6,217 33,39 £ 0,27/ 32,65 + 1,774 63,17 + 4,994
9 101,39 + 1,374 19,43 + 0,217d 32,65 + 1,774 38,86 + 2,234°
12 106,86 + 6,56° 23,10 £ 0,29%¢ 9,18 + 0,015¢ 50,41 + 4,504
QG Dias mg EAG 100 g™ grl?(?o(s:iizgi(;j Toizgg-'l ascc’:?lg)]ifc():i(ljgo g % inibicdo
0 106,68 * 2,682 21,65 + 1,3682 28,57 + 1,77" 59,72 + 7,22%2
3 110,09 + 7,827 19,56 + 1,18¢a 30,61 + 3,06"@ 44,08 + 1,727
6 85,32 + 4,84FP 15,18 + 0,97¢¢ 30,61 + 5,30 62,07 + 9,282
9 66,72 + 1,745¢ 17,03 + 0,6158¢¢ 25,51 + 11,7782 38,37 £ 2,92/
12 90,72 + 4,028b 21,00 + 1,174 25,51 + 1,777 51,62 + 4,224
QGE Dias mg EAG 1009 grl?(f]o(s:iiglr:aic()j Toac;sg_'l ascg:t?ifgiggo gt % inibicdo
0 90,98 + 2,31B¢b¢ 17,74 + 0,04% 14,29 + 1,77"¢ 59,56 + 3,49%ab
3 100,65 + 4,30 23,65 + 0,32°8° 23,47 +1,77% 60,05 + 2,074ab
6 81,91 + 7,88B¢ 26,76 + 0,378 27,55 + 3,06%a° 50,81 + 3,78
9 71,46 + 10,355¢ 19,42 + 0,48¢ 29,59 + 1,778 39,38 + 3,447
12 107,98 + 3,59%@ 22,55 + 1,19 23,47 £ 2,77 61,91 + 5,892

Fonte: autoria prépria. Em uma mesma coluna, valores com letras mailsculas sobrescritas diferentes
indicam diferencas estatisticas significativas (por ANOVA e Tukey, p £ 0,05) entre as amostras para
um mesmo dia de armazenamento. Em uma mesma coluna, valores com letras minasculas
sobrescritas diferentes indicam diferengas estatisticas significativas (por ANOVA e Tukey, p < 0,05)
entre os dias de armazenamento para uma mesma amostra.

Diferencas no conteudo de fendlicos dos frutos podem ser atribuidas a
disponibilidade de oxigénio para a acdo da enzima polifenol oxidase, a qual leva a
oxidacéo dos fendlicos durante a senescéncia dos frutos (GOL; PATEL; RAO, 2013;
MOUSAVI; RAHMATI-JONEIDABAD; NOSHAD, 2021). Os revestimentos formam
uma barreira a passagem de gases e reduzem as taxas respiratérias, conforme visto
no item anterior, o que tende a estabilizar o conteddo de fendlicos ao longo do
armazenamento (OLIVEIRA FILHO et al., 2022a). Isso explica o fato de os maiores
contetdos de fendlicos dos morangos revestidos terem sido observados no fim de
seu armazenamento, 0 que nao ocorreu no grupo controle. Além disso, o fato de os

valores observados para os frutos revestidos por QGE serem maiores em
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comparacao a QG também pode estar relacionado a presenca do extrato de casca
de romé&, o qual é quantificado junto com os fendlicos dos morangos revestidos por
QGE (QUINTANA et al.,, 2021). De forma geral, o grupo QGE foi o Unico que
apresentou um aumento significativo (p < 0,05) no conteudo de fendlicos do inicio ao
final do armazenamento, o que indica que a sua aplicacao foi eficaz em aumentar e

preservar o contetdo total de fendlicos dos morangos.

O teor de antocianinas dos morangos, apresentado na Tabela 4.3, variou de
15,18 + 0,97 a 33,39 + 0,27 mg cianidina-3-glicosideo 100 g*. De forma geral, o
tempo de armazenamento teve o0 mesmo efeito observado para o conteudo total de
fendlicos para os morangos do grupo controle, ou seja, de aumento até o sexto dia
de armazenamento, seguido por uma queda significativa nos ultimos dias de analise.
Esse aumento no teor de antocianinas no inicio do armazenamento pode estar
associado a sintese desses pigmentos durante a senescéncia dos frutos, que se
tornam mais vermelhos e mais escuros ao longo do tempo (GOL; PATEL; RAO,
2013).

Os revestimentos atuam modificando a atmosfera interna dos frutos e
retardando as reacdes bioquimicas que levam a sintese das antocianinas (GOL;
PATEL; RAO, 2013; LIU et al., 2018). Por essa razéo, a tendéncia para os valores
de antocianinas dos morangos dos grupos QG e QGE foi diferente da observada
para os morangos do grupo controle. Os morangos revestidos por QGE foram os
anicos a apresentarem teores maiores de antocianinas no ultimo dia de
armazenamento quando comparado ao inicio, 0 que concorda com os resultados de
angulo Hue (relacionado a coloracdo vermelha dos frutos) apresentados no item
3.1.2. Mais uma vez, pode-se dizer que a presenca de QGE foi positiva em manter o
conteido de compostos bioativos dos morangos no final de seu periodo de

armazenamento.

O teor de vitamina C dos morangos, expresso em mg acido ascérbico 100 g*
de frutos, foi um dos parametros que sofreu variacées mais pronunciadas em funcao
do tempo de armazenamento e da presenca dos revestimentos (Tabela 4.3). Os
morangos do grupo controle mantiveram a tendéncia observada para o contetudo
total de fendlicos e o teor de antocianinas, ou seja, de aumento do teor de vitamina
C no comego do armazenamento seguido por uma diminui¢ao significativa (p < 0,05)

no final dele. No décimo segundo dia de andlise, os morangos deste grupo foram os
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gue apresentaram os menores valores de vitamina C. A diminuicdo nos teores de
vitamina C dos frutos ao longo de seu armazenamento pode estar associada a
oxidacao irreversivel do acido ascérbico para o acido dehidroascérbico na presenca
de oxigénio (ROJAS; GERSCHENSON, 2001).

A variacdo nos teores de vitamina C dos morangos revestidos foi mais
controlada ao longo do tempo devido a presenca dos revestimentos. Da mesma
forma observada para os resultados anteriores, os morangos do grupo QGE foram
os Unicos a apresentarem um teor de vitamina C maior no final do armazenamento,
guando comparado ao inicio. Resultados similares de atraso na diminuicdo do
contetdo de acido ascorbico de morangos revestidos foram reportados por Gol,
Patel e Rao (2013), Mousavi, Rahmati-Joneidabad e Noshad (2021) e Oliveira Filho
et al. (2022a).

De forma geral, os resultados dos teores de compostos bioativos dos morangos
revestidos por QGE foram encorajadores. Os compostos fendlicos e a vitamina C
trazem diversos beneficios a saude de quem consome os frutos, enquanto as
antocianinas sao as principais responsaveis pela coloracdo dos morangos, o que
afeta diretamente em sua aceitacdo por parte do consumidor (PARRA-PALMA;
MORALES-QUINTANA; RAMOS, 2020; THOMAS et al., 2016).

A Tabela 4.3 mostra os resultados de % inibicdo dos morangos revestidos e
nao revestidos frente ao radical DPPH, ao longo dos 12 dias de armazenamento
refrigerado. Na concentracdo utilizada para as amostras (ou seja, sobrenadante
proveniente da extracdo de 2 g de polpa em 40 mL de metanol, colocado para reagir
na proporcdo de 1:19 frente ao radical DPPH), as % de inibicdo variaram de
38,37 £ 2,92 para 63,17 + 4,99%.

De forma geral, as variacbes observadas para as % de inibicdo, tanto em
funcdo do tempo quanto em funcdo da presenca do revestimento, seguiram as
mesmas tendéncias observadas para as variagdes nos conteudos de compostos
fendlicos, antocianinas e vitamina C, 0os compostos bioativos responsaveis, em
grande parte, pela atividade antioxidante de morangos e outros alimentos
(MOUSAVI; RAHMATI-JONEIDABAD; NOSHAD, 2021). No dUultimo dia de
armazenamento, 0s morangos revestidos por QGE foram os que apresentaram a
maior inibi¢cdo frente ao radical DPPH, o que j& era esperado devido aos resultados

positivos dos teores de compostos bioativos dos morangos deste grupo.
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3.4 Perfil de compostos volateis

A Figura 4.5 mostra os resultados de numero total de picos (Figura 4.5(A)) e
area total do cromatograma (Figura 4.5(B)) para cada uma das cinco fibras de SPME
testadas para a extracdo dos compostos volateis dos morangos. Cada fibra foi
exposta ao headspace das amostras nas mesmas condicbes de tempo e
temperatura de equilibrio e de extracdo, o que faz com que as diferencas
observadas para o niumero de compostos extraidos e para a area total destes
compostos nos cromatogramas seja atribuida a polaridade e a afinidade dos
diferentes materiais de revestimento das fibras (Figura A7 nos apéndices desta tese)

pelos compostos extraidos (BOGUSZ et al., 2011).

A fibora CAR-PDMS foi a que apresentou uma maior area total de compostos
extraidos (Figura 4.5(B)), seguida pelas fiboras DVB-PDMS e DVB-CAR-PDMS.
Apesar de nao ter apresentado a maior area total, a fibra tripla DVB-CAR-PDMS foi
a que extraiu 0 maior numero total de compostos volateis (66 + 5) (Figura 4.5(A)). Os
compostos que foram identificados para cada uma das cinco fibras, bem como seus
indices de retencao calculados, encontram-se na Tabela 4.4, separados por classe
guimica. De forma geral, os ésteres foram os compostos encontrados em maior
guantidade nos morangos (36), seguidos por aldeidos e cetonas (15), terpenos (12),
alcoois (6), furanos e lactonas (2).

Figura 4.5. (A) Numero total de picos e (B) area total dos cromatogramas obtidos pela extracdo dos

volateis dos morangos com uso das cinco diferentes fibras de SPME testadas.
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Fonte: autoria propria. Diferentes letras sobrescritas indicam diferengas estatisticamente significativas
por ANOVA e Tukey (p < 0,05).
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Dos 66 compostos totais apresentados pelos morangos extraidos com a fibra
DVB-CAR-PDMS, 59 foram identificados por GC-MS. A unido de trés tipos de
materiais de revestimento em uma Unica fibra, isto €, o divinilbenzeno, o Carboxen®
e o polidimetilsiloxano, provavelmente aumentou a capacidade de extracdo de um
maior namero de volateis de diferentes polaridades e classes quimicas. Este
fenbmeno ocorre pela maior afinidade dos compostos que estdo sendo extraidos
dos morangos, fazendo com que a fibra DVB-CAR-PDMS atue com uma polaridade
intermediaria em relacdo as demais fibras (sendo a ordem de polaridade:
PDMS < CAR-PDMS < DVB-CAR-PDMS < DVB-PDMS < PA) (MARQUES, 2021;
PINHEIRO et al., 2019). Assim, a fibra tripla DVB-CAR-PDMS foi a escolhida para a
sequéncia das andlises de extracdo de compostos volateis dos morangos revestidos
e nao revestidos ao longo do armazenamento. Um cromatograma exemplificando os
compostos extraidos para 0os morangos por essa fibra é apresentado na Figura A8

nos apéndices desta tese.
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Tabela 4.4. Compostos volateis identificados nos morangos, seus LTPRI calculados e da literatura, a diferenga entre eles (A), e as fibras empregadas para
sua extracéo.

Compostos LTPRI calculado LTPRI literatura A DVB-CAR-PDMS CAR-PDMS PDMS PA DVB-PDMS
Esteres
1-Metil acetato 657 662 5 X
1-Metil butanoato 839 837 -2 X
1-Metilpropil etanoato 755 745 -10 X
2-Etilhexil acetato 1154 1159 5 X X
2-Metilbutil acetato 878 880 2 X X X X
2-Metilbutil butanoato 875 876 1 X X X X
Benzil acetato 1165 1165 0 X X X
Butil acetato 813 812 -1 X X X X
Butil butanoato 998 994 -4 X X
cis-3-hexenil-1-acetato 1009 1008 -1 X X
Etil 2-metilbutanoato 846 842 -4 X X X X
Etil 3-metilbutanoato 849 859 10 X X X X
Etil butanoato 802 802 0 X X X X
Etil etanoato 609 612 3 X X X X
Etil hexanoato 1002 996 -6 X X X X
Etil isobutanoato 755 755 0 X X
Etil octanoato 1199 1196 -3 X X
Hexil etanoato 979 987 8 X X
Hexil formato 867 870 3 X

Isoamil acetato 875 878 3 X X
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Isobutil butanoato 937 939 2 X X
Isobutil etanoato 771 764 -7 X
Isopropil 3-metilbutanoato 896 900 4
Isopropil caproato 1039 1034 -5 X
Metil 2-metilbutanoato 774 771 -3 X
Metil butanoato 721 724 3 X X X
Metil hexanoato 925 924 -1 X X X
Metil isohexanoato 891 900 9 X X
Metil isopentanoato 773 765 -8 X X
Metil octanoato 1127 1128 1 X X X
Metil pentanoato 822 823 1 X
Metil propanoato 628 621 -7 X X
n-octil acetato 1215 1215 0 X
Pentil acetato 915 916 1 X
Propril acetato 714 712 -2 X
trans-2-hexenil acetato 1018 1017 -1 X X
Furanos e lactonas
y-Decalactona 1470 1463 -7 X
Mesifurano 1061 1065 4 X
Aldeidos e cetonas
2,3-Octadiona 985 986 1
2-Metil-6-heptenona 987 987 0
2-Octenal 1056 1061 5
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3-Metilbutanona 647 654 7 X
Benzaldeido 956 961 5 X
cis-2-heptenal 953 962 9 X
Heptanal 902 899 -3 X
n-Decanal 1206 1200 -6 X
n-Hexanal 801 802 1 X
n-Nonanal 1104 1102 -2
n-Pentanal 701 702 1 X X
trans-2-decenal 1263 1259 -4
trans-2-hexenal 848 850 2 X
trans-2-pentenal 750 754 4
trans-non-2-enal 1160 1161 1 X X
Terpenos
Linalool 1101 1104 3 X X X X
a-Terpineol 1189 1187 -2 X
a-Muuroleno 1501 1497 -4 X X
a-Pineno 930 939 9 X
B-Mirceno 991 988 -3 X
B-Ocimeno 1048 1044 -4 X
B-Pineno 972 979 7 X X
Eucaliptol 1028 1031 3 X X X
Limoneno 1026 1027 1 X X
Nerolidol 1566 1565 -1 X X X X X
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Paracimeno 1022 1025 3 X X
Oxido de trans-Linalool 1087 1088 1
Alcoois
2-Metil-butan-1-ol 734 736 2 X X X
Etilhexanol 1030 1029 -1 X X
n-Hexanol 865 865 0 X X X
Octanol 1072 1070 -2 X X
Pentanol 763 768 5 X X X
trans-2-Hexenol 864 874 10 X
NUmero total de compostos identificados 59 36 29 19 58

Fonte: autoria prépria. Compostos marcados com “X” foram extraidos pela fibra analisada.
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A Tabela 4.5 mostra 0 nUmero de compostos volateis extraidos e identificados,
bem como sua é&rea total média, para os morangos dos grupos controle, QG e QGE
ao longo do armazenamento. No inicio do armazenamento, todos 0S grupos
apresentaram cerca de 55-58 compostos volateis. Esse nimero aumentou no sexto
dia de analise para todos os grupos, tendéncia esperada devido a formacédo de
novos compostos volateis ao longo da maturacdo dos frutos, mas ao final do
armazenamento os morangos do grupo controle foram os Unicos a apresentar
menos compostos volateis em relacdo ao encontrado no inicio do armazenamento.
Os valores de éarea total dos compostos também foram maiores para 0s morangos
revestidos do que para 0os morangos controle. Enquanto os primeiros apresentaram
reducdes de 7,4% (QG) e 6,9% (QGE) em sua area total, do primeiro ao ultimo dia
de armazenamento, os frutos do grupo controle apresentaram 39,4% de reducdo na

area total de seus compostos volateis, uma perda cerca de 6 vezes maior.

Tabela 4.5. Numero de compostos identificados e area total de compostos para os morangos dos
grupos controle, QG e QGE ao longo do tempo.

Grupo Numero de compostos identificados Areatotal (x 10°)
Controle
Dia 0 58 + 3P 160 + 10°
Dia 6 74+ 32 343 £ 4°
Dia 12 47 £ 2° 97 + 8°
QG
Dia 0 56 + 1° 269 + 4°
Dia 6 75+ 228 543 + 20?2
Dia 12 62 + 3P 249 + 13°
QGE
Dia 0 55 + 4P 333+128
Dia 6 60 + 1° 290 + 20°
Dia 12 70 + 48 310 + 15%°

Fonte: autoria propria. Para um mesmo grupo e uma mesma coluna, diferentes letras sobrescritas
indicam amostras estatisticamente diferentes por ANOVA e Tukey (p < 0,05).

Resultados semelhantes foram reportados por Yan et al. (2019) para morangos
recobertos com quitosana e carboximetil celulose, com reducdes de 55 a 70% no
namero total de compostos volateis nos frutos por eles analisados, sendo 0s
morangos néo recobertos aqueles que apresentaram a maior diminuicdo. Tais

resultados sdo um primeiro indicio de que os revestimentos QG e QGE
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desenvolvidos neste estudo estdo atuando na manutencédo do perfil de volateis dos

morangos em seu periodo pos-colheita.

A Figura 4.6 mostra as areas dos trés ésteres (Figura 4.6(A)), alcoois
(Figura 4.6(B)) e aldeidos (Figura 4.6(C)) majoritarios identificados para o0s
morangos do grupo controle, ao longo do tempo. Essas trés classes quimicas foram
escolhidas para a discussao do perfil de volateis dos morangos por terem sido as
mais afetadas pela presenca dos revestimentos e pelo tempo de armazenamento
dos frutos. De forma similar, a Figura 4.7 mostra as areas dos cinco compostos
majoritarios (ndo separados por classe quimica) dos morangos do grupo controle,
nos dias O (Figura 4.7(A)), 6 (Figura 4.7(B)) e 12 (Figura 4.7(C)) de andlise.
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Figura 4.6. Areas dos (A) ésteres, (B) alcoois e (C) aldeidos majoritarios dos morangos do grupo
controle ao longo do armazenamento.
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Fonte: autoria prépria. Para um mesmo composto volatil, diferentes letras sobrescritas indicam
diferengas estatisticamente significativas por ANOVA e Tukey (p < 0,05) ao longo dos dias de
armazenamento.
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Figura 4.7. Areas dos cinco compostos majoritarios dos morangos do grupo controle nos dias (A) 0,
(B) 6 e (C) 12 de analise.
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Fonte: autoria propria. Para um mesmo dia de andlise, letras sobrescritas diferentes indicam
diferencas estatisticas significativas por ANOVA e Tukey (p < 0,05).
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Conforme observado no gréfico da Figura 4.6(A), os trés ésteres majoritarios
dos morangos controle (metil butirato, trans-2-hexenil acetato e etil butirato) foram
detectados nos dias 0 e 6, mas ndo no ultimo dia de armazenamento dos frutos.
Comportamento similar foi observado para dois dos &lcoois majoritarios
(Figura 4.6(B)), o 2-hexenol e o 3-hexenol. No ultimo dia de armazenamento dos
morangos, apenas o amilol, o 2-hexenal e o pentanal puderam ser identificados,
estando o amilol e o 2-hexenal em quantidades significativamente (p < 0,05)

menores que aquelas encontradas nos primeiros dias de armazenamento.

A diminuicdo na concentracdo de ésteres, alcoois e aldeidos durante o
armazenamento dos morangos esta relacionada a senescéncia dos frutos, a qual
leva a condicdes anaerdbicas de respiracdo (baixa concentracdo de O2) e a
producdo de outros compostos volateis, como éteres, aminas, terpenos, dentre
outros. A contaminacdo microbiana também pode afetar o perfil de volateis dos
morangos, levando a producdo de compostos que ndo se configuravam como
majoritarios no inicio do armazenamento (ALMENAR; HERNANDEZ-MUNOZ;
GAVARA, 2009; OLIVEIRA FILHO et al., 2022a; PERDONES et al., 2016). Tal efeito
pode ser mais bem observado nos graficos da Figura 4.7: até o sexto dia de
armazenamento, oS compostos volateis majoritarios dos morangos do grupo controle
eram todos ésteres, 0 que era esperado uma vez que eles sdo a classe mais
abundante de compostos volateis em morangos (ALMENAR; HERNANDEZ-MUNOZ;
GAVARA, 2009; CAl et al., 2022). No ultimo dia (Figura 4.7(C)), entretanto, com uma
contaminacdo microbiana ja avancada, os compostos majoritarios foram o éster etil

acetato, o aldeido n-hexanal, e os alcoois 2-metil-1-butanol, n-hexanol e etanol.

O acumulo de etil acetato no final do armazenamento dos frutos controle pode
ser explicado pela producdo deste éster em condicbes anaerdbicas ou de super
maturacdo. O acetaldeido € um aldeido de ocorréncia natural em frutas, que tende a
se acumular durante a maturacdo. Ele pode ser convertido em etanol pela enzima
alcool desidrogenase, levando a um aumento nos niveis deste alcool no final do
armazenamento dos frutos. O etanol, por sua vez, serve de substrato para a
producdo do etil acetato, o que explica o acumulo deste éster no final do
armazenamento e a consequente reducdo na producdo de outros ésteres, como 0s
metilicos, butilicos e hexilicos (ALMENAR; HERNANDEZ-MUNOZ; GAVARA, 2009).

O aumento de outros ésteres etilicos, como o etil pentanoato, butirato e propioano,
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também foi reportado para os morangos embalados de Cai et al. (2022). Os autores
relacionaram esse fendmeno a perda do aroma tipico dos morangos e a producao

de compostos de aroma desagradavel, os chamados off-flavors.

