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RESUMO

Extratos plantas t€ém sido estudados com a finalidade de desenvolver métodos de
biocontrole de fungos e bactérias, sendo que, os metabolitos secundarios extraidos destes
materiais vegetais sao os principais responsaveis pela atividade antifiungica. O fruto de
Physalis peruviana Linnaeus ¢ considerado um alimento funcional natural devido a
presenca de compostos bioativos, como acidos fenolicos, flavonoides, e por apresentar
capacidade antioxidante. O uso de compostos bioativos extraidos de plantas pode
promover efeitos a saide, bem como aumentar a vida util de alimentos, visto que muitos
destes compostos também atuam como antimicrobianos e antifingicos. Desta forma,
podem substituir os antifingicos sintéticos e também incorporados em embalagens ativas.
As embalagens ativas tém a capacidade de interagir com o alimento retardando a
degradacao e prolongando a sua vida util. Desta forma, objetivou-se elaborar e
caracterizar filmes de amido de mandioca incorporados de extrato de Physalis peruviana
em diferentes concentragdes (controle, 5%, 10%, 15% e 20%). A produgdo do extrato de
Physalis foi realizada em um banho de ultrassom por 2 horas, com uma solucdo
hidroalcoolica (50% agua:60% etanol), logo apods, o etanol foi evaporado em um
rotaevaporador. Testes antifungicos utilizando o extrato de Physalis foram realizados e
obteve-se a comprovagado da atividade antifingica do extrato frente ao Botrytis cinérea,
a partir de uma concentragdo de 10% de extrato. A caracterizagdo dos filmes ocorreu por
meio da analise do teor de compostos fendlicos, atividade antioxidante (FRAP ¢ DPPH),
espessura, cor e opacidade, permeabilidade ao vapor d’agua, solubilidade, propriedades
mecanicas (resisténcia a tracdo, percentual de elongacdo e moddulo de Young),
propriedades morfologicas (MEV), Espectroscopia no infravermelho com transformada
por Fourier (FTIR-ATR) e termogravimetria. Verificou-se que a adicdo de extrato
diminuiu a permeabilidade ao vapor d’agua e a solubilidade. Os filmes apresentaram
reducdo da resisténcia a tracdo e aumento no percentual de elongamento, determinando
que o extrato promoveu um efeito plastificante aos filmes. A andlise termogravimétrica
comprovou a interacdo dos componentes do extrato com o material do filme de amido,
alterando a temperatura de degradacdo dos compostos. Comprovou-se a atividade
antifungica do extrato de Physalis peruviana contra o fungo Botrytis cinerea e observou-
se caracteristicas positivas para a elaboracdo de filmes biodegradaveis ativos com
aplicacdo do extrato de Physalis peruviana, como homogeneidade e maleabilidade.

Palavras-chave: Embalagens ativas; Filmes bioativos; Extratos de plantas; Atividade
antifungica.






ABSTRACT

Plant extracts have been studied in order to develop methods of biocontrol of fungi and
bacteria, and the secondary metabolites extracted from these plant materials are mainly
responsible for antifungal activity. The Physalis peruviana Linnaeus fruit is considered a
natural functional food due to the presence of bioactive compounds, such as phenolic
acids, flavonoids, and because of its antioxidant capacity. The use of bioactive
compounds extracted from plants can promote health effects, as well as increase the shelf
life of foods, since many of these compounds also act as antimicrobials and antifungals.
In this way, they can replace synthetic antifungals and also incorporated in active
packaging. Active packaging has the ability to interact with food, slowing degradation
and extending its shelf life. In this way, the objective was to elaborate and characterize
films of cassava starch incorporated from Physalis peruviana extract in different
concentrations (control, 5%, 10%, 15% and 20%). The production of Physalis extract was
carried out in an ultrasound bath for 2 hours, with a hydroalcoholic solution (50% water:
60% ethanol), soon after, the ethanol was evaporated in a rotary evaporator. Antifungal
tests using the extract of Physalis were carried out and the extract's antifungal activity
was verified against the Botrytis cinerea, from a concentration of 10% of extract. The
characterization of the films occurred by analyzing the content of phenolic compounds,
antioxidant activity (FRAP and DPPH), thickness, color and opacity, water vapor
permeability, solubility, mechanical properties (tensile strength, elongation percentage
and modulus Young), morphological properties (SEM), Fourier transformed infrared
spectroscopy (FTIR-ATR) and thermogravimetry. It was found that the addition of extract
decreased the water vapor permeability and solubility. The films showed a reduction in
tensile strength and an increase in the elongation percentage, determining that the extract
promoted a plasticizing effect on the films. Thermogravimetric analysis proved the
interaction of the extract components with the starch film material, changing the
degradation temperature of the compounds. The antifungal activity of the extract of
Physalis peruviana against the fungus Botrytis cinerea was verified and positive
characteristics were observed for the elaboration of active biodegradable films with the
application of the extract of Physalis peruviana, such as homogeneity and malleability.

