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RESUMO

O desenvolvimento de filmes biodegradaveis a base de residuos
agroalimentares combinados com aditivos naturais € uma tecnologia promissora
na indastria de alimentos e que tem crescido nos ultimos anos. Neste contexto,
este estudo desenvolveu filmes biodegradaveis a partir da Farinha da Casca do
Maracuja (FCM) amarelo (Passiflora edulis f. Flavicarpa) adicionado de extrato
das folhas de ora-pro-nébis (Pereskia aculeata Miller), e caracterizou as
propriedades fisicas, mecanicas, de barreira, microscopicas, antioxidantes,
quimicas e morfologicas. Inicialmente foi realizada a obtencdo da FCM, para
tanto, a casca do maracuja foi submetida a desidratacdo em estufa com
circulacdo forcada de ar a 60 + 5 °C por 24 horas e fragmentadas em
liquidificador. A FCM apresentou coloracéo clara, granulometria heterogénea,
elevado teor de carboidratos, carotenoides e compostos fendlicos totais com
atividade antioxidante. Para elaboracao de extratos etandlicos das folhas de ora-
pro-ndbis (Pereskia aculeata Miller), verificou-se como diferentes tempos de
extracdo ultrassénica (10, 20, 30 e 40 minutos) podem influenciar no pefrfil
fitoquimico, atividade antioxidante e antibacteriana. O extrato obtido em extragéo
ultrassonica por 20 minutos (EO20) demonstrou melhores resultados frente a
inibicdo bacteriana. Dessa forma, o EO20 foi escolhido como aditivo a ser
incorporado nos filmes elaborados com a FCM. Diante desses resultados,
desenvolveu-se um filme controle de amido, um Filme Padréo (FPCM) apenas
com a FCM e trés filmes com a FCM adicionados de extrato das folhas de ora-
pro-nébis nas concentracdes de 12,50% (FOR1); 6,24% (FOR2) e 3,10% (FOR3)
p/p em relacdo a solucao filmogénica. A microscopia eletrénica de varredura
revelou que a adicdo do extrato nas concentracdes utilizadas, foi capaz de
melhorar a homogeneidade dos filmes, tornando-os mais densos, com menores
rachaduras e estrutura mais lisa. O FPCM e os filmes com adi¢éo de extrato ndo
diferiram entre si estatisticamente para espessura, solubilidade, resisténcia a
tracdo, alongamento e resisténcia a perfuracdo, além de néo se verificar grandes
alteracbes no espectro infravermelho dos filmes, que demonstraram baixa
permeabilidade ao vapor de agua. Através da espectrometria de massas por
paper spray (EM-PS), identificou-se 66 compostos quimicos nos filmes

desenvolvidos nos modos de ionizag&o positivo e negativo. A adicdo do extrato



nos filmes, possibilitou um aumento significativo do teor de compostos fendlicos
totais e da atividade antioxidante. Diante dos resultados, pdde-se inferir que esta
pesquisa foi capaz de evidenciar um grande potencial no uso da casca do
maracuja, um residuo agroindustrial e das folhas de ora-pro-nébis, uma planta

ainda pouco explorada tecnologicamente e na alimentacdo humana.

Palavras-chave: Sustentabilidade; embalagem de alimentos; residuos

agroalimentares.



ABSTRACT
The development of biodegradable films based on agro-food waste combined
with natural additives is a promising technology in the food industry and has
grown in recent years. In this context, this study developed biodegradable films
from the vyellow Passion Fruit Peel Flour (FCM) (Passiflora edulis f.
Flavicarpa) added from extract from the leaves of ora-pro-nobis (Pereskia
aculeata Miller), and characterized the physical, mechanical, barrier,
microscopic, antioxidant, chemical and morphological properties. Initially, the
MHR was obtained, so the passion fruit hull was subjected to dehydration in an
oven with forced air circulation at 60 £ 5 °C for 24 hours and fragmented in a
blender. MF showed light coloration, heterogeneous granulometry, high
carbohydrate content, carotenoids and total phenolic compounds with antioxidant
activity. For the elaboration of ethanolextracts from the leaves of ora-pro-
nobis(Pereskia aculeata Miller), it was verified how different ultrasonic extraction
times (10, 20, 30 and 40 minutes) can influence phytochemical profile, antioxidant
and antibacterial activity. The extract obtained in ultrasonic extraction for 20
minutes (EO20) showed better results against bacterial inhibition. Thus, the
EO20 was chosen as an additive to be incorporated in films prepared with
FCM. In view of these results, a starch control film, a Standard Film (FPCM) was
developed only with the FCM and three films with the FCM added extract from
the leaves of ora-pro-nobis at concentrations of 12.50% (FORL1); 6.24% (FOR?2)
and 3.10% (FOR3) w/w in relation to the filmogenic solution. Scanning electron
microscopy revealed that the addition of the extract in the concentrations used
was able to improve the homogeneity of the films, making them denser, with
smaller cracks and smoother structure. The FPCM and the films with addition of
extract did not differ statistically for thickness, solubility, tensile strength,
elongation and puncture resistance, besides not showing major changes in the
infrared spectrum of the films, which demonstrated low permeability to water
vapor. Through paper spray mass spectrometry (EM-PS), 66 chemical
compounds were identified in films developed in positive and negative ionization
modes. The addition of the extract in the films allowed a significant increase in
the content of total phenolic compounds and antioxidant activity. In view of the

results, it was possible to infer that this research was able to evidence a great



potential in the use of passion fruit bark, an agro-industrial residue and the leaves

of ora-pro-nobis, a plant still little explored technologically and in human food.

Keywords: Sustainability; food packaging; agri-food waste.



A
Abs
ABTS

ANOVA

AOAC
ASTM
AAT
°C

C*

CA
CIM
CLSI
cm
CMH
d
DCCR
DP
DPPH
EAG

EM-PS

ET
EO10
EO20
EO30
EO40
FAS
FAI
FCM
FDA
Fmax
FOPN
FOR1
FOR2
FOR3
FPCM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

- Area da sec&o transversal

- Absorbéancia

- 2,2-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) sal diaménio

- Andlise de variancia

- Association of Official Analytical Chemists

- American Society for Testing and Materials

- Atividade Antioxidante Total

- Graus Celsius

- Croma

- Carvao ativado

- Concentracéo inibitéria minima

- Clinical and Laboratory Standards Institute

- centimetro

- Caldo Muller-Hinton

- Distancia

- Delineamento composto central rotacional

- Deformacéao a perfuracao

- 2,2-difenil-1-picril-hidrazil

- Equivalente de &cido gélico

- Espectrometria de massas por paper spray

- Equivalentes de Trolox

- Extrato obtido das folhas de ora-pro-nébis extraidas por 10 minutos
- Extrato obtido das folhas de ora-pro-nébis extraidas por 20 minutos
- Extrato obtido das folhas de ora-pro-nobis extraidas por 30 minutos
- Extrato obtido das folhas de ora-pro-nobis extraidas por 40 minutos
- Fibra alimentar solavel

- Fibra alimentar insoltvel

- Farinha da casca do maracuja amarelo

- Food and Drug Administration

- Forca maxima

- Farinha das folhas de ora-pro-nébis

- Filme adicionados de extrato das folhas de ora-pro-nobis (12,5%)

- Filme adicionados de extrato das folhas de ora-pro-nobis (6,24%)

- Filme adicionados de extrato das folhas de ora-pro-ndbis (3,1%)

- Filme padréo apenas com a farinha da casca do maracuja



FOS
FRAP

GRAS

hO
ICs0

|*
ME
MEV
min
mL
mm
MPa
MRSA
N

n

nm
AP

pi

pf

p/p
p/t

p/v
PANC
PVA
Q

r

RP
rpm
RT

S

SA
SOPT
TPTZ
Trolox
UFC
UR

- Fruto-oligossacarideos

- Ferric Reducing Antioxidant Power

- Grama

- Generally recognized as safe

- Hora

- Angulo hue ou tonalidade da cor

- Concentragéao para diminuir 50% da concentracao inicial de DPPH
- Linear

- Luminosidade

- Mdédulo elastico

- Microscopia eletrdnica de varredura

- Minutos

- Mililitros

- Milimetros

- Megapascal

- Staphylococcus aureus resistente a meticilina
- Newton

- NUumero amostral

- NanGmetros

- Diferenca de presséo de vapor

- Peso inicial

- Peso final

- Peso por peso

- Perda de peso por unidade de tempo

- Peso por volume

- Planta Alimenticia Nao Convencional

- Permeabilidade ao vapor de agua

- Quadratico

- Raio

- Resisténcia a perfuracéo

- Rotagbes por minuto

- Resisténcia a tracéo

- Segundos

- Solubilidade em agua

- Setor de Operacdes, Processos e Tecnologia
- 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina

- 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico ()
- Unidade formadora de col6nia

- Umidade relativa



viv - Volume por volume
£ - Taxa de alongamento a ruptura



SUMARIO

L. INTRODUGAOD ..., 12
2. OBIETIVOS ... 13
2.1 ODJELVO QEIAI ... 13
2.2 Objetivos especifiCos ......ccovvveeeeiiiiiiiiiiiiieeenn. Erro! Indicador néo definido.
3. REVISAO DE LITERATURA.....cooiiiieeee e, 14
1Y =T = T - F U TP PPPPPPPPRRTPTN 14
3.1.1 Reaproveitamento da casca dO MaracCUja ..........ccceeeeeeeeeeeevvviiiiiieeeeneennnnns 17
3.2 Revestimentos comestiveis biodegradaveis............ccccceeeiiiiiiiiiiiieeeeeeenens 18
3.2.1 Processo de obtenc&o dos revestimentos por casting ..............coeeeeeennn. 20
3.2.2 FIIMES ALIVOS ...ttt ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeaee 22
3.2.3 Ora-pro-NODIS ......ccooiiiiiie e 23
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ..., 25
CAPITULO L ittt 40

DESENVOLVIMENTO E CARAQTERIZAQAO DA FARINHA DO RESIDUO DE
MARACUJA, PELO PERFIL QUIMICO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS
POR PAPER SPRAY E AVALIACAO DAS PROPRIEDADES

ANTIOXIDANTES, FiSICO-QUIMICAS E MICROSCOPICAS. ......cccvevene 40
RS U1 40
1. INTRODUGAO ... ..ottt ettt 41
2. MATERIAL E METODOS .....ooiviiiiiieeiecte ettt 42
2. L MALEIIAL. ... 42
0 Y/ 1= (o To [0 1 42
2.2.1 Obtencéo da farinha das cascas de maracuja (FCM) .........cccceeeeeeeeennnnnn, 42
2.2.2 COlOTAGAD ... 42
2.2.3 Composicao centesimal e teor de amido............cccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeen, 43
2.2.4 Espectroscopia no Infravermelno ... 43
2.2.5 Microscopia eletrénica de varredura ...............uuvviieiieeeeeeeeeeiiiiie e eeeeeeeanns 43
P A SR €] = 1010 (o] o 1= 1 = TR 44
2.2.7 Preparacdo do extrato de compostos bioativos da farinha da casca do
g 1T U - SRR 44
2.2.8 Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante ............................... 45
e O -1 0] (=] g o] [0 [ SR 45
2.2.10 Determinacao do perfil de compostos fenolicos..........cccevvveeeiiieeeeenennn, 45
2.2.11 Perfil QUIMICO......iiiiiiiiiiiee e e 46
2.3 ANAlise EStatiStiCa ........cccoeeeeeeeee e 46
3. RESULTADOS E DISCUSSAO ......ccooviieiiiiiieieieieesieieieiee st 46
3.1 Caracterizacéo da farinha da casca de banana .............cccccvvviiiiieni, 46
I I A 00 ][] = Tox- T T 47
3.1.2 Composicao centesimal e teor de amido.............ceevieiiiiiiiiiiiiiiinie e 47
3.1.3 Espectroscopia no Infravermelno ... 49
3.1.4 Microscopia eletrénica de varredura ...............ouuveieeeeeeeeeeieiiiicee e, 51
I I €] = 1011 (o] o = 1 = SRR 53
3.1.6 Compostos Fendlicos Totais e Atividade Antioxidante............................ 53
0 A =T £0] =] g o] [0 [ USRI 55
3.1.8 Determinacgédo do perfil de compostos fendlicos ..., 56

3. 1.9 Perfil QUIMICO....cco oo 58



4. CONCLUSAO. ...ttt ettt ettt 65
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ...ttt 65
CAPTTULOD 2 .ottt ettt e e e eeees 74
DETERMINACAO DO PERFIL FITOQUIMICO, ATIVIDADE BIOLOGICA,
ANTIOXIDANTE, E CARACTERIZACAO MICROSCOPICA DAS FOLHAS E
EXTRATOS DE PERESKIA ACULEATA MILLER OBTIDOS POR

DIFERENTES TEMPOS DE EXTRACAO ULTRASSONICA .....cccccovvevenene. 74
S U1V 74
1. INTRODUGAO ... ..ottt ettt 75
2. MATERIAL E METODOS .....oooiiiecieeeecteeee ettt aaeeneas 76
2. L MALEIIAL. ... 76
2.1.1 Reagentes quimicos e linhagens bacterianas............ccccooeeiviiiiieieeeennnns 76
2.1.2 Amostragem de Plantas..........ccoovvvuiiiiiiiii e 76
2.2 MEIOUOS. ... 77
2.2. 0 LIOfIlIZAGAOD. .. .u e aaaa 77
2.2.2 Preparo doS eXIratiS .......ccooeeeeieeeeeeeeee e 77
2.2.3 Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante ....................ccccceo. 78
2.2.4 |dentificagé@o e quantificagdo de compostos fendlicos...........ccccceeveeeennee 78
2.2.5 Atividade da atividade antibacteriana.............cccccceeeeeii 78
2.2.6 Espectroscopia no infravermelno ..., 79
2.2.7 Microscopia eletronica de varredura ..............ouuuviiieeeeeeeeeiiiiiiie e eeeeeeeenns 80
2.2.8 Perfil Quimico por espectrometria de massas por paper spray............... 80
3. RESULTADOS E DISCUSSAO ......cocoueiieiieeeeeeeeeeee e, 81
3.1 Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante ...................ccceeeeee. 81
3.2 ldentificacéo e quantificacdo de compostos fendlicos...........ccccceeveeeeeenennn, 83
3.3 Avaliacéo da atividade antibacteriana...........ccccuvvviiiiiieiiiicecce e 86
3.4 Espectroscopia no infravermelno ..., 88
3.5 Analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV)...........cccccceeeeennnne 89
3.6 Perfil Quimico por espectrometria de massas por paper Spray.................. 91
A, CONCLUSAQ .....ciiiieiiieeee ettt 98
REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ..ottt 99
CAPITULO 3.ttt sttt ne e 107
DESENVOLVIMENTO DE FILMES BIODEGRADAVEIS ATIVOS A PARTIR DO
RESIDUO DO MARACUJA COM EXTRATO DE ORA-PRO-NOBIS ........... 107
RS U1 107
1. INTRODUGAO. .. ..ottt 108
2. MATERIAL E METODOS .....ooviiiiiiiiecece e 109
B2t |V = 1= 4 - | USRS 109
2.2 MEBLOUOS. ... 109
2.2.1 Obtencéo da farinha da casca de maracuja............cccceeeeeveiieiieee, 109
2.2.2 Obtencéo do extrato hidroalcoodlico das folhas de ora-pro-nobis........... 110
2.2.3 Obtencéo dos filmes ativos biodegradaveis ...........ccccceeeeeiiii, 110
2.2.4 Caracterizag8o doS FIlMES .......coouiiiiiiiiiieiie e 111
2.2.4.1 Potencial hidrogenionico (pH) das solugdes filmogénicas.................. 111
2.2.4.2 EsSpessura dos filmMes ........coouuiiiiiiiii e 111
2.2.4.3 Solubilidade em AQUa ...........cooeiiiiiiie 111
2.2.4.4 Permeabilidade ao vapor de Agua.............ccuuvuieeeieeeeiiiiiiiiiiie e eeeeeeeenns 112
2.2.4.5 Propriedades MECANICAS ..........coeeveeeieeeeeeeeeeee e 112
2.2.4.6 Propriedades COlOrmMEtrCaS ..........ceiieeieiiiiiiiiiee e, 114

2.2.4.7 Compostos Fendlicos Totais e Atividade Antioxidante........................ 114



2.2.4.8 Biodegradabilidade.............ccoovviiiiiiiii e 115

2.2.4.9 Perfil QUIMICO......ciiiiiiiiiiee e 115
2.2.4.10 Microscopia eletronica de varredura............cccoeeeeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeennns 115
2.3 ANAliSe EStatiStiCa ...ccceeeeeee e 116
3. RESULTADOS E DISCUSSAO ......coeoveeieeieeieceeeceeeee e 116
A, CONCLUSAOQ ..ottt 142

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ... oottt 142



12

1. INTRODUCAO

As principais funcdes das embalagens de alimentos € conferir maior
protecdo aos mesmos e garantir a sua conservacdo, permitindo uma ampla
distribuicdo (LANDIM et ., 2016).

Entretanto, grande parte das embalagens de alimentos s&o de fontes
petroquimicas, que ap6s o uso geram quantidade significativa de residuos nao
biodegradaveis que séo altamente prejudiciais ao meio ambiente (HASSAN et
al., 2018).

Nesse contexto, ao longo dos ultimos anos estudos tém surgido com
objetivo de desenvolver embalagens a partir de matérias primas naturais e de
fontes renovaveis, que apresentem interaces com os produtos no qual sédo
aplicadas, tais como as embalagens ativas, que séo adicionadas de aditivos
funcionais e que também possam ser biodegradaveis (SILVA, 2020)a.

Essas novas embalagens de alimentos podem ser classificadas como
revestimentos e filmes biodegradaveis e também apresentam um importante
papel no processo de conservacdo dos alimentos (GALUS e KADZINSKA,
2015).

O uso dos filmes e revestimentos tem se destacado por serem uma das
formas mais econdmicas de preservacado dos alimentos, pelo uso de matérias-
primas renovaveis, abundantes na natureza, ndo poluentes, biodegradaveis e
baratas, que muitas vezes sao subprodutos agroalimentares provenientes do lixo
doméstico ou das industrias de processamento de alimentos (CAZON et al.,
2017; DEHGHANI; HOSSEINI e REGENSTEIN, 2018).

A casca do maracuja amarelo (Passiflora edulis f. Flavicarpa) é um
exemplo de residuo da industria de alimentos com interessantes propriedades
constitucionais. A casca do maracuja representa mais de 50% do peso da fruta,
caracterizando-se como um residuo industrial com altos teores de vitaminas,
ferro, calcio, fosforo, sédio, fibras e pectina (SOUZA et al., 2020).

Atualmente a industria de alimentos detém o maior consumo da fruta para
0 processamento do suco de maracuja, portanto, o reaproveitamento do residuo

para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis pode ser uma op¢do mais
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rentdvel do que o simples descarte, transformando esse residuo em um
subproduto (PINHEIRO et al., 2008).

A Pereskia aculeata Miller, popularmente conhecida como ora-pro-nébis
€ considerada uma planta alimenticia ndo convencional (PANC) que pertence a
familia Cactaceae, nativa das Américas e amplamente encontrada no sudoeste
do Brasil (MACIEL; YOSHIDA e GOYCOOLEA, 2019).

As folhas de ora-pro-ndbis sé@o ricas em minerais, proteinas de alta
qualidade, vitaminas, fibras, mucilagem, demonstram importante atividade
antioxidante, antimicrobiana e nenhuma citotoxidade (GARCIA et al., 2019a;
GLERIEIDE e GARCIA, 2016; MACIEL et al., 2020).

A ora-pro-noébis ainda é uma planta subexplorada, sua utilizacéo de forma
sustentavel pode ser uma forma de agregacdo de renda e um modo de
possibilitar a descoberta de novas caracteristicas funcionais e de aplicacao
desse alimento (MACIEL et al., 2020).

Neste contexto, a utilizacado dos residuos agroalimentares como a casca
do maracuja para elaboracéo de filmes ativos biodegradaveis com adicdo de
extrato das folhas de ora-pro-nébis além de contribuir para o meio ambiente,
minimizando o impacto ambiental pela ndo geracao de residuos, também pode
aumentar o tempo de conservagdo de alimentos, Vviabilizando sua
comercializacdo por mais tempo e, contribuindo para o desenvolvimento

cientifico na area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Desenvolver e caracterizar filmes ativos comestiveis biodegradaveis com
farinha da casca de maracuja Passiflora edulis f. Flavicarpa, contendo extrato

das folhas de Pereskia aculeata Mill.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Maracuja

Uma das primeiras frutas que os descobridores conheceram nas
Américas foi 0 maracuja, que na lingua tupi significa “alimento em formato de
cuia” (PIRES e CONCEICAO, 2011).

O maracujd € da familia Passifloraceae do género Passiflora,
representando grande importancia econdmica e ampla distribuicdo geografica
(CAUZ-SANTOS et al., 2017).

O genéro Passiflora L., inclui mais de 500 espécies de maracuja, sendo
essa variabilidade evidenciada por aspectos morfolégicos, agronémicos e
ecolégicos, a variabilidade genética € a que mais contribui para as diferentes
caracteristicas moleculares e do fruto (D’ABADIA et al., 2020).

No Brasil, apenas duas espécies possuem interesse para producao
comercial: Passiflora edulis usado para suco e Passiflora alata conhecido como
“‘maracuja doce” (FARIA et al., 2020).

Cerca de 97% da area destinada ao plantio de maracuja € da espécie
Passiflora edulis f. Flavicarpa, conhecido como maracujazeiro-azedo ou amarelo
(JUNIOR; FUZITANI e NOMURA, 2014).

O maracuja-amarelo € um fruto originario da América Tropical, € uma
espécie tanto de clima tropical quanto subtropical. O cultivo desse fruto ocorre
em regides ausentes de geadas severas, e no Brasil, 0 maracuja-amarelo é o
mais cultivado e comercializado. No ciclo de producéo, sdo necessarias praticas
especializadas de cultivo, sendo este fruto, de facil adaptacdo em pequenas
propriedades. Do ponto de vista econdmico, é considerado um fator de renda
para diversos agricultores familiares, com importancia significativa na base da
economia de alguns municipios e regides do Brasil (CARVALHO; STENZEL e
AULER, 2015).

O maracuja amarelo Passiflora edulis f. Flavicarpa, tem sabor e aroma
muito atraentes, com o0 consumo podendo ser natural e seu derivados
consumidos como suco concentrado, geleia, néctar, caldas, etc..(CORREA et
al., 2016; MANIWARA et al., 2014).
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Sendo assim, para 0 processamento de sucos e néctar, a industria
alimenticia é geralmente a maior responséavel pela utilizagdo desse fruto em larga
escala (COELHO et al., 2017).

O fruto do maracuja-amarelo (Figura 1) é do tipo baga, apresentando um
formato oval ou subglobosa, demonstrando grande variacdo quanto ao tamanho
e coloracgéo da polpa. O tamanho médio € de 7 cm de comprimento por 6 cm de
largura, e o peso pode variar entre 44 a 160 g. A casca € coriacea, e no final do
periodo de amadurecimento tem coloracdo amarelo intenso. O fruto, € carnoso,
as sementes sao cobertas por uma espécie de gel, denominado arilo
(mucilagem), onde se encontra um suco amarelo-alaranjado, extremamente
aromatico e nutritivo. O suco possui de 13 a 18% de sdlidos soluveis, cujos
principais componentes sao 0s acucares, sendo ele a sacarose, glicose e
frutose, e cada fruto possui em média de 200 a 300 sementes (SEBRAE, 2015).

Figura 1- Imagem representativa do fruto do maracuja.

Pedlinculo ——»

Epicarpo

(casca) Mesocarpo

Arilo Carnoso

Endocarpo
(polpa)

Semente

Fonte: CEASA MINAS (2014).
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A producdo de maracuja traz importantes beneficios econdmicos e
importancia social em todo o mundo, cada hectare cultivado gera 3 a 4 empregos
diretos e 8 a 9 indiretos com uma renda de US $15.000 a $ 30.000 por ano
(FALEIRO e JUNQUEIRA, 2016).

No Brasil a regido nordeste € a maior produtora do pais, com 62% da
producdo nacional, com destaque para o estado da Bahia que € o maior produtor.

A produgéo desta fruta no Brasil atingiu mais de 680 mil toneladas em
2022 (IBGE, 2022), tornando o Brasil o maior produtor mundial desse fruto
(FARIA et al., 2023).

A versatilidade da producéo da cultura do maracuja no Brasil, se da por
multifatores como o clima tropical e subtropical com luminosidade, volumes
hidricos ideais, condicdes climaticas e variedades mais resistentes de plantio.
Sendo que em conjunto, todas essas condicdbes proporcionam maior
longevidade as plantas, produzindo por ano trés safras em média, além da menor
incidéncia de pragas e doencas (BORGES; TONON e SILVA, 2019).