Outro resultado interessante que aponta para a senescéncia dos frutos controle
€ 0 acumulo de n-hexanol. Durante a senescéncia, a quebra da membrana celular
nos frutos leva a liberacdo de &cidos graxos, 0s quais aumentam a peroxidacao
lipidica e a biossintese de alcoois de seis atomos de carbono (PEREZ et al., 1999).
A presenca do n-hexanal como segundo composto majoritario no Ultimo dia de
armazenamento dos frutos também pode ser explicada, uma vez que este aldeido é
produzido naturalmente pela oxidacdo dos acidos linoleico e linolénico e entdo é
metabolizado para a producdo de alcoois e ésteres (principalmente seus
correspondentes, n-hexanol e hexil acetato, respectivamente) (ALMENAR;
HERNANDEZ-MURNOZ; GAVARA, 2009).

Os graficos da Figura 4.8 mostram os trés ésteres (Figura 4.8(A)), alcoois
(Figura 4.8(B)) e aldeidos (Figura 4.8(C)) majoritarios dos morangos do grupo QG,
ao longo do armazenamento. A grande maioria dos compostos volateis ainda pode
ser encontrada no ultimo dia de armazenamento, ao contrario do que foi observado
para os morangos do grupo controle. Tal resultado confirma o que foi observado
para o numero total de compostos volateis e para a area total dos volateis

apresentados na Tabela 4.5.
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Figura 4.8. Areas dos (A) ésteres, (B) alcoois e (C) aldeidos majoritarios dos morangos do grupo QG
ao longo do armazenamento.

1.5E+8

(A a [ ]Dia0
I [ |Dia6
[ ]Dia12
LOEs8 %
9
T
©
Q
<
b
b e
5.0E+7
c
a b
[
0.0E+0 ; . T . —=
Etil hexanoato Etil butirato Metil butirato
Esteres
a Dia 6
l Dia 12
1.5E+6 - a
= ab J
© w
D 1.0E+6
<L
b
T
5.0E+5 b I J
0.0E+0 ; . T . : .
Pentanol Hexanol 2-Propil-1-heptanol
Alcoois
%7 (©) Dia 0
Dia 6
Dia 12
4E+6 a
3E+6 -
o
I
<
2E+6
a
a a
a
1E+6 a a a
a
OE+0 T T T T T
Etanal Pentanal Nonanal
Aldeidos

Fonte: autoria prépria. Para um mesmo composto volatil, diferentes letras sobrescritas indicam
diferengas estatisticamente significativas por ANOVA e Tukey (p < 0,05) ao longo dos dias de
armazenamento.
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Figura 4.9. Areas dos cinco compostos majoritarios dos morangos do grupo QG nos dias (A) 0, (B) 6
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Fonte: autoria propria. Para um mesmo dia de andlise, letras sobrescritas diferentes indicam
diferencas estatisticas significativas por ANOVA e Tukey (p < 0,05).
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Dentre os ésteres majoritarios dos morangos revestidos por QG, encontram-se
o etil butirato e o metil butirato, os quais também foram observados para o0s
morangos controle. No caso dos morangos do grupo QG, os ésteres etil hexanoato e
etil butirato apresentaram uma tendéncia de aumento no sexto dia de
armazenamento, seguida por uma diminuicdo no ultimo dia (Figura 4.8(A)). Os
alcoois majoritarios, entretanto, foram totalmente diferentes dos observados para os
frutos controle (Figura 4.8(B)). E valido notar que, enquanto o pentanol apresentou
uma diminuicdo em sua area nos cromatogramas, 0 n-hexanol apresentou uma
tendéncia de aumento ao longo do armazenamento, o que também ja era esperado
conforme explicado no paragrafo anterior. As areas dos aldeidos, de modo geral,
nao sofreram variacdes significativas (Figura 4.8(C)).

Os graficos da Figura 4.9 apresentam os cinco compostos volateis majoritarios
dos morangos revestidos por QG nos diferentes dias de armazenamento. No décimo
segundo dia de armazenamento, 0s compostos majoritarios dos frutos ainda eram
esteres. Nenhum dos compostos relacionados a senescéncia dos frutos, discutidos
anteriormente (etil acetato, etanol, n-hexanol e n-hexanal), foram observados para
0s morangos do grupo QG, mais um indicativo de que os revestimentos a base de
guitosana estdo atuando atrasando a contaminacéo e a deterioracdo dos morangos

e mantendo seu perfil de compostos volateis mais estavel ao longo do tempo.

Os graficos das Figuras 4.10 e 4.11 mostram 0s compostos majoritarios dos
morangos do grupo QGE separados por classe quimica e por tempo de
armazenamento, respectivamente. De forma geral, os ésteres majoritarios destes
morangos (Figura 4.10(A)) apresentaram uma tendéncia de diminuicdo no sexto dia
de armazenamento, seguida por um novo aumento no final do armazenamento. O
etil hexanoato e o etil butirato também foram os ésteres majoritarios observados
para os morangos revestidos por QG. O n-hexanol e o pentanol, dois dos alcoois
majoritarios de QG, também foram os majoritarios de QGE. O pentanol nao
apresentou variacao significativa ao longo do tempo, jA o n-hexanol apresentou um
aumento significativo (p < 0,05) no ultimo dia de armazenamento, conforme
observado e explicado anteriormente. Os aldeidos também ndo apresentaram

variacdes significativas.

Em relacdo ao tempo de armazenamento, a mesma tendéncia dos morangos

do grupo QG foi observada para os frutos revestidos por QGE. No décimo segundo



147
Capitulo 4 — Resultados e Discussbes

dia de andlise, os cinco compostos majoritarios dos morangos ainda eram
exclusivamente ésteres, sendo 4 deles em comum entre 0os dois grupos revestidos
(etil butirato, etil haxanoato, hexil acetato e trans-2-hexenil acetato). Almenar,
Hernandez-Mufioz e Gavara (2009) também reportaram aumento na concentracao
dos ésteres hexil acetato, etil butirato e etil hexanoato em seus morangos revestidos
com solucdo de quitosana em &cido acético, ao longo do armazenamento. Perdones
et al. (2016), que também utilizaram revestimentos a base de quitosana para
morangos, reportaram a mesma tendéncia de mudanca dos compostos volateis
majoritarios ao longo do tempo de armazenamento, levando a perfis de compostos

volateis semelhantes para os morangos revestidos ao final do armazenamento.



Capitulo 4 — Resultados e Discussbes

148

Figura 4.10. Areas dos (A) ésteres, (B) alcoois e (C) aldeidos majoritarios dos morangos do grupo

QGE ao longo do armazenamento.
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Fonte: autoria prépria. Para um mesmo composto volatil, diferentes letras sobrescritas indicam
diferengas estatisticamente significativas por ANOVA e Tukey (p < 0,05) ao longo dos dias de

armazenamento.
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Figura 4.11. Areas dos cinco compostos majoritarios dos morangos do grupo QGE nos dias (A) 0,
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Fonte: autoria propria. Para um mesmo dia de andlise, letras sobrescritas diferentes indicam
diferencas estatisticas significativas por ANOVA e Tukey (p < 0,05).
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3.5 Teste do desafio

A influéncia dos revestimentos sobre o controle da proliferagdo fungica nos
morangos se deu pela aplicacdo dos esporos dos fungos R. stolonifer e B. cinerea
nos frutos revestidos e nao revestidos e pela analise da severidade de suas lesées
ao longo dos 12 dias de armazenamento. A Figura 4.12(A) mostra a escala de
severidade adotada para os morangos contaminados com o fungo R. stolonifer,
relacionada a area do fruto contaminada. Da mesma forma, a Figura 4.12(B) mostra
a escala de severidade para o fungo B. cinerea. Quanto mais eficaz o revestimento,
melhor sua propriedade de barreira contra o espalhamento da lesdo promovida e
menores 0s valores atribuidos para os morangos ao longo de seu armazenamento.

Figura 4.12. Escalas de severidade adotadas para os morangos lesionados com: (A) esporos do

fungo R. stolonifer e (B) esporos do fungo B. cinerea.

1 (1-20%) 2 (21-40%) 3(41-60%) 4 (61-80%) 5 (81-100%)

1(1-20%) 2 (21-40%) 3 (41-60%) 4 (61-80%) 5 (81-100%)

Fonte: autoria prépria.

Conforme esperado, a presenca dos revestimentos de quitosana/gelatina e de
guitosana/gelatina/extrato de casca de roma retardaram o desenvolvimento das
lesdes para ambos os fungos inoculados. A Figura 4.13 compara 0os mesmos frutos
nos dias 3 (Figura 4.13(A)) e 9 (Figura 4.13(B)) do armazenamento, todos
contaminados com o fungo R. stolonifer. E possivel verificar que, enquanto o
morango do grupo controle ja se apresentava totalmente contaminado (ou seja, no

grau 5 da escala de severidade) no dia 9, os morangos revestidos ainda
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apresentavam regides ndo lesionadas. Nesse mesmo dia, foram atribuidos os
valores de severidade 2 para o morango revestido com QG, e 1 para o0 morango

revestido com QGE.

Figura 4.13. Comparativo dos morangos revestidos e ndo revestidos lesionados com o fungo R.

stolonifer nos dias (A) 3 e (B) 9 do armazenamento.

h ; )

Controle " Controle

Fonte: autoria prépria.

Do mesmo modo, a Figura 4.14 mostra os frutos, também nos dias 3
(Figura 4.14(A)) e 9 (Figura 4.14(B)) do armazenamento, contaminados com o fungo
B. cinerea. O morango do grupo controle também apresentou 100% de deterioracéo
no nono dia de armazenamento, enquanto para os morangos dos grupos QG e QGE

foram atribuidas as severidades 3 e 2, respectivamente.
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Figura 4.14. Comparativo dos morangos revestidos e ndo revestidos lesionados com o fungo B.
cinerea nos dias (A) 3 e (B) 9 do armazenamento.
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Fonte: autoria prépria.

Para ilustrar melhor o controle dos revestimentos sobre as lesbes nos
morangos, os graficos de barra da Figura 4.15 mostram a escala de severidade em
cores. Na Figura 4.15(A) observa-se que 70% dos morangos do grupo controle
contaminados com o fungo R. stolonifer passaram da severidade 1 (verde escuro)
para a severidade 3 (amarelo claro) do dia 3 para o dia 6 de armazenamento. No dia
9, 100% destes frutos ja se encontravam na mais alta severidade da lesdo (5),
representada pela cor vermelha. Por outro lado, nesse mesmo dia ainda foram
encontrados 10% de morangos no grau 1 de severidade (verde escuro) para 0S
frutos revestidos com QG, e 20% de morangos nesse mesmo grau para os frutos
revestidos com QGE. Estes resultados sdo, mais uma vez, uma evidéncia de que 0s
revestimentos puderam retardar o desenvolvimento das lesdes microbianas. No
ultimo dia, 30% dos frutos revestidos, tanto com QG quanto com QGE, ainda se

encontravam no meio da escala de severidade (grau 3, amarelo claro).
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Figura 4.15. Graficos de barras com a escala de severidade das lesdes representada por cores, para
0s morangos contaminados com: (A) R. stolonifer e (B) B. cinerea.
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Fonte: autoria prépria.

No caso dos frutos contaminados com o fungo B. cinerea (Figura 4.15(B)), os
resultados foram ainda mais promissores. O grau mais alto de severidade s6 foi
observado no ultimo dia de armazenamento para os frutos revestidos, tanto para QG
guanto para QGE, sendo que 100% dos frutos controles jA se encontravam
totalmente contaminados desde o dia 9. Além disso, apenas 40% dos frutos
revestidos com QGE apresentaram a lesdo mais severa no dia 12, metade da
porcentagem dos frutos revestidos com QG encontrados nesse grau de severidade,

nesse mesmo dia (80%).
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3.6 Anédlise sensorial

O teste sensorial de diferenca do controle foi aplicado com 19 avaliadores
treinados, para avaliagcdo da existéncia de diferenca entre os morangos revestidos e
0S morangos nao revestidos, em termos globais (aparéncia, odor, gosto, sabor).
Para cada avaliador, foram servidas uma amostra controle (P, morango né&o
revestido), e trés amostras testes, sendo elas: um morango nao revestido (igual ao
controle), um morango revestido com QG e um morango revestido com QGE
(Figura 4.16).

Figura 4.16. Cabine de aplicacdo do teste sensorial para 0s morangos.
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Fonte: autoria prépria.

A Tabela 4.6 apresenta a meédia dos valores (de 1 a 9) atribuidos pelos
avaliadores aos morangos dos trés grupos durante o teste sensorial. Os valores
ficaram muito préximos uns dos outros e indicam que, em termos globais, o0s
avaliadores julgaram que os morangos eram “ligeiramente melhores que P” (nota 4)
ou que “ndo ha diferenca entre P e as amostras” (nota 5). E importante ressaltar que
0s morangos do grupo QGE apresentaram a média mais proxima do valor 4, sendo,

de forma geral, considerados melhores que os morangos dos demais grupos.

Tabela 4.6. Média dos valores atribuidos para os morangos revestidos e nao revestidos no teste
sensorial de diferenca do controle.

Amostra Controle QG QGE

Média 4,63 +1,06 4,79 + 1,47 4,37 +1,61

Fonte: autoria prépria.
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Os resultados da ANOVA dos valores atribuidos aos morangos dos trés grupos
encontram-se na Tabela 4.7. Considerando-se que o valor de F tabelado para
2 graus de liberdade da amostra e 36 graus de liberdade do residuo (F (2:36)) € igual a
3,27, e que o F calculado foi de 0,65, pode-se afirmar que ndo houve diferenca
significativa entre as amostras a 95% de confianga, uma vez que F caiculado < F tabelado-
Tal resultado indica que os avaliadores realmente ndo puderam afirmar se havia ou
nao diferenca entre as amostras de morangos revestidos e néo revestidos em
termos globais (aparéncia, odor, gosto, sabor), o que é mais um resultado positivo
para a aplicacdo dos revestimentos no periodo pés-colheita dos morangos.

Tabela 4.7. Resultados da ANOVA aplicada aos valores atribuidos pelos provadores aos morangos
no teste sensorial de diferenca do controle.

Causas da variacédo Graus de liberdade Soma quadréatica Média quadratica F
Amostra 2 1,72 0,86 0,65*
Avaliador 18 58,39 3,24 2,45
Residuo 36 47,61 1,32

TOTAL 56 107,72

Fonte: autoria prépria. F tabelado para 2 graus de liberdade da amostra e 36 graus de liberdade do
residuo = 3,27. *Nao significativo a 5% de probabilidade.

3.7 Estimativa do custo dos revestimentos

Para a estimativa do custo dos revestimentos dos morangos, considerou-se as
guatro etapas principais em que o processo laboratorial foi dividido: (A) obtencéo da
guitosana, (B) obtencdo do extrato de casca de roma, (C) preparo dos revestimentos
QGE e (D) aplicacéo dos revestimentos nos morangos. Os calculos foram feitos com
base no revestimento de 100 morangos e considerando-se a proporcédo de 1 g de
QGE para cada fruto. A Figura 4.17 mostra 0s principais gastos envolvidos em cada

uma das quatro etapas.

Considerando-se 0s gastos com energia elétrica (e a poténcia dos
equipamentos utilizados nas quatro etapas do processo), consumiveis como agua e
gases, e reagentes, o custo envolvido no preparo e na aplicacdo do revestimento
QGE nos morangos € de aproximadamente R$ 0,13 por fruto. Para essa estimativa,
nao foram adicionados os gastos com mao de obra ou de depreciacdo dos
equipamentos, os quais devem ser considerados caso haja um escalonamento do

processo. O revestimento de 100 morangos € viavel de ser conduzido em escala
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laboratorial, e 0 escalonamento envolveria gastos extras com estoque, transporte,

logistica, dentre outros.

Figura 4.17. Estimativa do custo das principais etapas envolvidas na produc¢éo e na aplicacdo dos

revestimentos dos morangos.

(A) — Obtengao da quitosana

Equig 1itos e instalagées: liquidificador (1 h), agitador
mecanico (8 h), manta de aquecimento (8 h), capela (1 h),
estufa (24 h)

Consumiveis: agua (1 m3) e nitrogénio (0,16 m3)

Reagentes: hidroxido de sodio (300 g)

Rendimento: 36 g de quitosana > R$ 6,26/g quitosana

| (B) — Obtengéo do exirato

Equipamentos e instalagoes: liquidificador (1 h), liofilizador
(12 h), banho de ultrassom (1 h), estufa (12 h), centrifuga (0,5 h)

R$ 2,32
100 g de revestimento

' Reagentes: etanol PA (270 mL)

100 mg de extrato

7,60 Rendimento: 7 g de extrato > R$ 6,80/g extrato

800 mg de quitosana

(C) — Preparo dos revestimentos ‘ -
R$ 4,90 L .
Equif 6 lagGes: agitador magnético (4 h), Aplicagdo de 100 g de revestimento

R$ 1,77

S e ir G
agitador mecanico (27 h) TOTAL: R$
12,91 Revestir 100 morangos — R$ 0,13/morango

R$ 0,55

Reagentes: etanol PA (4 mL), gelatina (200 mg)

TOTAL: R$ 2,32

Rendimento: 100 g de re imento

(D) — Aplicagéo dos revestimentos

R$ 0,90 Equipamentos e instalagdes: geladeira (12 h)
R$ 4,00 Reagentes: hipoclorito de sédio 2% (2 L) -
Or B R Rendimento: 100 morangos

Fonte: autoria prépria.

Outro fator de extrema importancia para a obtencédo de um custo final viavel foi
0 uso de residuos para a obtencédo da quitosana (proveniente de gladios de lula) e
do extrato de casca de roma. Caso fosse usada uma quitosana comercial (custo de
cerca R$ 8,50 — R$ 12,50 por g de quitosana), o valor do uso da quitosana para o
preparo de 100 g de revestimento aumentaria de R$ 5,00 (Figura 4.17) para R$ 8,00
— R$ 10,00. Por fim, é importante destacar que o aumento no valor dos frutos com a
aplicacdo dos revestimentos pode ser compensado pelo aumento em 6-8 dias no

seu tempo de armazenamento, conforme visto na secéo 3.1.
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4. CONCLUSOES

Esta etapa da pesquisa envolveu a aplicagdo dos revestimentos QG e QGE,
desenvolvidos, otimizados e caracterizados nos capitulos anteriores, em morangos.
Os resultados apontaram para a formacdo de uma barreira semipermeével pelos
revestimentos poliméricos, a qual protegeu os morangos contra a desidratacdo e o
ataque de microrganismos. Mais de 90% dos morangos nao revestidos foram
deteriorados ao final dos 12 dias de armazenamento refrigerado, o que justifica seus
menores teores de sélidos sollveis (maior conversao dos aglcares durante o
metabolismo) e seus menores valores de pH (devido aos metabdlitos acidos
produzidos pelos fungos). A coloracdo e a firmeza dos morangos revestidos
mantiveram-se estaveis e o0s revestimentos também retardaram as quedas nas taxas
respiratorias dos frutos. Os morangos do grupo QGE apresentaram ainda maiores
teores de compostos bioativos (fendlicos totais, antocianinas e vitamina C) ao final
de seu armazenamento, o que afeta de maneira positiva a aceitacdo sensorial e 0
perfil nutricional dos frutos. Os morangos nao revestidos apresentaram uma queda
de cerca de 39% na area total de seus compostos volateis, e a presenca de
compostos como etil acetato, hexanal e hexanol no final de seu armazenamento
indicou condicbes de respiracdo anaerobica e contaminacdo microbiana. Os
revestimentos também retardaram o desenvolvimento das lesGes por fungos
inoculados nos morangos, sendo que os frutos ndo revestidos se apresentaram
100% contaminados no nono dia de armazenamento. Os resultados do teste
sensorial de diferenca do controle ndo apontaram a existéncia de diferenca
significativa, em termos globais, entre os frutos revestidos e nao revestidos, ou seja,
os provadores ndo conseguiram diferenciar os frutos nao recobertos dos recobertos
com QG e QGE. Por fim, a aplicacdo dos revestimentos nos frutos levaria a um
aumento de apenas R$ 0,13/fruto, considerando-se todas as etapas de obtencéo,

preparo e aplicacdo dos materiais.
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo microbiana é um problema sério em todo o mundo,
especialmente na industria de alimentos (DELGADO; SCHUSTER; TORERO, 2021;
DIAS et al., 2022). Por ano, é descartado aproximadamente um terco de todos os
alimentos produzidos globalmente, o que equivale a cerca de 1,3 bilhdo de
toneladas (DELGADO; SCHUSTER; TORERO, 2021; ELMASSRY; ZAYED; FARAG,
2020). As consequéncias da elevada contaminagdo microbiana na induastria
alimenticia ndo sdo apenas econdmicas, mas também sociais, levando-se em
consideracdo as milhares de hospitalizacbes pela ingestdo de alimentos
contaminados com microrganismos patogénicos (BINTSIS, 2017; THAKALI;
MACRAE, 2021).

Considerando a ameaca que essas contaminacdes podem representar, tanto
para a perda de alimentos quanto para a saude humana, hd uma necessidade
urgente pelo desenvolvimento de estratégias de combate de microrganismos
deteriorantes e patogénicos em alimentos. Nesse sentido, a terapia fotodinamica
antimicrobiana (da sigla em inglés aPDT, antimicrobial photodynamic therapy) tem
ganhado repercussao cientifica e pratica devido as suas caracteristicas de alta
precisdo, nao invasividade, alta eficiéncia, controlabilidade, possibilidade de
repeticdo do tratamento, baixa toxicidade, além de seu baixo custo (LIU et al., 2019;
WANG et al., 2021b).