Keywords: Active packaging; Bioactive films; Plant extracts; Antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

Os polimeros baseados em matérias-primas petroquimicas sao comumente utilizados
em embalagens de alimentos devido ao baixo custo e a facil fabricacao. No entanto, esses
materiais induziram alguns problemas ambientais como o acimulo de residuos plasticos,
devido ao seu tempo de degradacdo muito longo na natureza (NGUYEN et al., 2020).
Atualmente a populacdo e as industrias possuem um interesse consideravel na utilizagao
de polimeros naturais para embalagens de alimentos. Estes polimeros naturais aparecem
como uma alternativa aos plasticos ndo biodegradaveis, mas também devido a
possibilidade de obter materiais de embalagens bioativos.

Uma das fungdes das embalagens nos alimentos ¢ proteger e reduzir a deterioragdo
dos mesmos, que pode ocorrer a partir de fatores quimicos ou biologicos. A embalagem
ativa permite que a embalagem interaja com os alimentos e/ou seu ambiente para
prolongar a vida til dos alimentos. Estas embalagens podem ter diversos propositos,
como antibacterianas (NGUYEN et al., 2020), antifungicas (XU et al., 2020),
antioxidantes e indicadoras de pH (SUN et al., 2019). Os compostos bioativos utilizados
nestas embalagens podem ser extraidos de muitas origens vegetais, tais como a erva-
cidreira, poejo, lavanda, anis, noz-moscada, cravo, canela e horteld (KHAYYAT;
ROSELIN, 2018).

As formulacdes a base de plantas para intervencdo do crescimento fuingico, vém
ganhando reconhecimento mundial, pois sdo biodegradaveis e reconhecidas como
alternativas mais sustentaveis e ecologicamente corretas aos pesticidas sintéticos. Estudos
realizados no Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos pela
ANVISA sugerem que ainda sdo utilizados agrotoxicos acima da quantidade permitida
(BRASIL, 2016), ressaltando a necessidade de novas tecnologias e/ou compostos nao
agressivos ao meio ambiente.

Um dos fungos mais problematicos quanto a resisténcia a agrotoxicos € o Botrytis
cinerea, fungo causador da podridao cinzenta, mundialmente conhecida como a doenga
mais devastadora do morango, pois ocorre em qualquer parte do mundo. Além do
morango, ocorre em multiplas hospedeiras, podendo atingir mais de 1.000 familias de
plantas, entre frutos e flores ornamentais. Hoje ha 15 produtos indicados pelo MAPA para
combate ao fungo Botrytis cinerea, mais conhecido como mofo cinzento. Apenas 2

podem ser utilizados em meio de cultivo organico, sendo um caracterizado como extrato
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de planta, definido como 6leo essencial de melaleuca, e o outro um agente biologico. Este
agente ¢ representado pela bactéria Bacillus pumilus, a qual ndo apresenta riscos para o
meio ambiente (BRASIL, 2018).

Diversas plantas bioativas e seus extratos ou 6leos essenciais sdo estudados no
controle microbiano e antifungico. Uma destas plantas ¢ a Physalis peruviana Linnaeus,
que ja apresenta propriedade antioxidante, antimicrobiana e antifingica comprovada em
estudos na Colombia, Peru, Chile e Brasil, que se aprofundaram desde 2010. A Physalis
peruviana Linnaeus ¢ uma planta nativa da regido dos Andes na América do Sul, com
alto potencial de crescimento e baixa exigéncia de adubacao, considerada como alimento
funcional natural devido aos seus componentes bioativos (PUENTE et al, 2011).

