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RESUMO

As embalagens plasticas sintéticas para alimentos sdo grandes responsaveis pela
geracdo e acumulo de residuos descartados na natureza. Além disso, quantidades
expressivas de residuos agroindustriais ricos em substancias relevantes sdo desperdicadas.
Portanto, uma embalagem biodegradavel baseada em polimeros naturais de fontes
renovaveis, como o amido presente no residuo de mandioca, € uma alternativa como
biomaterial. E, aditivos como nanoZnO e os residuos agroindustriais da seriguela podem
melhorar as propriedades de barreiras e mecéanicas desses filmes, além de conferir um
carater bioativo devido as atividades antimicrobiana e antioxidante. Assim, esse trabalho
teve como objetivo produzir e caracterizar filmes a base da farinha dos residuos
provenientes do processamento industrial da mandioca (FRM), incorporados com
nanoZnO e extrato do residuo da seriguela, para aplicagdo como embalagens ativas. Na
primeira etapa, o extrato dos residuos de seriguela e 0 nanoZnO foram avaliados quanto a
atividade inibitdria contra os sistemas bacterianos de patogenicidade e viruléncia TTSS
(Sistema de Secrecdo Tipo Trés) e QS (Quorum Sensing) para Pseudomonas savastanoi,
em que o extrato a 60% e o nanoZnO a 3% apresentaram os melhores resultados; & acdo
antibacteriana em que o extrato inibiu o crescimento de Clavibacter michiganensis pv
michiganensis e Xanthomonas phaseoli, sendo esta ultima também inibida por nanoZnO; e
a acdo antifungica contra Botrytis cinerea, confirmada para ambos. Na segunda etapa, 0s
filmes foram produzidos sob trés condigdes: controle (5% FRM e 2% glicerol), A (5%
FRM, 10% extrato, 0,5% nanoZnO e 2% glicerol) e B (5% FRM, 20% extrato, 0,5%
nanoZnO e 2% glicerol); e sua caracterizagdo. Os filmes aditivados apresentaram uma
baixa retencdo dos fenolicos (< 3%). A solubilidade e a espessura ndo sofreram alteracdes
significativas, mas todas as condigdes apresentaram barreira eficiente ao vapor de agua
(valores de 0,0004 a 0,004 g.mm/m?.h.kPa). Os filmes aditivados obtiveram maior % de
intumescimento (A:112,02% e B:129,61%) que o controle (101,36%), e se tornaram mais
escuros e opacos, de cor amarelo-avermelhada. O uso dos aditivos levou a redugdes que
chegaram até 99% para transmissdo de luz na regido visivel, e na regido UV baixas
porcentagens foram encontradas (0,095 a 0,176%), revelando o potencial para protecdo de
alimentos suscetiveis a degradacdo oxidativa. A microscopia eletrdnica indicou uma boa
uniformidade dos filmes nas condic¢des aditivadas. Quanto a acdo antimicrobiana, os filmes
foram capazes de causar inibicdo contra S. aureus e E. coli, sendo mais efetivos contra S.
aureus. Assim, os resultados indicaram o potencial uso do amido como biomaterial, e do
extrato de residuo de seriguela e nanoZnO como aditivos bioativos.

Palavras-chave: residuo agroindustrial, amido, antioxidantes naturais, acgdo
antimicrobiana, embalagem ativa.
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ABSTRACT

Synthetic plastic food packaging is largely responsible for the generation and
accumulation of waste disposed of in nature. In addition, significant quantities of
agroindustrial waste rich in relevant substances are wasted. Therefore, a biodegradable
packaging based on natural polymers from renewable sources, such as the starch present in
the cassava residue, is an alternative as biomaterial. And, additives such as nanoZnO and
agroindustrial residues of seriguela may improve the barrier and mechanical properties of
these films, as well as confer a bioactive characteristic due to antimicrobial and antioxidant
activities. Thus, the aim of this work was to produce and characterize films based on flour
of residues from the industrial processing of cassava (FRM), incorporated with nanoZnO
and extract from the seriguela residues, for application as active packaging. In the first
step, the extract obtained from seriguela residues and nanoZnO were evaluated for the
inhibitory activity against bacterial pathogenicity and virulence systems TTSS (Type Three
Secretion System) and QS (Quorum Sensing) for Pseudomonas savastanoi, in which 60%
extract and 3% nanoZnO presented the best results; to the antibacterial action in which the
extract inhibited the growth of Clavibacter michiganensis pv michiganensis and
Xanthomonas phaseoli, the latter being also inhibited by nanoZnO; and to the antifungal
action against Botrytis cinerea, confirmed for both. In the second step, the films were
produced under three conditions: control (5% FRM and 2% glycerol), A (5% FRM, 10%
extract, 0.5% nanoZnO and 2% glycerol) and B (5% FRM, 20% extract, 0.5% nanoZnO
and 2% glycerol); and their characterization. The additivated films had a low phenolic
retention (< 3%). Solubility and thickness did not have significant changes, but all
conditions presented an efficient barrier to water vapor (values from 0.0004 to 0.004
g.mm/m?.h.kPa). Additivated films obtained higher % of swelling (A: 112.02% and B:
129.61%) than control (101.36%), and became darker and more opaque, reddish-yellow in
color. The use of the additives led to reductions that reached up to 99% for light
transmission in the visible region, and in the UV region low percentages were found (0.095
to 0.176%), showing potential for protection of susceptible food to oxidative degradation.
The scanning electron microscopy indicated good film uniformity under additivated
conditions. Concerning the antimicrobial action, the films were able to cause inhibition
against S. aureus and E. coli, being more effective against S. aureus. Thus, the results
indicated the potential use of starch as biomaterial, and seriguela residue extract and
nanoZnO as bioactive additives.

Key words: agroindustrial residue, starch, natural antioxidants, antimicrobial activity,
active packaging.
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1. INTRODUCAO
Embalagens plasticas ndo biodegradaveis sdo amplamente utilizadas pela industria

alimenticia devido ao baixo custo de producdo e alta resisténcia & umidade (MACHADO;
BENELLI; TESSARO, 2017). Nesse ambito, estas embalagens sdo apontadas como
grandes responsaveis pela geracdo de residuos descartados na natureza (BENESET et al.,
2012). Com a urbanizagdo e o aumento no consumo de produtos industrializados, o
acumulo desses residuos plasticos aumentou devido ao descarte inadequado, visto que a
matéria-prima para as embalagens é constituida em sua maioria por polimeros sintéticos
ndo biodegradaveis provenientes de fontes ndo renovaveis que possuem lenta
decomposicdo, associado as dificuldades para reciclagem em razdo da composicdo
heterogénea desses sistemas de embalagem (SCHEIBE; MORAES; LAURINDO, 2014).
Dessa forma, a embalagem biodegradavel surge como uma alternativa para as embalagens
plasticas tradicionais, sendo os polimeros naturais, obtidos de fontes renovaveis como o
amido, uma opcdo para a substituicdo dos polimeros a base de petréleo e sintéticos
(KAISANGSRI; KERDCHOECHUEN; LAOHAKUNJIT, 2012; KANMANI; RHIM,
2014).

O amido, por apresentar caracteristicas como ser de fonte natural, renovavel,
biodegradavel, ndo tdxico, abundante e de baixo custo, torna-se um material alternativo
atraente para este setor (MACHADO; BENELLI; TESSARO, 2017), além da boa
propriedade de formacdo de filmes (KANMANI; RHIM, 2014), Nesse contexto, 0s
materiais provenientes da agricultura estdo emergindo como substitutos promissores dos
plasticos convencionais (MALI et al., 2010), com grande destaque para 0 uso de residuos
agroindustriais (DEBIAGI et al., 2014; MELLO; MALI, 2014; MACHADO; BENELLI;
TESSARO, 2017).

Camargo, Leonel e Mischan (2008) destacam que o processamento industrial da
mandioca (Manihot esculenta Cranz) acarreta sérios problemas ambientais, devido a
geracdo de quantidades significativas de residuos, destacando-se, conforme citado por
Vilhalva et al. (2011), os residuos s6lidos como as cascas e a massa fibrosa ou bagaco.
Segundo Fiorda et al. (2013), na producédo brasileira anual de fécula de mandioca, por
exemplo, sdo geradas em torno de 2 milhdes de toneladas do bagaco e, no mundo, 28,6

milhGes de toneladas. Os autores também explicam que para cada tonelada de raiz
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processada sao gerados aproximadamente 928,6kg de bagaco. Assim, conforme boletim do
CEPEA/ESALQ (2019), levando-se em consideragdo apenas 0s quatro primeiros meses de
2019, a quantidade de raiz processada no Brasil foi de 659 mil toneladas, o que de acordo
com o balanco apresentado por Fiorda et al. (2013) produziria em torno de 612 mil
toneladas de bagago. Ainda nesse boletim, entre abril/2018 e abril/2019 (periodo de 1 ano)
foram processadas 2,24 milhdes de toneladas, o que pode ter gerado uma quantidade em

torno de 2,08 milhdes de toneladas de bagaco nesse periodo.

Cereda (1994) apud Souza et al. (2013a) afirma que além da agressdo ao meio
ambiente, o despejo destes residuos traz desperdicios de rendimentos ao produtor, se as
quantidades geradas e a composic¢ao dos residuos sao consideradas, além do baixo custo
em relacdo as matérias-primas tradicionais por serem produtos de descarte agroindustrial,

conforme abordado por Vilhalva et al. (2011).

Apesar das vantagens quanto ao uso do amido em sistemas de embalagens, os
materiais desenvolvidos exclusivamente a base deste ndo sdo vidveis devido a algumas
limitacdes, visto que sdo frageis e quebradicos, possuem baixa resisténcia mecanica, e sao
sensiveis a agua (MARENGO; VERCELHEZE; MALLI, 2013; MACHADO; BENELLI;
TESSARO, 2017). Dessa forma, sdo necessarias melhorias para ampliar as aplicacoes
desse tipo de embalagem, e um dos métodos para superar essas limitagcdes é a incorporagdo
de nanomateriais, em particular, as nanoparticulas inorganicas vém sendo estudadas
(KANMANI; RHIM, 2014; RHIM et al., 2014; SHANKAR et al., 2015).

Nesse contexto, as nanoparticulas de éxido de zinco (ZnQO) apresentam potencial
para materiais de reforco nessas matrizes, devido a caracteristicas como: excelentes
propriedades mecanicas, forte atividade antimicrobiana, possibilidade de ser sintetizado
por Vérias técnicas em larga escala com baixo custo em comparagdo com outras
nanoparticulas metalicas, ndo toxicas (SHANKAR et al., 2015), estaveis ao calor
(KANMANI; RHIM, 2014), e resistentes a condicdes severas de pressdo (DE SOUZA,
2015). Além disso, as nanoparticulas de 6xido de zinco sdo registradas como substancias
seguras (GRAS) aprovadas pela Food and Drug Administration — FDA (KANMANI;
RHIM, 2014; SHANKAR et al., 2015), ndo sdo toxicas e ja foram utilizadas em farmacos e
materiais de enchimento médicos (NAFCHI et al, 2013; MIRHOSSEINI,

FIROUZABADI, 2013) com potencial real em aplicacBes biomédicas e biotecnoldgicas
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(RADHAKRISHNAN et al., 2016). Ademais, estdo sendo empregadas na industria de
alimentos como aditivos (SWAIN et al., 2016). Assim, na aplicagdo em embalagens de
alimentos, o0 uso de nanoparticulas de ZnO pode resultar em novos materiais com
propriedades mecénicas e de barreira melhoradas, além da atividade antimicrobiana (DE
SOUZA, 2015).

Outro produto agricola de destaque no Brasil sdo as frutas tropicais, cujo consumo
vem aumentando nos mercados nacionais e internacionais devido ao crescente
reconhecimento de seu valor nutricional e terapéutico, ja que representam uma fonte
valiosa de compostos ativos (ZERAIK et al., 2016), com destaque para os polifenois, como
flavonoides e acidos fenolicos (CAN-CAUICH et al., 2017). Estes compostos, possuem
forte atividade antioxidante associada com a protecdo contra doencas cronicas
degenerativas (DUTRA et al., 2017), mas também tém se destacado por sua agdo
antimicrobiana contra um vasto espectro de microrganismos (STEINER et al., 2017).
Como exemplo, destaca-se a seriguela (Spondias purpurea L.), uma fruta nativa da
América Central, que é encontrada em paises da América do Sul principalmente na regido
nordeste do Brasil (AUGUSTO; CRISTIANINI; IBARZ, 2012) e que, do ponto de vista
fitogquimico, os membros da familia Anacardiaceae, a qual pertence esta fruta, sdo ricos

particularmente em compostos fendlicos (ENGELS et al., 2012).

A partir da crescente demanda por frutas tropicais processadas, com especial
interesse para as espécies de Spondias, estima-se que, apds o processamento, cerca de 40%
da producdo desses frutos sdo considerados residuos compostos de restos de polpa, cascas
e sementes, que sdo comumente descartados. Contudo, as substancias antioxidantes
concentram-se principalmente na pele das frutas e nas sementes, evidenciando o valor
desse material descartado (ALBUQUERQUE et al., 2016).

Dessa forma, diante do panorama apresentado e tendo em vista que o
reaproveitamento dos residuos agroindustriais se mostra uma necessidade urgente para o
problema do acimulo de residuos sélidos, além do desperdicio gerado se considerada a
rica composi¢do desses materiais, este trabalho teve como objetivo produzir filmes a base
dos residuos sélidos provenientes do processamento industrial da mandioca, incorporados
com nanoZnO e extrato dos residuos da seriguela, para potencial aplicacdo em embalagens

ativas para alimentos. Para isso, na primeira fase desse estudo foi realizado o delineamento
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do perfil fendlico do extrato; e em seguida o extrato e as nanoparticulas de ZnO foram
analisados quanto a atividade inibitéria sobre sistemas de patogenicidade e viruléncia da
bactéria Gram-negativa Pseudomonas savastanoi, a sua acdo antibacteriana (espécies de
Curtobacterium, Clavibacter, E. coli, Xanthomonas, Serratia) e antifingica (Botrytis
cinerea). Essa primeira fase foi de grande importancia para analisar o potencial de
aplicacdo desses compostos também na agricultura, de forma a evitar perdas econémicas
em diversas culturas devido a acdo de bactérias e fungos, como por exemplo no
armazenamento de grdos, frutas e hortalicas. Na segunda fase, inicialmente foi
determinado o teor de fendlicos total e a acdo antioxidante do extrato a ser utilizado e,
posteriormente, os filmes foram caracterizados quanto a solubilidade em &gua,
permeabilidade ao vapor de agua, intumescimento, cor, espessura, opacidade, transmissao
de luz, uniformidade, teor total de fendlicos, capacidade de retencdo de fendlicos no filme,
atividade antioxidante, e atividade antimicrobiana contra Escherichia coli e

Staphylococcus aureus.
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2. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE
Considerando que os residuos sélidos resultantes do processamento da mandioca ainda

contém um conteddo significativo de amido em sua composicdo, e que o descarte
inadequado destes agrava o impacto ambiental causado pelo acimulo de residuos sélidos
no meio ambiente, torna-se relevante a utilizagéo de tecnologias para criar alternativas para
seu aproveitamento. Uma alternativa que se mostra promissora € a producédo de filmes para
embalagens alimenticias, visto que estes, sendo biodegradaveis e provenientes de fontes
naturais, ainda seriam capazes de minimizar o impacto causado pelas embalagens de
polimeros sintéticos ndo biodegradaveis comumente utilizados nesse setor. E, por ultimo,
levando-se em conta que os residuos de frutas, como a seriguela, possuem ainda teores
expressivos de compostos ativos, e que o0 nanoZno vem sendo estudado como um material
de reforco em filmes para melhorar propriedades mecanicas, de barreira, solubilidade, além
da atividade antimicrobiana, seria possivel que a combinacao desses materiais propiciasse
a producdo de filmes ativos e biodegradaveis para aplicacdo em embalagens para
alimentos. Contudo, algumas questdes precisam ser respondidas: Até que ponto os residuos
solidos do processamento da mandioca e da seriguela podem ser reaproveitados
(Juntamente com o0 nanoZnO) na elaboracdo de filmes para embalagens ativas? Existe
viabilidade quanto ao uso desses residuos e do nanoZnO em filmes de forma a garantir
propriedades ativas adequadas visando a conservagdo de alimentos? Quais as condigdes de
processo que irdo garantir a obtencdo de um filme com caracteristicas apropriadas
(solubilidade, permeabilidade, caracteristicas Opticas, ativas - antioxidante e

antimicrobiana) que possibilitem seu emprego em embalagens para alimentos?

Hipdtese: O filme desenvolvido, além de ser biodegradavel, poderd ser utilizado em

embalagens ativas com propriedades antioxidantes e antimicrobianas adequadas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Diante das atuais preocupacdes com 0 meio ambiente e questdes de seguranca
alimentar devido ao uso de materiais a base de petroquimicos (WU et al., 2019), ha um
crescente interesse na pesquisa de materiais biodegradaveis a base de polimeros naturais
(OLIVEIRA FILHO et al., 2019; SALVUCCI et al., 2019; WU et al., 2019). Portanto,
torna-se urgente o desenvolvimento principalmente de embalagens a base de materiais
provenientes de fontes renovaveis (OLIVEIRA FILHO et al., 2019). Contudo, devido a
fragilidade da maioria desses novos materiais, 0s bionanocompésitos (cujas matrizes sdo
de biopolimero em conjunto com nanomateriais) vém surgindo como uma opcao de reforco
(WU et al., 2019), além da atividade antimicrobiana de algumas nanoparticulas como o
oxido de zinco - ZnO (SOTHORNVIT, 2019). Além disso, a adicdo de extratos naturais
vegetais nesse tipo de embalagem é uma nova tendéncia para a producgdo dos filmes ativos
(WU et al., 2019) com propriedades antioxidantes (DOMINGUEZ et al., 2018) e também
antimicrobianas (WU et al. 2019). Outro ponto importante nesse setor é que, atualmente, a
atencdo tem sido voltada principalmente para os subprodutos e residuos das industrias
alimenticias objetivando a producdo desses filmes, o que leva ao desenvolvimento de
embalagens econdmicas e eficazes cuja abordagem tem impacto sobre o fluxo de residuos
do setor industrial (RAMBABU et al., 2019). Nesse ambito, portanto, a embalagem ativa
surge atualmente como uma das tecnologias de maior dinamismo na preservacdo da
qualidade dos alimentos (OLIVEIRA FILHO et al., 2019).

3.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DO PROCESSAMENTO TECNOLOGICO DA
MANDIOCA

O cultivo da mandioca (Manihot esculenta Cranz) é uma das mais importantes
culturas alimentares nos trépicos umidos (FIORDA et al., 2013), sua produ¢do mundial
aumentou mais que o dobro entre 1980 e 2011 atingindo 252 milhdes de toneladas (FAO,
2013) e 277,1 milhdes em 2016 (CONAB, 2018), com grande destaque para o Brasil, um
dos maiores produtores mundiais, com producdo em 2016 estimada em 23 milhdes de
toneladas (SILVA et al., 2016; VEIGA et al., 2016) e 20,8 milhdes em 2018 (CONAB,
2018). Os maiores estados produtores de raiz de mandioca no Brasil sdo Para, Parana e

Bahia, respectivamente, sendo esses responsaveis por quase metade da producdo brasileira,
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mas é necessario citar tambem os estados de Pernambuco e Piaui que tendem a se destacar

nesse setor com variagéo da producéo positiva em 2017 (CONAB, 2017).

A mandioca é uma das mais importantes culturas alimentares do mundo com
grande variedade de usos para industria, dos quais a farinha e a fécula sdo as mais
importantes. A fécula de mandioca € extraida nas fecularias onde processam as raizes,

sendo usada na formulacéo de inimeros produtos (SOUZA et al., 2013a, 2013b).

O processo de producdo da fécula compreende as etapas de lavagem e
descascamento das raizes, desintegracdo das células e liberacdo dos granulos de amido,
separacdo das fibras do amido, e, finalmente, secagem. Durante 0 processamento Sao

gerados residuos fibrosos como o bagaco e as cascas (LEONEL; CEREDA, 2000).

Além do bagaco, produzido em grande quantidade, a casca é considerada outro
residuo das fecularias e este é composto também pela entrecasca que fica aderida a ela, o
que acarreta mais uma perda de amido (SOUZA et al., 2013a, 2013b). Assim, 0s residuos
solidos gerados durante o processamento industrial da mandioca sdo as cascas mais
entrecascas e o bagaco (SANCHEZ et al., 2017; SOUTO et al., 2017). O elevado teor de
umidade (em torno de 80 a 85%), limita o reaproveitamento destes residuos, pois torna-os
rapidamente fermentesciveis por microrganismos, de modo que a secagem artificial pode
representar uma alternativa para sua preservacdo e aproveitamento (SOUZA et al. 2013b;
SILVA etal., 2016; VILHALVA et al., 2011). A elevada umidade dificulta o transporte e 0
armazenamento, o que torna estes residuos um problema durante a safra, sendo vendidos a
baixo custo ou doados para alimentacdo animal, ou ainda depositados no ambiente de
forma inadequada (VILHALVA et al., 2011).

Os principais componentes desses residuos secos sdo o0 amido, presente em teores
variaveis sendo em média 75%, e as fibras 15% aproximadamente o qual poderia também
ser aproveitado como fonte de fibras dietéticas (LEONEL; CEREDA, 2000; SOUTO et al.,
2017). Sanchez et al. (2017) aponta que o bagaco ou material fibroso obtido como residuo
contém ainda cerca de 30 a 50% de amido em base de peso seco. Esta variacdo se deve a
varios fatores como o cultivar e as condi¢des de processamento nas fecularias (LEONEL;
CEREDA, 2000).
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3.2 POLIMEROS BIODEGRADAVEIS E RENOVAVEIS

Os materiais plasticos a base de petrdleo sdo geralmente usados para embalagens
alimenticias. No entanto, devido ao lento processo de degradagdo, seu acumulo leva ao
esgotamento dos aterros e a poluicdo ambiental (XIE; HUNG, 2018). Nas tltimas décadas,
a ascendente preocupacdo ambiental incentivou o desenvolvimento de materiais
biodegradaveis a partir de recursos renovaveis com a finalidade de substituir os materiais

convencionais ndo biodegradaveis nas mais diversas aplicacdes (MENDES et al., 2016)

A biodegradacdo de um polimero é o processo pelo qual microrganismos (e suas
enzimas), por meio de mecanismos bioquimicos, consomem o polimero como fonte de
nutrientes, convertendo-o em compostos (como carbono e nitrogénio) que retornam ao
meio ambiente através do ciclo natural. Os polimeros melhor adaptados a biodegradacao
completa sdo os naturais e 0s sintéticos que possuam estruturas préximas aos naturais
(MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010). Assim, os polimeros biodegradaveis como
0s polissacarideos naturais sdo usados na obtencdo de materiais biodegradaveis e
biocompativeis (BILANOVIC; STAROSVETSKY; ARMON, 2016). Pode-se mencionar
como exemplos desse tipo de polimero os compostos de amido, o polivinil alcool,
polilactatos e polihidroxibutirato (DEBIAGI et al., 2014).

O termo “materiais biodegradaveis”, que descreve nada mais do que aqueles
materiais que podem ser degradados pela agcdo enzimatica de organismos vivos, tais como
bactérias, leveduras, bolores, gerando como produtos finais CO2, H,O e biomassa sob
condigdes aerdbicas, ou hidrocarbonetos, metano e biomassa sob condi¢cdes anaerdbicas
(JARAMILLO et al.,, 2016). Polissacarideos, proteinas e lipidios sdo os compostos
poliméricos normalmente usados para produzir materiais biodegradaveis para embalagem
(AZIZ; SALAMA; SABAA, 2018).

Quanto a sua origem, os polimeros biodegradaveis renovaveis podem ser derivados
da biomassa, como amido, celulose e quitosana, ou obtidos por via microbiana, como 0s
polihidroxialcanoatos (SCHEIBE; MORAES; LAURINDO, 2014). Ainda ha os polimeros
como produtos biotecnoldgicos, que envolvem a produgdo tecnoldgica do monbémero,
sendo necessario um processo de sintese ou polimerizacdo convencional, como o &cido
polilactico - PLA (VERCELHEZE, 2011).
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Os materiais biodegradaveis possuem um atributo muito importante que é o da
compostabilidade, visto que o objetivo desses € imitar o ciclo de vida da biomassa, e a sua
biodegradacdo vai depender da temperatura, umidade, quantidade e tipos de
microrganismos presentes no ambiente. Assim para ser compostavel um produto deve ser
biodegradavel e desintegravel em um curto espaco de tempo, ndo podendo liberar
substéncias perigosas (SIRACUSA et al., 2008).

3.2.1 Amido
O amido constitui a mais importante reserva de energia dos vegetais, apresenta-se na

forma de granulos, diferentes entre si nas propriedades estruturais e quimicas, no contetudo
de agua, e na concentracdo de amilose e amilopectina dependendo de sua fonte, como
milho (28% de amilose e 72% de amilopectina), mandioca (14-18% de amilose e 86-82%
de milopectina), batata (18-20% de amilose e 82-80% de amilopectina), entre outros. A
proporcao entre amilose e amilopectina, e sua organizacdo dentro do granulo estdo
diretamente relacionadas com a funcionalidade do amido (VERCELHEZE, 2011). O
amido possui aplicacdo em varios segmentos, ndo apenas em alimentos, como em
industrias farmacéuticas, biomédicas e de polimeros, principalmente por ser biocompativel,
biodegradavel, ndo téxico e ter fontes abundantes (YULIANA et al., 2012).

Naturalmente, o amido é uma substancia semicristalina com varios niveis de
cristalinidade, associada a amilopectina, enquanto as regiGes amorfas caracterizam
principalmente a amilose. O comportamento do amido em sistemas aquosos depende das
caracteristicas fisicas e quimicas dos seus granulos, como tamanho médio, distribuicéo,

relacdo amilose/amilopectina e contetdo mineral (YULIANA et al., 2012).

A amilose € um carboidrato baseado principalmente em liga¢cfes (al-4) com um peso
molecular de 10° a 10° unidades de anidroglucose, enquanto a amilopectina é um polimero
altamente ramificado com um alto peso molecular de 107 a 10° unidades de anidroglucose.
Dependendo da fonte botanica, os granulos de amido variam em tamanho de cerca de 2-
150 um, o teor de amilose de 0% a 75% (sendo o tipico de 20 —25% p/p). Nesse ambito
ainda pode-se citar o amido ceroso, que possui baixo teor ou nenhuma amilose, enquanto o
amido com alto teor contém mais de 50% desse polimero (BASIAK; LENART;
DEBEAUFORT, 2017).
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Como a amilose é formada por uma estrutura de cadeia linear isso facilita a
aproximagdo das moléculas, e maiores propor¢Ges de amilose geram estruturas mais
rigidas, diferente da amilopectina com estrutura ramificada. Se o amido é aquecido na
presenca de agua, as ligacOes entre as cadeias de amilose e amilopectinca sdo rompidas
proporcionando a absorcdo de agua. Neste caso, ocorre o0 intumescimento dos granulos e a
viscosidade da solucdo aumenta, o que leva a formacdo de gel — gelatinizacdo. Com a
reducdo da temperatura, ocorre a retrogradacdo em que se verifica a recristalizacdo das
moléculas de amilose e amilopectina com aumento da firmeza do gel e a sinérese (expulsdo
da agua ligada as moléculas) (ORDONEZ, 2007; SERAVALLI; RIBEIRO, 2007;
VERCELHEZE, 2011; THAKUR et al., 2019).

3.3 DESENVOLVIMENTO DE FILMES A BASE DE AMIDO E A TECNICA DE
CASTING

As propriedades quimicas, fisicas e funcionais dos filmes e revestimentos comestiveis
dependem da relacdo amilose e amilopectina (BASIAK; LENART; DEBEAUFORT,
2017). Joshi et al. (2013) fizeram um estudo comparativo das propriedades fisico-quimicas
e funcionais do amido de lentilhas versus amidos de milho e batata, e verificaram que o
amido de lentilha (30% de amilose) tinha maior teor de amilose comparado com as outras
duas fontes e uma forte capacidade de formacédo de gel a uma concentragéo relativamente
baixa. Além disso, as propriedades fisico-quimicas dos filmes de amido variam fortemente
dependendo da origem boténica do amido, como ja citado, mas também do teor e tipo do
plastificante e das condigdes de processamento (PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017).