A terapia fotodinamica requer o uso de uma fonte de luz com comprimento de
onda especifico e uma molécula fotossensibilizadora (DIAS et al., 2022). A acéo da
luz sobre essa molécula produz as chamadas espécies reativas de oxigénio (ERO),
como o peroxido de hidrogénio (H2032), ion superoxido (O2"), radical hidroxila ((OH) e
oxigénio singleto (*O2), as quais sdo citotoxicas e capazes de matar o0s
microrganismos quando em contato com elas (DIAS et al., 2020; HU et al., 2018).
Além de ser amplamente utilizada para aplicacbes médicas, como infeccbes e
cancer (ARCIOLA et al., 2018; STEWART, BJARNSHOLT, 2020), muitos estudos
recentes tém se concentrado no desenvolvimento e aprimoramento da aPDT para a
descontaminacéo de alimentos (AALIYA et al., 2021; DIAS et al., 2022; NOTTAGH
et al., 2020).
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Tao et al. (2018) avaliaram os efeitos da terapia fotodinamica sobre a qualidade
de fatias de macgad recobertas com curcumina durante seu armazenamento,
reportando inativacdo microbiana em sua superficie. As propriedades antioxidantes
e nutricionais da fruta ndo foram afetadas negativamente pelo tratamento. Assim,
uma maneira de aprofundar os estudos de terapia fotodinamica visando reduzir a
perda de alimentos é pela associacdo entre este tratamento e o uso de
revestimentos poliméricos comestiveis funcionalizados com fotossensibilizadores,
para a producgéo de filmes inovadores e eficientes. Dias et al. (2022) reportaram a
eficiéncia da foto inativacdo bacteriana em filmes de quitosana e gelatina contendo
curcumina e extrato de casca de roma como fotossensibilizadores e concluiram que
ambos o0os materiais foram promissores para a aplicacdo proposta, podendo ser

utilizados como revestimentos de alimentos.

Assim, o objetivo geral deste capitulo foi o de aliar a terapia fotodinamica com o
uso dos revestimentos comestiveis a base de quitosana, gelatina e extrato de casca
de romd, desenvolvidos e aplicados em morangos como descrito nos capitulos
anteriores, para a melhoria da inativacdo microbiana dos frutos. Os resultados aqui
descritos podem ser encontrados no artigo intitulado: “Photoantimicrobial chitosan-
gelatin-pomegranate peel extract films for strawberries preservation: From
microbiological analysis to in vivo safety assessment”, que foi pulicado no periodico
internacional International Journal of Biological Macromolecules (fator de impacto =
8,2 em 2023) (Anexo IV desta tese).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Neste capitulo, foram utilizados tanto os filmes quanto as solu¢ées formadoras
dos revestimentos QG (0,8% quitosana, 0,2% gelatina) e QGE (0,8% quitosana,
0,2% gelatina e 1 mg g* extrato de casca de roma), preparados e caracterizados
conforme descrito nos capitulos anteriores. Todos 0s solventes e reagentes
utilizados nas preparacdoes e caracterizacbes foram de grau PA ou superior e
utilizados como tal. Todos os ensaios descritos neste capitulo foram conduzidos no
Centro de Pesquisa em Optica e Fotdnica do Instituto de Fisica de S&o Carlos
(IFSC/USP).

2.2 Fotodegradacéao do extrato de casca de roma e dos revestimentos

Para avaliar a capacidade fotossensivel do extrato de casca de roma na
inibicdo de microrganismos, foram conduzidos testes de fotodegradagdo com o
extrato, bem como com o filme QGE. Para tanto, as amostras foram submetidas a
aplicacdo de luz verde com um aparelho Biotable® (525 nm, 8,8 mW cm™), em
doses cumulativas (de 0 a 30 J cm? para uma solucdo etandlica do extrato a
250 ugmL?t, e de 0 a 100Jcm? para o fiime QGE), determinadas
experimentalmente para cada material. O comprimento de onda de 525 nm foi
escolhido por ser apropriado para ativar a cianidina-3-glucosideo, antocianina
predominante do extrato de casca de roma (BERTOLO et al., 2023). O tempo de
aplicacdo da luz, necessario para atingir cada dose, foi determinado de acordo com
a calibracdo diaria da poténcia do equipamento. A cada dose de luz aplicada, foram
obtidos espectros de absorcdo UV-Vis do extrato (460-800 nm) e espectros de
fluorescéncia de QGE (530-800 nm), com a finalidade de se monitorar o decaimento

da absorbancia dos materiais de acordo com a aplica¢éo da luz.

A porcentagem de fotodegradacéo do extrato foi calculada pela Equacao (5.1),
em que Abs inicia/AbS fina € @ absorbancia do extrato em 540 nm, antes e apos a
aplicacdo de cada dose de luz, respectivamente. Da mesma forma, o percentual de
fotodegradacao do filme QGE foi calculado de acordo com a Equacéo (5.2), em que
Intensidade inicia/Intensidade final € @ intensidade de fluorescéncia do filme antes e

apos a aplicacédo de luz, também em 540 nm.
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fbsinicial_ AbSfinal

AbSinicial

Fotodegradacio do extrato (%) = )x 100 Equacdo (5.1)

ntensidadepjciqi— Intensidade finqy

Fotodegradagcado de QGE (%) = /

)x 100 Equagcdo (5.2)

Intensidadeiyicial

2.3 Foto inativacao de S. aureus pelo extrato de casca de roma e pelos

revestimentos

Para a determinacéo da atividade antimicrobiana dos materiais sob a aplicacao
de luz, conduziu-se o teste de inativagdo fotodinamica (ou foto inativacio) contra
Staphylococcus. aureus (ATCC 25923), conforme procedimento descrito por Dias,
Corréa e Bagnato (2021). Para tanto, 1 mL da suspensdo de bactérias
(108 UFC mL™1) foi colocado em contato com o extrato (nas concentragées de 2,5, 5
e 10 mg mL!) e com os filmes QG e QGE (25 mm?) por 10 min, em uma placa de 24
pocos, para a adesao das bactérias aos materiais. O flme QG, apesar da auséncia
do extrato de casca de rom& como fotossensibilizador, também foi analisado para
avaliacdo da atividade antimicrobiana intrinseca da quitosana. Apés 10 min, as
amostras foram transferidas para outra placa e submetidas a irradiacdo de luz
(525 nm, 50 J cm?) em um aparelho Biotable®. Para cada material, havia um

controle correspondente no escuro, isto €, sem aplicacao de luz.

Em seguida, para o descolamento das células, as amostras foram transferidas
para tubos de ensaio com 1 mL de solucdo salina estéril e agitadas em vértex por
30 s. Para a determinacdo da sobrevivéncia das bactérias, as amostras foram
diluidas seriadamente (1:10) em solucdo salina estéril e espalhadas sobre as
superficies de placas de agar Brain Heart Infusion (BHI). Apos incubacgéo (37 °C,
24 h), as unidades formadoras de colonias (UFC mL?) foram determinadas. Cada

amostra foi analisada em duplicata em trés ocasifes distintas (n = 6).

2.4 Fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade

dos revestimentos

As sementes da variedade Baia Periforme de Allium cepa, isentas de
agrotoxicos, foram adquiridas da Isla Sementes LTDA (Porto Alegre, RS, Brasil). Os
testes com A. cepa foram feitos de acordo com protocolos estabelecidos na literatura
(DIAS et al., 2020; LEME; MARIN-MORALES, 2009; SCHERER et al., 2019). As

sementes foram colocadas em contato com as solu¢des formadoras de filme QG e
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QGE nas concentragdes de 10, 50, 100, 200 e 500 mg L. Agua destilada e o
herbicida trifluralina (TRF) (0,84 mg L) foram aplicados como controles negativo

(CN) e positivo (CP), respectivamente.

Para a germinagéo das sementes, feita em triplicata com 30 sementes em cada
tratamento, as amostras foram deixadas a 23 £ 5 °C com fotoperiodo 12/12 h e UR
de 60 £ 5%, por 96 h. A fitotoxicidade foi analisada pela taxa de germinagao (TG),
calculada pela Equacéo (5.3) ap6s 96 h. O indice de alongamento radicular (IAR),

com saliéncia visivel, foi medido com um paquimetro digital Digimess.

Total sementes germinadas

TG = (

)x 100  Equagdo (5.3)

Total sementes utilizadas

O indice mitético (IM) e as frequéncias de anomalia cromossdémica (FAC) e de
micronacleo (FMA) foram determinados pelas Equacdes (5.4), (5.5 e (5.6),
representando a citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, respectivamente.
As raizes coletadas foram fixadas em solucdo Carnoy 3:1 (&lcool etilico/acido
acético) por 8 h, transferidas para o fixador Carnoy e armazenadas a 4 °C. As raizes
fixadas foram lavadas com agua destilada e hidrolisadas em &acido cloridrico (HCI)
1 mol L** a 60 °C por 10 min. Posteriormente, foram lavadas e coradas com reagente
de Schiff por 2 h e entdo mantidas protegidas da luz. Apdés a coloracdo, os
meristemas radiculares foram colocados em laminas, as quais foi adicionada uma
gota de carmim acético 45% e, a seguir, cobertos com laminulas e entdo levemente
triturados. Para cada tratamento, 5 laminas foram preparadas e fotografadas usando
um microscoépio optico Nikon com ampliacdo de 400x (Nikon CFI60, Eclipse Ti-S,
Toquio, Japao). Na analise das imagens foram utilizadas 1000 células em cada
lamina, totalizando 5000 células por tratamento. A versao FiJi do software Image J

foi utilizada como principal plataforma de analise de imagens.

Total de células divididas

IM = ( ) x 100 Equacado (5.4)

Total de células observadas

Total de células com abnormalidade

FAC = (

)x 100 Equacio (5.5)

Total de células observadas

Total de células com micronicleos

FMA = (

)x 100  Equacdo (5.6)

Total de células observadas
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2.5 Ensaios in vivo com peixe-zebra

As espécies Danio rerio (peixe-zebra) (1,5-2,0 cm de comprimento, macho e
fémea) foram aclimatadas em condi¢cfes de laboratério por 15 dias. A manutencao
dos peixes foi feita seguindo a metodologia estabelecida pela OECD 203 (KITANO,
1992), com aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Fisica de S&o Carlos - Universidade de S&o Paulo, protocolo CEUA 2952290621,
sob responsabilidade do Dr. Lucas Danilo Dias (Anexo V). Os peixes foram
cultivados coletivamente em um aquario de 50 L (50 x 25 x 40 cm), acoplado a um
sistema de filtracdo e aeracdo continua. Os parametros para manutencdo da
espécie foram: agua sem cloro, fotoperiodo 12/12 h, filtracdo, aeracdo continua,
pH 7,0 £ 0,5 e temperatura 27 + 1 °C. Durante todo o processo de aclimatagéo, os
peixes foram alimentados duas vezes ao dia através de comedouro automatico
(Hopar Automatic H-9000) com racdo comercial (Tetramin®) (GARBUIO et al.,
2022).

Os testes de toxicidade foram feitos apds a aclimatacdo dos peixes, em
triplicata, com os animais separados em trés grupos principais (n = 5 peixes/grupo):
1) 4gua (controle); 2) QGE 10, 50 e 100 mg L; e 3) QG 100 mg L. Os peixes foram
expostos as diferentes concentracbes dos grupos em recipientes de vidro com
capacidade para 2L de agua reconstituida e mantidos por 96 h em condi¢cdes
estaticas. A mortalidade dos peixes foi monitorada cada 24 horas (24, 48, 72 e 96 h).
Foram avaliados os seguintes parametros fisico-quimicos da agua a cada leitura de
mortalidade: oxigénio dissolvido (mg L*) (NEOFOX-KIT Oxygen Sensing System,
Ocean Optics), sensor de oxigénio da sonda (FOSPOR), temperatura (°C) e
potencial de hidrogénio (pH) (modelo de medidor de pH de bolso, KAVIS)

(Tabela A3 nos apéndices desta tese).
2.6 Avaliacdo dos morangos

Para avaliacdo do uso da terapia fotodinamica aliado aos revestimentos sobre
as propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas dos morangos, seguiu-se 0
mesmo procedimento de aplicacdo dos revestimentos descrito na secdo 2.1 do

capitulo 4, com frutos adquiridos em comércio local (Sao Carlos, SP, Brasil).
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2.6.1 Perda de massa, contaminacgéo fungica e conteudo total de fenélicos

Uma vez recobertos, os morangos dos trés grupos (controle, QG e QGE) foram
pesados e divididos em outros dois grupos (escuro e claro), sendo n = 15/grupo. Os
frutos do grupo escuro foram deixados na bancada enquanto os frutos do grupo
claro foram submetidos a aplicacdo de luz verde (525 nm) com aparelho Biotable®
(10 J cm?), por toda a superficie do fruto (Figura 5.1). Apds a aplicacdo da luz,
todos os morangos foram novamente armazenados na geladeira. A % de perda de
massa e a contaminacdo dos frutos foram determinadas segundo os mesmos
procedimentos descritos na secdo 2.2 do capitulo 4 nos dias 0, 2, 4, 6 e 8 de

armazenamento.

Figura 5.1. Aplicag&o de luz verde nos morangos com o aparelho Biotable®.

Fonte: autoria prépria.

O conteudo total de fendlicos dos morangos dos grupos controle e QGE foi
determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, nos dias 0, 4 e 8 de armazenamento.
Para tanto, os frutos foram macerados e extraidos em banho ultrassénico (Unique
USC-1400A) por 15 min a 25 °C com acetona/agua 80% (v/v), na proporcdo de
1 g de fruto/10 mL de solucéo, seguindo modificagcdes do procedimento descrito por
Yu et al. (2021). Ap6s a extracdo, as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por
10 min. O sobrenadante foi entdo colocado para reagir com o reagente de Folin (1:1)
por 5 min, seguido da adi¢cdo de uma solucdo de carbonato de sddio 20% (g/g) para
interromper a reacdo. Apos 15 min no escuro, a absorbancia foi medida a 725 nm

(espectrofotbmetro  Thermo ScientificTM, Vantaa, Finlandia). A solucdo de
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acetona/adgua foi utilizada como branco e os resultados foram expressos em

ug EAG g morango.
2.6.2 Foto inativacdo de S. aureus

Para avaliar a foto inativagdo microbiana dos frutos revestidos e nao
revestidos, os morangos foram lavados, sanitizados e cortados em pedacos
cilindricos. O procedimento de revestimento foi feito conforme descrito na secéo 2.6.
Também foi preparado um grupo controle, por meio da imersdao dos pedacos
cilindricos em agua destilada. Apés secagem por 2 h a 25 °C, os pedacos de
morango foram armazenados a 4 °C e 70% UR. No dia seguinte a aplicacdo dos
revestimentos, foram feitos testes microbioldégicos com S. aureus (ATCC 25923)
seguindo o procedimento descrito na secao 2.3 deste capitulo (BERTOLO et al.,
2022; DIAS et al., 2022).

A suspenséo de bactérias padronizada (1 mL) foi transferida para uma placa de
24 pogos e 0s morangos revestidos e ndo revestidos foram adicionados e mantidos
na suspensao de bactérias por 10 min. Em seguida, os frutos foram realocados para
outra placa de 24 pogos e irradiados com luz verde (525 nm, 50 Jcm™2). Para o
ensaio de viabilidade, os morangos foram transferidos para tubos com solucao
salina estéril (1 mL) e agitados no vortex, e aliquotas das amostras foram diluidas
usando solucao salina estéril. Para o céalculo das unidades formadoras de col6nias,
aliquotas de 16,6 uyL (duplicata) foram espalhadas em placas com agar BHI e
incubadas em condigbes anaerdbicas por 24 h, a 37 °C. Cada amostra foi analisada

em duplicata em trés ocasides distintas (n = 6).
2.7 Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi adotado para a analise de parametricidade e o
programa ActionStat (Estatcamp, 2014, Sdo Carlos, SP, Brasil) foi utilizado para
avaliar a homogeneidade dos dados; dados paramétricos e homogéneos foram
analisados quanto a sua significancia pela ANOVA seguida pelo Teste de Tukey
(p =0,05) e dados ndo paramétricos foram analisados quanto a sua significancia
pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Fotodegradacgao do extrato de casca de roma e dos revestimentos

O extrato de casca de roma e o filme QGE foram analisados quanto ao seu
perfil de fotodegradacéo, ou seja, sua estabilidade frente a aplicacdo de luz. Este
teste permite prever o comportamento da absorbancia (para o extrato) ou da
fluorescéncia (para o filme QGE) dos materiais sob iluminacdo e se esta ocorrendo
fotodegradacao. A degradacdo indica que espécies reativas de oxigénio estdo sendo
formadas, o que € necessario para 0 uso desses materiais como filmes
antimicrobianos em terapia fotodinamica (DIAS et al., 2022; DYSART; SINGH,;
PATTERSON, 2005).

A porcentagem de fotodegradacéo encontrada para o extrato de casca de roma
e para QGE quando submetidos a aplicacdo de diferentes doses de luz
(0 - 100 J cm™) a 525 nm ¢é apresentada nos graficos de barras da Figura 5.2(A) e
5.2(B), respectivamente. O decaimento da absorbancia do extrato levou a um
aumento significativo da fotodegradacéo até 15 J cm2, dose na qual a degradacéo
se estabilizou em torno de 30%. O filme QGE também apresentou um decaimento
em sua intensidade de fluorescéncia dependente da dose de luz aplicada, com uma
degradagdo maxima em torno de 60% alcancada com 60 J cm™.
Figura 5.2. Fotodegradacao induzida pela aplicagdo de doses cumulativas de luz verde (em 525 nm)

para: (A) extrato de casca de roma e (B) filme QGE.
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Fonte: autoria propria. Em uma mesma amostra, diferentes letras sobrescritas indicam valores
estatisticamente diferentes por ANOVA e Tukey (p < 0,05).
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Os resultados de fotodegradagdo comprovam que tanto o extrato de casca de
roma quanto os fimes de quitosana/gelatina contendo o0 extrato sao
fotossensibilizadores em potencial, pois sofreram degradagdo induzida pela
aplicagéo de luz, levando ao aparecimento de ERO. Dias et al. (2022) prepararam
filmes de quitosana (derivada de a-quitina) e gelatina, com diferentes concentracdes
de curcumina e de extrato de casca de roma. Os autores reportaram que a
fotodegradacado dos filmes contendo curcumina foi dependente tanto da dose de luz
aplicada quanto da concentracao dos fendlicos, atingindo um méaximo de 50% com
75 J cm2. Para os filmes contendo o extrato de casca de roma, por outro lado, a
degradacdo nao foi dependente da concentracdo dos fendlicos, apenas da dose
aplicada, atingindo cerca de 60% com 100 J cm.

3.2 Foto inativacdo de S. aureus pelo extrato de casca de roma e pelos

revestimentos

Como o estudo de fotodegradacdo mostrou que o extrato de casca de roma e o
filme QGE sao fotossensibilizadores em potencial, avaliou-se sua capacidade de
inativar bactérias na presenca e auséncia de luz. O extrato de casca de roma foi
testado em 3 concentragées diferentes (de 2,5 a 10 mg mL™Y). Além de QGE, o filme
QG também foi analisado para fins de comparacao. Apesar da auséncia de extrato,
buscou-se avaliar como a atividade antimicrobiana intrinseca da quitosana se

comportaria sob a aplicacéo de luz.

A Figura 5.3(A) mostra a adesédo de S. aureus a superficie dos filmes QG e
QGE, em relacdo ao controle. Em ambos os casos, a adesdo foi em torno de
6 log UFC mL™. O grupo controle representa a suspensdo de bactérias preparada
para a conducdo dos experimentos. Entdo, da suspensdo de 108 células mL™,
apenas 6 logs de bactérias aderiram aos filmes. A Figura 5.3(B) mostra que a
sobrevivéncia das bactérias diminuiu em ambos os filmes, atingindo
3,67 £ 0,34 log UFC mL™ para o filme QG e 4,07 + 0,03 log UFC mL! para QGE, no
escuro. Com a aplicacdo de 50 J cm™ de luz, a sobrevivéncia diminuiu ainda mais,
passando para 2,58 + 0,02 log UFC mL™ para QG, e 3,80 + 0,26 log UFC mL™* para
QGE. Assim, ambos os filmes foram capazes de reduzir com sucesso a
sobrevivéncia de S. aureus, na auséncia e na presenca de luz, devido a atividade

antimicrobiana intrinseca da quitosana (DIAS et al., 2022).
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Figura 5.3. (A) Adeséo de S. aureus, em log UFC mL, na superficie dos filmes QG e QGE, em
relacdo ao controle. Em (B), sobrevivéncia de S. aureus apds contato com o extrato de casca de
roma (em 3 diferentes concentracdes) e com os filmes QG e QGE, com e sem aplicagéo de luz
(em 525 nm, 50 J cm™?).
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Fonte: autoria prépria. Barras hachuradas com diferentes padrdes representam as diferentes
amostras e/ou concentracbes testadas. Diferentes letras sobrescritas indicam valores
estatisticamente diferentes por ANOVA e Tukey (p < 0,05).

A interacdo do extrato de casca de romd com a matriz polimérica
provavelmente foi responsavel pelos valores de sobrevivéncia de S. aureus serem
menores para QG do que para QGE, uma vez que reduziu a capacidade da
guitosana em interagir com as células-alvo. Apesar disso, a Figura 5.3(B) mostra que
0 extrato de casca de roma sozinho, ou seja, ndo incorporado a matriz polimérica,
também foi capaz de reduzir a sobrevivéncia de S. aureus em cerca de
1,5log UFC mLt. O aumento de sua concentracdo, entretanto, ndo afetou
significativamente a sobrevivéncia das bactérias. O mesmo foi valido para a
aplicacdo de luz, que levou apenas a uma ligeira diminuicdo dos valores de

sobrevivéncia, para uma mesma concentracdo de extrato. Portanto, 0os ensaios de
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foto inativacdo microbiana confirmaram que filmes de quitosana/gelatina e
guitosana/gelatina incorporados com extrato de casca de roma podem reduzir a
adeséo e proliferacdo de bactérias (S. aureus) na presenca de luz, pela formacédo de
ERO.