O maracuja € uma fruta fonte de vitaminas, minerais e antioxidantes, com
excelente aceitacdo em todo o mundo (MONTEIRO et al., 2019).

Uma das caracteristicas principais do maracuja é a sua polpa acida que
propicia sabor bastante representativo desse fruto ao seu suco e derivados
(MOURA et al., 2019).

A varios anos nas industrias de alimentos, farmacéutica, de cosmeéticos e
nutricionais, as espécies de Passiflora tém sido altamente estudadas tanto para
propésitos laboratoriais, quanto para produtos industriais (GUO et al., 2020).

Na industria farmacéutica o maracuja € altamente requerido por conter
maracugina e passiflorina, que sdo substancias usadas para a producdo de
calmantes. A casca do maracuja é rica em pectina, vitamina B3, ferro, célcio e
fosforo (CORDOVA et al., 2005).

Tanto a polpa quanto a casca do maracuja contém altos teores de
compostos fendlicos, acidos graxos, tocoferdis e carotenoides que apresentam
propriedades protetoras contra muitas doencgas cardiovasculares e cancer
(HATAMI et al., 2020).

Através da analise de compostos fendlicos pode-se quantificar o teor
destes que em grande maioria combatem radicais livres atuando como inibidores

em varios processos de deterioracdo de alimentos.
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3.1.1 Reaproveitamento da casca do maracuja

A utilizacdo industrial do maracujd para elaboracdo de produtos
alimenticios, gera em média 54,000 toneladas de subprodutos por ano no Brasil
(LOPEZ-VARGAS et al., 2013), apresentando variacdo de acordo com a
producéao.

O reaproveitamento de residuos industriais como a casca do maracuja
pelo uso de tecnologias, possibilita a diminuicdo do impacto ambiental pela
reducdo de residuos sélidos, agregacdo de valor e possibilidade de
diversificacdo de novos produtos alimenticios com consideravel valor nutritivo
(RONDA et al., 2017; THYBERG e TONJES, 2017).

O interesse pela casca do maracuja que é composta por flavedo (parte
amarela) e albedo (parte branca) tem crescido nos ultimos anos, por ser um
produto de grande descarte pelas industrias, chegando a representar 69,63% do
peso da fruta, o restante € composto por 26,78% de suco e 3,59% das sementes
(DOS SANTOS et al., 2017).

A casca do maracuja pode ser reaproveitada como fonte principal de
matéria-prima de ingredientes funcionais tais como fibras (60 a 70%) e
substéancias fitoquimicas como alcaloides, flavonoides, carotenoides entre outros
de uso em terapias médicas, além de apresentar versatilidade em utilizacdes
industriais pelo seu valor agregado de pectina (ABBOUDA et al., 2019; VUOLO;
LIMA E JUNIOR, 2019; XIONG et al., 2019).

A casca do maracuja é rica em compostos como calcio, sédio e potassio,
podendo ser utilizada como complemento em alimentos (NASCIMENTO et al.,
2020).

Na Tabela 1, sdo apresentados alguns autores que trabalharam com a
casca do maracuja, e mostraram sua utilizagdo no enriquecimento e elaboracéo

de novos produtos.

Tabela 1 - Utilizagdo da casca do maracuja na elaboracédo de novos

produtos.

Produto Referéncia
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Barra de cereal

(AMBROSIO e RAMOS, 2012)

Filmes

(NASCIMENTO; CALADO e
CARVALHO, 2012)

logurte probiético

(ESPIRITO-SANTO et al., 2013)

Biscoito (PADILHA e BASSO, 2015)
Bolo (OZORES; STORCK e FOGACA, 2015)
P30 (DAMASCENO et al., 2018)

Massa alimenticia fresca

(RIBEIRO et al., 2018)

Bolos (OLIVEIRA et al., 2019?)
Sorbetto (MONTEIRO et al., 2019)
Sorvete (CARLOS et al., 2019)

Mistura para omelete (ASSIS et al., 2020)
Biscoito (NASCIMENTO et al., 2020)
Doces (SILVA et al., 2020P)

Sendo assim, obter produtos de interesse industrial, a partir do
processamento adequado da casca do maracuja, possibilita a otimizacdo da
economia das unidades de processamento, inovagdes tecnoldgicas, bem como

a reducédo dos impactos ambientais.

3.2 Revestimentos comestiveis biodegradaveis

Os alimentos séo importantes fontes de vitaminas, minerais, fibras entre
outros compostos constitucionais, € que com o0 passar do tempo mudancas
fisiologicas e bioquimicas comecam a acontecer principalmente em frutas e
hortalicas pela producdo de etileno com consequente aumento da taxa
respiratoria e desenvolvimento fungico (MARINGGAL et al., 2019).

Com isso, diversos metodos de conservacéo de alimentos sao utilizados
a fim de promover o aumento da vida util dos alimentos e garantir suas
caracteristicas sensoriais e nutricionais, dentre esses se tem o uso de filmes e
revestimentos que vem ganhando cada vez mais destague por apresentar
caracteristicas de facil implementacéo, baixo custo e bons resultados na melhora
da conservacao dos alimentos (DA SILVA; ROMANI e MARTINS, 2020).



19

Os revestimentos biodegradaveis podem ser divididos entre filmes e
coberturas, cuja a diferenga se encontra na forma de obtengao e aplicacéo sobre
os alimentos. As coberturas se caracterizam por serem uma suspensao aplicada
diretamente sobre o produto, e que depois de seco torna-se um filme. Enquanto
que os filmes sdo uma membrana delgada que é pré-formada separada do
produto que, em seguida, é aplicado sobre o alimento (ASSIS e BRITTO, 2014).

Revestimentos biodegradaveis sdo geralmente produzidos com materiais
bioldgicos ou biopolimeros, que sdo amplamente encontrados na natureza como
polissacarideos, proteinas, lipidios e/ou sua combinacdo, sendo todos esses
materiais de baixo custo e ndo poluentes do meio ambiente, uma vez que podem
ser biodegradaveis (BRODIN et al., 2017).

Esses biopolimeros podem ser tanto de origem animal quanto de origem
vegetal como por exemplo as proteinas do soro de leite, caseina, soja, milho,
leguminosas, 0s polissacarideos como derivados de celulose, carragena,
quitosana, pululana, alginatos ou amidos, e nos lipidios as ceras, goma-laca,
acidos graxos, e nos polimeros sintéticos pode-se dar como exemplo o acetato
de polivinila (FELLOWS, 2019).

Filmes e revestimentos a base de polissacarideos geralmente possuem
uma estrutura com pouca flexibilidade conferindo ao material uma estrutura fragil
e quebradica. Assim € de suma importancia a incorporacdo de um plastificante
na estrutura desses materiais para que 0 mesmo possa exercer as propriedades
mecanicas dos filmes. Os beneficios dependerao do tipo e concentracdo em que
o plastificante serd aplicado. Os plastificantes sdo substancias amplamente
usados na categoria de aditivos com intuito de proporcionar uma melhoria nas
propriedades mecéanicas de biomateriais, como flexibilidade e processabilidade
(GAO; POLLET e AVEROUS, 2017).

Os plastificantes sdo aditivos essenciais nos revestimentos e peliculas
protetoras cuja base seja um biopolimero, pois, serdo observadas melhorias na
sua flexibilidade, diminuicdo da fragilidade, manutencdo da integridade,
deformacgé@o sem ruptura, auséncia de poros e fissuras na matriz polimérica e
manuseio de filmes (COBOS et al., 2018).

A diferenciagcdo basica entre filmes e coberturas esta na forma de

producéo e aplicagdo em um produto, os filmes sdo pré-formados para posterior
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aplicacao sobre a superficie do alimento, enquanto que as coberturas sao
elaboradas e depositadas diretamente sobre o alimento (PASCALL e LIN, 2013).

No processo de formacao dos revestimentos, deve-se escolher quais sao
os tipos de biopolimeros e plastificantes que serdo utilizados na elaboracéo
desses novos materiais, afim de se obter propriedades desejadas frente a
solubilidade em agua e permeabilidade ao vapor de agua. Podem também ser
utilizados filmes a base de solu¢cdes emulsionadas, que podem encapsular
compostos bioativos ou de interesse, e contribuir para uma liberacéo controlada
(DAMMAK; LOURENCO e SOBRAL; 2019; XU et al., 2020).

Os revestimentos sdo membranas delgadas, que devem ser invisiveis e
ter aderéncia suficiente para nao serem removidos no manuseio, além disso, nao
podem causar alteracbes nas propriedades organolépticas. Apresentam
diversas caracteristicas estruturais, que sdo dependentes da formulacdo da
solucéo filmogénica (ASSIS e BRITTO, 2014).

O termo “comestivel” implica nos compostos usados na elaboracdo do
revestimento e filme serem GRAS (generally recognized as safe), ou seja,
substancias geralmente reconhecidas como seguras pelo Food and Drug
Administration (FDA) (ASSIS e BRITTO, 2014).

Os revestimentos comestiveis biodegradaveis, estdo ganhando cada vez
mais importancia, uma vez que dao resposta a varios desafios relacionados a
tecnologia de alimentos, como 0 armazenamento e aumento na vida de prateleira
dos produtos alimentares, surgindo como uma alternativa para reduzir os efeitos
prejudiciais impostos pelo processamento dos alimentos (ASSIS e BRITTO,
2014).

3.2.1 Processo de obtencao dos revestimentos por casting

A elaboracdo de revestimentos seja de filmes que também podem ser
denominados de bioplasticos ou de coberturas, se dédo a partir de uma solugéo
filmogénica, desenvolvida basicamente por trés componentes: um agente
formador de filme (biopolimero), um solvente e um plastificante (SILVA,
BRINQUES; GURAK, 2020?), sendo importante enfatizar que cada um desses
componentes confere caracteristicas distintas para os revestimentos, quando

utilizados em diferentes concentragoes.
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A maior parte dos filmes poliméricos sao desenvolvidos pelo método de
casting através da homogeneizacdo dos componentes constitucionais sob um
determinado tempo e temperatura, e posteriormente a solucdo € depositada
sobre um suporte em estufa ou a temperatura ambiente (PACHECO, 2016).

Na etapa inicial, um determinado biopolimero é adicionado em um
recipiente e solubilizado no solvente, sob agitacdo em uma determinada
temperatura, posteriormente, sdo adicionados o agente plastificante e outros
aditivos. J& na segunda etapa, a suspensédo formadora de filme é depositada
sobre um molde ou superficie, sendo entdo submetida a secagem. Geralmente,
este processo de secagem é realizado em estufas com circulacdo de ar forcado
ou secadores de bandejas, em temperaturas entre 30 °C e 40 °C durante 12 a
48 horas (PAGNO, 2016).

Figura 2- Imagem do esquema de obtencéo de filmes pelo método de
casting: (1) formulacéo de suspenséao (solucao filmogénica) de amido, (2)
solucéao filmogénica depositada sobre um molde ou superficie, (3)

resfriamento e secagem. (4) remocéao do filme formado.

Plastificante
Qutros Amido
aditivos l

Filme removido

solucdo na superficie
superficie nivelada
/\ chama

(1) (2) (3) (4)
Fonte: PAGNO (2016)
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As coberturas sdo aplicadas diretamente sobre a superficie do alimento
por imersdao (Figura 2 A), quando este é mergulhado em recipiente com a solugéo
filmogénica, ou pela pulverizacdo (Figura 2 B) da solucdo filmogénica
diretamente sobre o alimento que, posteriormente, é deixado em repouso a
temperatura ambiente ou refrigerado (DAS; DUTTA e MAHANTA, 2013).

Figura 3 - Imagem representativa da aplicacédo de coberturas comestiveis

pelo método de (A) imersao e (B) pulverizacéo.

Fonte: PAGNO (2016).

ApOs esse processo, 0 solvente € entdo evaporado e ocorre a formacéo

da pelicula (filme).

3.2.2 Filmes Ativos

Um filme ativo pode ser definido como um bioplastico no qual compostos
antimicrobianos ou antioxidantes foram adicionados, intencionalmente e de
maneira controlada, para beneficiar o desempenho da embalagem. Com isso
podem ser observada melhorias diante dos aspectos sensoriais, de seguranca e
qualidade do alimento revestido com o filme ativo (FILHO, 2020).

Os filmes ativos sédo utilizados para aumentar a vida util do produto no
qual foi aplicado, esses filmes atuam em pontos importantes para a conservacao
do produto, como o sequestro de oxigénio, manutencédo da umidade, controle de
temperatura, liberacdo controlada de produtos quimicos como 6leos essenciais
e acidos naturais ou uma combinacdo desses efeitos (FABRA; LOPEZ e
LAGARON, 2016).
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Esses compostos adicionados nos filmes ativos intencionalmente, podem
atuar como emulsionantes, antioxidantes, antimicrobianos, nutracéuticos,
saborizantes, corantes, melhorando a qualidade do alimento (DEHGHANI;
HOSSEINI e REGENSTEIN, 2018; YOUSUF; QADRI e SRIVASTAVA, 2018).

Nos ultimos anos varios trabalhos vém sendo realizados a fim de se
desenvolver filmes ativos, dentre os filmes ativos desenvolvidos pode-se
enfatizar os a base de amido de mandioca, a partir de residuos da industria
vinicola, de cascas de banana, incorporados com 0Oleos essenciais, a base de
farinha de gréo de bico com acido galico, com extrato de pele de metilcelulose e
jambolao, entre outros (ARQUELAU et al.,, 2019; DA SILVA; ROMANI e
MARTINS, 2020; DIAS e REIS, 2019; GALVAN et al., 2019; KOCAKULAK;
SUMNU e SAHIN, 2019; QIN et al., 2019).

CHANG et al.,, (2017) elaboraram um saché antifangico com oleo
essencial de orégano (Origanum vulgare L.) microencapsulado, que demonstrou
atividade contra o fungo Dickeya chrysanthemi quando aplicado em alface, o
qual reduziu até 2 log.UFC.g .

Ja SILVA et al., (2020)¢ desenvolveram um filme ativo inteligente a base
de soro de leite com extrato da casca de jaboticaba para o acondicionamento
de queijos que atuou como um indicador da qualidade desses produtos.

Ao desenvolverem filmes de acetato de celulose incorporados com
cafeina e &cido acético CARNEIRO et al., (2020) verificaram que os filmes
incorporados com cafeina mostraram efeito antimicrobiano sobre a Salmonella
enteritidis.

Dessa forma, o desenvolvimento de filmes incorporados com compostos
bioativos, pode aumentar a eficiéncia dos revestimentos que irdo atuar como
agentes ativos interagindo diretamente com o alimento (RODRIGUES;
SIQUEIRA e SANTANA, 2020).

A elaboracéo de filmes com essas propriedades € um ramo promissor na
pesquisa, pois além de proporcionar caracteristicas funcionais aos filmes,
promove um maior aproveitamento de residuos e subprodutos, reduzindo assim

a poluicao.

3.2.3 Ora-pro-ndbis
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Pereskia aculeata Miller. popularmente conhecida como ora-pro-nobis,
groselha de barbados, cacto-macg8, cacto-folha ou cacto-rosa € uma espécie
tropical perene, de cultivo facil, nativa da América tropical e muito comum em
diversos lugares no Brasil (SOUZA et al., 2020)2.

A ora-pro-nébis pertence a familia Cactaceae, da espécie Pereskia
aculeata, € de manuseio simples e sua prevaléncia ocorre em lugares de sol
intenso e temperatura acima de 25 °C. E classificada como arbusto ou erva
daninha, que possui nutrientes essenciais, especialmente proteinas variando
entre 17,4% e 28,4%, com 85% de digestibilidade (GLERIEIDE; GARCIA, 2016).

As folhas de ora-pro-nobis se destacam pelos altos niveis de proteinas e
minerais como célcio, magnésio, manganés, zinco e ferro, e algumas pesquisas
evidenciaram que as folhas de ora-pro-nébis possuem atividade antimicrobiana
contra determinadas bactérias gram-positivas e gra-negativas, devido a
presenca de fitoquimicos com ampla intensidade de atividade antibittica
(GARCIA et al., 2019b; SOUZA, L. F. et al., 2016).

Além disso, as folhas de ora-pro-nobis séo ricas em fibra alimentar total,
mucilagem e vitaminas (AMADO et al., 2017; GARCIA et al., 2019Y).

As folhas de ora-pro-ndbis contém grandes quantidades de compostos
bioativos, conferindo a essa planta atividade antioxidante, antimicrobiana e
antitumoral e ndo apresentam nenhuma citotoxidade em células normais (DA
SILVA et al., 2014; MORAIS et al., 2019; SOUZA et al., 2016).

Além de ser usada na alimentacao humana, estudos também evidenciam
0 uso da ora-pro-ndbis como fonte para extracdo de hidrocoloides (AMADO et
al., 2017; CONCEICAO et al., 2013) e no tratamento de processos inflamatdrios
(DE CASTRO e SCIO, 2014).

SOUSA et al., (2014) ao elaborarem diferentes tipos de extratos com as
folhas de ora-pro-nébis, verificaram grande quantidade de compostos bioativos
e elevada atividade antioxidante.

O estudo das folhas de Pereskia aculeata Mill. vem ganhando grande
interesse nos Ultimos anos por parte da comunidade cientifica devido aos
beneficios potenciais que tem mostrado em virtude de varios estudos nela
desenvolvidos (OLIVEIRA et al., 2019°) .

Diante disso, os extratos das folhas de Pereskia aculeata Mill. sdo

potenciais matérias-primas para o desenvolvimento e, ou conservagdo de
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produtos alimenticios, inclusive como aditivos em filmes e revestimentos
comestiveis, devido a sua composicdo em substancias bioativas com acédo

antioxidante e antibacteriana.
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DA FARINHA DO RESIDUO
DE MARACUJA, PELO PERFIL QUIMICO POR ESPECTROMETRIA DE
MASSAS POR PAPER SPRAY E AVALIACAO DAS PROPRIEDADES
ANTIOXIDANTES, FiSICO-QUIMICAS E MICROSCOPICAS.

RESUMO

Neste estudo as cascas do maracujd amarelo Passiflora edulis f. Flavicarpa,
foram utilizadas para o desenvolvimento de uma farinha que foi avaliada quanto
as suas caracteristicas fisico-quimicas, microscopicas, colorimétricas,
granulométricas, teor de compostos fendlicos, carotenoides, atividade
antioxidante, presenca de grupos funcionais por espectroscopia de
infravermelho, além da determinacdo do perfil de compostos fendlicos por
cromatdgrafia liquida e perfil quimico através de um método rapido e inovador:
espectrometria de massa em paper spray. Esta farinha apresentou coloracéo
clara, granulometria heterogénea, elevado teor de carboidratos, carotenoides e
compostos fendlicos totais com atividade antioxidante. A microscopia eletrénica
de varredura (MEV) demonstrou uma farinha bem particulada, fato que contribui
para sua compactacao. A espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier confirmou a presenca de grupos funcionais de celulose, hemicelulose e
lignina, constituintes da fibra alimentar insolGvel. Pela espectrometria de massa
em paper spray, foi possivel sugerir a presenca de 32 substancias como acidos
organicos, acidos fendlicos, flavondides, aclUcares, quinonas, terpenos e
aminoacido. Esta pesquisa demonstrou que o uso da farinha da casca do
maracuja (FCM) em produtos alimenticios, além de diminuir o desperdicio de
alimentos, contribui para um sistema alimentar sustentavel, e pode conferir
propriedades funcionais aos alimentos em que estdo presentes, devido ao alto
teor de diferentes compostos bioativos importantes para a saude humana e no
combate a doencas. Além disso, foi possivel verificar a utilizagdo da técnica de
ionizacao por paper spray, na identificagédo de diversos compostos na FCM e

comparar os resultados com outras técnicas de analises.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, diversas industrias principalmente as alimenticias geram uma
enorme quantidade de residuo agroindustrial seja na forma soélida (sementes,
cascas, polpas) ou liquida, que além de serem biodegradaveis também possuem
importantes componentes de interesse (DELVAR et al., 2019).

A casca do maracuja amarelo Passiflora edulis f. Flavicarpa € um exemplo
de residuo da industria alimenticia com alto teor de compostos fendlicos com
consideravel atividade antioxidante (FIGUEIREDO et al., 2016).

Segundo DOS SANTOS et al., (2017), sendo o Brasil o maior produtor
mundial chegando a um total de aproximadamente 703,489 toneladas de
maracuja produzidos no ano de 2019 (FARIA et al., 2020).

Varios estudos vém mostrando os beneficios do uso da casca do
maracuja na saude, como reducdo do colesterol, controle do ganho de peso,
melhoria do transito intestinal de individuos constipados e reducéo glicémica em
diabéticos (MARQUES et al., 2016; FIGUEIREDO et al., 2016; CLARO; PERES-
RODRIGUES e TEIXEIRA, 2018).

Além disso, a farinha da casca do maracuja (FCM) vem sendo empregada
na preparacao e enriquecimento nutricional de diversos alimentos (PINELI et al.,
2015; ARAUJO et al., 2017; PADUA et al., 2017; MAIA et al., 2018).

Entretanto, grande parte dos trabalhos de caracterizacéo de residuos da
industria alimenticia apresentam apenas resultados béasicos utilizando métodos
espectrofotométricos. Neste sentido, sdo necessarios maiores detalhes dos
perfis de compostos fendlicos e sobre a composi¢cado da FCM, dados estes que
ainda néo foram totalmente explicitados (NGUYEN et al., 2019). Pesquisas mais
avancadas sobre a casca do maracuja Sao necessarias para que se possa
oferecer uma avaliacdo mais completa do seu potencial polifendlico e sua
exploracdo, buscando assim, valorizar esse residuo industrial (DOMINGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2019).



42

Desta forma o presente trabalho caracterizou a FCM quanto ao perfil
quimico por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC®) e por uma técnica
de ionizacdo inovadora ultrarrapida utilizando espectrometria de massas por
paper spray (PS-MS). Além disso, determinaram-se os parametros fisico-
quimicos, as propriedades tecnolégicas e microscopicas, o teor total de

compostos fendlicos e a atividade antioxidante.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As cascas de maracujé Passiflora edulis f. Flavicarpa foram adquiridas no

Sacolédo Popular na Cidade de Sete Lagoas-MG, no més de Junho de 2019.

2.2 Métodos

2.2.1 Obtencéo da farinha das cascas de maracuja (FCM)

As cascas de Passiflora edulis f. Flavicarpa, logo ap6s a aquisicéo, foram
transportadas para o Laboratorio de Andlises de Alimentos do Departamento de
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de S&o Jo&o del-Rei, Campus
Sete Lagoas- MG. As mesmas foram higienizadas em agua corrente, cortadas,
distribuidas uniformemente sobre bandejas de aluminio e submetidas a
desidratacdo em estufa com circulacéo forcada de ar (400-TD, Brazil) a 60 £ 5
°C por 24 horas.

Com o processo de desidratacdo concluido, as cascas foram
fragmentadas em liquidificador (Philips Walita, modelo Walita Brasilia LB, Brasil)
e peneiradas através do uso de tamis (Bertel IndUstria Metallrgica Ltda., 32
mesh, 500 mm, Brasil). A farinha da casca de maracuja foi acondicionada em

frascos de vidro para congelamento a -18 °C até o momento das analises.

2.2.2 Coloragao

A farinha foi avaliada quanto a cor em espectrofotdmetro (Konica Minolta,

CM-2300d, Toquio, Japéo), com a escala CIELab. Os parametros de cor foram
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L* (luminosidade), a* (vermelho a verde) e b* (amarelo a azul), os dois ultimos
sendo usados para calcular os parametros h° (tonalidade) e c* (croma ou
intensidade da cor) (LEAO et al., 2017) . Todas as analises foram realizadas em

triplicata.

2.2.3 Composicdo centesimal e teor de amido

A analise da composicdo centesimal da FCM foi realizada segundo os
meétodos da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2012), com
adaptacoes.

O teor de umidade foi determinado a 105 °C em estufa com circulacao de
ar forcado (FANEM, 320-SE, Brasil) até peso constante. O teor de lipideos foi
determinado utilizando um extrator de Soxhlet (Solab, SL-202, Brasil). O teor
total de proteina (N x 6,25) foi determinado pelo método de Kjeldahl. O teor de
cinzas foi realizado por incineracdo em mufla (FORNITEC, 2629, Brasil) a 550 °
C. O conteudo de carboidratos foi determinado por diferenca. Os resultados
foram expressos em gramas por 100 g de matéria seca (bs). Ja o teor de amido
foi determinado conforme (BRAZIL, 2014). Todas essas andlises foram

realizadas em triplicata.

2.2.4 Espectroscopia no Infravermelho

A analise por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) foi realizada no espectrometro (Shimadzu IRAffinity — 1), com
detector DLaTGS (sulfato de triglicina deuterado e dopado com L-alanina) e
acessorio de refletancia total atenuada (ATR) com cristal de zinco. O espectro
da FCM foi obtido na faixa de 4000 a 500 cm™, com 20 varreduras por

experimento, com uma resolucéo de 4 cm.

