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RESUMO
NASCIMENTO, VINICIUS ALVES. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e

Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde, dezembro de 2021. Desenvolvimento e
avaliacdo de filmes biodegradéveis a base de fécula de mandioca incorporado com
6leo essencial das folhas do Cochlospermum regium no armazenamento de
morangos. Orientadora: Dra. Cristiane de Melo Cazal. Coorientadora: Dra. Céssia

Cristina Fernandes Alves.

O Rhizopus stolonifer (R. stolonifer) é um fungo fitopatdgeno pds-colheita pertencente a
classe dos zigomicetos, que causam podriddo mole em frutos e vegetais. Os seus esporos,
presentes nos ambientes de embalagem e comercializagdo, podem apodrecer facilmente
estes alimentos. Dentro deste contexto, o presente trabalho desenvolveu e avaliou filmes
biodegradaveis (FBS) a base de fécula de mandioca incorporados com éleo essencial
(OE) das folhas do Cochlospermum regium, no armazenamento de morangos. O OE foi
analisado em cromatégrafo a géas. O ensaio de atividade antiflngica utilizado foi o de
difusdo de disco. Os FBS foram caracterizados pela determinagdo da espessura,
solubilidade em A&gua, transparéncia, permeabilidade ao vapor de 4&gua e
biodegradabilidade. Os morangos foram avaliados através da perda de peso, do
decaimento simples, do teor de fendis, do teor de antocianinas, do teor de sélidos soluveis
totais, da firmeza e da cor da superficie. Os compostos majoritarios encontrados no OE
foram os seguintes: Mirceno (36,45%), Biciclogermacreno (21,30%), Germacreno D
(7,43%) e Espatulenol (5,65%). A luz do nosso conhecimento, ndo existe registro da
analise quimica do 6leo essencial das folhas frescas do C. regium na literatura. FBS com
75 uL.mL ™ do OE em sua formulag&o tiveram maiores valores para a espessura, a barreira
a luz UVagonm € a permeabilidade ao vapor de 4gua. Nos FBS com 75 uL.mL*do OE e
0,0625¢g de tween 80 a biodegradabilidade foi superior a 60%. O peso, a textura, 0 teor
de fendis, os sdlidos soluveis totais e 0 decaimento simples reduziram com o passar do
tempo. Ja o teor de antocianinas aumentou. Adicionalmente, os morangos ficaram mais
vermelhos, escuros e com menor brilho. Os FBS com OE a 75 puL.mL " apresentaram forte
atividade contra o surgimento de manchas marrons e mofo cinza visivel na superficie dos
morangos. Os parametros luminosidade, cromaticidade e grau Hue indicaram maturacgéo

dos morangos. Em dose maior de incorporagdo, OE 75 pL.mL™, os FBS apresentaram



potencial para serem utilizados no desenvolvimento de embalagens ativas e

biodegradaveis para 0 armazenamento de morangos.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo Essencial, Filme Biodegradavel, Podriddo Mole.



ABSTRACT
NASCIMENTO, VINICIUS ALVES. Goiano Federal Institute of Education, Science and

Technology - Rio Verde Campus, December 2021. Development and evaluation of
biodegradable films based on cassava starch incorporated with essential oil from
Cochlospermum regium leaves in strawberry storage. Advisor: Dra. Cristiane de Melo

Cazal. Co-advisor: Dra. Cassia Cristina Fernandes Alves.

Rhizopus stolonifer is a postharvest phytopathogenic fungus belonging to the zygomycete
class that causes soft rot in fruits and vegetables. Its spores, present in packaging and
marketing environments, can easily rot these foods. Within this context, the present work
developed and evaluated biodegradable films (FBS) based on cassava starch incorporated
with essential oil (EO) from the leaves of Cochlospermum regium in the storage of
strawberries. The EO was analyzed in a gas chromatograph. The antifungal activity assay
used was the disk diffusion assay. The FBS were characterized by the determination of
thickness, water solubility, transparency, water vapor permeability and biodegradability.
Strawberries through weight loss, simple decay, phenol content, anthocyanin content,
total soluble solids content, firmness and surface color. The major compounds found in
the EO were: Myrcene (36.45%), Bicyclogermacrene (21.30%), Germacrene D (7.43%)
and Spatulenol (5.65%), to our knowledge there is no record of chemical analysis of
essential oil from fresh leaves of C. regium in the literature. FBS with 75 uL.mL™ of EO
in its formulation had higher values for thickness, UV 280nm light barrier and water vapor
permeability. In FBS with 75 uL.mL™ of EO and 0.0625g of tween 80, biodegradability
was greater than 60%. The weight, texture, content of phenols, total soluble solids and
simple decay reduced over time, whereas the anthocyanin content increased.
Additionally, the strawberries became redder, darker and less shiny. FBS with EO at 75
uL.mL? showed strong activity against the appearance of brown spots and visible gray
mold on the surface of strawberries. The parameters luminosity, chromaticity and degree
of Hue indicated ripening of strawberries. At a higher incorporation dose, EO 75 uL.mL"
! the FBS showed potential to be used in the development of active and biodegradable
packaging for the storage of strawberries.

KEYWORDS: Essential Oil, Biodegradable Film, Soft Rot.



1. INTRODUCAO

As embalagens ativas possuem aditivos em sua estrutura quimica que interagem
com o alimento para assegurar protecdo, qualidade sensorial, aumento da vida de
prateleira e seguranca alimentar (BRAGA; SILVA, 2017). As embalagens
antimicrobianas, um dos sistemas que engloba o conceito de embalagens ativas, possuem,
em sua estrutura, aditivos antimicrobianos que podem conferir atividade antifungica e/ou
antibacteriana, auxiliando na conservacio dos alimentos (SARANTOPOULOS;
COFCEWICZ, 2016). Os Oleos essenciais, provenientes da extracdo das partes dos
vegetais, podem apresentar atividades antimicrobianas e, ao serem incorporados na
estrutura das embalagens, tornam-se um aditivo natural interessante no combate ao
desenvolvimento de microrganismos comprometedores da qualidade dos alimentos
(ALMEIDA, 2017).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais determina as propriedades
antimicrobianas (OOTANI et al., 2013). Os 6leos essenciais sdo formados por compostos
bioativos, representados, principalmente, pelos terpenos, que conferem as diferentes
aplicacBes na medicina, agricultura, entre outras (JUGREET et al., 2020). A producéo
dos compostos bioativos constituintes dos 6leos essenciais depende de fatores bidticos e
abidticos (SILVESTRE et al., 2019). Os fatores bidticos constituem os estimulos
provenientes de substancias bioldgicas, ou seja, sdo produzidas nos organismos vivos e

os fatores abioticos através de estimulos quimicos e/ou fisicos (THAKUR et al., 2019).

O cerrado brasileiro é rico em substancias bioativas (SCHIASSI et al., 2018). As
partes do Cochlospermum regium (C. regium), planta nativa do cerrado e popularmente
conhecida como algoddozinho, sdo utilizadas com fins terapéuticos para combater feridas
e infecgOes. Os extratos das folhas do C. regium, por exemplo, sdo uma alternativa para
tratar infeccBes de Staphylococcus aureus (GALVAO, 2020). Diante das alegacdes
populares e de comprovacdes cientificas dos beneficios dos compostos bioativos no
combate a microrganismos patogénicos, torna-se interessante investigar o potencial
antifangico do 6leo essencial das folhas do C. regium frente ao desenvolvimento do R.
stolonifer.

O R. stolonifer € o agente causador de podriddo em frutos. Os seus esporos,
presentes nos ambientes de embalagem e comercializagdo, podem apodrecer facilmente

as frutas (KONG et al., 2019). Os morangos possuem vida Util reduzida devido a podridao



causada por fungos (OLIVEIRA et al., 2009). LesGes nos frutos séo porta de entrada para
0s esporos dos fungos, com consequente surgimento da podriddo mole (BAUTISTA-
BANOS et al., 2014). O desenvolvimento de embalagens ativas contendo FBS
incorporados com 0leos essenciais (OES) pode ser uma alternativa natural para aumentar
o tempo de armazenamento de morangos (SHANKAR et al., 2021). Os FBS a base de
amido tém sido alvo de muitas investigacdes devido a sua disponibilidade na natureza e,
no caso de amidos com alto teor de amilose, apresentam propriedades desejadas como a

resisténcia mecanica, barreira a gases e biodegradabilidade (CHEN et al., 2017).

1.1. Oleos essenciais

Os OES auxiliam na adaptacdo das plantas no meio onde elas se encontram e sao
amplamente utilizados na fabricacdo de produtos cosméticos e farmacéuticos. Os
terpenos sdo as substancias predominantes na constituicdo dos Oleos essenciais,
destacando-se 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos (BAKKALI et al., 2007). Estes
metabdlitos secundarios conferem propriedades medicinais aos Oleos essenciais, tais
como atividades antinflamatdrias e antivirais, e também auxiliam na defesa dos vegetais
contra microrganismos patogénicos (JAMIOIKOWSKA; KOPACKI, 2020; MISHRA et
al., 2020).