A capacidade do amido gelatinizado de formar filmes se associa ao rompimento de
sua estrutura semicristalina, o que leva a formacdo de uma matriz polimérica homogénea e
amorfa (SCHEIBE; MORAES; LAURINDO, 2014). Contudo, esses filmes tém certa
limitacdo quanto a aplicacdo em embalagens devido ao fato de que as propriedades
mecéanicas e a permeabilidade ao vapor de agua ndo sdo adequadas (BRANDELERO;
ALMEIDA; ALFARO, 2015). Entdo, qualquer que seja a origem botanica, uma das
principais desvantagens do uso do amido é seu carater hidrofilico forte (sensibilidade a

agua), tornando-o insatisfatério para algumas aplicacbes (JOSHI et al., 2013).

Apesar da baixa resisténcia mecanica e alta sensibilidade a umidade, os filmes de

amido tém excelentes barreiras ao oxigénio e gas carbonico, em razdo do empacotamento
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firme das moléculas e ligagbes de hidrogénio ordenadas em uma estrutura interligada
(SCHEIBE; MORAES; LAURINDO, 2014). E, entre as diversas fontes, o amido de
mandioca vem sendo amplamente utilizado na producdo de filmes devido a sua
disponibilidade e preco relativamente baixo (SANTACRUZ; RIVADENEIRA; CASTRO,
2015).

O amido de mandioca é valorizado pela clareza e boa estabilidade de seu gel, assim
como a baixa temperatura de gelatinizacdo. Além disso, os filmes de amido de mandioca
foram considerados inodoros, insipidos, incolores, ndo-téxicos (PINEROS-HERNANDEZ
et al., 2017) e biodegradaveis (LOPEZ; GARCIA, 2012). Comparando-se alguns trabalhos
recentes, € preciso citar também que o tempo de degradacdo de materiais a base de amido é
mais curto do que o de outros materiais poliméricos (MEDINA-JARAMILLO et al., 2016),
como por exemplo poli (acido latico) (PLA) ou poli (butileno adipato-co-tereftalato;
PBAT) do estudo de Weng et al. (2013) em que os filmes levaram entre trés e quatro meses
para se degradar; em contrapartida, a biodegradacéo dos filmes de amido ocorreu em torno
de 12 dias como no trabalho de Medina-Jaramillo et al. (2016), e de um més no estudo de
Torres et al. (2011).

Dessa forma, a producdo de filmes de amido baseada na técnica do tipo casting se
da através do seguinte: apds a gelatinizacdo térmica dos granulos em excesso de agua,
amilose e amilopectina se dispersam na solucdo aquosa e, durante a secagem, se
reorganizam, formando uma matriz continua dando origem aos filmes (MALI;
GROSSMANN; YAMASHIT, 2010). Assim, essa técnica consiste na solubilizacdo da
macromolécula em um solvente, a aplica¢do desta solugdo filmogénica sobre um suporte e
posterior evaporagdo do solvente. Estas macromoléculas devem possuir a capacidade de
formar uma matriz continua e coesa, para que o filme possa ser formado (SCHEIBE;
MORAES; LAURINDO, 2014).

Os filmes de amido (proveniente das mais diversas fontes) vém despertando
interesse dos pesquisadores quanto a sua aplicagdo na conservacdo e preservacdo de
alimentos principalmente em filmes comestiveis e/ou ativos (SANTA CRUZ;
RIVADENEIRA; CASTRO, 2015; BASIAK; LENART; DEBEAUFORT, 2017,
MEDINA-JARAMILLO et al., 2017, PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017) e
biodegradaveis (MEDINA-JARAMILLO et al., 2016), sendo também estudados em
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combinagdo com outros materiais como polimeros, por exemplo a quitosana (SANTA
CRUZ; RIVADENEIRA; CASTRO, 2015), ou extratos com capacidade antioxidante
(PINEROS-HERNANDEZ et al, 2017). Além disso, nanoparticulas também vém sendo
usadas na matriz de amido como material de reforco, visto que estes filmes apresentam
certa fragilidade. No estudo de Lopez-Cdérdoba et al. (2017) em que foram utilizadas
nanoparticulas do extrato de alecrim, além de conferir propriedade ativa, a adi¢do destas

aumentou a elasticidade e a resisténcia a tracdo dos filmes e reduziu a tensdo na quebra.

3.4 DESENVOLVIMENTO DE REVESTIMENTOS COMO EMBALAGENS PARA
ALIMENTOS

A aplicacdo de filmes e revestimentos comestiveis € uma abordagem que tem
recebido grande interesse devido as suas caracteristicas para prolongar a vida util dos
alimentos no setor industrial (HASSAN et al., 2018), assim como manter a qualidade
nutricional ~ destes, preservando suas caracteristicas originais (BIERHALS;
CHIUMARELLI; HUBINGER, 2011; ACEVEDO-FANI; SOLIVA-FORTUNY;
MARTIN-BELLOSO, 2017).

Com o objetivo de garantir uma melhor qualidade e conservacdo dos alimentos, 0s
revestimentos e filmes comestiveis surgem como uma alternativa em potencial, sendo os
polissacarideos, as proteinas, os lipidios e as combinacfes destes bastante explorados nesse
setor. Em geral, os filmes e os revestimentos podem ser obtidos por meio da mesma
formulacdo, o que difere é que os revestimentos séo aplicados diretamente no alimento ou
matriz bioldgica na forma liquida antes de formar a pelicula, ja os filmes sdo estruturas
independentes pré-formadas produzidas primeiro como folhas/fitas sélidas e depois
aplicados nos produtos alimenticios, envolvendo-os ou cobrindo-os (YOUSUF; QADRI;
SRIVASTAVA, 2018; MATTA; TAVERA-QUIROZ; BERTOLA, 2019). No geral, um
revestimento ou filme comestivel define-se como uma embalagem primaria produzida a
partir de componentes comestiveis, sendo uma fina camada que pode ser aplicada
diretamente nos alimentos (revestimento) ou formada anteriormente como um
envoltério/invélucro (filme) (GALUS; KADZINSKA, 2015; HASSAN et al., 2018).

Uma das aplicagbes mais promissoras dos revestimentos comestiveis é em frutas
minimamente processadas, visto que 0s processos de descascamento e corte aceleram o0s

processos metabolicos e as tornam mais pereciveis. Contudo, sua utilizacdo em frutas
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inteiras também surge com forte potencial (CHIUMARELLI; HUBINGER, 2014,
YOUSUF; QADRI; SRIVASTAVA, 2018; SANTOS et al.,, 2019). Os revestimentos
funcionam como barreiras a perda de agua e a troca gasosa, regulando a transferéncia de
umidade, oxigénio, dioxido de carbono, lipidios e aromatizantes, assemelhando-se ao
efeito da atmosfera controlada ou modificada (BIERHALS; CHIUMARELLI,
HUBINGER, 2011; CHIUMARELLI; HUBINGER, 2014; HASSAN et al., 2018), e
também como forma de melhorar propriedades mecéanicas, percepcdes sensoriais,
conveniéncia, obter protecdo microbiana e prolongar a vida de prateleira de varios
produtos alimenticios (GALUS; KADZINSKA, 2015). Este dltimo demonstra a
importancia dos revestimentos, que podem também ser utilizados como transportadores de
componentes ou conservantes, como agentes antioxidantes e antimicrobianos (HASSAN et
al., 2018).

Nos Ultimos anos, a maioria dos estudos vem dando atencdo aos filmes e
revestimentos compostos (multicomponentes), visto que um revestimento formado
somente por um unico material (polissacarideo, proteina ou lipideo) pode ter bom
desempenho relacionado a um atributo particular, mas pode apresentar baixa eficiéncia em
outras propriedades. Os polissacaridos e as proteinas que sdo bons formadores de pelicula
proporcionam geralmente uma fraca barreira contra a umidade, que poderia ser reduzida
com a utilizacdo de componentes lipidicos que possuem excelente barreira a agua. Dessa
forma, os revestimentos compdsitos/compostos permitem explorar as vantagens
complementares de cada material, assim como minimizar suas desvantagens e limitagdes
(GALUS; KADZINSKA, 2015; YOUSUF; QADRI; SRIVASTAVA, 2018). A maior parte
dos revestimentos compositos associam uma matriz hidrofilica e outra lipidica hidrofdbica.
Assim, se obtém uma melhor funcionalidade, e por esta razdo as estruturas emulsionadas,
em que o lipidio é disperso na matriz do biopolimero, € um método bastante estudado
(GALUS; KADZINSKA, 2015).

Particularmente, as nanoemulsGes (6leo em &gua) vem surgindo como uma
ferramenta potencial para revestimentos comestiveis por serem sistemas altamente estaveis
capazes de fornecer vitaminas, flavor, componentes antioxidantes, antimicrobianos e
nutracéuticos aos alimentos. Nanoemulsdes sdo dispersdes coloidais que combinam duas
fases imisciveis (estabilizadas por um surfactante) cujo diametro das goticulas varia entre

20-200 nm. O tamanho das goticulas em escala manométrica torna esses sistemas
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cineticamente estaveis e ajudam no transporte desses compostos para superficie do
alimento (aumentando a biodisponibilidade e os efeitos ativos de compostos com agéo
antimicrobiana ou antioxidante), além de proporcionar melhor transparéncia que as
emulsBes convencionais (ACEVEDO-FANI; SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOSO,
2017).

Quanto aos métodos de aplicacdo dos revestimentos, o que ocorre diretamente a
partir de solucGes filmogénicas (na forma liquida) por meio de imersdo ou pulverizagdo do
alimento é a maneira mais simples de conseguir produtos revestidos (GALUS;
KADZINSKA, 2015). E, mais recentemente, vem surgindo a eletropulverizagéo
(HASSAN et al., 2018). No geral, durante a formacéo dos revestimentos, o material a ser
revestido ird absorver uma certa quantidade de solucdo necesséria para formacdo de uma
pelicula que ao secar (etapa de elimina¢do do solvente) forma uma camada protetora na
superficie do alimento (GALUS; KADZINSKA, 2015).

Outro detalhe importante ao se aplicar diretamente compostos antimicrobianos e/ou
antioxidantes na superficie dos alimentos é que pode haver uma acelerada neutralizagcdo ou
difusdo destes para o alimento, limitando seu efeito. Contudo, a incorporacdo desses
agentes nos filmes e revestimentos € uma maneira de ajudar a manter as concentracfes
efetivas na superficie dos produtos e aumentar os efeitos inibitorios (YOUSUF; QADRI;
SRIVASTAVA, 2018).

Em relacdo aos revestimentos tem-se que considerar seus componentes. Das
proteinas, as mais comumente utilizadas sdo gelatina, colageno, caseina, gliten de trigo e
zeina de milho. Dentre os lipideos o &cido estearico, o acido palmitico, ceras e alguns 6leos
vegetais, como 0s de soja e girassol, sdo os preferidos. Quanto aos polissacarideos, tem-se
quitosana, celulose, alginato e amido (CHIUMARELLI; HUBINGER, 2014; GALUS;
KADZINSKA, 2015), sendo este dltimo um dos mais importantes na obtencdo de
revestimentos comestiveis, visto que 0s revestimentos a base desse polimero (de mandioca,
por exemplo) sdo insipidos, inodoros e transparentes, ndo alterando o sabor, 0 aroma e a
aparéncia do produto (CHIUMARELLI; HUBINGER, 2014). Além disso, também
possuem boa barreira ao CO; e baixa permeabilidade ao oxigénio fazendo com que o0s
revestimentos a base de amido sejam largamente aplicados. Porém, devido ao seu carater

hidrofilico, estes revestimentos apresentam hidrossolubilidade e baixa barreira ao vapor de
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agua (CHIUMARELLI; HUBINGER, 2012; HASSAN et al., 2018). Nesse caso, a adi¢do
de lipidios pode reduzir a permeabilidade ao vapor de agua dos revestimentos ou filmes,
mas também pode alterar as propriedades mecanicas e de transparéncia (CHIUMARELLI,
HUBINGER, 2012).

35 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS DE FRUTAS COMO FONTE DE
ANTIOXIDANTES

Muitos estudos tém demonstrado o potencial das frutas, especialmente as tropicais,
como ricas fontes de compostos antioxidantes (MELO et al., 2008; RUFINO et al., 2010;
ALMEIDA et al., 2011; BABBAR et al., 2011; SOUSA et al., 2011; SILVA et al., 2012;
SILVA et al., 2014; PAZ et al., 2015). O Brasil é responsavel pela geracdo de 40,9 milhGes
de toneladas de frutas frescas por ano (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA,
2017) sendo que com relacdo as frutas tropicais, o Brasil é considerado o maior produtor
do mundo, com 47% de sua producéo utilizada no mercado de frutas frescas e 53% no
processamento (SILVA et al., 2014).

O mercado de polpas de frutas congeladas apresenta grande potencial
mercadoldgico em funcdo da variedade de frutas com sabores nativos, além de ser um
meio favoravel para o aproveitamento maior das frutas na época da safra por possibilitar o
armazenamento e o reprocessamento fora da época destas (conforme a demanda do
consumidor) reduzindo assim os problemas da sazonalidade (LIMA, 2009). Um exemplo é
a disponibilidade sazonal dos frutos de seriguela e sua curta vida uatil que limitam sua
comercializacdo, contudo, congelar as polpas é uma alternativa ao consumo destas frutas
pela praticidade e semelhanca nas caracteristicas nutricionais e sensoriais dos frutos
(DUTRA et al., 2017).

Um exemplo de industria em destaque no processamento de frutas é a de suco de
frutas. Contudo, o aumento deste processamento gera residuos (cascas, restos de polpa,
sementes) que geram preocupacao quanto a sua forma de descarte, uma vez que 0s mesmos
sdo potenciais poluidores por apresentarem, em sua maioria, elevada composi¢ado organica,
sendo, portanto, muito pereciveis. Na producdo de suco de pitanga, abacaxi e maracuja, por
exemplo, sdo gerados em torno de 70%, 30-40%, 65-70% de residuos, respectivamente
(AMORIM, 2016). Os residuos do processamento de mamado e manga, por exemplo,

representam aproximadamente 10-60% do peso dos frutos (SILVA et al., 2014). Os
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principais residuos gerados no processamento de frutas sdo casca, carogo ou sementes e
bagaco, e esses residuos possuem em sua composicdo vitaminas, minerais, fibras e
compostos antioxidantes (SOUSA et al., 2011). Assim, a total utilizacdo de frutas poderia
resultar em menor desperdicio para 0 agronegocio, e consequentemente maior
lucratividade industrial, reducdo do impacto ao meio ambiente e maior diversidade de
produtos (SILVA et al., 2014).

Uma alternativa de reaproveitamento que vém sendo estudada é a elaboracdo de
farinhas a partir de residuos de frutas, para utilizacdo como ingredientes no preparo de
biscoitos, bolos, paes e doces (AMORIM, 2016). Essas substancias antioxidantes
(compostos  fendlicos principalmente) com potencial funcional concentram-se
principalmente nas cascas e sementes de frutas (ALBUQUERQUE et al., 2016; SILVA et
al., 2012). Diante disso, uma outra aplicacdo para esses residuos que vém ganhando
destaque é sua utilizacdo como aditivos em produtos alimentares ou como fonte de
antioxidantes naturais (SILVA; MELO, 2013, SILVA et al., 2012) como destacado no
estudo de Silva et al. (2012), em que foi avaliado o potencial antioxidante do extrato obtido
das cascas de umbu-caja; em Silva et al. (2014) que quantificaram os compostos bioativos
em residuos de doze frutas provenientes do estado do Ceara incluindo acerola, manga e
maracuja; e em Sousa et al. (2011) que caracterizaram 0s compostos antioxidantes em
residuos de polpas de seis frutas tropicais (acerola, goiaba, abacaxi, cupuagu, bacuri e
graviola). Quanto a aplicacdo, 0 uso desses compostos em sistemas de embalagem vem
ganhando interesse, como por exemplo, no estudo realizado por Machado (2015), que
utilizou o extrato dos residuos de acerola para aplicacdo em filmes bioativos de quitosana

para o setor de embalagens.

3.5.1 Seriguela
A familia Anacardiaceae compreende mais de 70 géneros e mais de 600 espécies,

que sdo principalmente &rvores e arbustos que crescem em zonas tropicais, subtropicais e
temperadas. Esta é dividida em cinco subtipos: Anacardieae, Spondiadeae, Rhoeae,
Semecarpeae e Dobineeae. O subtipo Spondiadeae inclui 17 géneros e 140 espécies, com
cerca de 14 a 15 espécies pertencentes ao género Spondias, sendo que muitas espécies
desta familia tém sido usadas como plantas medicinais por, do ponto de vista fitoquimico,
serem ricas em compostos ativos (ENGELS et al., 2012). Além da seriguela, a familia

Anacardiaceae compreende também outras frutas como manga (Mangifera indica), caju
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(Anacardium occidentale), caja (Spondias mombin L.) e umbu (Spondias tuberosa Arruda
Cémara) (AUGUSTO; CRISTIANINI; IBARZ, 2012).

A espécie Spondias purpurea L., comumente conhecida como seriguela, é
originaria da América Central e é distribuida do México ao norte do Peru e do Brasil, onde
¢ abundante. Sdo frutos pequenos e de forma ovoide com ampla variacdo na cor,
percorrendo do verde ao amarelo (DUTRA et al., 2017), e até mesmo ao laranja, vermelho
ou violeta (ENGELS et al., 2012) conforme se observa na Figura 1, com polpa aromética
de sabor agridoce (ou doce acidulada) e uma casca bastante rica em compostos fendlicos
(DUTRA et al., 2017) com espessura fina e de textura lisa (LIMA, 2009). Quanto ao
tamanho, os frutos tém até 5,5 cm de comprimento e pesam 12-28 g. Em relacdo ao
consumo, estes sdo consumidos maduros ou ndo maduros in natura, com ou sem a pele, em
sobremesas, conservas, bebidas (ENGELS et al., 2012), ou outros produtos, como geléias e
doces (AUGUSTO; CRISTIANINI; IBARZ, 2012). No nordeste brasileiro, a espécie
Spondias purpurea L. é uma das mais cultivadas e de maior destaque (EMBRAPA, 1998;
LIMA, 2009), especialmente nas regides semiaridas do agreste e do sertdo (SILVA;
FIGUEIREDO; LIMA, 2016).

Figura 1. Ecotipos de Spondias
purpurea coletados nos estados de
Guerrero, Morelos e Chiapas,
México

Fonte: Maldonado-Astudillo et
al., 2014

Em funcdo da regido geografica, a espécie S. purpurea L. é denominada de

diferentes formas, como por exemplo: caja vermelho, siriguela, seriguela, ceriguela,



35

ciriguela, jocote, ciruela, ciruela mexicana, jobillo e ameixa espanhola (AUGUSTO;
CRISTIANINI; IBARZ, 2012). Quanto & composicdo centesimal desse fruto, de acordo
com a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO) de 2011, a seriguela crua
apresenta possui uma umidade em torno de 78,7%; baixas quantidades de proteina (1,4%),
gordura (0,4%) e cinzas (0,7%), teor moderado de calorias (76Kcal), além de 18,9% de
carboidratos, 3,9% de fibras e presenca de minerais como célcio e magnésio (TACO,
2011).

Além disso, o pH do fruto varia entre 2,7 e 3,5 dependendo do estagio de maturacao
e da forma de cultivo, e o teor de sdlidos sollGveis totais de 7,0 a 15,8 °Brix
(HERNANDEZ et al., 2008). Contudo, em estudo realizado por Silva, Figueiredo, Lima
(2016), que avaliaram os frutos maduros de onze genétipos de cirigueleiras provenientes
da Zona da Mata Norte do Estado de Pernambuco, o pH encontrado foi em média 3,3 e 0s
solidos soluveis variando de 15,8 a 17,7 °Brix. Segundo o mesmo estudo, as caracteristicas
fisico-quimicas dos frutos sdo afetadas por varios fatores, como condicdes climaticas, solo,

localizacéo, fertilizacdo, estacdo do ano, cultivares, entre outros.

Seus frutos possuem um rendimento médio de 50% de sua polpa (SILVA; MELO,
2013), sendo que as seriguelas provenientes do nordeste brasileiro caracterizam-se por uma
polpa que contribui em torno de 67-70% de seu peso total, a casca entre 12 a 15%, e a
semente entre 15 e 18%, a depender do estagio de maturacdo da fruta (EMBRAPA, 2001;
LIMA, 2009). Contudo o processamento destes para obtencdo de novos produtos gera de
30 a 40% de residuos (casca, caroco ou sementes e bagaco) que, muitas vezes, sdo
classificados como custo operacional para as empresas ou fonte de degradacdo ambiental,
apesar desses residuos ainda possuirem compostos bioativos com propriedades
antioxidantes. Assim, o potencial antioxidante desse material e sua aplicagdo como

antioxidantes naturais tém se tornado cada vez mais relevante (SILVA; MELO, 2013).

3.5.2 Compostos bioativos e antioxidantes
Os compostos produzidos por sistemas biologicos sao geralmente divididos em dois

grupos distintos: 1) metabdlitos primarios como por exemplo, carboidratos, aminoacidos,
proteinas e lipidios, que sdo essenciais para a manutencao, crescimento e desenvolvimento
das células e 2) metabolitos secundarios - substancias com baixo peso molecular como 0s

acidos fenolicos, alcal6ides ou terpenos, necessarios para sobrevivéncia e protecdo
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(SILVA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2016). Os compostos bioativos sdo entdo produzidos
como metabdlitos secundarios (LAGOS et al., 2015).

Um composto bioativo é simplesmente uma substdncia que possui atividade
bioldgica, relacionada a sua capacidade de modular um ou mais processos metabolicos.
Grande destaque tem sido dado para a recuperacdo de compostos bioativos de diferentes
residuos industriais de alimentos: folhas, cascas, sementes, restos de polpas, bagaco, entre
outros (ANGIOLILLO; DEL NOBILE; CONTE, 2015). Entre estes compostos destacam-
se as substancias antioxidantes, que ajudam a proteger o organismo humano contra o
estresse oxidativo, o qual gera excesso de radicais livres que podem causar envelhecimento
precoce, doengas cardiovasculares, degenerativas e neuroldgicas. Entre 0s principais
compostos bioativos presentes nas frutas e que apresentam essa atividade antioxidante
pode-se citar o acido ascorbico (vitamina C), os compostos fendlicos, os flavonoides e 0s
carotenoides (SILVA; DUARTE; BARROZO, 2017).

Antioxidantes abrangem um importante grupo de compostos muito utilizados em
alimentos para retardar a oxidacao de lipidios ou outras moléculas, inibindo a inicia¢do ou
propagacao das reacOes em cadeia do processo oxidativo. Entre os mais ativos estdo 0s
polifendis, como flavonoides e &cidos fendlicos, e sua a¢do antioxidante pode estar ligada
as suas propriedades redox (agentes redutores, ou doadores de hidrogénio/elétrons),
levando a eliminacdo dos radicais livres, terminacdo das reacdes em cadeia e ligacdo como
quelantes de metais. A acdo desses compostos também ajuda a reduzir riscos de cancer e
prevenir os danos celulares causados por especies reativas de oxigénio (EROs) (CAN-
CAUICH et al., 2017).

Os compostos fendlicos podem ser definidos, quimicamente, como substancias que
possuem a presenca de no minimo um anel aromatico o qual se encontra ligado por um ou
mais substituintes hidroxilicos, ou como seus derivados funcionais (compostos esteres,
éteres ou heterosideos/glicosideos) - forma ligada (SILVA; MELO, 2013; AMORIM,
2016; SILVA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2016). Os fendlicos sdo comumente classificados
em fendis simples, fendis compostos e flavonoides. Dentre estes, os flavonoides abrangem
a mais ampla familia de compostos fendlicos, apresentam solubilidade em agua e em
solventes polares como alcoois (AMORIM, 2016). Os flavonoides sdo o0s mais

frequentemente encontrados e bem distribuidos entre os fendlicos de plantas, e sua
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estrutura geral (Figura 2) engloba um esqueleto de quinze carbonos com dois anéis de
benzeno ligados por um anel de pirano heterociclico. Eles podem ser distribuidos em
classes tais como: flavonas, flavonois, flavanonas, isoflavonas, antocianinas; estes com
propriedades antioxidantes diversificadas, além de caracteristicas hepatoprotetora,
antibacteriana e anti-inflamatéria (SILVA; BARREIRA; OLIVEIRA, 2016).

Figura 2: Estrutura geral dos flavonoides e estruturas basicas de alguns dos
subgrupos mais comuns

Havanone

Fonte: Silva; Barreira; Oliveira (2016).

O teor de fendlicos totais em frutas pode ser influenciado pela origem geografica,
cultivar, colheita e tempo de armazenamento, bem como pelos métodos de secagem e
extracdo. Além disso, a capacidade desses compostos de agir como quelantes de metais,
inibidores de lipoxigenase e sequestradores de radicais livres proporcionam uma

bioatividade ligada a melhora nos aspectos relacionados a saude (BABBAR et al., 2011).

Quanto aos demais antioxidantes com destaque em frutas, pode-se citar o acido
ascorbico, comumente conhecido como vitamina C, hidrossolivel e muito importante na
preservacdo de alimentos, evitando escurecimento e outras reagOes oxidativas (SILVA,
DUARTE; BARROZO, 2017), mas é facilmente oxidado e degradado quando exposto a
oxigénio, metais, luz ou calor (LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2012). Outro composto

bioativo de grande relevancia sdo os carotenodides, uma classe de pigmentos naturais e
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lipossollveis, largamente utilizados por séculos no setor alimenticio para fins de coloracgéo,
mas que vém ganhando forte interesse nos ultimos anos por suas propriedades
antioxidantes (HAMDI et al., 2018).

Além da forte atividade antioxidante, os compostos fendlicos estdo presentes em
grande quantidade em espécies frutiferas nativas e exoticas produzidas em grande parte nos
paises tropicais, aumentando assim o interesse da industria de alimentos pelas frutas, como
a espécie Spondias purpurea L. (DUTRA et al., 2017), principalmente pela funcdo de
antioxidante natural e prevencdo de doencas crénicas (MALDONADO-ASTUDILLO et
al., 2014).

As partes ndo comestiveis das frutas (casca, pele, sementes, etc.) podem ser mais
ricas nutricionalmente do que sua respectiva porcdo comestivel, e em geral contém
compostos bioativos com agdo antioxidante maior do que na polpa, além de perfis
fitoquimicos diferentes de outras partes da fruta. Para o reaproveitamento dessas por¢oes
ndo comestiveis, normalmente, é necessario seu processamento em po/farinha para
diminuir o volume, eliminando a agua livre e reduzindo as reacfes quimicas e
microbioldgicas, tornando-as mais seguras na manipulacdo e a0 mesmo tempo aumentando
a concentracdo de compostos bioativos, fibras alimentares e minerais (CAN-CAUICH et
al., 2017).

Assim, compostos bioativos com agdo antioxidante podem ser usados particularmente
em embalagens para alimentos, produzindo-se assim filmes que podem ser usados para
prevencdo de danos por oxidacdo dos alimentos gordurosos. Nesse caso, a escolha por
compostos naturais ao invés de aditivos sintéticos vem ganhando forca devido a associacdo
dos ultimos com efeitos adversos & satide humana (PINEROS-HERNANDEZ et al., 2017).
Além de suas propriedades antioxidantes, estes bioativos também podem melhorar as
propriedades funcionais de filmes e revestimentos como efeitos paralelos
(BENBETTAIEB et al., 2018).

Sobre o residuo agroindustrial de seriguela, este apresenta em sua COmposi¢ao
compostos fenolicos em quantidades consideraveis, conforme apresentado no estudo de
Silva e Melo (2013), no qual o residuo de seriguela apresentou elevado teor de fendlicos
totais (4.229,9 mg EAG.100g?, extracdo sequencial com solugdo hidroacetonica,

hidrometandlica e aquosa) se comparado aos estudos mostrados na Tabela 1 com diversas
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frutas. Silva e Melo (2013) ainda destacaram que dentre os fenolicos, os flavonoides,
mostraram-se presentes no residuo de seriguela em quantidade relevante, com destaque
para os taninos condensados e flavondis. Outros fitoquimicos bioativos encontrados em

quantidades significativas foram os carotenoides e o0 acido ascorbico.