2.2.5 Microscopia eletrbnica de varredura

A microestrutura da superficie da FCM foi analisada por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) empregando o Microscépio Eletrénico de

Varredura com Detector de Energia Dispersiva de raios X, modelo do MEV: Leo
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440i e do EDS: 6070 (LEO Electron Microscopy/Oxford) (Cambridge, Inglaterra).
A amostra foi seca e mantida sob vacuo por 24 horas antes da analise. Em
seguida, foi revestida com uma camada de ouro com espessura estimada em
200 A° em um aplicador de pulverizacdo Sputter Coater EMITECH, Modelo:
K450 (Kent, Reino Unido). As analises das superficies das amostras foram
realizadas sob vacuo, utilizando uma tenséo de aceleracdo de 10 kV e uma
ampliacao de 500x, 800x e 2000x.

2.2.6 Granulometria

A determinacado da granulometria e distribuicdo do tamanho das particulas
da farinha da casca do maracuja, foi realizada de acordo com (MARTINO et al.,
2012), onde 100 g da farinha foi submetida a tamisagdo em um agitador de
peneiras (Lucadema) por 10 minutos, tendo o controlador de velocidade no nivel
10, em um total de 11 peneiras padrdo ABNT, com vibracdo. As malhas
apresentavam aberturas entre 125 a 4000 um, e a amostra da farinha retida em

cada peneira foi pesada e expressa em porcentagem (%).

2.2.7 Preparagéo do extrato de compostos bioativos da farinha da casca

do maracuja

A extracdo dos compostos bioativos presentes na farinha da casca do
maracuja foi realizada para quantificar o teor de compostos fendlicos totais,
determinar sua capacidade antioxidante e analisar o perfil quimico conforme
descrito por (RUFINO et al., 2010). A farinha da casca de maracuja (2,5 g) foi
misturada com 10 mL de solucdo metanol/agua (50:50, v/v), e mantida em
repouso por 1 hora. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 3493
X g por 22 min (Excelsa Il, FANEM, 206BL, Brasil) e o sobrenadante foi
recuperado. Posteriormente, 10 mL de solugdo de acetona/agua (70:30, v/v)
foram adicionados ao residuo remanescente e um novo tempo de espera e
centrifugacéo foram repetidos nas mesmas condi¢des descritas acima. Ambos
sobrenadantes foram misturados em um baldo de 25 mL, que foi completado

com agua destilada até o volume final.
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2.2.8 Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

Os compostos fendlicos totais da farinha de casca de maracuja foram
determinados pelo método de Folin-Ciocalteau (SAHAN; CANSEV; GULEN,
2013). O resultado foi expresso em acido gdlico equivalente (mg GAE.g?
amostra). A atividade antioxidante foi avaliada por DPPH (AOAC, 2012), FRAP,
e ABTS (RUFINO et al., 2010). A andlise foi realizada em triplicata e em um

ambiente com pouca luz.

2.2.9 Carotenoides

Os carotenoides totais, ap0s extracdo com acetona, foram quantificados
por espectrofotometria a 450 nm, segundo RODRIGUEZ-AMAYA, (1996) os
resultados foram expressos em microgramas de carotenoides por grama matéria

seca. A concentracao de carotenoides foi calculada utilizando a Equacéo 1:

CT (ug carotenoides/g amostra) = (A x V x 104 /E1%1cm x m) (Eq. 1)

Onde: A = absorbancia a 450 nm, V = volume final da amostra (mL), m =
massa da amostra (g), E1%1cm= coeficiente de extincdo do S-caroteno em éter
de petréleo = 2592.

2.2.10 Determinacao do perfil de compostos fendlicos

A determinacao dos principais compostos fendélicos presentes no extrato
da FCM foi realizada conforme o método cromatografico descrito por (ECA et al.,
2015), usando um cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia (Waters, Acquity
UPLC® Class, Milford, Massachusetts, USA) equipado com detector de UV por
arranjo de diodos, bomba quaternaria, degaseificador on line e amostrador
automatico, coluna Acquity UPLC ® BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um, Waters,
Milford, Massachusetts, USA) sob fluxo constante de 0,3 mL.min%, com duas
fases moéveis (A = acetonitrila e B = agua: acido formico, 99,75: 0,25). As curvas
analiticas para cada padrao foram construidas na faixa de concentracéo de 20 a
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200 pg.gt, obtendo-se R? maiores que 0,999. Os resultados foram expressos em

Hg.g* de farinha.

2.2.11 Perfil quimico

Para avaliacdo do perfil quimico da farinha da casca do maracuja, o
extrato obtido foi filtrado por um filtro de seringa de nylon de 0,22 ym e dois
microlitros foram adicionados na borda do papel cromatografico juntamente com
metanol, funcionando como fonte de ioniza¢do, do espectrometro de massa LCQ
Fleeet (Thermo Scientific, San Jose, USA), conforme a metodologia proposta por
(SILVA et al., 2019). O extrato da farinha da casca do maracuja foi analisado nos
modos de ionizacdo positivo e negativo, em triplicata.

Neste procedimento a fonte de tensdo PS-MS foi igual a + 5,0 kV (modo
de ionizacao positivo) e -3,5 kV (modo de ionizagdo negativo); tensao capilar de
40 V; temperatura do tubo de transferéncia de 275 °C, tenséo da lente do tubo
de 115 V; e faixa de massa de 100 a 1000 m/z. A partir da base literaria cientifica,
0s ions com seus respectivos fragmentos foram identificados.

As energias de colisdo usadas para fragmentar os compostos variaram de
15 a 40 eV, e os espectros de massa obtidos dessa andlise foram processados

com o software Xcalibur (Thermo Scientific, EUA).

2.3 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos com as médias das replicatas e seus

respectivos desvios padrdo. Os coeficientes de correlacdo de Pearson foram

determinados no software SPSS 15.0 for Windows (SPSS Inc., EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo da farinha da casca de maracuja
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3.1.1 Coloracao

A FCM obtida nesse trabalho apresentou coloracdo clara conforme
apresentado pelos resultados dos parametros colorimétricos, L* 88,04 + 1,25; C*
23,04 £ 1,54; e h° 85,69 + 0,67.

Ao comparar os resultados dos parametros colorimétricos da FCM com os
dados obtidos nos trabalhos de COELHO et al., (2017) e (DOS REIS et al., 2020),
gue também estudaram a FCM para diferentes finalidades, € possivel constatar
que a farinha do presente estudo apresenta coloracdo mais clara. Diversos
fatores como tempo e temperatura de secagem, grau de maturacao do fruto, tipo
de estufa entre outras condi¢cdes podem interferir diretamente nos parametros
colorimétricos da FCM (VU; SCARLETT e VUONG, 2017).

O presente estudo, demonstrou que a secagem da casca do maracuja na
temperatura de 60°C, ndo possibilitou a atividade da enzimética da
polifenoloxidase (PPO), que promove a oxidacao de compostos fendlicos para
0-quinonas, resultando no escurecimento enzimatico desse produto (OLIVEIRA
et al., 2016).

Esse fato corrobora com o alto teor de compostos fendlicos encontrados
para a FCM deste estudo. Em relacéo a coloracdo mais clara, a FCM pode ser
utilizada sem muitas interferéncias nos parametros colorimétricos em diversos

produtos e preparacfes de alimentos, entre outros.

3.1.2 Composicao centesimal e teor de amido

Neste trabalho, o teor médio de umidade foi igual a 9,57 + 2,66%, portanto
dentro do padrdo exigido por lei (méximo de 15% para farinhas derivados de
frutas), de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2005). O teor de umidade esteve proximo ao encontrado por (GARCIA; MILANI;
RIES, 2020) que detectou teor de umidade médio igual a 6,86% ao secarem a
casca do maracuja em temperaturas entre 60 e 105 °C de 6 a 12 horas.

O baixo teor de umidade detectado no presente estudo € muito importante

pois tem a capacidade de impedir a proliferacdo microbiana.
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Na Tabela 1 estdo apresentados os valores médios da composicéo
centesimal da farinha da casca de maracuja obtida, expressa com o0s valores
médios * desvio padrao.

Tabela 1 - Valores médios da composicao centesimal da FCM e teor de

amido, em base seca.

Componente Conteudo (%)
Lipideos 1,24 £ 0,20
Proteinas 2,13+0,16

Cinzas 7,28 +£0,11
Carboidratos totais 89,33 £ 2,66
Amido 3,15+ 0,02

Valor médio + desvio padrao

O teor de lipideos encontrado neste estudo foi superior quando
comparado com o trabalho de outros autores. HERNANDEZ-SANTOS e
colaboradores (2015), detectaram 0,64 + 0,02% lipideos na FCM obtida da
secagem a 60 °C até umidade inferior a 8%, e SILVA et al., (2016), 0,63 £ 0,05%
de lipidios da farinha elaborada da casca seca a 70°C até ndo haver diferenca
significativa de peso.

Pode-se constatar que além da utilizacdo de determinadas partes do
residuo do maracuja, o método de obtencédo da farinha também pode influenciar
diretamente nos parametros centesimais, como o teor de lipideos.

A FCM apresentou 2,13 + 0,16 % de proteina, sendo este valor préximo
ao encontrado por CAZARIN et al., (2014) de 3,94 + 0,18% de proteina em base
seca para FCM, onde a casca foi seca em estufa com circulagdo de ar na
temperatura de 50 °C, até obtencao de teor de umidade igual ou inferior a 10%.

OLIVEIRA e colaboradores (2016), ao avaliarem o teor de cinzas da
farinha da casca de maracuja apds a secagem a 60 °C, encontraram o valor de
7,24%, sendo este valor, préximo ao encontrado neste estudo (7,28 + 0,11 %).

Entretanto, SILVA et al., (2016), obtiveram um valor menor de cinzas igual
a 1,95%, ao estudarem a farinha produzida com o albedo macerado e seco a 70

°C. O alto teor de cinzas encontrado neste trabalho, demonstra o método de
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obtencéo utilizado e o uso integral da casca do maracuja origina farinhas com
maior quantidade de minerais.

O teor de carboidratos totais foram de 89,33 + 2,66%, valor maior ao
apresentado por HERNANDEZ-SANTOS et al., (2015), que foi de 30,37 + 0,41%
para FCM. Ao realizarem a avaliacdo da secagem de dois lotes das cascas de
maracuja a 60 °C por 48 h e liofilizada a 25 °C por 72 h, OLIVEIRA et al., (2016),
encontraram valores entre 3,14 g.100! a 15,17 g.100* para carboidratos totais
em base seca.

Ambos resultados sdo de farinhas obtidas pela casca integral do
maracuja. Os menores teores de carboidratos encontrados em outros estudos
estdo associados a quantificacao de fibras, certificando o elevado teor de fibras
existente neste residuo agroalimentar (CAZARIN et al., 2014) . A FCM pode ser
utilizada como fonte de fibras nas mais distintas elabora¢des de alimentos e
processos tecnolégicos.

O teor de amido da FCM foi igual a 3,15 + 0,02 %, valor préximo ao
encontrado no trabalho de BUSSOLO DE SOUZA et al.,( 2018), 2,3 = 0,00%
para uma amostra de FCM utilizada comercialmente. O mesmo estudo mostrou
que o teor de amido préximo desse valor para FCM é o correto, evidenciando a
auséncia de contaminagéo de amido nesse produto.

Além disso, certa fracdo do amido presente na FCM faz parte da
constituicdo de um teor de pectina e das fibras insolUveis da casca do maracuja.

Diferencas na forma de processamento da FCM, pode influenciar nas
propriedades quimicas, explicando algumas diferencas das propriedades
constitucionais encontradas na farinha desse residuo, mesmo com a preciséo do

método de analise utilizado.

3.1.3 Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia no Infravermelho foi usada para determinar os grupos
funcionais presentes na farinha da casca de maracuja, conforme apresentado na

Figura 1.
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Figura 1 - Espectro de infravermelho com transformada de Fourier da
FCM.
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Os principais numeros de ondas foram encontrados entre as bandas de
1750 cm™ a 900 cm?, fato que também ocorreu no trabalho de (CANTERI et al.,
2019) que usou a espectroscopia no infravermelho para determinar a
composicao da parede celular em uma grande diversidade de frutas e hortalicas.

Uma banda larga de baixa intensidade a 3230 cm™ corresponde ao
alongamento dos grupos —OH (EL-DIN et al., 2018). O pico 1075 cm-%, associado
a v(C-0) , v (C-C) de xiloglucano e fosfato, estédo positivamente correlacionado
a compostos fendlicos e a glicose nao celulésica (CANTERI et al., 2019; TALARI
et al., 2017).

O pico de absorcédo de 1600 cm™, corresponde aos grupos C=0 e —OH,
gue estdo presentes em aldeidos, cetonas, ésteres e acidos carboxilicos,
comuns nos frutos por exemplo (FLORES-MORALES; JIMENEZ-ESTRADA;
MORA-ESCOBEDO, 2012; OLIVEIRA, T. I. S. et al., 2016).

As bandas em 1635 cm™ e 1446 cm™ ! sdo atribuidos as vibracdes do
O=C-O (UMOREN et al., 2015), sendo estes padrdes de banda encontrados,
semelhantes ao observado no trabalho de (Bezerra et al., 2019) na farinha de

albedo de maracuja amarelo.
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O pico de 1735 cm esté4 relacionado ao alongamento de C=0 de grupos
carbonil conjugados (grupos de &cido carboxilico e lactona), devido a presenca
de anéis aromaticos ou benzénicos na lignina (ANDIA et al., 2020).

O pico a 1234 cm™ indica estiramento de ligacdo C-O da lignina (EL-DIN
et al., 2018), enquanto que a banda a 1020 cm™ corresponde a vibragéo de C-
O-C do anel de piranose (PELISSARI; JOSE; MENEGALLI, 2014).

De forma geral, ao comparar os dados presentes na literatura pode se
observar a variacdo de espectros e até mesmo a falta de algumas bandas, que
demonstram a variabilidade da parede celular de frutas e hortalicas (CANTERI
et al., 2019), e a influéncia da forma de processamento dos materiais que seréo
submetidos a essas analises.

Os resultados encontrados na espectroscopia no infravermelho
demonstra que a FCM assim como os subprodutos agricolas geralmente sdo
compostos por lignina e celulose (CHAO; CHANG; NIEVA, 2014). Além de outros
grupos funcionais de lignina, como &lcoois grupos aldeidos, cetonas,

carboxilicos, fendlicos e éter.

3.1.4 Microscopia eletrénica de varredura

Uma microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi aplicada para

observar a superficie morfolégica da FCM (Figura 2).
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Figura 2 - Imagens da microscopia eletronica de varredura da farinha obtida a

partir da casca do maracuja
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Conforme exposto na Figura 2, pode-se observar que a FCM apresentou

uma superficie aspera e um pouco enrugada (representado pelas setas na
Figura 2B - C), sendo esse resultado provavelmente atribuido a desintegracéo
de alguns compostos em elevadas temperaturas, que resultou em uma
superficie mais irregular da FCM do presente estudo (KAZEMI et al., 2019).

As imagens obtidas dos granulos da FCM se assemelham com a MEV
realizada por OLIVEIRA et al., (2016), em FCM obtida pela secagem da casca a
60°C. A superficie mais irregular da FCM torna esse produto mais facil de
dispersar em solucgéo, contribuindo para uma maior retencédo de agua na farinha
(ALVES e ASCHERI, 2016; LIEW et al., 2016).

As imagens das microestruturas da FCM se assemelham com a de outras
amostras que possuem um elevador teor de fibra de fontes vegetais ( ROSELL,
SANTOS e COLLAR, 20009).

A farinha também se mostrou bem particulada, com particulas grandes e
pequenas (Figura 2D), que contribui para sua compactacdo, uma vez que,
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particulas menores tendem a preencher os espacos deixados pelas maiores,

conferindo maior densidade.

3.1.5 Granulometria

A FCM demonstrou um comportamento granulométrico heterogéneo, o
gue € muito caracteristico das farinhas obtidas a partir de subprodutos de frutos.

Os maiores percentuais de retencdo da farinha foram de 40,25% para a
malha de 48 mesh (300 um) e 21,29% para a malha de 60 mesh (250 um), os
demais percentuais de retencdes ficaram distribuidos de forma dissimilar no
restante das malhas.

O aspecto heterogéneo da FCM quanto a sua particula também foi
observado por outros autores (COELHO et al., 2018; LEORO et al., 2010).

A heterogeneidade granulométrica da FCM, esta de acordo com as
imagens apresentadas na MEV, onde foi possivel verificar uma farinha bastante
particulada.

De forma geral, o tamanho da particula tem influéncia direta na
capacidade de absorver agua, no tempo de mistura e nas caracteristicas
organolépticas de varios produtos (SOARES et al., 2020).

As particulas menores da FCM proporcionaram uma maior superficie de
contato, facilitando maior liberacdo de compostos fendlicos devido a ruptura das
células vegetais, enquanto que as particulas maiores sao caracteristicas de
farinhas que possuem elevado teor de fibras (BRITO et al., 2019).

Portanto, as particulas da FCM podem apresentar diferentes acdes nas

propriedades funcionais dos alimentos.

3.1.6 Compostos Fendlicos Totais e Atividade Antioxidante

O teor de fendlicos totais quantificados na FCM foi de 645,54 + 2,47 mg
EAG.100 g'(base seca), e comparando com outros trabalhos presentes na
literatura como descrito abaixo, verifica-se que a FCM obtida neste estudo se

destaca com maior teor destes constituintes.
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MORAIS et al., (2015), avaliaram o teor de compostos fendlicos totais
extraidos com metanol da casca do maracuja seco a 60 °C por 24 horas e
liofilizados, encontrando baixos niveis de compostos fendlicos (86, 74 mg
EAG.100 g?) e (269,75 mg EAG.100 g*) respectivamente.

Os menores teores de compostos fendlicos detectados na casca liofilizada
no trabalho de MORAIS et al., (2015), em relagdo ao encontrado neste trabalho,
demonstra que o0 aquecimento até certa temperatura auxilia na quebra da
membrana vegetal, permitindo um aumento na bioacessibilidade dos compostos
fendlicos (DOS REIS et al., 2020).

Ao realizar a avaliacdo de extratos obtidos a partir da casca do maracuja
amarelo, ao natural e seco em diferentes condicdes de operagcdao DO
NASCIMENTO et al., (2016), detectaram concentracdo de compostos fendlicos
na faixa de 143,8 a 381,3 mg EAG. 100 g.

As diferentes concentrac6es de compostos fendlicos estdo associadas a
diversos fatores que podem intervir nos niveis de compostos bioativos. Portanto,
um mesmo material, pode apresentar diferentes resultados, quanto a
quantificacdo de compostos fendlicos (CHIRINOS et al., 2013; DO
NASCIMENTO et al., 2016), evidenciando a eficacia do método de obtencao
utilizado neste trabalho.

O resultado obtido, se mostra significativo, certificando que a farinha da
casca do maracuja é um residuo industrial com consideravel teor de fendis totais.
As plantas possuem diversos compostos polifendlicos com diferentes acbes e
polaridades, sendo importante utilizar mais de um método de avaliagdo da
atividade antioxidante, uma vez que, cada um tem a capacidade de avaliar um
mecanismo de acao distinto (CAZARIN et al., 2014; VU; SCARLETT; VUONG,
2016).

Neste trabalho a determinacéo da atividade antioxidante do extrato obtido
a partir da farinha da casca do maracuja se deu por trés métodos, sendo 0s
resultados obtidos igual a 29,06 + 1,70uM de Trolox.g* por ABTS, 72,38 + 2,66
uM de sulfato ferroso.g? por FRAP e 79,05 + 1,65uM de Trolox.g™* por DPPH
(base seca).

CAZARIN e colaboradores (2014), ao determinarem a ATT de extratos
aguoso, metandlico/acetonico e etandlico, das cascas de maracuja desidratadas

a 50 °C até umidade inferior a 10%, detectaram ATT variando de 29,6 + 0,66 até
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46,35 = 0,85% para DPPH e 34,95 £ 2,02 a 38,65 + 1,55 umol Trolox
equivalentes TE g-1 de amostra para FRAP.

Ao avaliarem concentrados de fibra obtidos a partir de residuos do
maracuja que foram desidratados por 60 °C durante 12 horas, MARTINEZ et al.,
(2012), determinaram a capacidade antioxidante de sequestro do radical ABTS
igual a 2,4 + 0,25 e 5,5 + 0,58 uyM de Trolox.g, para extratos do residuo do
maracuja obtido com etanol e metanol-acetona respectivamente.

Todos os resultados apresentados anteriormente, sdo inferiores aos
encontrados neste estudo. Portanto, pode-se inferir que a atividade antioxidante
também é influenciada pela cultivar, estagio de maturacdo, método de producao
da farinha, bem como pelas condi¢cfes de extracdo dos compostos (SILVA et al.,
2020).

Além dos compostos bioativos, estudos vem demonstrando que a pectina
e as fibras das cascas do maracuja P. edulis podem efetivamente eliminar os
radicais livres, como DPPH e ABTS (DOS REIS et al., 2018; HE et al., 2020).

O extrato da farinha da casca do maracuja eliminou o radical DPPH de
maneira mais eficiente, indicando a grande capacidade de doacao de hidrogénio,
e evidenciando a forte atividade antioxidante desse residuo (HARTANTO et al.,
2019).

Os resultados encontrados neste estudo demonstram que a FCM, pode
ser utilizada para obtencdo de alimentos e produtos com propriedades

antioxidantes.

3.1.7 Carotenoides

O teor de carotenoides na FCM foi igual a 645,06 ug carotenoide.100g™,
indicando que a casca do maracuja amarelo é um subproduto com significativo
teor desses compostos. Este resultado foi préximo ao encontrado por CHUTIA e
MAHANTA (2021) ao avaliar diferentes formas de extragdo de carotenoides na
FCM de Passiflora edulis, obtida a partir da casca do maracuja liofilizada
(739,456 pg.100 gb).

Esses resultados demonstra que a temperatura € um ponto importante no
processo de extracdo dos carotenoides, uma vez que amostras submetidas a

altas temperaturas de secagem como a desse estudo, demonstram elevada
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quantificacdo de carotenoides (CHUTIA; MAHANTA, 2021; DOS REIS et al.,
2020; ELIK; KOCAK; GO, 2020).

A alta temperatura, pode tornar os compostos mais disponiveis devido a
ruptura do tecido vegetal dos carotenoides (DOS REIS et al., 2020).

Os carotenoides tém propriedades antioxidantes e sao considerados
precursores da Vitamina A, favorecem o fortalecimento do sistema imunol6gico
promovendo inimeros beneficios a satde (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012).
Portanto, a FCM pode ser utilizada no desenvolvimento e elaboracdo de
produtos alimentares com propriedades funcionais, devido ao alto teor de
carotenoides, que sdo compostos bioativos importantes para a satde humana e
no combate a doencas.

3.1.8 Determinacao do perfil de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos da farinha das cascas do maracuja identificados
e quantificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia foram dos grupos dos
acidos fendlicos (acido galico, acido cafeico e acido elargico) e dos flavonoides

(quercetina), e estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Perfil de fendlicos (pug.g* de extrato) no extrato metandlico

para FCM

Composto FCM
Acido galico 12,37 + 0,01
Acido cafeico 2,32 +£0,02
Acido elagico 0,61 + 0,02
Quercetina 0,34+£0,01

Acido clorogénico ND

Catequina ND

Valor médio + desvio padrdo. ND: ndo determinado

A Figura 3 mostra o cromatograma dos fendlicos identificados no extrato
metanalico obtido a partir da FCM.
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Figura 3 - Cromatograma dos fendlicos identificados no extrato

metandlico obtido da FCM a 320 nm
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A: espectro dos padrdes diluidos em agua; 1: acido galico; B: espectro dos padrdes diluidos em
metanol; 2: acido cafeico; 3: &cido elagico; 4: quercetina.

Ao todo, quatro compostos fendlicos foram quantificados na farinha da
casca do maracuja, e em ordem decrescente quanto a concentracao de
fendlicos, se tem: acido galico > &cido cafeico > acido elagico > quercetina,
enquanto que o acido clorogénico e a catequina ndo foram determinados nesta
andlise.

Todos o0s compostos encontrados neste estudo, também foram
identificados em outros trabalhos que pesquisaram a FCM presentes na
literatura (CAZARIN et al., 2014; RIOS et al., 2018; DOS REIS et al., 2020;
GADIOLI et al., 2018; KONTA; ALMEIDA; LIRA, 2014).

A menor quantificacdo da quercetina em relacdo aos outros compostos,
pode ser justificavel por sua instabilidade em temperaturas mais elevadas,
diminuindo assim sua concentracdo (DOS REIS et al., 2020).