As propriedades antimicrobianas dos OES os colocam em destaque no
desenvolvimento de tecnologia natural de conservacdo de alimentos devido a procura de
seguranca alimentar, o que se soma ao apelo de consumidores por conservantes naturais
(CORTEZ et al., 2015). Também apresentam baixa toxicidade nos organismos dos
mamiferos e, dependendo da sua origem vegetal, podem apresentar atividade antifungica
(PANDEY et al., 2014).

1.2. C.regium

O cerrado brasileiro ¢ o segundo bioma mais rico do Brasil, abrangendo,
principalmente, a regido centro-oeste e ocupando cerca de dois milhdes de km? do
territorio do pais. O seu bioma é composto por mais 7.000 especies de plantas nativas:
herbaceas, arbustivas, arboreas e cipds (DEL-CLARO; TOREZAN-SILINGARDI,
2019).

O C. regium (Figura 1) é uma planta encontrada facilmente no cerrado brasileiro.
E um arbusto pertencente a familia Bixaceae (ARUNACHALAM, et al., 2019). Todas as



partes da planta sdo utilizadas na medicina popular: raiz, caule, folhas (Figura 2) e flor,
entre outras. Segundo registros e relatos do conhecimento popular, os chéas das folhas, dos
caules, das flores, da raiz e de outras partes sdo ingeridos para combater infecgdes no
utero, na préstata e nas vias urinarias, além de promover uma Otima cicatrizagdo em
ferimentos (LEME et al., 2017).

Figura 1 - C. regium

N 3

g 4

Fonte: Autoria prépria |

Figura 2 — Fruto colonizado pelo R. stolonifer

Fonte: Autoria propria

Nos estudos de Menezes Filho et al. (2020a, 2020b), o OE da flor do C. regium
apresentou atividade antifungica frente ao desenvolvimento da Sclerotinia sclerotiorum
no ensaio bioldgico in vitro. E os OES das raizes e das folhas apresentaram atividade
antifungica frente ao desenvolvimento do S. sclerotiorum e Colletotrichum
gloeosporioides. A andlise quimica do OE das flores identificou o cariofileno E (9,76%),



o y-muuroleno (16,69%) e o biciclogermacreno (39,82%) como 0s compostos
majoritarios. A anélise quimica do OE das folhas secas do C. regium, no estudo de Inacio
et al., (2014) em cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrébmetro de massas, revelou os
compostos [B-copaen-4-a-ol (18,73%), seguido pelo viridiflorol (12,67%) como
majoritarios. A extracdo do OE realizada em aparelho tipo clevenger apresentou
rendimento de 0,2%.

Sabe-se que os OES sédo importantes para a defesa e adaptagédo das plantas e que
sdo formados por metabdlitos secundarios que podem apresentar propriedade
fungicida/fungistatica (PAVELA; BENELLI, 2016).

Os fungos podem comprometer a qualidade dos alimentos e o estudo do OE in
natura das folhas do algod&ozinho do cerrado pode ser uma alternativa natural no

combate ao R. stolonifer durante o armazenamento de morangos.

1.3. Morangos

A producdo de morangos possui relevancia no cenario econdmico brasileiro e
gera renda para os pequenos produtores espalhados pelo pais (FONTANA et al., 2021).
Atrela-se ao consumo de morangos a ingestdo de substancias antioxidantes, representadas
principalmente pelos fenois (PANICO et al., 2009). O teor total de compostos fenolicos
nos morangos varia de 38 a 218 mg/100 g de fruta, mas podem ocorrer valores diferentes.
A producdo destes compostos depende do tipo e estrutura do solo, das espécies e de
cultivares e fatores ambientais (MUSA, 2016).

As antocianinas, principais compostos fenélicos encontrados nos morangos, sdo
acumuladas nos vacuolos das células vegetais e produzidas sob estresse da planta,
conferindo as cores roxo, vermelho, violeta e azul na natureza. O teor de antocianinas em
morangos varia de 150-600 mg/kg do fruto (LOPEZ-ORTIZ et al., 2019).

A promocéo de salde atribuida ao consumo de morangos compreende efeitos
positivos no sistema digestivo até a sinalizacdo de expressdo génica (AABY et al., 2012).

Os morangos sdo classificados como ndo climatéricos, ou seja, devem ser
colhidos maduros, com aroma, textura e cor desejados pelos consumidores. S&o
suscetiveis a contaminacdo por fungos causadores de podridao durante o armazenamento,
pois apresentam alta taxa de umidade e nutrientes suficientes para o desenvolvimento dos
microrganismos (PASSAGLIA, 2017).



1.4. R. stolonifer

O R. Stolonifer ¢ um fungo responsavel por uma doenca conhecida como
podriddo mole ou R. stolonifer podriddo do rhizopus em frutos e vegetais (ZHOU et al.,
2019). Os seus esporos sdo facilmente encontrados no ar e no solo, o que exige cuidados
e higiene durante o armazenamento, na embalagem e no transporte. Em condic¢des de
desenvolvimento, o fungo produz facilmente hifas densas e cinzas na superficie dos
frutos. Pequenas aberturas nos tecidos dos frutos sao suficientes para a penetracdo dos
esporos e consequente desenvolvimento do R. stolonifer. Hifas curtas e muitos esporos
sdo observados em condicOes de baixa umidade e hifas maiores e poucos esporos séo
observados em condicdes de alta umidade (BAUTISTA-BANOS; BOSQUEZ-MOLINA;
BARRERA-NECHA, 2014; OLIVEIRA; FILHO, 2007).

E comum encontrar frutos doentes no comércio. As hifas acinzentadas, halo
aquoso e esporos escuros sdo observados nos alimentos colonizados pelo R. stolonifer
(Figura 3). Temperaturas elevadas e umidade relativa alta sdo condicOes ideais para a
producéo répida de hifas e esporos. Sem o manejo correto de acondicionamento dos frutos
e sem o resfriamento adequado, o fungo alastra-se facilmente para os frutos adjacentes.
Bactérias e leveduras também podem colonizar os tecidos, fazendo surgir odores
desagradaveis (BAUTISTA-BANOS; BOSQUEZ-MOLINA; BARRERA-NECHA,
2014).

Figura 3 — Fruto colonizado pelo R. stolonifer

Fonte: Agrolink, 2019.



1.5. Filmes biodegradaveis e fécula de mandioca

O desenvolvimento de FBS para embalagens de alimentos € uma alternativa para
contornar os problemas ambientais relacionados diretamente a producdo e ao consumo de
embalagens plasticas e metélicas. As embalagens possuem a prote¢do como principal
funcéo e, dependendo da sua constituicdo, podem interagir com o alimento e garantir o
aumento da sua vida de prateleira (ROCHA et al., 2014).

O biopolimero de fécula de mandioca é um dos principais extraidos de vegetais
para a producdo de FBS. Filmes a base de amido apresentam propriedades de barreira e
tensdo na ruptura que sdo atribuidas ao teor de amilose. A adicdo de glicerol na
formulacdo confere homogeneidade na matriz polimérica, através da interferéncia nas
ligaghes de hidrogénio e nas interagbes macromoleculares durante o rearranjo da
amilopectina que conferem efeito plastificante (MATHEUS et al., 2021). Por outro lado,
também confere higroscopicidade e alta permeabilidade ao vapor de agua, propriedades
que podem ser amenizadas através da adi¢cdo dos OES (CAETANO et al., 2018).

A fécula de mandioca possui granulos redondos de tamanho entre 5 e 35 mm.
Possui teor de proteinas e lipidios em torno de 0,2% e gelatiniza entre 60°C e 80°C
(WHEATLEY et al., 2003). Os FBS se degradam facilmente na natureza (CAETANO et
al., 2018).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Desenvolver e avaliar filmes a base de fécula de mandioca incorporados com

6leo essencial das folhas do Cochlospermum regium no armazenamento de morangos.

2.2. Objetivos especificos

¢ Avaliar a composicdo quimica e atividade antifingica do OE das folhas frescas de C.
regium frente ao desenvolvimento do R. stolonifer;

e Produzir e caracterizar os FBS a base de fécula de mandioca incorporados com OE das
folhas frescas de C. regium;

¢ Avaliar os morangos armazenados com FBS a base de fécula de mandioca incorporados

com OE das folhas de C. regium.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

As folhas do C. regium foram coletadas na regido rural da cidade de Rio Verde
— Goiés, no periodo das 08:00 as 10:00, em novembro de 2019 e em fevereiro de 2020,
sendo ambos meses demarcados por chuvas. As coordenadas geograficas do local da
coleta sdo: 17°47°15.9°’S 50°57°58.6°W.