Os materiais preparados por DIAS et al. (2022), isto €, filmes de quitosana e
gelatina com diferentes concentragdes de curcumina e de extrato de casca de roma,
também foram capazes de reduzir a sobrevivéncia de S. aureus com a aplicacao de
50 J cm? de luz. Os autores reportaram que os filmes contendo curcumina foram
mais eficazes na reducdo microbiana em condi¢cdes de luz (diminuicdo em até
4 log UFC mL1), enquanto os filmes contendo extrato de casca de roma reduziram
em cerca de 3,5 log UFC mL™ a sobrevivéncia das bactérias.

3.3 Fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade

dos revestimentos

Uma vez que foi demonstrado o potencial dos materiais de revestimento em
atuarem como fotossensibilizadores em terapia fotodinamica, buscou-se avaliar qual
seria 0 impacto de seu uso para o meio ambiente. O modelo de planta A. cepa tem
sido relatado como uma importante ferramenta para avaliar potenciais indutores de
fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade para 0 meio
ambiente (KULOGLU et al., 2022; SILVA et al., 2021).

A Figura 5.4(A) mostra a taxa média de germinacdo (%) das sementes de A.
cepa em contato com diferentes concentracdes das solucdes formadoras de filmes
QG e QGE, em relacdo ao controle positivo (herbicida trifluralina) e ao controle
negativo (dgua destilada). As taxas de germinacdo para as sementes em contato
com os materiais ficaram entre 70 e 78%, sem diferencas estatisticas significativas
(p > 0,05) em relacédo ao tipo de material (QG ou QGE) ou a sua concentragao.
Também nao houve diferenca significativa em relacdo as sementes em contato com
o controle negativo (cerca de 69% de germinacao). O herbicida, controle positivo, foi
0 Unico que levou a uma taxa de germinacao significativamente (p < 0,05) menor, de

cerca de 38%.

A Figura 5.4(B) mostra os resultados do alongamento radicular (mm) para as
sementes de A. cepa, para as mesmas concentracdoes das solucbes QG e QGE.

Ambos os materiais apresentaram valores de alongamento de raiz significativamente
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iguais (p > 0,05) ao do controle negativo (15,41 mm) em todas as concentragdes
testadas, o que confirma os resultados de taxa de germinacdo de que 0os materiais
ndo possuem potencial fitotoxico. A solucdo formadora de filme QG apresentou uma
tendéncia de valores de alongamento radicular maiores que QGE, mas apenas a
concentracdo de 500 mg L* apresentou diferenca significativa (p < 0,05) entre as
amostras. Tal resultado estd relacionado a um aumento no processo de divisdo
celular das sementes quando em contato com QG. O controle positivo apresentou
um valor de alongamento radicular (3,73 mm) significativamente (p < 0,05) menor
gue as demais amostras, demonstrando que o herbicida TRF teve acao fitotoxica
para o organismo testado A. cepa.
Figura 5.4. Efeito de diferentes concentracdes (10, 50, 100, 200 e 500 mg L) de QG e QGE,

comparadas a um controle positivo e a um controle negativo, sobre (A) a taxa de germinacao das

sementes e (B) o alongamento da raiz dos organismos teste A. cepa.
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Fonte: autoria prépria. *Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas entre o
controle negativo e o positivo, por ANOVA e Tukey (p < 0,05). #Hashtag indica diferengas

estatisticamente significativas entre os grupos QG e QGE, para uma mesma concentracdo, por
ANOVA e Tukey (p <0,05).
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O indice mitotico (Figura 5.5(A)) é dado pela razao entre as células divididas e
as células observadas. Quando comparadas ao controle negativo, as amostras QG e
QGE nao apresentaram citotoxicidade para as células meristeméticas de A. cepa em
guase todas as concentracdes testadas. A Unica excecdo foi para a maior
concentracdo, 500 mg L%, na qual QGE apresentou um baixo potencial de
citotoxicidade (indice mitético significativamente menor que o de QG). Efeitos
similares de citotoxicidade induzida pela concentracdo do material foram reportados
por Lima et al. (2010), os quais avaliaram a citotoxicidade de diferentes
nanoparticulas poliméricas a base de quitosana e poli (acido metacrilico), visando
aplicacdo em embalagens de alimentos. Os autores avaliaram as concentragdes de
1,8, 18 e 180 mg L das nanoparticulas em células meristematicas de A. cepa, e
reportaram reducfes do indice mitético na maior concentracdo testada para as

nanoparticulas de maiores diametros (82 e 111 nm), indicando citotoxicidade.

N&ao foram detectadas alteragbes genotoxicas e mutagénicas significativas nas
células em contato com QG e QGE, em nenhuma das concentragfes testadas. A
analise da frequéncia de anomalias cromossémicas e frequéncia de micronucleos
(Figuras 5.5(B) e 5.5(C)) mostrou auséncia de micronucleos para as células em
contato com as solugcdes, bem como pequenos valores de anomalia nuclear (< 0,1%)
para elas. O controle positivo, por outro lado, demonstrou potencial citotoxico,
genotdéxico e mutagénico para as células meristematicas de A. cepa. Estudos com o
herbicida TRF como controle positivo também mostraram inibicdo da divisao do ciclo

celular, formacédo de anomalia nuclear e micronucleo (FERNANDES et al., 2007).
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Figura 5.5. Efeito de diferentes concentragdes (10, 50, 100, 200 e 500 mg L) de QG e QGE,
comparadas a um controle positivo e a um controle negativo, sobre (A) indice mitético, (B) frequéncia
de anomalias cromossémicas e (C) frequéncia de micronucleos de células meristematicas dos
organismos teste A. cepa.
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Fonte: autoria prépria. *Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas entre o
controle negativo e o positivo, por ANOVA e Tukey (p < 0,05). #Hashtag indica diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos QG e QGE, para uma mesma concentracdo, por
ANOVA e Tukey (p<0,05). Em (C), amostras com X em vermelho indicam frequéncias de
micronicleos menores que 0,1%.
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Outros materiais visados para aplicacdo em alimentos, como poli (4cido lactico)
e poli (butileno adipato co-tereftalato), ndo apresentaram acao fitotoxica, citotoxica,
genotoxica ou mutagénica para células meristematicas de A. cepa (PALSIKOWSKI
et al., 2018). Estudos com nanoplasticos de poliestireno mostraram uma diminuicéo
significativa na viabilidade celular, uma redugédo no comprimento da raiz de A. cepa
e um aumento consideravel no estresse oxidativo, todos efeitos dependentes da
concentracéo (12,5 - 50 mg L) (GIRI; MUKHERJEE, 2022). Portanto, os resultados
deste estudo mostraram que os materiais QG e QGE nao apresentaram potencial
fitotdxico, citotdxico, genotdxico ou mutagénico no organismo testado A. cepa em
guase todas as concentracOes avaliadas (com exceg¢do da concentracdo de
500 mg L' para QGE), indicando que ambos podem ser aplicados como

revestimentos de alimentos sem apresentar risco ao meio ambiente.
3.4 Ensaios in vivo com peixe-zebra

Além do potencial indutor de fitoxocidade, citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade dos revestimentos QG e QGE, sua ecotoxicidade em ambientes
aquaticos também foi determinada, por meio de ensaios in vivo com espécies D.
renio (peixe-zebra). As solucbes de revestimento ndo apresentaram toxicidade
aguda (mortalidade ou anomalias visiveis) contra os animais (machos e fémeas), em
nenhuma das concentracdes testadas (até 100 mgL!), durante as 96 h de

exposicao.

Xie et al. (2022) avaliaram a toxicidade aguda contra o peixe-zebra de
microparticulas de dextrano acetalado contendo o fungicida piraclostrobina. A
concentracdo letal das microparticulas foi significativamente menor que a do
fungicida ndo encapsulado, com uma reducéo de cerca de 40 vezes na toxicidade
aguda. Embrides de peixe-zebra também foram usados para avaliar a citotoxicidade
de filmes de celulose bacteriana incorporados com curcumina e nanoplacas
triangulares de prata (GARCIA et al., 2022). Os autores reportaram que apenas as
maiores concentracdes testadas dos materiais (50%) foram toxicas, levando a
efeitos teratogénicos, como microcefalia e hepatotoxicidade. Assim, os resultados de
ecotoxicidade deste estudo indicam que o0s revestimentos QG e QGE sao
ambientalmente seguros para organismos aquaticos, uma vez que mesmo em altas
concentragbes (100 mg L) ndo apresentaram efeitos toxicos sobre os embrides. E

vélido ressaltar que, nessa concentragdo, também ndo foram observados efeitos de
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citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, conforme descrito na secao

anterior.
3.5 Avaliagcdo dos morangos
3.5.1 Perda de massa, contaminacéo fungica e contetdo total de fenélicos

Uma vez finalizada toda a caracterizacado dos materiais de revestimento quanto
a sua fotodegradacdo, foto inativacdo microbiana, e perfis de toxicidade, deu-se
inicio a avaliacdo da associagdo entre os revestimentos aplicados aos morangos e a
terapia fotodinamica. A Figura 5.6(A) mostra a perda de massa e a porcentagem de
contaminacao fungica para os morangos revestidos e ndo revestidos durante os oito
dias de armazenamento, ap6s a aplicacdo da luz verde. A perda de massa
aumentou ao longo do tempo para todos os grupos, como esperado, devido a perda
de umidade e transpiracao dos frutos (OLIVEIRA FILHO et al., 2022a).

Ao final dos oito dias, os valores de perda de massa variaram de 4,61 £ 1,14 %
(grupo QG, escuro) a 8,96 + 4,65 % (grupo controle, luz). Os grupos revestidos
apresentaram porcentagens de perda de massa ligeiramente menores que os frutos
do grupo controle, uma vez que 0s revestimentos atuaram como barreiras contra
umidade e transpiracdo, conforme explicado na sec¢do 3.1 do capitulo 4. Tais
resultados indicam que a aplicacdo de luz e o tempo de exposi¢cdo dos morangos
sem refrigeracdo ndo aceleraram sua perda de massa e, consequentemente, sua
deterioracdo. De forma semelhante, Tao et al. (2018) relataram que a perda de
massa de fatias de maca tratadas com curcumina e terapia fotodinamica nao foi
significativamente influenciada pelo tempo de incubacdo. Além disso, as fatias
tratadas com luz apresentaram menores percentuais de perda de massa ao longo do

tempo.
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Figura 5.6. (A) Perda de massa e contaminacao fangica para os morangos nao revestidos e
revestidos, durante os oito dias de armazenamento apos a aplicagao da luz. Os frutos submetidos a
aplicacdo de luz estao incluidos nos grupos “luz” (a 525 nm, 10 J cm?; em ambos os lados), e 0s néo
submetidos a aplicacéo de luz estao incluidos nos grupos “escuros”. (B) Contetdo total de fendlicos
(em pg EAG g morango) para os frutos controle e QGE, dos grupos luz e escuro, durante os oito
dias de armazenamento.
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Fonte: autoria propria. Barras hachuradas com diferentes padrées representam as diferentes
amostras e condicdes (claro/escuro) testadas. Diferentes letras sobrescritas indicam amostras
estatisticamente diferentes por ANOVA e Tukey (p < 0,05), para cada dia de analise.

As porcentagens de contaminag¢do fangica dos morangos revestidos e nao
revestidos também sdo mostradas na Figura 5.6(A). Os frutos do grupo controle
escuro foram os primeiros a apresentar contaminacéo fangica, e cerca de 17% deles
ja se encontravam contaminados no quarto dia de armazenamento. Ao final dos oito

dias, 50% dos frutos desse grupo estavam totalmente contaminados. A aplicacéo de

luz no grupo controle parece ter retardado a contaminacgéo, pois a presenca de
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frutos deteriorados neste grupo so foi observada no sexto dia de armazenamento e

se estabilizou em 17% até o final dos oito dias.

A combinacao de revestimentos poliméricos e aplicacédo de luz, por outro lado,
foi 100% eficaz em retardar a contaminacao flingica para os grupos QG e QGE com
luz. Em ambos os grupos, nenhum dos morangos apresentou sinais visiveis de
contaminacao ao longo do armazenamento. O grupo QG escuro, por sua vez, teve
cerca de 17% de seus frutos contaminados no ultimo dia de armazenamento. Tal
resultado reflete ndo s6 o efeito da aplicacdo de luz, mas também o efeito dos
fendlicos da casca da roma em contribuir para a protecdo antimicrobiana, uma vez
gue os morangos do grupo escuro QGE também ndo apresentaram contaminacao.
Mais uma vez, os resultados da associacdo entre os revestimentos a base de
guitosana/gelatina/extrato de casca de roma e a terapia fotodinamica foram
apropriados para a aplicacao proposta, tanto por manter a massa dos frutos quanto

por retardar sua contaminagao.

O conteudo total de fendlicos dos morangos dos grupos controle e QGE (luz e
escuro) também foi avaliado durante o armazenamento (Figura 5.6(B)). Para trés
dos quatro grupos (com excecao de QGE luz), o teor de fendlicos ao final dos oito
dias foi inferior ao inicial. O grupo escuro controle foi o Unico grupo que nao
apresentou aumento em seu teor de fendlicos apdés 4 dias de armazenamento,
apenas uma diminuicdo progressiva. Esse aumento observado nos demais grupos
pode estar relacionado ao estresse oxidativo e a prépria acdo da luz em inibir a
enzima polifenol oxidase (a qual diminuiria o teor total de fendlicos devido a
oxidacdo dos mesmos) (SIKORA; SWIECA, 2018).

O grupo QGE luz foi o Unico a ndo apresentar diminuicdo de seu contetudo
fendlico ao longo dos dias. Ao contrario, um aumento significativo (p <0,05) do
guarto para o oitavo dia fez com que 0s morangos desse grupo apresentassem 0s
maiores conteudos totais de fenolicos ao final do armazenamento
(181,67 + 14,14 yg EAG g''). Quando comparado ao grupo QGE escuro, foi
evidenciada a acado da luz em retardar a diminuicdo do conteudo de fendlicos dos
morangos, uma vez que os frutos ndo submetidos a aplicacdo de luz tiveram uma
reducdo de 186,58 +1,69 ug GAE g (quarto dia) para 70,09 +1,49 ug GAE g+
(oitavo dia). Juntamente com os resultados de perda de massa e contaminacgéo

fungica, os resultados de conteudo total de fendlicos mostraram que a qualidade
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fisico-quimica dos frutos ndo foi comprometida (e, na maioria dos casos, foi

melhorada) pela associacao da luz com os revestimentos poliméricos.
3.5.2 Foto inativacdo de S. aureus

A Figura 5.7 mostra os resultados da foto inativagdo microbiana feita com os
morangos revestidos e ndo revestidos contra S. aureus. Como os filmes ja
apresentavam resultados de reducdo da sobrevivéncia de S. aureus sob aplicacéo
de luz (sec¢ao 3.2), buscou-se avaliar se os materiais poderiam manter ou melhorar
esse efeito quando aplicados nos frutos. Todos os morangos revestidos com QG e
QGE apresentaram diminuicdo na sobrevivéncia das bactérias quando comparados
aos morangos controle escuro (5,79 + 0,33 log UFC mL). Embora néo significativa
(p > 0,05), a aplicacdo de luz reduziu ainda mais a sobrevivéncia nos grupos
controle luz e QG luz (para 5,39 + 0,33 log UFC mL"! e 5,31 + 0,20 log UFC mL™Y,
respectivamente).

Figura 5.7. Sobrevivéncia de S. aureus, em log UFC mL, na superficie dos morangos néo revestidos
e revestidos com QG e QGE, com e sem aplicacéo de luz (a 525 nm, 50 J cm).
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Fonte: autoria prépria. Barras hachuradas com diferentes padrdes representam as diferentes
amostras e condicdes (claro/escuro) testadas. Diferentes letras sobrescritas indicam amostras
estatisticamente diferentes por ANOVA e Tukey (p < 0,05).

Os morangos do grupo QGE foram os Unicos a apresentar uma sobrevivéncia
significativamente menor (p < 0,05) para S. aureus ap0s a aplicacao de luz, indo de
5,47 + 0,16 log UFC mL™* no escuro para 4,34 + 0,25 log UFC mL" ! na luz. Tal efeito

€ positivo e interessante, ja que nos resultados da secédo 3.2 o filme QGE né&o havia
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superado 0 QG em termos de diminuigdo da sobrevivéncia das bactérias, devido as
fortes interag6es formadas entre os fendlicos do extrato de casca de roma e as
cadeias poliméricas. Porém, uma vez em solugcédo e aplicado nos frutos, a difusédo
dos fendlicos deve ter sido facilitada. Assim, sua exposi¢cdo a luz provavelmente
formou ERO, e essas espécies foram capazes de contribuir mais para o
desempenho antimicrobiano, potencializando a inativagédo fotodinamica dos frutos

revestidos.

Resultados semelhantes foram relatados por Zhang et al. (2020), que
compararam os efeitos da terapia fotodindmica para tomate cereja, morango, uva e
cereja, todos revestidos com curcumina, € encontraram percentuais acima de 80%
de reducéo para o conteudo total de bactérias. Lin et al. (2019) também reportaram
gue a aplicacdo de luz foi capaz de reduzir o conteudo total de bactérias para

meldes minimamente processados.

Assim, a presenca do extrato de casca de roma como composto
fotossensibilizador neste estudo mostrou que os efeitos da inativacdo fotodinamica
combinados com o0s revestimentos a base de quitosana e gelatina foram

potencializados, enquanto a qualidade dos frutos foi mantida.
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4. CONCLUSOES

Os resultados deste capitulo abriram novas possibilidades para o uso dos
materiais de revestimento desenvolvidos nesta tese de doutorado, combinando-o0s
com a terapia fotodinamica para a melhoria de sua capacidade de inativacdo de
microrganismos quando  aplicados aos morangos. Os fimes de
guitosana/gelatina/extrato de casca de roma& apresentaram um perfil de
fotodegradacao dependente da dose de luz aplicada, com degradacdo maxima em
60 J cm?, indicativo da formacdo de ERO. Seu potencial fotossensibilizador foi
testado em relacdo a sobrevivéncia de S. aureus, atingindo uma reducdo de cerca
de 2 log UFC mL? apés a aplicacdo de luz verde (50J cm?). As solucdes
formadoras dos filmes ndo apresentaram citotoxicidade, fitotoxicidade ou potencial
mutagénico in vivo, indicando que podem ser aplicadas como revestimentos em
frutas sem apresentar riscos ao meio ambiente. Uma vez aplicados aos morangos, a
combinacao da aplicagéo de luz verde e dos revestimentos foi eficaz na manutengao
de sua massa, bem como no atraso da contaminacgao fungica. Nenhum dos frutos
revestidos e expostos a luz apresentou sinais de contaminacéo visivel apds oito dias
de armazenamento. Os frutos revestidos com QGE apresentaram o maior conteudo
total de fendlicos ao final do armazenamento, mostrando o possivel efeito da luz na
inibicdo da acéo de enzimas que poderiam degradar os fendlicos dos morangos. Os
resultados da foto inativagdo microbiana nos frutos revelaram uma reducao
significativa na sobrevivéncia de S. aureus para 0os morangos revestidos com QGE,
possivelmente devido a maior difusdo dos fendlicos na rede polimérica quando em
solucdo. Em resumo, essas descobertas fornecem uma nova combinagcdo de acao
fotodindmica com revestimentos poliméricos fotoativos para prolongar a vida util de
morangos, melhorando sua seguranca microbiana e ndo comprometendo sua

gualidade.



CAPITULO 6

NOVAS POSSIBILIDADES: ESTRATEGIAS
VERDES PARA RECUPERACAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS BIOATIVOS DE
RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS (CASCAS
DE ROMA, CASCAS DE AMENDOA E
BAGACO DE SABUGUEIRO) USANDO
SOLVENTES EUTETICOS NATURAIS
PROFUNDOS
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1. INTRODUCAO

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios vegetais e uma das
classes mais importantes de compostos bioativos nas plantas (KHEZERLOU;
JAFARI, 2020). Eles sdo encontrados nos vacuolos e nas paredes celulares, livres
ou ligados a macromoléculas como celulose, hemicelulose, pectina, e proteinas
estruturais (SHAHIDI et al., 2016). Assim, para que esses COmpostos sejam
recuperados, € necessario o emprego de técnicas e solventes de extracdo que
promovam a sua liberacéo dos tecidos vegetais (WONG; YUSOFF; NGOH, 2023).

Os métodos convencionais de extracdo de compostos fenélicos, como extracdo
sélido-liquido, maceracdo e extracdo por Soxhlet, apresentam como principais
desvantagens o longo tempo de extracdo e o0 alto consumo de reagentes organicos,
0S quais podem ser toxicos, prejudiciais a saude e ao meio ambiente, inflamaveis,
corrosivos, de dificil reciclabilidade e descarte, dentro outros (PANDEY; TRIPATHI,
2014; OMEROGLU et al.,, 2019). Uma das maneiras de se reduzir o tempo de
extracdo e o consumo de reagentes organicos € por meio de técnicas de extracao
mais robustas e com menor consumo de energia, como é o caso da extracao
assistida por micro-ondas e por ultrassom (WONG; YUSOFF; NGOH, 2023).

Outra forma de se reduzir o consumo de solventes organicos convencionais
(volateis, toxicos e explosivos) € o uso de solventes verdes, como € 0 caso dos
chamados solventes eutéticos profundos (da sigla em inglés, Deep Eutectic
Solvents, ou DES). Os DES sao misturas de dois ou mais componentes em uma
composicao especifica que leva a diminuicdo do ponto de fusdo da mistura final, a
gual é liquida a temperatura ambiente (DAI et al., 2013; PAIVA et al., 2014; WONG,;
YUSOFF; NGOH, 2023). Quando as misturas eutéticas s80 compostas por
metabdlitos primarios de fontes naturais, como acidos organicos, aminoacidos,
acucares, dentre outros, recebem a denominacdo de solventes eutéticos naturais
profundos (do inglés Natural Deep Eutectic Solvents, ou NADES) (PAIVA et al.,
2014).