A ndo quantificacdo do acido clorogénico e catequina pode ser justificada
pelas diversas condicdes como localizacdo geografica de cultivo do fruto,
variedade, estagio de maturagdo, condicdes de colheita e ao método de
extracdo, especialmente quanto ao solvente utilizado, uma vez que a polaridade
do mesmo com a amostra, afeta diretamente o rendimento de extracao
(CHIRINOS et al., 2013).

Sendo estes alguns dos motivos da dificil comparacéo da identificacéo e
quantificacdo dos compostos fenolicos detectados neste estudo para a FCM com

outros trabalhos, que demonstram uma grande variedade e diferentes



58

concentracbes de compostos fendlicos (KONTA; ALMEIDA; LIRA, 2014;
SIMIRGIQOTIS et al., 2013).

Contudo, os compostos fendlicos identificados e quantificados neste
trabalho séo bastante conhecidos por sua capacidade antioxidante, indicando

importancia da deteccéo destes na FCM.

3.1.9 Perfil quimico

Através da EM-PS foi possivel obter as impressdes digitais em amplas
faixas de massas do extrato da farinha da casca de maracuja nos modos de

ionizagao positivo e negativo, como ilustrados na Figura 4.
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Figura 4- Representacédo dos espectros de massas por Paper Spray
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(a) Espectrograma PS-MS no modo de ionizagdo negativo e (b) espectrograma PS-MS no
modo de ionizacdo positivo do extrato obtido da farinha da casca do maracuja.

A identificacdo dos compostos no modo de ionizacdo negativo distinguiu

entre acidos organicos, fendlicos e graxos, glicerideos de fenilpropano,

acucares, flavonoidese e quinona, totalizando 21 substancias apresentadas na
Tabela 3.
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Tabela 3 - lons identificados na farinha da casca de maracuja por EM-PS

em modo negativo.

Tentativa de identificacao m/z MS/MS

Referéncia

Acido Organico

Acido Malico 133 115

(ABU-REIDAH et
al., 2015; SILVA,
et al., 2020)

Acido Fendlico

Acido Cafeico 179 135
Galloyl pyrogallol 279 153
Acido caférico 311 133
Acido cumarico 325 265
Cumaroilquinicos, pCoQA 337 173
(acidos clorogénicos)

Cafeoil-D-glucose 339 159
Acido clorogénico 353 191
Derivado do acido cafeico 377 341, 215
Ester metil do acido 3,5-di-O- 535 445

cafeoilquinico

(KANG et al.,
2016)
(ABU-REIDAH et
al., 2015)
(ABU-REIDAH et
al., 2015)

(AABY;
EKEBERG e
SKREDE, 2007,
ABU-REIDAH et
al., 2015)
(NCUBE et al.,
2014)

(SILVA, M. R. et
al., 2019)
(NCUBE et al.,
2014)

(SILVA et al,,
2020)

(SILVA, V. D. M.
et al., 2020)

Glicerideos de fenilpropano

1-O-diidrocafeoil glicerol 255 163

(KANG et al.,
2016; SILVA, et
al., 2020)
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AcuUcar
Hexose 215 89,179 (GUO et al,
2017; SILVA et
al., 2020)
Flavonoides
Luteolin-6-C- 431 341,413 (OTIFY et al.,
guinovoside/fucoside 2015)
Naringenin hexoside 433 313 (KANG et al,
2016)
Luteolin-7-glucoside (flavona) 447 227 (WANG, J. et al.,
2017)
Kaempferol-3-O-rutinosideo 593 285,447 (SILVA et al,,
2020; WANG et
al., 2017)
Rutina (quercetina 3- 609 341 (SILVA et al,,

rutinosideo)

2020; WANG et
al., 2017)

Acidos Graxos

Acido Oleico 281 237 (WANG, J. et al.,
2017)

Acido estearico 283 265 (WANG, J. et al.,
2017)

Acido trihidroxi- 327 113, 195,239,309 (KANG et al,

octadecadiendico 2016; OTIFY et
al., 2015)

Quinona
4,9-Dihydroxy-6,7- 293 249 (WANG, J. et al.,

dimethoxynaphtho
(2,3-d)-1,3-dioxole-5,8-dione

2017)

A maior parte dos compostos da FCM esta dentro do grupo de acidos

fendlicos, o que torna esse residuo um excelente candidato para avaliar varios

efeitos in vivo, como evidenciado por DOS REIS et al., (2018), que estudou o

potencial antioxidante do maracuja (P. edulis).



62

O acido cafeico também foi detectado por UPLC, diferentemente do acido
clorogénico. A identificagéo do acido clorogénico pela EM-PS, demonstra como
essa técnica de ionizagdo ultrarrapida possibilita a identificacdo de compostos
gue muitas vezes podem néo ser detectados por outros métodos.

O ion com m/z 133 foi proposto como acido malico [M - H]- com base em
sua transicdo MS/MS 133 — 115 (perda de uma molécula de agua), o que
também foi observado por SILVA et al., (2020), na farinha da casca de banana.
Na literatura ainda nédo foi encontrado nenhum trabalho que detectasse a
presenca do acido malico na FCM.

Da classe dos glicerideos de fenilpropano, o composto 1-O-diidrocafeoil
glicerol (m/z 255) também foi identificado nos gréos de sorgo e na farinha da
casca da banana (KANG et al., 2016; SILVA et al., 2020).

O sinal com m/z 215 pode ser considerado como hexose, de forma geral
a FCM possui alto teor de carboidratos como demonstrado na Tabela 1 através
da andlise de composicao centesimal. Esse resultado confirma que os
carboidratos também podem ser identificados por paper spray.

O ion m/z 431 demonstrou um espectro desprotonado [M-H] a partir da
perda de massa [M-18-HJ, indicando um 6-C-glicosideo denominado como
luteolin-6-Cquinovosideo ou luteolin-6-C-fucosideo, descrito anteriormente para
P. edulis F. flavicarpa (OTIFY et al., 2015).

Nesta pesquisa foram encontrados 11 compostos do grupo dos
flavonoides, em ambos modos de ionizacao. No maracuja os flavonoides sao os
compostos sugeridos com propriedades terapéuticas (HE et al., 2020; OTIFY et
al., 2015). De modo geral, os residuos do maracuja, podem ser considerados
com uma fonte natural de flavonoides (DOS REIS et al., 2018).

Os &cidos oleico e estearico que séo alguns dos principais 4cidos graxos
insaturados presentes na semente do maracuja (HE et al., 2020), também foram
detectados na casca. O &cido oleico, foi o acido graxo mais abundante
encontrado nas partes aéreas secas de P. edulis (folha e caule), por OTIFY et
al.,, (2015), que também constataram a presenca do acido trihidroxi-
octadecadienodico m/z 327 por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada
com espectrometria de massa.

RAMLI et al., (2020), ao avaliarem o conteudo fendlico e de favonodides

por espectrometria de massas no modo negativo de extrato das cascas do
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maracuja (P. edulis), detectaram 11 compostos, quantidade inferior ao
encontrado nesta pesquisa.

As variagdes nos tipos e quantidades de compostos identificados estéo
relacionadas a diversos fatores que envolvem desde a variedade do maracuja,
grau de maturacado, condicbes de cultivo, bem como métodos de extracdo e
solventes utilizados.

Quanto aos possiveis compostos identificados no modo de ionizagao
positivo da FCM, estes sédo apresentados na Tabela 4, totalizando 11 compostos
distintos compreendendo as classes quimicas dos flavonoides, acucares, acido

graxo, acido fendlico, terpeno e aminoécido.

Tabela 4- jons identificados na farinha da casca de maracuja por EM-PS

em modo positivo.

Tentativa de identificacao m/z MS/MS Referéncia

Flavonoides

Diosmetin 301 258 (WANG et al.,
2017)
3-O-methylquercetin 317 245,273,247  (GOBBO-
NETO, L.;
LOPES, 2008)
Apigeninidin-7-O- 523 269 (GEERA,;
methylflavene dimer OJWANG;
AWIKA, 2012)
guercetin-3- 551 303 (AABY;

malonylglucoside EKEBERG:

SKREDE, 2007)

AclUcares
Sacarose 381 219 (SILVA, M. R. et
al., 2019)
Morroniside 429 267 (XIONG et al.,
2017; ZHANG
etal., 2017)

Acido graxo
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Ester metilico de 413 413 (REN; LONG,
cnidiosideo 2017)
Acido Fenolico
Galloyl pyrogallol 279 153 (ABU-REIDAH et
al., 2015)
Terpeno
Deacetylforskolin 369 253 (ABU-REIDAH
et al., 2015)
Vomifoliol B-D- 409 394,391,247 (JIAetal., 2017)

glucopyranoside

Aminoacido
L arginina 175 129 (SILVA et al.,
2019)

O grupo com maior quantidade de compostos identificados foi dos
flavonoides, que sdo geralmente conjugados como uma forma de protecéo nas
plantas e o maior grupo de fendlicos naturais presentes em vegetais (CORREIA
et al., 2021; SILVA et al., 2020).

Como no modo negativo, foi possivel detectar diferentes acucares,
confirmando mais uma vez a presenca de distintos carboidratos na constituicao
da casca do maracuja.

O Vomifoliol B-D-glucopyranoside mostrou como ion principal m/z 409 [M
+ Na]* e um fragmento proveniente m/z 247 que € atribuivel & perda de um
residuo de glucosil ([M + Na — 162]*). O ion proveniente m/z 391 foi formado pela
perda sucessiva de H20 do m/z 409, o que também foi observado por (JIA et al.,
2017).

CORREIA, et al.,, (2021) ao estudarem farinha de sorgo também
identificaram a presenca do acido graxo éster metilico de cnidiosideo m/z 413,
que € um éster de 4cido graxo que pode ser produzido por uma reacao catalisada
por alcali entre acidos graxos e metanol.

De forma geral a espectrometria de massas com ionizagcdo por paper
spray se caracterizou por ser uma técnica promissora para identificar o perfil

guimico da FCM.
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4. CONCLUSAO

A producdo da FCM pode ser considerada uma alternativa para a
valorizagcdo desse residuo da agroinddstria, uma vez que esse subproduto pode
se tornar um ingrediente com importantes propriedades constitucionais.

A FCM pode ser obtida por procedimentos simples e de baixo custo se
destacando entre as demais farinhas, pela potencial fonte de compostos
fendlicos com atividade antioxidante.

O uso da espectrometria de massa em paper spray, possibilitou a
identificacdo de 11 compostos pelo modo positivo e 21 pelo modo negativo,
como acidos organicos, acidos fendlicos, flavonoides, acucares, quinona,
terpeno e aminodcido.

Ressalva-se que este estudo foi o primeiro a utilizar a técnica de ionizagéo
por paper spray, comparando com outras técnicas de analises para identificacdo

e quantificacdo de diversos compostos na FCM
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CAPITULO 2

DETERMINACAO DO PERFIL FITOQUIMICO, ATIVIDADE BIOLOGICA,
ANTIOXIDANTE, E CARACTERIZACAO MICROSCOPICA DAS FOLHAS E
EXTRATOS DE PERESKIA ACULEATA MILLER OBTIDOS POR
DIFERENTES TEMPOS DE EXTRACAO ULTRASSONICA

RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo realizar um estudo inovador sobre como
diferentes tempos de extracdo ultrassonica (10, 20, 30 e 40 minutos) podem
influenciar no perfil fitoquimico, atividade antioxidante e antibacteriana, de
extratos etanolicos obtidos das folhas liofilizadas de ora-pro-nobis (Pereskia
aculeata Miller), uma planta ainda pouco estudada. Os diferentes tempos de
extragdo, ocasionaram distintos valores de conteudo fendlico e atividade
antioxidante. Todos os extratos foram capazes de inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus até mesmo para maiores diluicbes. Por cromatografia
liquida, o &cido clorogénico foi o composto detectado em maior quantidade em
todos os extratos. Com a espectrometria de massas por paper spray (EM-PS),
foi possivel sugerir a presenca de 53 substancias como acidos organicos,
fendlicos, flavonoides, entre outros. Além disso, essa técnica demonstrou ser
simples e ultra-rapida para obter o perfil quimico do extrato de folhas de ora-pro-
nobis. A microscopia eletronica de varredura (MEV), evidenciou que 0 processo
de liofilizacdo foi capaz de promover maior conservacdo nas estruturas
morfoléogicas das folhas de  ora-pro-nébis. A  espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) evidenciou a presenca dos
grupos funcionais carboxila e de proteina nas folhas de ora-pro-nébis, que
favorece a interacdo com a agua, fato que contribui para formacgéo de géis. Este
€ o primeiro trabalho que avaliou a extracao aprimorada de polifendis das folhas
de ora-pro-nobis sob diferentes tempos em ultrassom, demonstrando o potencial
de aplicacdo das folhas de ora-pro-nobis e seu extrato como ingredientes
funcionais ou aditivos principalmente por sua alta atividade antioxidante na

industria alimenticia e farmacéutica.
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Palavras-chave: Espectrometria de massa em paper spray, espectroscopia no

infravermelho, Ora-pro-nobis, PANC, tecnologia verde.

1. INTRODUCAO

Pereskia aculeata Miller, € uma planta alimenticia ndo convencional
(PANC), pertencente a familia Cactaceae e a subfamilia Pereskioideae, € nativa
da América do Sul. No Brasil € popularmente conhecida como ora-pro-nébis e
suas folhas séo a Unica parte usualmente consumida, sendo utilizada tanto na
medicina popular quanto na culinéria, por ndo apresentar propriedades téxicas
(SILVA et al., 2017; SOARES et al., 2015).

As folhas de ora-pro-ndbis possuem elevado teor de proteina, fibras,
calcio, ferro entre outros componentes, sendo consideradas um complemento
nutricional. Além disso, estudos evidenciam gque os extratos e folhas de ora-pro-
nébis também s&do ricos em carotendides e fendlicos, demonstrando
propriedades curativas, anti-inflamatérias, antioxidantes, potencial analgésico e
acOes antifungicas (AGOSTINI-COSTA et al., 2012; AMADO et al., 2017; DE
CASTRO e SCIO, 2014; PESSOA et al., 2014; SOUZA et al., 2016).

Contudo, ainda se faz necessaria uma maior caracterizacdo dos
compostos presentes nas folhas de Pereskia aculeata Miller (GARCIA et al.,
2019b), e como a proporcéao desses compostos identificados por técnicas mais
avancadas pode ser influenciada pelo modo de extracao.

Extratos naturais, por exemplo, quando aplicados na producdo de
alimentos, sdo capazes de atuar como conservantes e até mesmo com acao
funcional, podendo trazer beneficios aos produtos alimenticios, como substitutos
de conservantes sintéticos utilizados em larga escala na industria alimenticia
(ATANASOV; WALTENBERGER e PFERSCHY-WENZIG, 2016; GONCALVES
et al., 2019).

Para a obtencdo de extratos, o método de extracdo pode intervir
diretamente no potencial antioxidante e biol6égico do mesmo (HEINRICH, 2010).
A extragdo por ultrassom € uma das técnicas mais promissoras quando
comparada as demais técnicas convencionais para extracdo de compostos

bioativos, com maior beneficio de tempo e seguranca (NATIELI et al., 2018).
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Neste contexto, o presente trabalho teve como obijetivo realizar um estudo
inovador sobre como diferentes tempos de extracdo ultrassonica podem
influenciar no perfil fitoquimico, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana,
de extratos obtidos das folhas de Pereskia aculeata Miller, contribuindo para o
desenvolvimento cientifico nessa area, e possibilitando a obtencédo otimizada

destes compostos, para potencial uso na industria de alimentos e farmacéutica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1 Reagentes quimicos e linhagens bacterianas

Os reagentes Folin-Ciocalteu, 2,2-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) sal diaménio (ABTS), 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH), 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico
(Trolox), catequina, &cido cafeico, acido elagico, quercetina e acido clorogénico
foram obtidos da Sigma-Aldrich (San Luis, Missouri, EUA). Os demais reagentes
foram de grau analitico.

As linhagens referéncia das bactérias Staphylococcus aureus ATCC
29213, Escherichia coli (ATCC 35218; produtora de beta-lactamase) e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA; ATCC 43300) foram
gentilmente cedidas pelo laboratério de Microbiologia Clinica da Faculdade de
Farmécia da UFMG.

2.1.2 Amostragem de plantas

As folhas de ora-pro-ndébis (Pereskia aculeata Miller) foram coletadas no
Campus da Universidade Federal de Sao Joao Del Rei (UFSJ), na cidade de

Sete Lagoas, Minas Gerais, em marco de 2019.
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2.2 Métodos

2.2.1 Liofilizacéo

As folhas de ora-pro-nobis foram selecionadas quanto a aparéncia visual
(coloracédo verde tipica e integridade), higienizadas em agua corrente e 0
excesso de agua removido com papel toalha, sendo estas submetidas ao
congelamento em ultra freezer a temperatura de -55 °C por 24 h.

A liofilizagéo foi conduzida em um liofilizador da marca TERRONI, modelo
LS-6000-A. Apdés 12 horas o processo foi finalizado, as folhas foram
acondicionadas em sacos plasticos para congelamento a -18 °C até o momento
das analises, quando foram descongeladas, trituradas em liquidificador (Philips

Walita, modelo Walita Brasilia) e tamisadas em peneira de malha de 16-mesh.

2.2.2 Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos pesou-se 5g da amostra que foi misturada
com 50 mL de solucdo de alcool etilico a 50%, em Erlenmeyers de vidro
embalados com papel aluminio e tampados com filme de parafina plastica com
papel (Parafim®) e papel aluminio, a fim de evitar a evaporacdo do alcool
durante a extracao.

Prepararam-se quatro extratos que foram submetidos a diferentes tempos
de extracdo em lavadora ultra-sénica digital (Sanders Medical, SoniClean 2,
Santa Rita do Sapucai, MG) por 10, 20, 30 e 40 minutos, em temperatura
ambiente de 20°C.

Finalizadas as extracdes, realizou-se a filtracdo com papel de filtro
gualitativo e os extratos obtidos foram evaporados em rotavapor (Buchi, R-215,
Valinhos, SP) a 45 °C até a remocéo do alcool, resultando nos seguintes extratos
aquosos: extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-pro-nobis extraidas por 10
minutos (EO10); extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-pro-nébis extraidas
por 20 minutos (EO20); extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-pro-nébis
extraidas por 30 minutos (EO30); extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-
pro-noébis extraidas por 40 minutos (EO40).
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2.2.3 Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

Seguindo o método Folin-Ciocalteu (SAHAN; CANSEV e GULEN, 2013),
determinou-se o teor de compostos fendlicos totais, com o resultado expresso
em equivalentes de &cido galico (mg EAG.g' de amostra). Em relacdo a
atividade antioxidante (ATT), a mesma foi avaliada por trés modos distintos nos
extratos obtidos das folhas de ora-pro-nébis: 1) reagdo com 2,2'-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) (AOAC, 2012); 2) pela captura do radical livre 2,2'-Azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) (RUFINO et al., 2010) e 3)
Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) (RUFINO et al., 2010). Todas as

andlises foram feitas em ambiente escuro e em triplicata.

2.2.4 Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos

De acordo com o método cromatogréfico descrito por (ECA et al., 2015),
foi possivel determinar e quantificar os principais compostos fendlicos existentes
nos extratos das folhas de ora-pro-nobis liofilizadas. Os quatro extratos foram
filtrados em filtro de seringa de nylon de 0,22 um e injetados em um cromatdgrafo
liguido de alto desempenho (Waters, Acquity UPLC® Class) Milford,
Massachusetts, EUA), equipado com detector de UV por arranjo de diodos,
bomba quaternéaria, degaseificador, amostrador automatico, coluna Acquity
UPLC ® BEH C18 (2,1 x 100 mm; 1,7 um, Waters Milford, Massachusetts, EUA)
sob fluxo constante de 0,3 mL.mint, com duas fases moveis (A = acetonitrila e
B = &gua: acido férmico, 99,75: 0,25). Todos os dados obtidos a partir dessa
andlise foram processados no Empower® software e os resultados foram

expressos em pg.g* de extrato.

2.2.5 Atividade da atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana dos quatro extratos das folhas de ora-pro-nébis
foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo, conforme recomendagfes

do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017), com algumas
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adaptacdes, contra as linhagens referéncias dos patégenos S. aureus (ATCC
29213), E. coli (ATCC 35218) e MRSA (ATCC 43300).

As linhagens Gram-positivas e Gram-negativa semeadas em &gar de
sangue e MacConkey, respectivamente, foram incubadas em atmosfera normal
a 37 °C por 24 h. Ap6s esse tempo, uma a cinco colbnias isoladas foram
suspendidas em 4,0 mL de caldo Mueller Hinton (MH) e incubadas em agitacéo
a 180 rpm e 37 °C até que uma presenca de turbidez fosse observada,
equivalente ao padrédo 0,5 na escala McFarland (1-2 x 108 UFC.mL™1). A seguir,
ajustou-se o in6culo em MH a 1,5 x 10° UFC.mL" para realizacdo dos ensaios.

Em microplacas de 96 pocos, foram adicionados, em triplicata, 100 pL do
CMH (a partir da linha B) e 200 pL de cada extrato (linha A). A partir desses
extratos, foram realizadas diluicbes seriadas (100 puL) de modo a atingir a faixa
de concentracdo de 50,0 a 1,56% apoés a adicao do indculo bacteriano (100 pL).
Controles de inibicdo de crescimento (0,1 pg.mL* de penicilina para S. aureus,
2,5 ug.mL* de gentamicina para E. coli e 2,5 pg.mL?! de estreptomicina), de
viabilidade celular (somente bactérias) e de esterilidade (somente CMH) foram
empregados em triplicata em cada ensaio.

As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h, e ap0s este periodo,
pode-se analisar visualmente a auséncia de turbidez em cada pogo, sendo
considerada como a concentracdo inibitéria minima (CIM), a menor
concentracdo (%) dos extratos em que ndo foi evidenciado crescimento

bacteriano visivel. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.2.6 Espectroscopia no infravermelho

O espectro das folhas liofilizadas de ora-pro-nébis foi adquirido na faixa
de 4000 a 500 cm, com 20 varreduras por experimento, com uma resolucéo de
4 cm, sendo essa andlise realizada por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), em espectrdmetro (Shimadzu IRAffinity — 1),
com detector DLaTGS (sulfato de triglicina deuterado e dopado com L-alanina)

e acessorio de refletancia total atenuada (ATR) com cristal de zinco.
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2.2.7 Microscopia eletronica de varredura

Empregando a microscopia eletrénica de varredura (MEV), foi avaliada a
microestrutura dos fragmentos das folhas de ora-pro-nébis liofilizadas, utilizando
um microscopio eletrénico de varredura com detector de energia dispersiva de
raios X (Leo 440i,EDS: 6070, LEO Electron Microscopy/Oxford, Cambridge-
Inglaterra). Antes de serem analisados, os fragmentos liofilizados de ora-pro-
nobis foram secos e mantidos por 24 horas em vacuo, em seguida foram
revestidos por uma camada de ouro com espessura de 200 A° em um aplicador
de pulverizacdo Sputter Coater EMITECH, Modelo: K450 (Kent, Reino Unido).
Sob véacuo, a amostra foi analisada quanto a sua superficie utilizando uma

tensdo de aceleracdo de 10 kV e uma ampliacdo de 500x, 800x, 2000x e 3000x.

2.2.8 Perfil Quimico por espectrometria de massas por paper spray

O extrato com os melhores resultados quanto as atividades antioxidantes
e antimicrobiana, foram selecionados para avaliacdo do seu perfil quimico,
utilizando o espectrometro de massa LCQ Fleet (Thermo Scientific), equipado
com uma fonte de ionizac&o por paper spray, conforme metodologia detalhada
por (SILVA et al., 2019), utilizando os modos de ionizagéo positivo e negativo,
em triplicata. O equipamento foi operado com voltagem da fonte igual a + 5,0 kV
(modo de ionizacao positiva) e —3,0 kV (modo de ionizagcédo negativa); voltagem
capilar de 40 V; temperatura do tubo de transferéncia de 275 °C; voltagem da
lente do tubo de 115 V; e faixa de massa de 100 a 1000 m/z.

Para a realizacéo das analises, papel cromatografico cortado na forma de
um triangulo equilatero (1,5 cm) foi posicionado a frente da entrada do
espectrometro de massas. Este papel era suportado por um conector metalico e
posicionado a uma distancia de 0,5 cm com auxilio de uma plataforma moével
(XYZ). Este aparato foi conectado a fonte de alta tenséo do espectrometro de
massas por meio de um fio de cobre. Por fim, 2,0 uL do extrato foram aplicados
na extremidade dos triangulos, 40,0 yL de metanol eram transferidos para o
papel cromatografico e a fonte de voltagem foi ligada para aquisicdo dos dados
(CORREIA, 2021; SILVA, et al., 2020b, 2020a).
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Para identificacdo dos compostos foi realizada a comparacédo das razoes
massa carga de dados da literatura com os sinais instrumentais obtidos e a
subsequente fragmentagcao por meio da espectrometria de massas sequencial.
As energias de colisao utilizadas para fragmentacao dos compostos variaram de
15 a 30 eV. Os espectros de massa obtidos, foram processados com auxilio do

software Xcalibur (Thermo Scientific, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

Os teores de compostos fendlicos totais e das atividades antioxidantes
pelos métodos de ABTS, FRAP e DPPH nos quatro extratos das folhas de ora-
pro-ndbis estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Atividades antioxidantes nos extratos hidroalcodlicos das

folhas de Pereskia aculeata Miller.