3.2. Extracao do 0leo essencial

O OE das folhas do C. regium foi extraido apds a colheita. Utilizou-se o método
de arraste por vapor d’agua. Foram adicionados 250g de folhas frescas do C. regium
trituradas a um baldo de fundo redondo de 3000 mL, contendo 1500 mL de agua destilada.
O balédo acoplado a um aparelho tipo clevenger foi posicionado sobre uma manta de
aquecimento. Apos a hidrodestilacdo de 4 horas, o hidrolato foi adicionado a um funil de
separacdo contendo 20 mL de diclorometano para obtencédo da fase orgénica. Esta etapa
foi realizada em triplicata. Utilizou-se sulfato de s6dio anidro como agente de secagem
da fase organica, o qual foi removido através de filtracdo simples. O diclorometano foi
eliminado com auxilio do rotaevaporador. O OE foi obtido em peso constante apds
permanecer por alguns minutos na capela de exaustdo. O rendimento foi calculado através
da relacdo da massa do OE com a massa de material vegetal utilizado na extracéo
(ZHANG et al., 2015).

3.3. Anélise quimica do 6leo essencial

A analise quimica foi realizada em parceria com a Universidade Federal de S&o
Carlos, localizada em Séo Carlos, Sdo Paulo. O OE das folhas frescas do Cochlospermum
regium foi dissolvido em hexano e analisado em cromatégrafo a gas acoplado a
Espectrometro de Massas Sequencial (CG-MS/MS), equipado com auto-injetor (Combi
PAL AOC-5000 Shimadzu), coluna Restec Rtx-SMS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um)
fundida com silica e Espectrometro de Massas Sequencial (MSTQ8030 Shimadzu) e

detector por ionizagdo por impacto eletronico (IE) (70 eV).
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A temperatura inicial foi de 60°C por 3,0 min, seguido de um acréscimo de
3°C/min até se atingir 200°C. Posteriormente, programou-se um aumento de temperatura
de 15°C/min até 280°C, sendo a temperatura do injetor de 230°C.

Os dados de separacdo e seus tratamentos foram realizados utilizando-se o
Software CGMS Real Time Analysis®. A identificacdo dos componentes do 6leo foi
baseada no indice de retencdo linear (indice de Kovats (IK), calculado em relacdo aos
tempos de retencdo da série homologa de n-alcanos (C-07 a C-40) e no padrdo de
fragmentacdo observado no espectro de massas, por comparacdo destes com dados da

biblioteca do equipamento.

3.4. Ensaio antifungico

A metodologia utilizada no ensaio de atividade antimicrobiana foi a de difusdo
de disco por Dianez et al. (2018) em camara de fluxo laminar. O ensaio foi realizado no
laboratdrio de microbiologia agricola do Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde.

Foram preparadas solucdes de OE das folhas de C. regium de concentragcdes 600
uL.mL%; 300 uL.mL?; 150 pL.mL?; 75 uL.mLt e 37,5 uL.mL* em Tween 80 a 5%. As
solucdes foram preparadas a partir de uma solugdo estoque de 600 pL.mL™.

Aliquotas de 100 uL de cada solucao foram dispersas com o auxilio de uma alca
de Drigalski na superficie do meio de cultura BDA solidificado em placas de petri. Discos
de 5 mm do micélio de R. stolonifer foram posicionados no centro das placas. As mesmas
foram protegidas com papel filme PVC, identificadas e incubadas a 28 + 2°C. Foram
utilizados dois controles positivos, um com o micélio e o outro com o micélio e Tween
80 (TW 80) a 5%.

Os diametros dos halos de crescimento micelial dos tratamentos foram medidos
com auxilio de um paquimetro. As medi¢des se encerraram quando ocorreu o crescimento
total das col6nias nas placas controle. Os tratamentos foram realizados em quadruplicata.
A atividade antifingica foi determinada através do Percentual de Inibigdo de Crescimento
(PIC) (Equacéo 1) (AL-REZA et al., 2010). A porcentagem foi calculada a partir da média
do crescimento micelial de cada tratamento em relagédo ao crescimento micelial das placas

controle.

cresicmento do controle-crescimento do tratamento

PIC (%)= (1)

crescimento do controle
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Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado. As variaveis foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA) no software SISVAR e as médias

comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

3.5. Producéo dos filmes biodegradaveis

Os FBS foram produzidos pelo método de casting descrito por Valadares et al.
(2020), a base de fécula de mandioca e incorporados ao OE das folhas do C. regium,
através de um planejamento composto central 22, contendo 3 pontos centrais (Tabelas 1
e 2).

Tabela 1 - Fatores e niveis codificados planejamento composto central 22 contendo 3
pontos centrais

Niveis
Fatores R] 0 1
Oleo essencial (uL.mL™) 25 50 75
Tween 80 (q) 0,0625 0,125 0,1875

Tabela 2 - Valores das variaveis independentes dos FBS; concentracdo do OE das
folhas do C. regium (OE); tween 80 (TW 80).

Variaveis independentes

n OE (uL/mL) TW 80 (g)
1 1 K]
2 1 1
3 1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Inicialmente, foram preparados 10 mL de solu¢des contendo agua destilada e
fécula de mandioca na concentracdo 5% (p/v) e aquecidas sob agitacdo constante até se
atingir 80°C. Foi adicionado 1% (p/v) de glicerol apds a gelatinizacdo do amido e o inicio
do resfriamento sob agitagdo constante. Apos atingir 40°C, foram transferidos TW 80 e
OE das folhas do C. regium em quantidades definidas pelo esquema fatorial completo 22
com 3 pontos centrais (Tabelas 1 e 2). O sistema de agitagdo foi desligado apds 15
minutos. Aliquotas de 10 mL da solug&o filmogénica foram transferidas para embalagens

plasticas utilizadas na comercializacdo de morangos, de dimensdes 8 cm x 8 cm, nas quais
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aquelas permaneceram em processo de secagem em temperatura ambiente = 25°C até o

desprendimento dos FBS.

3.6. Caracterizacao dos filmes biodegradaveis

3.6.1. Espessura

As espessuras foram determinadas conforme o descrito por Shankar et al. (2021)
com modificacdes. Foram realizadas 10 medic¢des por filme biodegradavel (FB): 9 nas
bordas e 1 no centro, com o auxilio de um micrémetro manual Warszawa de preciséo 0,01

mm. Foi calculada a média (mm) das medidas da espessura dos FBS.

3.6.2. Solubilidade em agua

A solubilidade em agua foi determinada conforme descrito por Valadares et al.
(2020) com modificacdes. Os FBS foram cortados em quadrado de area igual a 4 cm?,
secos em estufa a 105°C, no periodo de 3 horas, e pesados em balanca analitica. Apds a
pesagem, os mesmos foram transferidos individualmente para erlenmeyers contendo 50
mL de &gua destilada que ficaram sob agitacdo constante durante 24 horas.
Posteriormente, os FBS foram removidos das solucgdes através de filtracdo e, em seguida,
secos em estufa a 105°C durante 24 horas. Posteriormente, foram pesados em balanca
analitica. A solubilidade dos FBS foi determinada utilizando-se a Equacdo 2.

- , Mi-Mf
Solubilidade em agua (%):T x100 (2)

Mi =massa inicial do FB;
Ms = Massa final do FB.

3.6.3. Transmissao de luz UV

A transmissao de luz UV foi determinada conforme descrito por Shankar et al.
(2021) com modificagdes. Foram realizados cortes retangulares nos FBS e fixados na
parede interna da cubeta para leitura da transmitancia em espectrofotdometro a 280 nm. A

transparéncia foi calculada através da equacgéo 3.
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280) _ logT

Transmissao (Abs X 3)

mim

T = transmitancia em 280 nm;

X = espessura do FB em mm.

3.6.4. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua foi avaliada conforme o método ASTM E96-
80 com modificacdes. Os FBS foram fixados na abertura de baldo volumétrico contendo
5g de agua destilada. Os baldes volumétricos foram colocados em embalagens de vidro
contendo silica gel azul e fechadas com tampa e protegidas da umidade externa. A massa
dos bal6es volumétricos foi medida de hora em hora, no periodo de 8 horas e 32 horas
apos o inicio da anélise.

A taxa de transmissdo de vapor de agua (TVA) foi determinada através da

regressao linear, conforme a Equacéo 4.