Visando-se a aplicacdo de compostos fendlicos recuperados de residuos
agroindustriais na conservacao de alimentos, o uso dos NADES tem como vantagem
o fato destes solventes serem seguros para consumo, biodegradaveis, além de

apresentarem alto poder extrativo. Os ganhos econbmicos e operacionais, aliados a
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sua reciclabilidade e a facilidade de se moldar suas caracteristicas fisico-quimicas
(como pH, densidade, polaridade e viscosidade), fazem dos NADES substitutos em
potencial para solventes organicos em processos extrativos (WONG; YUSOFF;
NGOH, 2023). Mais ainda, a estabilidade dos compostos fendlicos obtidos com uso
de NADES é maior que a dos mesmos com uso de solventes como agua (subcritica
ou supercritica) e etanol, ao longo do tempo (BENVENUTTI; ZIELINSKI; FERREIRA,
2019).

Uma das espécies mais utilizadas na formulacdo dos NADES é o cloreto de
colina, um sal de amoénia quaternario que atua como aceptor de ligacdes de
hidrogénio e que pode ser combinado a acidos organicos, aclcares, ureia, dentre
outras espécies doadoras de ligacdes de hidrogénio. O uso de NADES baseados em
cloreto de colina, combinado com técnicas assistivas de extragdo como o ultrassom,
pode ter uma influéncia notavel sobre o rendimento da recuperacdo de compostos
fendlicos de matrizes vegetais (ALANON et al., 2020; MANSINHOS et al., 2021;
WONG; YUSOFF; NGOH, 2023).

Outra forma de se aumentar o rendimento de processos extrativos é pelo
emprego de ferramentas quimiométricas de otimizacdo, como planejamentos
fatoriais fracionarios, delineamentos compostos centrais e delineamentos do tipo
Box-Behnken. Tais ferramentas visam maximizar a quantidade de fendélicos obtidos
durante a extracdo assistida por ultrassom, ao mesmo tempo em que diminuem o
tempo de extracdo, o consumo de energia € o0 numero de experimentos. O uso de
metodologias de superficie de resposta permite que a otimizacdo seja feita com
todas as variaveis simultaneamente, e verifica a significancia delas, bem como a
significAncia de suas interacdes, para 0 processo e para as respostas que precisam
ser otimizadas (DAI; MUMPER, 2010; VIEIRA et al., 2018).

Conforme explanado no capitulo 1 desta tese, a roma (Punica granatum L.) é
conhecida por ser uma planta rica em compostos fendlicos, presentes em grandes
guantidades até mesmo nos subprodutos dessa fruta, como a sua casca. O estado
da Califérnia € o maior produtor de frutos de roma nos Estados Unidos, sendo
responsavel por 90% das romas produzidas no pais (BAILEY, 2022). Outros dois
subprodutos da industria alimenticia, considerados ricas fontes de compostos
fendlicos e que também possuem importancia econdmica na Califérnia sdo a casca

de améndoa e o0 bagaco de sabugueiro. As améndoas (Prunus dulcis) séo a cultura
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de exportagdo mais valiosa da California, que produz 80% das améndoas do mundo
e representa 100% da oferta comercial dos EUA (California Agriculture Exports,
2019-2020). Os frutos da amendoeira consistem em uma casca externa (hull) e uma
casca interna rigida (shell) que envolvem a améndoa (kernel). As cascas das
améndoas representam em média ~52% do peso fresco total do fruto, mas seu
principal destino é a alimentacdo do gado. Apesar disso, niveis significativos de
compostos fendlicos sdo encontrados na casca da améndoa, como &cido

clorogénico, catequina e quercetina-3-glicosideo (KAHLAQUI et al., 2019).

Por sua vez, o sabugueiro (Sambucus nigra ssp.) foi o suplemento fitoterapico
mais vendido nos Estados Unidos em 2020 (SMITH et al., 2020). Em particular, os
sabugueiros azuis (S. nigra ssp. cerulea) sdo nativos da regido oeste da Ameérica do
Norte e ha um interesse especial em usa-los para a producdo agricola comercial. O
bagaco de sabugueiro (cascas e sementes) representa 22-29% do peso total dos
frutos e € uma rica fonte de compostos fenélicos como cianidina-3,5-diglucosideo e
cianidina-3-sambubiosideo-5-glicosideo (antocianidinas), rutina e isoramnetina-
glicosideo (flavonais), acido clorogénico, catequina e 5-hidroxi pirogalol hexosideo

(este ultimo encontrado apenas nos frutos do sabugueiro azul) (UHL et al., 2022).

Assim, o0 objetivo geral deste capitulo foi o de propor o uso de NADES como
solventes alternativos para a extracdo de compostos fendlicos de trés residuos
agroindustriais, a casca de roméa, a casca de améndoa e 0 bagaco de sabugueiro.
Em estudos anteriores, a eficiéncia dos NADES para a otimizacdo da extracao
assistida por ultrassom dos fendlicos da casca da roma foi comprovada, conforme
mostrado no artigo “Utilization of pomegranate peel waste: natural deep eutectic
solvents as a green strategy to recover valuable phenolic compounds”, publicado no
periddico internacional Journal of Cleaner Production (fator de impacto = 11,072 em
2023) (BERTOLO et al., 2021a).

Como continuagédo daquele estudo, os resultados apresentados neste capitulo
foram obtidos durante o Estadgio de Pesquisa no Exterior (BEPE-FAPESP)
conduzido na Universidade da Califérnia — Davis, de outubro/2022 a abril/2023, e
publicados no artigo “Green strategies for recovery of bioactive phenolic compounds
from agro-industrial wastes (pomegranate peels, almond hulls, and elderberry
pomace) using natural deep eutectic solvents”, do periddico internacional ACS Food

Science & Technology (fator de impacto = 2,3 em 2023) (Anexo VI).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

As romas utilizadas (variedade ‘Red Silk’, safra 2022) foram adquiridas em um
mercado local da cidade de Davis, California, EUA. Uma vez adquiridos, os frutos
foram lavados, higienizados e descascados manualmente. As cascas de améndoas
(Prunus dulcis, variedade ‘Fritz’, safra 2021) foram obtidas da South Valley Farms,
na cidade de Wasco, Califérnia, EUA. Os frutos de sabugueiros azuis (Sambucus
nigra ssp. cerulea, safra 2019) foram obtidos da empresa Citrona Farms, na cidade
de Winters, Califérnia, EUA (UHL et al., 2022). Todos os materiais foram congelados
em N2 liquido, crio-moidos em um liquidificador de laboratério (Waring Commercial),
selados a vacuo em sacos de folhas metalicas (Ultravac Koch) e armazenados ao
abrigo da luz a -20 °C. Todos os solventes, padrdes e reagentes utilizados nas
preparacoes e caracterizacOes foram de grau PA ou superior e utilizados como tal.

2.2 Preparo e caracterizagdo dos NADES

Os NADES foram preparados pela mistura do cloreto de colina (CC) com trés
diferentes acidos organicos: acido citrico (CIT), acido ascorbico (ASC) e acido latico
(LAT) (a fim de se avaliar a influéncia da natureza do acido organico sobre as
propriedades finais do solvente), conforme descrito por Bertolo et al. (2021a). Para a
formacédo de CC-CIT e CC-LAT, ambos os reagentes foram misturados na proporcéo
de 1:1, com adicdo de 20% (g/g) de agua Milli-Q. No caso do CC-ASC, a proporcéo
de 1:1 foi testada com diferentes quantidades de agua (20, 40 e 50%), mas todas
levaram a recristalizacdo do acido ascorbico apods resfriamento a 25 °C. Entdo, uma
mistura 2:1 com 20% (g/g) de agua foi testada e obtida com sucesso (sem
recristalizacdo apds o resfriamento). Os NADES foram armazenados a 25 °C e
caracterizados quanto ao seu pH (com fitas de pH) e sua densidade (pesando-se
100 pL deles em triplicata) (BERTOLO et al., 2021a).

A polaridade do NADES, outra caracteristica importante para seu poder
extrativo, foi determinada pelo método de solvatocromismo baseado no corante
Vermelho do Nilo (98%, MedChemExpress), conforme modificacbes do
procedimento descrito por Fernandes et al. (2021). Resumidamente, uma solucéo
etandlica de 1 mg mL* do corante foi diluida 1:200 nos diferentes NADES, e o

espectro de varredura das amostras de 200 a 800 nm foi determinado em um
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espectrofotometro UV-1700 (Shimadzu). O ensaio foi feito em triplicata para cada
NADES, e o comprimento de onda de absorbéancia maxima (.max) de cada amostra
foi usado para calcular o parametro de polaridade (energia de transicdo, Enr), de
acordo com a Equacéo (6.1):

28.591

Eyg(kcal mol™1) = Equacio (6.1)

lmax

2.3 Escolha do melhor NADES para a extracao dos fenélicos

Depois de preparados e caracterizados, os NADES a base de cloreto de colina
e acidos organicos foram aplicados nas extracfes de fendlicos de cascas de roma,
cascas de améndoas e bagaco de sabugueiro, empregando-se banho ultrassénico
(CPX2800, Fisherbrand, ThermoFisher Scientific). Para tanto, foram testadas as
seguintes condi¢cdes de extracdo, escolhidas arbitrariamente: relacdo NADES/s6lido
de 20 g/g, temperatura de 40 °C e extracdo por 40 min. Em seguida, os extratos
obtidos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 min (Centrifuge 5424 R, Eppendorf)
e armazenados a -8 °C, protegidos da luz. Para fins de comparacdo, as mesmas
extracdes em banho ultrassénico foram feitas empregando-se uma solucéo etandlica
(60%, v/v) como solvente. Os extratos etandélicos de cada material foram submetidos

as mesmas analises conduzidas para os extratos a base de NADES.

Os extratos de casca de romd e casca de améndoa obtidos foram
caracterizados quanto ao seu contetudo total de fendlicos e sua atividade
antioxidante frente ao radical livre DPPH. Os extratos de sabugueiro, por sua vez,
foram caracterizados quanto ao seu teor de antocianinas e sua atividade

antioxidante frente ao radical livre DPPH.

O conteudo total de fenolicos dos extratos foi determinado de acordo com o
procedimento descrito por Fu et al. (2021), com pequenas modificacbes. Foram
pipetados 100 pL das amostras (diluidas em etanol 60% v/v), colocadas para reagir
com 500 pL do reagente de Folin (diluido 10 vezes em agua) por 5 min no escuro.
Em seguida, a adicdo de 400 pL de solucdo de carbonato de sodio (7,5%, g/Q)
interrompeu a reacao e a absorbancia das amostras foi medida em 725 nm apoés
15 min (espectrofotdmetro UV-1700, Shimadzu). Os NADES correspondentes foram
usados como branco (sua absorbancia foi deduzida da absorbancia das amostras) e

diluidos o0 mesmo numero de vezes que seus extratos. O ensaio foi feito em triplicata
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para cada extrato, sendo o acido géalico (em etanol 60% v/v) usado como padrdo. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de &cido galico (EAG) por
g de amostra.

Para a determinagcédo da atividade antioxidante dos extratos frente ao radical
livre DPPH, os extratos (diluidos em etanol 60% v/v) foram colocados para reagir
com uma solucéo etandlica de DPPH 0,1 mmol L, na proporc¢édo de 1:2, seguindo o
procedimento descrito por Belwal et al. (2019). Apés 30 min no escuro, sua
absorbancia foi medida em 517 nm e utilizada para calcular a % de inibicdo de
DPPH, conforme a Equacéo (2.1) do capitulo 2. Os NADES correspondentes foram
usados como branco e diluidos o0 mesmo nimero de vezes que seus extratos. Os

ensaios foram feitos em triplicata.

Abs branco—Abs final

Inibigao (%) =

x 100 Equacio (2.1)

Abs branco

Os extratos de sabugueiro também tiveram seu teor total de antocianinas (TTA)
determinado, de acordo com o método de pH diferencial descrito por Lee, Durst e
Wrolstad (2005) e conforme procedimento descrito na secdo 2.4.2 do capitulo 4.
Para isso, os extratos foram diluidos 5 vezes em dois tampdes diferentes (pH 1,0 e
pH 4,5), e suas absorbancias foram medidas apds 20-30 min em 520 e 700 nm.
Agua foi utilizada como branco e a concentracdo de antocianinas foi calculada de
acordo com a Equacéo (4.3). O ensaio foi feito em triplicata para cada extrato, e 0

TTA foi expresso em pg equivalentes de cianidina-3- glicosideo g.

(A X 449,2 x FD x 1000)
(ex1)

Teor de antocianinas (mg L de cianidina-3-glicosideo) =

Equacao (4.3)

2.4 Planejamento experimental para a otimizacdo da extracdo dos

fenélicos

Com base nos resultados dos experimentos descritos na secdo 2.2.2, foi
escolhido o NADES mais eficiente para a extracdo dos compostos fendlicos de
cascas de romd, cascas de améndoas e bagaco de sabugueiro. Uma metodologia
de superficie de resposta foi empregada para otimizar as condicfes de extracdo de
cada residuo agroindustrial. Para isso, um delineamento do tipo Box-Behnken

Design (DBB) de trés fatores e trés niveis foi conduzido para cada um dos residuos,
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com 15 extragBes totais, incluindo 3 repeticbes no ponto central. As variaveis
adotadas no DBB foram: (A) temperatura de extracdo (°C), (B) tempo de extracéo
(min), e (C) relacdo NADES/sdlido (g/g). A Tabela 6.1 mostra o intervalo adotado
para cada variavel e as condicdes de cada extracdo. Os experimentos foram

executados aleatoriamente.

Tabela 6.1. Variaveis codificadas e reais (temperatura, tempo e razdo NADES/s¢6lido) empregadas no
DBB (trés niveis e trés fatores) para a otimizacdo das condicdes de extracdo de compostos fendlicos
de cascas de romd, cascas de améndoas e bagaco de sabugueiro.

N A Temperatura (°C) B Tempo (min) C NADES/solido (g/g)
1 -1 30 -1 20 0 20
2 +1 50 -1 20 0 20
3 -1 30 +1 60 0 20
4 +1 50 +1 60 0 20
5 -1 30 0 40 -1 10
6 +1 50 0 40 -1 10
7 -1 30 0 40 +1 30
8 +1 50 0 40 +1 30
9 0 40 -1 20 -1 10
10 0 40 +1 60 -1 10
11 0 40 -1 20 +1 30
12 0 40 +1 60 +1 30
13 0 40 0 40 0 20
14 0 40 0 40 0 20
15 0 40 0 40 0 20

Fonte: autoria propria.

Os dados experimentais obtidos no DBB foram analisados com auxilio do
software Statistica® 13. As respostas utilizadas para os experimentos foram o
contetdo total de fendlicos para os extratos de casca de roma e casca de
améndoas, e o teor total de antocianinas para os extratos de sabugueiro. Uma vez
selecionadas as melhores condicbes de extracdo, uma triplicata de extracdes foi
conduzida para cada um dos trés residuos agroindustriais para validacdo dessas
condicbes. Os melhores resultados das extracdes obtidos no DBB foram entéo
comparados com o uso de solucdo etandlica (60%, v/v) nas mesmas condi¢cdes de

extracao.
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2.5 Caracterizagéo dos extratos por HPLC-DAD

Todos os extratos de NADES obtidos nas condi¢cbes de extragao otimizadas (e
seus correspondentes extratos etanolicos) foram analisados por cromatografia
liguida de alta pressao (do inglés high pressure liquid chromatography, HPLC) em
um sistema Agilent 1200 (Agilent Technologies) dotado de um detector de arranjo de
diodos (DAD). Os compostos fendlicos foram separados em uma coluna InfinityLab
Poroshell 120 SB-C18 (4,6 x 150 mm, 2,7 um) a 35 °C, de acordo com o método de
Pinton et al. (2022). Resumidamente, a fase mdvel A consistiu em 1,5% (v/v) de
acido fosforico, e a fase movel B em acetonitrila com 20% (v/v) da fase A. O
gradiente utilizado foi: 10-31% B (0-73 min), 31-62% B (73-75 min) e 62-10% B (80-
82 min) e a vazéo permaneceu em 1,0 mL min-1. Antes da injecdo, os extratos foram
diluidos na fase movel A (na proporcao de 1:8) e filtrados em filtro de membrana de
0,2 um. O volume de injecdo das amostras foi de 10 pL, e todos os extratos foram

injetados em triplicata.

Quatro comprimentos de onda diferentes foram usados para monitorar e
comparar o tempo de retencéo e os espectros dos compostos investigados: 280 nm
(para acidos hidroxibenzoicos e fenodis simples), 320 nm (para acidos
hidroxicinamicos), 360 nm (para flavonois) e 520 nm (para antocianinas). Para
guantificacdo, curvas de calibracdo externa (5-500 mg L) foram preparadas com
padrdes auténticos de acido galico (280 nm), (+)-catequina (280 nm), punicalagina
(280 nm), acido cafeico (320 nm), rutina (quercetina-3-O-rutinosideo) (360 nm) e
cianidina-3-sambubiosideo (520 nm). Esses compostos foram quantificados como
eles préprios, enquanto o acido elagico foi quantificado como equivalentes de acido
galico, os fendis poliméricos como equivalentes de (+)-catequina e a isoramnetina-3-
glicosideo como equivalentes de rutina. O software Agilent® ChemStation para LC

3D Systems foi usado para analise de dados.
2.6 Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi adotado para a analise de parametricidade, e o
programa ActionStat (Estatcamp, 2014, Sdo Carlos, SP, Brasil) foi utilizado para
avaliar a homogeneidade dos dados; dados paramétricos e homogéneos foram
analisados quanto a sua significancia pela ANOVA, seguida pelo Teste de Tukey
(p =0,05), e dados ndo paramétricos foram analisados quanto a sua significancia
pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Preparo e caracterizagcao dos NADES

Todos os NADES preparados tiveram acidos organicos como espécies
doadoras de liga¢gGes de hidrogénio, visando comparar sua eficiéncia na extracédo de
compostos fenolicos de diferentes residuos agroindustriais. Os NADES CC-CIT e
CC-LAT apresentaram-se como liquidos homogéneos e transparentes, sem
coloracédo (Figura 6.1). O CC-ASC apresentou coloracédo alaranjada, o que pode
estar relacionado a oxidacao parcial do acido ascorbico durante o aquecimento para
a formacéo da mistura eutética. Além disso, o0 CC-ASC também foi o unico NADES
preparado em uma proporcdo molar diferente (2:1), uma vez que o acido ascoérbico
recristalizou apés resfriamento em uma propor¢do de 1:1 com cloreto de colina,
independentemente do teor de agua adicionado (de 20 a 50%). Ling et al. (2020)
também relataram que sua mistura de cloreto de colina/acido ascoérbico 2:1 foi a
Unica sem quaisquer cristais visiveis detectados por microscopia Optica polarizada
apos o resfriamento. A formacao de cristais € uma indicacédo de que o sistema nao é
estavel e as ligacdes de hidrogénio formadas nédo fornecem ordem intermolecular

suficiente para a mistura eutética.

Figura 6.1. Da esquerda para a direita: CC-CIT, CC-ASC e CC-LAT.

Fonte: autoria prépria.

A Tabela 6.2 mostra os valores de pH e densidade dos trés NADES obtidos,
bem como da solucdo etandlica 60% (v/v) adotada como meio de extracao
comparativo. Devido a natureza das espécies doadoras de ligacdes de hidrogénio,
todos os NADES mostraram-se extremamente acidos. CC-CIT apresentou valores
de pH variando entre 1 e 2, enquanto o pH de CC-LAT e CC-ASC varioude 2a 3. A
solucéo etandlica, por sua vez, apresentou uma faixa de valores de pH de 6 a 7,

maiores que o pH do NADES e mais préoximos da neutralidade.
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A densidade do NADES variou de 1,12+0,02gmL?' (CC-LAT) a
1,23+0,07 g mL? (CC-CIT), sendo que a solucdo etandlica apresentou uma
densidade significativamente menor (p < 0,05). Os resultados de pH e de densidade
concordam com os reportados por Bertolo et al. (2021a), nos quais CC-CIT também
foi o NADES mais denso (~1,63 g mL') e com menor pH, enquanto a solucédo

etandlica foi o solvente menos denso (~1,14 g mL) e com maior pH.

Tabela 6.2. Valores de pH, densidade, comprimento de onda de absorbancia maxima (Amax) € valores
de energia de transicdo (Enr) (a 25 °C) de CC-CIT, CC-ASC, CC-LAT, comparados a solucao
etandlica 60% (v/v).

Solvente pH Densidade (g mLt) Amax (NM) Enr (kcal mol?)
CC-CIT 1-2 1,23 £ 0,07 640 44,67 +0,02¢
CC-ASC 2-3 1,18 + 0,042 596 48,00 + 0,04°
CC-LAT 2-3 1,12 + 0,02° 592 48,31 + 0,04°
EtOH 60% (v/v) 6-7 0,91 +0,01° 569 50,22 + 0,112

Fonte: autoria prépria. Em uma mesma coluna, valores com letras sobrescritas diferentes indicam
amostras estatisticamente diferentes por ANOVA e Tukey (p < 0,05).