Método EO10 EO20 EO30 EO40
Compostos
Fendlicos Totais 2,35+2,83% 2,14 + 3,34 2,07 +£14,75° 2,60 + 11,662
mg EAG.g? de
extrato

AAT por ABTS™ 10,24 + 0,402 9,00 + 0,38 6,38 £0,17¢ 7,14+0,17°¢
(MM de ET.g?Y)

AAT por FRAP 30,00 £1,29%° 24,34+ 1,87° 32,13+0,60* 27,37 + 0,83
(UM sulf. ferroso.g?)

AAT por DPPH 24,48 + 755" 28,22 +1,80° 70,20+ 1,05 61,20+ 1,122
(MM de ET.g?Y)

Valor médio + desvio padrao; n = 3. Letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente
entre si a 5%, pelo teste de Tukey (p < 0,05). EO20 extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-
pro-nobis extraidas com etanol a 50% por ultrassom a 20 minutos; EO30 extrato obtido das folhas
liofilizadas de ora-pro-nébis extraidas com etanol a 50% por ultrassom a 30 minutos; EO40
extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-pro-nébis extraidas com etanol a 50% por ultrassom
a 40 minutos; AAT: atividade antioxidante total; ET = equivalentes de Trolox; EAG: equivalente
de acido galico.

Neste estudo, os compostos fendlicos totais variaram de 2,07 £ 14,75 a
2,60 + 11,66 mg EAG.g? de extrato, para EO30 e EO40, respectivamente. De



82

forma geral, foi possivel observar que os diferentes tempos de extracéo, levaram
a diferentes valores de conteudo fendlico e atividade antioxidante.

Agostini-Costa et al. (2012), encontraram um teor de compostos fendlicos
igual a 0,649 mg EAG.g! em frutos de ora-pro-nébis (Pereskia Aculeata
MILLER). Em seus estudos, Sim, Nurestrl e Norhanom (2010), examinaram o
conteudo fenolico em extratos de folhas de Pereskia grandifolia e obtiveram
como resultado 19,08 mg EAG.g™* utilizando hexano como solvente. Souza et al.,
(2016), ao avaliarem a composi¢ao quimica e atividade biolégica das folhas de
Pereskia aculeata Muller, detectaram 5,17 + 0,41 mg EAG.g' de compostos
fenolicos, utilizando cloroférmio como solvente.

Essas variacdes no conteudo de fendlicos totais podem ser decorrentes
das diferentes partes da planta, técnicas e locais de cultivo, método de secagem
das folhas, bem como das condi¢des de extracao.

As atividades antioxidantes das folhas de ora-pro-nobis sdo atribuidas
principalmente aos metabdlitos secundarios e alguns metabdlitos primarios,
principalmente aos compostos fendlicos e flavonoides (ANDRADE et al., 2021).

Em relacdo a ATT, o extrato EO10 demonstrou melhores resultados nos
métodos de determinacdo por ABTS (10,24 + 0,40 uM de ET.g?) e associado ao
EO30 no FRAP (30,00 + 1,29 uM sulf. ferroso.g?).

Na extracdo assistida por ultrassom, sdo originadas bolhas no meio,
sendo estas responsaveis pelo processo de cavitagdo na matriz. Quando em
contato com as estruturas das células vegetais, sdo capazes de romper 0s
polimeros por meio de um efeito mecénico, originando microporos por onde é
realizada a extracdo dos polifendis (MEDINA-TORRES; AYORA-TALAVERA;
ESPINOSA-ANDREWS, 2017; WANG, W. et al., 2017).

Portanto, pode-se inferir que menores tempos em ultrassom dos extratos
das folhas de ora-pro-nobis, também s&o efetivos para rompimento da
membrana vegetal e obtencdo de compostos bioativos com capacidade de
sequestro dos radicais ABTS e que promovam a reducéo férrica.

Os resultados da Tabela 1, demonstram que ha uma correlacdo entre a
atividade antioxidante pela eliminacdo de radicais livres por DPPH e maior tempo
de extracdo em ultrassom. SOUZA et al., (2016) ao avaliarem a composi¢céo

qguimica e atividade biologica das folhas de ora-pro-ndébis, verificaram maior
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atividade antioxidante por DPPH em extrato das folhas de ora-pro-nébis com
maior contetdo de compostos fendlicos, semelhante ao extrato EO40.

Os resultados deste trabalho demonstraram que a extracdo de compostos
bioativos com propriedades antioxidantes de origem vegetal, podem ser
realizadas utilizando tecnologias inovadoras como a extracdo assistida por
ultrassom (BALASUBRAMANIAM; SATHVIKA; ANTONY, 2019).

Os antioxidantes obtidos das folhas de ora-pro-nébis sdo naturais e
podem ser utilizados como uma alternativa aos antioxidantes sintéticos.

Estudos quanto a avaliacdo da atividade antioxidante de Pereskia spp.
presentes na literatura, ndo utilizaram um conjunto de meétodos antioxidantes
diferentes, como foi realizado nesta pesquisa, enfatizando a importancia deste
trabalho, uma vez que os compostos antioxidantes podem atuar por mecanismos

distintos.

3.2 ldentificac&o e quantificacdo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos das folhas de ora-pro-ndbis identificados e
quantificados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia foram dos grupos dos
acidos fendlicos (acido clorogénico, acido galico, acido cafeico e acido elagico)

e dos flavonoides (quercetina) e estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Perfil de fendlicos (ug.g* de extrato) nos extratos

hidroalcodlicos das folhas de ora-pro-nébis

Composto EO10 EO20 EO30 EO40
Acido clorogénico 350,93 + 0,014 524,54 + 0,002 459,38+1,00° 364,48 + 0,03¢
Acido galico 0,49+ 0,174 0,31+ 0,09¢ 12,01 £0,20° 14,66 + 0,112
Acido cafeico ND ND 29,03 +0,04> 31,23+0,022
Acido elagico 1,00 £ 0,25¢ 1,35+ 0,02¢ 6,32 + 0,000 10,01 + 0,012
Quercetina 0,05 + 0,034 0,10 + 0,052 0,08 +0,01°¢ 0,09 + 0,08
Catequina ND ND ND ND

Valor médio + desvio padréo; n = 2. Letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente
entre si a 5%, pelo teste de Tukey (p < 0,05). EO20 extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-
pro-nobis extraidas com etanol a 50% por ultrassom a 20 minutos; EO30 extrato obtido das folhas
liofilizadas de ora-pro-nébis extraidas com etanol a 50% por ultrassom a 30 minutos; EO40
extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-pro-nébis extraidas com etanol a 50% por ultrassom

a 40 minutos; ND: ndo detectado.

A Figura 1 mostra os cromatogramas dos compostos fendlicos

identificados no extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-pro-nobis extraidas
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com etanol a 50% por ultrassom a 20 minutos. Este tratamento, por sua vez,
apresentou as maiores concentracdes de &cido clorogénico e o menor valor no

resultado de atividade antibacteriana

Figura 1 - Cromatogramas dos fendlicos identificados no extrato obtido
das folhas liofilizadas de ora-pro-ndbis extraidas com etanol a 50% por
ultrassom a 20 minutos (EOZ20).
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A: espectro dos padrdes diluidos em agua; 1: acido galico; 2: acido clorogénico; B: espectro dos
padrdes diluidos em metanol; 3: acido elagico; 4: quercetina.

Os resultados demonstraram que os acidos fendlicos estdo em maiores
concentracfes nos extratos das folhas de ora-pro-nébis, se destacando o acido
clorogénico como o principal composto em maior quantidade em todos os
extratos.

Altas concentracbes de acido clorogénico nas folhas de Pereskia
aculeata, também foi verificado por AGOSTINI-COSTA ( 2020), em um trabalho
de revisdo sobre compostos bioativos de diversos géneros das subfamilias
Cactoideae e Pereskioideae.

O melhor desempenho antibacteriano obtido pelo EO20, pode estar
associado a alta concentracdo de &cido clorogénico, uma vez que esse
composto apresenta importante agdo antimicrobiana (ANTONIO et al., 2010). A
obtencéo de extratos das folhas de ora-pro-nobis em banho ultrassénico por 20
minutos, conseguiu extrair maior quantidade desse composto.

Os extratos EOR30 e EOR40 quantificaram maiores teores de acido
galico e acido elargico, além de detectarem acido cafeico, ndo identificado nos
extratos EOR10 e EOR20. Portanto, fica claro que um maior tempo de exposicéo
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ao ultrassom, contribui de forma positiva e significativa para a eficiéncia na
extracao dos acidos gélico, cafeico e elagico, em extratos das folhas de ora-pro-
nébis.

Conforme apresentado na Figura 3 as folhas de ora-pro-noébis liofilizadas
apresentaram uma superficie aspera, consequentemente 0s maiores tempos de
exposicao destas em ultrassom, possibilitaram um grande processo de cavitacéo
na matriz vegetal (WANG, W. et al., 2017), liberando maior quantidade desses
acidos.

A menor quantificacdo da quercetina nos extratos das folhas de ora-pro-
nébis em relacdo aos outros compostos, pode ser justificavel por sua alta
instabilidade (DOS REIS et al., 2020), fato semelhante também foi observado
nos trabalhos de (GARCIA et al., 2019b) e HASSANBAGLOU et al., (2012) ao
pesquisarem as folhas de Pereskia aculeata Miller e Pereskia bleo (Kunth),
respectivamente.

Finalmente, a catequina foi o Unico composto ndo quantificado em
nenhum dos extratos das folhas de ora-pro-nobis deste trabalho. Contudo,
Hassanbaglou et al., (2012), identificaram e quantificaram a catequina (9,18 mg
/ g) como um dos principais componentes flavonoides do extrato etanélico da
folha de Pereskia bleo Kunth.

A auséncia da catequina, por sua vez, pode ser justificada por diversas
condicbes como localizacdo geografica de cultivo das plantas, espécie,
condicdes de colheita, método de secagem das folhas de ora-pro-nébis, extracao
e o tipo de solvente utilizado, uma vez que a polaridade do mesmo com a
amostra, afeta diretamente o rendimento de extragdo (CHIRINOS et al., 2013).

Todos os compostos fendlicos identificados e quantificados nessa
pesquisa demonstram diversas propriedades importantes, podendo se enfatizar
as atividades antioxidante e antibacteriana. Assim, se evidencia que a folha de
ora-pro-nodbis pode se caracterizar como uma matéria prima em potencial para o

desenvolvimento, por exemplo, de alimentos funcionais.
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3.3 Avaliagéo da atividade antibacteriana

O resultado da avaliacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) dos
extratos das folhas de Pereskia aculeata Miller, contra as bactérias S. aureus, E.
coli e MRSA esta demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Concentracdo inibitéria minima dos extratos hidroalcodlicos
das folhas de Pereskia aculeata Miller contra Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).

Diluicho Staphylococcus aureus MRSA Escherichia coli

% v/ (ATCC 29213) (ATCC 43300) (ATCC 35218)

(% viv) EO10 EO20 EO30 EO40 | EO10 EO20 EO30 EO40 | EO10 EO20 EO30 EO40
5010 - - - - - - - + + + + +
2510 - - - - - - + + + + + +
12’5 - - - - + - + + + + + +
6,25 - - - - + + + + + + + +
3,13 + - - + + + + + + + + +
1,56 + - + + + + + + + + + +

+ crescimento bacteriano; - inibicdo do crescimento. EO10: extrato obtido das folhas liofilizadas
de ora-pro-ndéhis extraidas com etanol a 50% por ultrassom a 10 minutos; EO20 extrato obtido
das folhas liofilizadas de ora-pro-nébis extraidas com etanol a 50% por ultrassom a 20 minutos;
EO30 extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-pro-nébis extraidas com etanol a 50% por
ultrassom a 30 minutos; EO40 extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-pro-nébis extraidas
com etanol a 50% por ultrassom a 40 minutos.

Conforme observado na Tabela 3, os extratos demonstraram diferentes
comportamentos para inibicdo do crescimento bacteriano, apresentando
atividade contra ambas bactérias Gram-positivas, S. aureus e MRSA. Contudo,
com excecdo da avaliacdo em E. coli, nenhum extrato apresentou atividade
antibacteriana

Apesar de todos 0s quatro extratos serem oriundos do mesmo material e
solvente, o distinto modo de inibicdo frente ao S. aureus e ao MRSA, esta
relacionado, dentre outros fatores, ao modo de extracdo empregado. Os
diferentes tempos do extrato no banho ultrassonico, apresentaram influéncia
direta em quais compostos e seus respectivos teores foram extraidos das folhas
da Pereskia aculeata Miller (RABELO et al., 2014).

Todos os extratos foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus até

mesmo para maiores diluicbes, com destaque para o extrato EO20, que inibiu o
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crescimento até a dUltima diluicdo (1,56%). Possivelmente também, os
mecanismos que conferem resisténcia as penicilinas, meticilina e oxacilina, por
MRSA (neste caso, as alteragcbes estruturais das proteinas ligadoras de
penicilina — PBP), podem ter reduzido a afinidade de interacdo dos compostos
com atividade antibacteriana presente nos extratos.

Em relacdo as bactérias Gram-negativas, sabe-se que estas apresentam
maior resisténcia frente a agentes externos como extratos vegetais e
antibioticos, por possuirem uma membrana externa em sua parede celular, que
ocasiona maior dificuldade de penetracdo aos agentes antibacterianos
(RIBEIRO et al., 2012).

Na literatura, sdo apresentados outros estudos realizados com extratos
de diversos tipos de plantas incluindo das folhas de ora-pro-nobis, que
corroboram com este trabalho, onde sdo observados maior atividade dos
extratos contra bactérias Gram-positivas, do que Gram-negativas, como E. coli
(BAZARGANI e ROHLOFF, 2016; GARCIA et al., 2019a; MIRANDA et al., 2013;
MIRJANA et al., 2016; NOSTRO et al., 2016; SOUZA, et al., 2016).

O melhor desempenho antibacteriano obtido pelo EO20, se deve
possivelmente a maior quantidade de rutina e acido clorogénico que foi obtida
neste extrato, uma vez que resultados promissores contra S. aureus,
Staphylococcus glurance, Streptococcus mutans e E. coli, foram verificados
utilizando esses compostos (ANTONIO et al., 2010; SONI et al., 2013).

A rutina € um flavondide com propriedades farmacoldgicas, incluindo
antimicrobiana, antiinflamatéria, anticancer e antidiabética (GULLON et al.,
2017), enquanto o &cido clorogénico, se destaca por suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas (ANTONIO et al., 2010; ZOHREH, 2020).

Souza et al., (2016), verificaram a atividade antibacteriana dos extratos
das folhas de Pereskia aculeata Muller, pela avaliagdo do halo de inibicdo em
prato. Os autores constataram que o extrato de éter de petréleo exibiu potente
atividade antibacteriana contra E.coli, enquanto o extrato de cloroférmio
apresentou atividade inibitéria contra Bacillus cereus e S. aureus.

A inibicdo do crescimento de E. coli a partir do extrato das folhas de ora-
pro-nobis com éter de petroleo, possivelmente se deve a maior capacidade que
este solvente apresenta para extracéo de fenolicos de baixo peso molecular com

7

atividade antibacteriana. Entretanto, € importante enfatizar que esses dois
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solventes séo toxicos e poluentes ambientais, e o etanol utilizado na elaboracéo
dos extratos neste estudo, € mais adequado (SILVA, V. D. M. et al., 2020a).

Na literatura, sdo poucos os trabalhos envolvendo a analise de CIM das
folhas de P. aculeata, e o presente trabalho demonstrou que os extratos das
folnas de ora-pro-ndbis apresentam atividade antibacteriana contra bactérias
Gram-postivas, podendo a inibigdo do crescimento microbiano estar atrelada a
diferentes fatores como as caracteristicas do microrganismo e a linhagem
utilizada, além das condicGes de extracdo e composicdo dos componentes em

cada extrato.

3.4 Espectroscopia no infravermelho

O espectro de infravermelho foi obtido para verificar os grupos funcionais
presentes nas folhas de ora-pro-nobis liofilizadas (Figura 2), sendo semelhante
ao espectro encontrado por (AMARAL et al., 2018) para carbono ativado com
base nos residuos de Pereskia aculeata Miller.

As ligacGes N-H (grupo amino) podem ser observadas em 1646 cm,
resultado semelhante ao observado por (REINAS et al, 2014) em
espectrograma de infravermelho de quitosana.

A banda em 1440 e 1320 cm™ pode estar relacionado a CH3, CH2,
flavondides e grupos aromaticos, com vibracdo de C — H e o alongamento da
vibrac&do de compostos aromaticos (OLIVEIRA, R. N. et al., 2016).

A banda a 2916 cm-1 foi caracterizada como vibragdes de estiramento de
C-H na celulose e na hemicelulose (OLIVEIRA, T. 1. S. et al., 2016; PELISSARI;
JOSE; MENEGALLI, 2014).

Com relagcdo as bandas em 1000 cm e 1050 cm, pode indicar a
conformacdo estrutural do acido galico (KANNAN; ARUMUGAM;
ANANTHARAMAN, 2011), composto que foi identificado e quantificado por
cromatografia nesse estudo.

Uma banda com o pico observado em 3267 cm, por sua vez, é
caracterizada pela presenca de ligacdo OH-, semelhante ao encontrado por
(SILVA, S. H. et al., 2019), no espectro infravermelho de mucilagem de fruta

verde de ora-pro-noébis liofilizada.
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A presenca da ligacdo OH-, confere afinidade dos polimeros presentes na
mucilagem das folhas de ora-pro-nobis, por moléculas de agua, propriedade
tipica de compostos hidrofilicos (SAHA; BHATTACHARYA, 2010). O pico a 1234
cm™ indica estiramento de ligacédo C-O da lignina (EL-DIN et al., 2018).

Figura 2 - Espectro de infravermelho com transformada de Fourier das
folhas de ora-pro-nobis liofilizada.
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No niimero de onda 890 cm™ ha um pico caracteristico de estrutura de
polissacarideos originado a partir de ligagdes B-glicosidicas entre as unidades
de aclcares. As bandas em 518 e 942 cm™, podem estar associados a pectinas
e ligninas (LUPOI; GJERSING; DAVIS, 2015; MARTINS et al., 2021).

Finalmente, a presenca dos grupos funcionais carboxila e de proteina nas
folhas de ora-pro-ndbis neste trabalho, evidenciam o favorecimento da interacéo
com a agua, fato que contribui para formacdo de geéis, uma caracteristica
importante que as folhas de ora-pro-nobis apresentam para obtencdo de

coloides por exemplo.

3.5 Analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV)
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As imagens da MEV demonstram a estrutura morfoldgica da farinha das
folhas de ora-pro-nébis (FOPN) liofilizadas (Figura 3). A FOPN apresentou uma
superficie mais irregular e porosa, conferindo ao material uma maior area de
contato que contribui para a retencao de agua nesse produto (ALVES; ASCHERI,
2016; LIEW et al., 2016).

Figura 3- Imagens da MEV das folhas de ora-pro-nébis liofilizadas

Esta caracteristica em particular € desejavel para producao de alimentos
e formacao de emulsdes, conforme observado no trabalho de SATO et al., (2019)
e CONCEICAO et al., (2014), especificamente no desenvolvimento de massas
comestiveis e obtencdo de emulsdes a partir das folhas de Pereskia aculeata
Miller, respectivamente.

A analise microscopica das FOPN demonstrou a presenca de estdmatos
paraciticos e anomociticos (representado pelas setas na Figura 3A - B), assim
como foi evidenciado no trabalho de SQUENA et al., (2012), que realizaram a
analise morfoanatdmica de partes vegetativas aéreas de Pereskia aculeata
Miller.

A forte atracdo e adesdo das particulas menores com as particulas
maiores, também indicam uma boa ordenacdo ao longo do processo de

liofilizacdo, cuja estrutura € caracteristica de materiais higroscopicos como a
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guitosa e goma guar por exemplo (RENAULT et al., 2009; WANG, Q.; ELLIS;
ROSS-MURPHY, 2002).

As microestruturas das FOPN apresentaram caracteristicas semelhantes
ao encontrado por MONTEIRO et al., (2021), nas folhas de Pereskia aculeata
Miller liofilizadas, como superficie mais porosa e irregular.

A microestrutura obtida, € tipica da sublimacdo do gelo formado em
espacos intracelulares, que mantém a estrutura celular da folha, procedendo em
particulas com superficie mais irregular, resultante dos grandes poros
(MONTEIRO et al., 2021).

Conforme apresentado na Figura 3 as folhas de ora-pro-nébis liofilizadas
apresentaram uma superficie aspera, consequentemente os maiores tempos de
exposicao destas em ultrassom, possibilitaram um grande processo de cavitacéo
na matriz vegetal (WANG, W. et al., 2017), liberando maior quantidade de acidos
fénolicos.

Diante do exposto, pode-se inferir que o processo de liofilizacdo é capaz
de promover uma maior conservagao nas estruturas morfolégicas das folhas de
ora-pro-nobis liofilizadas, o que garante maior versatilidade e estabilidade de
seus componentes para uso em formulagcdes e como aditivos, por exemplo, nas

industrias farmacéutica e de alimentos.

3.6 Perfil Quimico por espectrometria de massas por paper spray

O extrato das folhas liofilizadas de ora-pro-nébis extraidas com etanol a
50% por ultrassom a 20 minutos, foi escolhido para a avaliacédo do perfil quimico,
uma vez que apresentou oS menores valores nos resultados de atividade
antibacteriana. Portanto, esta amostra foi analisada por EM-PS nos modos de

ionizagao positivo e negativo (Figura 4).
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Figura 4 - Representacéo dos espectros de massas por Paper Spray
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(a) Espectrograma PS-MS no modo de ioniza¢é@o negativo e (b) espectrograma PS-MS no modo
de ionizag&o positivo do extrato obtido das folhas liofilizadas de ora-pro-nobis extraidas com
etanol a 50% por ultrassom a 20 minutos (EO20).

A caracterizacdo dos compostos no modo de ioniza¢ao negativo e positivo

possibilitou a identificacdo de um total de 53 compostos quimicos presentes no

extrato das folhas de ora-pro-nobis que incluem acidos organicos, acidos graxos,

acidos fendlicos, acucares, flavonoides, terpenos, fitosterol, entre outros.
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GARCIA et al., (2019) identificaram quantidades menores de compostos no
extrato hidroetandlico das folhas de Pereskia aculeata Miller, (10 substancias)
entre os quais dois eram acidos fendlicos (derivados do &cido cafeico) e oito
eram flavondides (quercetina, caempferol e glicosideo isorhamnetina derivados).

Todas as identificacdes no modo de ionizacdo negativo do EO20 estéo

demonstradas na Tabela 4, totalizando 33 substancias.

Tabela 4 - lons identificados no extrato obtido das folhas liofilizadas
de ora-pro-ndbis extraidas com etanol a 50% por ultrassom a 20 minutos

(EO20) por EM-PS no modo de ionizag&o negativo.