G
TVA (gxh’ 2)= 4
(g xh” xmm ) — 4
G = variagdo da medida da massa do baldo volumétrico (g);
t = tempo (h);
A = érea da boca do baldo volumétrico (m?);
A permeabilidade ao vapor de agua foi calculada através da Equagédo 5.
PVA ( g x mm x kPa x h'x mm‘2)=$ (5)

TVA = taxa de transmiss&o de vapor (g x h't x m);

X = espessura do FB (mm);

AP = diferenca de vapor de &gua entre 0 ambiente contendo a silica e a 4gua destilada
(kPa).
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3.6.5. Biodegradabilidade

A biodegradabilidade em &gua foi determinada conforme descrito por Valadares
et al. (2020) com modificagdes. Amostras do FB de area igual a 4 cm? e peso constante
foram enterradas individualmente, durante 25 dias, em potes de plastico de polietileno
contendo terra organica. Os potes permaneceram abertos para permitir a penetragéo de
umidade e de microrganismos em ambiente com temperatura e umidade constantes. A

biodegradabilidade foi calculada através da Equacéo 6.

Biodegradabilidade (%)= M:;Ili\/ﬁ x 100 (6)

M; = Massa inicial do FB (g);
Ms = Massa final do FB (g).

3.6.6. Diferenca de cor

A diferenca de cor foi determinada conforme descrito por Melo (2020) com
modificacOes. A anélise de cor dos filmes foi realizada com o auxilio de um colorimetro
portéatil — CR 400, usando os padrbes CIE-Lab. O espaco de cor L*a*b* criado pela CIE
(Commission Inetrnationale de I’Eclairage) avalia a luminosidade através do L* e a
cromaticidade através de a* e b*. A leitura foi realizada diretamente nos FBS apoiados
em fundo brancos. A leitura determinou a luminosidade (L*) e os parametros de
cromaticidade (a* e b*).

As medigbes foram realizadas colocando a amostra de FB sobre fundo branco.

Foi calculado o AE a partir destes parametros (Equacao 7).

AE=[ (AL)?+ (Aa* )2+ (Ab*)?] (7
AE = Diferenca total de cor.
3.6.7. Analise dos resultados

Os resultados foram analisados por meio de regressdo fatorial e analise de
variancia ANOVA no software MINITAB19.
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3.7. Experimento de morangos armazenados com FB a base de OE das

folhas de C. regium

Os morangos foram coletados maduros e selecionados na zona rural de
Barbacena, Minas Gerais, e transportados imediatamente para o laboratério de Anéalise
Instrumental do Nucleo de Quimica do Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais, no
Campus Barbacena, Minas Gerais.

Seis morangos foram acomodados em embalagem transparente (PVC/PET) de
dimensGes 8 cm x 8 cm, totalizando 11 embalagens conforme o planejamento composto
central 2% contendo 3 pontos centrais (Tabelas 3 e 4). Os FBS foram fixados na parte
inferior da tampa e ndo tiveram contato fisico com os frutos. Os frutos foram armazenados
sob condigdes térmicas de 5°C a 10°C, intervalo de temperatura de armazenamento
encontrado nas gondolas dos mercados. Os morangos possuem, em média, de 3 a 5 dias
de vida de prateleira. No presente estudo, conforme o planejamento estatistico utilizado,

os frutos foram avaliados nos dias 0, 6 e 12.

Tabela 3 - Fatores e niveis planejamento composto central 23 contendo 3 pontos centrais.

Niveis
Fatores 1 0 1
Oleo essencial (uL.mL™) 25 50 75
Tween 80 (g) 0,0625 0,125 0,1875
Tempo (dias) 0 6 12

Tabela 4 - Valores das variaveis independentes dos filmes biodegradaveis; concentracao
do 6leo essencial das folhas do Cochlospermum regium (OE); tween 80 (TW); tempo (T).
Variaveis independentes

n OE (uL/mL) TW 80 (g) T (dias)
1 1 1 1
2 1 1 1
3 1 1 1
4 1 1 1
5 1 1 1
6 1 1 1
7 1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
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3.7.1. Perda de peso

A perda de peso foi determinada conforme descrito por Shankar et al. (2021)
com modificagbes. Os morangos foram pesados em balanca analitica. O peso foi

determinado em relacdo ao peso inicial de todos os tratamentos (Equacéo 8).

Perda de peso (%)= % x 100 (8)

3.7.2. Fendis

A determinacdo do teor de fendis foi realizada conforme descrito por Shankar et
al. (2021) com modificacdes. Foi utilizado o método Folin-Ciocalteu. Foram adicionados
a um béquer: 5 mL de 4gua destilada e 4g de morangos previamente triturados. A mistura
foi submetida a agitacdo por 5 minutos. Foram adicionados 50 mL de etanol absoluto e
submetidos a agitacdo por 2 horas, seguido de filtracdo. Uma aliquota de 25 mL do
filtrado e de 2,75 mL de Folin-Ciocalteu 3% foram transferidos para um tubo de ensaio e
agitados por 10 segundos no vortex. Foram adicionados 0,25 mL de carbonato de sodio
10%, o qual foi agitado novamente em vortex durante 10 segundos. O tubo de ensaio
ficou em repouso durante 60 minutos na auséncia de luz. Apds este periodo, foram
realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 765 nm. Os valores de absorbancia dos
tratamentos foram utilizados para determinar a concentracéo de acido equivalente (AGE)

mg/100g de massa fresca.

3.7.3. Antocianinas

A determinag&o do teor de fendis foi realizada conforme descrito por Rigolon et
al. (2020) com modificagGes. As antocianinas foram determinadas pelo método do pH
unico. Foram misturadas 5g de morango com 40 mL de etanol:HCl (85:15) e
homogeneizados por 1 min. A mistura foi filtrada e o filtrado foi transferido para um
baldo volumétrico de 100 mL que foi preenchido com agua destilada. Foram realizadas
leituras em espectrofotdmetro a 535 nm. O calculo do teor de antocianinas pela Equacgao
9.

AnfT="222228 51000 9)
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AntT = antocianinas totais (mg de ant. / 100g de amostra);
Abs = absorbancia;

PM = massa molar da cianidina-3-glicosideo;

fd = fator de diluicéo;

¢ = coeficiente de extin¢do molar da cianidina-3-glicosideo.

3.7.4. Solidos soluveis totais

A solidos sollveis totais foram determinados conforme descrito por Shankar et
al. (2021) com modificacdes. Os morangos foram macerados em cadinhos de porcelana
e filtrados com um pano de algoddo. O teor de solidos solUveis totais foi determinado
com auxilio de um refratémetro digital portatil Milwaukee MA871. Os resultados foram

expressos em °Brix.

3.7.5. Cor da superficie

A cor da superficie foi determinada conforme descrito por Oliveira (2017) com
modifica¢bes. Medidas da cor dos morangos foram realizadas com o auxilio de um
colorimetro Chroma Meter CR-400 — Konica Minvolta, calibrado com uma placa de
padrdo branco, L* = 42,60, a* = 27,45 e b* = 20,95. O espago L*C*h° é um espaco de
coordenadas criado pela CIE (Commission Inetrnationale de I’Eclairage) que avalia a
luminosidade - L* (preto (0) a branco (100)), a cromaticidade - C* (saturagdo — distancia
do centro até o ponto da cor) e 0 h° (angulo no espaco radial) (Figura 29) (FERREIRA;
SPRICIGO, 2017).

Foram realizadas as medidas de L*, a* e b*, de 5 pontos diferentes da superficie

dos morangos e calculados C* e h® (Equactes 10 e 11).

C* = [(@*) + (592 (10)
h = tan’! b—* (11)
a

Os valores dos parametros L*, C* e h° em estudo de vida de prateleira de

morangos sao interpretados como indicadores de maturacdo (ALVES et al., 2017).
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3.7.6. Firmeza

A firmeza foi determinada conforme descrito por Shankar et al. (2021) com
modificagcdes. Foi medida com a forca maxima através do aparelho Texture Analyser
TA.XT Express, o qual foi ajustado para penetrar 6 mm no fruto através de uma sonda

cilindrica de 2 mm de diametro a uma velocidade de 1 mm/s.

3.7.7. Decaimento simples (%0)

O percentual do decaimento simples foi determinado através da Equacéo 12, em
que Ninfec € 0 NUMero de morangos com mofo cinza visivel, manchas marrons ou
amolecimento de &rea ferida na embalagem e nwta € 0 NUMero total de morangos na

embalagem.

Dinfec

Decaimento simples= x 100 (12)

Dyotal

A avaliagdo ocorreu nos dias 0, 6 e 12 de armazenamento dos morangos. Mofo
cinza visivel, manchas marrons e amolecimento de &area ferida sdo indicadores de
podriddo (SHANKAR et al., 2021).