Tabela 1 - Estudos realizados com residuos de frutas.

Amorim (2016) Costa (2015) Silva et al. (2014)
Solucéo Sequencial com solucao
x _ . Extratos aquoso e . .
Extracao hidroetandlica _ o hidroetandlica 50% e
hidroetandlico 55% _ .
(80:20 v.v?h) hidroacetonica 70%
Abacaxi: 59,90; Seriguela: o
Residuos de naracLid: 24 87 Mamao papaia:783,37;
frutas / Teor de Ja. 22,80 2016,86 e 2456,65 manga: 376,12 e
fenolicos (mg acerola: 298,30 e (respectivamente para .,
EAG.100g7Y) B maracuja: 451,06
caja: 307,20 cada extrato)

Assim, a utilizacdo eficiente, de baixo custo e sustentdvel dos residuos da
agroindustria € uma das opgdes mais eficazes para recuperacdo de constituintes de
alimentos vegetais bioativos, com possiveis aplicacdes na industria farmacéutica,
cosmética e alimenticia (OLIVEIRA et al., 2009), por meio por exemplo do
desenvolvimento de embalagens ativas que estendam a vida de prateleira e mantenham a
qualidade nutricional e sensorial dos alimentos (MATTA; TAVERA-QUIROZ;
BERTOLA, 2019).

3.5.3 Atividade antioxidante
A oxidacéo lipidica e o desenvolvimento de rancidez sdo grandes desafios para a

industria alimenticia, pois o processo oxidativo limita o prazo de validade e altera a
qualidade e o valor nutricional dos alimentos (SENANAY AKE, 2013).

O mecanismo pelo qual ocorre a oxidacdo pode ser dividido em trés etapas:
iniciacdo, propagacao e terminacdo. Na iniciacdo ocorre a perda de hidrogénio de um acido
graxo com posterior formacdo do radical alquil (R®). Em seguida, inicia-se a etapa da

propagacdo, subdividida em duas etapas: a primeira envolve a adi¢do de oxigénio ao
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radical alquil para formagao do radical peroxil (ROQO?®), e a segunda envolve o ataque dos
radicais peroxil aos acidos graxos, portanto os radicais peroxil reagem com mais acidos
graxos insaturados e ocorre a adicdo de um hidrogénio ao radical peroxil resultando na
formagdo de hidroperoxido de acido graxo ou lipidico (ROOH). Na ultima etapa,
terminacdo, ocorre a combinacdo de dois radicais para formacdo de espécies ndo radicais
(RR, ROOR). Todo processo pode ser resumido conforme demonstrado na Tabela 2
(PERUMALLA; HETTIARACHCHY, 2011):

Tabela 2 - Etapas da oxidacéo lipidica

Iniciacéo Propagacéo Terminagéao
Re + O, — ROOe Re + Re — RR
RH — Re + He ROOe + RH — ROOH Re + ROOe — ROOR
+Re ROOe+ ROOe — ROOR + O

Onde: RH- Acido graxo insaturado; Re- Radical livres alquil; ROOe- Radical peroxil; ROOH-
Hidroperdxido.

Vale destacar que a oxidacdo lipidica depende de fatores como presenca de luz e
oxigénio, composi¢do quimica do alimento, temperatura de armazenamento, dos processos
tecnologicos aplicados (HUGO; HUGO, 2015), da presenca de metais de transicdo e
metaloproteinas e de radiagdo ionizante (SENANAY AKE, 2013).

O retardo ou inibicdo das etapas de iniciacdo e propagacao das reacfes oxidativas
em cadeia por meio da formacdo de radicais estaveis ndo reativos define o que seria a a¢do
antioxidante, conforme o seguinte esquema: ROOe + AH > ROOH + Ae, onde AH é 0
composto antioxidante. Por exemplo, os grupos hidroxila ativos dos polifendis podem
interagir com os radicais livres, radicais superdxidos, peroxinitrito, ou agir como quelante
ou complexante do cobre e do ferro, que sdo considerados metais pro-oxidantes ou
catalisadores da oxidacdo de lipideos (PERUMALLA e HETTIARACHCHY, 2011).
Quanto aos mecanismos de acdo dos antioxidantes, incluem-se: eliminagéo de radicais
livres, decomposicdo de peroxidos (intermedidrios importantes de reacfes oxidantes),
quebra de reacGes em cadeia, reducdo nas concentracdes de oxigénio e de catalisadores na
cadeia de iniciagcdo (HUGO; HUGO, 2015).
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Os antioxidantes podem ser classificados em primérios e secundarios (ou
preventivos). Antioxidantes primarios impedem a reacdo em cadeia do radical livre
oxidativo ao doar elétrons ou atomos de hidrogénio dos grupos hidroxila fendlicos e,
portanto, estabilizam os radicais livres. Os secundarios desativam o oxigénio singleto, 0s
ions de metal (ferro, cobre), absorvem a radiacdo ultravioleta, eliminam o oxigénio e

ajudam a regenerar os antioxidantes primarios (SENANAY AKE, 2013).

3.6 EXTRATOS NATURAIS VEGETAIS COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS

Apesar do progresso na industria e comercializacdo de alimentos, as doencas
transmitidas por este veiculo continuam sendo um problema de salude publica e causa de
muitas mortes (CASTRO-ROSAS et al., 2017). Ademais, 0s conservantes ou aditivos
sintéticos comumente utilizados como agentes inibidores do crescimento microbiano vém
sendo recusados por muitos consumidores que preferem alimentos produzidos da forma
mais natural possivel, o que justifica o alto potencial dos compostos naturais nesse setor
(DANNENBERG et al., 2019; POVEDA et al., 2018). Outro setor, a agroindustria, sofre
grandes prejuizos econdmicos causados pela acdo de bactérias fitopatogénicas na
producdo, levando a perda de rendimento e da qualidade (BIANCALANI et al., 2016;
OMBIRO et al., 2018; GUTIERREZ-PACHECO et al., 2019). Isto vem levando & busca
por alternativas sustentaveis que minimizem esses problemas (BIANCALANI et al., 2016).

Devido a esse novo panorama, a acdo antimicrobiana dos extratos naturais vem
sendo bastante investigada recentemente devido a sua eficicia e baixa toxicidade
comparando-se com as substancias utilizadas industrialmente (STEINER et al., 2017).
Steiner et al. (2017), por exemplo, estudaram extratos naturais encapsulados em matrizes
de silica e verificaram que o extrato de tanino de casca de uva (antocianinas) demonstrou
atividade contra um vasto espectro de microrganismos como fungos (Aspergillus niger),

bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli).

Somado a isso, tem-se o fato de que grandes quantidades de residuos sdo geradas
pela inddstria de processamento de alimentos (POVEDA et al., 2018). Os subprodutos
agroindustriais de origem vegetal se apresentam como fonte potencial e de baixo custo
desses compostos ativos (SILVA et al.,, 2018), os quais possuem grande potencial de
aplicacdo tecnoldgica (HAAS et al, 2018). Compostos fendlicos (importantes

fitoguimicos) remanescentes provenientes de muitos desses residuos (bagaco, casca e
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sementes) vém recebendo maior atencdo devido a sua atividade antioxidante e
antimicrobiana (POVEDA et al., 2018). Por isso, nos ultimos anos se constata um forte
direcionamento na exploracdo de extratos bioativos a partir de matrizes naturais e residuais
usando variados métodos de extracdo, visto que fatores, como tipo de solvente e
metodologia aplicada, podem afetar a eficiéncia na extragdo dessas substancias e assim sua
disponibilidade (HAAS et al., 2018).

Nesse ambito, alguns polifendis vém sendo relacionados com um forte potencial
antimicrobiano contra uma ampla faixa de microrganismos. A atividade antimicrobiana
desses compostos tem sido atribuida a alguns mecanismos, dentre 0s quais 0s mais aceitos
sdo: desestabilizacdo da membrana citoplasmatica; danos a permeabilidade da membrana
celular; deficiéncia de micronutrientes minerais essenciais (ferro e zinco, por exemplo)
devido a quelacdo e inibicdo de enzimas microbianas extracelulares; e interferéncia direta
no metabolismo microbiano. Nesse contexto, os flavan-3-ols (flavanois, como a catequina),
flavonois e taninos destacam-se pelo poder de suprimir fatores de viruléncia microbiana
(como inibicdo da geragdo de biofilme, diminui¢do da adesdo do ligante ao hospedeiro e
neutralizagdo de toxinas bacterianas), além da sinergia com antibidticos (PINA-PEREZ;
PEREZ, 2018). Silva et al. (2018) e Vaquero; Alberto; Nadra (2007) citam que também os
compostos fenolicos ndo flavonoides, como acido galico e acido vanilico, teriam efeito

inibitorio sobre o crescimento de microrganismos, como por exemplo E. coli.

Compostos bioativos presentes em fontes vegetais vém demonstrando atividade
inibitéria que interfere nos sistemas bacterianos de viruléncia e patogenicidade,
principalmente quando regulados pelo Quorum Sensing - QS e pela Sistema de Secregdo
Tipo Trés — TTSS (BIANCALANI et al., 2016; ZHANG et al., 2018). O QS é um
mecanismo de comunicacdo entre as celulas que depende da densidade populacional, de
modo que a bactéria se torna capaz de controlar a expressao génica relativa a viruléncia e
patogenicidade, além de estar ligado ao crescimento de biofilme - fator que pode tornar a
bactéria 10 a 1000 vezes mais resistente aos antibiGticos comuns (GUTIERREZ-
BARRANQUERO et al.,, 2015). Assim, o sistema QS estd baseado na geracdo e
identificacdo de moléculas sinalizadoras e na resposta das bactérias em nivel populacional
- sinalizagcdo e comunicagdo (LI; NAIR, 2012; ZHANG et al., 2018), além de fornecer a
elas a capacidade de adaptacdo da expressdo génica as alteracGes de fatores bioticos e
abioticos (BIANCALANI et al., 2016).
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Em resumo, o processo de comunicacdo envolve a producdo de moléculas
sinalizadoras — os autoindutores. Em baixa densidade bacteriana, estas moléculas sdo
sintetizadas em pequenas quantidades, insuficientes para causar efeitos. Porém, a medida
que a densidade bacteriana e a quantidade de sinalizadoras aumentam, alcanca-se um
"quérum" e entdo quando um determinado limite para a ligacdo dos autoindutores aos seus
receptores € excedido, desencadeia-se a expressdo de varios fendtipos bacterianos,
incluindo o desenvolvimento dos fatores de viruléncia e de biofilme (ALMOHAYW!I et al.,
2019).

Quanto ao Sistema de Secrecdo Tipo Trés (TTSS), crucial na patogenicidade de
bactérias Gram-negativas, este € um mecanismo nano-injetor de proteina virulenta
especializado que transporta proteinas efetoras do citosol bacteriano para a célula
hospedeira (GUO et al., 2016), o que promove patogenicidade e viruléncia, levando as
infecces bacterianas (WANG et al., 2016). E um mecanismo similar ao da seringa o qual
injeta toxinas (os efetores) do citosol da bactéria diretamente no citosol da celula
hospedeira pela agdo conjunta de um sistema de secrecdo (transportando efetores pelas
membranas bacterianas) e outro que transloca as toxinas através da membrana da célula
hospedeira (ANANTHARAJAH; MINGEOT-LECLERCQ; BAMBEKE, 2016).

Como esses sistemas ndo estdo diretamente envolvidos nos processos essenciais da
célula bacteriana/viabilidade, ou seja, ndo levam a mecanismos bactericidas, tornam-se
uma poderosa estratégia para inibi¢ao de fatores patogénicos e virulentos, evitando assim o
surgimento da resisténcia bacteriana (GUTIERREZ-BARRANQUERO et al.,, 2015;
BIANCALANI et al., 2016; ALMOHAYWI et al., 2019). Estudos ja comprovaram a acao
de compostos provenientes de fontes vegetais na acao inibitéria dos sistemas QS e TTSS
de patdgenos, podendo ser citados Zhang et al. (2018) que utilizaram cumarina afetando
esses mecanismos em Pseudomonas aeruginosa; e o licoflavonol que se mostrou inibidor
do sistema TTSS de Salmonella enterica sorovar Typhimurium no trabalho de Guo et al.
(2016).

3.7 NanoZnO COMO MATERIAL DE REFORCO E AGENTE ANTIMICROBIANO

Muitas areas da ciéncia de alimentos e da indUstria estdo sendo transformadas pelo
rapido desenvolvimento da nanotecnologia (onde as dimens@es percorrem uma faixa entre

1 e 100 nanémetros) (DUFFY et al., 2018). Nesse ambito surgem as nanoparticulas (NPs)
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de 6xidos metalicos, e dentre estas, as NPs de éxido de zinco (ZnO) vém se tornando
atrativas principalmente pelo amplo espectro de ac¢&o antimicrobiana. Essas nanoparticulas
apresentam grande relacdo ou razdo superficie/volume, aumento na reatividade de
superficie e propriedades térmicas, mecanicas e elétricas singulares (KANMANI; RHIM,
2014). Além disso, sdo classificadas como substancias seguras (GRAS) aprovadas pela
Food and Drug Administration — FDA (KANMANI; RHIM, 2014; SHANKAR et al.,
2015), o que as tornam viadveis para aplicacdo em sistemas de embalagens ativas para
alimentos (AKBAR; ANAL, 2014). Sdo também consideradas ndo toxicas e ja sdo
aplicadas na area de medicamentos como transportadores (FIROUZABADI et al., 2014),
industrias, cosméticos e dispositivos médicos (EMAMIFAR et al., 2011).

O estudo das propriedades antimicrobianas e/ou antifingicas do nanoZnO vem sendo
realizado por varios pesquisadores, como Duffy et al., (2018), em que o0s autores
demonstraram a acdo de nanoparticulas de oxido de zinco contra cepas de Salmonella e
Campylobacter. Pode-se destacar também a aplicagdo da acdo antimicrobiana desta
nanoparticula no desenvolvimento de filmes para embalagens ativas, como mostrado em
estudos de Akbar & Anal (2014) em que foram produzidos filmes de alginato de célcio
com NPs de ZnO obtendo-se acdo contra Salmonella typhimurium e Staphylococcus
aureus; Shankar et al. (2015) em que filmes a base de gelatina e nanoZnO inibiram o
desenvolvimento de L. monocytogenes e E. coli; Esmailzadeh et al. (2016) em que foi
identificada a agdo antimicrobiana contra Bacillus subtilis e Enterobacter aerogenese das

NPs de ZnO incorporadas em filmes de polietileno de baixa densidade.

Os mecanismos exatos das nanoparticulas contra varias bactérias ainda ndo sao
compreendidos completamente, porém sabe-se que ele estd baseado na inducéo de estresse
oxidativo pela formacdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROs), assim
como na capacidade de se unir & membrana de bactérias por interacdo eletrostatica e
provocar o rompimento da membrana. Além destes, as nanoparticulas e seus ions, como o
de zinco, podem agir pelos seguintes mecanismos: danos irreversiveis as membranas, DNA
e mitocdndrias especialmente pelo estresse oxidativo, mudancgas morfoldgicas, aumento da
permeabilidade da membrana e acimulo das nanoparticulas no citoplasma, danos a parede
celular, que levam a morte celular (HAJIPOUR et al., 2012; DUFFY et al., 2018). Os

principais mecanismos de acdo podem ser resumidos conforme apresentado na Figura 3.
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Figura 3: Mecanismo de acdo de nanoparticulas e seus
fons (Ag+ e Zn?")
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Fonte: Adaptado de Hajipour et al. (2012)

E preciso destacar também que a incorporacdo do nanoZnO em filmes mostra-se
promissora em relacdo: ao aprimoramento nas propriedades mecénicas desses materiais,
conforme resultados do trabalho de Espitia et al. (2013); a reducdo da capacidade de
absorcdo de agua e da permeabilidade ao vapor de &gua em filmes a base de amido
(NAFCHI et al., 2012, 2013); e ao potencial para utilizacdo em matrizes poliméricas como
os biopolimeros (KANMANI; RHIM, 2014).

As nanoparticulas de ZnO podem ser sintetizadas atraves da precipitacdo a partir de
uma solugdo com um sal de metal soltvel com ions hidroxido (SANTOS; SANTOS,
2012). Em geral, diversos métodos sdo utilizados para a preparacdo de nanoparticulas de
Oxido de zinco, como precipitacdo aquosa, sintese por micro-ondas, atomizagdo
ultrassénica, deposicdo quimica a vapor, spray pirélise, sol-gel e métodos hidrotérmicos
(TAMER et al., 2018). A medida que diferentes morfologias de nanoestruturas de ZnO
possuem propriedades variadas, ha muitos esfor¢os para encontrar o melhor processo de
fabricacdo de nanoestruturas de ZnO com Gtimas propriedades para as multiplas aplicac6es
(HOU et al., 2009). Portanto, a temperatura é um fator relevante que influencia a
morfologia das nanoestruturas de ZnO durante a sua fabricacdo (SANTOS; SANTOS,
2012).
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A propriedade térmica Unica desse composto, suportando temperaturas muito altas,
pode ser verificada nos diversos estudos ja realizados sobre as rotas de sintese do mesmo,
como por exemplo na pesquisa de Farzana et al. (2018). Neste estudo, nanoparticulas de
oxido de manganés e oxido de zinco (esféricas e de tamanho 50nm) foram sintetizadas
simultaneamente a partir do p6 da bateria de Zn-C, uma nova rota que utilizou uma
temperatura de 900°C. Em outro estudo, realizado por Santos & Santos (2007), os autores
produziram filmes finos de Oxido de zinco por um processo sol-gel de baixo custo
utilizando temperatura ideal de pré-aquecimento a 120°C e de recozimento a 350°C. Em
outro trabalho, com objetivo de obter particulas homogéneas por vias de menor custo para
aplicacbes em biosensores e embalagens, Santos & Santos (2012) produziram particulas
nanoestruturadas de Oxido de zinco a baixas temperaturas (40, 70 e 100°C) também
utilizando a técnica sol-gel, com melhor resultado para temperatura de 100°C (além de
outras variaveis). Por fim, no estudo de Hou et al. (2009) foram produzidas nanoestruturas
de ZnO com temperaturas variando de 600 a 900°C.

3.8 EMBALAGEM ATIVA

Atualmente, o uso de embalagens para estender o prazo de validade de alimentos
tornou-se um dos mais importantes desafios para a moderna industria de alimentos
(BENBETTAIEB et al., 2018). Diante disso, novas tecnologias de embalagem foram
desenvolvidas, com destaque para as embalagens ativas. Estas tém como base o conceito
de incorporacdo de componentes ativos, que liberam ou absorvem substancias a fim de
prolongar a vida Gtil mantendo a qualidade e as caracteristicas sensoriais dos alimentos
(SERRANO-LEON et al., 2018).

A incorporacdo de antioxidantes em filmes se tornou um caminho promissor e popular
na preparacdo de filmes ativos, ja que a oxidagdo é um grande problema para qualidade dos
alimentos e uma das principais causas de deterioracio (LOPEZ-DE-DICASTILLO et al.,
2012; BENBETTAIEB et al., 2018). Nesse ponto, os subprodutos industriais surgem como
alternativa no desenvolvimento desse tipo de embalagem (BENBETTAIEB et al., 2018).
Além dos antioxidantes, compostos ativos antimicrobianos incorporados em filmes de
polimeros biodegradaveis também surgem como uma nova estratégia aos problemas

ambientais nas ultimas decadas (FENG et al., 2018).
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Uma das principais fungdes da embalagem de alimentos é proteger os alimentos de
fatores externos, como temperatura, luz e umidade, assim como de outros fatores
ambientais, tais como: odores, microrganismos, choques, poeira, vibracGes e forcas de
compressdo. Quanto a embalagem ativa, além do requisito de prote¢do convencional, esta
interage com o produto e tem a funcdo de prolongar a vida util dos alimentos, mantendo ou
melhorando as suas propriedades. Os componentes incorporados nesses sistemas de
embalagem liberam ou absorvem substancias nos/dos alimentos embalados responsaveis
por sua deterioracdo (GOMEZ-ESTACA et al., 2014; RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).

Na tecnologia de embalagem ativa, duas defini¢gBes precisam ser destacadas: filmes e
revestimentos. Os filmes sdo folhas finas formadas previamente e depois aplicadas sobre o
produto como embalagem ou entre as suas camadas, enquanto os revestimentos sdo filmes
formados no proprio alimento, cuja base é aplicada diretamente na sua superficie, na qual
acontece a secagem e moldagem (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).

Um dos mecanismos de acdo da embalagem ativa € a migracdo de componentes ativos
para o alimento, contudo algumas variaveis podem interferir nesse processo, por exemplo,
a composicdo como o teor de gordura; o alto nivel de hidratacdo do filme que pode
aumentar a taxa de difusdo de compostos para o alimento; a temperatura que pode
contribuir para uma maior mobilidade das moléculas dos agentes ativos em altas
temperaturas; a afinidade/solubilidade do composto migrante e o alimento; e espessura do
filme. Portanto, estudos de migracdo sdo relevantes no que diz respeito a qualidade das
embalagens e seguranca dos alimentos embalados (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017). Além
do mecanismo de liberacdo controlada de compostos para o alimento, os ativos também
podem ser imobilizados na superficie polimérica do filme, exercendo sua atividade por
contato direto com o produto alimenticio sem transferéncia de massa, assim limitando sua
acao a superficie de contato. E, hd ainda outro modo de acdo que é a eliminacdo ou
retencdo de compostos indesejaveis, tais como 0 oxigénio, espécies oxidativas, radicais ou
ions de metal (GOMEZ-ESTACA et al., 2014).

A embalagem ativa tornou-se uma alternativa promissora em relacdo aos métodos
tradicionais de preservacao e um dos novos conceitos de grande interesse na industria de
alimentos devido as continuas mudancas nas demandas atuais dos consumidores e
tendéncias de mercado (BARBOSA-PEREIRA et al., 2013; DONG et al., 2018). Vale
destacar o papel da embalagem ativa em ser capaz de interromper ou retardar a
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deterioragdo microbiana, oxidativa e enzimatica, minimizar contaminag¢fes, bem como
garantir a textura e a cor dos produtos durante o armazenamento (DONG et al., 2018).
Diversos autores vém dedicando suas pesquisas no desenvolvimento desse tipo de
embalagem, dentre eles pode-se citar o trabalho de Barbosa-Pereira (2013) em que 0s
autores desenvolveram filmes ativos contendo componentes antioxidantes para
conservacao de peixes do tipo salmdo. No estudo de Benbettaieb et al. (2018), os autores
estudaram o comportamento de filmes comestiveis de gelatina e quitosana, além de outros
antioxidantes naturais. No trabalho de Feng et al. (2018), os pesquisadores desenvolveram
filmes ativos de amido incorporados com polifenol de cha, em que estes apresentaram

atividade antioxidante e antimicrobiana contra S. aureus e E. coli.
4. CONSIDERAQ@ES FINAIS

Diante do exposto constata-se a importancia de desenvolver filmes ativos utilizando
residuos agroindustriais (mandioca e seriguela) aditivados com nanoZnO, avaliando sua
capacidade antimicrobiana, antioxidante e propriedades mecanicas, Opticas, de
solubilidade, permeabilidade, uniformidade, intumescimento, espessura. Tendo em vista as
grandes quantidades de residuos solidos provenientes do processamento da mandioca e da
seriguela, e o conteudo significativo de amido (no caso da mandioca) e compostos ativos
(no caso da seriguela com grande potencial antioxidante e também antimicrobiano),
respectivamente, ainda remanescentes em sua composicao, torna-se urgente a busca por
estratégias que visem reduzir o desperdicio e minimizar o descarte inadequado desses
materiais que gera um relevante impacto ambiental, além de criar alternativas para seu
reaproveitamento como forma de agregar valor a estes residuos e aos novos materiais

produzidos a partir deles.

Nesse ambito, a producéo de filmes ativos para embalagens alimenticias a partir de
fontes naturais renovaveis, surge como uma alternativa promissora de grande relevancia e
impacto no desenvolvimento cientifico, tecnoldgico e socioeconémico, ja que além de
biodegradaveis, eles seriam capazes de reduzir também o acumulo dos residuos sélidos
provenientes do descarte das embalagens de polimeros sintéticos ndo biodegradaveis
normalmente utilizadas nesse setor. Outro ponto a destacar é o papel fundamental do
nanoZnO como um material de reforco e de atividade antimicrobiana, visto que a
combinagdo dele com os demais materiais usada na producéo de filmes para embalagens

alimenticias, busca garantir a preservacdo dos alimentos aumentando a vida de prateleira e
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mantendo as propriedades do alimento embalado, de forma a beneficiar ndo s6 os
consumidores, mas também as industrias. Além dos filmes, outras alternativas de
reaproveitamento podem surgir com grande potencial, como as propriedades ativas dos
compostos da seriguela e das nanoparticulas de nanoZnO que poderiam trazer beneficios
também para a agroindustria, prevenindo por exemplo doencas fitopatogéncias em diversas

culturas agricolas por meio da ac¢éo antimicrobiana.

Por fim, a elaboracdo desses filmes ativos como proposta nesse trabalho traria
contribuicbes para ciéncia e tecnologia de alimentos em diversos aspectos como: retirar
milhGes de toneladas de residuos sélidos do meio ambiente proporcionando um destino
vidvel de alto valor agregado; reduzir o impacto ambiental gerado pelos polimeros
sintéticos por meio de sua substituicdo; oferecer a sociedade embalagens provenientes de
matérias-primas atoxicas que nao trariam riscos a saude humana. Os resultados dessa
pesquisa irdo beneficiar tanto os estabelecimentos que processam a mandioca quanto as
industrias de embalagens estariam sendo beneficiadas, pelo fato do primeiro poder
aproveitar ou vender seus residuos, otimizando o processo e tornando-os rentaveis, e 0
segundo em poder desenvolver embalagens mais baratas provenientes de fontes de baixo
custo. Assim, este estudo pode vir a contribuir no desenvolvimento de um processo viavel
e acessivel economicamente para producdo de filmes ativos a base dos residuos da
mandioca e seriguela e da incorporacdo do nanoZnO, com propriedades adequadas a
embalagem alimenticia de forma a fornecer um suporte para futura aplicacdo industrial
desse processo, como por exemplo, em embalagens de queijos, margarinas, preparacoes

prontas para consumo, e produtos agricolas como frutas e graos.
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Atividade inibitdria contra sistemas de patogenicidade bacteriana e a¢éo

antimicrobiana do extrato de residuo de seriguela e nanoZnO

Luana de Souza Cavalcante Carnaval, Matteo Cerboneschi, Stefania Tegli, Cristiana Maria

Pedroso Yoshida, Enayde de Almeida Melo, Andrelina Maria Pinheiro Santos

RESUMO

Os extratos vegetais de residuos agroindustriais tém se destacado por suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas. As nanoparticulas como o nanoZnO também
demonstram potencial antimicrobiano. Assim, inicialmente esse estudo identificou o perfil
fendlico do extrato de residuo de seriguela por HPLC. Entdo avaliou o extrato e o
nanoZnO quanto a atividade inibitdria contra os sistemas bacterianos de patogenicidade e
viruléncia TTSS (Sistema de Secrecdo Tipo Trés) e QS (Quorum Sensing) para
Pseudomonas savastanoi, e & a¢do antibacteriana pelo método do halo de inibicdo contra
espécies de Curtobacterium, Clavibacter, E. coli, Xanthomonas e Serratia, além da
antifungica contra Botrytis cinerea pela reducdo no tamanho da coldnia. O extrato
apresentou um perfil fendlico cujo composto predominante foi o acido galico, seguido de
acido p-cumarico, resveratrol (-trans), quercetina, acido siringico e feltrico. O extrato a
60% inibiu em 20,26% e 13,54% a ativacdo do sistema QS e TTSS, respectivamente;
enquanto o nanoZnO a 3% reduziu 46,77% para QS e aumentou 302,88% para TTSS. O
extrato sem diluicdo inibiu o crescimento de Clavibacter michiganensis pv michiganensis e
Xanthomonas phaseoli, com zona inibitéria de 94,25 mm? e 452,39 mm? respectivamente,
sendo esta Gltima também inibida por nanoZnO a 1 e 2% (138,23 mm?) e a 3% (275,67
mm?). O extrato puro inibiu em 17, 38% o crescimento da coldnia fingica e 0 nanoZnO (1
e 3%) em 33,08%. Por fim, o extrato e 0 nanoZnO mostraram potencial viabilidade de
aplicacdo na agroindustria na prevencdo de doencas fitopatogénicas como também na
elaboracdo de materiais ativos para embalagens.