Compostos m/z MS/MS Referéncia

Acidos Organicos

Acido fumarico 115 71 (AL KADHI et al., 2017)
Acido malico 133 115 (ABU-REIDAH et al., 2015;

SILVA, M. R. et al., 2019)
Acido cumarico 163 119 (ABU-REIDAH et al., 2015;

SUN et al., 2007)
Acido ferulico 193 149 (WANG, J. et al., 2017)
Acido fertarico 325 163,193 (AABY; EKEBERG; SKREDE,
2007; ABU-REIDAH et al.,
2015)
Acidos Graxos

Acido estearico 283 237 (WANG, J. et al., 2017)
Acido ricinoleico 297 183 (WANG, J. et al., 2017)
Acido eicosanoico 311 293 (WANG, J. et al., 2017)
Acido trihidroxi- 327 291,309 (KANG et al., 2016)

octadecadiendico

Acidos Fendlicos
Acido cafeico 179 135 (KANG et al., 2016)

Acido quinico 191 127,173 (ABU-REIDAH et al., 2015;
CHEN et al., 2017)
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Acido 5- 367 175 (ZHANG, L. et al., 2017)
feruloilquinico
Apigenin-6-C- 431 431 (KANG et al., 2016)
glucoside
Eriodictiol 6,8 di-C- 611 491,593 (SIMIRGIOTIS et al., 2013)
glucosideo
flavonoide
AclUcares
Hexose 215 179 (GUO et al., 2017; SILVA, M. R.
et al., 2019)
Sacarideo 371 113,121,231,249 (KANG et al., 2016)
Flavonoides
Kaempferol-xilose 417 152,285 (CHEN et al., 2017)
Quercetin-3- 447 447,300 (ZHANG, L. et al., 2017)
rhamnoside
Verbonol 453 435 (ABU-REIDAH et al., 2015)
Quercetina-3-0O- 463 300,301,343 (LIet al., 2016; ZHANG, W. et
glucosideo al., 2015)
Taxifolina 465 303,447 (KANG et al., 2016)
hexosideo
Hexosideo de 491 454 (SILVA et al., 2019)
acido
dimetilelagico
Cafeoil derivative 499 337 (KANG et al., 2016)
hexose
Kaempferol-3-O- 593 285,447 (SILVA, et al., 2020; WANG, W.
rutinosideo etal., 2017)
Rutina 609 255,271,301,463 (CHEN etal., 2017; SILVA, V.
D. M. et al., 2020a; WANG, J.
et al., 2017)
Naringina 579 271,459 (SUN et al., 2007)
Isorhamnetin-3-O- 623 315 (SOUZA et al., 2021)
rutinoside
Derivado de 629 593 (SIMIRGIOTIS et al., 2013)
Vicenin I

Terpenos
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Sorhamnetin-7-O- 477 243,343 (WANG, J. et al., 2017)

glucopyranoside

Metil corosolate 485 423,467 (CHEN et al., 2017)
Outros

Spinochrome A 265 235 (ABU-REIDAH et al., 2015)

Plastoquinone 3 339 135,163,203 (SOUZA et al., 2021)

Vaccihein A 377 289,347,361 (SOUZA et al., 2021)

Neste estudo, os flavonoides foram o grupo com maior quantidade de
substancias tentativamente identificadas no modo de ionizagdo negativa,
resultado semelhante também ocorreu no trabalho de SILVA et al., (2020), na
caracterizacdo do perfil quimico por EM-PS em extratos de Eriobotrya japonica
Lindl. Esse fato pode ser explicado pelos flavonoides representarem uma classe
de metabdlitos vegetais secundérios e, além disso, essas substancias
apresentam importante acdo em beneficio a satde, como as a¢6es antioxidantes
(LISKOVA et al., 2020).

De acordo com Ll et al., (2016), a fragmentacdo MS/MS de quercetina-3-
O-glucosideo (m/z 463 [M-162-H]-) e da rutina (m/z 609 [M-308-H]-), que também
pode ser denominada como quercetina-3-O-rutinosideo, gerou o ion em m/z 301,
que corresponde a quercetina sem as unidades glucosideo e rutinosideo,
respectivamente.

A quercetina, isorhamnetina e kaempferol constituem os principais
flavonoides encontrados nas folhas de ora-pro-nébis (AGOSTINI-COSTA, 2020),
todos detectados por EM-PS neste estudo. Entretanto o Kaempferol-xilose se
compdem como um glicosideo, caracteristica muito comum nas diferentes partes
do ora-pro-ndbis que apresentam muitas agliconas.

O acido cafeico e a quercetina, que nao foram detectadas por UPLC,
foram identificadas pelo EM-PS, evidenciando que essa técnica de ionizacao
ultrarrapida, possibilita as impressdes digitais em grandes faixas de massa,
proporcionando a identificacdo de compostos que muitas vezes podem néao ser
detectados por outras técnicas.

SOUZA et al., (2021), também encontraram a presenca de acido caféico
(m/z 179), além de acido ferualico (m /z 193) nas folhas in natura de ora-pro-nobis,
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enquanto que o Acido 5-feruloilquinico, se caracteriza por ser um éster do acido
ferdlico com o &cido quinico.

A presenca de &acidos organicos, éacidos graxos, acidos fendlicos,
acucares, flavonoides e terpenos, também foram identificadas em outros
trabalhos que estudaram as folhas de ora-pro-nobis {Formatting Citation}.
Contudo, essa € a primeira pesquisa que identificou determinadas substancias
de cada uma dessas classes em extrato das folhas de ora-pro-nébis liofilizadas
obtidos por uma tecnologia verde, ou seja, um processo produtivo sustentavel.

Quanto ao modo de ionizacéo positivo, foram identificados 20 compostos
distintos compreendendo as classes quimicas dos flavonoides, fitosterol,
terpenos e aclcares. Todas as identificacdes no modo de ionizacao positivo do

EO20 estdao demonstradas na Tabela 5.

Tabela 5 - ions identificados no extrato obtido das folhas liofilizadas de
ora-pro-nébis extraidas com etanol a 50% por ultrassom a 20 minutos

(EO20) por EM-PS no modo de ionizacao positivo.

Compostos m/z MS/MS Referéncia

Flavonoides

3-O-metilquercetina 317 121,193,245,274 (GOBBO-NETO; LOPES,
2008; SILVA, et al., 2020)

6,8-di-C-- 579  495,507,543,561 (GOBBO-NETO, L.;
glucopiranosilcrisina LOPES, 2008)
Lucenina-2 (6,8-di-C- 611 527,593 (GOBBO-NETO, L.;
B- LOPES, 2008)
glucopiranosilluteolina

Rutina 633 331, 487,615 (JIA etal., 2017)
Tricina di-O,0- 655 493

hexosideo (SILVA et al., 2020)
Sagittatoside A 677 531 (REN; LONG, 2017)
3-Hidroxicariine-O- 693 547 (REN; LONG, 2017)

glucose-rhamnose
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lolidide-B-D- 711 549,651,693 (JIA etal., 2017)
glucopyranoside
Chrysoeriol 0,0- 797 711 (CAVALIERE et al., 2005)
malonyl hexoside
Fitosterol
Sitosterol 397 247 (WANG et al., 2017)
Terpenos
Deacetylforskolin 369 235,431 (ABU-REIDAH et al.,
2015; ZHANG et al.,
2009)
Vomifoliol B-D- 409 353,391,394 (JIA et al., 2017)
Dihidroisovaltrato 425 365 (ABU-REIDAH et al.,
2015)
Ononin 431 269,431 (REN; LONG, 2017)
Acucares
Sacarose 365 185 (GUO et al., 2017)
Morroniside 429 267 (GUO et al., 2017;
XIONG et al., 2017)
Acido Fenolico
Licanic acid 293 257,275 (WANG, J. et al., 2017)
Acido Graxo
Magnoflorine 342 282,342 (REN; LONG, 2017)
Outros
L arginina 175 129 (SILVA et al., 2019)
Diallyl phthalate 247 187 (REN; LONG, 2017)

Os flavonoides foram 0s compostos que apresentaram o maior nimero de

compostos tentativamente identificados, assim como no modo de ionizacao

negativo, sendo a maior parte desses flavonoides derivados conjugados de

glicosidicos. Esta conjugacao nas folhas era uma caracteristica esperada, uma

vez que pode conferir melhor protecao as plantas (SILVA et al., 2020).

PINTO et al., (2015) detectaram apenas 7 diferentes compostos ao

analisarem atividade antinociceptiva da fracdo hidrometandlica do extrato das
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folhas de P. aculeate via UPLC-MS / MS no modo de ionizagao positivo, que
incluiu triptamina, abrina, mescalina, hordenina, petunidina, isdmeros di-terc-
butilfenol e quercetina. A maior quantidade de substancias identificadas no modo
de ionizacdo positiva nesta pesquisa, evidencia o que outros trabalhos
demonstram que o uso do ultrassom na extracdo de compostos apresenta
melhores resultados, quando comparados com 0S processos de extracao
tradicional (BALASUBRAMANIAM; SATHVIKA; ANTONY, 2019; SINGH et al.,
2016).

Diante dos resultados apresentados, pode-se inferir que o EO20
demonstrou grande variedade de compostos tanto no modo de ionizagao positivo

quanto negativo.

4. CONCLUSAO

O presente trabalho, se destacou por utilizar um conjunto de métodos
antioxidantes, ainda nao verificados nos estudos das folhas de Pereskia aculeata
Miller. Foi possivel constatar que o conteddo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante séo influenciaveis pelos diferentes tempos de extragdo em banho
ultrassénico.

Os extratos das folhas de ora-pro-ndbis apresentaram alta atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), demonstrando potencial de uso em formulacées
com atividade antibacteriana contra estas bactérias Gram-positivas.

O extrato EO20 inibiu o crescimento de S. aureus até a ultima diluicdo
avaliada (1,56%), empregando analises de cromatografia liquida de ultra
eficiéncia, demonstrou a maior quantificacdo de acido clorogénico, substancia
com alta atividade antibacteriana.

Um total de 53 compostos foram encontrados neste extrato aplicando a
técnica EM-PS, apresentando ser uma fonte de compostos fendlicos como
flavonoides, entre outras substancias com importantes atividades antioxidantes
e antimicrobianas, como as demonstradas neste trabalho.

Através da FTIR e MEV, foi possivel constatar a presenca de grupos

funcionais que auxiliam a formacdo de coloides, que sdo muito desejaveis na
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industria farmacéutica e de alimentos, e que a liofilizacéo foi capaz de promover
maior conservacao das estruturas morfologicas das folhas de ora-pro-noébis.
Este é o primeiro trabalho que avaliou a extracéo aprimorada de polifendis
das folhas de ora-pro-nobis sob diferentes tempos em ultrassom,
proporcionando a otimizacdo de uma tecnologia verde para utilizacdo de

polifendis, por exemplo, em nutracéuticos e alimentos funcionais.
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO DE FILMES BIODEGRADAVEIS ATIVOS A PARTIR
DO RESIDUO DO MARACUJA COM EXTRATO DE ORA-PRO-NOBIS
RESUMO

O interesse no desenvolvimento de embalagens biodegradaveis a partir de
residuos tem crescido nos ultimos anos. Neste contexto, este trabalho
desenvolveu filmes biodegradaveis a partir da Farinha da Casca do Maracuja
Amarelo (FCM) adicionado de extrato das folhas de ora-pro-nébis e caracterizou
as propriedades fisicas, mecanicas, de barreira, microscopicas, antioxidantes,
guimicas e morfolégicas. Foi desenvolvido um filme controle de amido, um Filme
Padrdo (FPCM) apenas com a FCM e trés filmes com a FCM adicionados de
extrato das folhas de ora-pro-nébis nas concentracbes de 12,50% (FOR1);
6,24% (FOR2) e 3,10% (FOR3) p/p em relacdo a solucdo filmogénica. A
microscopia eletrénica de varredura revelou que a adicdo do extrato nas
concentracdes utilizadas, foi capaz de melhorar a homogeneidade dos filmes. O
FPCM e os filmes com adic&o de extrato nao diferiram entre si estatisticamente
para espessura, solubilidade, resisténcia a tracdo, alongamento e resisténcia a
perfuracdo, além de nado se verificar grandes alteracdbes no espectro
infravermelho dos filmes, que demonstraram baixa permeabilidade ao vapor de
agua. A adicao de extrato das folhas de ora-pro-nébis ocasionou alteracbes em
todos os parametros colorimétricos e possibilitou aumento significativo do teor
de compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante nos filmes obtidos.
Através da espectrometria de massas por paper spray (EM-PS), identificou-se
66 compostos quimicos nos filmes desenvolvidos nos modos de ionizacao
positivo e negativo. O presente estudo conseguiu evidenciar um grande potencial
no uso da casca do maracuja um residuo industrial e das folhas de ora-pro-nébis

planta pouco explorada, para obtenc¢éo de filmes ativos biodegradaveis.

Palavras-chave: biopolimeros, casca de frutas, embalagem ativa, espectrometria
de massas por paper spray, Passiflora edulis f. Flavicarpa, tecnologia

sustentavel.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos vém se intensificando o interesse pelo desenvolvimento
de embalagens biodegradaveis como potenciais substitutos de materiais das
fontes petroquimicas (DOGARU; SIMIONESCU e POPESCU, 2020). Diante
disso, produzir filmes a partir de recursos naturais e sustentaveis € uma
alternativa atraente e promissora, principalmente para a industria de alimentos
gue apresenta grande demanda por este insumo.

Os filmes atuam como uma embalagem priméria por estar em contato
direto com o produto. No caso de o produto ser um alimento, o filme atua como
uma barreira fisica contribuindo para a manutencéo da sua qualidade (ASSIS e
BRITTO, 2014).

Compostos biologicamente ativos com atividade microbiana e capacidade
antioxidante podem ser adicionados no processo de elaboracao dos filmes, com
intuito de prolongar ainda mais a vida util dos alimentos o que possibilita maior
controle de qualidade e seguranca alimentar (CHEN, X. et al., 2018).

A casca do maracuja amarelo (Passiflora edulis f. Flavicarpa) € rica em
substéancias fitoquimicas como alcaloides, flavonoides, carotenoides e pectina.
O maracuja pertence a familia Passifloraceae do género Passiflora e é originario
da América do Sul (FARIA et al., 2020; GUO et al., 2020). A producéo desta fruta
no Brasil atingiu 593.429 toneladas em 2019 (IBGE, 2019), tornando o Brasil o
maior produtor mundial desse fruto (FARIA et al., 2020).

A casca do maracuja é um subproduto do processamento do maracuja
gue representa quase 50% do peso total da fruta, tornando entdo um material
disponivel e de baixo custo para reaproveitamento. Devido aos compostos
presentes na casca do maracuja, este subproduto apresenta alta capacidade
para formar géis viscosos, caracteristica importante no desenvolvimento de
filmes (ABBOUDA et al., 2019; FENG et al., 2019; GUO et al., 2020).

Pereskia aculeata Miller, popularmente conhecida como Ora-Pro-Nobis
(OPN), € uma planta que pertence a familia Cactaceae, nativa da Ameérica
Tropical. As folhas do ora-pro-nobis possuem capacidade de formacao de gel e
emulsdes, alto teor de proteinas, vitaminas, minerais, compostos bioativos e ndo
apresenta toxicidade. No entanto, esta planta € ainda pouco explorada (AMADO
et al.,, 2017; GARCIA et al., 2019). Sendo assim, 0 uso de extrato das folhas de



109

ora-pro-nobis no desenvolvimento de filmes, pode trazer importantes beneficios
para as propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas desses materiais.

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura, trabalhos de
elaboracao de filmes desenvolvidos a partir da casca do maracuja e incorporado
com o extrato das folhas de ora-pro-ndbis. Pesquisa para a producao de filmes
utilizando subprodutos da industria de frutas, como por exemplo a casca de
maracuja, devem ser realizadas, pois poderdo permitir o desenvolvimento de um
material com alto valor agregado e de grande interesse econémico, ambiental e
tecnoldgico.

Neste contexto, o0 presente trabalho objetivou desenvolver filmes
biodegradaveis a partir da farinha da casca do maracuja amarelo adicionado de
extrato das folhas de ora-pro-nébis e caracteriza-los quanto as propriedades

fisicas, mecanicas, de barreira e microscopicas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os maracujas (Passiflora edulis f. Flavicarpa) e o amido de milho
comercial (Maizena) foram adquiridos em um comércio local e as folhas de ora-
pro-ndbis foram coletadas no Campus da Universidade Federal de S&o Joao del-
Rei, ambos na cidade de Sete Lagoas - MG.

2.2 Métodos

2.2.1 Obtencéo da farinha da casca de maracuja

Os maracujas que possuiam cascas rigidas e amareladas foram
selecionados e higienizados em agua corrente e a polpa dos frutos removida.
ApoOs este processo, as cascas foram entdo submetidas a secagem em estufa
com circulagao forcada de ar (400-TD, Brasil) a 60 £ 5 °C durante 24 horas. Em
seguida, as cascas foram trituradas em liquidificador (Philips Walita, Brasil), e o
produto, passado através de uma peneira de malha 32-mesh (Bertel Industria
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MetaluUrgica Ltda, Brasil), para padronizar o tamanho dos granulos da farinha da

casca de maracuja obtida.

2.2.2 Obtencao do extrato hidroalcodlico das folhas de ora-pro-nobis

Folhas de ora-pro-nobis foram congeladas em ultrafreezer a -55 °C por 24
horas. Ap0os o congelamento, as folhas de ora-pro-nébis foram liofilizadas
utilizando um liofilizador (Terroni, Brasil), trituradas em liquidificador e passadas
através de uma peneira de malha 16-mesh. Em seguida, 5 g da farinha de ora-
pro-nébis foi diluida com 50 mL em solvente hidroalcodlico (50%, v/v) e entao
submetido em banho ultrassénico (Sanders Medical, Brasil) por 20 minutos.
Apos, o extrato foi filtrado com papel de filtro qualitativo e rotaevaporado (Btichi,

R-215, Brasil) a 45 °C para remocéao do alcool.

2.2.3 Obtencao dos filmes ativos biodegradaveis

A técnica escolhida para elaboracéo dos filmes foi a de casting conforme
PELISSARI et al., (2013). As solucdes filmogénicas foram produzidas a partir da
mistura da farinha da casca de maracuja (FCM) (10 g) com agua destilada (375
mL) e amido de milho (5 g), aquecimento sob agitacdo constante em um agitador
magnético (VELP Scientifica, Italia) a 90 °C por 15 minutos; homogeneizacao
(Ultra-turrax U, Brasil), seguida de agitacédo (Ultra80-I11, Brasil) a 18000 rpm por
5 minutos; adi¢do de glicerol (1,6 g), aguecimento sob agitacdo a 90°C por 15
minutos e filtracdo com gaze.

Foram desenvolvidos: 1) filme padrdao (FPCM) apenas com a FCM,
pesando-se 50 g da solucdo filmogénica em placas Petri de poliestireno (15 cm
de didmetro). E para os filmes com extrato das folhas de ora-pro-noébis: 2) adi¢cao
de 12,5% (p/p em relacdo a solucao filmogénica) do extrato das folhas de ora-
pro-nobis (FOR1) onde foram misturados 6,25 g do extrato com 43,75 g da
solucéo filmogénica. 3) adicdo de 6,24% (p/p em relacéo a solucao filmogénica)
do extrato (FOR2) onde foram misturados 3,12 g do extrato com 46,88 g da
solucéo filmogénica e por ultimo, 4) uma adicéo foi de 3,10 % (p/p em relacéo a
solucéo filmogénica) do extrato das folhas de ora-pro-nobis (FOR3) misturando-
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se 1,55 g do extrato com 48,45 g da solucéo filmogénica. Posteriormente, cada
mistura foi espalhada em placas de Petri e secas em estufa ventilada (Fanem,
Brasil) a 40 °C por 24 horas.

O filme controle de amido de milho foi preparado conforme FAKHOURI et
al., (2015), misturando-se 5,00 g de amido de milho e 375 mL de agua destilada.
Esta mistura foi entdo submetida ao aquecimento a 90 °C por 15 minutos sob
agitacao. Posteriormente adicionou-se 1,60 g de glicerina, mantendo-se por mais
15 minutos de aquecimento. Ao atingir temperatura ambiente, 50,00 g dessa
solucéo foi depositada em placas Petri e secas em estufa a 40 °C por 18 horas.

Os filmes foram elaborados em triplicata, e apds secos foram
armazenados em dessecadores contendo solucao saturada de brometo de sodio
a umidade relativa (UR) de 58%, a 25 °C por 48 horas, antes de serem realizadas

as analises de caracterizacao.

2.2.4 Caracterizacdo dos Filmes

2.2.4.1 Potencial hidrogenidnico (pH) das solucdes filmogénicas

A medida do pH das solucdes filmogénicas foi realizada em triplicata,
usando um pHmetro de bancada (Bante-920, Brasil), previamente calibrado com
solugdes padrdo pH 4,0 e 7,0, conforme o (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

2.2.4.2 Espessura dos filmes

A espessura foi medida em cada um dos filmes desenvolvidos a partir de
10 medicdes aleatérias nas amostras, com um micrémetro digital (Digimess,
Electronic Outside Micrometer, S&o Paulo) com escala de 0—25 mm e precisao
de 0,001 mm, de acordo com a ASTM F2251-13 (ATMS, 2013).

2.2.4.3 Solubilidade em agua

A avaliacdo da solubilidade em agua dos filmes foi verificada conforme
metodologia apresentado por (PELISSARI et al., 2013).
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Neste meétodo, trés discos (diametro = 20 mm) de cada filme foram
cortados e pesados para obtencdo do peso inicial (Pi). Posteriormente foram
imersos em 50 mL de agua a 25 °C por 24 h, sob agitacdo esporadica (LUCA-
180 / DTP, Brasil). Apés as 24 horas, a solucdo contendo os filmes foi filtrada
com papel filtro, onde a matéria insoluvel remanescente foi seca a 105 °C por 24
horas. Finalmente o material final foi pesado para determinagéo do peso seco
final (Pf). Todas as analises foram realizadas em triplicata, e a solubilidade em
agua (%) dos filmes foi calculada de acordo com a Equacao (1):

Pi_Pf

S = x 100 1)

1

Onde Pi corresponde ao peso seco inicial da amostra (g) e Pf ao peso

seco final da amostra (g).

2.2.4.4 Permeabilidade ao vapor de agua

A Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA) foi determinada conforme o
método padrdo E96/E96M (ATMS, 2016) com modificacbes. Os filmes foram
cortados em formato circular (diametro = 31 mm) e fixados em frascos de
tereftalato de polietileno (8,5 x 10,0 x 50 mL) contendo 25 mL de agua destilada,
hermeticamente selados (100% UR). Os frascos foram colocados em
dessecador contendo silica gel (0% UR) e acondicionados a 25 + 2 °C. A analise
foi realizada em triplicata mais os controles: um controle com o frasco fechado
com agua sem filme e outro com o frasco vazio contendo um filme de cada
ensaio. A reducgéo de peso por garrafa foi determinada em intervalos de 24 horas
durante 8 dias. A PVA foi calculada com base na perda de peso por unidade de
tempo (W /t), espessura do filme (x) e gradiente de pressao (Ap), de acordo com

a Equacao (2):

pva = L= )

2.2.4.5 Propriedades Mecanicas
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Todos os filmes foram avaliados quanto a Resisténcia a Tracdo (RT)
(MPa), Percentual de Elongacdo na Ruptura (¢) (%), Modulo de Elasticidade
(ME) (MPa), Resisténcia a Deformacé&o (PD) (MPa) e Taxa de Deformacao (PD)
(%) de acordo com as normas ASTM D638 — 14 (ATMS, 2014) e ASTM D882 —
12 (ATMS, 2012) . Todos esses testes foram feitos utilizando um texturémetro
(modelo TA-XTPls | Stable Micro Systems) com interface acoplada em
computador.

A resisténcia a tracao (RT) (MPa), o alongamento percentual na ruptura
(€) (%) e o mddulo de elasticidade (ME) (MPa) foram determinados, usando 5
repeticbes. Os resultados foram obtidos a partir da curva for¢ca (N) versus
distancia (mm) e calculados de acordo com as Equacdes (3), (4) e (5):

Fmax
7= T4 )

onde o corresponde a resisténcia a tracdo (MPa), Fmax a forgca maxima

(N) aplicada e A a area da secéo transversal (mm2).

g =2 x 100 ()

0

onde ¢ corresponde a taxa de alongamento (%), Al a variagédo do

comprimento (mm) e [,ao comprimento inicial da amostra (mm).

O moddulo elastico foi calculado a partir da parte linear da curva forca x

distancia, conforme Equacéo (5):

E = > ouseja, E = E”Af—;‘;l", (5)

O teste de resisténcia a perfuracao (RP) (MPa) e taxa de deformacao (TD)
(%) foram determinados em triplicata, cada repeticdo composta por 4 medidas,
totalizando 12 medidas para cada ensaio. Os resultados foram obtidos a partir
da curva forca (N) versus distancia (mm) e calculados de acordo com as
equacodes (6) e (7):
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Fmax
RP = fmox, (6)

onde RP corresponde a resisténcia a perfuracdo calculada através da
forca maxima (Fmax) em Newtons (N) aplicada e A a area da secéo transversal

(mm?2).

(a%+1 2)1/2 -1
_ 0 0

lo

TD x 100, (7)

onde TD corresponde a taxa de deformacao (%), d a distancia antes da

ruptura (mm) e [, ao comprimento inicial do corpo de prova (mm).

2.2.4.6 Propriedades colorimétricas

Os parametros colorimétricos dos filmes foram avaliados usando um
espectrofotometro (Konica Minolta, CM-2300d, Téquio, Japao), com a escala
CIELab, onde os valores de L* (luminosidade), a* (vermelho a verde) e b*
(amarelo a azul) foram obtidos a partir de 15 medidas aleatérias em cada uma
das amostras de filme. Os parametros h° (tonalidade) e c*(croma ou intensidade
da cor), foram calculados a partir dos valores de a* e b*, conforme apresentado
por ARQUELAU et al., (2019).