3.7.8. Analise dos resultados

Os resultados foram analisados por meio de regressdo fatorial e analise de
variancia ANOVA no software MINITAB19.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rendimento da extracdo do 6leo essencial

O OE apresentou coloragdo verde clara e nele foi percebido um aroma
caracteristico. O rendimento médio das extraces de dezembro de 2019 foi de 0,24% +
0,006 e das extracdes de fevereiro de 2020 foi de 0,25% =+ 0,004. Esses valores possuem
uma pequena diferenga em relagéo ao rendimento da extragdo do OE das folhas secas do
C. regium obtido no estudo de Inécio et al., (2014), que registrou o rendimento de 0,20%.

Menezes et al. (2020b) registraram rendimento de 0,168%.

4.2. Composicao quimica

Foram detectados 75 compostos e identificados outros 41 na anélise quimica do
OE das folhas frescas do C. regium (Tabela 5). O cromatograma obtido pela anélise
quimica realizada em cromatografo a gas acoplado a Espectrdmetro de Massas

Sequencial (CG-MS/MS) esta representado pela Figura 4.

Tabela 5 - Composi¢do quimica das folhas frescas de C. regium.

Composto TR (min) Rlexp RluT %RA
NI 3,157 1,06
Alfa-pineno 4,686 931 932 0,69
Sabineno 5,636 970 969 0,02
Beta-pineno 5,787 976 974 0,36
Mirceno 6,076 988 988 36,45
Orto-cimeno 7,131 1023 1022 0,05
Limoneno 7,279 1027 1024 0,12
Beta-felandreno 7,334 1029 1025 0,16
Cis-beta-ocimeno 7,474 1033 1032 0,22
Trans-beta-ocimeno 7,817 1043 1044 0,53
NI 9,653 1097 0,08
NI 18,774 1318 0,06
NI 19,196 1328 1,29
Delta-elemeno 19,352 1331 1335 1,46
Alfa-cubeneno 19,839 1343 1345 0,06
Isoledeno 20,797 1366 1374 0,11
Alfa-copaeno 21,006 1370 1374 0,79
Beta-boubornono 21,316 1378 1387 0,37
Beta-cubeneno 21,532 1383 1387 0,04

Beta-elemeno 21,614 1385 1389 0,59
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Composto TR (min) Rlexp RluiT %RA

NI 22,170 1398 0,04
Alfa-gurjuneno 22,288 1401 1409 0,10
NI 22,427 1404 0,12
Trans-cariofileno 22,778 1413 1417 2,39
NI 23,091 1420 0,08
Beta-copaeno 23,219 1424 1430 0,23
NI 23,354 1427 0,10

NI 23,425 1429 0,01
Aromadendreno 23,539 1431 1439 0,72
NI 23,715 1436 0,18
Alfa-guaieno 23,858 1439 1437 0,11
NI 24,015 1443 0,33
Alfa-humuleno 24,238 1448 1452 0,34
Alloaromadendreno 24,409 1453 1458 0,23
Cis-muurola-3,5-dieno 24,527 1456 1448 0,05
NI 24,960 1466 0,02
Gama-muuroleno 25,091 1469 1478 0,51
Germacreno D 25,294 1474 1484 7,43
NI 25,577 1481 0,37

NI 25,699 1484 2,20
Biciclogermacreno 25,892 1489 1500 21,30
Alfa-muuroleno 26,051 1493 1500 0,36
Beta-bisaboleno 26,494 1504 1505 1,69
Gama-cadineno 26,593 1506 1513 0,29
Delta-cadineno 26,832 1512 1522 1,85
Trans-calameneno 26,939 1515 1521 0,03
Trans-gama-bisaboleno 27,207 1522 1529 0,30
NI 27,522 1530 0,07

NI 28,041 1543 0,04
Germacreno-B 28,318 1550 1559 0,10
NI 28,476 1554 0,11
Trans-nerolidol 28,620 1558 1561 0,03
NI 28,742 1561 0,48

NI 28,876 1565 0,34
Espatulenol 29,034 1569 1577 5,65
Oxido de cariofileno 29,202 1573 1582 0,06
NI 29,369 1577 1,51
Viridiflorol 29,699 1586 1592 1,30

NI 29,806 1589 0,25
Globulol 30,078 1595 1590 0,11
Rosifoliol 30,205 1599 1600 0,39

NI 30,858 1616 0,12

NI 30,949 1619 0,03
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Composto TR (min) Rlexp RluiT %RA
NI 31,035 1621 0,98
NI 31,175 1625 1,17
NI 31,570 1635 0,08
NI 31,626 1637 0,03
Torreiol 32,043 1648 1644 0,76
NI 32,471 1659 0,04
NI 32,721 1666 0,06
NI 34,337 1710 0,25
NI 35,027 1729 0,10
NI 36,532 1771 0,03
NI 36,645 1774 0,02
TOTAL 100,00

TR: Tempo de retencao; Rlexp: indice de retencdo em relagdo aos n-alcanos (C7-Cao);
RIuiT: Indice de retencdo encontrado na literatura (Adams 2007); %0RA: Porcentagem
da area relativa: NI: Né&o identificados

Figura 4 - Cromatograma obtido no CG-MS/MS para o OE das folhas do C. regium. Gas
de arraste Hélio (He). A temperatura inicial foi mantida a 60°C por 3,0 min., seguido de
um acréscimo de 3°C/min até atingir 200°C e, posteriormente, foi programada para um
aumento de temperatura de 15°C/min até 280°C.
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Fonte: Autoria propria

Os compostos majoritarios encontrados foram: Mirceno (36,45%),
Biciclogermacreno (21,30%), Germacreno D (7,43%) e Espatulenol (5,65%) (Figura 5).
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Figura 5 - Estrutura quimica: Mirceno (A); Biciclogermacreno (B);
Germacreno D (C); Espatulenol (D).
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Inécio et al. (2013) realizaram a analise quimica do OE das folhas secas de C.
regium coletadas na cidade Araxa, Minas Gerais, Brasil. Os autores identificaram 19
compostos, sendo o f-copaen-4-a-ol (18.73%) e o viridiflorol (12.67%) as substancias
majoritarias. A analise quimica do OE das flores do C. regium no estudo de Menezes et
al. (2020a) revelou os compostos cariofileno E (9,76%), y-muuroleno (16,69%) e
biciclogermacreno (39,82%) como majoritarios. Ja na raiz do C. regium, em estudo de
Brum et al. (1997), foram encontrados os compostos fB-selineno (34,1%) e elemeno
(5,4%) como majoritarios.

Fatores abioticos, tais como altitude, temperatura, qualidade do solo, intensidade
solar e umidade influenciam na porcentagem de rendimento ao final das extragdes dos

0leos essenciais e também na composicéo quimica (PROPERZI et al., 2013).

4.3. Atividade antifangica
O PIC micelar do R. stolonofer mostrou ser dose-dependente; cresceu com o
aumento das concentra¢des do OE em solucdo de TW 80 a 5%. A concentracdo de 600

uL.mL* apresentou o melhor PIC, 76%. O controle negativo e as placas com TW 80 a
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5% n&o inibiram o crescimento micelar do R. stolonofer e o PIC em ambos foi igual a

zero. Os resultados da atividade antifingica podem ser observados na Figura 6.

Figura 6 - Percentual de inibicdo de crescimento (PIC) micelial do OE in natura das
folhas frescas do C. regium frente ao R. stolonofer. Barras com letras diferentes
representam diferenca estatisticamente significativa por concentracdo (p<0,05) entre os
tratamentos, o controle negativo (CN) e o controle Tween 80 (TW).
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Nos estudos citados a seguir, foram avaliadas atividades antifingicas de OES de
diferentes origens vegetais e que apresentam, em sua composicéo, pelo menos um dos
compostos majoritarios identificados no OE do presente trabalho.

Rezende et al. (2020) realizaram a analise do potencial antifungico do OE das
cascas frescas de duas variedades de Citrus sinensis frente ao desenvolvimento de R.
stolonifer. Os estudos quimicos dos OES das cascas frescas de ambas as variedades,
laranja lima e laranja de umbigo bahia, identificaram o composto mirceno, que pode estar
associado a atividade antifungica observada no estudo.

Safari et al. (2012) investigaram a atividade antifingica do OE das partes da
erva seca Satureja richingeri do Ira contra o R. stolonifer. O estudo concluiu que o OE
de S. richinger mostrou-se com potencial de inibir a germinacdo dos esporos de R.
stolonifer. Apesar do estudo quimico do OE de S. richinger ter mostrado o composto
carvacrol como majoritario, 0 composto mirceno também integra a lista das substancias
principais identificadas. Na investigacdo da atividade antifungica do OE dos frutos de
Phellodendron chinense, Gong et al. (2011) concluiram que o alto teor do mirceno no OE
pode estar associado a atividade antimicrobiana observada frente aos fungos
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fitopatogénicos estudados, mas isso precisa ser investigado isoladamente. A analise
quimica do OE revelou o monoterpeno mirceno (70,7%) como 0 composto majoritario.