Palavras-chave: antioxidante de fonte vegetal, nanoparticulas, a¢do antimicrobiana,
Sistema de Secre¢do Tipo Trés, Quorum Sensing.
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Inhibitory activity against bacterial pathogenicity systems and antimicrobial action of
seriguela residue extract and nanoZnO
Luana de Souza Cavalcante Carnaval, Matteo Cerboneschi, Stefania Tegli, Cristana Maria

Pedroso Yoshida, Enayde de Almeida Melo, Andrelina Maria Pinheiro Santos

ABSTRACT

The vegetal extracts of agroindustrial residues have been highlighted by its
antioxidant and antimicrobial properties. Nanoparticles such as nanoZnO also demonstrate
antimicrobial potential. Thus, initially this study identified the phenolic profile of the
seriguela residue extract by HPLC. Then, it evaluated the extract and nanoZnO regarding
the inhibitory activity against bacterial pathogenicity and virulence systems TTSS (Type
Three Secretion System) and QS (Quorum Sensing) for Pseudomonas savastanoi, and
regarding the antibacterial action by the inhibition halo method against species of
Curtobacterium, Clavibacter, E. coli, Xanthomonas and Serratia, besides the antifungal
against Botrytis cinerea by the reduction in the size of the colony. The extract showed a
phenolic profile in which the predominant compound was gallic acid, followed by p-
coumaric, resveratrol (-trans), quercetin, syringic and ferulic acid. The 60% extract
inhibited the activation of the QS and TTSS system in 20.26% and 13.54%, respectively;
while 3% nanoZnO reduced 46.77% for QS and increased 302.88% for TTSS. The extract
without dilution inhibited the growth of Clavibacter michiganensis pv michiganensis and
Xanthomonas phaseoli, with an inhibitory zone of 94.25 mm? and 452.39 mm?
respectively, the latter being also inhibited by 1 and 2% nanoZnO (138.23 mm?) and to 3%
(275.67 mm?). The pure extract inhibited 17.38% growth of fungal colony and nanoZnO (1
and 3%) in 33.08%. Finally, the extract and nanoZnO showed potential viability of
application in agroindustry in the prevention of phytopathogenic diseases as well as in the
production of active materials for packaging.

Key words: antioxidant of vegetable source, nanoparticles, antimicrobial action, Secretion
System Type Three, Quorum Sensing.



67

1. INTRODUCAO

A agroinddstria no mundo sofre grandes prejuizos econdmicos causados pela agédo
de bactérias fitopatogénicas na producdo, visto que as doencas bacterianas sao
responsaveis por perdas relevantes em diversas culturas, o que traz consequéncias para o
seu rendimento e qualidade (BIANCALANI et al.,, 2016; OMBIRO et al., 2018;
GUTIERREZ-PACHECO et al., 2019), e juntamente com outros fitopatdgenos (fungos,
virus) e fatores abitéticos (degradacdo amibiental e mudancas climaticas) representam uma
ameaga no setor agroalimentar (MARTINS et al., 2018). No mundo, estas perdas sdo
avaliadas em mais de 1 bilhdo de ddlares todos os anos e também traz consequéncias para
toda a cadeia de producdo de alimentos assim como para sua oferta e demanda (MARTINS
et al., 2018), destacando-se que pelo menos 10% da producdo global de alimentos é
perdida por doengas fitopatogéncias (KANNAN; BASTAS; DEVI, 2015). Ademais, 0s
custos reais das perdas e das doencas fitopatogénicas na agroindustria sdo refletidos
multidirecionalmente para consumidores, saude publica, meio ambiente, agricultores,
economia e sociedade (SAVARY; FICKE; AUBERTOT, 2012).

Contudo, a aplicacdo de medidas efetivas (como quarentena e erradicacdo) geram
forte impacto na economia e os métodos de combate convencionais, como 0 uso de
produtos quimicos a base de cobre e antibiéticos, podem trazer problemas quanto a
seguranca, ecotoxicidade, e ao surgimento de bactérias resistentes. Assim, a busca por
alternativas sustentaveis contra bactérias fitopatogénicas vem ganhando espaco nhas
pesquisas (BIANCALANI et al., 2016). Outro setor que vem buscando opc¢des mais
sustentaveis contra a acdo de microrganismos patogénicos € o da industria de alimentos,
visando substituir os aditivos ou conservantes sintéticos comumente utilizados na
preservacdo dos alimentos por compostos naturais (DANNENBERG et al., 2019;
POVEDA et al., 2018).

Nesse sentido, extratos naturais provenientes de diversas fontes vegetais vém
recebendo grande atencdo devido, ndo so a sua acdo antioxidante (POVEDA et al., 2018),
mas também a sua acdo antimicrobiana contra um amplo espectro como fungos
(Aspergillus niger), bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas
(Escherichia coli) (STEINER et al., 2017). Diante desse panorama, compostos ativos,

como os fendlicos, obtidos a partir de residuos agroindustriais surgem com grande
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potencial de aplicacdo tecnoldgica, especialmente devido ao baixo custo (HASS et al.,
2018; SILVA et al., 2018).

Alguns mecanismos de acdo vém sendo atribuidos a esses compostos bioativos,
como: desestabilizacdo da membrana citoplasmatica, alteracdes na permeabilidade da
membrana celular e interferéncia no metabolismo microbiano. Os flavan-3-ols (flavanadis,
como a catequina), flavondis e taninos tém se destacado, por exemplo, pelo fato de
eliminar fatores de viruléncia em microrganismos, além de atuarem em sinergia com
antibioticos (PINA-PEREZ; PEREZ, 2018). Ademais, 0os compostos fendlicos néo
flavonoides, como acido galico e acido vanilico, também apresentam acao antimicrobiana,
por exemplo na inibicdo de E. coli (SILVA et al., 2018; VAQUERO; ALBERTO;
NADRA, 2007). Assim, compostos fenolicos presentes em frutas tropicais e exoticas,
como a seriguela (espécie Spondias purpurea L.), tem despertado o interesse devido a sua

rica composi¢do em bioativos (DUTRA et al., 2017).

Diante dessa abordagem, a busca por inibidores, principalmente os obtidos de
fontes naturais, que afetem os sistemas bacterianos de viruléncia e patogenicidade como
aqueles regulados pelos sistemas Quorum Sensing (QS) e Secre¢do Tipo Trés (TTSS), vem
ganhando forca (BIANCALANI et al., 2016). Os Sistemas de Secre¢do Tipo Trés (TTSS)
sdo 0s principais determinantes da viruléncia de varias bactérias patogénicas, como as
espécies Shigella, Salmonella, Chlamydia, Yersinia, Escherichia e Pseudomonas, e esse
sistema € mediador de um complexo processo de transporte através da membrana
citoplasmatica em que as bactérias introduzem proteinas do citosol bacteriano para a célula
do hospedeiro capazes de causar patogenicidade e viruléncia, o que leva as infeccBes
bacterianas (WANG et al., 2016).

Com relagcdo ao Quorum Sensing (QS), este € um processo de comunicacdo e
sinalizacdo entre as células bacterianas que ocorre com base na geracao e identificacao de
moléculas sinalizadoras e na resposta em nivel de grupo (ZHANG et al., 2018). Esse
sistema também fornece a esses microrganismos a capacidade de se adaptarem ou
modularem sua expressdo génica de acordo com os estimulos bioticos e aos provenientes
do ambiente — abioticos (BIANCALANI et al., 2016; JOSHI et al., 2016). Além disso, 0
QS interfere na resisténcia a antibioticos e na producao de biofilme, que seria mais um

fator de protegéo/resisténcia bacteriano (ZHANG et al., 2018). Esse tipo de controle,



69

através do QS e TTSS, mostra-se uma vantajosa estratégia também pelo fato de que, como
ndo sdo mecanismos essenciais para viabilidade bacteriana, evitaria o risco de geracdo de
bactérias resistentes (BIANCALANI et al., 2016).

Alguns compostos provenientes de fontes vegetais ja& demonstraram interferir no
sistema QS e TTSS de patdgenos, como no estudo de Zhang et al. (2018). Nesse trabalho, a
cumarina, composto fenélico derivado de plantas, foi capaz de inibir o QS e a formacao de
biofilme, além de alterar a expressdo dos genes relacionados ao Sistema de Secrecdo do
Tipo Trés (TTSS) de Pseudomonas aeruginosa. Gutiérrez-Barranquero et al. (2015)
também identificaram a cumarina como um inibidor de QS com uma forte acdo anti-
viruléncia contra um vasto espectro de patdgenos, principalmente bactérias Gram-
negativas. Biancalani et al. (2016) identificaram que extratos de sementes de uva e de
folhas de ch& verde inibiram em 48 e 54% o sistema TTSS de Pseudomonas savastanoi,
respectivamente. Estes autores também identificaram a inibicdo do sistema QS em 43, 32 e
21% utilizando extratos de folhas de alcachofra, folhas de oliveira e folhas de cha verde,
respectivamente. Yin et al. (2015) demonstraram o alto potencial de inibicéo dos polifendis
do ch& verde no sistema QS regulador da patogenicidade de Pseudomonas aeruginosa,

incluindo uma inibicdo >80% na formacao de biofilme.

Além dos extratos provenientes de fontes vegetais, as nanoparticulas (NPs) de
oxido de zinco (ZnO) classificadas como substancias seguras (GRAS) pela Food and Drug
Administration — FDA (KANMANI; RHIM, 2014; SHANKAR et al., 2015), também vem
recebendo atencdo devido a sua atividade antimicrobiana contra uma variedade de
microrganismos (KANMANI; RHIM, 2014). Dentre estes pode-se citar Salmonella e
Campylobacter (DUFFY et al., 2018); Staphylococcus aureus (AKBAR; ANAL, 2014); L.
monocytogenes e E. coli (SHANKAR et al., 2015); Bacillus subtilis e Enterobacter
aerogenese (ESMAILZADEH et al.,, 2016). As NPs de ZnO tem como principais
mecanismos de acao: danos irreparaveis as membranas, DNA e mitocondrias provocados
pelo estresse oxidativo; mudancas na morfologia da célula; aumento da permeabilidade da
membrana; alteragdes na parede celular, entre outros (HAJIPOUR et al., 2012; DUFFY et
al., 2018).

Diante do exposto, verificou-se a necessidade de um estudo apronfudado quanto a

acdo dos extratos provenientes de residuos agroindustriais de frutas, visto que estes vém
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sendo bastante explorados pelo Grupo de Pesquisa em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), e que nos ultimos anos vem
realizando pesquisas, especialmente com residuos agroindustriais como no trabalho de
Machado (2015), aplicando os extratos obtidos em filmes para embalagens alimenticias ou
como microencapsulados. Além dos extratos e suas propriedades antioxidantes e mais
recentemente antimicrobianas, as nanoparticulas de 6xido de zinco também vém sendo
estudadas pelo grupo com especial interesse em sua atividade contra um amplo espectro de
microrganismos quando aplicado em filmes ativos. O emprego dessas substancias de
simples obtencdo com baixo custo traz também a possibilidade de aplicacdo na agricultura
e na agroindudstria. Assim, esse trabalho inicialmente realizou o delineamento do perfil
fenolico por HPLC do extrato de residuo de seriguela. Entdo, o extrato e as nanoparticulas
de ZnO foram avaliados quanto a sua atividade inibitoria sobre os sistemas TTSS (pT3) e
QS da bactéria fitopatogénica Gram-negativa Pseudomonas savastanoi, e a sua agdo
antibacteriana (contra espécies de Curtobacterium, Clavibacter, E. coli, Xanthomonas,
Serratia) - pelo método do halo de inibicdo - e antifingica - pela reducdo no tamanho da

col6nia (contra Botrytis cinerea), em parceria com a Universidade de Florenca na Italia.
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2. MATERIAL E METODO

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Andlises Fisico-quimicas de
Alimentos, do Departamento de Ciéncias Domesticas da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) em parceria com o Laboratério de Patologia Vegetal Molecular,
pertencente ao Departamento de Ciéncia da Producdo Agroalimentar e Ambiental da
Universidade de Florenga (Itdlia) e o Laboratdério de Dispositivos e Nanoestruturas da
Universidade Federal de Pernambuco (obtencdo do nanoZnO — CTG/UFPE).

2.1 OBTENCAO E PREPARO DAS MATERIAS-PRIMAS

O residuo de seriguela (cascas, residuos de polpa e pedacos das sementes) foi cedido
pela industria produtora de polpa de fruta congelada Fruta Pluss®, localizada na cidade de
Recife/PE. O residuo de seriguela foi coletado no préprio local de processamento e,
imediatamente transportado em caixas de isopor para o Laboratério de Analises Fisico-
quimicas de Alimentos, onde foram mantidas sob congelamento (-18°C) até sua utilizacéo.
O residuo foi submetido a secagem a 50°C, em estufa com circulacao de ar (MAQ035/5 —
MARCONI), até atingir uma umidade igual ou inferior 10%, e depois triturado em moinho
multiuso TE 631/2 - TECNAL. A farinha obtida passou por peneiramento (100 Mesh) a
fim de uniformizar os tamanhos de particulas, e mantida sob congelamento a -18°C em
sacos de polietileno de alta densidade, cobertos com folhas de aluminio a fim de proteger

da luz os compostos ativos.

Com relagdo as nanoparticulas de 6xido de zinco (nanoZnO), estas foram sintetizadas
no Laboratério de Dispositivos e Nanoestruturas (LDN/CTG/UFPE) conforme
metodologia descrita por Santos & Santos (2012).

2.2 OBTENCAO DO EXTRATO FENOLICO DE RESIDUO DE SERIGUELA

Na extracdo dos compostos fendlicos do residuo de seriguela utilizou-se 0 método
proposto por Da Silva (2014) e Machado (2015) com modifica¢Ges, em que 10g da farinha
(item 2.1) foram misturadas a 50mL de solucdo de etanol a 60% e a mistura submetida a
agitacdo (400 rpm) por 30 minutos, em agitador mecanico digital (TE — 039/1 — Tecnal) a
temperatura de 23 £2°C. Depois, esta foi centrifugada (centrifuga CT-6000 R-CIENTEC) a
4000 rpm, por 15 minutos e o precipitado foi ressuspendido em 50mL de etanol a 60% e
centrifugado novamente. Os sobrenadantes, obtidos das consecutivas centrifugac6es, foram

coletados, e seu volume final aferido para 100mL. Posteriormente o extrato foi armazenado
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sob congelamento a -18°C em recipientes de vidro ambar, para posterior delineamento do

perfil dos compostos fendlicos.

2.2.1 Delineamento do perfil fenolico

O extrato hidroetandlico foi submetido ao delineamento do perfil fendlico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Uma aliquota do extrato (20uL) foi injetada no
HPLC Ultimate 3000 Dionex®, equipado com degasificador, bomba quaternaria,
amostrador automatico, forno detector de absor¢cdo molecular UV/Vis, software
Chromeleon, com temperatura da coluna a 35°C. A andlise cromatografica foi realizada
utilizando coluna Acclaim®120 Dionex C18, 250 X 4,6mm X 5um (SHIMPACK CLC-
ODS); como fase movel a mistura acido formico: acetonitrila: a4gua ultra pura (0,5:12,5:87
v/v — solvente A) e a mistura acido férmico: acetonitrila: &gua ultra pura, (10:50:40 v/v —
solvente B), em gradiente de concentracdo obtido variando a proporcao do solvente B no
solvente A, como segue: 0 — 10 min, 100 a 90% A; 10 a 30min, 90 a 60% A, 30 a 40 min,
60 a 40% A; 55min, 40% A, com taxa de fluxo de 0,6mL. min't a 220nm, 280nm, 306nm e
368nm. Os compostos fendlicos foram identificados com base no seu tempo de retencéo e
propriedade espectral, e quantificados por curva padrdo de cada composto (TOLUN;
ALTINTAS; ARTIK, 2016). A faixa de linearidade das curvas de calibracdo foi a seguinte:
acido galico (14,63 — 293,30 pg.mL™), acido vanilico (1,72 — 42,90 pug.mL™Y), acido
siringico (2,68 — 46,80 pg.mL™), acido p-cumarico (1,92 — 49,76 pg.mL™Y), acido caféico
(1,07 — 56,80 pug.mL™Y), acido ferulico (1,18 — 51,80 pg.mL1), acido elagico (1,73 — 17,28
ug.mL?), rutina (2,56 — 32,24 pug.mL™Y), Resveratrol (trans-) (1,29 — 32,88 pg.mL™),
miricetina (1,12 — 41,20 pg.mL™), quercetina (1,96 — 38,40 pug.mL™), e caempeferol (0,81
— 16,20 pg.mL™).

2.3 ATIVIDADE INIBITORIA DO EXTRATO E NANOZnO SOBRE OS SISTEMAS
TTSS E QS DA BACTERIA FITOPATOGENICA GRAM-NEGATIVA Pseudomonas

savastanoi

A atividade relacionada aos sistemas TTSS (ou T3) e QS da bactéria Pseudomonas
savastanoi (pertencente a colecdo do Laboratorio de Patologia Vegetal Molecular da
Universidade de Florenga) foi determinada com base no rastreamento transcricional
(codificacdo genetica) para a proteina verde fluorescente (green fluorescent protein —

GFP), realizando-se medicdo simultanea da intensidade da GFP (fluorescéncia) e também
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do crescimento bacteriano ou atividade antibidtica (absorbancia a 600nm). O método
proposto por Biancalani et al. (2016) serviu de base para esse ensaio, sendo realizadas
algumas modificacdes. As células bacterianas carregando os promotores T3 e QS foram
cultivadas durante toda noite em meio de cultura KB (King’s B medium) a 26 °C, sendo o
sedimento final lavado duas vezes em solucdo fisioldgica estéril e inoculado em meio de
cultura para Pseudomonas (minimal medium — MM) com concentracdo final da bactéria
em OD600 (densidade Optica em 600nm) = 0,3; e posterior adicdo do extrato e do
nanoZnO em diferentes concentragdes. No caso do extrato, foram testados teores de 10, 20,
40 e 60% para analise com medicao no tempo zero e ap6s 24 horas. Quanto ao nanoZnO,
foram testadas concentracdes de 1, 2 e 3 % (amostras diluidas em agua estéril). A bactéria
contendo o vetor vazio (sem os promotores T3 e QS) foi usada como controle negativo. Os
ensaios foram executados em placas de multiplos pogos (BIOFIL®, Guangzhou, China)
durante 24 horas sendo a atividade medida quantitativamente de forma simultanea
(fluorescéncia GFP e absorbancia 600nm para T3 e QS) em leitor Infinite® M200PRO
Quad4 Monochromators™ (TECAN).

2.4 ACAO ANTIBACTERIANA DO EXTRATO E NANOZnO

A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de difusdo em &gar (técnica de
po¢o), sendo testados o extrato dos residuos de seriguela e 0 nanoZnO, conforme método
proposto por Arulmozhi et al. (2019) e Dahech et al. (2013) com alteracdes. O meio de
cultura LB (Luria Bertani) adicionado de &gar foi previamente preparado e distribuido em
placas de Petri estéreis descartaveis, e apds solificado 100 pL da cultura bacteriana (com
concentracdo de 0,5 OD — Escala McFarland) foi espalhada sobre o agar utilizando alca de
Drigalski descartavel. Em seguida, pocos de 7 mm de diametro foram produzidos
perfurando o meio de cultura, e 50 pL do extrato (para cada concentracéo teste de 100% —
puro, 10 e 5%) ou de nanoZnO disperso em &gua estéril (em concentracdes de 1, 2 e 3%)
foram injetados nos pogos com auxilio de pipeta automatica. As placas foram incubadas a
26 =1 °C por 24 horas. A acdo antibacteriana foi identificada pela presenca do halo de
inibicdo no entorno dos poc¢os. A area da zona inteira (halo + poc¢o) subtraida da area do
poco forneceu a zona de inibicio em mm?2 As cepas bacterianas testadas foram:
Curtobacterium flaccumfaciens pv flaccumfaciens (“International Collection of
Microorganisms from Plants — ICMP” 2584); Curtobacterium flaccumfaciens pv betae
(ICMP 2594); Curtobacterium flaccumfaciens pv oortii (ICMP 2632) e Clavibacter
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michiganensis pv michiganensis (ICMP 2550) obtidas da Colec¢do Internacional de
Microorganismos de Plantas - Auckland, Nova Zelandia; além de Escherichia coli
linhagem DH5a; Xanthomonas phaseoli; Serratia marcescens obtidas da colecdo do

Laboratorio de Patologia VVegetal Molecular da Universidade de Florenca.
2.5 ACAO ANTIFUNFICA DO EXTRATO E NANOZnO

A avaliacdo da atividade antifungica foi realizada conforme metodologia proposta
por El Khaldi et al. (2015), com modificacdes, para verificar o efeito do extrato e do
nanoZnO no desenvolvimento do fungo fitopatogénico Botrytis cinerea. Um plug micelial
de 7 mm de didametro deste fungo (que cresceu de forma ativa e era pertencente a colecdo
do Laboratério de Patologia Vegetal Molecular) foi colocado a 2 cm de distancia de um
poco contendo 50 pL do extrato (sem dilui¢do) ou nanoZnO (1 e 3% disperso em agua
estéril) no meio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar) previamente preparado e
solidificado em uma placa de Petri de 90 mm estéril e descartdvel. A placa controle
consistiu do mesmo esquema, porém sem a presenca de extrato ou nanoZnO no po¢o. Em
seguida, as placas foram incubadas a 26°C por até 7 dias, para entdo avaliar a inibicdo do
crescimento fungico, medida pela porcentagem de reducdo no tamanho da col6nia (area

circular) em presenga de nanoZnO e extrato com relagdo ao controle.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PERFIL FENOLICO DO EXTRATO DOS RESIDUOS DA SERIGUELA

Os compostos identificados a partir da analise do perfil fendlico do extrato
obtido do residuo de seriguela sdo mostrados na Tabela 1, e a concentragdo encontrada foi
expressa com relacdo a farinha deste residuo. O &cido galico foi 0 composto predominante
quantitativamente, seguido por menores quantidades de acido p-cumarico, resveratrol (-
trans), quercetina, acido siringico e feldrico. E importante citar os parametros do processo
de extracgdo utilizados nos estudos relatados nessa discusséao visto que fatores como tipo de
solvente e metodologia podem afetar a eficiéncia da extracéo e, assim, a disponibilidade
dessas substancias (HAAS et al., 2018), podendo acarretar variagfes nos constituintes
presentes e nas suas concentracdes, sendo também relevante caracteristicas como parte da

fruta analisada e local de origem desta.
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Tabela 1 - Perfil fendlico obtido a partir da anélise cromatogréfica do
extrato do residuo de seriguela (matriz).

Concentragdo em mg.100g™ de farinha dos

Compostos
residuos de seriguela *

Acido galico 479,93
Acido vanilico ND
Acido siringico 5,57
Acido p-cumérico 50,26
Acido cafeico ND
Acido ferdlico 4,04
Acido elagico ND
Rutina ND
Resveratrol (trans-) 29,50
Miricetina ND
Quercetina 19,35
Caempeferol ND

*Valores reportados para uma inje¢do da amostra; ND: ndo detectado.

Apesar das diferencas nos teores de cada composto fendlico identificado, observou-
se um perfil fendlico relativamente semelhante ao encontrado na seriguela (fruta fresca) e
em sua polpa congelada por Dutra et al. (2017) que detectaram e quantificaram (também
por HPLC) os fendlicos livres (extratos acetdnicos metanolicos) e os conjugados (extracao
com éter etilico). Estes autores identificaram a presenca, na fruta e na polpa, de todos os
compostos mostrados na Tabela 1, com excecdo do &cido caféico, resverastrol e do
caempeferol. Ainda que o composto predominante na fruta e polpa de fruta de seriguela
tenha sido o acido gentisico, ndo identificado nos residuos de seriguela deste trabalho,
deve-se levar em consideracdo os padrdes utilizados para analise cromatografica dos
residuos. Ainda sobre o estudo de Dutra et al. (2017), também foram encontradas
semelhancas qualitativas no perfil fendlico do umbu-caja (fruta e polpa), também

pertencente ao género Spondias.

Ademais, Engels et al. (2012) relataram previamente a presenca de compostos

fenolicos como &cido galico, quercetina, rutina e caempeferol em cascas de seriguela
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(extracdo via solucdo de acetona e &cido férmico) por meio de cromatografia liquida de
ultra-alta eficiéncia, sendo os dois primeiros também identificados no presente estudo
(Tabela 1).

Silva et al. (2016) estudaram o0s compostos presentes na casca de seriguela
(extragdo com metanol) por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
analise por espectrometria de massas por ionizacdo por eletropulverizacdo (HPLC-ESI-
MS") e identificaram os flavondis quercetina e rutina, previamente detectados por Engels
et al. (2012) em cascas de S. purpurea L., mas também constituintes diferentes como o
acido cafeico. Este altimo ndo foi identificado nos residuos de seriguela analisados no
presente estudo. Por fim, vale salientar que alguns constituintes encontrados nos residuos
de seriguela como 4&cido galico, &cido p-cumaérico e quercetina também ja foram
identificados na polpa de caja ou tapereba (Spondias mombin L.) como mostrado no estudo
de Bataglion et al. (2015) cuja extracgdo realizou-se via metanol, com maior predominancia
para o acido galico segundo os resultados destes autores, 0 que demonstra certa afinidade

com o perfil do residuo de seriguela (Tabela 1).

3.2 ATIVIDADE INIBITORIA DO EXTRATO E NANOZnO SOBRE OS SISTEMAS
TTSS E QS DA BACTERIA FITOPATOGENICA GRAM-NEGATIVA Pseudomonas

savastanoi

As bactérias patogénicas possuem sistemas de patogenicidade e viruléncia dentre os
quais se destacam o Sistema de Secrecdo Tipo Trés (TTSS ou T3) que se refere ao
transporte de protéinas para célula do hospedeiro capazes de produzir infeccBes e doencas
bacterianas (WANG et al., 2016), e o Quorum Sensing (QS) que é basicamente a
comunicacdo entre as células bacterianas (ZHANG et al., 2018). Diante disso, a atuacdo
sobre esses sistemas torna-se uma nova estratégia para reduzir a patogenicidade ou
viruléncia bacteriana evitando pragas na agricultura ou doencas transmitidas por alimentos
contaminados, por exemplo. Assim, verificou-se a acdo do extrato e do nanoZnO sobre
esses dois sistemas baseados na fluorescéncia da proteina GFP, assim como a agdo
antibiotica em cada um deles baseada na medida da absorbancia (600 nm) que se relaciona
com o crescimento bacteriano. Os resultados obtidos para atividade inibitéria do extrato
podem ser verificados nas Figuras 1 e 2, para os sistemas QS e TTSS respectivamente.
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Fig. 1. Atividades antibiotica (absorbancia a 600nm) (A) e antivirulenta (fluorescéncia —
GFP) (B) do extrato de residuo de seriguela relacionadas ao sistema QS da bactéria
Pseudomonas savastanoi

A Absorbancia a 600 nm (Abs) relacionada ao B Fluorescéncia (GFP) relacionada ao Sistema QS
Sistema QS para o extrato para o extrato
E 3 & 40000
S 25 6 [
32 < 30000 +107 48/0 +73 74%
8 2 +3,58% 2
©
= 15 & 20000 - -20,26%
§ 1 |-9,60% -12 87% -26 65% 2 -13,30% =
" ol ol In W=
a =
Extrato 10% Extrato 20% Extrato 40% Extrato 60% Extrato 10% Extrato 20% Extrato 40% Extrato 60%
m Abs_tempo 0 m Abs_apds 24h m GFP_tempo 0 ®m GFP_apos 24h

Fonte: Autora, 2019.