Os filmes também foram examinados quanto a opacidade (SOUZA et al.,
2017). As amostras foram cortadas (9 x 40 mm) e colocadas dentro da cubeta
de vidro, para a realizacdo das leituras a 600 nm em triplicata em um
espectrofotometro (FEMTO CIRRUS 80, Sao Paulo), tendo a cubeta vazia como

branco.

2.2.4.7 Compostos Fendlicos Totais e Atividade Antioxidante

O teor de compostos fendlicos totais dos filmes foi determinado segundo
método de Folin-Ciocalteau (SAHAN; CANSEV; GULEN, 2013) e, com o
resultado expresso como equivalente de acido galico (mg EAG/g amostra). A
atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos de DPPH (AOAC, 2012), FRAP

e ABTS (RUFINO et al., 2010). Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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2.2.4.8 Biodegradabilidade

A biodegradabilidade dos filmes foi verificada pela sua capacidade de
degradar quando em contato com o meio ambiente ao longo de 10 dias, de
acordo com MARTUCCI e RUSECKAITE (2009). Onde o grau de

biodegradacao dos filmes se deu pela perda de peso em porcentagem (WL;%).

2.2.4.9 Perfil quimico

Para avaliacao do perfil quimico dos filmes desenvolvidos, o extrato obtido
foi filtrado por um filtro de seringa de nylon de 0,22 ym e dois microlitros foram
adicionados na borda do papel cromatografico juntamente com metanol,
funcionando como fonte de ionizacdo, do espectrémetro de massa LCQ Fleeet
(Thermo Scientific, San Jose, USA), conforme a metodologia proposta por
(SILVA et al., 2019). Os extratos dos filmes foram analisados nos modos de
ionizacao positivo e negativo, em triplicata.

Neste procedimento a fonte de tensédo da espectrometria de massas por
paper spray (PS-MS) foi igual a + 5,0 kV (modo de ionizacao positivo) e -3,5 kV
(modo de ionizacdo negativo); tenséo capilar de 40 V; temperatura do tubo de
transferéncia de 275 °C, tenséo da lente do tubo de 115 V; e faixa de massa de
100 a 1000 m/z. A partir da base literaria cientifica, os ions com seus respectivos
fragmentos foram identificados.

As energias de colisdo usadas para fragmentar os compostos variaram de
15 a 40 eV, e os espectros de massa obtidos dessa andlise foram processados
com o software Xcalibur (Thermo Scientific, EUA).

2.2.4.10 Microscopia eletrénica de varredura

As analises das superficies das amostras foram realizadas sob vacuo,
utilizando uma tensao de aceleracao de 10 kV e uma ampliacdo de 500x, 800x,
2000x e 3000x.

Os filmes foram submetidos a avaliacdo da microestrutura de sua
superficie por meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), utilizando um

microscopio eletronico de varredura com detector de energia dispersiva de raios
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(Leo 440i e do EDS: 6070, LEO Electron Microscopy/Oxford, Cambridge-
Inglaterra). Os filmes foram secos e armazenados sob vacuo 24 horas antes da
andlise, posteriormente, as amostras foram revestidas com uma camada de ouro
tendo uma espessura estimada em 200 A° em um aplicador de pulverizacéo
Sputter Coater EMITECH, (K450, Kent, Reino Unido).

2.3  Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos com as meédias das replicatas e seus
respectivos desvios padréo. A normalidade dos resultados, a homogeneidade
das variancias, a Anova e a comparacao das médias pelo Teste de Tukey a 5%
foram realizadas por meio do programa SPSS 15.0 for Windows (SPSS Inc.,
EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao dos Filmes

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados dos valores de pH das

solucdes filmogénicas, espessura, solubilidade e PVA dos filmes.

Tabela 1 — Valores médios de pH das soluc¢des filmogénicas, espessura
(mm), solubilidade (%) e PVA (g mm h~t m~? kPa™) dos filmes de amido e
da farinha da casca de maracuja (FPCM) sem e com incorporacéo de
diferentes concentracdes (FOR1 — 12,50%; FOR2 — 6,24% e FOR3 3,10%)
do extrato das folhas de ora-pro-ndbis.

Filme pH Espessura  Solubilidade PVA
(mm) (%) (g mm h=t m-?
kPa™)
AMIDO  6,23+0,13? 0,035 + 0,08P 16,79 + 4,03 0,24 + 0,011
FPCM 4,59 + 0,09¢ 0,077 £ 0,012 59,17 + 3,942 0,41 + 0,06°
FOR1 4,79 + 0,284 0,074 + 0,012 64,31 + 5,322 0,48 + 0,01°¢
FOR2 4,83 +0,15° 0,093 + 0,022 66,12 +3,052 0,56 + 0,06°
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FOR3 4,81 +0,21° 0,098 + 0,032 60,84 + 4,242 0,67 + 0,052

Valores médios + desvio padrao. Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

3.1.1.1 Potencial hidrogenibénico (pH) das solu¢des filmogénicas

A solucao filmogénica do filme controle de amido apresentou pH mais
proximo da neutralidade (6,23 = 0,13), sendo possivel perceber que os
constituintes da FCM e do extrato conferiram um filme mais acido, e que maiores
concentragfes de extrato das folhas de ora-pro-nébis elevam gradativamente a
acidez dos filmes.

Os valores de pH dos filmes da farinha da casca de maracuja com extrato
das folhas de ora-pro-ndbis estiveram proximos aos encontrados por LIU et al.,
(2020) nas solugdes filmogénicas para o desenvolvimentos de filmes de
quitosana com &acido kgjico (4,44 = 0,04 a 4,53 + 0,02). Valores de pH
semelhantes aos encontrados neste estudo sdo desejaveis uma vez que podem
diminuir o pH da superficie dos alimentos, reduzindo assim o crescimento de
possiveis microrganismos deteriorantes e patogénicos (GUILBERT; GONTARD,
2005).

3.1.2 Espessura dos filmes

A espessura € um dos fatores que influéncia diretamente diversas
propriedades dos filmes biodegradaveis sendo, portanto, um importante
parametro para ser avaliado (DELGADO et al., 2018).

O FPCM e 0s FOR1, FOR2 e FOR3 néo diferiram entre si estatisticamente
para espessura, portanto, pode-se inferir que a adicdo do extrato em diferentes
concentracfes nao foi capaz de interferir neste parametro. Entretanto, quando
comparados ao filme controle (0,035 + 0,08), apresentaram maiores espessuras.

Isso pode ser explicado pelo arranjo polimérico uma vez que mesmo
sendo utilizado diferentes concentracfes do extrato de ora-pro-nobis, a FCM se
fez presente em grande quantidade em todos os filmes desenvolvidos, além da
mesma concentragdo de amido, n&o alterando as interagbes entre esses
polimeros, mantendo assim a espessura padrédo entre os filmes (CHAN et al.,
2007).
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DAUDT et al. (2017) elaboraram filmes com farinha de semente de
pinheiro brasileiro (Araucaria angustifolia) e, encontraram espessura entre 0,05
e 0,17 mm, valores proximos aos obtidos neste trabalho. Portanto, de acordo
com a forma de processamento, matéria prima utilizada, entre outros fatores,

filmes biodegradaveis podem apresentar diferentes valores de espessura.

3.1.3 Solubilidade

Em relacdo a solubilidade o FPCM e FOR1, FOR2 e FOR3, nao
apresentaram diferenca estatistica entre si (p>0,05) para este parametro, sendo
o filme controle de amido o Unico que se diferenciou dos demais com menor
solubilidade (Tabela 1).

A presenca da FCM e do extrato das folhas de ora-pr6-ndbis aumentaram
as propriedades higroscopicas dos filmes, devido ao carater hidrofilico que esses
materiais apresentam (MIR et al., 2018).

De acordo com NOURI; MOHAMMADI e NAFCHI (2014), a incorporagao
de extratos em filmes aumenta a solubilidade em agua, devido a presenca dos
compostos fendlicos que possuem grupos hidroxila em sua estrutura que
demonstram grande afinidade com a agua. Entretanto, a quantidade de extrato
adicionada em diferentes concentracfes nos filmes elaborados com a FCM nao
foi suficiente para apresentar diferenca significativa quanto a solubilidade no
presente estudo.

RODRIGUES et al. (2021), desenvolveram filmes a partir de diferentes
fontes de amido (mandioca, semente de jaca, caroco de manga e inhame) e os
menores valores de solubilidade foram obtidos entre 11,56 e 26,38%.Enquanto
gque ALMEIDA et al., (2013), encontraram valores de solubilidade em agua de
86,20% e 80,20%, em filmes elaborados com diferentes concentragdes de fécula
de batata e glicerol, diferindo dos valores encontrados nesse estudo. Destaca-
se que, ndo existe um valor ideal para o parametro solubilidade, uma vez que o
melhor valor para esse parametro ird depender diretamente da aplicacdo
tecnoldgica e da forma pelo qual o filme sera utilizado (PELISSARI et al., 2013).

Os filmes com elevada solubilidade em agua séo desejaveis em alimentos
gue serdo submetidos ao contato com a agua durante o processamento e

também onde o filme podera ser consumido junto com o produto (FARIAS et al.,
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2012). Portanto os filmes deste estudo podem ser utilizados para aplicagcdo em

por¢cdes individuais de sopas, chas, aclcar, temperos, entre outros.

3.1.4 Permeabilidade ao vapor de agua

Os filmes biodegradaveis desempenham um importante papel no controle
da troca de umidade dos alimentos com o meio ambiente, sendo o potencial de
eficacia desse parametro avaliado pela permeabilidade ao vapor de agua (PVA)
(LIU et al., 2020).

Os valores da PVA do FPCM e FOR1, FOR2 e FOR3 variaram entre 0,41
+0,06 gmm htm—=2kPa?a0,67 +0,05gmm h? m=2kPa, sendo maiores que
o do filme controle de amido o qual apresentou PVA de 0,24 + 0,01 g mm h=t m~-
2 kPa.

A adicao de FCM e do extrato de ora-pro-noébis nos filmes, aumentaram a
PVA, pois ocasionou a formacao de uma superficie menos homogénea na matriz
do filme, como demonstrado nas imagens da secéo transversal e de superficie
(Figura 1) do FPCM e dos que contém extrato das folhas de ora-pro-nébis.
Resultado semelhante também foi observado por JU e SONG (2020), ao
desenvolverem filmes biodegradaveis a partir de polissacarideos com adicédo de
extrato da casca de amendoim.

O maior valor de PVA foi encontrado no FOR3 (3,1%), que teve a menor
adicdo de extrato de ora-pro-nébis (p/p em relacao a solucao filmogénica). Este
fato pode ser explicado pela imagem da secéo transversal do FOR3 3,1%, na
Figura 5 demonstrando uma estrutura menos compacta e continua quando
comparado aos demais filmes, promovendo uma maior permeabilidade ao vapor
de &gua pelos poros do filme.

Comparando com outros trabalhos, verifica-se que os valores de PVA do
presente estudo foram inferiores ao encontrado por Xie et al., (2020) que
obtiveram filme biodegradavel ativo elaborado com celulose bacteriana em p6 e
alcool polivinilico (2,7 x 10 g mm h=t m=2 kPa™) e filmes de puré de mamao,
gelatina e proteina de soja (5,55 a 8,45 g mm h' m2 kPa) elaborados por
TULAMANDI et al., (2016).

Apesar dos FPCM e FOR1, FOR2 e FOR3 apresentarem maior PVA que

o filme controle, é possivel perceber na Figura 4, que os filmes com a farinha da
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casca de maracuja e extrato de ora-pro-nobis apresentam uma estrutura
compacta e tém espacos intersticiais menores se caracterizando como filmes
cristalinos, reduzindo a area efetiva para difuséo.

Portanto, de forma geral os filmes do presente trabalho demonstram
melhores propriedades de PVA em comparacdo com filmes de outros trabalhos
mencionados anteriormente, podendo indicar que seu uso pode ser mais

vantajoso.

3.1.5 Propriedades Mecanicas

Na Tabela 2, sdo apresentados os resultados de todas as propriedades

mecanicas avaliadas nos filmes desenvolvidos.

Tabela 2 — Propriedades mecéanicas dos filmes de amido e da farinha da
casca de maracuja (FPCM) sem e com incorporacdo de diferentes
concentragfes (FOR1 - 12,50%; FOR2 - 6,24% e FOR3 3,10%) do extrato

das folhas de ora-pro-nobis.

Filme Resisténcia  Alongamento Médulo Resisténcia a Taxa de
atracédo (%) elastico perfuracdo deformacao
(MPa) (MPa) (MPa) (%)

AMIDO 10,96 * 2,892 3,33+ 3,44 477,14 +1,572 11,69 + 0,352 9,71 +0,11¢
FPCM 3,84 +0,74° 21,97 +1,962 24,49 + 4,48 6,74 £0,22° 20,31+ 1,33
FOR1 3,03 + 3,02° 23,87 £3,872 13,28 + 3,28¢ 6,42 +1,35° 27,88 £0,372
FOR2 4,20 + 2,20° 20,37 £2,032 23,28 £1,24° 7,61 + 0,56° 22,33 +1,50°
FOR3  4,74+0,33* 2191+ 3,202 24,63+4,02° 6,08 + 1,98° 22,45 + 0,99°

Valores médios + desvio padrdo. Letras iguais ha mesma coluna nao diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

O FPCM e FOR1, FOR2 e FORS3 néo diferiram estatisticamente entre si
(p>0,05) para resisténcia a tracdo, alongamento e resisténcia a perfuracao,
demonstrando grande miscibilidade dos componentes e a n&o influéncia das

diferentes concentracfes do extrato nesses parametros.

3.1.5.1 Resisténcia a tracao

O filme controle de amido apresentou maior resisténcia a tracao (10,96 +
2,89 MPa) em comparagao com o FPCM e FOR, FOR2 e FOR3, possivelmente
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devido aos aglomerados formados pelo uso da farinha da casca do maracuja,
amido e extrato das folhas de ora-pro-nébis que interromperam a compactagao
das ligacOes de hidrogénio.

Alguns trabalhos encontraram valores inferiores de resisténcia a tracéo
quando comparados com este estudo. CRIZEL et al., (2018), desenvolveram
filmes biodegradaveis a base de gelatina com adi¢cao da casca de mamao em po
em diferentes concentragdes (2,5%, 5,0% e 7,5%), demonstrando resisténcia a
tracdo igual a 1,86 = 0,00 MPa; 1,62 + 0,04 MPa e 1,09 + 0,01MPa,
respectivamente.

STOLL et al., (2016), obtiveram uma resisténcia a tracdo de filmes de
amido de mandioca com antocianinas encapsuladas por goma arabica igual a
0,14 + 0,02 MPa e por goma arabica e maltodextrina de 0,15 + 0,01 MPa,
enquanto que NIU et al., (2021) encontraram valores (4.15 + 0.07 MPa a 4.83
0.5 Mpa) de resisténcia a tracdo com filmes biodegradaveis desenvolvidos a
base de amido de batata, glicerol e gelatina similares ao obtido neste estudo.
Portanto, a resisténcia a tracdo vai estar diretamente relacionada a forma de

obtencéo e aos componentes utilizados na obtencéo do filme.

3.1.5. 2 Alongamento

Maiores valores de alongamento foram constatados no FPCM e FORL1,
FOR2 e FOR3 em relacéo ao filme controle de amido (Tabela 2).

Elevados teores de alongamento sdo desejaveis em revestimentos, visto
que a alta flexibilidade favorece a aplicacdo de forma integral dos filmes na
superficie dos alimentos (BIDUSKI et al., 2017).

Ao avaliar as microestruturas dos filmes apresentados na Figura 1, infere-
se que a menor flexibilidade do filme controle de amido se da por este apresentar
uma matriz mais densa e compacta, dificultando assim o movimento das cadeias
do polimero (alongamento) quando o estresse é aplicado (AL-HASSAN;
NORZIAH, 2012; CHIUMARELLI; HUBINGER, 2014).

Os valores de alongamento do FPCM e FOR1, FOR2 e FOR3 foram
proximos aos relatados por OJAGH et al.,, (2010) (24,73%) e MARTINS;
CERQUEIRA e VICENTE (2012) (23,12%) e SOUZA et al., (2010) (16%), em

filmes de quitosana.
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Os FCM e FOR1, FOR2 e FOR3 apresentaram uma melhor flexibilidade
em relacdo ao filme controle, atribuindo & incorporacao da farinha de maracuja

e do extrato de ora-pro-nobis uma ampliacdo mais eficiente nos alimentos.

3.1.5.3 Médulo Elastico

O médulo eléstico e a resisténcia a perfuracdo apresentaram os maiores
valores para o filme controle de amido. Este fato ja era esperado, uma vez que
o amido apresenta alta concentracdo de amilose que é responsavel por
ocasionar maior rigidez em filmes (DOMENE-LOPEZ et al., 2019).

A adicdo da maior concentracdo de extrato no FOR1 (12,5% p/p em
relacéo a solucao filmogénica), ocasionou um menor valor de ME nesse filme em
relacdo ao FPCM e ao FOR2 e FOR3 que tiveram adicao de extrato em menores
concentracoes.

No FOR1, com 12,5% de extrato das folhas de ora-pro-nébis, favoreceu a
producdo de um filme menos rigido, sendo esse fato justificado pela maior
concentracdo do extrato. A capacidade antioxidante dos compostos presentes
no ora-pro-nobis pode possivelmente ter hidrolisado o material polimérico a base
da FCM e amido, devido & natureza &cida dos polifendis (PINEROS-
GUERRERO; PINEROS-CASTRO; ORTEGA-TORO, 2020).

3.1.5.4 Resisténcia a perfuracdo e Taxa de Deformacao

As diferentes concentracdes do extrato das folhas de ora-pro-ndbis nédo
interferiram na resisténcia a perfuracdo dos filmes (FOR1, FOR2 e FOR3) em
relacdo ao FPCM.

Em filmes de gelatina com nanofibra de celulose e glicerol, foram obtidos
valores de resisténcia a perfuracdo entre 3 MPa a 10 MPa (ANDRADE
PIZARRO; SKURTYS e OSORIO-LIRA, 2015), sendo estes resultados
encontrados similares ao presente estudo.

Quanto a taxa de deformacédo, que é um dos fatores que analisam a
resisténcia dos filmes por meio da compressado, constatou-se que a maior taxa
de deformacdo entre os filmes se deu para o FOR1 (12,5%), com maior

concentracéo do extrato das folhas de ora-pro-nobis. Esse efeito pode ser devido



123

ao aumento na mobilidade das cadeias poliméricas causadas pela presenca de
alguns componentes do extrato de ora-pro-nébis que elevaram a taxa de
deformacéo (LOPEZ DE DICASTILLO et al., 2016). Em relacdo as embalagens
de alimentos, as propriedades mecanicas ideais vao estar diretamente

relacionadas a sua aplicacao.

3.1.6 Propriedades colorimétricas

A cor e a opacidade das embalagens de alimentos sdo alguns dos fatores
gue mais influenciam a preferéncia dos consumidores (RIAZ et al., 2020). Os
valores de cor dos filmes, bem como o de opacidade sdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 — Propriedades oticas dos filmes de amido e da farinha da casca
de maracuja (FPCM) sem e com incorporacéao de diferentes
concentragdes (FOR1 - 12,50%; FOR2 - 6,240% e FOR3 3,10%) do extrato
das folhas de ora-pro-nobis.

Filme Luminosidade Tonalidade Croma Opacidade

AMIDO 94,03 £ 0,192 78,90 +1,01° 13,79 + 0,39° 2,22 +0,28°
FPCM 89,09+ 1,22° 82,53 + 1,87"¢ 7,64 +1,68° 1,61 +0,11¢
FOR1 57,42 £ 0,13¢ 82,09 +1,35P¢ 35,37 + 1,482 4,81 +0,312
FOR2 68,99 + 3,85¢ 84,35 + 2,46 29,88 + 0,182 3,41 +0,16°
FOR3 75,11 +1,63°¢ 89,02 + 0,452 11,26 + 2,28 2,61 +0,15°

Valores médios + desvio padrao. Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

A adicao de extrato das folhas de ora-pro-nébis ocasionou uma mudanca
na cor dos filmes proporcionando filmes mais escuros em relagcéo aos controles.
Na luminosidade, quanto mais proximo de 100, mais branca € a amostra, e de
acordo com os resultados obtidos, o filme controle de amido (94,03 + 0,19) é o
mais claro, conforme pode ser observado na Tabela 3 e Figura 1. Esse fato
também foi observado no trabalho de TALON et al., (2017), que desenvolveram
filmes comestiveis a base de quitosana e amido incorporados com extrato de
tomilho, e constataram filmes mais escuros e de coloracdo avermelhada quando

0 extrato de tomilho foi incorporado.
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Quanto a tonalidade e indice croma, os filmes desenvolvidos
apresentaram diferentes tonalidades com variaveis niveis de intensidade,

conforme demonstrado na Figura 1.

Figura 1- Fotografia do filme de amido, FPCM e dos filmes (FOR1 —
12,50%; FOR2 - 6,24% e FOR3 3,10%) da farinha da casca de maracuja
incorporados com diferentes concentragdes do extrato das folhas de ora-

pro-nébis.

AMIDO FPCM FOR3 FOR2 FOR1

O FPCM demonstrou tonalidade mais amarelada, enquanto que os filmes
desenvolvidos a partir da FCM com adicdo dos extratos de ora-pro-noébis
demonstraram coloracdo mais amarronzada de acordo com o aumento gradual
da concentracdo de extrato. Esse resultado est4 de acordo com a literatura que
demonstra que a adicdo de extratos vegetais altera a cor original de filmes
desenvolvidos de acordo com o substrato/matéria-prima/material do extrato e
concentracédo utilizada (MIR et al., 2018).

O extrato das folhas de ora-pro-noébis possui alta quantidade de polifendis,
0 que leva a diversos tipos de interacdes com a FCM, ocasionando variagédo na
cor dos filmes desenvolvidos neste trabalho.

Maiores concentracdes de extratos das folhas de ora-pro-nobis
ocasionaram maior opacidade nos filmes na seguinte ordem: FOR1> FOR2 >
FOR3, conforme os resultados demonstrados na Tabela 3.

SGANZERLA et al., (2019), também verificaram um aumento significativo
na opacidade de filmes biodegradaveis que tiveram a adicdo de extrato, onde o
filme controle apresentou opacidade inferior a 6,15 + 0,67 A mm™*, enquanto que
o filme utilizando extrato da polpa de Acca sellowiana teve opacidade igual a
11,31 +2,22 Amm* e extrato de casca 27,16 + 4,11 A mm-, sendo esses valores

superiores aos encontrados no presente estudo.



125

O menor valor de opacidade do FPCM pode ser explicado pela maior
rugosidade em sua superficie conforme apresentado na Figura 1. Esse fato
também foi observado no trabalho de ILYAS et al., (2019) que desenvolveram
filmes biodegradaveis a base de residuos agroindustriais de amido de palma.

De forma geral, € possivel verificar que as adicbes das diferentes
concentracdes do extrato levaram a uma diminuicao significativa da transmisséo
de luz através dos filmes, onde filmes com concentracdes mais altas de extrato
(FOR1 e FOR2) demostraram uma menor transmissao de luz, por apresentarem
uma coloragcé&o mais escura. ASSIS et al., (2017), ao desenvolverem filmes ativos
de amido de mandioca incorporados com nanocapsulas de licopeno também
encontraram uma concluséo semelhante quanto a opacidade.

O uso do extrato das folhas de ora-pro-nébis influénciou em todas as
propriedades oticas dos filmes desenvolvidos a partir de FCM, principalmente
pelo fato desse extrato ser uma potente fonte de polifendis que levou a vérias
interagbes com o0s biopolimeros utilizados para o desenvolvimento dos filmes,

ocasionando assim variacdo nas propriedades de cor.

3.1.7 Compostos Fendlicos Totais e Atividade Antioxidante

Os teores de compostos fendlicos totais e os valores de atividade
antioxidante dos filmes estéo apresentados na Tabela 4. Nao foram realizadas a
avaliacdo desses parametros no filme de amido, por este ndo apresentar

compostos bioativos.

Tabela 4 - Compostos fendlicos totais e atividades antioxidantes do FPCM
e dos filmes (FOR1 - 12,50%; FOR2 - 6,24% e FOR3 3,10%) da farinha da
casca de maracuja incorporados com diferentes concentracdes do extrato

das folhas de ora-pro-nobis.

Compostos fendlicos ABTS FRAP DPPH
Filme (mg EAG.g-1 de (WM de ET.g-1) (UM sulfato (MM de ET.g-1)
extrato) ferroso.g-1)
FPCM 3,86 + 0,40¢ 14,89 + 0,29 36,16 + 1,68¢ 15,26 + 0,02¢
FOR1 7,22 + 0,262 20,14 £ 0,612 84,69 + 1,712 40,88 + 0,982
FOR2 7,48 + 0,152 20,44 + 1,402 86,92 + 1,752 42,60 + 2,132
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FOR3 5,77 +0,25° 15,88 + 1,50° 56,82 + 2,14 37,19 £ 0,51P

Valores médios * desvio padrdo (n =). Letras iguais na mesma coluna nédo diferem entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

A adicdo do extrato de folhas de ora-pro-nobis nos filmes desenvolvidos
a partir da casca do maracuja, possibilitou um aumento significativo do teor de
compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante, pelos trés métodos
utilizados.