Alyousef et al. (2014) compararam as atividades antifungicas do OE de
Cymbopogon citratus (capim-limdo), do mirceno e do citral isolados contra o
desenvolvimento do Aspergillus niger e do Aspergillus flavus. O citral e o OE
apresentaram atividades antifungicas semelhantes; ja& o mirceno ndo inibiu o
desenvolvimento dos fungos. Carmo et al. (2012) avaliaram a sensibilidade de cepas de
Malassezia spp. ao OE de Cymbopogon citratus. Os autores concluiram que o OE possui
potencial antifungico contra os fungos estudados e atribuiram a atividade antifdngica ao
citral, que foi potencializada pela presenca do mirceno. No estudo de Mashigo et al.
(2014), os OES extraidos das partes aéreas de Helichrysum splendidum coletadas na
regido de Mpumalanga, provincia da Africa do Sul, apresentaram atividade antifuingica
frente ao desenvolvimento de Alternaria alternata e de C. gloeosporioides. As analises
quimicas dos OES revelaram o biciclogermacreno, o espatulenol e germacreno D como
parte dos compostos principais. Nascimento et al. (2018) realizaram a andlise quimica do
OE das folhas de Xylopia aromatica. A mesma revelou os compostos espatulenol e
biciclogermacreno como integrantes do grupo dos compostos majoritarios. O OE desta
planta apresentou potencial de inibi¢do moderada frente aos fungos estudados. A anélise
quimica do OE das flores do C. regium, realizada por Menezes et al. (2020a), revelou o
biciclogermacreno (39,82%) como o composto de maior concentracdo e apresentou
atividade antifungica sobre o isolado de S. sclerotiorum.

A andlise quimica do OE realizada no presente trabalho revelou o mirceno, o
biciclogermacreno, o germacreno D e o espatulenol como compostos majoritarios que

podem estar associados a atividade antifingica observada.

4.4. Caracterizacao dos filmes

4.4.1. Espessura

A espessura € um indicador da homogeneidade da estrutura dos FBS e variacfes
nos valores deste parametro afetam a permeabilidade ao vapor de agua (FARIAS, 2016;
SANTOS, 2020). Diferentes valores de espessura podem apresentar desempenhos
distintos na conservacgéo dos alimentos (ROCHA, 2009).
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A concentracdo do Oleo essencial foi a uUnica variavel estatisticamente

significante (p<0,05), o que reforca a observagdo dos valores absolutos das espessuras
dos FBS (Figura 7).

Figura 7 - Gréfico de Pareto dos efeitos para Espessura (mm).
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Os FBS apresentaram espessuras que variaram de 0,08 a 0,18 mm. A espessura

é maior conforme o0 aumento da concentra¢do do OE (Figura 8).

Figura 8 - Gréfico de efeito; Concentracdo OE (uL.mL-1) * Espessura (mm).
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A incorporacdo do OE no FB ocorre devido a interacdo do OE com a matriz
polimérica. E quanto maior a concentracdo de OE adicionada a solugdo filmogénica,
maior a concentracdo de sélidos e, consequentemente, mais espesso o FB (FLORES-
MARTINEZ et al. (2016); RESIANINGRUM et al. (2016). Caetano et al. (2018)
observaram, em seu estudo, que a espessura dos FBS a base de fécula de mandioca,
incorporados com extrato residual de abobora e OE de orégano, é dependente da
concentracdo do OE. A espessura aumentou de 0,124 mm para 0,193 mm com a

incorporacdo de 0 a 2% (p/v) de OE.

4.4.2. Solubilidade em agua

E desejavel baixa solubilidade das embalagens na protecdo e conservacio dos
alimentos, entretanto, € importante que o FB apresente solubilidade suficiente para
favorecer a biodegradabilidade e permitir a passagem de compostos bioativos para o
meio, favorecendo, desta forma, o aumento da vida de prateleira e a permanéncia curta
da embalagem na natureza (PINHELLI et al., 2019).

O TW 80 foi o fator que apresentou significancia estatistica (p<0,05) e o

aumento da sua quantidade favoreceu a solubilidade (Figuras 9 e 10).

Figura 9 — Gréfico de Pareto dos efeitos para Solubilidade (%).
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Figura 10 - Gréfico de efeito; Tween 80 (g) * Solubilidade (%).
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Os valores obtidos no teste de solubilidade do presente trabalho variaram de 22%
a47%, valores aceitaveis para embalagens utilizadas em frutas minimamente processadas
(PORRAS et al., 2018).

A solubilidade dos FBS depende da sua composicdo quimica (ASSIS et al.,
2018). Os compostos hidrofilicos contribuem para a sua solubilidade, portanto, altas
concentracdes de TW 80, que possui uma porcao polar em sua estrutura quimica, podem
contribuir para a hidrofilicidade dos FBS. Rodriguez et al. (2006) observaram aumento
da solubilidade em FBS de fécula de batata com adicéo de glicerol como plastificante e

tween 20 como surfactante.

4.4.3. Taxa de transmissao da luz UV

Para os alimentos que séo sensiveis a radiacao ultravioleta, as embalagens devem
apresentar barreira para evitar a degradacdo de compostos nutricionais. As antocianinas,
presentes nos morangos, sao sensiveis a esta radiagido (VENENCIO, 2010).

A concentracdo do Oleo essencial foi o fator que apresentou significancia
estatistica (p<0,05) e seu aumento ndo favoreceu a porcentagem de transmitancia UV 2gonm
(Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - Gréfico de Pareto dos efeitos para Transmitancia (T280 (%)).
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Figura 12 - Gréfico de efeito; Concentracdo OE (uL/mL) * Transmitancia (Abs280/mm).
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Para a maior concentracio de OE (75 pL.mL; 0,1875g de tween 80), a
porcentagem de transmitancia diminuiu 52,83% em relacdo a da concentragdo menor de
OE (25 pL.mL; 0,0625g de tween 80). Ou seja, 0 OE aumentou a barreira contra a
radiacdo UV2go nm.

As goticulas do OE distribuidas pela matriz polimérica podem ser
responsabilizadas pela redugdo da taxa de transmitancia, pois interferem na passagem da
luz UV (RIBEIRO-SANTOS et al., 2017). No trabalho de Sharma et al., (2020), os FBS
incorporados com OES de cravo e tomilho apresentaram reducdo na porcentagem de
transmitancia em relacdo ao controle. O OE de cravo na concentracdo de 10% aumentou
a barreira a radiacdo em 80% e o OE do tomilho, na mesma concentragdo, aumentou a
barreira em 20%.

4.4.4. Permeabilidade ao vapor de agua

As embalagens devem apresentar barreira a passagem de vapor de agua para
assegurar estabilidade aos morangos que séo sensiveis a perda de agua com consequente
perda de peso, encolhimento e enfraquecimento dos tecidos (THIEL et al., 2020;
VENENCIO, 2010).

A interacdo entre 0 OE e o TW 80 foi mais significativa (p<0,05) que os efeitos

dos fatores isolados sobre a permeabilidade ao vapor de 4gua do FB (Figura 13).

Figura 13 - Gréafico de Pareto dos efeitos para Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)
(g x mm x kPa * h-1 * mmz2).
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O aumento da quantidade de TW 80 favoreceu o crescimento da permeabilidade,

enquanto o aumento da concentracdo do OE a reduziu (Figura 14).

Figura 14 - Gréfico de efeito; Concentragdo OE (uL/mL) * PVA (g x mm x kPa * h-1 *
mm2) e Tween 80 (g) * PVA (g x mm x kPa * h-1 * mm2).
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Resultado semelhante em relacdo ao TW 80 ocorreu na investigacdo de
Brandelero et al. (2010), na qual os FBS com maior concentracdo de surfactante
aumentaram o volume livre entre as cadeias adjacentes do amido favorecendo a PVA. As
micrografias confirmaram a menor integridade estrutural dos FBS. A hidrofobicidade do
OE, somada ao fator de tortuosidade do caminho de vapor de 4gua provocado pelo mesmo
na composicdo quimica do filme biodegradavel, reduz a PVA.

E possivel observar, na Figura 15, que a incorporacéo de 25 uL.mL* do OE com
0,1875g de TW 80 no FB tem uma contribui¢do importante para a PVA. Enquanto isso,
aincorporacéo de 75 pL.mL* do OE com 0,06250g ou 0,1875g do surfactante favorecem

pouco a PVA.
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Figura 15 - Gréafico de interacdo; Concentracdo OE (uL/mL) * TW 80 (g) para PVA (g
x mm x kPa * h-1 * mm2).
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A adicdo de 0,1875 g de surfactante a solucdo filmogénica para incorporar 25
uL.mL de OE pode ter sido excessiva e ter contribuido para o aumento da PVA. Esta
mesma quantidade de TW 80 pode ter sido proxima da ideal para auxiliar na incorporagao
de 75 pL.mL* do OE, favorecendo menos a permeabilidade. Quantidade insuficiente de
surfactante — 0,0625 g — pode ter dificultado a incorporacdo do OE na matriz polimérica,
0 que pode justificar o pequeno aumento da PVA na comparacgdo das concentracdes 25

puL.mLte 75 uL.mL™ do OE.