Observando a Figura 1A, verificou-se que apesar da reducdo no numero de
bactérias (efeito antibidtico) para o sistema QS, o extrato a 10 e 20% néo foi capaz de
reduzir a viruléncia relacionada ao Quorum Sensing assim como houve um aumento
relevante na fluorescéncia da proteina GFP (Figura 1B). Isso indicou que a presenca do
extrato nessas concentracdes leva ao aumento na comunicagdo entre as células bacterianas
e a uma melhor adaptagdo da sua expressdo genética a mudancas bidticas e abidticas que
possam Vvir a ocorrer no ambiente. Quanto ao extrato a 40% houve uma reducdo maior do
crescimento bacteriano (mais que o dobro) se comparado as concentracbes 10 e 20%
(Figura 1A), além de uma reducdo no sistema de viruléncia QS de 13,30% (Figura 1B).
Comparando-se ao extrato a 60%, a reducdo relacionada ao Quorum Sensing foi ainda
maior (20,26%) — Figura 1B, apesar do pequeno aumento no crescimento bacteriano —
Figura 1A. Assim, apesar de ter aumentado o nimero de bactérias, o extrato a 60% foi o
mais efetivo em evitar a atividade do sistema de viruléncia e patogenicidade referente ao
QS. Enquanto isso, 0s extratos nas duas menores concentracfes limitaram o crescimento
no numero de bactérias, mas as bactérias restantes foram capazes de se adaptar e aumentar
sua viruléncia e patogenicidade nesse sistema. Outros autores também encontraram
porcentagens de inibicdo desse sistema em torno de 20% para compostos provenientes de
fontes vegetais. Zhang et al. (2018), estudando a a¢do da cumarina sobre o sistema QS de
Pseudomonas aeruginosa, encontraram um efeito inibitério variando de 20 a 40%
dependendo da concentracdo testada. Biancalani et al. (2016) identificou inibicdo de 21%

para QS (Pseudomonas savastanoi) utilizando extrato de folhas de cha verde (catequinas).
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Na Figura 2, relacionada ao sistema TTSS (T3), € possivel identificar novamente
que o extrato nas concentragdes 10 e 20%, apesar de ser capaz de reduzir o crescimento
bacteriano — Figura 2A - (de forma mais expressiva para o extrato a 20%), ndo € eficiente
no combate a patogenicidade e viruléncia relacionada ao transporte de proteinas que
podem causar infecgbes e doengas, visto que houve um aumento de 162,28 e 55,57%,
respectivamente, na fluorescéncia da proteina GFP (Figura 2B). Na concentracdo a 40%,
ocorreu um pequeno aumento no numero de bactérias, assim como uma reducéo
inexpressiva (2,32%) no sistema T3 (Figura 2 A e B, respectivamente). O extrato a 60%
propiciou um aumento importante no nimero de bactérias (Figura 2A), mas apesar disso
novamente reduziu o efeito virulento e patogénico em um percentual maior (13,54%) que o
extrato a 40% (2,32%) (Figura 2B). Biancalani et al. (2016) identificaram percentuais de
inibicdo no sistema T3 da bactéria Pseudomonas savastanoi maiores que 0os mencionados,
48 e 54% analisando o extrato de semente de uva e de folhas de cha verde (100uM)
respecivamente.

Fig. 2. Atividades antibiotica (absorbancia a 600nm) (A) e antivirulenta (fluorescéncia —

GFP) (B) do extrato de residuo de seriguela relacionadas ao sistema TTSS (T3) da
bactéria Pseudomonas savastanoi

A Absorbancia a 600 nm relacionada ao Sistema B Fluorescéncia (GFP) relacionada ao Sistema
TTSS (T3) para o extrato TTSS (T3) para o extrato
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5] =]
§ 0 T 0
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m Abs_tempo 0 Abs_apos 24h m GFP_tempo 0 GFP_apos 24h

Fonte: Autora, 2019.

Os resultados relacionados a atividade inibitdria do nanoZnO podem ser verificados
nas Figura 3 e 4 para ambos os sistemas. Com relagdo ao sistema de comunicagéo
bacteriana QS, todas as concentracdes foram capazes de reduzir o crescimento bacteriano
relacionado a esse sistema, mas a concentracdo de 1% foi a que obteve maior efeito
antibidtico (Figura 3A). Contudo, 0 nanoZnO a 1 e 2% nado foram capazes de reduzir a
patogenicidade ou viruléncia por meio desse sistema (Figura 3B), pelo contréario, houve um
aumento relevante na acdo das bactérias pelo sistema Quorum Sensing. Quanto ao

nanoZnO a 3%, este obteve grande destaque ao reduzir em quase 50% a ativacdo dessa
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proteina promotora do sistema QS, o0 que demonstrou que apesar da baixa inibigdo do
crescimento bacteriano, essa nanoparticula na concentracao citada foi capaz de inibir pela

metade a patogenicidade e viruléncia bacteriana relacionada ao QS (Figura 3B).

Fig. 3. Atividades antibiotica (absorbancia a 600nm) (A) e antivirulenta (fluorescéncia —
GFP) (B) do nanozZnO relacionadas ao sistema QS da bactéria Pseudomonas savastanoi

A Absorbancia a 600 nm relacionada ao Sistema B  Fluorescéncia (GFP) relacionada ao Sistema QS
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Fonte: Autora, 2019.

Fig. 4. Atividades antibiotica (absorbancia a 600nm) (A) e antivirulenta (fluorescéncia —
GFP) (B) do nanozZnO relacionadas ao sistema TTSS (T3) da bactéria Pseudomonas
savastanoi

A Absorbancia a 600 nm relacionada ao Sistema B Fluorescéncia (GFP) relacionada ao Sistema
TTSS(T3) para o nanoZnO TTSS (T3) para o nanoZnO
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B Abs_ tempo 0 Abs_apos 24h B GFP_tempo 0 GFP_apos 24h
Fonte: Autora, 2019.
Analisando os resultados referentes ao sistema de secrecdo tipo Il para o

nanoZnO (Figura 4), observou-se que houve leve acdo antibidtica relacionada as
concentrages 1 e 3%, sendo a de 1% de maior intensidade, enquanto que para 2%
ocorreu um incremento (Figura 4A). Tendo em vista a acdo inibitéria ao sistema TTSS
(T3) apresentada na Figura 4B, identificou-se que a presenca do nanoZnO em todas as
concentracOes testadas levou a um aumento bastante significativo (acima de 200%) na
fluorescéncia da proteina GFP, indicando que a presenca da nanoparticula fez com que a
atividade relacionada ao transporte de material que causa patogenicidade e viruléncia ao
hospedeiro foi estimulada. Por fim, o nanoZnO a 3% obteve resultados mais

significativos, visto que conseguiu inibir 50% da atividade bacteriana relacionada ao
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sistema QS, porém levou a um aumento de mais de 300% na atividade relacionada ao
sistema TTSS (T3).

3.3 ACAO ANTIBACTERIANA DO EXTRATO E NANOZnO

A investigacdo da acdo antibacteriana dos extratos naturais provenientes de fontes
vegetais vem sendo intensificada nos ultimos anos (STEINER et al., 2017) e muitos
polifendis mostraram atividade contra um vasto espectro de microrganismos (PINA-
PEREZ; PEREZ, 2018). Além dos extratos, as nanoparticulas de ZnO também
demonstraram potencial uso como agente antimicrobiano (KANMANI; RHIM, 2014;
DUFFY et al., 2018). A atividade antibacteriana do extrato de residuo de seriguela e das
nanoparticulas de ZnO foi avaliada contra espécies de Curtobacterium, Clavibacter, E.

coli, Xanthomonas e Serratia.

Os resultados demonstraram que tanto o extrato de residuo de seriguela quanto o
nanoZnO ndo apresentaram acao antimicrobiana (auséncia do halo de inibicdo) frente as
cepas de: Curtobacterium flaccumfaciens pv flaccumfaciens — bactéria Gram-positiva,
fitopatogeno responsavel pela murchiddo bacteriana e por grandes perdas de producdo na
cultura do feijdo em todo mundo (OSDAGHI et al., 2015; HUANG; ERICKSON; HSIEH,
2007); Curtobacterium flaccumfaciens pv betae; Curtobacterium flaccumfaciens pv oortii
— Gram-positivas, também consideradas bactérias patogénicas para plantas,
especificamente para a beterraba (CHEN et al., 2007); Escherichia coli DH5a - bactérias
Gram-negativas que ndo apresentaram mecanismos patogénicos conhecidos segundo Chart
et al. (2000) e sdo muito utilizadas para clonagem laboratorial (KOSTYLEV et al., 2015);
Serratia marcescens - bactéria Gram-negativa pertencente a familia Enterobacteriaceae e
presente em solos e plantas (QUEIROZ et al., 2018).

Entretanto, o extrato apresentou atividade antimicrobiana contra as cepas de
Clavibacter michiganensis pv michiganensis e Xanthomonas phaseoli, tendo também o
nanoZnO efetividade de acdo contra esta tltima. Os resultados positivos encontrados para
a atividade antibacteriana do extrato e do nanoZnO, caracterizada pela formacéo do halo de

inibigdo, podem ser observados na Figura 5.
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Fig. 5. Acgédo antibacteriana do extrato e do nanoZnO
caracterizada pela formacdo do halo de inibicéo.

Amostra &
Imagens acao antimicrobiana  concentracio/drea ou
zona total de inibicao
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e NanoZnO a 1% /
Area de inibigao:
138,23 mm?
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e NanoZnO a 3% /
Area de inibicao:
275,67 mm?

Xanthomonas phaseoli

Fonte: Autora, 2019.

Na Figura 5 é possivel notar que o extrato puro (sem diluicdo) apresentou acdo
antimicrobiana contra a cepa de Clavibacter michiganensis pv michiganensis, contudo a
acdo desse extrato contra Xanthomonas phaseoli foi mais efetiva, visto que a area de
inibicdo dessa ultima foi maior que quatro vezes a zona da primeira citada. A bactéria
Gram-positiva Clavibacter michiganensis pv michiganensis é a responsavel pela doenca
bacteriana chamada cancer bacteriano do tomateiro que causa perdas econdmicas
relevantes em muitos paises (HIERY et al., 2013; LEON et al., 2008). J4 a Gram-negativa
Xanthomonas phaseoli é também um fitopatdgeno que pode atacar especialmente as
vagens de feijdo lima (SHARMA; GAUTAM; WADHAWAN, 2014). Diante desses
resultados notou-se que o0 extrato tem potencial de acdo tanto contra bactérias
fitopatogénicas Gram-positivas quanto Gram-negativas, com maior eficiéncia contra as

Gram-negativas. Este foi um resultado importante visto que as Gram-negativas possuem
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uma estrutura complexa de membrana celular (camada externa de lipopolissacarideo) que
pode dificultar a acdo de compostos ativos presentes no extrato (DU et al., 2011), contudo,
nesse estudo verificou-se que estes compostos foram capazes de penetrar essa barreira e
impedir o crescimento dessas bactérias. Outros extratos vegetais também ja mostraram
efetiva atividade antibacteriana contra Gram-positivas e negativas, como por exemplo, o
extrato da planta Hypericum perfoliatum no estudo de Del Monte et al. (2015)
demonstraram acdo contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Ou, na pesquisa de Alkan & Yemenicioglu (2016), em que
compostos ativos extraidos de fontes naturais de plantas (orégano, cravo, alcachofra,
nozes) foram capazes de agir em um diversificado espectro de bactérias fitopatogénicas,
como por exemplo, Erwinia amylovora, Erwinia carotovora, Xanthomonas vesicatoria e

Pseudomonas syringae.

Na Figura 5 também é possivel identificar que o nanoZnO, em todas as
concentragOes testadas (1, 2 e 3%), apresentou atividade antimicrobiana contra a bactéria
Xanthomonas phaseoli, 0 que indica que apesar da extrutura complexa da membrana
desses microrganismos, ele foi capaz possivelmente de penetrar e causar 0s danos
necessarios para evitar o crescimento dessa bactéria. A area de inibicdo nas concentracoes
1 e 2% de nanoZnO foi a mesma, 0 que indicou que ambas provocaram a mesma
efetividade na acdo, enquanto o aumento da concentracdo para 3% praticamente dobrou a
zona inibitoria mostrando maior intensidade antimicrobiana do nanoZnO quando utilizado

nessa condicao.

O uso de nanoparticulas no controle de doencgas em plantas vem ganhando destaque
a medida que as novas tecnologias permitiram uma producdo mais econémica para
aplicacOes agricolas, e apesar de ser um campo recente, algumas pesquisas ja demonstram
0 potencial uso de nanoparticulas de prata e éxido de zinco contra fitopatdgenos,
especificamente fungos (NAYANTARA; KAUR, 2018). Contudo, para outros tipos de
patdgenos, a acdo antimicrobiana do nanoZnO ja foi comprovada contra um vasto grupo de
microrganismos: Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, L. monocytogenes, E.
coli, Bacillus subtilis, Enterobacter aerogenese e cepas de Campylobacter (AKBAR;
ANAL, 2014; SHANKAR et al., 2015; ESMAILZADEH et al., 2016; DUFFY et al.,
2018).
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Apesar de néo ter ocorrido agdo antibacteriana contra Serratia marcescens, este
pode ser considerado um resultado positivo do ponto de vista agricola visto que, segundo
Wang et al. (2018), essa bactéria geralmente ja presente nos solos vem sendo utilizada com
grandes perspectivas na biorremediacdo de solos contaminados com fungicidas e
pesticidas, sendo ela capaz de degradar ou converter (em substancias nao toxicas) muitas
categorias desses produtos. Além disso, ja foi demonstrado a importancia e o grande
potencial dessas bactérias na remocéo de metais pesados do meio ambiente e do solo, com
destaque para as cepas que produzem pigmento vermelho (como as utilizadas neste
estudo), e que também possuem propriedades antibacterianas, antifingicas e
antiprotozoarias contra organismos que causem patogenicidade ao solo e as plantagdes
(QUEIROZ et al.,, 2018). Essas bactérias sdo consideradas também endofiticas (ja
presentes em plantas) que podem contribuir para o desenvolvimento da planta,
disponibilizacdo de nutrientes, producédo de fitohormonios e fixacdo do nitrogénio, além de
indiretamente evitar a proliferacdo de microrganismos fitopatogénicos, sendo assim um
controle bioldgico (DEVI; PANDEY; SHARMA, 2016), e agir como bioherbicidas
(YANG et al., 2015).

3.4 ACAO ANTIFUNGICA DO EXTRATO E NANOZnO

A atividade antifungica do extrato e do nanoZnO na presente pesquisa foi analisada
com relacdo ao fitopatégeno fangico Botrytis cinerea. Botrytis cinerea é o fungo causador
do mofo cinzento em mais de duzentas espécies vegetais ao redor do mundo, o que gera
muitas perdas na producéo de frutas e hortalicas (MA et al., 2019). Analisando o extrato
obtido a partir do residuo de seriguela e as nanoparticulas de ZnO, verificou-se que ambos

apresentaram a¢do antifingica contra 0 microrganismo citado.

As nanoparticulas de ZnO nas concentracdes de 1 e 3% obtiveram a mesma
intensidade de acdo apresentando entdo o mesmo percentual de reducdo de 33,08% em
relacdo a coldnia controle. Este valor foi quase o dobro do percentual de reducdo
apresentado pelo extrato dos residuos de seriguela (puro, sem diluicdo) que foi de 17,38%,
0 que indica que o nanoZnO mostrou uma acao antifungica mais efetiva contra Botrytis
cinérea. Nayantara & Kaur (2018) citam que as nanoparticulas de éxido de zinco foram
estudadas como fungicidas eficazes para fitopatdgenos, especialmente os fungos
patogénicos de pos-colheita Botrytis cinerea e Penicillium expansum como documentado
por He et al. (2011), que encontraram percentuais de inibicdo de 63 a 80% para Botrytis
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cinerea, valor bastante superior ao encontrado no presente estudo (33,08%). Esta diferenca
possivelmente pode estar relacionada a metodologia aplicada nos dois estudos, Vvisto que,
apesar de aqui terem sido utilizadas concentragdes superiores (1% ou 0,12 mol.L™ e 3% ou
0,37mol.LY) as aplicadas por He et al. (2011) — 0,02% (0,003 mol.L) até 0,1% (0,012
mol.L?), a solugdo de nanoZnO disperso em agua (do presente estudo) possivelmente nio
se difundiu bem no meio de cultura para que pudesse agir com mais eficiéncia na redugéo
do tamanho da coldnica fangica (o que corrobora com o que foi observado durante os
ensaios, em que durante a incubacdo a solucdo secou e o0 nanoZnO permaneceu sélido
aprisionado dentro do poco). Ja no trabalho de He et al. (2011) as nanoparticulas foram
dispersas diretamente no meio de cultura liquido, dessa forma obtendo maior distribuicao
ao longo de toda placa ap6s a solidificacdo do meio, e entdo um disco ou plug do fungo foi

posicionado no centro da placa.

Nayantara & Kaur (2018) relatam que o mecanismo de a¢do das nanoparticulas esta
possivelmente ligado a danos na parede celular e ao colapso de hifas fungicas. No estudo
de Dimkpa et al. (2013), os autores também comprovaram a acdo antifangica do nanoZnO,
dessa vez contra o fungo fitopatogénico Fusarium graminearum, com significativa

inibicdo desse microrganismo na presenca das nanoparticulas.

4. CONCLUSAO

e Tanto o extrato quanto o nanoZnO mostraram, embora em extensdes diferentes,
inibicdo contra os promotores dos sistemas de patogenicidade e viruléncia
bacterianos estudados. O extrato do residuo de seriguela foi capaz de inibir
parcialmente a atividade de ambos os sistemas (TTSS e QS) da bactéria
fitopatogénica Gram-negativa Pseudomonas savastanoi, enquanto o nanoZnO

obteve maior efetividade em reduzir a ativacdo do promotor para o sistema QS.

e Quanto a atividade antibacteriana, o extrato apresentou um espectro de acédo contra
bactérias fitopatogénicas tanto Gram-negativas quanto Gram-positivas, enquanto o

nanoZnO contra o desenvolvimento das Gram-negativas.

e Com relacdo a acdo antifungica, ambos os compostos foram capazes de inibir o

crescimento de fungo fitopatogénico, sendo as nanoparticulas mais efetivas.
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Possivelmente as a¢des antibacterianas e antifungicas do extrato fenolico de residuo
de seriguela foram promovidas devido a presenca do acido galico, p-cumarico,

resveratrol e quercetina.

Diante do exposto é possivel inferir que tanto o extrato obtido a partir dos residuos
de seriguela quanto o nanoZnO demonstraram ter grande potencial de aplicagdo na
agroindustria a fim de evitar perdas econdmicas decorrentes de doencas provocadas
por bactérias e fungos, ou como agentes ativos em filmes e revestimentos para
conservacao de alimentos por exemplo, tanto pela conhecida ac¢do antioxidante do
extrato quanto pela antimicrobiana de ambos, que em conjunto (efeitos aditivos e

sinérgicos) podem vir a melhorar a propriedade ativa desses materiais.
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Embalagens ativas para alimentos a base de residuos de mandioca/extrato do residuo

de seriguela/nanoZnO

Luana de Souza Cavalcante Carnaval, Amanda Rafaela Carneiro de Mesquita, Cristiana

Maria Pedroso Yoshida, Enayde de Almeida Melo, Andrelina Maria Pinheiro Santos

RESUMO

As embalagens plasticas convencionais se tornaram grandes responsaveis pelo
acimulo de residuos solidos na natureza. Diante disso, as embalagens biodegradaveis
produzidas a partir de residuos agroindustriais incorporadas com componentes ativos
antioxidantes naturais e/ou antimicrobianos vém ganhando destaque. Assim, esse estudo
produziu e caracterizou filmes a base da farinha dos residuos da mandioca (FRM),
incorporados com nanoZnO e extrato dos residuos da seriguela (EXT) para uso como
embalagens ativas para alimentos. Os filmes foram produzidos em trés condigdes: controle
(5% FRM e 2% glicerol), A (5% FRM, 10% EXT, 0,5% nanoZnO e 2% glicerol) e B (5%
FRM, 20% EXT, 0,5% nanoZnO e 2% glicerol). A caracterizacdo da FRM indicou um teor
de amido significativo (74,53 g.100g™) e do extrato um alto teor de fendlicos (1013,7 pg
EAG.mL™Y) e forte capacidade antioxidante (88,25 +1,16% de sequestro do DPPH). Os
filmes aditivados ndo tiveram uma boa retencdo dos ativos e apresentaram baixo nivel de
fendlicos (<1 mg EAG.g?), e consequentemente fraca agdo antioxidante, indicando o
potencial uso de blending para melhorar essa propriedade. Ndo houve mudanca
significativa quanto a solubilidade dos trés filmes (permanecendo >80%). Contudo, o valor
extretamente baixo da permeabilidade para todas as condi¢des indicou uma barreira
eficiente ao vapor de agua (0,0004 a 0,004 g.mm/m2.h.kPa). Quanto ao intumescimento, os
filmes aditivados obtiveram maior % de inchaco que o controle, e em relacdo as
propriedades Opticas estes se tornaram mais escuros e opacos, de cor amarelo-
avermelhada. A espessura dos filmes variou de 0,290 +0,007 a 0,316 £+ 0,003 mm, e 0 uso
dos aditivos proporcionou significativa reducdo da transmissdo de luz na regido visivel, e
na regido UV baixas porcentagens foram notadas em todas as condi¢bes. O uso do
nanoZnO e do EXT também melhorou a uniformidade e dispersdo das particulas nos
filmes. Houve inibigédo parcial no crescimento de S. aureus (maior efetividade) e E. coli
nos filmes aditivados e no controle. Por fim, ambos (extrato e nanoZnO) demonstraram
viabilidade para aplicacdo em embalagens ativas.

Palavras-chave: residuo de mandioca, antioxidantes naturais, acdo antimicrobiana,
nanoZnO, embalagem ativa.
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Active food packaging based on cassava residues/seriguela residue extract/nanoZnO

Luana de Souza Cavalcante Carnaval, Amanda Rafaela Carneiro de Mesquita, Cristana

Maria Pedroso Yoshida, Enayde de Almeida Melo, Andrelina Maria Pinheiro Santos

ABSTRACT

Conventional plastic packaging has become largely responsible for the
accumulation of solid waste in nature. In view of this, biodegradable packages produced
from agroindustrial residues incorporated with active components as natural antioxidants
and/or antimicrobial components have been gaining prominence. Thus, this study produced
and characterized films based on cassava residue flour (CRF), incorporated with nanoZnO
and extracts of the seriguela residues (EXT) for use as active food packaging. The films
were produced in three conditions: control (5% CRF and 2% glycerol), A (5% CRF, 10%
EXT, 0.5% nanoZnO and 2% glycerol) and B (5% CRF, 20% EXT, 0.5% nanoZnO and
2% glycerol). The characterization of the CRF indicated a significant starch content (74.53
g. 100g™) and the extract had a high phenolic content (1013.7 ngEAG.mL™?) and a strong
antioxidant capacity (88,25 + 1,16% DPPH scavenging). The additivated films did not
have a good retention of the active substances and presented low phenolic levels (<1 mg
EAG.gY), and consequently weak antioxidant action, indicating the potential use of a
blending to improve this property. There was no significant change in solubility of the
three films (remaining> 80%). However, the extremely low permeability value for all
conditions indicated an efficient water vapor barrier (0.0004 to 0.004 g.mm/m?.h.kPa).
Regarding as swelling, the additivated films obtained higher % swelling than the control,
and about to the optical properties these films became darker and more opaque, with
reddish yellow color. The thickness of the films ranged from 0.290 + 0.007 to 0.316 +
0.003 mm, and the use of the additives provided significant reduction of the light
transmission in the visible region, and in the UV regions low percentages were observed
under all conditions. The use of nanoZnO and EXT also improved the uniformity and
dispersion of the particles in the films. There was partial inhibition in the growth of S.
aureus (greater effectiveness) and E. coli in the additivated and control films. Finally, both
(extract and nanoZnO) demonstrated viability for application in active packages.

Key words: cassava residue, natural antioxidants, antimicrobial activity, nanoZnO, active
packaging.
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1. INTRODUCAO
O grande impacto ambiental causado por materiais plasticos sintéticos derivados do

petréleo utilizados em embalagens de alimentos, tem direcionado as pesquisas para o
desenvolvimento de materiais biodegradaveis (MORENO et al., 2017). E nesse ambito, o
amido surge como um dos polimeros mais promissores devido a sua alta disponibilidade,
baixo custo, compatibilidade com os alimentos e fonte renovavel (MACHADO;
BENELLI; TESSARO, 2017; MORENO et al.,, 2017). Além disso, apresenta boa
capacidade de formar filmes (KANMANI; RHIM, 2014). Diante das preocupacGes com a
agressdo ambiental e a demanda do consumidor por melhorias nas caracteristicas gerais do
produto, novos sistemas sustentaveis de embalagens alimenticias vém recebendo atengéo
(FENG et al., 2018).

Materiais como os residuos agroindustriais apresentam potencial de aproveitamento
(DEBIAGE et al., 2014; MELO; MALI, 2014; MACHADO; BENELLI; TESSARO,
2017). No processamento industrial da mandioca (Manihot esculenta Crantz), cultura
agricola de grande destaque no Brasil (SILVA, A. F. O. et al., 2016; VEIGA et al., 2016) e
em continentes como Asia e Africa (SOUZA et al. 2013b), sdo geradas quantidades
significativas de residuos solidos: em torno de 2 milhdes de toneladas de baga¢o ao ano no
Brasil e quase 29 milhdes no mundo resultante da producdo de fécula (FIORDA et al.
2013). Os principais residuos solidos gerados durante o processamento dessa raiz sdo as
cascas (com entrecascas) e o bagaco (SOUZA et al., 2013a, 2013b; SANCHEZ et al.,
2017). Além do impacto ambiental com o descarte inadequado desses residuos, esses
materiais de baixo custo gerados em grandes quantidades (VILHALVA et al., 2011) sdo
ricos em amido como, por exemplo, o bagaco que ainda contém entre 30 a 50% deste
polimero (SANCHEZ et al., 2017) e todo residuo fibroso que pode alcancar em média 75%
de acordo com Leonel & Cereda (2000).

E preciso destacar que a aplicacdo de filmes de amido é limitada devido a sua
natureza altamente hidrofilica (MORENO et al., 2017; NI et al. 2018), fragilidade e baixa
resisténcia mecéanica (MARENGO; VERCELHEZE; MALI, 2013; MACHADO;
BENELLI; TESSARO, 2017). Diante disso, a incorporacdo de nanoparticulas inorganicas
como material de reforco é objeto de estudo em diversos trabalhos (KANMANI; RHIM,
2014; RHIM et al., 2014; SHANKAR et al., 2015; NI et al. 2018). Dentre estas, destacam-
se as nanoparticulas de oxido de zinco (nanoZnO) que melhoram as propriedades
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mecénicas, com producdo a baixo custo em larga escala (SHANKAR et al., 2015), ndo
toxicas, com propriedades antimicrobianas (NI et al., 2018), resistentes a altas
temperaturas (KANMANI; RHIM, 2014; FARZANA et al. 2018), e reconhecidas pela
Food and Drug Administration (FDA) como substancias seguras (GRAS) (KANMANI;
RHIM, 2014; SHANKAR et al., 2015) sendo até mesmo estudadas na medicina e em
farmacos (NAFCHI et al., 2013; MIRHOSSEINI; FIROUZABADI, 2013) e como aditivos
alimenticios (SWAIN et al., 2016).

Além da mandioca, as frutas tropicais sdo outro produto agricola que também tém
recebido grande destaque no Brasil (ZERAIK et al., 2016; PAZ et al., 2015), devido ao
fato dessas frutas serem ricas em compostos fitoquimicos que estdo associados com a
prevencdo de doencas cronicas e degenerativas (SILVA et al., 2014), doencas
cardiovasculares e cancer (PAZ et al., 2015), destacando-se fendlicos, flavonoides e acidos
fendlicos (CAN-CUICH et al., 2017) com forte acdo antioxidante (DUTRA et al., 2017),
além do forte potencial antimicrobiano que vem recebendo muita atenc¢do nos Gltimos anos
(PINA-PEREZ; PEREZ, 2018). A crescente demanda dessa agroindistria tem levado &
geracdo e desperdicio de quantidades relevantes de residuos, visto que em muitas frutas a
maior concentracdo de compostos bioativos estd nas sementes e cascas (SILVA et al.,
2012).