O proposito deste trabalho ¢ qualificar o extrato de Physalis peruviana a fim de
substituir antifingicos sintéticos e o desenvolvimento de uma embalagem bioativa, ou
seja, com propriedades funcionais, se enquadrando na Linha de Pesquisa: Qualidade e
propriedades funcionais de alimentos do PPGCTA-UPF. Neste contexto, o objetivo deste
estudo foi comprovar a capacidade antifingica do extrato hidroalcdolico de Physalis
peruviana frente ao fungo Botrytis cinerea, desenvolver um filme bioativo a base de
amido de mandioca adicionando o extrato de P. peruviana e; avaliar quais as mudancgas
em relacdo a estrutura, resisténcia mecanica, permeabilidade, solubilidade, ligagdes
quimicas e cor com a adi¢do do extrato nos filmes. Desta forma, contribuir para o
desenvolvimento de embalagens bioativas para morangos e, talvez outros alimentos,
através da insercdo do extrato de physalis em filmes produzidos a partir de amido de

mandioca.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EXTRATOS DE PLANTAS

Os antigos egipcios usavam 0leos essenciais na medicina, perfumaria e na arte de
embalsamar e preparar corpos para enterro através de mumificacdo. Na Asia antiga, os
Vedas codificaram o uso de perfumes para ambas as partes litlirgicas e fins terapéuticos.
De fato, ao longo da historia, inimeras civilizagcdes usaram 6leos essenciais e fragrancias
para varias finalidades, inclusive para cerimonias religiosas, na produ¢ao de perfumes, ou
como agentes terapéuticos em doengas cronicas. Os fenicios, judeus, gregos, romanos e
outras culturas situadas em torno da bacia do Mediterraneo, bem como os maias e astecas
nas Américas, todos possuiam uma cultura de fragrancia de grande refinamento
(SONWA, 2000). Apds a queda do Império Romano e com o advento das civilizagdes
cristds e muculmanas, a arte e a ciéncia de fragrancia foram trazidos para o mundo arabe,
onde alcangou um alto nivel de sofisticacdo. Na Idade Média, esse conhecimento borda
de fragrancias foi trazida de volta para a Europa pelos cruzados retornando da Terra Santa
e foi desenvolvido mais por alquimistas, bem como nos mosteiros (RIOS, 2016).

Os oleos essenciais sdo compostos de substancias lipofilicas, contendo os
componentes volateis do aroma da matéria vegetal, que estdo envolvidos nos mecanismos
de defesa das plantas. Em geral, o 6leo essencial representa menos de 5% da matéria seca
vegetal. Embora todas as partes da planta possam conter 6leos essenciais, sua composi¢ao
pode variar com a parte da planta empregada como matéria-prima. (FORNARI et al.,
2012). Os oleos essenciais consistem de misturas de diferentes tipos de moléculas, em
especial duas grandes classes: os terpenos e os fenilpropandides. No entanto, a maioria
dos oOleos essenciais consiste principalmente de monoterpenos, encontrados como
misturas de componentes odoriferos e podem ser obtidos por destilagio a vapor ou
extra¢do por solvente (KHAYYAT; ROSELIN, 2018).

Os monoterpenos sio os principais constituintes dos 6leos volateis, pois consistem
principalmente em hidrocarbonetos ou derivados ou sesquiterpenos contendo
fenilterpenoides (KHAYYAT; OSELIN, 2018). Os terpenos sao considerados produtos
da fusdo de duas ou mais unidades de isopreno (CsHs), tendo a formula geral (CsHs) n,
com grupos funcionais como OH ou C=O0 e sdo classificados de acordo com o nimero de

unidades de isopreno, que variam entre 2 a 8. Os flavonoides também sdo encontrados
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nos oleos essenciais e extratos de plantas, considerados a maior classe de compostos
fenolicos presentes em frutas, vegetais e grios (ARAUJO, 2011).

As propriedades bioativas destas plantas sdo geralmente relacionadas ao seu
contetido de metabolitos secundérios, que sdo compostos de baixo peso molecular, tais
como polifendis, terpenos, fitoesterdides e alcaldides, que sao produzidos em quantidades
consideraveis e propor¢des que variam de acordo com a planta estudada (ARAUJO, 2011;
KHAYYAT; ROSELIN, 2018). Existem aproximadamente 4000 tipos de substancias
volateis ja identificadas oriundas de diferentes vias metabolicas, dos quais apenas alguns
sdao conhecidos e a relagdo entre a estrutura quimica e a atividade desses compostos
permanece desconhecida (ARAUJO, 2011).

Os oleos essenciais sdo usados em uma ampla variedade de bens de consumo,
como produtos alimenticios, além de seu uso generalizado como material aromatizante.
Estes oOleos sdo utilizados nos campos nutricional e agricola por seus tratamentos
antibacterianos, antifingicos, antivirais, nematicidas, propriedades inseticidas e
antioxidantes. Por causa disso, o uso de 6leos como antioxidantes e conservantes em
alimentos tem sido sugerido, seja incorporado na formulacao, no material de embalagem
dos alimentos ou ainda, como protetores de plantas durante seu cultivo (RIOS, 2016).