4.4.5. Biodegradabilidade
Os FBS, quando enterrados em terra organica, sdo fontes de amido para o
desenvolvimento microbiano com consequente biodegradacédo (CARISSIMI, 2017). O
seu tempo curto na natureza € interessante para o desenvolvimento de embalagens de
alimentos, pois os FBS n&o contribuem para a polui¢do do ambiente (VIEGAS, 2016).
A concentragdo do OE, o TW 80 e a interagdo entre ambos os fatores

apresentaram significancia estatistica (p<0,05) (Figura 16).
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Figura 16 - Gréafico de Pareto dos efeitos para a Biodegradabilidade (%).
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ConcentragGes menores do Oleo essencial e quantidades maiores de tween 80
contribuiram para a biodegradabilidade do filme, fenémeno que pode ser observado na

Figura 17.

Figura 17 — Gréfico de efeito; Concentragdo OE (uL/mL) * Biodegradabilidade (%) e
TW 80 (g) * Biodegradabilidade (%).
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E possivel observar, na Figura 18, que a incorporacéo de 25 pL.mL™ do OE
com 0,1875g de TW 80 na composic¢do do FB tem uma contribui¢cdo importante para a
biodegradabilidade. Além disso, a incorporagdo de 0,06250g ou 0,1875¢g do surfactante

com 75 pL.mL* de OE favorece menos a biodegradabilidade.

Figura 18 — Gréfico de interacdo; Concentracdo OE (uL/mL) * TW 80 (g) para
Biodegradabilidade (%).
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O excesso de surfactante na incorporacgdo do OE na proporgdo (25 pL.mL* OE
: 0,1875g TW 80) pode ter favorecido muito a biodegradabilidade. Quantidade
insuficiente de TW 80 (0,0625g) para a incorporacéo de 75 pL.mL* de OE pode justificar
o leve declinio da biodegradabilidade em comparagéo a incorporagéo de OE 25 pL.mL™*
com esta mesma quantidade de TW 80 (0,0625g).

A biodegradabilidade dos FBS depende da solubilidade: quanto maior a
solubilidade, maior é a velocidade de biodegradacdo (CARISSIMI, 2017), o que
corrobora com os resultados da biodegradabilidade e da solubilidade do presente trabalho.
O TW 80 possui uma parte da sua estrutura quimica que € hidrofilica, ou seja, apresenta

afinidade com a &gua, facilita a solubilidade dos FBS com consequente biodegradacao.
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4.4.6. Diferenca de cor

A cor das embalagens é um critério importante para a decisdao de compra do
alimento, pois a cor é capaz de contribuir positivamente para a satisfacdo, o orgulho, a
felicidade, o prazer, a confianga e o entusiasmo do consumidor. Uma boa apresentacéo
do alimento no interior da embalagem é esperada pelo consumidor (FRUGERIO;
KAETSU, 2015). Por isso, a embalagem tem que oferecer aos clientes uma visualizacao
nitida dos morangos acondicionados no seu interior.

O OE e 0 TW 80 e a interacdo de ambos ndo apresentaram significancia
estatistica no intervalo de confianga de 95% (Figura 19), ou seja, ndo contribuiram para
a diferenca de cor (AE).

Figura 19 - Grafico de Pareto dos efeitos para Andlise de Cor (%).
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Os valores de AE variaram de 1,61 a 16,91. A titulo de comparacao, no trabalho
de obtencdo e caracterizacdo de filmes biodegradaveis a partir de misturas de amido de
mandioca e extrato proteico de soja, de Rocha (2009), os valores de AE variaram de 8,14
al7,26.

Foi observado, através de uma avaliagdo visual dos filmes biodegradaveis
produzidos no presente trabalho, uma leve diferenca de cor entre os de maior

concentracdo de OE com diferentes quantidades de TW 80. Esta diferenca de cor pode
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estar associada a menor incorporacdo do 6leo essencial em 0,06250g de TW 80. Foi
possivel perceber, através do contato das pontas dos dedos na superficie dos filmes
biodegradaveis, OE ndo incorporado nas formula¢Ges que possuem maior concentragdo
de OE e menor quantidade do TW 80. Apesar da leve diferenca de cor, foi possivel

observar 0s morangos no interior das embalagens.

4.5. Experimento de morangos armazenados com FB a base de OE das

C. regium

4.5.1. Perda de peso (%0)

E comum os morangos perderem peso apds a colheita devido ao processo
respiratorio e a perda rapida de agua para o ambiente (HERNANDEZ-MUNOZ et al.,
2006; YAN et al., 2021) A casca fina que envolve a fruta facilita a perda de umidade e a
consequente decomposicéo dos frutos (HERNANDEZ-MUNOZ et al., 2006).

O OE, o TW 80, o tempo e a interacdo entre os fatores ndo apresentaram
significancia estatistica no intervalo de confianca de 95%, ou seja, ndo influenciaram na

perda de peso dos morangos (Figura 20).

Figura 20 - Gréafico de Pareto dos efeitos para Perda de peso (%).

Terma p=0,05
I
: Fator Mome
C 1 A Concentragdo (uL/mL)
| B Tween 80 {g)
: C Tempo [dias)
I
A I
I
I
I
AC !
I
I
I
ABC !
I
I
I
AB :
I
I
I
B 1
I
I
I
I
BC 1
I
I
! . . . . 1
a 1 2 3 4

Efeito (valor absoluto)



37

Os morangos perderam peso no periodo de 0 a 12 dias. O valor maximo de perda
de peso no presente trabalho foi 5,1393% no décimo segundo dia em embalagem
contendo o filme com 25 pL.mL™ de OE e 0,0625g de TW 80. A perda de até 6% de
agua em morangos € o teor maximo que nao prejudica a comercializacdo dos frutos
(ANAMI, 2019).

Uma boa barreira ao vapor de &gua da embalagem é importante para o
armazenamento dos morangos, pois reduz a perda de agua dos mesmos para o0 ambiente
externo (THIEL et al., 2020). N&o é possivel afirmar, no presente estudo, a(s) causa(s) da
reducdo do peso, pois os fatores (OE; TW 80; tempo) ndo apresentaram significancia
estatistica. Entretanto, os frutos armazenados com filme biodegradavel produzido com 75
uL.mL? de OE e 0,1875g de TW 80 apresentaram 0 menor percentual de perda de peso,
1,8017% no décimo segundo dia de armazenamento. E possivel observar, na figura 14 da
secdo 4.4.4, que o filme biodegradavel com esta formulacdo foi o que contribuiu menos
para a permeabilidade ao vapor de &gua, 0 que pode ser explicado pela hidrofobicidade

do 6leo essencial.

4.5.2. Teor de fenois

Os fendis sdo compostos antioxidantes que contribuem para a manutencdo da
salde humana. Protegem as células e reduzem o risco de doencas cardiovasculares,
distarbios neurodegenerativos e cancer (GUINE et al., 2020).

O OE, o TW 80 e o tempo ndo apresentaram significancia estatistica a 95%, ou

seja, ndo influenciaram na reducéo do teor de fendis (Figura 21).
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Figura 21 - Gréafico de Pareto dos efeitos para Teor de fendis (mg GAE/g de morango).
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O teor de fendis variou de 4,86944 a 2,21389 mg GAE/g de morango, ocorrendo
uma reducdo no decorrer dos dias. Segundo Mahmood et al. (2012), o teor de fendis
diminui com o passar dos dias conforme o grau de maturidade dos frutos durante a
colheita e com os cuidados de armazenamento. Durante o amadurecimento dos frutos, 0s
compostos fendlicos condensam-se e tornam-se insoltveis, sendo dificil de ser extraidos
para quantificacdo. Dessa forma, sdo esperados valores quantificados menores do teor de
fendlicos com o passar dos dias de armazenamento (ROCHA et al., 2008).

A titulo de comparacéo, Cordeiro et al. (2019) determinaram o teor de fenois de
morangos San andreas em 1,5082 mg GAE/g de morango, valor abaixo dos encontrados

no presente trabalho.

4.5.3. Antocianinas totais

A antocianina é um poderoso antioxidante pertencente ao grupo dos compostos
fenolicos, com atividade anticarcinogénica e antiangiogénica. Sdo compostos benéficos a
salde humana (FERREIRA, 2014).