A polaridade de um solvente influencia as quantidades, bem como o perfil dos
compostos fendlicos extraidos. A polaridade dos NADES foi avaliada e comparada
com a da solucdo etandlica pelo método de solvatocromismo baseado no corante
Vermelho do Nilo, que mede os deslocamentos do comprimento de onda de
absorbancia maxima do corante (Amax) de acordo com o solvente no qual ele é
diluido. A Figura 6.2(A) mostra as bandas de absorcéo solvatocrémica no UV-Vis, de
400 a 800 nm, para os trés NADES e para a solucao etandlica. A partir dos valores
de Amax, O parametro de energia de transicdo (Enr) foi determinado para cada

solvente (Tabela 6.2).
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Figura 6.2. (A) Espectros UV-vis (400 - 800 nm) obtidos para os diferentes NADES e para a solugéo
etandlica 60% (v/v) ap6s a diluigdo do corante Vermelho do Nilo. (B) Valores de Enr (em kcal mol™)
para os trés NADES preparados neste estudo (CC-CIT, CC-ASC e CC-LAT), a solucéo etandlica
60% (v/v) usada como meio extrativo de comparacao, e quatro solventes convencionais (barras

vazias) usados na extracdo de compostos fendlicos (agua, etanol, metanol e hexano).
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Fonte: autoria prépria. Barras com letras diferentes indicam amostras estatisticamente diferentes por
ANOVA e Tukey (p < 0,05).

Os valores de Enr variaram de 44,67 £0,02 (CC-CIT) a 50,22 +0,11
(EtOH 60% v/v) kcal molt. Quanto maior a energia de transi¢édo, menor a polaridade
do solvente, o que mostra que todos os trés NADES preparados foram mais polares
gue a solucdo etandlica, provavelmente devido a presenca dos acidos organicos.
Além disso, a polaridade esta diretamente relacionada a forca do acido orgéanico
usado como doador de ligacdo de hidrogénio. Quanto menor o pKa do acido, maior
sua forca e maior a polaridade do NADES baseado nele (menor Engr) (JURIC et al.,

2021). O pKa do acido citrico € o menor entre os trés acidos utilizados (3,14), o que
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explica a maior polaridade do CC-CIT. O é&cido latico tem um pKa de 3,86, enquanto
0 pKa do acido ascorbico é de 4,70, e a tendéncia presumivel seria CC-ASC
apresentar uma polaridade menor (maior Eng) do que CC-LAT. No entanto, a
proporcdo molar dos acidos em relac@o ao cloreto de colina precisa ser considerada
e, neste caso, o CC-ASC (2:1) foi ligeiramente mais polar que o CC-LAT (1:1)
(p =0,05).

Para fins de comparacdo, alguns solventes tradicionais utilizados para a
extracdo de fendlicos (dgua, etanol, metanol e hexano) também foram avaliados
guanto a polaridade e organizados por ordem de similaridade junto com os NADES
no grafico da Figura 6.2(B). O CC-CIT foi o mais polar entre todos os solventes
avaliados, enquanto CC-LAT, agua e CC-ASC apresentaram valores de Enr muito
semelhantes (em torno de 48 kcal mol™). A solucdo etandlica 60% (v/v) foi mais
polar que o etanol isoladamente, que apresentou estatisticamente o mesmo valor de
Enr do metanol (aproximadamente 51,4 kcal mol?). Finalmente, como esperado, 0
hexano foi o solvente menos polar, com um valor de Enr de 55,75 + 0,33 kcal mol.
Os resultados dos ensaios de polaridade mostram que todos os NADES preparados
e caracterizados nesta etapa do estudo podem ser utilizados como substitutos dos

solventes organicos tradicionais em termos de polaridade.
3.2 Escolha do melhor NADES para a extracéo dos fendlicos

A Tabela 6.3 mostra o conteudo total de fenolicos de todos os extratos obtidos
com os NADES e a solugcdo etandlica. Para os extratos a base de CC-CIT, os
contetdos variaram de 5,13 + 0,56 (sabugueiro) a 25,46 + 0,52 mg EAG g* (cascas
de romd). No caso do extrato de casca de améndoa, a quantidade de compostos
extraidos foi muito baixa para ser detectada sem a interferéncia do precipitado de

cloreto de colina, quando em contato com o reagente de Folin-Ciocalteu.

A determinacdo do conteudo de fendlicos totais dos extratos a base de
CC-ASC néo foi possivel, o que pode estar relacionado a presenca do &cido
ascorbico nessas amostras. Devido a sua forte capacidade antioxidante, esse acido
reage rapidamente com o reagente de Folin, reduzindo-o e levando a uma
superestimacdo do teor de fendlicos totais da amostra (SANCHEZ-RANGEL et al.,
2013). Assim, uma vez em contato com o reagente de Folin, o CC-ASC apresentou
valores de absorbancia superiores aos de seus extratos, tornando-se pouco

confiavel quantificar seu contetdo total de fendlicos. Por esta razdo, os extratos
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obtidos com CC-ASC nao foram mais utilizados, e este NADES néo foi considerado

para o estudo de otimizacao da extracao.

Tabela 6.3. Conteudo total de fendlicos, atividade antioxidante contra o radical livre DPPH e teor total
de antocianinas para os extratos de casca de rom4, casca de améndoa e bagaco de sabugueiro
obtidos com CC-CIT, CC-LAT e a solucéo etandlica 60% (v/v).

Extrato Co_ntel]do total de % inibic&o Teqr t(_)tgl de an_tocianinas
fendlicos (mg EAG g?) contra o DPPH* (ug cianidina-3-glicosideo g)
Casca de romé
CC-CIT 25,46 + 0,52° 93,52 + 0,182 -
CC-LAT 64,23 + 0,942 92,65 + 0,152 -
EtOH 60% 32,55 + 0,26° 84,84 +0,77° -
(VIv)
Casca de améndoa
CC-CIT N.D. N.D. -
CC-LAT 61,66 + 0,26° 56,56 + 3,48b -
EtOH 60% 79,12 + 4,752 91,93 +0,18? -
(V/v)
Bagaco de sabugueiro
CC-CIT 5,13 + 0,562 68,91 + 0,15° 523,79 + 35,71°
CC-LAT 4,48 + 0,212 67,12 + 5,91° 558,30 + 31,08"
EtCE\I;I/\fS)O% 5,22 + 0,162 85,14 + 2,07 793,20 * 45,462

Fonte: autoria propria. Para um mesmo material, letras sobrescritas diferentes na mesma coluna séo
estatisticamente diferentes (p < 0,05) por ANOVA e Tukey. -: ndo avaliado para a amostra; N.D.: ndo
guantificado para a amostra. *Para os valores de % inibicdo contra o radical DPPH, considerar uma
diluicdo de 200 vezes para os extratos de casca de roma e de casca de améndoa, e de 10 vezes para
o0s extratos de sabugueiro.

O CC-LAT foi o NADES que forneceu os maiores valores de conteudo total de
fendlicos, tanto para a casca de roma quanto para a casca de améndoa. Apesar de

ter uma polaridade menor que CC-CIT, duas possiveis razdes para os melhores

resultados de extracdo de CC-LAT podem ser: 1) 4cidos monocarboxilicos, como o
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acido latico, tendem a levar a maiores rendimentos de extracdo de fendlicos do que
acidos di e tricarboxilicos (como o &cido citrico) (VIEIRA et al., 2018); 2) de acordo
com resultados prévios, o CC-CIT é cerca de 10 vezes mais viscoso que o CC-LAT
(BERTOLO et al., 2021a). Quanto menos viscoso 0 solvente, maior sua capacidade
de solvatacao, principalmente para materiais mais densos, como é o0 caso da casca
de améndoa. A diferenca na coloracdo dos extratos de casca de améndoa de
CC-CIT e CC-LAT mostrada na Figura 6.3(B) também corrobora essa hipotese e
possivelmente explica por que CC-CIT ndo foi capaz de extrair uma quantidade
significativa de fendlicos para este material. Em relagdo aos extratos de sabugueiro
(Figura 6.3(C)), por outro lado, ambos os extratos de CC-CIT e CC-LAT
apresentaram conteldos totais de fenodlicos baixos e estatisticamente iguais
(p > 0,05).

Figura 6.3. Extratos de (A) casca de romd, (B) casca de améndoa e (C) bagaco de sabugueiro
obtidos com CC-CIT, CC-ASC, CC-LAT e etanol 60% (v/v) (da esquerda para a direita).

Fonte: autoria prépria.

A solucédo etandlica também extraiu aproximadamente a mesma quantidade de
compostos fendlicos dos sabugueiros. Além disso, o extrato etandlico da casca de
améndoa apresentou um teor de fendlicos superior ao encontrado para 0 mesmo
extrato com CC-LAT. Tal resultado é provavelmente devido a menor viscosidade e
menor polaridade da solucdo etandlica, que pode ter extraido uma quantidade maior
de compostos menos polares do que aqueles que foram extraidos por CC-LAT. O
extrato etandlico da casca da roma (Figura 6.3(A)), por sua vez, apresentou um teor
de fendlicos menor que o do extrato de CC-LAT, o que também pode estar
relacionado a polaridade dos compostos que estdo sendo extraidos das cascas da

roma pelo etanol.
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Neste caso, dos trés NADES estudados e n&o considerando o CC-ASC devido
aos seus valores superestimados de fendlicos totais, o CC-LAT foi o Unico capaz de
extrair quantidades iguais ou superiores de fendlicos quando comparado a solucéo
etandlica para dois dos trés residuos agroindustriais avaliados. A menor viscosidade,
polaridade e niumero de grupos -COOH do CC-LAT quando comparado aos outros
NADES, e seu pH mais baixo quando comparado a solucao etandlica, possivelmente
atuaram em sinergismo para facilitar a extracdo dos fendlicos (BERTOLO et al.,
2021a).

A Tabela 6.3 também apresenta os valores % de inibi¢do contra o radical livre
DPPH encontrados para os extratos de casca de roma, casca de améndoa e bagaco
de sabugueiro obtidos com os NADES e a solucdo etandlica. Para as cascas de
roma, ambos os extratos obtidos com os NADES apresentaram valores de inibicdo
significativamente iguais (p > 0,05) e proximos de 93% (considerando-se uma
diluicho de 200 vezes), cerca de 9% maior que o valor obtido para o extrato
etandlico. Assim, apesar de ter um conteudo total de fendlicos maior que o extrato
de roma a base de CC-CIT, o extrato etandlico ndo apresentou maior atividade
antioxidante, provavelmente porque os fenodlicos extraidos pela solucédo etandlica
sdo menos polares que os extraidos por CC-CIT e apresentam menor atividade

antioxidante contra o radical DPPH.

Em relacdo aos extratos de casca de améndoa, os valores de % de inibicdo
variaram de 56,56 + 3,48 (CC-LAT) a 91,93 = 0,18% (EtOH 60% v/v), também
considerando-se uma diluicdo de 200 vezes. Para o extrato a base de CC-CIT, a
% de inibicdo ndo pode ser determinada, devido ao seu baixo contetdo total de
fendlicos. O alto valor de inibicdo do extrato etandlico pode ser explicado pelo seu
maior teor de fendlicos (como mencionado anteriormente) e € comparavel com os
valores de atividade antioxidante dos extratos de casca de roma obtidos com os
NADES.

Os extratos de bagaco de sabugueiro obtidos com os NADES apresentaram
valores de % inibicdo significativamente iguais e em torno de 68%, enquanto o
extrato etandlico apresentou uma inibicdo cerca de 17% maior. Assim, apesar do
conteudo total de fendlicos dos trés extratos de sabugueiro ter sido
significativamente igual, a natureza dos compostos extraidos pela solucéo etandlica

pode estar influenciando na atividade antioxidante dos extratos. E valido ressaltar,
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entretanto, que esses valores de % de inibicdo foram obtidos com os extratos
diluidos apenas 10 vezes, o que indica que seu poder antioxidante € bem menor que
o dos extratos de casca de romé e de casca de améndoa.

Como os extratos de bagaco de sabugueiro apresentaram os menores valores
de conteudo total de fendlicos e atividade antioxidante, e como esses frutos séo
ricos em antocianinas (DOMINGUEZ et al., 2021), seu teor total de antocianinas
também foi determinado (Tabela 6.3). Tanto CC-CIT quanto CC-LAT extrairam a
mesma quantidade (p > 0,05) de antocianinas dos sabugueiros, menor do que a
extraida pela solucdo etandlica. Esse resultado pode estar relacionado a menor
polaridade da solucdo etandlica quando comparada aos NADES, o que favorece a

extracado de compostos menos polares, como as antocianinas.

O maior teor de antocianinas do extrato etanolico explica a sua maior % de
inibicdo contra o radical livre DPPH. Duymus et al. (2014) compararam diferentes
solventes organicos para extracdo de antocianinas de sabugueiro silvestre da
Turquia, e 0 extrato etandlico (70%, v/v) também foi 0 que apresentou maior
guantidade de antocianinas monomeéricas totais, com cerca de 1070 mg de

cianidina-3- glicosideo por 100 gramas de extrato.

Uma vez caracterizados todos os extratos, foi escolhido o melhor NADES para
0 estudo de otimizacao da extracdo. Apesar de sua maior polaridade, o CC-CIT foi o
solvente com os menores valores de fendlicos totais e atividade antioxidante, tanto
para cascas de améndoas quanto para cascas de romdas, devido a sua maior
viscosidade. Por outro lado, quando comparado com a solucdo etanodlica, CC-LAT
extraiu mais que o dobro de compostos fendlicos das cascas de roma, extraiu a
mesma quantidade de fendlicos e uma quantidade ligeiramente menor de
antocianinas dos sabugueiros, e extraiu uma quantidade menor, mas ainda alta, de
fendlicos de cascas de améndoa. Portanto, o CC-LAT foi escolhido como o NADES
mais adequado para ser aplicado no estudo de otimizacdo da extracdo dos fendlicos

dos trés materiais em estudo.
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3.3 Planejamento experimental para a otimizacdo da extracdo dos

fendlicos

As extracdes de fendlicos das cascas de roma, cascas de améndoa e bagaco
de sabugueiro foram otimizadas em relacdo a trés condi¢cdes experimentais
importantes: temperatura de extracdo, tempo de extracdo e relacdo NADES/sdlido.
O delineamento Box-Behnken conduzido resultou em 15 extratos para cada um dos
trés materiais, e seus conteudos totais de fendélicos (no caso dos extratos de casca
de romé e casca de améndoa) e teores totais de antocianinas (no caso dos extratos
de sabugueiro) sdo mostrados nos gréaficos de barras da Figura 6.4.

Para os extratos de casca de roma (Figura 6.4(A)), os valores de contetudo de
fendlicos variaram de 40,46 +1,26 (extrato obtido no experimento 7) a
84,00 * 5,36 (extrato obtido no experimento 2) mg EAG g !. As amostras com um
teor superior a 80 mg EAG g foram as extracdes dos experimentos 2 e 12. Os
extratos de casca de améndoa (Figura 6.4(B)), por sua vez, tiveram seu teor de
fendlicos variando de 39,22 + 0,77 (extrato 1) a 72,17 + 0,94 (extrato 3) mg EAG g.
As amostras com um teor superior a 70 mg EAG g foram as extragées obtidas com
0s experimentos 3 e 4, aquelas com os maiores tempos de extracéo (60 min) e com

relacdo NADES/solido no nivel central (20 g/g).

Para os extratos de sabugueiro (Figura 6.4(C)), o teor total de antocianinas
(TTA) foi a resposta escolhida para otimizar a extracdo. Os valores de TTA variaram
de 571,10 £ 66,61 (extrato obtido no experimento 2) a 716,45 + 42,59 (extrato obtido
no experimento 12) ug equivalentes de cianidina-3- glicosideo g*. As amostras com
TTA superior a 700 pg equivalentes de cianidina-3- glicosideo g* foram as extracées
dos experimentos 4, 7, 11 e 12. Com excecao do extrato obtido no experimento 4,
todos os outros extratos com os maiores valores de TTA foram obtidos nas

condi¢cBes de maior relacdo NADES/sélido (30 g/qg).
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Figura 6.4. Extratos de (A) casca de roma, (B) casca de améndoa e (C) bagaco de sabugueiro
obtidos com o delineamento Box-Behnken, usando CC-LAT como NADES, e seus respectivos
contelidos de fendlicos totais (em mg EAG g, para os extratos de casca de romi e de casca de
améndoa) e antocianinas totais (em g cianidina-3-glicosideo g, para os extratos de sabugueiro).
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Fonte: autoria prépria. Para um mesmo material, amostras com letras sobrescritas diferentes sdo
estatisticamente diferentes (p < 0,05) por ANOVA e Tukey.

A andlise dos resultados de conteddo total de fendlicos e teor total de
antocianinas dos extratos de casca de roma, casca de améndoa e bagaco de
sabugueiro pelo software Statistica® 13 levou aos seguintes modelos matematicos,
gue descrevem as superficies de resposta para os planejamentos em funcédo das
trés variaveis ((A) temperatura, (B) tempo e (C) razdo NADES/solido) (Equacgbes

(6.2), (6.3) e (6.4)):

Contetido total de fendlicos (mg EAG g7 casca de rom3) = 57,14 + 15,984 - 7,285° +
1491C+ 10,24C? + 21,15BC Fquacdo (6.2)

Contetido total de fendlicos (mg FAG g7 casca de améndoa) = 53,98 + 11,934 - 8,62 A?
+ 10,38B + 8,74(% - 14,66AB Equacao (6.3)
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Teor total de antocianinas (g cianidina-3-glicosideo g* bagaco de sabugueiro) =

660,42 - 38,754 + 50,718 + 46,83C - 14,43(? + 55,36AB - 38,83AC Equagdo (6.4)

A Tabela 6.4 mostra os resultados de ANOVA para os modelos polinomiais
acima. Os coeficientes de determinacéo (R?) dos modelos dos extratos de casca de
roma e casca de améndoa foram 0,88646 e 0,89149, respectivamente, o que
significa que as Equacgoes (6.2) e (6.3) explicam cerca de 89% da variabilidade dos
dados para o teor de fendlicos totais desses extratos. Para o extrato de bagaco de
sabugueiro, o R? do modelo foi 0,83621, o que significa que a Equacéo (6.4) explica
cerca de 84% da variabilidade dos dados para as antocianinas totais.

O modelo matematico obtido para o extrato de casca de roma foi o Unico que
nao apresentou falta de ajuste significativa, pois seu Fca da falta de ajuste/erro puro
foi menor que seu Fwp (Tabela 6.4). Para os modelos matematicos dos extratos de
casca de améndoa e bagaco de sabugueiro, no entanto, os valores Fca da falta de
ajuste/erro puro foram ligeiramente maiores do que Fwp, indicando falta de ajuste
significativa. Apesar disso, seus valores de R? permitem que esses modelos sejam
usados para determinar o conteudo total de fendlicos e o teor de antocianinas totais
dos extratos de casca de améndoa e bagaco de sabugueiro dentro das condicbes

testadas, sem fazer previsdes e/ou extrapolacdes (BOGUSZ et al., 2011).
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Tabela 6.4. Resultados da ANOVA para o delineamento Box-Behnken conduzido para otimizar as
extracdes das cascas de roma, cascas de améndoa e bagaco de sabugueiro com o CC-LAT.

Fonte de Somados Graus de Médias

. . L F F FealF
variagéo quadrados liberdade  quadréticas cal b callFrab

Conteudo total de fendlicos — cascas de roma

Regressédo 2,20E+03 9 2,45E+02 4,34 4,77 0,91
Residuo 2,82E+02 5 5,64E+01
Falta de ajuste 2,63E+02 3 8,76E+01 8,97 19,16 0,47
Erro puro 1,95E+01 2 9,76E+00
Total 2,49E+03 14
R? 0,88646

Conteldo total de fendlicos — cascas de améndoa

Regressao 1,37E+03 9 1,53E+02 4,56 4,77 0,96
Residuo 1,67E+02 5 3,34E+01
Falta de ajuste 1,62E+02 3 5,41E+01 21,67 19,16 1,13
Erro puro 4,99E+00 2 2,49E+00
Total 1,54E+03 14
R? 0,89149

Teor total de antocianinas - sabugueiros

Regressédo 1,89E+04 9 2,10E+03 2,84 4,77 0,59
Residuo 3,71E+03 5 7,42E+02
Falta de ajuste 3,64E+03 3 1,21E+03 34,57 19,16 1,8
Erro puro 7,02E+01 2 3,51E+01
Total 2,27E+04 14
R? 0,83621

Fonte: autoria propria.

Por sua vez, os diagramas de Pareto da Figura 6.5 mostram os efeitos
significativos de cada variavel investigada no planejamento experimental. Para a
extracdo dos fendlicos da casca de romd, a temperatura (+7,23) e a razao
NADES/sélido (+6,75) tiveram efeitos lineares (L) significativos. Os efeitos
guadraticos (Q) da razdo NADES/sélidos (+6,30) e tempo (- 4,48) também foram
significativos, assim como o efeito interativo entre essas variaveis (BC) (+6,76)
(Figura 6.5(A)). A temperatura também desempenhou um papel importante na
extracdo dos fendlicos da casca da améndoa, com efeitos lineares (+10,68) e

guadraticos (-10,48) significativos (Figura 6.5(E)).
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Figura 6.5. Diagramas de Pareto obtidos a partir dos resultados do delineamento Box-Behnken para
as extracdes de casca de roma (A), casca de améndoa (E) e bagaco de sabugueiro (1),
respectivamente; graficos de superficie de resposta para temperatura versus tempo (razao
NADES/s6lido = 20 g/g), temperatura versus razdo NADES/s6lido (tempo = 40 min) e tempo versus
razdo NADES/sd6lido (temperatura = 40 °C), para: (B-D) casca de roma, (F-H) casca de améndoa e (J-
L) bagaco de sabugueiro, respectivamente.
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Fonte: autoria prépria.

Ainda para as cascas de améndoa, o tempo também apresentou um efeito
linear alto e positivo (+9,19), além de um efeito interativo com a temperatura (AB)
(-9,28). O efeito quadratico da razdo NADES/sélidos (+10,63) também foi alto e
significativo. De maneira geral, todos os efeitos significativos para a extracdo da

casca da améndoa foram superiores aos observados para a extragdo da casca da



203
Capitulo 6 — Resultados e Discussbes

romd, sendo a temperatura a varidvel mais significativa em comum entre os dois

modelos, com influéncia positiva.