Entre os residuos de frutas tropicais, a seriguela (Spondias purpurea L.) membro da
familia Anacardiaceae (ENGELS et al. 2012), uma fruta de grande relevancia no nordeste
brasileiro (AUGUSTO; CRISTIANINI; IBARZ, 2012), possui quantidades significativas
de compostos fendlicos (ENGELS et al., 2012). Contudo, no processamento desta, 40% da
producdo é tratada como residuos (ALBUQUERQUE et al., 2016), que poderiam ser
utilizados como fonte natural de antioxidantes (BABBAR et al., 2011; SILVA et al., 2012;
SILVA et al., 2014).

Por fim, o interesse em embalagens com propriedades ativas que visem reduzir 0s
problemas ambientais, estender o prazo de validade e melhorar o armazenamento dos
alimentos estd despertando o interesse de muitos consumidores (WU et al., 2018). Diante
do exposto, este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar filmes a base do
residuo do processamento industrial da mandioca, incorporados com nanoZnO e extrato
dos residuos da seriguela, com foco na obtencdo de biomaterial ativo para aplicacdo em

embalagens para alimentos. Inicialmente, foi realizada a caracterizacdo da farinha dos
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residuos de mandioca e a determinacdo da acdo antioxidante por meio da capacidade de
sequestro do radical DPPH e do teor de fendlicos totais do extrato de residuo de seriguela.
Os filmes foram caracterizados quanto a solubilidade em agua, permeabilidade ao vapor de
agua, intumescimento, cor, espessura, opacidade, transmissdo de luz, uniformidade, teor

total e capacidade de retencdo de fendlicos, atividade antioxidante e antimicrobiana.
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2. MATERIAL E METODO
O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Bioprocessos (Universidade Federal de

Pernambuco - UFPE) em parceria com o Laboratério de Analises Fisico-quimicas de
Alimentos do Departamento de Ciéncias Domésticas, o Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Tecnologia Rural (DTR) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), e o Laboratério de Dispositivos e Nanoestruturas (obtencdo do
nanoZnO e microscopia dos filmes — CTG/UFPE).

2.1 OBTENCAO E PREPARO DAS MATERIAS-PRIMAS

O residuo da mandioca foi cedido por duas unidades de processamento de mandioca
diferentes: as casca e entrecascas pela empresa José C. da Silva — Farinha (Farinha
Quatis®) localizada em Lagoa de Itaenga/PE, e 0 bagaco pela Prata Fina® localizada na
cidade de Lagoa Salgada/RN. Os residuos foram coletados em suas respectivas areas de
geracdo, acondicionados em sacos plasticos e transportados em caixas de isopor contendo
gelo até a cidade de Recife, sendo entdo imediatamente transferidos para o Laboratério de
Anélises Fisico-quimicas de Alimentos da UFRPE e armazenados sob congelamento (-
18°C) até o uso. Os residuos foram submetidos a secagem a 50°C, em estufa com
circulagdo de ar (MA035/5 — MARCONI), até alcancar uma umidade igual ou inferior
10%, e depois triturados em moinho multiuso TE 631/2 - TECNAL. A farinha obtida foi
peneirada (100 Mesh), para uniformizar os tamanhos de particulas, e armazenada sob

congelamento a -18°C em sacos de polietileno de alta densidade.

Para elaboracio dos filmes foram utilizados: glicerol (DINAMICA®); nanoZnO
adquirido do Laboratério de Dispositivos e Nanoestruturas — UFPE e preparado conforme
metodologia proposta por Santos & Santos (2012); e o extrato hidroetanodlico obtido a

partir da farinha dos residuos de seriguela preparado conforme descrito no Artigo 1.

2.2 ANALISE DA CAPACIDADE DE GELEIFICACAO DOS RESIDUOS DA
MANDIOCA

As farinhas (100 mesh) obtidas a partir dos residuos da mandioca foram utilizadas
para elaboracdo de filmes como segue: (a) farinha das entrecascas sem a pelicula marrom
externa, (b) farinha do bagago, (c) farinha da mistura 1:1 (p/p) das entrecascas (sem

pelicula marrom) e bagaco, e (d) farinha das entrecascas com a parte marrom da casca.
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Com a finalidade de averiguar a capacidade de formar gel, quatro diferentes filmes (sem
glicerol) foram elaborados utilizando concentragdo de 5% em peso, de cada respectiva
farinha acima descrita. A metodologia utilizada no preparo dos filmes foi a proposta por
Medina-Jaramillo et al. (2017) e Pifieros-Hernandez et al. (2017), com modificacdes: a
mistura (farinha e agua destilada, total de 100g) foi aquecida a 50°C sob agitacdo de
10.000 rpm em homogeneizador TE-102 TURRATEC TECNAL® durante 15 minutos,
aumentando-se a temperatura em seguida para 75°C sob a mesma agitacdo por 20 minutos
até a formacdo do gel, e posteriormente vertido sobre placa de Petri de vidro. A secagem
foi feita a 50°C em estufa de secagem QUIMIS Q317M-32. Realizou-se a analise visual
quanto ao gel formado (espalhamento na placa) e a capacidade de formacao do filme e sua

homogeneidade para que fosse definida o tipo de farinha a ser usada nas etapas seguintes.

23 CARACTERIZACAO DA FARINHA OBTIDA DOS RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS DA MANDIOCA

A farinha dos residuos de mandioca definida no item 2.2 foi caracterizada quanto aos
teores de umidade (método por infravermelho), cinzas (método 923,03), proteina (método
988,05) e lipidios (método 960,39) conforme AOAC (2012). Quanto ao método por
infravermelho, a umidade (%) foi obtida por leitura direta em equipamento (apds 30
minutos), utilizando-se aproximadamente 2g de amostra em uma balanca de infravermelho
MARTE® modelo ID50 com fonte de radiacdo acoplada. Os carboidratos totais foram
calculados como segue: 100 g - ¥ (gramas de umidade total + proteina + extrato etéreo +
residuo mineral fixo) e os resultados expressos em g.100g™. Todas as determinagdes foram
realizadas em triplicata. O teor de amido foi determinado com base na metodologia de
hidrolise acida, descrita por Cereda, Daiuto & Vilpoux (2004) e Machado, Campos &
Souza (2009), em que ocorre a hidrolise completa do amido a glicose cuja determinacéo €
realizada pelo método titulométrico de Lane-Eynon (AOAC, 1995). O resultado foi
convertido em g de amido por 100g de amostra, ao ser multiplicado pelo fator de

conversao 0,9.

2.4 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO EXTRATO DE RESIDUO DE SERIGUELA

O teor de fenolicos totais foi determinado por método espectrofotométrico

(espectrofotdometro Shimadzu UV-1650PC), utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu
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(Merck) e curva padrdo do &cido galico, com espectro de absorcdo registrado no
comprimento de onda de 725nm, conforme metodologia descrita por Wettasinghe &
Shahidi (1999). Os resultados foram expressos conforme segue: pg em equivalente de
acido galico por mL do extrato (ug EAG. mL™), e mg em equivalente de &cido galico por
100g de farinha do residuo de seriguela (mg EAG.100g™).

O extrato hidroetandlico foi avaliado quanto a sua capacidade de sequestrar o radical
1,1-difenil-2-picrilhidrazina (DPPH) (atividade antioxidante), segundo o método descrito
por Brand-Williams et al., (1995), modificado por Sanchez-Moreno, Larrauri e Sausa-
Calixto (1998). O extrato (0,1 mL) foi adicionado a solu¢cdo de DPPHes em metanol (100
M), e a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (Shumadzu UV-1650PC) a 517nm
até a reacdo atingir o platd. A capacidade de sequestrar o radical DPPH — expressa em
percentual (%) — foi calculada em relagéo ao controle (sem antioxidante, ou seja, solucao
de DPPH sem a presenca do extrato, utilizando-se etanol para substitui-lo), conforme a
Equacéo 1:

% sequestro = Absorbancia do controle — Absorbancia da amostra X 100 1)
Absorbancia do controle

2.5 PREPARO DOS FILMES INCORPORADOS COM nanoZnO E EXTRATO DOS

RESIDUOS DE SERIGUELA

Os filmes foram preparados obedecendo as seguintes condicdes (definidas a partir de
ensaios preliminares): A (5,0% FRM; 10% extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol), B
(5,0% FRM; 20,0% extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol) e o controle (5,0% FRM e
2,0% glicerol), utilizando a técnica de casting por meio do preparo de uma solugdo
filmogénica a base da farinha dos residuos da mandioca - FRM (definida de acordo com o
item 2.2).

A metodologia foi baseada na utilizada por Medina-Jaramillo et al. (2017) e Pifieros-
Hernandez et al. (2017), com modifica¢Ges. Inicialmente, o nanoZnO em pd foi
homogeneizado em &gua destilada por 2 minutos sob constante agitacdo a 10.000 rpm
utilizando homogeneizador TE-102 TURRATEC TECNAL®. Em seguida adicionou-se a
farinha dos residuos de mandioca (FRM), aquecendo-se a mistura a 90°C sob agitacdo de
10.000 rpm durante 30 minutos, sendo que ap6s os 10 minutos iniciais o glicerol era

adicionado. Completando-se essa fase de geleificacdo, a temperatura foi reduzida e
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mantida a 50 °C quando se adicionou o extrato hidroetandlico sob agitagdo de 14.000 rpm
por 10 minutos para sua homogeneizacdo. Em seguida, as solugdes filmogénicas (25Q)
foram vertidas em placas de Petri de acrilico com 8,5 cm de diametro, espalhadas, e
submetidas a secagem a 45° + 2°C em estufa de secagem (QUIMIS Q317M-32, Brasil) por
24 horas. No caso da condicdo controle, excluiram-se as etapas em que aparecem 0
nanoZnO e o extrato. Por fim, armazenaram-se os filmes embalados em papel aluminio
(para proteger da luz) em dessecador, contendo silica gel, para analises posteriores. Todas

as condicdes (A, B e controle) foram preparadas em triplicata.

Os filmes obtidos foram submetidos aos ensaios de solubilidade, permeabilidade ao
vapor de agua, intumescimento, espessura, opacidade, cor, transmissao de luz, microscopia
eletronica, teor de fendlicos totais, atividades antioxidante e antimicrobiana, conforme

descrito nos itens 2.6, 2.7 e 2.8 a sequir.

2.6 ENSAIOS DE CARACTERIZACAO DOS FILMES

2.6.1 Solubilidade em agua
Os testes de solubilidade em agua foram realizados em triplicata seguindo o método

descrito em Zamudio-Flores et al. (2010), utilizando amostras de tamanho 1 x 2 cm e

agitacdo constante a 200rpm por 1 h a 25°C.

2.6.2 Permeabilidade ao vapor de agua
O ensaio de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi realizado em triplicata pelo

método gravimétrico baseado na ASTM método E96-95 (ASTM, 1995) descrito por Dick
et al. (2015), com algumas modifica¢bes: o diametro da amostra de filme posicionada na
abertura circular da célula de permeacéao foi de 20mm e ap0s a primeira pesagem (apos 2h)
do sistema as demais ocorreram em intervalos de tempo regulares por um periodo de 72

horas.

2.6.3 Intumescimento
A capacidade dos filmes secos de absorver &gua foi analisada com base na

metodologia descrita por Cao, Fu e He (2007), com alterac6es: os filmes foram recortados
em circulos de 2,5 cm de diametro e armazenados por 24 horas em dessecador contendo

silica (para retirar a umidade das amostras — denominadas amostras secas “w1”).
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2.6.4 Cor
A anélise dos parametros de cor dos filmes foi realizada utilizando um colorimetro

CHROMA METER® CR-400 (Konica Minolta®, Japdo) no modo de refletancia,
calibrado com placa de porcelana branca, empregando iluminante C. Os resultados para cor
foram expressos no sistema CIELab (L*a*b*). Para a determinacdo dos parametros da cor,
os filmes foram sobrepostos em uma placa branca, e as leituras de L*; a* e b* efetuadas
em 5 diferentes pontos dos filmes (em triplicata), e média aritmética foi o resultado final
para cada parametro. Utilizaram-se os parametros de cor obtidos para o célculo da
tonalidade cromatica ou angulo de Hue (H° =arctan b*/a* ou H° =tan™ b*/a*) e croma
(C*= (a*?+b*?)"). E, por fim, foi calculado o AE* conforme Equacéo 2:

AE*= (AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (2)

2.6.5 Espessura e opacidade
A espessura do filme foi medida utilizando um micrémetro manual (Mitutoyo JIS B

7502, Japdo) com 0,01lmm de precisdo, sendo realizadas cinco medicdes (quadrante e
ponto central) e o valor médio como resultado final (MORADI et al., 2012), sendo
utilizado para os calculos da opacidade. Quanto a opacidade dos filmes, esta foi
determinada de acordo com método proposto por Siripatrawan & Harte (2010) e Wang et
al. (2013), utilizando amostras com dimensdes de 4,7 cm de comprimento X 0,9 cm de
largura posicionadas no local da cubeta de modo perpendicular ao feixe de luz,
espectofotdmetro Shimadzu UV-1650PC e leitura realizada em triplicata.

2.6.6 Transmissdo de luz (propriedade de barreira a luz)
A propriedade de barreira a luz dos filmes foi medida em comprimentos de onda

selecionados (200, 280, 350, 400, 500, 600, 700 e 800nm), utilizando-se o
espectrofotémetro (Shimadzu UV-1650 PC), de acordo com o procedimento referido por
Fang et al. (2002). As amostras dos filmes (4,7 cm de comprimento x 0,9 cm de largura)
foram alocadas no local da cubeta de modo perpendicular ao feixe de luz para leitura,

sendo a andlise de realizada em triplicata.

2.6.7 Uniformidade (Microscopia eletrdnica)
A uniformidade da superficie do filme foi observada por microscopia eletronica

(JEOL-6460) de acordo com metodologia descrita por Santos & Santos (2008).
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2.7 EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NOS FILMES, TEOR
DE FENOLICOS E CAPACIDADE DE RETENCAO, AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

A extracdo dos compostos fenolicos presentes nos filmes foi realizada utilizando-se
como amostra o filme inteiro, sendo esta pesada e imersa em 50 mL de solucdo etandlica a
60%, agitando-se (14.000 rpm) por 5 minutos em homogeneizador TE-102 TURRATEC
TECNAL®, sendo o sobrenadante utilizado para determinagdo dos fendlicos totais e da
atividade antioxidante. Os extratos obtidos foram submetidos a quantificacdo dos fendlicos
totais de acordo com a metodologia proposta por Wettasinghe e Shaihidi (1999) e curva
padrdo de acido galico, conforme descrito no item 2.4, com resultados expressos em mg

EAG/g de filme seco. Para a determinacdo dos fendlicos presentes nos filmes, foi usada a
_ CxV
Equacao 3: M 3)

Onde T é o conteldo total de fenolicos, em mg EAG/g de filme seco; C € a concentragéo
de acido galico estabelecida a partir da curva de calibracdo em mg/mL; V € o volume do
extrato do filme (mL) e M é o peso do filme seco (g) conforme descrito por Moradi et al.
(2012).

A partir da quantificacdo de fendlicos presentes no filme, esta foi comparada com a
quantidade de fenolicos que deveria estar presente (proveniente apenas do extrato
adicionado) se a retengdo fosse 100%, para assim determinar a capacidade de retencdo do
filme (em porcentagem). Por fim, a avaliacdo da atividade antioxidante do filme foi

realizada conforme descrito no item 2.4, utilizando o extrato obtido a partir de cada filme.
2.8 ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS FILMES

O ensaio da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo, conhecido como
método de halo de inibicdo, foi baseado na metodologia proposta por Jouki et al. (2014),
Peng & Li (2014) e Steiner et al. (2017) com modificacGes, contra cepas de Escherichia
coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), para os filmes produzidos.
Cepas de E. coli e S. aureus foram inoculadas em caldo infusdo de cérebro e de coragédo
(BHI, HiMedia, India) e incubadas a 37°C durante 24 horas. Apos esse periodo, 100 uL das
suspensdes bacterianas foram transferidos, separadamente, para tubos contendo solucéo

salina esterilizada para diluicOes seriadas e contagem de UFC mL™ para calibrag&o.
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A densidade do in6culo de cada cepa foi, entdo, ajustada a um padrdo na escala
MacFarland 0.5 (102 UFC.mL) e também para 10° UFC mL™. Entdo, com auxilio de
swabs estéreis as suspensdes (indculo) de cada concentracdo usada e de cada
microrganismo foram espalhadas/semeadas por estriamento nas direcdes transversal e
longitudinal na superficie de placas estéreis contendo agar triptona de soja (TSA, Oxoid,
Inglaterra). Os filmes elaborados foram cortados em circulos com 23 mm de didmetro e
acomodados na superficie das placas. Em seguida, estas foram incubadas a 35°C £1 por 48
horas, sendo feitas observacdes apds 24h e ap6s 48h. A identificacdo da acdo
antimicrobiana foi realizada pela presenca do halo de inibigdo no entorno dos discos dos
filmes. A area da zona inteira (halo de inibicdo + disco) subtraida da &rea do disco do filme

forneceria uma diferenca relatada como a zona de inibicdo (mm?).
2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados, posteriormente, por ANOVA e a analise estatistica foi
realizada utilizando o software Statistica Statsoft v5.0, sendo os resultados expressos em
média (triplicata) £ desvio padrdo. O teste t de Student (para os resultados da capacidade
de retencéo) e teste de Duncan (para os demais ensaios) foram aplicados para comparagéo

das médias, sendo diferencas significativas para p < 0,05.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISE DA CAPACIDADE DE GELEIFICACAO DOS RESIDUOS DA
MANDIOCA

Todas as farinhas testadas formaram gel de fluidez adequada para o espalhamento
nas placas de vidro, produzindo filmes ao final da secagem. Estes eram quebradicos devido
ao fato de ndo conter o agente plastificante (glicerol) em sua composicao, sendo compostos
apenas do residuo (contendo amido) e agua. Segundo Souza et al. (2012), geralmente o
segundo componente principal de um filme a base de amido € o plastificante, que é usado
para superar a fragilidade da pelicula (caracteristica quebradica) causada por forgas

intermoleculares elevadas.

Dentre as quatro diferentes farinhas preparadas a partir dos residuos da mandioca
definiu-se como a melhor opcao para trabalhar nesse estudo a farinha obtida da mistura 1:1
bagaco e entrecascas (sem a parte marrom da casca), nomeando-a como FRM (farinha dos

residuos da mandioca). Apesar de todas as farinhas terem sido capazes de gelificar e
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formar filmes, a escolha por esta farinha especificamente foi determinada pelo fato dela
oferecer 0 maximo aproveitamento dos residuos de ambos os fornecedores, e ndo apenas
de um. Além disso, deve-se destacar que a farinha das entrecascas com a pelicula marrom

ndo formou um filme homogéneo nao havendo boa dispersdo das particulas.

3.2 CARACTERIZACAO DA FARINHA OBTIDA DOS RESIDUOS
AGROIDUSTRIAIS DA MANDIOCA

A farinha obtida dos residuos agroindustriais de mandioca (1:1 entrecascas/bagaco)
foi caracterizada quanto a sua composicgéo fisico-quimica e os resultados sdo apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo fisico-quimica da farinha obtida dos residuos de mandioca

PARAMETROS AVALIADOS RESULTADOS OBTIDOS
Umidade® (%) 7,39%0,17
Cinzas! (%) 2,13+0,08
Proteinas’2 (g.100g}) 2,77 +0,22
Lipideos! (%) 1,49 0,40
Carboidratos totais® (g.100g™) 86,22
Amido (g.100g™)! 74,53 +4,34

!Média (n=3) * desvio padrdo, 2Proteina: fator de conversio = 6,25; Teor de carboidrato calculado por
diferenca

O teor de umidade da FRM apresentou-se de acordo com 0 preconizado pela
legislacdo (Resolugdo RDC N° 263/2005 — ANVISA: Regulamento técnico para produtos
de cereais, amidos, farinhas e farelos). O teor de amido da FRM foi similar a média
reportada na literatura, aproximadamente 75% de amido (LEONEL; CEREDA, 2000), e
superior ao citado por Sanchez et al. (2017) para o bagaco (30 — 50%). Em estudo de
caracterizagcdo de material fibroso obtido do cultivar Branca de Santa Catarina processada
comercialmente para a extracdo da fécula de mandioca na unidade industrial de Palmital-
SP, feito por Leonel & Cereda (2000), os autores encontraram teores menores que 0S
encontrados na FRM (Tabela 1): cinzas 1,31%, proteina 1,59% e lipideos 0,47%. Contudo
nessa mesma analise, 0 residuo proveniente deste cultivar apresentou teor de amido de
83,08 £0,35%, resultado superior ao encontrado no presente estudo. Segundo 0s mesmos

autores, a composicdo do residuo fibroso varia principalmente quanto ao teor de amido,
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que tem uma correlacdo direta com a eficiéncia do processo de extracdo. Ou seja, quanto

menor o teor de amido no residuo, mais eficiente foi o processo de extracao.

3.3 EXTRATO DO RESIDUO DA SERIGUELA: TEOR DE FENOLICOS TOTAIS E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O teor de fenodlicos totais determinado a partir do extrato hidroetanélico da
farinha dos residuos da seriguela foi de 1013,7 pg EAG.mL™ de extrato e 1013,7 mg
EAG.100g da farinha (o que equivale a aproximadamente 10,137 mg EAG.g™* da farinha
dos residuos). Estes valores foram superiores ao teor de fendlicos, presente na seriguela e
em outras frutas, relatado no estudo de Almeida et al. (2011) que utilizaram extracdo com
solugdo metandlica a 60%/0,1% HCI, a saber: 55,0 + 2,1 mgEAG.100g™* na seriguela, 98,8
+5,6 mgEAG.100g na mangaba (Hancornia speciosa Gomes), 83,8 +6,1 mgEAG.100g™*
no tamarindo (Tamarindus indica L.) e 44,6 +2,7 mgEAG.100g* no umbu (Spondias

tuberosa Arruda Camara).

Além das diferencas inerentes de cada fruta, os resultados divergentes comparando
apenas a fruta seriguela podem ter sido influenciados pela parte da fruta estudada, local de
origem e pelo método de extracdo aplicado que interfere diretamente na quantificacdo
desses compostos. Ademais, Can-Cauich et al. (2017) comentam que em muitos casos as
partes ndo comestiveis das frutas (casca, pele, sementes, etc.) podem ser mais ricas em
compostos bioativos do que sua respectiva por¢do comestivel e estes compostos podem ter
acao antioxidante maior do que as da polpa. Paz et al. (2015) avaliaram o0s extratos
hidroetandlicos (1:1 &gua/etanol) obtidos de polpas de frutas tropicais do Brasil e
encontraram valores inferiores ao encontrado no residuo de seriguela, quando analisado o
caja - Spondias mombin L. (744 +84 mgEAG.100g?), também pertencente ao género

Spondias.

Entre os estudos relacionados com residuos de frutas, pode-se citar o de Babbar et
al. (2011), cuja extracdo dos fenolicos utilizou solucdo de metanol 70%. Os autores
encontraram valores superiores aos determinados no residuo de seriguela, se consideradas
as sementes de uva (Vitis vinifera) com 37,4 +0,15 mgEAG.g? e as sementes de lichia
(Litchi chinensis Sonn.) com 17,9 +0,19 mgEAG.g'. Em contrapartida, o residuo de
seriguela apresentou teor de fenolicos superior ao encontrado no estudo de Oliveira et al.

(2009), que utilizou extragdo com metanol, e quantificaram 681,0 +53,5 mgEAG.100g*,



107

103,0 +10,4 mgEAG.100g? e 275,0 +38,0 mgEAG.100g™, respectivamente, para 0s
residuos de acerola (Malpighia emarginata), maracuja (Passiflora alata) e abacaxi

(Ananas comosus).

Em relacdo a acdo antioxidante do residuo de seriguela, a capacidade de sequestrar
o radical DPPH foi de 88,25 +1,16%. Melo et al. (2008) classificaram frutas cujos valores
estdo acima de 70% como tendo forte capacidade antioxidante, entre 50 e 70% capacidade
moderada, e inferior a 50% uma fraca capacidade em sequestrar o radical DPPH. Portanto,
o0 residuo de seriguela estudado possui alta atividade antioxidante, inclusive superior a
atividade antioxidante de extratos aquosos de frutas analisadas por Melo et al. (2008),
como abacaxi (Ananés comosus L. var. pérola) e laranja cravo (Citrus bergamia Risso) que
apresentaram resultados entre 60 e 70%. Nesse mesmo estudo, 0s extratos aquosos e
acetonicos da acerola (Malpighia emarginata D.C.) e do caju (Anarcadium occidentale)
apresentaram forte capacidade antioxidante, cujo valor foi acima de 80%, assemelhando-se
a atividade encontrada no residuo de seriguela. Oliveira et al. (2009), utilizando residuos
de frutas tropicais, relataram que a capacidade antioxidante dos residuos de abacaxi e
maracujad (menor que 30%) foi considerada fraca e, portanto, bastante inferior ao

encontrado para os residuos da seriguela deste estudo.

3.4 TEOR DE FENOLICOS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS FILMES E
CAPACIDADE DE RETENCAO

Antioxidantes constituem um grupo de compostos muito utilizados em alimentos
para retardar o processo oxidativo, e entre 0s mais ativos estdo os polifendis, como
flavonoides e acidos fendlicos (CAN-CAUICH et al., 2017). A incorporacdo de
antioxidantes em filmes poliméricos é uma alternativa sustentavel na obtencdo de
embalagens ativas (LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2012; BENBETTAIEB et al., 2018).
A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos para o teor de fenolicos, atividade antioxidante

e capacidade de retencédo de fendlicos dos filmes ativos de amido.
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Tabela 2 - Teor de fendlicos totais, atividade antioxidante (DPPH) e capacidade de
retencdo dos filmes a base de FRM (controle e condicGes A e B).

Teor de fenolicos total Sequestro do Capacidade

Filmes no filme (mg EAG.g* de radical DPPH  de retengéo
filme) (%) (%)
Controle 0,181 +0,016° 2,488 +0,244° --
Condicdo A 0,187 +0,023° 2,304 £0,645° 0,071 +0,001°
Condicéo B 0,523 +0,122? 5,116 £0,230* 2,214 +0,023?

*Descrigdo das condicOes analisadas: controle (5,0% FRM e 2,0% glicerol); A (5,0% FRM; 10% extrato;
0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol), B (5,0% FRM; 20,0% extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol).
**|_etras iguais na vertical ndo diferem significativamente (p< 0,05) pelo teste de Duncan (para teor de
fendlicos e sequestro do radical DPPH) e pelo teste t de Student (para capacidade de retencao).

Conforme classificado por Vasco; Ruales; Kamal-Eldin (2008), o teor de fendlicos
pode apresentar-se em trés grupos: nivel baixo (< 1mg EAG.g}), intermediario (1 a 10mg
EAG.g?) e alto (>10mg EAG.g™). Assim, os filmes produzidos podem ser classificados no
primeiro nivel, com baixa concentracdo de constituintes fenolicos (Tabela 2). Os valores
encontrados também foram inferiores aos encontrados por Pifieros-Hernandez et al. (2017),
que produziram filmes a base de amido de mandioca e extrato de alecrim, e identificaram
resultados variando de 4,4 mg EAG.g' a 13,6 mg EAG.g? de filme, dependendo da
quantidade de extrato adicionado. Foi possivel observar também que o teor de fenélicos no
filme A e no controle ndo apresentou diferenca significativa e, portanto, a retencdo dos
fenolicos no filme A (contendo 10% de extrato) pode ser considerada nula. E, mesmo o
filme B que diferiu estatisticamente dos filmes A e controle, também apresentou uma

quantidade de fendlicos baixa (<1mg EAG.g™Y).

Os compostos fendlicos sdo sensiveis a diversos fatores, e dentre um dos mais
importantes esta a temperatura elevada conforme apresentado por Sharma et al. (2015). O
aquecimento pode levar a degradacdo térmica desses compostos bioativos e diferentes
condigdes de aquecimento (temperatura utilizada e tempo de exposi¢do) provocam efeitos
diversos nas propriedades antioxidantes dessas substancias. Dessa forma, no processo de
obtencdo dos filmes & base de FRM, podem ter ocorrido perdas em etapas com uso de
aquecimento, como por exemplo, na adi¢do do extrato (50°C por 10 minutos) e no processo
de secagem, onde os filmes foram submetidos a 45°C por 24 horas. Segundo Thakhiew;
Devahastin; Soponronnarit (2014), as maiores perdas dos agentes ativos ocorrem

geralmente durante a secagem (etapa relevante na formacdo do filme), e que o método
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utilizado, assim como o tempo, sdo fatores que influenciam essa perda, que normalmente é
maior com o aumento do tempo de secagem. Assim, uma alternativa seria o uso de
condi¢cdes de secagem com menor tempo de exposicdo e temperatura mais baixa. Além
disso, os autores citam tambeém que aumentar a espessura do filme é outra opcdo que

ajudaria na retencdo do extrato dentro da matriz polimérica.