Dos fatores em andlise, o tempo foi o0 Unico fator que apresentou significancia
estatistica a 95% (Figura 22).
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Figura 22 — Gréafico de Pareto dos efeitos para Antocianinas totais (mg de ant./100g de
amostra).
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As antocianinas totais aumentaram com o decorrer dos dias (Figura 23).

Figura 23 - Grafico de efeito; tempo (dias) * AntT (mg de ant./100g de amostra).
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Segundo Musa (2016), o teor de antocianinas em morangos varia de 15-60 mg
de ant./100g do fruto. Nos morangos do presente estudo, o teor variou de 26,4715 a
67,0640 mg de ant./100g de amostra.

Os niveis de antocianinas sdo responsaveis pelo surgimento da cor vermelha nos
morangos e aumentam durante o periodo de maturacdo (JANURIANTI et al., 2021). A
biossintese destes compostos fendlicos é influenciada por fatores genéticos, bioquimicos
e ambientais (LI et al., 2016). A coloragdo vermelha mais intensa foi observada com o

passar dos dias de armazenamento dos frutos.

4.5.4. Solidos sollveis totais

Os sdlidos sollveis sdo importantes para a determinacdo da qualidade do
morango e fornecem uma estimativa de aglcares nos frutos que proporcionam o sabor
durante a maturacgéo (SILVA, 2007).

O OE, o TW 80 e o tempo ndo apresentaram significancia estatistica a 95%, ou
seja, ndo influenciaram no teor de solidos solUveis totais (Figura 24).
Figura 24 -Gréfico de Pareto dos efeitos para Solidos soluveis totais (°Brix).
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Os solidos soluveis totais variaram de 8,1 a 6,7 °Brix, valor minimo encontrado
no presente estudo. Os sélidos solUveis totais foram expressos em °Brix. No dia 0, a média
foi de 7,1+0,102 °Brix e no dia 12, foi de 6,8+0,203 °Brix. No trabalho de Cantillano et
al. (2008), foi percebido este comportamento. Em relacdo aos SSTs determinados em

°Brix de cultivares Camino real, Ventana e Amoras, no terceiro, sexto e nono dias, a
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10°C, as médias variaram de 6,10 a 6,00; de 7,45 a 7,00; e de 6,4 a 5,8, respectivamente.
Segundo os autores, a diminui¢do do SST ocorre devido aos aglcares serem utilizados no
processo de respiragéo.

Os morangos apresentam alta taxa de respiracao, principal processo fisiologico
dos frutos no periodo pos-colheita. Utilizam os substratos produzidos durante o
crescimento e maturacdo para respirar, 0 que justifica a reducdo dos solidos sollveis
totais. O ideal é armazenar os morangos em refrigeracdo, pois o aumento de 10°C durante
a comercializacdo aumenta, de 4 a 5 vezes, a respiracdo e, consequentemente, promove a

reducdo indesejada dos sélidos sollveis totais (SILVA, 2004).

4.5.5. Cor da superficie

A cor vermelha brilhante dos morangos atrai os consumidores. O vermelho
caracteristico dos frutos é devido ao teor das antocianinas (GOSSINGER et al., 2008;
FERREIRA, 2014).

O OE, o TW 80 e o tempo nédo apresentaram significancia estatistica a 95%, ou
seja, ndo influenciaram na cor da superficie dos morangos (Figura 25, 26 e 27).

Figura 25 — Grafico de Pareto para Luminosidade (L*).
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Figura 26 — Grafico de Pareto para Cromaticidade (C*).

Termo p=0|'05
: Fator MNome
c 1 A Concentragdo OF (ulsml)
: B Twraan B0 {(g)
: [ tempao
A i
1
1
1
g i
1
1
1
AC 1
1
1
1
1
BC 1
1
1
1
1
AB 1
1
1
1
ABC :
i
| . . 1
2] 1 2 3 4
Efeito (valor absoluto)
- o A o
Figura 27 — Grafico de Pareto para angulo hue (h°).
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Os valores de L*,C* e h° variaram de (44,26 a 38,46); (34,81 a 16,95) e (0,7 a
0,5), respectivamente. Nos trés parametros, ocorreram decréscimos com o passar dos dias.

No tempo zero, de acordo com 0s valores encontrados no espago L*C*h°, os
morangos foram armazenados nas embalagens com o filme biodegradavel de coloracao
vermelha, brilho desejado e sem escurecimento. No décimo segunda dia de avaliagdo da
vida de prateleira, com o decréscimo nos valores dos parametros L*C*h°, os morangos
apresentaram coloracdo vermelha mais intensa, com menos brilho e um pouco de
escurecimento.

A reducéo do angulo Hue é compativel com o aumento da coloracdo vermelha

ocasionada pelo aumento de antocianinas. Valores menores da luminosidade indicam que
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0s morangos ficaram mais escuros e, consequentemente, menos cromaticos, com menos
brilho (FERREIRA; SPRICIGO, 2017).

4.5.6. Firmeza

A firmeza do fruto conserva as qualidades organolépticas, o que pode aumentar
a vida de prateleira do alimento. A firmeza diminui durante o armazenamento devido a
solubilizacdo dos polissacarideos, compostos que determinam a textura do fruto (SILVA,
2004).

O tempo foi o Unico fator que apresentou significancia estatistica a 95% (Figura
28).

Figura 28 - Grafico de Pareto dos efeitos para Firmeza (N).
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Valores de firmeza acima de 135,16 sdo caracteristicos de morangos muito
firmes e valores abaixo de 83,55N s&o significativos de frutos macios (ANTUNES, 2013).
Os morangos no tempo zero apresentaram valores que o caracterizam como firmes
(proximos de 90N) e, no décimo segundo dia, como macios (proximos de zero).
Morangos muito macios podem sofrer lesdes durante o transporte e facilitar a instalacéo
de fungos causadores de podriddo (LAFARGA et al., 2019).

4.5.7. Decaimento simples (%0)

O decaimento simples, expresso em porcentagem, é uma avaliacao da qualidade

visual dos morangos, semelhante a realizada pelos consumidores nas prateleiras do
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mercado. Os indicadores de qualidade utilizados na avaliacdo sdo manchas marrons e/ou
amolecimento de area ferida e/ou mofo cinza visivel (SHANKAR et al., 2021).
A concentragdo do OE, o tempo e a interagdo entre ambos apresentaram

significancia estatistica a 95% (Figura 29).

Figura 29 - Grafico de Pareto dos efeitos de Decaimento simples (%).
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Os tratamentos com OE 25 pL.mL™ tiveram um aumento de 15% a 20% na
porcentagem do decaimento simples, do primeiro ao décimo segundo dia. Os tratamentos
com OE 75 pL.mL™ praticamente ndo apresentaram aumento neste mesmo periodo de
armazenamento. Os filmes com OE 75 pL.mL* apresentaram forte atividade contra o

surgimento de manchas marrons e de mofo cinza visivel ao final da avaliacéo (Figura 30).
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Figura 30 - Gréfico de interacdo; Concentracdo OE (uL/mL) * Tempo (dias) para
decaimento simples (%).
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O TW 80 ndo apresentou significancia estatistica (p>0,05) (Figura 26). O
surfactante ndo produziu efeito sobre o surgimento de mofo cinza visivel, de manchas
marrons ou amolecimento de area ferida. Ou seja, ele ndo interferiu em nenhuma etapa
do desenvolvimento do mofo durante de armazenamento dos morangos. N&o foi
observado mofo cinza visivel nos morangos em nenhum dos tratamentos, apenas manchas

marrons e amolecimento da area visivel (Tabela 4).

Tabela 6 - Valores das varidveis independentes dos FBS; concentracdo do OE das folhas
do C. regium (OE); tween 80 (TW 80); imagens dos morangos armazenados.

Varidveis independentes Morangos
OE (pL/mL) TW 80 (g) T (dias) armazenados

nO

1 75 0,0625 12
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ne Variaveis independentes Morangos
OE (uL/mL) TW 80 (9) T (dias) armazenados
2 75 0,1875 0
3 75 0,0625 0
4 75 0,0625 12
5 25 0,0625 0
6 25 0,1875 12
7 25 0,0625 12

8 25 0,1875 0
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ne Variaveis independentes Morangos
OE (uL/mL) TW 80 (9) T (dias) armazenados
9 50 0,125 6
10 50 0,125 6
11 50 0,125 6
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5. CONCLUSAO

O oleo essencial das folhas do Cochlospermum regium incorporado aos filmes
biodegradaveis apresentaram atividade contra o surgimento de mofo cinza visivel nos
morangos durante o periodo de armazenamento de 0 a 12 dias. Em dose maior de
incorporagio — OE 75 puL.mL™ — os filmes biodegradaveis apresentam potencial para
serem utilizados no desenvolvimento de embalagens ativas e biodegradaveis para o

armazenamento de morangos.
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