Os filmes FOR1 e FOR2, que tiveram as maiores adi¢cdes de extrato
apresentaram os maiores valores de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante em relagdo ao FPCM.

Varios estudos evidenciam que os extratos e as folhas de ora-pro-nobis,
sdo ricos em fenodlicos, demonstrando propriedades antioxidantes,
antibacteriana e a¢fes antifungicas (AGOSTINI-COSTA et al., 2012; AMADO et
al.,, 2017; DE CASTRO e SCIO, 2014; SOUZA, et al., 2016), propriedades
interessantes quando em filmes biodegradaveis.

Além disso, diversas pesquisas tem demonstrado que filmes comestiveis
biodegradaveis com adicdo de extrato de plantas, tiveram elevacédo no teor de
compostos bioativos e atividade antioxidante (ABDUL KHALIL et al., 2018;
APARICIO-FERNANDEZ et al., 2018; SILVA et al., 2020; NOSTRO et al., 2016),
fato que corrobora com o observado nesse estudo.

Os filmes desenvolvidos com a FCM e adicdo de extrato das folhas de
ora-pro-ndbis demonstram propriedades antioxidantes, que sédo essenciais para
inibicdo de atividades enzimaticas e controle microbioldgico, possibilitando ser

uma alternativa para o aumento da vida util dos alimentos onde forem aplicados.

3.1.8 Biodegradabilidade

Quanto ao indice quantitativo de degradabilidade dos filmes, as perdas de
massa média para todos os filmes foram superiores a 99,00% conforme
apresentado na Tabela 5, enfatizando que os filmes desenvolvidos sdo uma

excelente alternativa ao uso de polimeros sintéticos.
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Tabela 5 - Biodegradabilidade do filme de amido, FPCM e dos filmes
(FOR1 - 12,50%; FOR2 - 6,24% e FOR3 3,10%) da farinha da casca de
maracuja incorporados com diferentes concentracdes do extrato das

folhas de ora-pro-nébis.

Filme Biodegradabilidade (%)
AMIDO 99,51 + 0,102
FPCM 99,20 + 0,202
FOR1 99,21 + 0,282
FOR2 99,33 +0,192
FOR3 99,44 + 0,322

Valores médios * desvio padrédo (n =). Letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Ndo houve diferenca significativa (p>0,05) nos valores de
biodegradabilidade entre os filmes desenvolvidos. O filme de amido, da FCM e
da FCM com adicao de extrato, sdo considerados biodegradaveis, uma vez que
sofreram degradacdo em condicBes semelhantes as que ocorrem em ambiente
natural (BRIASSOULIS; DEJEAN, 2010; STOLL et al., 2017).

SILVA e colaboradores (2020a), também desenvolveram filmes a base do
residuo da casca da banana com extrato de folhas de Eriobotrya japbnica, e
verificaram biodegradabilidade acima de 99,00%, semelhante a esse estudo.

Portanto, os filmes desenvolvidos nesta pesquisa, estdo de acordo com a
demanda atual que busca filmes de embalagens com materiais de base
biolégica, biodegradaveis e geralmente comestiveis (FERREIRA et al., 2016).

3.1.8 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

A espectroscopia no infravermelho auxiliou na analise das estruturas dos
biopolimeros e das interacdes intermoleculares que apresentam influéncias
diretas nas propriedades mecanicas e fisicas dos filmes.

Os espectros no infravermelho da farinha da casca de maracuja, amido
de milho, folhas de ora-pro-nébis liofilizadas e dos filmes estédo apresentados na
Figura 2.

Os filmes da farinha de casca de maracuja com extrato das folhas de ora-

pré-nébis, de amido e FPCM, mostraram picos semelhantes apresentando
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apenas variacdes na intensidade de absorbancia em alguns picos. Resultado
analogo também foi observado por SILVA et al., (2020a), ao desenvolverem
filmes comestiveis biodegradaveis de casca de banana madura e amido
enriquecido com extrato de folhas de Eriobotrya jap0Onica.

O espectro de amido e do filme de amido apresentaram semelhancas e
bandas em 3300 cm™ (estiramento O-H), 2947 cm™ (C-H de grupos alquila) e
1149 cm! (estiramento C-O), na mesma intensidade (PINEROS-HERNANDEZ
et al., 2017).

Em relacdo a FCM, os principais numeros de ondas foram encontrados
entre as bandas de 1750 cm-1 a 900 cm-1. Regifes onde estdo presentes
compostos como lignina, celulose, além de outros grupos funcionais de lignina,
como alcoois grupos aldeidos, cetonas, carboxilicos, fendlicos e éter (CANTERI
et al., 2019; CHAO; CHANG; NIEVA, 2014; ANDIA et al., 2020; TALARI et al.,
2017).

As ligagdes N-H (grupo amino) de proteinas podem ser observadas em
1646 cmL. Para essa banda de absorcéo, tanto o FPCM, como os filmes da FCM
com adicao de extrato e as folhas de ora-pro-nobis liofilizadas, apresentaram
perfis semelhantes, sendo localizados nas mesmas regides de seus respectivos
espectros.

A banda em 1440 e 1320 cm™ pode estar relacionado a CH3, CH2,
flavondides e grupos aromaticos, com vibracdo de C — H e o alongamento da
vibrac&do de compostos aromaticos (OLIVEIRA et al., 2016).

A maior intensidade da banda 1320 cm nos filmes FOR1 e FOR2,
demonstra um aumento das interacdes inter e/ou intramoleculares dos grupos
funcionais tanto da FCM com os extratos das folhas de ora-pro-nébis, com o
aumento de suas concentracdes. Fato que ocasionou maior teor de compostos
fendlicos e atividade antioxidante para esses filmes, pelo acréscimo de

flavonodides.
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Figura 2 — Grafico dos espectros no infravermelho com Transformada de
Fourier das matérias-primas e do filme de amido, FPCM e dos filmes
(FOR1 - 12,5%; FOR2 - 6,24% e FORS3 3,1%) da farinha da casca de
maracuja incorporados com diferentes concentracdes do extrato das

folhas de ora-pro-nébis.

Absorbancia

1149 /4
3300 * "r'\lr \ J.\,nk
A v
/ . \
4 \ oo PO e ) 10754 & \V’*
1600 1234
e 3230 - 1750 i T A
N — S e M ’
3267 1646 | 1320/ |
= 1149(J ‘h
330 It,»'l ll.\ ,fj\* - Amido
/ i3 2047 — T —FCM
-3 ‘ TV, . ‘“‘ --- Folhas de OPN liofilizadas
- --- Filme de Amido
- FPCM
518
150 ¥ |- FOR1
1646 ; 11 FOR2
3270 Y o1 g4 S| |- FOR3
i's+4é . ﬂi
3270 12l
3210 1646
v
I . I v I ' 1 ¥ I ' I v I ' |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas (cm-1)

A banda larga de alta intensidade entre 3600 e 3000 cm nos filmes
desenvolvidos com a FCM e com adi¢do de extrato, é associada ao estriamento
do grupo —OH das ligacdes de hidrogénio da agua e de outros constituintes
(MEDEIROS SILVA et al., 2020; PELISSARI et al., 2013; SHAR et al., 2016).
Esse resultado permite concluir o motivo da elevada solubilidade em agua dos
filmes desenvolvidos.

Os picos em 518 e 942 cm*, podem estar associados a pectinas e ligninas
constituintes da fibra alimentar que estéo presentes em grandes quantidades na
casca do maracuja e nas folhas de ora-pro-nébis (LUPOI; GJERSING; DAVIS,
2015; MARTINS et al., 2021). Estes picos foram detectados em todos os
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espectros dos filmes desenvolvidos, sendo estes compostos importantes para
obtencao de géis no desenvolvimento de filmes.

A equivaléncia no espectro dos filmes desenvolvidos a partir da FCM e
com adicdo do extrato nas diferentes concentracfes, pode ser explicada pela
semelhanca dos grupos funcionais, proporcionando compatibilidade entre os
componentes, independentemente da concentracdo de extrato utilizada. Além
disso, os filmes sédo originados de uma mesma fonte, que é a FCM.

3.1.9 Perfil quimico

Através da EM-PS foi possivel obter as impressoées digitais de um total de
66 compostos quimicos em amplas faixas de massas dos filmes desenvolvidos
nos modos de ionizagao positivo e negativo. O filme de amido n&o foi submetido
a esté andlise, por este ndo ser obtido com a FCM e extrato das folhas de ora-
pro-nobis.

A identificacdo dos compostos distinguiu entre acidos organicos, fendlicos
e graxos, glicerideos de fenilpropano, acucares, flavonoides, terpenos, entre
outros, totalizando 41 substancias no modo de ioniza¢ao negativo e 25 no modo
de ionizacao positivo, conforme apresentado nas Tabela 6 e 7 respectivamente.

Tabela 6 - ions identificados no FPCM e dos filmes (FOR1 — 12,5%; FOR2 —
6,24% e FOR3 3,1%) da farinha da casca de maracuja incorporados com
diferentes concentracfes do extrato das folhas de ora-pro-ndbis por EM-
PS em modo negativo. A letra X no corpo da tabela representa a presenca

do composto no filme.

Filmes
Tentativa de m/z MS/MS Referéncia "FEpcM EOR1 EOR2 EOR3
identificacao
Acidos Organicos
Acido fumarico 115 71 (AL KADHI et X
al., 2017)
Acido ferulico 193 149 (WANG, J. et X X

al., 2017)
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Acido fertarico 325 163,193 (AABY; X
EKEBERG,;
SKREDE,
2007; ABU-
REIDAH et al.,
2015)

Acidos Fenodlicos FPCM FOR1 FOR2 FOR3

Acido Cafeico 179 135 (KANG et al., X X
2016)

Acido quinico 191 127,173 (ABU-REIDAH X
et al, 2015;
CHEN, B. et
al., 2017)
Galloyl pyrogallol 279 153 (ABU-REIDAH X
et al., 2015)
Acido cafarico 311 133 (ABU-REIDAH X X
et al., 2015)

(AABY;
Acido cumarico 325 265 EKEBERG; X
SKREDE,
2007; ABU-
REIDAH et al.,
2015)

Cumaroilquinicos, pCoQA 337 173 (NCUBE et al., X
(acidos clorogénicos) 2014)
Cafeoil-D-glucose 339 159 (SILVA et al, X
2020b)
Acido clorogénico 353 191 (NCUBE et al., X X X
2014)
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Acido 5-feruloilquinico 367 175 (ZHANG, L. et X X
al., 2017)
Derivado do acido cafeico 377 341, 215 (SILVA et al., X X X X
2020)
Vaccihein A 377 289,347,361 (SOUZA et al., X X
2021)
Ester metil do acido 3,5-di- 535 445 (SILVA et al., X X X
O-cafeoilquinico 2020)
Glicerideos de fenilpropano FPCM FOR1 FOR2 FOR3
1-O-diidrocafeoil glicerol 255 163 (KANG et al., X X X
2016; SILVA,
V. D. M. et al,,
2020b)
Acucar FPCM FOR1 FOR2 FOR3
Hexose 215 89,179 (GUO et al, X
2017; SILVA et
al., 2020)
Sacarideo 371 113,121,231,249 (KANG et al., X
2016)
Flavonoides FPCM FOR1 FOR2 FORS3
Kaempferol—xilose 417 152,285 (CHEN, B. et X X
al., 2017)
Apigenin-6-C-glucoside 431 431 (KANG et al., X X X
2016)
Luteolin-6-C- 431 341,413 (OTIFY et al., X X X X
quinovoside/fucoside 2015)
Naringenin hexoside 433 313 (KANG et al., X X
2016)
Quercetin-3-rhamnoside 447 447,300 (ZHANG, L. et X X
al., 2017)
Luteolin-7-glucoside 447 227 (WANG, J. et X X X

(flavona)

al., 2017)
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Quercetina-3-0O- 463 300,301,343 (LI et al., 2016; X
glucosideo ZHANG. W. et
al., 2015)
Hexosideo de &acido 491 454 (SILVA, M. R. X
dimetilelagico etal., 2019)
Cafeoil derivative hexose 499 337 (KANG et al., X
2016)
Kaempferol-3-O- 593 285,447 (SILVA et al, X X X X
rutinosideo 2020: WANG
et al., 2017)
Rutina  (quercetina  3- 609 341 (SILVA et al., X X X X
rutinosideo) 20200 WANG
et al., 2017)
Isorhamnetin-3-O- 623 315 (SOUZA et al., X X
rutinoside 2021)
Derivado de Vicenin Il 629 593 (SIMIRGIOTIS X
et al., 2013)
Acidos Graxos FPCM FOR1 FOR2 FOR3
Acido Oleico 281 237 (WANG, J. et X X
al., 2017)
Acido estearico 283 265 (WANG, J. et X X X
al., 2017)
Acido ricinoleico 297 183 (WANG, J. et X X
al., 2017)
Acido eicosanoico 311 293 (WANG, J. et
al., 2017)
Acido trinidroxi- 327 113, (KANG et al., X X
octadecadiendico 195,239,309 2016; OTIFY et
al., 2015)
Terpenos
Sorhamnetin-7-0O- 477 243,343 (WANG, J. et X X

glucopyranoside al., 2017)
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Metil corosolate 485 423,467 (CHEN, B. et X

al., 2017)

Quinonas FPCM FOR1 FOR2 FOR3

Spinochrome A 265 235 (ABU-REIDAH X

et al., 2015)
4,9-Dihydroxy-6,7- 293 249 (WANG, J. et X X
dimethoxynaphtho al., 2017)
(2,3-d)-1,3-dioxole-5,8-
dione
Plastoquinone 3 339 135,163,203 (SOUZA et al., X

2021)

Neste estudo, os flavonoides e acidos fendlicos foram os grupos com
maiores quantidades de substancias tentativamente identificadas no modo de
ionizacdo negativa. Esse fato pode ser justificado por essas classes de
compostos representarem uma categoria de metabdlitos vegetais secundarios,
com importantes acfes antioxidantes e antimicrobianas por exemplo (LISKOVA
et al., 2020). Fato muito desejavel para embalagens que tem contato direto com
alimentos.

SOUZA et al.,(2021), também encontraram a presenca de acido caféico
(m/z 179), além de &cido ferulico (m /z 193) nas folhas in natura de ora-pro-nobis,
enquanto que o Acido 5-feruloilquinico, se caracteriza por ser um éster do acido
feralico com o &cido quinico. Portanto, pode-se inferir que a obtengdo do extrato
das folhas de ora-pro-nobis foi eficiente na extragdo de compostos, e que o
processo de desenvolvimento dos filmes que tiveram a adicdo do extrato, néo foi
capaz de degradar substancias como o acido caféico e feralico que apresentam
propriedades antioxidantes.

Quanto ao modo de ionizacdo positivo (Tabela 7), os flavonoides foram
0S compostos que apresentaram 0 maior nimero de compostos tentativamente
identificados, sendo a maior parte desses flavonoides derivados conjugados de

glicosidicos.
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Tabela 7 - lons identificados no FPCM e dos filmes (FOR1 - 12,5%; FOR2 —

6,24% e FORS3 3,1%) da farinha da casca de maracuja incorporados com

diferentes concentra¢fes do extrato das folhas de ora-pro-ndbis por EM-

PS em modo positivo. A letra X no corpo da tabela representa a presenca

do composto no filme.

Compostos m/z MS/MS Referéncia Filmes
FPCM FOR1 FOR2 FORS3
Flavonoides
Diosmetin 301 258 (WANG, J. et X X X X
al., 2017)
3-O-metilquercetina 317 121,193,245,274 (GOBBO- X X X
NETO e
LOPES, 2008;
SILVA et al.,
2020)
Apigeninidin-7-O- 523 269 (GEERA; X X X
methylflavene dimer OJWANG,;
AWIKA, 2012)
Quercetin-3- 551 303 (AABY; X X X X
malonylglucoside EKEBERG;
SKREDE,
2007)
6,8-di-C-3- 579 495,507,543,561 (GOBBO- X
glucopiranosilcrisina NETO e
LOPES, 2008)
Lucenina-2 (6,8-di-C-B- 611 527,593 (GOBBO- X X
glucopiranosilluteolina NETO e
LOPES, 2008)
Rutina 633 331, 487,615 (JIA et al., X X X
2017)
Tricina di-O,0- 655 493 (SILVA et al., X X
hexosideo 2020)
Sagittatoside A 677 531 (REN e X X

LONG, 2017)




3-Hidroxicariine-O- 693 547 (REN e X X X
glucose-rhamnose LONG, 2017)
lolidide-B-D- 711 549,651,693 (JIA et al., X X
glucopyranoside 2017)
Chrysoeriol 0,0- 797 711 (CAVALIERE X X X
malonyl hexoside et al., 2005)
Fitosterol FPCM FOR1 FOR2 FORS3
Sitosterol 397 247 (WANG, J. et X X X
al., 2017)
Terpenos FPCM FOR1 FOR2 FORS3
Deacetylforskolin 369 235,431 (ABU-REIDAH X X X
et al., 2015;
ZHANG et al.,
2009)
VVomifoliol B-D- 409 353,391,394 (JIA et al., X X X
glucopyranoside 2017)
Dihidroisovaltrato 425 365 (ABU-REIDAH X X X
et al., 2015)
Ononin 431 269,431 (REN e X X
LONG, 2017)
AclUcares FPCM FOR1 FOR2 FOR3
Sacarose 365 185 (GUO et al., X X X
2017)
Morroniside 429 267 (GUO et al., X X
2017; XIONG
et al., 2017)
Acido Fenolico FPCM FOR1 FOR2 FORS3
Galloyl pyrogallol 279 153 (ABU-REIDAH X X X X
et al., 2015)
Licanic acid 293 257,275 (WANG et al., X X X
2017)
Acido Graxo FPCM FOR1 FOR2 FOR3
Ester metilico de 413 413 (REN; LONG, X X X X

cnidiosideo

2017)
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Magnoflorine 342 282,342 (REN e X X X
LONG, 2017)
Outros FPCM FOR1 FOR2 FOR3
L arginina 175 129 (SILVA et al., X X X X
2019)
Diallyl phthalate 247 187 (REN e X X
LONG, 2017)

No FPCM foi quantificado menor nimero de compostos (11), enquanto
gue nos filmes incorporados com diferentes concentracdes de extrato das folhas
de ora-pro-nobis, detectou-se maior quantidade de substancias com destaque
para o0 FOR2 onde 58 substancias foram identificadas. Portanto, na Figura 4
estdo as representacdes dos EM-PS nos modos de ionizac&o negativo e positivo
do FOR2.

A maior quantificacdo de compostos no FOR2 pode ser justificada pela
melhor incorporacgéo do extrato na concentracao utilizada (6,24%), favorecendo
uma excelente adesdo interfacial e retencdo dos compostos neste filme,
conforme demonstrado na MEV.

Os resultados da EM-PS estéo de acordo com os obtidos para o teor de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante que demonstram melhores
respostas para os filmes com adicdo de extrato das folhas de ora-pro-nobis,
explicado pela maior quantidade de compostos com essas propriedades nesses

filmes.
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Figura 4 - Representacédo dos espectros de massas por Paper Spray
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(@) Espectrograma PS-MS no modo de ionizacdo negativo e (b) espectrograma PS-MS no
modo de ionizagdo positivo do FOR2 — 6,24% da farinha da casca de maracuja incorporado com
extrato das folhas de ora-pro-nébis.

3.1.10 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As informagfes quanto a microestrutura dos filmes, através de sua
homogeneidade, estrutura de camadas, poros, fissuras de superficie e
suavidade, sdo apresentadas na Figura 5. A analise da imagem da secéo
transversal do filme controle de amido demonstra o bom processo de
gelatinizag&o e a ruptura de todos os granulos de amido, através de sua estrutura
homogénea e sem poros (DOMENE-LOPEZ et al., 2019).
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De forma geral, os filmes da farinha da casca de maracuja com adicao
dos extratos (FOR1, FOR2 e FOR3) mostraram-se compactos e com integridade
continua da rede, sendo 0 maior grau de compactacéo e integridade verificado
de acordo com a maior concentracdo de extrato adicionado. Fato semelhante
também foi observado no trabalho de TALON et al. (2017), em filmes de
quitosana com extrato de tomilho que formaram filmes com uma estrutura mais
densa e com cadeias de polimero mais regulares.

O extrato das folhas de ora-pro-nébis afetou significativamente as
propriedades estruturais dos filmes desenvolvidos com a FCM (representado
pelas setas na Figura 5F — | — K) , influenciando o arranjo dos componentes
destes filmes, sendo essas mudancas intimamente relacionadas as suas
propriedades tecno-funcionais (MIR et al., 2018). Além disso, a adi¢cdo do extrato
independente da concentragao proporcionou a formacéao de uma superficie mais
lisa e menos rugosa (Figura 5E — G — H — J), com destaque para o FOR2 que
apresentou melhores resultados para essas caracteristicas, demonstrando que
a proporcao de extrato e solucéo filmogénica utilizada neste filme foi a ideal.

O FPCM exibiu estrutura relativamente mais aspera e maiores fissuras
internas (representada pelas setas na Figura 5C - D) em comparagcdo com 0s
outros filmes desenvolvidos que tiveram a adi¢cao do extrato das folhas de ora-
pro-noébis. Esse fato indica que a incorporacgao do extrato favoreceu uma melhor
adesao interfacial nos filmes. Resultado semelhante também foi observado por
ILYAS et al. (2019), ao adicionarem diferentes concentragcdes de celulose
nanofibrilada de palma em filmes biodegradaveis obtidos dos residuos de
palmeira.

XIE e colaboradores (2020), também desenvolveram filmes
biodegradaveis a partir da casca de batata que é um residuo industrial
incorporando com celulose bacteriana com intuito de melhorar as propriedades
dos filmes. Esses autores constataram que a superficie dos filmes desenvolvidos
com a casca de batata incorporado com concentracdes de até 10% de celulose
bacteriana apresentavam uma superficie menos escamosa, além de estrutura
mais lisa e densa, fato semelhante ao que aconteceu com a adi¢cdo de extrato
neste estudo.

Através da analise da microestrutura dos filmes é possivel perceber que

a adicdo do extrato das folhas de ora-pro-nobis nas concentra¢cdes utilizadas, foi
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capaz de melhorar a homogeneidade dos filmes formando filmes mais densos,

com menores rachaduras e estrutura mais lisa em relagéo ao FPCM.
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Figura 5- Micrografias de MEV das superficies e secdes transversais

dos filmes de: amido e da farinha da casca de maracuja (FPCM) sem e
com incorporacdo de diferentes concentragdes (FOR1 — 12,5%; FOR2
- 6,24% e FORS3 3,1%) do extrato das folhas de ora-pro-nébis.
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4. CONCLUSAO

O presente estudo conseguiu evidenciar que ha um grande potencial para
0 uso da casca do maracuja, e de folhas de ora-pro-noébis, para aplicacbes em
desenvolvimento de embalagens sustentaveis

A andlise da microestrutura dos filmes demonstrou que a adicdo de extrato
das folhas de ora-pro-nébis nas concentracdes de 12,5; 6,24 e 3,1 %, foi capaz
de melhorar a homogeneidade dos filmes e os baixos valores de PVA indicaram
grande vantagem no uso dos filmes desenvolvidos.

Verificou se que a elevada solubilidade dos filmes permitira sua aplicacédo
de forma mais efetiva para alimentos que serdo submetidos ao contato com a
agua durante o processamento.

Quanto as propriedades mecanicas, foi possivel concluir que a grande
miscibilidade dos componentes dos filmes impediu que maiores concentragdes
de extrato das folhas de ora-pro-nébis influenciassem em alguns parametros
como resisténcia a tracdo, alongamento e resisténcia a perfuracéo dos filmes em
relacdo ao FPCM.

O alto teor de polifendis no extrato das folhas de ora-pro-nobis influenciou
em todas as propriedades 6ticas dos filmes elaborados. Quanto a cor, em frutas
e vegetais os filmes estudados podem ser aplicados em alimentos variando entre
amarelados e mais escuros.

A EM-PS se mostrou uma ferramenta interessante e altamente inovadora
para identificar o perfil quimico de filmes ativos.

Os resultados desta pesquisa sugerem que o filmes baseados na FCM
contendo o extrato das folhas de ora-pro-nébis, poderdao ser utilizados para
elaboracdo de embalagens ecologica e biodegradaveis. Podendo ainda ser
utlizadas para a elaboracdo de embalagens ativas devido a sua elevada

atividade antioxidante.
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