Para a extracdo das antocianinas dos sabugueiros (Figura 6.5(1)), todas as
variaveis investigadas tiveram efeitos lineares significativos, mas o efeito linear da
temperatura foi negativo (-9,25), diferente dos outros dois modelos. O tempo foi a
variavel com maior influéncia no teor total de antocianinas, com efeito positivo de
+12,10, seguido da razdo NADES/so6lidos, com efeito positivo de +11,18. A relacdo
NADES/sélidos também teve um efeito quadratico significativo no TTA (-14,43),
assim como os efeitos interativos entre temperatura e tempo (AB) (+55,36) e relacao
NADES/solidos (AC) (-38,83).

A influéncia das variaveis para cada uma das extracdes também pode ser
observada nos graficos de superficie de resposta da Figura 6.5. Para as cascas de
roméa (Figuras 6.5(B-D)), os maiores teores de fendlicos (regides vermelhas das
superficies) foram encontrados em temperaturas de extracdo mais altas e em
maiores razbes NADES/sdlido, o que concorda com os resultados dos graficos de
barras e do diagrama de Pareto. Para as cascas de améndoa (Figuras 6.5(E-G)), as
regides vermelhas dos graficos de superficie podem ser encontradas em tempos de
extracdo mais altos e razdes meédias NADES/solido, independentemente da
temperatura de extracdo utilizada, enquanto para as amostras de sabugueiro
(Figuras 6.5(H-J)) os valores de TTA mais elevados foram alcancados em tempos de
extracao e razdes NADES/sélido mais altas, mas em temperaturas de extracdo mais

baixas e/ou moderadas.

Além disso, é preciso considerar que, durante uma extracdo assistida por
ultrassom, o material € exposto a sonicacdo, o que resulta na ruptura celular e na
liberacdo de componentes intracelulares, incluindo fendlicos e antocianinas (FU et
al.,, 2021). No entanto, a sonicacdo prolongada também pode prejudicar esses
compostos, devido as altas temperaturas geradas durante o processo (ISMAIL et al.,
2019).

Os resultados do estudo de otimizacdo revelaram que as condicfes de
extracdo podem ser moldadas de acordo com o material a ser extraido, podendo
ndo ser as mesmas para diferentes matrizes vegetais. Enquanto a temperatura
exibiu influéncia positiva para a extracdo de fenodlicos das cascas de romé&, por

exemplo, ela ndo favoreceu a extracdo de antocianinas do bagaco de sabugueiro.
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Extracdes mais longas, por outro lado, foram negativas para a extracdo de fenélicos
das cascas de romd, mas favoreceram a extracdo de fendlicos de cascas de
améndoa e bagaco de sabugueiro. As razbes NADES/sélido mais altas foram
positivas para todos os materiais, devido a maior area de contato para a dissolugéo
dos componentes intracelulares das células vegetais, em quantidades elevadas de
CC-LAT (FU et al., 2021).

As melhores condi¢Bes para a extragcdo de compostos fendlicos da casca de
roma foram as adotadas no experimento 2 (o de maior contetdo total de fendlicos):
temperatura de extracéo de 50 °C (+1), tempo de extracdo de 20 min (-1) e relagéo
NADES/sélido de 20 g/g (0). Com relacdo a casca de améndoa, as melhores
condi¢cBes foram as obtidas com o experimento 3: temperatura de extracao de 30 °C
(-1), tempo de extracdo de 60 min (+1) e relacdo NADES/sdlido de 20 g/g (0). Por
fim, as melhores condi¢cdes para extracdo de antocianinas do bagaco de sabugueiro
foram as obtidas com o experimento 12: temperatura de extracdo de 40 °C (0),
tempo de extracdo de 60 min (+1) e relacdo NADES/solido de 30 g/g (+1).

Para validar esses resultados, uma triplicata de extracdes para cada um dos
materiais vegetais foi feita nas melhores condi¢cdes de extracdo obtidas com o DBB.
Apoés estas extracbes, 0s extratos obtidos tiveram seu conteddo de compostos
fenadlicos totais e teor de antocianinas totais determinados. Para a casca de roma, o
extrato otimizado apresentou teor de fendlicos de 69,48 + 3,08 mg EAG g%, superior
ao do extrato etandlico obtido nas mesmas condicdes (15,62 + 2,24 mg EAG g*t). O
valor experimental obtido para o extrato de casca de améndoa otimizado foi de
75,91 + 5,67 mg EAG g, e o do extrato etandlico obtido nas mesmas condi¢ées

também foi menor para este material (54,31 + 6,80 mg EAG g}).

O extrato otimizado de bagaco de sabugueiro apresentou um TTA de
629,05 + 32,69 ug equivalentes de cianidina-3-glicosideo g1, e o do extrato etandlico
foi de 787,71 + 49,85 ug equivalentes de cianidina-3-glicosideo g*. Tal resultado ja
era esperado devido a menor polaridade da solugéo etandlica quando comparada ao
CC-LAT, o que leva a maiores rendimentos de extracdo de compostos menos
polares, conforme explicado na secdo anterior. Os resultados do estudo de
otimizacdo das extracbes demonstraram que a extracdo de compostos fendlicos e
antocianinas de residuos de roma, améndoa e sabugueiro usando CC-LAT pode ser

otimizada com precisédo durante a extragao assistida por ultrassom.
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3.4 Caracterizagao dos extratos por HPLC-DAD

A Tabela 6.5 apresenta as curvas de calibracdo dos padrdes fendlicos com
suas respectivas equacoes lineares, limites de deteccdo e quantificacdo (LOD e
LOQ, respectivamente) e coeficientes de correlagdo (R?). Os cromatogramas obtidos
para os extratos otimizados de casca de roma, casca de améndoa e bagaco de
sabugueiro encontram-se na Figura A9 nos apéndices desta tese. Os fendlicos
identificados e quantificados em cada extrato sdo apresentados na Tabela 6.6,

juntamente com seus respectivos tempos de retengdo (min).

Tabela 6.5. Curvas de calibracdo dos padrdes fendlicos analisados por HPLC-DAD, com suas
respectivas equacdes lineares, limites de detecgdo (LOD) e quantificacéo (LOQ) e coeficientes de
correlacéo (R?).

Padréo Equacéo linear LOD(mg L1 LOQ(mgL? R?
(+)-catequina y = 4,5631x + 36,648 0,38 1,25 0,9978
Acido gélico y =17,658x — 1,457 0,53 1,76 0,9998
Punicalagina y = 2,883x — 7,0609 2,69 8,96 0,9994
Acido cafeico y =19,79x + 1,1325 0,02 0,06 0,9999
Rutina y = 8,9169x + 19,479 0,02 0,06 0,9988
Cianidina-3-sambubiosideo  y = 16,712x — 24,847 3,14 10,45 0,9998

Fonte: autoria propria.
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Tabela 6.6. Concentracées (em pg g*) dos compostos fendlicos nos extratos otimizados de casca de
roma, casca de améndoa e bagaco de sabugueiro, determinadas por HPLC-DAD.

Concentracéo (ug g)

Composto fendlico Tempo de retengdo (min)
CC-LAT EtOH 60% (v/v)

Cascas de roma

Acido gélico 2,43 307,83 + 75,13 -
Punicalagina 3,97 108980 + 44492 14124 + 1194
Acido elagico 24,67 364,63 + 47,158 107,23 +1,07°

Cascas de améndoa

Acido galico 2,70 110,72 + 6,72 -

(+)-catequina 7,00 4390 + 3612 3193 + 8272

Acido cafeico 9,16 166,64 + 15,71 -
Fenois poliméricos 76,18 364,79 + 74,558 90,15 + 7,01°P

Bagaco de sabugueiro

Acido gélico 2,12 474,12 + 20,84 -
(+)-catequina 6,69 510,89 + 22,472 449,05 * 26,622
Cianidina-3-sambubiosideo 10,72 761,10 +£ 19,922 246,03 + 9,02°
Rutina 26,74 270,17 +7,10* 224,41 + 10,562
Isoramnetina-3-glicosideo 36,25 182,45 + 3,32 151,01 + 5,682

Fonte: autoria prépria. Para um material, amostras com letras sobrescritas diferentes na mesma linha
sao estatisticamente diferentes (p < 0,05) por ANOVA e Tukey. -: ndo avaliado para a amostra.

Para o extrato de casca de roma otimizado, trés compostos fendlicos foram
identificados e quantificados: &cido galico, punicalagina e &cido elagico
(quantificados como equivalentes de acido galico). A punicalagina, um elagitanino
gue representa cerca de 70% do total de elagitaninos da casca da roma (LIU et al.,
2022), foi o composto majoritario presente neste extrato. No caso do extrato
etandlico otimizado da casca da roma, apenas punicalagina e acido elagico puderam
ser guantificados e a concentracdo de punicalagina diminuiu significativamente
(p = 0,05) em comparagao ao extrato obtido com o NADES. Este resultado esta de
acordo com os resultados de conteudo total de fendlicos do estudo de otimizacéo,
gue mostrou que o extrato a base de CC-LAT tinha um conteudo fendlico maior do

gue o extrato obtido com a solucao etandlica, nas condi¢cdes otimizadas.

A mesma tendéncia pode ser observada para os extratos de casca de
améndoa otimizados. Quatro compostos fendlicos foram quantificados para o extrato

a base de CC-LAT (&cido galico, (+)-catequina, acido cafeico e fendis poliméricos,
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guantificados como equivalentes de (+)-catequina), mas o acido galico e o acido
cafeico ndo puderam ser quantificados no cromatograma do extrato etandlico.
A (+)-catequina, um flavan-3-ol que contribui principalmente para a alta capacidade
antioxidante dos extratos de améndoas (KAHLAOUI et al., 2019), foi o composto
majoritario quantificado e sua concentracdo também diminuiu significativamente

(p = 0,05) no extrato etandlico.

Os extratos de sabugueiro foram os extratos com mais compostos identificados
e quantificados. Acido gdlico, (+)-catequina, cianidina-3-sambubiosideo, rutina e
isoramnetina-3-glicosideo (quantificada como equivalentes de rutina) foram
guantificados no extrato a base de CC-LAT, e apenas o &cido galico nao pode ser
guantificado no extrato etandlico. A cianidina-3-sambubiosideo € responsavel por até
metade de todo o conteudo de antocianinas dos extratos de sabugueiro, seguida
pela cianidina-3-glicosideo (VEBERIC et al., 2009). A cianidina-3-sambubiosideo foi
a antocianina e o composto fendlico presente em maior concentragdo nos extratos
otimizados. E valido ressaltar que, apesar do menor TTA encontrado para o extrato
a base de CC-LAT no estudo de otimizacdo, a cianidina-3-sambubiosideo foi

extraida em maior quantidade pelo CC-LAT do que pela solucao etandlica.
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4. CONCLUSOES

Neste capitulo, o uso de NADES foi apresentado como uma alternativa
potencial, nova e mais alinhada com os principios da quimica analitica verde para a
recuperacdo de fendlicos de trés residuos agroindustriais: casca de roma, casca de
améndoa e bagaco de sabugueiro. Diferentes NADES a base de cloreto de colina e
acidos organicos foram preparados, caracterizados e aplicados nas extracdes. O
CC-LAT foi o NADES com melhores resultados de contetdos totais de fendlicos,
guando comparado a solucéo etandlica 60% (v/v). As condi¢des de extracdes foram
otimizadas com um delineamento do tipo Box-Behnken, e foram diferentes de
acordo com o material vegetal investigado, sendo: 50 °C, 20 min e relacéo
NADES/sélido de 20 g/g para casca de roma, 30 °C, 60 min e 20 g/g para casca de
améndoa e 40 °C, 60 min e 30 g/g NADES/solido para bagaco de sabugueiro. Os
compostos majoritarios de cada um dos materiais (punicalagina, (+)-catequina e
cianidina-3-sambubiosideo, para cascas de roma, cascas de améndoas e bagaco de
sabugueiro, respectivamente) foram encontrados em maiores concentracdes nos
extratos a base de CC-LAT do que nos extratos etanodlicos obtidos nas condi¢des
otimas de extracdo, demonstrando o sucesso da aplicacdo dos NADES em sua

recuperacao.



CAPITULO 7

CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS
FUTURAS
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Esta tese descreveu o0 preparo, a otimizacdo e a caracterizacdo de
revestimentos naturais a base de quitosana, gelatina e extrato de casca de roma, e
sua aplicagdo para a melhoria da qualidade fisico-quimica, microbioldgica e

sensorial de morangos.

A composicao do revestimento desenvolvido, QGE, foi de 0,8% de quitosana,
0,2% de gelatina e 1 mg g* de extrato de casca de roma. O extrato diminuiu a
solubilidade dos filmes, aumentou sua hidrofilicidade e melhorou suas propriedades
mecanicas e de barreira a luz, todas estas caracteristicas importantes para a
aplicacdo proposta dos materiais de revestimento. O extrato também conferiu
propriedade antioxidante aos revestimentos, 0 que pode atuar em conjunto com a
atividade antimicrobiana intrinseca da quitosana na melhoria do controle de

patdgenos alimentares.

A aplicacdo do revestimento QGE nos morangos protegeu os frutos contra a
desidratacéo e o atague de microrganismos, manteve sua coloracéo e sua firmeza, e
retardou as quedas nas suas taxas respiratorias. O revestimento também retardou o
desenvolvimento de injurias causadas por fungos nos frutos, confirmando o que
havia sido previsto com os resultados de atividade antimicrobiana conduzidos com o
material. Testes sensoriais ndo apontaram diferencas significativas entre o0s
morangos revestidos e 0s nao revestidos e uma estimativa de custo dos
revestimentos para 0S morangos apontou para um aumento de apenas
R$ 0,13/fruto, 0o que sdo resultados de suma importancia para que os frutos

revestidos sejam aceitos e adquiridos pelos consumidores.

Esta tese também trouxe duas novas possibilidades de areas de estudo
envolvendo revestimentos poliméricos contendo compostos fendlicos. A primeira
delas foi o uso de terapia fotodindmica aliado aos revestimentos, e seus efeitos
sobre a qualidade dos morangos revestidos. O revestimento QGE revelou-se um
fotossensibilizador em potencial, devido a formacédo de ERO quando na presenca de
luz. Isso melhorou a atividade antimicrobiana do revestimento, com uma reducao
significativa na sobrevivéncia de S. aureus na superficie dos morangos revestidos
com QGE. Além de prolongar a vida utii dos morangos, a combinacdo do
revestimento com a aplicacdo de luz melhorou sua seguranca microbiana e nao

comprometeu sua qualidade.
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A outra possibilidade de estudo foi a de aplicacdo dos chamados NADES,

solventes eutéticos naturais profundos, como meios de extracdo verdes para a

recuperacdo de compostos fendlicos de matrizes vegetais, dentre elas a casca da

roma. O solvente a base de cloreto de colina e acido latico foi eficaz, em condicdes

otimizadas, em extrair uma quantidade maior dos compostos majoritarios das cascas

da roma, cascas de améndoa e bagaco de sabugueiro, do que uma solucao

etanolica 60% (v/v) nas mesmas condi¢des de extracao.

Assim, considerando-se esses resultados, apontam-se como perspectivas para

trabalhos futuros:

Aplicacao do revestimento QGE em outros frutos, para avaliagdo da extensao

de sua vida de prateleira;

Escalonamento dos processos de preparo do revestimento e de sua aplicacao

nos frutos;
Nova avaliacdo econdémica, considerando-se o escalonamento;
Avaliacdo do revestimento QGE como um filme de embalagem rigido;

Aplicacdo dos extratos obtidos a base de NADES como carreadores de

compostos fendlicos nos revestimentos de quitosana e gelatina;
Avaliacdo do uso desses extratos como plasticizantes para os filmes;

Aplicacdo dos revestimentos nos morangos e avaliacdo de sua qualidade

fisico-quimica, microbiolégica e sensorial,

Associacado dos revestimentos contendo extratos a base de NADES e a
terapia fotodinAmica e avaliacdo dessa combinacdo sobre a qualidade dos

morangos;

Avaliacdo de outros materiais para a formulacdo de NADES e de outras

matrizes vegetais para a recuperacao de compostos fendlicos.
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Figura Al. Curva de calibracéo de &cido galico em agua para o ensaio de Folin Ciocalteu
(R% =0,9997).
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Figura A2. Curva de calibracéo de Trolox em etanol para o ensaio do radical ABTS (R? = 0,9994).
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Figura A3. Espectro de RMN H da quitosana preparada.
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Figura A4. Grafico de indice de refragdo diferencial versus concentracéo da amostra para a
determinacéo do dn/dc da quitosana. (B) Cromatograma com a distribuicdo da massa molar da
quitosana em funcé&o do tempo.
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Figura A5. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) — Consumidores.

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECTIN (TCLE) — Consumidores
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1. Vocé esti sendo convidado para participar da pesquisa: QUIMICA DO SABOR DE MORANGOS
RECOBERTOS COM REVESTIMENTOS A BASE DE EXTRATO DE CASCA DE ROMA (PUNICA
GRAMATUM L), QUITOSANA E GETATINA.

2. O presente projeto tem como objetivos avaliar o efeifo de revestimentos comestivels incorporados com
extratos de casca de romd na qualidade fisica, fisico-quimica 2 sensorial de morangos.

3. Viocé foi selecionado por gostar de morangos e sua participacio nio € obrigatona. Vocé dispomibilizara em
tome de 5 a 10 numitos para realizagdo do teste, que sera realizado no Labomtdrio de Ensine do Instituto de
Cuimica de 530 Carlos (IQSC/USF), durante uma aula da disciplina 7500061 - Analise Sensorial.

3. Considerando que toda pescquisa envolve nscos, para higienizaco das amosiras foram tomadas providéncias
de padrdo de ngiene. As amostras foram armazenadas em condigfes adequadas para o consumo seguro.

6. Vioce podera desistir de fazer o teste sensonal no micio ou no mete dos testes sem qualquer prejuizo.

7. Canto acs beneficios da pesquisa, espera-se obter informagdes miportantes o que se refere a qualidade do
produto e com estes dados serdo geradas discussdes no tema de novas tecnologias pos-colbeita de fiutas e
hortalicas. Para o julgador niio ha beneficios diretos.

8. A pesquisa nfo envolve ganhos ou gastos, mas se estes existirem, serdo ressarcidos. Além disso, havera
ndenizacio caso danos decomentes da pesquisa ocommerem

9. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e refirar seu consenfimento.

110 Sua recusa nfo trard nenhim prejuizo em sua relacio com o pesquisador cu com a instifwgdo.

11. As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidencials e asseguramos o sigilo sobre sua
participagio.

12. Os dados ndo serfo divulgados de forma a possibilitar sua identificacie, nas publicacdes somente serdo
mnformados sexo e idade dos julgadores.

13. Nao havera despesas decomrentes da participaciio na pescquisa - teste sensorial.

14. Vocé ficard com uma copia desta via onde consta o telefone e o enderego da pesquisadora responsavel,
podendo tirar suas dirvidas sobre o projeto e sua participagdo, agora ou a qualquer momento

Mirella Fomanelli Vicente Bertolo
Instituto de Quumica de Séo Cados — Univeraidade de S&o Paulo
Av. Trab. 530 Carlense, 400 - Parque Amold Schimidt, S0 Carlos - SP, 13566-390 — (16) 981396313
mirella bertolo@usp.br

Declare que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacio na pesguisa e concordo em
participar. O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos do CENTRO UNIVERSITARIO CENTRAL PAULISTA - UNICEP ..............

Local e data

Sujetto da pesquisa

Fonte: autoria prépria.
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Figura A6. Ficha de avaliagdo utilizada pelos provadores durante o teste de analise sensorial.

TESTE DE DIFERENCA DO CONTROLE - MORANGOS

MNome: Diata:

Voce esta recebendo uma amostra padrio (F) e 3 amostras codificadas (1, 2 e 3). Por favor, prove
3 amosta padrio e, em segmida, prove cada uma das amoestras codificadas e avalie, de acordo com

a escala abaixe, o quanto cada amostra codificada difere, em termos globais, da amostra padrdo.

Amostrasz
1. Extremaments melhor que P
2. Muwto melhor que P
3. Moderadamente melhor que P
4. Lizeramente melhor que P
5. Nio ka diferenca entre P e 3 amost=a
6. Ligeramente pior que P
7. Moderadamente pior que P
&. Mwto pior que P
9. Extremamente pior que P

Comentarios:

Fonte: autoria prépria.
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Figura A7. Estruturas quimicas dos revestimentos das fibras de SPME utilizadas para a extracao de
compostos volateis dos morangos: (A) PDMS, (B) DVB, (C) PA.
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Fonte: adaptado de Marques (2021).
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Figura A8. Cromatograma ilustrativo dos compostos volateis extraidos dos morangos com a fibra
DVB-CAR-PDMS.
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Figura A9. Cromatogramas dos extratos de casca de roma (280 nm), casca de améndoa (280 nm) e

bagaco de sabugueiro (520 nm) obtidos com CC-LAT (A, C e E, respetivamente) e etanol 60% (v/v)

(B, D e F, respectivamente), todos diluidos 1:8 em acido fosférico 1,5% (v/v).
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Tabela Al. Pardmetros utilizados no célculo da massa molar viscosimétrica da quitosana.

Replicata [n] (mL g?) R? K (mL mol g?) a M, (g mol?)
1 1917,5 0,999 0,075 0,809 2,81x105
2 2081,3 0,999 0,075 0,809 3,11x105
3 2054,5 0,999 0,075 0,809 3,06x105
Média 3,00x105

Fonte: autoria propria.
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Tabela A2. Resultados da ANOVA para o DCCR conduzido para otimizar a composi¢cdo das misturas
de quitosana, gelatina e extrato de casca de roma quanto ao seu conteldo total de fendlicos,
viscosidade, solubilidade, opacidade e TPVA.