E importante também destacar que o residuo de mandioca usado como base para o
filme ndo era composto somente por amido e possuia outros constituintes que podem ter
interferido; e que a metodologia, a estrutura dos filmes/solucdo filmogénica e a proporcao
e interacdo de seus componentes podem nao ter sido as ideais para uma boa retencdo dos
compostos ativos na matriz do filme. Na metodologia utilizada o extrato foi adicionado ao
final do processo (quando a estrutura filmogénica ja havia sido formada) - como tentativa
de minimizar as perdas pelo calor -, sendo possivel entdo que os compostos fendlicos nao
tenham sido totalmente agregados a esta e durante o processo de secagem estes podem ter
sido facilmente levados ou “arrastados” juntamente com a gua. Outro ponto importante é
que, segundo Dai; Zhang; Cheng (2019), diferencas no tamanho de particula, forma,
relacdo amilopectina/amilose de amidos de diferentes fontes, afetam diretamente as
propriedades dos filmes formados gerando diferentes estruturas, e estas podem ser ou nao

favoraveis a retencdo das moléculas presentes nos compostos ativos.

O tipo e a quantidade do plastificante usado também interferem na estrutura dos
filmes. Conforme citado por Chiumarelli; Hubinger (2014) o glicerol (hidrofilico e
higroscdpico) € utilizado para aumentar a flexibilidade dos filmes/revestimentos, mas em
contrapartida pode interferir na matriz filmogénica, visto que devido ao seu baixo peso
molecular, podem ocupar espagos intermoleculares entre as cadeias poliméricas, reduzindo
as forcas e interacBes entre elas e aumentando a mobilidade das cadeias de polimeros.
Essas propriedades podem ser melhoradas adicionando constituintes hidrofobicos, como
lipidios (CAETANO et al., 2018). Outra alternativa para melhorar a retencéo dos fendlicos
no filme seria a combinacdo de diferentes polimeros para formagcdo de compositos,
formando blendings (AL-HASSAN; NORZIAH, 2012). No estudo de Silva et al. (2019),
foram produzidos filmes utilizando blendings de amido de mandioca, gelatina e quitosana
gue mostraram solubilidade extremamente baixa com diminuicdo da permeabilidade ao

vapor de agua.
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E necessario um estudo mais aprofundado da formulac&o utilizada para estes filmes
e das condig¢des do processo, com destaque na etapa de adicdo do extrato e temperatura
usada, interacGes presentes entre 0 extrato e a matriz de residuos, utilizacdo de extrato
encapsulado para protecdo dos compostos ativos, aplicacdo da solucdo filmogénica como
revestimento com secagem a temperatura ambiente (ou reduzida em menor tempo), ou
utilizacdo de um blending. Outro ponto importante a ser explorado é o solvente utilizado
para extracdo dos fenolicos dos filmes e a temperatura aplicada, visto que, segundo Haas et
al. (2018), os parametros de um processo de extracao podem afetar a eficiéncia da extracao

e assim a disponibilidade desses ativos no extrato.

Foi verificada também a presenca de fendlicos no filme controle (Tabela 2), em
cuja formulacdo ndo se utilizou extrato. Lima et al. (2017) estudaram os efeitos de trés
métodos de cozimento sob o teor de fenolicos totais e a atividade antioxidante da mandioca
crua, apds processamento. Os autores identificaram um teor de fendlicos de 0,1093 mg
EAG.g? de mandioca crua (10,93 + 0.00 mg EAG.100g?), o que corrobora com 0s
resultados obtidos para o contetdo total de fendlicos no filme controle (Tabela 2), e ainda
identificaram que o teor de fendlicos aumentou apds os tratamentos térmicos que
contribuiram na liberacdo desses compostos aprisionados na estrutura de sua matriz
(mandioca). E que a &gua fervente pode causar um amolecimento e a ruptura da estrutura
dos vegetais, permitindo que esses compostos fendlicos soltveis sejam liberados de sua
matriz e possam ser solubilizados em agua (o que levou a uma menor retencdo para 0s
processos que utilizaram agua do que os que nao utilizaram, pois ao serem liberados esses

compostos eram “lixiviados” da matriz).

Dessa forma, analisando os resultados obtidos para os filmes a base de FRM
produzidos nesta pesquisa, é possivel que durante a formacdo do gel, que utiliza agua e
aquecimento, os compostos fendlicos presentes na farinha de residuo de mandioca tenham
sido liberados e solubilizados na &agua presente na solucdo filmogénica, levando a
quantificacdo dessas substancias no filme controle. A capacidade de retencdo dos filmes A
e B diferiram de forma significativa (0,071 £0,001 e 2,214 +£0,023 %, respectivamente),
com filme B apresentando maior retencdo, porém ambas foram extremamente baixas

(Tabela 2), sendo a do filme A praticamente nula.

A atividade antioxidante é geralmente relacionada a presenca de compostos
fendlicos (PAZ et al., 2015). A andlise da acdo antioxidante do extrato obtido a partir do
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filme a base da FRM foi mensurada quanto a capacidade de sequestrar o radical DPPH,
que na presenca de antioxidantes é degradado levando a reducdo da absorbancia
(BABBAR et al., 2011; WANG et al., 2015). A porcentagem de sequestro para os filmes
de amido de FRM (Tabela 2) se mostrou compativel com os resultados do teor de fenolicos
e da capacidade de retencdo. Entre o filme A (2,304 + 0,645%) e o controle (2,488 +
0,244%) ndo houve diferencga significativa reafirmando que possivelmente a sutil acdo
apresentada no filme A foi devido aos fenolicos presentes no residuo de mandioca e ndo do
extrato adicionado, visto que a retencao foi quase nula. Ja a porcentagem de sequestro do
filme B (5,116 + 0,230%) diferiu estatisticamente dos demais.

Ainda em relagdo ao filme B, houve um incremento no teor de fendlicos, na
capacidade de retencdo e no percentual de sequestro do DPPH. O aumento na quantidade
de extrato adicionado na formulacdo do filme (20%) indicou a tendéncia ao aumento da
atividade antioxidante do filme ativo de amido. Isso também foi observado no estudo de
Feng et al. (2018) no desenvolvimento e preparacdo de filmes ativos de amido contendo
polifenol de cha, constatando que o aumento da acdo antioxidante foi diretamente

proporcional ao aumento da concetracdo de polifenol na formulacdo do filme.

O resultado da acdo antioxidante do filme B é muito inferior se comparado com o
encontrado em outros trabalhos. Pifieros-Hernandez et al. (2017) que avaliaram filmes de
amido de mandioca comestiveis contendo extrato de alecrim, usando extrato aquoso e
amido obtido da industria, encontraram um percentual de sequestro do DPPH de 28,6%
para filmes com 5% de extrato (4,4 mg EAG.g* de filme), 54,4% para filmes com 10% de
extrato (8,6 mg EAG.g de filme) e 81,9% para filmes contendo 20% de extrato (13,6 mg
EAG.g* de filme), podendo ser observado também o aumento da atividade a medida que
se adicionou maior propor¢do de extrato, assim como um incremento no teor fendlicos
totais. Caetano et al. (2018) caracterizaram filmes biodegradaveis ativos a base de fécula
de mandioca e compostos naturais (6leo essencial de orégano e extrato residuo de abdbora)
e identificaram acdo antioxidante superior variando de 17,91 a 60,49% o percentual de
sequestro do radical DPPH.
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3.5 ENSAIOS DE CARACTERIZAC}AO DOS FILMES
3.5.1 Solubilidade

Solubilidade em &gua € descrita como um fator importante para selecdo de filmes
utilizados como embalagens para alimentos, visto que tera impacto direto nas propriedades
de barreira e assim, a estrutura de filmes com alta solubilidade pode ser comprometida a
medida que a &gua é transferida (SILVA et al., 2019). Portanto, quando se deseja obter
resisténcia a dgua e manter a integridade do alimento é preciso obter filmes com baixa
solubilidade (CAETANO et al., 2018). Este parametro se torna ainda mais relevante para
os filmes e revestimentos a base de amido, tendo em vista o carater hidrofilico desse
polimero, que torna esses materiais bastante soliveis em agua (CHIUMARELLI,
HUBINGER, 2012; HASSAN et al., 2018). Nesse sentido, outros componentes como as
nanoparticulas, vém sendo usados como material de reforco (SHANKAR et al., 2015).

Os resultados obtidos para a solubilidade em agua dos filmes a base de FRM séo
mostrados na Tabela 3, sendo que estes ndo diferiram estatisticamente entre si, e a
solubilidade se mostrou alta se comparada a encontrada em outros estudos como os de
Silva et al. (2019) e Medina-Jaramillo et al. (2017).

Tabela 3 - Solubilidade dos filmes produzidos a base de
residuo de mandioca, nanoZnO e extrato dos residuos de

seriguela.
Filmes Solubilidade (%)
Controle 85,225 + 7,448?
Condicéo A 80,245 + 2,0852
Condicdo B 81,335 + 4,7022

*Descricdo das condicfes analisadas: controle (5,0% FRM e 2,0%
glicerol); A (5,0% FRM; 10% extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol),
B (5,0% FRM; 20,0% extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol).

**| etras iguais na vertical ndo diferem significativamente (p< 0,05)
pelo teste de Duncan.

Silva et al. (2019) sintetizaram e caracterizaram filmes comestiveis de baixa
solubilidade a base de fécula de mandioca nativa com adi¢do de quitosana e gelatina,
criando assim um blending, e obtiveram resultados de solubilidade variando entre 10 2%
e 23 +4%. A solubilidade em agua encontrada nos filmes a base de residuo de mandioca
(Tabela 3) apresentaram resultados superiores aos obtidos por esses autores, que
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identificaram menor solubilidade em &gua nos filmes com menores concentragdes de
amido e gelatina, que tendem a formar filmes altamente hidrofilicos. Contudo a adigédo da
quitosana, biopolimero com baixa solubilidade em &gua, possivelmente minimizou este
efeito. Isso reforca a ideia do potencial uso de blending com quitosana nos filmes
produzidos neste estudo a base do residuo de mandioca, com a finalidade de reduzir a
solubilidade e melhorar as propriedades de barreira a agua.

Outro ponto importante a ser avaliado é o plastificante. Caetano et al. (2018)
desenvolveram e caracterizaram filmes ativos a base de amido de mandioca, 6leo essencial
de orégano e extrato de residuo de abobora, e obtiveram percentuais de solubilidade entre
17,74 e 21,75%. Quanto ao plastificante, os autores destacaram que filmes produzidos com
1,7% de glicerol obtiveram maior porcentagem de solubilidade em agua do que o0s
formulados com 0,85%, e isto foi associado a concentracdes maiores de glicerol que
formaram filmes mais sollveis pois 0s grupos hidroxila os tornam mais higroscépicos,
elevando a solubilidade. Assim, o uso de 2,0% de glicerol nos filmes deste trabalho pode
ter influenciado na alta solubilidade em agua dos mesmos. Conforme Thakur et al. (2019),
os plastificantes sdo materiais essenciais na producdo de filmes e revestimentos pois
aumentam sua flexibilidade, especialmente os a base de amido. E, a maioria dos polidis
foram relatados compativeis com amido. Silva et al. (2019) citam que entre 0s mais
utilizados, estdo o glicerol e o sorbitol, este Gltimo segundo os autores mostra maior
interacdo com as cadeias de amido (maior peso molecular com mais grupos hidroxila do
que o glicerol), o que também segundo Al-Hassan; Norziah (2012) pode conferir menor
efeito plastificante e afetar as propriedades mecénicas. Isto posto, uma alternativa para
reduzir a solubilidade dos filmes produzidos neste estudo seria modificar a concentracao de

glicerol utilizada na producdo dos filmes e/ou testar outros plastificantes, como o sorbitol.

Mesmo nos filmes produzidos sem blending, como no caso do estudo de Medina-
Jaramillo et al. (2017) que produziram filmes a base de amido de mandioca (5% m/m),
glicerol (1,5% m/m) e extratos de cha verde e manjericdo (5% m/m), a solubilidade variou
de 28 a 30%, valor inferior ao encontrado nos filmes de residuo de mandioca, nanoZnO e
extrato de residuo de seriguela (Tabela 3). Os autores citam que a incorporagdo de extratos
na matriz de amido tem um papel significante nas propriedades de barreira do filme. Assim
0 tipo de extrato, fonte do qual foi obtido, sua estrutura e constituintes e as interacdes com

a matriz; assim como as propor¢Oes utilizadas na solucdo filmogénica podem ter
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interferido na solubilidade dos filmes neste estudo. Por exemplo, Perazzo et al. (2014), que
estudaram a elaboragdo de filmes de amido incorporados com extrato de cha verde e de
6leo de palma, citam que os carotenoides presentes nos extratos podem ter interagido com
as regides hidrofobicas da amilose ou com cadeias laterais da amilopectina (forcas de Van
der Waals), limitando a disponibilidade de grupos hidrogénio em formar ligagdes

hidrofilicas com &gua, e assim reduzir a afinidade do filme de amido com agua.

Caracteristicas inerentes ao uso do amido como base para obtencdo de filmes sdo
outro fator que possivelmente interferiu nesta propriedade, por exemplo, as diferencas na
estrutura, na fonte, e na relagdo amilose/amilopectina do amido utilizado. Thakur et al.
(2019) citam que as propriedades dos granulos de amido afetam as caracteristicas finais
dos filmes durante o aquecimento; a propor¢cdo de amido pode interferir na viscosidade
afetando a retracdo na secagem do filme; diferentes fontes botanicas podem gerar
diferentes temperaturas de gelatinizacdo devido as interacdes entre amilose e amilopectina.
Além disso, os autores também relatam que a reassociacdo das cadeias de amilose e
amilopectina, durante a retrogradacédo, interfere na permeabilidade, na solubilidade e

propriedades mecanicas dos filmes de amido.

Thakur et al. (2019) abordam que um alto teor de amilose torna o filme mais
sensivel a umidade, interferindo nas propriedades de barreira. Sendo assim, maiores
concentracBes de amilopectina reduzem a solubilidade do filme em 4agua. Contudo, a alta
solubilidade apresentada pelos filmes a base de FRM produzidos neste trabalho (Tabela 3)
pode ser uma propriedade desejavel em outras aplicagdes como, por exemplo, sistemas de
liberacdo de ativos ou farmacos/medicamentos quando em contato com &agua, para

tratamento médico como no estudo de Chan et al. (2019).
3.5.2 Permeabilidade ao vapor de dgua e intumescimento

Em geral, a permeabilidade ao vapor de dgua esta associada a taxa de transferéncia
das moléculas de &gua contra uma for¢a motriz de pressao de vapor, a area de permeacao e
a espessura do filme, e é um indicativo das propriedades de barreira do material (WANG et
al., 2015). A barreira ao vapor de dgua € um aspecto relevante para manutencao e extensao
da vida de prateleira dos alimentos embalados, visto que o teor de umidade tem estreita
relacdo com a deterioracdo dos produtos alimenticios (XU et al., 2018). A Tabela 4

apresenta os resultados dessa propriedade para os filmes de amido a base de FRM.
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Tabela 4 - Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e intumescimento dos filmes a base
de FRM.

_ PVA _
Filmes Intumescimento (%)
(g.mm/m?.h.kPa)
Controle (0% extrato) 0,0029 + 0,0001° 101,360 +3,398¢
Condic&o A (10% extrato) 0,0031+ 0,0000° 112,020 + 5,888"
Condicéo B (20% extrato) 0,0034 + 0,00012 129, 610 + 4,6107

*Descrigdo das condicOes analisadas: controle (5,0% FRM e 2,0% glicerol); A (5,0% FRM; 10% extrato;
0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol), B (5,0% FRM; 20,0% extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol).
**|_etras iguais na vertical ndo diferem significativamente (p< 0,05) pelo teste de Duncan
Os valores de PVA dos filmes A (10% de extrato) e Controle ndo diferiram
estatisticamente entre si, entretanto o filme B apresentou maior PVA, demonstrando que a

adicdo de 20% de extrato provocou uma alteracao significativa na PVA destes.

Os filmes flexiveis, de acordo com Silva, M. F. et al. (2016) podem ser
classificados segundo os valores obtidos para essa propriedade: de 0,4 a 4,2
g.mm/m2h.kPa para filmes de permeabilidade ineficiente/fraca; 0,004 a 0,4
g.mm/m?.h.kPa para filmes de permeabilidade moderada; e para uma barreira ao vapor de
agua eficiente, sdo citados valores de permeabilidade entre 0,0004 e 0,004 g.mm/m?.h.kPa.
Tendo em vista essa classificacdo, os filmes a base de FRM com ou sem extrato podem ser
considerados como barreira eficiente ao vapor de agua. Conforme Souza et al. (2012), a
permeabilidade ao vapor de agua deve ser a mais baixa possivel uma vez que uma das
principais funcdes de uma embalagem de alimentos é evitar ou ao menos reduzir a

transferéncia de umidade entre o alimento e ambiente externo.

Os resultados de PVA dos filmes a base de FRM mostraram-se promissores se
comparados aos obtidos por outros autores para filmes a base de amido. Luchese; Spada;
Tessaro (2017) produziram e caracterizaram filmes & base amido de milho e de mandioca
(incluindo glicerol 0,9% e goma xantana 0,005% na formulagdo) comparando-0s com
filmes comerciais existentes no mercado (PVC e o polietileno de baixa densidade -PEBD),
e identificaram permeabilidade moderada a fraca com valores variando de 0,15 a 0,42
g.mm/m?.h.kPa. Além disso, no mesmo estudo foram analisadas a propriedade de barreira
ao vapor de &gua para filmes de PVVC e PEDB comerciais cujos valores foram 0,03 + 0,003
g.mm/m?hkPa (permeabilidade moderada) e 0,003 =+ 0,0001 g.mm/m2.h.kPa

(permeabilidade eficiente, boa barreira ao vapor de agua), respectivamente. Dessa forma,
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os filmes de FRM (Tabela 4) apresentaram valores de PVA compardveis ao PEDB

comercial e melhores que os filmes de PVC.

Monteiro et al. (2018) encontraram valores de PVA entre 0,5141 e 0,8371
g.mm/m?.h.kPa para filmes & base de amido de mandioca e glicerol (10 a 30% de glicerol
em relacdo a massa seca de amido). Os teores de amido e de glicerol influenciaram
significativamente nesta propriedade, visto que 0 aumento na concentracdo de amido
provocou maior valor de PVA (para mesma concentracdo de glicerol), e 0 mesmo ocorreu
com o glicerol (para a mesma concentragdo de amido). Isto foi associado ao fato do amido
de mandioca possuir em sua estrutura uma extensa cadeia ramificada (amilopectina),
dificultando a aproximacao das moléculas. E, Souza et al. (2012) citam que o glicerol,
molécula hidrofilica e pequena, pode ser aprisionada entre cadeias reduzindo as atragdes
intermoleculares e aumentando a mobilidade das moléculas, favorecendo a migracdo de
vapor de agua. Estes autores estudaram filmes a base de amido de mandioca, assim como
a influéncia do glicerol (de 0,0 a 0,75%) e da adicdo de nanoparticulas (NPs) de argila nas
propriedades dos filmes, e identificaram o mesmo comportamento de aumento da
permeabilidade com o aumento do teor de glicerol utilizado observado por Monteiro et al
(2018).

Souza et al. (2012) também identificaram a influéncia positiva das nanoparticulas
de argila na PVA, havendo reducdo significativa ao aumentar a concentracdo de
nanoparticulas (considerando um mesmo teor de glicerol). E, concluiram que menores
teores de glicerol e maiores concentragdes de NPs de argila produziram filmes com menor
PVA. Dessa forma, as nanoparticulas de ZnO, utilizadas também como reforco neste
trabalho, possivelmente contribuiram para reduzir a PVA, mais eficiente se comparada aos

resultados dos demais estudos citados anteriormente.

Hu et al. (2019) observaram a reducdo da PVA com o aumento no teor de
nanoparticulas (neste caso NPs de ZnO-quitosana) em filmes de amido, e explicaram que
quando as NPs estdo bem dispersas na matriz (sem agregados que podem gerar lacunas na
estrutura e produzir o efeito contrario) forma-se uma estrutura compacta com pouco espaco
para as moléculas de agua passarem. O mesmo efeito pode ter ocorrido com o filme
controle, ja que possui em sua base farinha de residuo de mandioca (100 Mesh) que nédo

contém apenas amido, assim, as particulas de outros componentes presentes podem ter
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ocupado os espacos intermoleculares na estrutura do filme reduzindo os valores de PVA
para os filmes a base de FRM, que foram inferiores aos do filme controle (amido puro sem
NPs) de Hu et al. (2019): 0,5 g.mm/m?.h.kPa.

A adicdo do extrato hidroetandlico na faixa de 20% (filme B) provocou uma
elevacdo no valor de permeabilidade ao vapor de dgua (Tabela 4). Conforme Caetano et
al. (2018), a permeabilidade ao vapor de 4gua depende também da razdo entre a por¢do de
componentes hidrofilicos e hidrofébicos presentes no filme, sendo 0s componentes
hidrofébicos que ajudam a reduzir a PVA. Os autores explicam que a transferéncia de
vapor de agua ocorre através da porcao hidrofilica. Portanto, a afinidade/boa solubilidade
do extrato com/em a &gua, devido a sua estrutura quimica, pode ter contribuido para esse
aumento na PVA do filme B. Este resultado corrobora com o encontrado por Xu et al.
(2018), que estudaram filmes & base de amido de tapioca, extrato de bagaco de uva, e
nanocristais de celulose, e identificaram que a adicdo do extrato aumentou
significativamente a PVA dos filmes e que a extensdo desse incremento dependeu do tipo
de extrato (variedade da uva). Os autores explicam que o extrato funcionou como agente
plastificante reduzindo as interagbes intermoleculares e aumentando a mobilidade das

macromoléculas, aumentando a PVA.

Quanto a analise de intumescimento para os filmes a base de FRM, a incorporagéo
de extrato (Filmes A e B) levou a um grau maior de inchaco que o filme controle (Tabela
4). Os resultados foram estatisticamente diferentes, indicando que esta propriedade foi
afetada pela quantidade de extrato adicionado. A capacidade de inchamento refere-se a
capacidade de retencdo de &gua do filme, e é influenciada pelos grupos hidrofilicos livres e
pelo volume livre nos filmes (SURIYATEM; AURAS; RACHTANAPUM, 2018).

Desta maneira, é possivel que a adicdo do extrato hidroetanolico dos residuos de
seriguela tenha contribuido para 0 aumento no grau de intumescimento dos filmes A e B
(Tabela 4). Nouraddini; Esmaiili; Mohtarami (2018), em estudo com filmes comestiveis a
base de amido de milho e farinha de berinjela, identificaram que o filme controle
(contendo apenas amido) apresentou 0 menor grau de inchamento (103,39%, resultado
equivalente ao encontrado na Tabela 4) e que a adicdo de farinha de berinjela levou ao

aumento desse valor. Isto foi associado a alta quantidade de grupos hidroxila livres dos
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acidos fendlicos presentes na farinha de berinjela, elevando a absor¢do de umidade do

filme.

Apesar do reforco com a adi¢do das nanoparticulas de ZnO, possivelmente ainda
existiam espacos livres na estrutura do filme de FRM que permitiram a entrada de
moléculas de 4gua e o consequente inchago. Estes resultados coincidem com o aumento na

PVA dos filmes a medida que o extrato foi adicionado.

Thakhiew; Devahastin; Soponronnarit (2014) explicam que, no caso de filmes
ativos, um aumento (em pouco tempo, como no caso deste estudo — 2 minutos) no grau de
intumescimento leva a liberacdo e perda mais rdpidas dos constituintes ativos para o
ambiente externo, e assim os filmes ndo mantém uma concentracdo adequada durante o
periodo de armazenamento, reduzindo os efeitos destes. No caso de embalagens ativas, é
necessario que 0 aumento no grau de intumescimento ocorra em periodos mais longos,
para uma liberagdo mais lenta e continua desses compostos. A fim de contornar esse fato,
Chan et al. (2019) consideram que a substituicdo do glicerol (de caracteristica mais
hidrofilica) pelo sorbitol, como plastificante em peliculas de amido, levaria a formacao de
filmes com menor capacidade de absorcdo de &gua e com absorcdo mais lenta. Vale
salientar que, conforme Lopez-Coérdoba et al. (2017), o meio no qual o filme estara em
contato (polaridade do meio — aquoso, etanolico, etc - e tipo de alimento) também interfere

no perfil de liberacéo dos polifendis dos filmes ativos.

Uma maior elevagdo do intumescimento ou alto grau de inchago nesses materiais
pode ser uma caracteristica desejavel para aplicacdo como filmes superabsorventes para
agricultura, por exemplo. Segundo Liu; Luan; Li (2019), o uso no solo contribui para
absorcdo de fertilizantes e prolongamento da retencdo de agua (o que reduz a quantidade
de &gua necessaria para irrigacdo). Milani et al. (2017) citam que especialmente em locais
de clima seco e arido, a utilizacdo desses materiais ajuda na manutencdo da umidade do

solo por longos periodos.

3.5.3Cor

Um dos parametros mais relevantes na escolha do produto alimenticio pelo
consumidor é a cor (NOURADDINI; ESMAIILI; MOHTARAMI, 2018). Segundo Xu et

al. (2018), esta propriedade e também a opacidade afetam diretamente a aparéncia e a
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transparéncia do filme e, por consequéncia, a percep¢do do consumidor, visto que este
geralmente associa o brilho e a cor a qualidade dos alimentos. Os valores dos parametros
de cor dos filmes, determinado através do sistema CIELab, sdo representados por meio dos

parametros L*, a* e b* na Tabela 5, assim como angulo de Hue (H°) e chroma (C¥*).

Tabela 5 - Parametros de cor atraves pelo sistema CIELab para os filmes produzidos a
base de FRM.

Filmes L* a* b* He° Cc*
Controle (0% 52,453 + -1,670+ 19,127+ 85501+ 20,854 +
extrato) 2,028 0,062° 3,170? 1,6922 1,1772
Condicdo A 35,460 + 0,943 + 6,100+ 74,802+ 4,355+
(10% extrato) 2,459 0,121° 3,556° 4,232° 0,609°
Condigéo B 38,053 + 3040+ 12833+ 74371+ 11710+
(20% extrato) 1,363° 0,592 2,318° 3,631° 1,111°

*Descri¢do das condicfes analisadas: controle (5,0% FRM e 2,0% glicerol); A (5,0% FRM; 10%
extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol), B (5,0% FRM; 20,0% extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0%
glicerol).

**|_etras iguais na vertical ndo diferem significativamente (p< 0,05) pelo teste de Duncan.

A adicdo do extrato exerceu influéncia sob a cor dos filmes de FRM. Foi possivel
identificar que houve reducéo significativa do parametro L*, relativo a luminosidade, com
a adicdo do extrato dos residuos de seriguela aos filmes A e B quando ambos sdo
comparados ao controle. Além disso, os filmes A e B apresentaram a mesma caracteristica
com relacdo a luminosidade visto que o L* para ambos ndo diferiram significativamente
(p<0,05). Dessa forma, o L* (variando de O= preto/escuro a 100=branco/claro) revelou que
os filmes A e B se tornaram mais escuros se comparados ao filme controle (sem adi¢édo de
extrato nem de nanoZnO), o que coincide com o aspecto visual destes filmes (Figura 1).
Com relacdo aos parametros a* e b*, ocorreu predominancia do componente amarelo (b+)
mas também houve variagdo com adi¢do do extrato: o controle apresentou coloragdo
amarelo-esverdeada, enquanto os filmes A e B apresentaram cor amarelo-avermelhada.
Além de mais escuros, os filmes A e B se mostraram mais avermelhados (ou menos
esverdeados) e menos amarelados que o filme controle, revelando uma cor intermediaria
proxima do marrom (Figura 1). O filme B, com maior quantidade de extrato adicionado
(20%), obteve valores significativamente maiores para a* e b*, relativos as cores vermelha
e amarela, se comparado ao filme A (com 10% de extrato). Tanto os valores de a* quanto

os de b* diferiram significativamente se comparados os trés filmes produzidos.
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Fig. 1. Imagens dos filmes a base de FRM produzidos nas condi¢des controle, A e B.
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Fonte: Autora, 2019.