Fonte gle Somados Graus de Méd,ia_ls Feu Fuo  Foa/Fab
variacao quadrados liberdade quadraticas
Conteldo total de fendlicos
Regresséo 1.50E+05 5 3.00E+04 13.21 4.39 3.01
Residuo 1.36E+04 6 2.27E+03
Falta de ajuste 1.23E+04 3 4.09E+03 9.01 9.28 0.97
Erro puro 1.36E+03 3 4.54E+02
Total 1.64E+05 11
R? 0,91674
Viscosidade
Regressédo 1.76E+02 5 3.52E+01 3.33 4.39 0.76
Residuo 6.35E+01 6 1.06E+01
Falta de ajuste 6.34E+01 3 2.11E+01 672'8 9.28 72.50
Erro puro 9.43E-02 3 3.14E-02
Total 2.40E+02 11
R? 0,73518
Solubilidade
Regressado 3.69E+02 5 7.39E+01 1.29 4.39 0.29
Residuo 3.42E+02 6 5.71E+01
Falta de ajuste 3.41E+02 3 1.14E+02 228'9 9.28 23.81
Erro puro 1.54E+00 3 5.14E-01
Total 7.12E+02 11
R? 0,51889
Opacidade
Regressao 5.88E+01 5 1.18E+01 464 4.39 1.06
Residuo 1.52E+01 6 2.54E+00
Falta de ajuste 1.46E+01 3 4.86E+00 22.95 9.28 2.47
Erro puro 6.35E-01 3 2.12E-01
Total 7.40E+01 11
R? 0,79435
TPVA
Regresséao 1.44E+00 5 2.88E-01 505 4.39 1.15
Residuo 3.43E-01 6 5.71E-02
Falta de ajuste 3.38E-01 3 1.13E-01 74.38 9.28 8.02
Erro puro 4.54E-03 3 1.52E-03
Total 1.78E+00 11
R? 0,80796

Fonte: autoria propria.
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Tabela A3. Parametros fisico-quimicos da dgua a cada leitura de mortalidade dos peixe-zebra, para
os trés grupos analisados (controle, QGE 10,50 e 100 mg L, e QG 100 mg L%).

Tempo (h) Concerz:;e;gﬁg;grupos pH Temperatura (°C) Oxigérzrir?gdli_s_ls)olvido
Controle 6.8 +0.30 254 +0.11 9.67 £0.39
10 QGE 7.0 +£0.05 25.4+0.10 9.40 £ 0.40
0 50 QGE 7.1+0.10 25.5%0.10 9.66 + 0.26
100 QGE 6.9 £ 0.06 25.4+0.15 9.59 +0.26
100 QG 7.0 £0.06 25.3+0.10 9.75 + 0.07
Controle 7.0£0.15 25.4+0.25 9.30 £ 0.95
10 QGE 6.9+0.15 25.3+0.15 9.09+ 0.56
24 50 QGE 7.0+0.10 25.4 +0.05 9.26% 0.88
100 QGE 7.1+0.15 25.3+0.10 9.09+£ 0.38
100 QG 7.2+0.10 25.4+0.25 9.84+ 0.14
Controle 7.2+ 0.05 25.8+ 0.69 9.90 +0.31
10 QGE 7.2+ 0.05 25.3+0.15 9.96 + 0.22
48 50 QGE 7.2+0.12 25.3+0.25 9.71+£ 0.74
100 QGE 7.1+£0.11 25.2+0.10 9.46 £ 0.32
100 QG 7.2+0.10 25.3+0.10 9.65+ 0.30
Controle 7.5%0.15 24.3+0.15 9.74+0.13
10 QGE 7.4+0.15 24.5+0.26 9.69 + 0.97
72 50 QGE 7.4+0.17 246 £0.21 9.30+£0.48
100 QGE 7.4+0.10 25.1+0.10 9.76 £ 0.48
100 QG 7.3+0.10 24.8+0.11 9.81+0.16
Controle 7.0£0.05 24.8 +0.10 9.85+0.43
10 QGE 7.5+£0.05 24.8 +0.15 9.58 +0.31
96 50 QGE 7.4 £ 0.06 249 +0.17 9.76 £ 0.45
100 QGE 7.2+0.10 25.0+0.10 9.82+0.34
100 QG 7.2+0.15 24.8 +0.20 9.64 £ 0.30

Fonte: autoria prépria.
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Anexo |. Copia da permissédo do periédico Food Packaging and Shelf Life para a reproducéo dos
resultados do artigo “Central composite design optimization of active and physical properties of food
packaging films based on chitosan/gelatin/pomegranate peel extract”.

> . . A ? fa a2
\’cc ‘ nghtSLlnk Home Help v Live Chat Mirella Bertolo v

Central composite design optimization of active and physical properties of food packaging films
based on chitosan/gelatin/pomegranate peel extract

Author:
Mirella Romanelli Vicente Bertolo,Lucas Danilo Dias,)Josemar Gongalves de Oliveira Filho,Fernanda Alves,Crisiane Aparecida
Marangon,Virginia da Conceicdo Amaro Martins,Marcos David Ferreira,Vanderlei Salvador Bagnato,Ana Maria de Guzzi Plepis et al.

Publication: Food Packaging and Shelf Life
Publisher: Elsevier
Date: December 2022

@ 2022 Elsevier Lrd. All rights reserved.

Journal Author Rights

Please note that, as the author of this Elsevier article, you retain the right to include it in a thesis or dissertation, provided it is not published commercially.
Permission is not required, but please ensure that you reference the journal as the original source. For more information on this and on your other retained

rights, please visit: https://www.elsevier.com/about/our-business/policies/copyright#Author-rights
CLOSE WINDOW
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Anexo Il. Cépia do deposito do pedido de patente referente a invencdo BR 10 2021 026404 (em

destaque).

Patentes — AP 2688 de 12 de Julho de 2022 2E2210

Cadige Depdsits

Cadigo 2,1 = Pedido de Patente ou Certificado de Adigio de Invencio
depositado

Pedide de Patente ou Cerlificads de afiche de invencBo protocolzads, O pedida
serd mantido em sigilo durante 18 (dezoila) meses a contar da data da prioridacde
mais anliga, Decorride esse prazo, Serd publicado para canhecimento poblico, ©
depositante pode, porém, requerer 8 anlecipacio da publicagdo, O prazo de sigike
de 18 [deroitn) meses para o pedido de Cenificado de Adiclo de [nvenclo &
comady da dat do depisio do pedide principal, Quanda houver ocorride a
publicacio do pedido principal, o pedido de Certilicado de Adicio de [nvenciio Serd
imediataments publicada, Os depdsitos s8o designados de acondo com & natureza
requenda: [mengio, Madele de Likdade ¢ Centificado de Adiclo de Invenciio, Os
pedidos depositados aravés da PCT sdio nalificadoes no subitem 1,1,

[EL] IR 10 FF 0236318 T 2.1 - Pegide de Fotenie ou Conificado de Adclo de [rengo
[T
(2] 1AL
711 AERATA JESLANA TAKARASH| [BRER)

[FL1 BR 10 3071 (RE804-7 Cidigs 7.1 - Padide de Patenie ou Cenficadn de Adicho da |renio
o
[22) 2L
711 UNIVERSIMMDE DE SA0 PALULD - ISR (BRISF)

[ZL] MR 10 7071 IFEEI-0 e 7.1 - Pedile dn Frtmnie ou Cerficasn de Adgin de [rencic
OEOEILan
[PAEREYES
[TH] UKVERSIDADE FEDERAL FURAL DO SPMRARIDD - L FEARA (RRRN]

[FL] MR 10 2037 D551 Ciige 7.1 - Padido s Prbmnie ou Cenfcasn de Akgin de |mengic
depCEain
(2] 240a T2
[TE] MIALDCD MARNTUAR MK RS

[ZL] B 10 22 DSS7A-2 Coitigs 2.1 - Piadils o Pulin ou Conifoasn b Sl ia | e
despardiadio
[2T) J4aEe
[TL] SHAKDCRG 'WEI FANG RAINBCW CHEWICAL CO. LT0. [EN)

[ZL] R 10 3022 O0E108-4 g 2.1 - Pris o Ptk ou Corfisas o AbgRo o | s
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Anexo lll. Cépia do parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) para a
conducdao do teste de andlise sensorial.

CEP CENTRO UNIVERSITARIO £ Plaboforma
Comt o s CENTRAL PAULISTA - UNICEP %m

om Pesgussa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Efeito de revestimentos comestiveis com dleos essenciais nas propriedades sensoriais
de frutas e hortalicas

Pesquisador: MARCOS DAVID FERREIRA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 28847220.0.0000.5380

Instituigdo Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA

Patrocinador Principal: EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA

DADODS DO PARECER
Numero do Parecer: 5257 420

Apresentagio do Projeto:

Os revestimentos comestiveis s8o0 membranas ou peliculas formadas por biopolimeros
como polizsacarideos, proteinas e lipideos, que podem ser aplicadas ou diretamente
formadas sobre a superficie das frutas, visando a extensdo da sua vida de prateleira.
Materigis a base de guitosana e gelatina tém mostrado melhorias nas propriedades
mecanicas e nas propriedades de barreira ao vapor de agua e a passagem de luz, e seu
uso como revestimentos de alimentos vem crescendo noe Ultimos anos. Para a
conferéncia ou melhoria das atividades ativas desses revestimentos, como a antioxidante
e a antimicrobiana, propde-se a inclusio de extratos de casca de roma (Punica granatum
L.), ricos em compostos antioxidantes. O presente projeto se propde a utilizar métodos
sensoriais na pesguisa de revestimentos comestiveis com materiais a base de guitosana,
gelatina e extrato de casca de rom&. Os principais chjetivos referem-se ao estudo da
influéncia dos revestimentos comestiveis com e sem adigdo dos extratos vegetais da
casca da roma sobre a vida de prateleira de frutas e hortaligas, principalmente de
marangos. Os testes de analise sensorial serdo conduzidos de acordo com a normativa
(NBR 12994, 1993) da Associagfo Bragileira de Mormas Técnicas, baseada na 150
BB658/1985 e com o Manual de Andlise Sensorial da Sociedade Brasileira de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. A populag8o alve da pesquisa sensorial sera voluntaria, sem

remuneragio, e recrutada por meio de guestionarios. Os materiais empregados no

Enderego: Rua Miguel Petroni, n® 5111

Bairro: Jardim Centenario CEP: 13.563-470
UF: 5P Municipio: SAD CARLOS
Telefone: [16)3382-2111 Fax: (18)32&2-2111 E-mail: comitedesfica@@unicep com br
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m Peagiasa

Coninuagdo do Parecer 5257 420

revestimento dos morangos ndo apresentam riscos a salde, uma vez gue serio
elaborados de acordo com as Boas Praticas de Fabricag8o de alimentos; além disso,
serdo realizadas analises microbiologicas e de toxicidade prévias nos materiais e nos

frutos, para garantir sua seguranca.

Objetive da Pesquisa:

Os principais objetivos dessa emenda referem-se ao estudo da influéncia dos revestimentos comestiveis
{com materiais a base de quitosana e gelatina) com & sem adicdo dos extratos vegetais da casca da roma
sobre a vida de prateleira de frutas e hortaligas, principalmente de morangos. Ressalta-se gque séo
revestimentos e extratos (E'Jleos Essenciais) alinhados com o projeto de pesquisa previamente aprovado,
mas néo inseridos anteriormente.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Toda pesquisa com seres humanos enveolve risco em tipos e gradagdes variados. Masg, por se tratar da
avaliagio sensorial de produtos alimenticios,

a probabilidade de desconfortos & muito reduzida e o riscos minimos. Comumente os riscos provaveis
infecgdes causadas por bactérias e suas

toxinas, virus e parasitag, alergias ou intolerdncia a algum dos componentes do alimento. Entretanto esses
riscos sdo extremaments baixos, uma

vez gue os produtes serfio elaborades segundo as Boas Praticas de Fabricagdo de alimentos, com todo o
rigor sanitario exigido para a manipulagéo

de alimentos e avaliados quanto & sua carga microbiana. No caso da presenga de componentes
alergénicos, estes serdo previamente informados ao

provadores. Qutro ponto gue serd levado em consideragdo pelo lider do projeto serd o risco minimo de
constrangimento ao responder um

questionario, fazendo esclarecimentos prévios ao participante da pesquisa, bem como algum desconforto
advindo da ingestio dos produtos

avaliados nos experimentos. Esses riscos poderdo ser minimizados pela garantia do sigilo de informagdes e
imagens obtidas na pesquisa, pelo

anonimato dos participantes, pelos avisos aos participantes de gue ha substdncias ou alimentos que
possam causar alergia ou danos a sadde, como

por exemple, advertir portadores de diabetes da presenga de aglcar no produto, de portadores de deenga
celiaca de gliten. Também sera garantida

Enderego: Rua Migusl Petroni, n® 5.111

Bairro: Jardim Centenario CEP: 13583470
UF: 5P Municipio: SAQ CARLOS
Telefone: (16)3382-2111 Fax: (18)33862-2111 E-mail: comitedesticai@unicep com . br
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ConinuaEgdo 60 Parecen 5.257.420

a seguranga por meio de analises microbiologicas. No caso de desconforto ou mal estar, acompanhado de
reagfies, como por engasgamento

vomito, serd seguida a recomendagdo da Resolugdo 466/2012, quanto ao item 1YV.3 sub item b, no qual serd
solicitado a apresentacéo das

providéncias e cautelas a serem empregadag para evitar e reduzir efeitos e condigdes adversas que possam

causar dano, considerando
caracteristicas e contexto do participante da pesguisa. Contudo se ocorrer algum desconforto durante ou até

12 h apds a andalise, o provador recebera assisténcia médica integral e gratuita, pelo tempo que for
necessario. Os provadores serdo informados dos objetivos de cada projeto, e no Termo de Consentimento
Livre & Esclarecide (TCLE) sera explicitade o beneficic que cada estudo trara para o avango do

conhecimento cientifico e
tecnoldgico, para o desenvolvimento socioecondmico dos agentes envolvidos na cadeia produtiva em

guestdo e para a sociedade como um todo.

Beneficios:

Os beneficios para oz avaliadores referem-ze a possibilidade de contribuir para uma pesguisa com o
objetiva de melhorar ¢ sistema de conservagio

de frutas e hortalicas no Brasil, utilizando produtos (GRAS) e também auxiliando a redugdo de perdas pds-

colheita em alimentos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Vide campo *Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Vide campo *Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”

Recomendagdes:

Vide campo “Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”

Conclusées ou Pendéncias & Lista de Inadequagies:

A emenda apresentada estd de acordo ao projeto original ao qual encontra-se adequado e aprovado, de
acordo com o Relator, o Colegiadoe & com a Resolugdo 466/12. Qualquer alteragdo que venha ocorrer,
pedimos a gentileza de informar este CEP por meic de Emenda efo Motificagdo junto a Plataforma Brasil.
O pesquisador deve se comprometer a enviar Relatario Parcial e, apos a conclusdo do mesmo solicitamos o

encaminhamento do Relatorio Final, procedimento de cunho obrigatorio.

Enderego: Rua Migusl Petroni, n® 5.111

Bairro: Jardim Centendrio CEP: 13563470
UF: 5P Municipio: SAD CARLOS
Telefone: (16)3382-2111 Fax: (18)3362-2111 E-mail: comitedestica@unicep.com.br
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Contnuagdo do Parecer 5.257.420

Mo Relatdric Final sclicita-se a descrigdo do Processo de obtengdo do TCLE, descricde do ndmere de

participantes que concordaram em participar da pesquisa e guantos foram excluidos.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_188103( 04/01/2022 Aceito
do Projeto 5_E1.pdf 15:27:50
Qutros Emenda.pdf 04/01/2022 [MARCOS DAVID Aceito

15:15:04 |FERREIRA
Declaragio de Autorizacao_Sensorial.pdf 08/02/2020 |MARCOS DAVID Aceito
Instituigdo e 11:35:38 |FERREIRA
Infraestrutura
TCLE / Termos de | TERMO_DE_ASSENTIMENTO pdf 31/01/2020 (MARCOS DAVID Aceito
Assentimento / 08:50:07 |FERREIRA
Justificativa de
Auzéncia
Projeto Detalhado / | Sensorial__2020.pdf 31/01/2020 (MARCOS DAVID Aceito
Brochura 084540 |FERREIRA
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_ Rosto CEP.pdf 31/01/2020 {MARCOS DAVID Aceito
08:23:12 |FERREIRA

Situagdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagio da CONEP:
L

SAD CARLOS, 22 de Fevereiro de 2022

Assinado por:

Cintia Alessandra Matiucci Pereira
(Coordenador(a))
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Anexo V. Cépia da permisséo do periddico International Journal of Biological Macromolecules para a
reproducao dos resultados do artigo “Photoantimicrobial chitosan-gelatin-pomegranate peel extract

films for strawberries preservation: From microbiological analysis to in vivo safety assessment”.

CCC [ mightstin @

Photoantimicrobial chitosan-gelatin-pomegranate peel extract films for strawberries preservation: From
microbiological analysis to in vivo safety assessment
Author:

Mirella R.V. Bertolo,Lucas D. Dias,Alessandra R. Lima.Antonio S.N. Aguiar,Fernanda Alves Mariana de Souza,Hamilton B. Napolitano,vanderlei
S. Bagnato,Stanislau Bogusz Junior

Publication: International Journal of Biological Macromolecules
Publisher: Elsevier
Date: 31 December 2023

& 2023 Eisevier B.V. All rights reserved.

Journal Author Rights

Please note that, as the author of this Elsevier article, you retain the right to include it in a thesis or dissertation, provided it is not published commercially.
Permission is not required, but please ensure that you reference the journal as the original source. For more information on this and on your other retained
rights, please visit: https://www.elsevier.com/about/our-business/policies/copyright#Author-rights
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Anexo V. Copia do certificado da Comisséo de Etica no Uso de Animais para a conducio dos

ensaios in vivo com peixe-zebra.

UNIVERSIDADE
| T s iy
Institute de Ffsoca de S&o Carlos
CERTIFICADO
Certificamos que a proposta Intituiada “Availagdo de polmeros sols na foto 530 de microey apliicacdo na

descontaminagdo de cispositives médices @ alimentos®, protocolads sob o CEUA n® 2952290621, s0b 3 responsabilisade de Lucas
Danilo Dias ¢ equipe; Alessandra Ramos Lima; Mireila Romaneill Vicente Bertolo, Stanisiay Bogusz funior; Vanderie! Salvador
Bagnato - que envolve 3 producso, manctencdo efou wtikzaclo de animals pertencentes 3o fllo Chordata, subfilo Vertebrata
{exceto o homem), para fins de pesquisa clentifica ou ensino - esta ce acordo com os preceltos ¢a Les 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de jJulho de 2009, bem como com 35 normas ecitadas pelo Conselho Nacional de Controle &3
Experimentacso Animal (CONCEA), ¢ %ol aprovada peia Comissao de £tica no Usa de Animals da instituto ce Fisica de Sao Carlos -
Universidade de S0 Faulo [CELAIFSC) na reunido ce 05/08/2021.

Wa certiy that the proposal *E ofp sitive polymers for pi of mic o application in the
decontamination of medical devices and foods®, utillzing 729 Fishes (males and females), protocol mumber CEUA 2952290621,
mmmmdmudlomwemumwma Mireila RomanelV Vicente Bertolo; Stanisiay

QuST Junion, Salvador Bagy « which Ievolves the production, maintenance andior use of animals belenging to the
phytum Chorcata, subphyium Vertehrata (except human beings), %or scientific research purposes of teaching - Is In accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6593 of July 15, 2009, 35 well as with the rules issued by the National Councll for
Control of Arimal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committes on Animal Use of the Physics Institute of
520 Carkes - S30 Pauto Universy (CEUANFSC) in the meeting of 08/05/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 082021 3 0772023 Aroa: Grupo de Optica J Fem

Origes:  Animals provenientes de estabelecimentos comercials

Espécie: Polwes sexo:  Machos e Fémeas idade: 60390 das N 729
Unhagem: Danio reco Peso: 133g

Local do experimento: Laboratdrio e BlofotSnica co Instituto ce Fisica de 580 Carlos (USF)

520 Carics, 23 de agosto de 2022

y Mk, wbm.'.(";

Prof. Or. Fermando Fermandes Paiva Frofa. Ora. Asa Pauta Ullan de Aradjo
Coordenador da Comiss8o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comiss3o de Etica ro Uso de Animnais
Inztituto de Fisica de S3o Carlos - Universidade de Sao0 Paulo InstRuto de Fisica de Sao Carlos - Universidace de Sac Padlo

A Tabainacor Sec-Coctecns, 400 - 9o Amokt Schie, CEP. LIS60-550 - Saa CaranfSP . - e 55 (16) 100 366770 ¢ o —
Horirio oe soseciments: 2 & CF dax 308 e 129 & L3000 M 17000 eousl cscaic b
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Anexo VI. Cépia da permissao do periédico ACS Food Science and Technology para a reproducéo
dos resultados do artigo “Green strategies for recovery of bioactive phenolic compounds from agro-
industrial wastes (pomegranate peels, almond hulls, and elderberry pomace) using natural deep

eutectic solvents”.

\;cc ‘ nghtSLlnk A Sign in/Regist @

Green Strategies for Recovery of Bioactive Phenolic Compounds from Agro-Industrial Wastes (Pomegranate
Peels, Almond Hulls, and Elderberry Pomace) Using Natural Deep Eutectic Solvents
Author: Mirella R. V. Bertolo, Stanislau Bogusz Junior, Alyson E. Mitchell
ACSPublications  publication: ACS Food Science & Technology
R s Trusted wost Clted. Mot Read
Publisher: American Chemical Society
Date: Mov 1, 2023
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