Nouraddini; Esmaiili; Mohtarami (2018) obtiveram um alto valor de luminosidade
(L*: 90,60 + 0,05) para o filme controle & base de amido de milho. Esse valor se mostrou
divergente ao encontrado neste estudo, o que pode estar relacionado ao fato que nesta
pesquisa ndo foi utilizado amido puro e sim residuo agroindustrial do processamento
industrial da mandioca, que contém outros componentes aléem do amido. Estes autores
identificaram também que a adicdo de farinha de berinjela acarretou o escurecimento dos
filmes (reducgdo do L*). A adicdo da farinha levou a uma maior tendéncia avermelhada e
amarelada, decorrente da natureza da matéria-prima e da presenca de compostos fenolicos,
assim como das reacdes de escurecimento (OTONI et al., 2017), devido ao aquecimento
nas etapas de producdo e secagem dos filmes. Xu et al. (2018) identificaram a adi¢do do
extrato de bagaco de uva provocou alteragdes mais significativas nesses parametros que 0s

nanocristais de celulose, com relagdo direta do tipo de extrato e refor¢cando que a incluséo
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de compostos fenolicos escurece os filmes. Outros autores também observaram o mesmo
fendbmeno, como Du et al. (2011) que detectaram um escurecimento e um maior carater
amarelo avermelhado ao adicionar maiores concentracdes de polifendis da casca de maca
em filmes comestiveis. Ja Ortega et al. (2017) obtiveram resultados com alteracdes
significativas ao incorporar nanoparticulas (NPs) de prata aos filmes de amido, observando
reducdo no parametro L* com o aumento da concentracdo das NPs, além do aumento do a*

e basicamente a permanéncia do valor b*.

O angulo Hue (Tabela 5) indicou que o filme controle apresentou uma tonalidade
amarelada, mais proximo do angulo de 90° enquanto os filmes contendo extrato e
nanoparticulas tiveram esse valor reduzido, se aproximando da tonalidade amarelo laranja
(angule de Hue para os filmes A e B ndo diferiram estatisticamente). Quanto ao chroma
(C*), que indica intensidade ou saturacao da cor, foi possivel perceber que houve reducao
deste valor se comparado ao controle indicando que os aditivos incorporados aos filmes A
e B (extrato e nanoZnO) tornaram as cores menos intensas. A adi¢cdo de menor volume do
extrato interferiu na intensidade da cor do filme A, enquanto que a incorporagdo de maior

volume do extrato ao filme B promoveu significativamente maior vivacidade da cor.

No filme B, cuja Unica diferenca para o A foi a adicdo de maior quantidade de
extrato (20%), o tom amarelo aumentou assim como o avermelhado. Esse comportamento
indicou que possivelmente houve interacdo das nanoparticulas e do extrato a 10% com a
matriz filmogénica no filme A (levando a redugdo de b* e C*, mas com aumento de a*).
Contudo, ao adicionar apenas maior volume de extrato (Filme B) o tipo de interacdo
mudou, e a quantidade extra de extrato foi capaz de levar ao aumento em b* e C*), apesar
de ambos os filmes A e B terem mostrado comportamentos semelhantes na reducéo de b*

(tom amarelo) e C* quando comparados ao controle.

Quanto a diferenga total de cor (AE) mostrada na Tabela 6, notou-se que a diferenca
de cor dos filmes A e B em relacdo ao controle ndo diferiu estatisticamente (p<0,05) e, no
geral, a alteracdo na cor de ambos os filmes foi muito semelhante. Por fim, com relagdo a
diferenca de cor entre os filmes B para o A, evidencia-se que foi estatisticamente inferior a
diferenca de cor de cada filme comparado ao controle. Portanto, a alteracdo de cor do filme

B comparado ao A foi sutil se comparada a diferenca de ambos os filmes para o controle.
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Tabela 6 - Diferenca total de cor (AE) para os filmes produzidos
a base de FRM.

Filmes AE
Filme A com relagdo ao controle 21,682 +4,375%
Filmes B com relagdo ao controle 16,511 £1,882%
Entre os filmes A e B 7,931 +2,609°

*Descrigdo das condicOes analisadas: controle (5,0% FRM e 2,0% glicerol);
A (5,0% FRM; 10% extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol), B (5,0% FRM,;
20,0% extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol).

**|_etras iguais na vertical ndo diferem significativamente (p< 0,05) pelo
teste de Duncan.

3.5.4 Espessura, opacidade e transmissao de luz

O controle da espessura permite alcancar uma maior uniformidade dos filmes,
assim como traz referéncias significativas para o estudo da resisténcia mecanica destes
(SILVA et al., 2019), interferindo nas propriedades mecénicas e de barreira e
consequentemente no desempenho da embalagem (PERAZZO et al., 2014). Revestimentos
de maior espessura em frutas podem garantir maior resisténcia a tensdes externas e maior

protecdo, como avaliado no estudo de Silva et al. (2019).

Os filmes a base de FRM, seriguela e nanoparticulas de ZnO foram caracterizados
quanto a espessura (Tabela 7), sendo que esta apresentou diferenca significativa apenas
entre os filmes B e Controle (p<0,05). No estudo de Nouraddini; Esmaiili; Mohtarami
(2018), que utilizaram na etapa de secagem aproximadamente a mesma quantidade de
solucdo filmogeénica e placas de didmetro similar as utilizadas nesta pesquisa, os filmes
produzidos apenas com amido (sem adic¢do de farinha de berinjela) obtiveram espessuras

semelhantes (0,244 mm) a encontrada para o filme controle deste trabalho (Tabela 7).



123

Tabela 7 - Espessura e opacidade dos filmes produzidos a base de FRM.

_ Opacidade
Filmes Espessura (mm)
(Abs 600nm/Espessura em mm)

Controle (0%

trato) 0,290 +0,007" 3,919 +0,295°
extrato
Condicao A
0,300 +0,012% 11,280 +0,246?
(10% extrato)
Condicdo B
0,316 +0,003? 8,092 +0,595"
(20% extrato)

*Descricdo das condigdes analisadas: controle (5,0% FRM e 2,0% glicerol); A (5,0% FRM; 10%
ex_trato; 0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol), B (5,0% FRM; 20,0% extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0%
gilﬁeel:[cr);)sl iguais na vertical ndo diferem significativamente (p< 0,05) pelo teste de Duncan.

No estudo de Perazzo et al. (2014) a incorporacdo de extrato de cha verde em
filmes de amido de mandioca levou & uma significativa redugdo na espessura destes filmes
com relacdo ao controle (contendo apenas amido), resultado diferente do encontrado neste
trabalho (Tabela 7) em que a adicdo de 20% do extrato de residuo de seriguela mais o
nanoZnO a 0,5% (condicdo B) levou a um aumento significativo da espessura comparado
com o filme controle, apesar da manutencdo de praticamente a mesma espessura se
observados o filme A e controle e os filmes A e B, o que demonstra que as nanoparticulas
interferiram nessa propriedade. Nouraddini; Esmaiili; Mohtarami (2018) também
identificaram que o aditivo utilizado (farinha de berinjela) reduziu a espessura dos filmes
aditivados. Silva et al. (2019) explicam que o espaco entre as cadeias, que interfere na
espessura final do filme, € alterado pelo tipo de composto adicionado e sua quantidade, que
podem, por exemplo, favorecer a interacdo entre grupos hidrofilicos, reduzir as interacdes

entre as cadeias de um mesmo polimero, alterar a viscosidade da solucéo.

A opacidade ou a transparéncia, assim como a cor, sdo propriedades importantes
durante o desenvolvimento de embalagens para alimentos (ORTEGA et al., 2017), estando
a opacidade diretamente interligada ao grau de homogeneidade do filme e assim
dependente dos processos de formulacéo e fabricacdo deste material (FRIESEN; CHANG,;
NICKERSON, 2015). Quanto maior o valor da opacidade, menor o grau de transparéncia
(SURIYATEM; AURAS; RACHTANAPUM, 2018; XU et al., 2018). Nos filmes a base de
amido, a opacidade se manifesta por alteracbes de cor que ocorrem na etapa de
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gelatinizacédo de carboidratos por causa da ruptura do granulo de amido cristalino, obtendo-
se assim um gel opaco (SILVA et al., 2019). Os valores de opacidade para os filmes ativos

produzidos neste trabalho sdo mostrados na Tabela 7.

A opacidade foi maior nos filmes contendo extrato de residuos de seriguela e
nanoZnO quando comparados ao filme controle, ou seja, os filmes contendo aditivos
apresentaram menor transparéncia. Resultados semelhantes foram obtidos por Xu et al.
(2018), em que a adicdo de extratos de bagaco de uva e nanocristais de celulose aos filmes
a base de amido de tapioca aumentou significativamente a opacidade destes, revelando o
efeito aditivo desses compostos a esta propriedade. Similarmente, Friesen; Chang;
Nickerson (2015) identificaram que a adicdo de compostos fendlicos aumentava a
opacidade dos filmes. Portanto, ambos os filmes (A e B) contendo extrato e nanoZnO
tiveram o0 mesmo comportamento com relagdo ao controle e mostraram-se
significativamente mais opacos que este (Tabela 7). Nouraddini; Esmaiili; Mohtarami
(2018) obtiveram uma maior opacidade com a incorporacdo de farinha de berinjela a
filmes de amido de milho, e este resultado foi remetido a composicdo da matéria-prima e
aos compostos fenolicos, proteinas, lipideos e fibras presentes na farinha que

possivelmente se agregaram a matriz do filme, reduzindo sua transparéncia.

Comparando-se o filme B e A, a reducdo significativa da opacidade possivelmente
estd ligada a perdas de compostos que levam ao escurecimento, durante a secagem, visto
que os filmes produzidos na condigdo B tornavam-se visualmente mais fluidos devido a
grande quantidade de extrato liquido adicionado ap6s a formacéo da estrutura filmogeénica,
portanto mais compostos tinham possibilidade de serem perdidos ou arrastados junto com a

agua no aquecimento a 50°C (durante preparo da solucdo) ou secagem dos filmes.

Maiores valores de opacidade podem ser desejaveis no caso de filmes que visam
aplicacdo como embalagens para alimentos com sensibilidade a luz, visto que uma menor
transparéncia oferece melhor barreira a luz e ajuda na prevencdo contra oxidacao lipidica

impulsionada por ela (XU et al., 2018).

Quanto a transmissao de luz, os resultados sdo mostrados na Tabela 8. A adi¢do do
extrato de residuo de seriguela e do nanoZnO aos filmes A e B provocou uma significativa

reducdo na transmissdo de luz através dos filmes produzidos nestas condi¢bes em
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comparagdo com o filme controle, para os comprimentos de onda de 800 a 350 nm. Isso
pode conferir maior protecdo em relacdo a luz visivel para os alimentos embalados por

esses materiais.

Com relagdo aos comprimentos de onda 280 e 200nm ocorreu um leve, mas
significativo acréscimo nos valores dos filmes A e B comparados com o controle, contudo
esse pode ser considerado um incremento ndo tdo drastico quanto as reducgdes ocorridas
nos comprimentos de onda superiores (comparando-se com o controle), por exemplo em
800nm a reducéo na transmissdo de luz ocorrida do controle para o filme A foi em torno de
98% enquanto em 280nm o aumento foi de aproximadamente 41%. Possivelmente a
estrutura formada nas condi¢bes dos filmes A e B (adicionados de extrato que pode
aumentar a mobilidade das moléculas) comparando com a controle, foi suficiente para
permitir um sutil aumento na passagem da luz com comprimentos de onda menores, mas
ndo o bastante para os maiores. Além disso, os baixissimos valores de transmissdo de luz
nessa regido (200 a 280) encontrados para os trés filmes podem conferir ao filme

propriedade importante de protecdo a luz ultravioleta — UV.

Tabela 8 — Transmisséo de luz (%) dos filmes produzidos a base de FRM.

Transmissao de luz (%)

Comprimento

Filme controle Filme condicédo A Filme condicdo B

de onda (nm)

800 8,551 +0,5223 0,158 +0,021°A 0,944 +0,041°A
700 7,931 +0,337%4 0,100 +0,013°C 0,646 +0,012P8
600 6,712 +0,116%® 0,048 +0,011¢P 0,362 +0,003C
500 5,729 +1,0212¢ 0,017 +0,006°F 0,125 +0,011°F
400 2,917 +0,3662° 0,038 +0,003°° 0,065 +0,007°C
350 0,660 +0,2412F 0,146 +0,018°BA 0,200 +0,005°P
280 0,095 +0,009°F 0,134 +0,006"8 0,169 +0,0072F
200 0,104 +0,015% 0,147 +0,006°A8 0,176 +0,0082PE

*Descrigdo das condicBes analisadas: controle (5,0% FRM e 2,0% glicerol); A (5,0% FRM; 10% extrato;
0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol), B (5,0% FRM; 20,0% extrato; 0,5% nanoZnO; 2,0% glicerol).

**| etras mindsculas (abc) iguais na horizontal ndo diferem significativamente (p< 0,05) pelo teste de
Duncan, e letras maitsculas (ABC) iguais na vertical ndo diferem significativamente (p< 0,05) pelo teste de
Duncan.
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Resultados semelhantes foram identificados por Nouraddini; Esmaiili; Mohtarami
(2018), em cujo estudo a maior porcentagem de transmissao de luz ocorreu nos filmes de
amido de milho puro e a adicdo de farinha de berinjela reduziu a transmissdo de luz dos
filmes. Isto foi associado a presenca dos compostos de pigmentos naturais e ao contetdo
de farinha disponiveis (que podem ocupar espacgos) para agir como barreira a luz, o que
reforcaria a utilizagdo desses filmes para prevencdo da oxidagéo impulsionada por esta.

Nesse mesmo estudo, os autores também notaram que entre 200 e 400 nm (regido
UV) a transmissdo de luz dos filmes aditivados com farinha de berinjela obteve valores
insignificantes, e que 0 aumento no comprimento de onda acima dos 400nm (regido da luz
visivel) foi acompanhado pelo aumento no percentual de transmissdo. Este resultado
também pdde ser notado no presente estudo, se comparados os valores obtidos
separadamente para cada condicdo (direcdo vertical na Tabela 8), em que tanto para o
controle quanto para os filmes A e B o percentual de transmissao de luz aumentou em geral
significativamente & medida que aumentava o comprimento de onda (analisando de 500 a
800nm). Valores abaixo de 400 nm, observando uma mesma coluna (mesma condicao),
mostraram que as diferencas se tornavam menos significativas entre os resultados para

diferentes comprimentos de onda.

Quanto as nanoparticulas de ZnO, estas também podem ter influenciado na reducédo
da porcentagem de transmissao de luz dos filmes A e B comparados ao controle (Tabela 8).
Fazeli; Keley; Biazar (2018), por exemplo, observaram que a adi¢do de nanofibras de
celulose aos filmes a base de amido provocaram a reducéo da transmissdo de luz tornando

assim os filmes menos transparentes.

Comparando-se os filmes A e B é possivel perceber que houve um significativo
aumento da transmissdo de luz no filme B com relacdo ao A nos comprimentos de onda
localizados nos extremos — altos (800, 700 e 600nm) e baixos (280 e 200nm) — enquanto 0s
intermediarios permaneceram com diferencas nédo significativas, apesar dos valores para B
terem sido maiores que A (Tabela 8). Isto possivelmente pode estar ligado a mais ou
maiores espacgos para passagem da luz na estrutura do filme produzido na condigéo B,
devido a adicdo de maior quantidade de extrato hidroetandlico (20%) que pode ter

interferido na organizacdo ou disposicdo da matriz previamente formada (solucédo de B
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mais fluida que a solugéo do filme A). Xu et al. (2018) explicam que maiores quantidades

de extrato podem aumentar a mobilidade das macromoléculas na estrutura filmogénica.

Uma pequena reducdo na opacidade (maior transparéncia) também foi notada para
o filme B com relagdo ao A (Tabela 7), o que corrobora com os resultados para
transmissdo de luz. Apesar do incremento na transmisséo de luz do filme B para 0 A, a
reducdo da transmissdo de luz sofrida do controle para os filmes aditivados (para valores
iguais e acima de 350nm) foi o aspecto mais relevante observado nesses resultados. A
capacidade de absorcdo de luz dos filmes, consequentemente menor transmissdo de luz, é
relevante para prolongar a vida de prateleira dos alimentos gordurosos que sdo suscetiveis
a degradacdo oxidativa acelerada pela presenca de luz (DICK et al., 2015). Assim, a baixa
transmissdo de luz dos filmes aditivados com extrato de residuo de seriguela e nanoZnO

mostram potencial aplicacdo na protecdo desse tipo de alimento.

3.5.5 Uniformidade (microscopia eletrénica de varredura - MEV)

A partir das imagens obtidas nas micrografias das superficies dos filmes (Figura
2), observou-se a presenca de aglomerados no filme controle, cuja superficie se mostrou

heterogénea e com pouca uniformidade.
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Fig. 2. Imagens obtidas a partir da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
da superficie dos filmes produzidos a base de FRM.
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Fonte: Laboratdrio de Dispositivos e Nanoestruturas — LDN, UFPE, 20109.

E possivel que n3o tenha ocorrido a gelatinizacdo completa de todos os granulos
de amido presentes, ocorrendo o agregamento destes; ou mesmo, que outras particulas
ndo sollveis em agua presentes no residuo da mandioca tenham se aglomerado (por
afinidade ou pelo peso molecular — precipitados ou sobrenadantes) durante o processo de
elaboracdo e secagem dos filmes. Gutiérrez; Alvarez (2018) explicam que nem todas as

condigdes de processo atingem a gelatinizacao total do amido.

Medina-Jaramillo et al. (2017), em estudo com filmes a base de amido, comentam

que o extrato de manjericdo teve menor interagdo com a matriz e alguns sélidos presentes
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nesse extrato (ndo sollveis em agua) provavelmente migraram para a superficie do filme
(devido ao baixo peso molecular), fornecendo superficie rugosa ao material. Portanto, a
migracdo de particulas (provenientes da farinha de residuo de mandioca e do extrato de
residuos de seriguela) para superficie do filme, pode ter influenciado nas caracteristicas

tateis dos filmes (controle, A e B) que apresentaram superficies rugosas e asperas.

Quanto a estrutura da superficie dos filmes produzidos nas condicdes A e B (Figura
2), foi possivel verificar que a adi¢do do nanoZnO e do extrato hidroetandlico de residuo
de seriguela levou a formacgéo de superficies mais uniformes e homogéneas (se comparadas
ao controle) sem a presenca de grandes aglomerados, 0 que indica que 0s compostos
fenolicos presentes no extrato estavam bem dispersos na matriz de amido por meio de
ligacOes de hidrogénio. Este comportamento é semelhante as observacdes feitas por Feng
et al. (2018), cuja microscopia (MEV) dos filmes de amido contendo polifendis de cha
revelou que houve uma boa dispersao destes compostos na estrutura filmogénica e que esse
comportamento era esperado devido a sua natureza hidrofilica e hidrossolubilidade, o que
levou a superficies mais ordenadas. Observando a Figura 2 (em todas as ampliacdes) é
possivel notar que o filme B (com maior quantidade de extrato adicionado) gerou uma
superficie ainda mais uniforme que o filme A, com reducdo de pequenos aglomerados e
melhor distribuicdo das particulas presentes, como o nanoZnO. Outra caracteristica
importante dos filmes A e B mostrada na Figura 2 é que também foi possivel notar uma
boa dispersdo/distribuicdo das nanoparticulas ao longo da superficie de ambos os filmes,

revelando que o0 nanoZnO teve uma boa incorporacdo a estrutura da matriz de amido.
3.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS FILMES

Muitos extratos naturais, obtidos a partir de fontes vegetais, vem sendo estudados
devido & sua acdo antimicrobiana (STEINER et al., 2017). Neste panorama, 0S compostos
fenolicos provenientes de residuos agroindustriais vém recebendo grande atencdo
(POVEDA et al., 2018). Outro tipo de material que vem sendo incorporado em sistemas de
embalagem nos ultimos anos devido ao seu potencial antimicrobiano s&o as nanoparticulas,
como exemplo o nanoZnO com vasto espetro de acdo (KANMANI; RHIM, 2014). Os
resultados obtidos para acdo antimicrobiana, contra cepas de E.coli e S. aureus, dos filmes
produzidos neste estudo, incoporados com extrato de residuo de seriguela e nanoZnO,

podem ser observados nas Figuras 3 e 4.



130

Fig. 3: Agdo antimicrobiana dos filmes & base de FRM
contra cepa de E. coli na concentragdo 10°e 10 UFC.mL*
apos 48h de incubacéo.
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Fonte: Autora, 2019.
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Fig. 4: Acgdo antimicrobiana dos filmes & base de FRM
contra cepa de S. aureus na concentracio 10° e 108
UFC.mL* apds 48h de incubagio.

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus

Filme Controle

Filme condicao A

Filme condicao B

Fonte: Autora, 2019.

Por meio da metodologia utilizada, a acdo antimicrobiana é identificada pela
presenca do halo de inibicdo ao redor dos dicos dos filmes. Contudo, conforme pode-se
observar nas Figuras 3 e 4, ndo houve a formacéo do halo de inibicdo em nenhuma das
condigOes testadas (auséncia do halo). Apesar de ndo ter ocorrido uma inibicéo total do
crescimento microbiano nestas concentracGes de extrato e nanoZnO, ainda foi possivel
identificar que houve uma inibicdo parcial com reducdo do crescimento microbiano, notada
pelas zonas de cor mais clara no centro (entre os filmes) e no entorno dos discos, além de
um menor aglomerado de células nessas mesmas regides. Essa observacdo se aplica a
ambas as cepas em ambas as concentracdes e aos trés filmes produzidos, porém, a agdo
mais efetiva ocorreu contra S. aureus — Figura 4 (bactéria Gram-positiva) comparando com
E. coli- bactéria Gram-negativa - (Figura 3), visto que houve aléem de uma maior area de
reducéo do crescimento, uma inibi¢do do pigmento dourado caracteristico produzido pelo
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S. aureus no meio de cultura. Segundo Lan et al. (2010), o pigmento dourado, ou laranja
amarelado, produzido por esse microrganismo tem sido associado a viruléncia. Esses
resultados demonstram a efetividade dos filmes para retardar o desenvolvimento

microbiano e assim o aumentar a vida Util dos alimentos.

Du et al. (2011) observaram em seus resultados que 1,5% de polifendis da casca de
maca em filmes comestiveis foi sufiente para inativar o crescimento de L. monocytogenes
(Gram-positiva), e que apesar de utilizar 10% de polifendis nos testes contra E. coli, essa
quantidade néo foi suficiente para inibir seu crescimento. Os autores explicam que o efeito
inibitério de compostos fenolicos de extratos obtidos a partir de plantas é mais efetivo em
bactérias Gram-positivas do que em Gram-negativas como E. coli, devido ao fato das
primeiras apresentarem membrana celular de estrutura simples que faz com que sejam mais
sensiveis a estes compostos, enquanto o segundo grupo possui uma camada externa de
lipopolissacarideo que pode desfavorecer a acdo. Feng et al. (2018), em estudo com filmes
a base de amido adicionados de polifendis do cha, apesar de terem detectado inibicdo para
E. coli, os resultados indicaram que o S. aureus foi mais sensivel aos polifendis do cha
mesmo em baixas concentragdes, reforcando uma maior eficiéncia dos polifendis para

Gram-positivas.

Hu et al. (2019) demonstraram que filmes de amido incorporados com
nanoparticulas (NPs) de ZnO-quitosana apresentaram atividade antimicrobiana contra E.
de 1 a 5% das nanoparticulas e que a atividade antimicrobiana das NPs hibridas dependia
principalmente do ZnO. Ortega et al. (2017) citam que a auséncia de halo de inibi¢do pode
ser um indicativo que ndo houve adequada difusdo da substancia ativa para o meio de
cultura, havendo um bom aprisionamento das NPs na matriz do filme, e que isso pode estar
conectado ao uso de pequena quantidade de nanoparticulas. E possivel entdo que o
aumento na concentragéo de nanoZnO nos filmes do presente estudo venha a melhorar sua
atividade antimicrobiana.

Muitos autores ja comprovaram a agdo antimicrobiana do nanoZnO contra um
amplo espectro de microrganismos, como Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus, L. monocytogenes, E. coli, Bacillus subtilis, Enterobacter aerogenese e cepas de
Campylobacter (AKBAR; ANAL, 2014; SHANKAR et al., 2015; ESMAILZADEH et al.,

2016; DUFFY et al., 2018). Esses resultados demonstram, portanto, que ha um potencial
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antimicrobiano nos filmes aditivados com extrato de residuo de seriguela e nanoZnO que
justifiguem um estudo mais aprofundado das condi¢Oes de produgdo dos filmes, e que a
quantidade utilizada de extrato (ou melhor, a baixa retencdo de fendlicos no filme) e
especialmente a quantidade de nanoZnO ndo foi suficiente para inibicdo completa dos
microrganismos testados. A acdo dos filmes produzidos a base de FRM, portanto, pode ser
considerada bacteriostatica para os microrganismos testados.

Por fim, uma acdo no filme controle (contendo apenas a farinha de residuo de
mandioca, glicerol e agua) também foi notada, similarmente aos filmes A e B, que
possivelmente pode estar interligada aos compostos fendlicos presentes no filme controle
(detectados durante a analise de quantificacdo de fenolicos no filme realizada neste
trabalho). A atividade apresentada pelo filme controle reforca que a quantidade adicionada
de nanoZnO (e extrato) aos filmes A e B ndo foi suficiente para ocorrer diferencgas
relevantes/significativas na inibicdo provocada pelos filmes aditivados comparando-se com
o filme controle. Outro ponto é que a quantidade adicional de extrato produziu uma
inibicdo maior, porem discreta, no crescimento de E. coli se comparado o filme B com o

filme A em ambas as concentragdes.
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4. CONCLUSAO

Os residuos agroindustriais de mandioca e de seriguela apresentaram grande
potencial de aproveitamento, associado ao significativo teor de amido no residuo de
mandioca, e no extrato dos residuos do processamente de seriguela obteve-se um alto teor
de fenodlicos e forte capacidade antioxidante (>70%), mostrando-se um promissor

antioxidante natural para aplicacdo em filmes ativos..

Filmes de residuos de mandioca caracterizaram-se pela facil manuseabilidade,
superficie uniforme com boa dispersdo dos aditivos, obtidos a partir de uma metodologia
simples e utilizando matérias-primas de baixo custo. Entretanto, a capacidade de retengédo
dos compostos fendlicos, presentes em alta concentracdo no extrato incorporado aos
filmes, foi baixa, levando a fraca capacidade antioxidante dos filmes. Diante disso, a
propriedade ativa referente a acdo antioxidante desses materiais precisa ser melhor
explorada. Além de ajustes na metodologia, o uso de blending aparece como uma das
alternativas potencialmente promissoras para melhorar essa caracteristica e também a

solubilidade em &gua, que manteve-se alta mesmo com o refor¢o do nanoZnO.

A permeabilidade foi uma propriedade relevante nos filmes de amido a base de
FRM visto que a barreira ao vapor de agua foi eficiente. O extrato e o nanoZnO
modificaram também as propriedades dpticas dos filmes, tornando-o0s mais escuros, opacos
e amarronzados, além de promoverem maior protecdo contra luz e assim contra
deterioracdo oxidativa. Por fim, a inibicdo parcial no desenvolvimento (acdo
bacteriostatica) dos microrganismos S. aureus e E. coli mostrou que ha viabilidade e
potencial de aplicagdo do nanoZnO e do extrato para uso em filmes com acdo
antimicrobiana. Portanto, diante dos resultados obtidos, os filmes demonstraram grande
potencial de uso como embalagens ativas, que podem ser aplicadas, por exemplo, em
alimentos gordurosos como manteigas, queijos e embutidos de carne, ou em preparacdes

prontas para consumo, frutas, etc.
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