Além disso, existem diferentes teorias sobre o possivel papel como antioxidantes
na medida em que doam hidrogénio em reacdes oxidativas, especialmente na presenca de
luz. Eles também podem desempenhar ag¢dao antiflingica e antibacteriana, protegendo a
planta de possiveis ataques patogénicos (EVANS, 2009). Os 6leos de erva-cidreira, 6leo
de poejo, 6leo de lavanda, 6leo de anis, 6leo de noz-moscada, 6leo de cravo, 6leo de
canela e dleo de hortela possuem capacidade antimicrobiana (KHAYYAT; ROSELIN,
2018).

2.1.1 Métodos de extracao

Os parametros recomendados para avaliar um processo de extragdo sdo: tipo de
solventes utilizados, pela polaridade, tempo de extragdo, relagdo solvente-amostra,
temperatura e pressao, eficiéncia de transferéncia de massa, e tamanho de particula
(LEDESMA; CASTRO, 2014; YANG et al., 2011). A escolha do solvente de extracao,
tais como agua, acetona, acetato de etila, alcoois (metanol, etanol e propanol), e as suas
misturas influenciam o rendimento dos compostos bioativos recuperados. Por exemplo,

um alto rendimento de fendlicos pode ser extraido de morangos usando metanol,
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enquanto a extracao de fenolicos de magas e peras requer agua e acetona, respectivamente
(PESCHEL et al., 2006). Em outro estudo sobre o efeito de diferentes solventes na
extracdo de compostos fenolicos de cerejas mostraram que uma propor¢ao de 80:20 de
metanol para agua foi mais eficiente que a agua pura (BASTOS et al., 2015).

De acordo com a literatura ¢ dificil determinar qual solvente oferece o melhor
rendimento de extracdo, ja que a maioria dos parametros de operagdo para as extracoes
por solvente relatadas sdo diferentes (tempo, temperatura, pressdo e ciclos de extracao).
Além disso, as propriedades dos compostos presentes nas folhas, caules e frutos também
influenciam o conteudo recuperado. No caso dos fendlicos, a sua solubilidade ¢ regida
pela natureza quimica da amostra, bem como pela polaridade dos solventes utilizados. Os
frutos podem conter compostos fendlicos que variam do simples (por exemplo, acidos
fenodlicos, antocianinas) a substancias altamente polimerizadas (por exemplo, taninos) em
quantidades diferentes. Além disso, esses compostos bioativos também podem estar
associados a outros componentes da fruta, como carboidratos e proteinas. Portanto, ndo
ha procedimento de extragdao universal adequado para recuperagao fenolica em todas as
frutas (MOREIRA; MORALIS; MATOS, 2017).

O carater lipofilico dos O6leos essenciais requer solventes apolares, fragdes
parafinicas como pentano e hexano, a fim de obter uma seletividade adequada da
extracdo. Além disso, os solventes liquidos devem ter baixos pontos de ebuli¢ao, a fim
de serem facilmente separados do extrato e, reutilizados. Nesse sentido, a principal
desvantagem ¢ a ocorréncia de residuos toxicos organicos no produto extraido com estes
solventes (FORNARI et al., 2012).

Além disso, tem sido amplamente relatado que o método de extragdao pode afetar
o perfil fendlico dos extratos, onde as fragdes mais apolares extraem os compostos mais
significativos para combate ao Botrytis cinerea. Os extratos utilizando solventes, com
propor¢des ndo relatadas, de metanol:hexano extraem os compostos quercetina e
kaempferol, enquanto que metanol:cloroférmio concentram &cido vanilico, acido
siringeo, quercetina, kaempferol e a extragdo com metanol:acetato de etilo concentra
acido galico, acido protocatecuico, acido vanilicom dacido siringeo, acido elagico,
quercetina, miricetina ¢ kaempferol. Mudando o solvente metanol por etanol, outros
compostos fenolicos sdo encontrados, como o p- acido acamico e epicatequina
(MENDOZA et al., 2013).

Em geral, terpenos e terpenodides sdo quimicamente instaveis devido as ligacdes

duplas entre carbonos e, portanto, as moléculas apresentam diferentes reorganizacdes
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quimicas (isomerizacao). Além disso, substancias que compreendem Oleos essenciais t€ém
pontos de ebulicao semelhantes e sao dificeis de isolar. O ponto de ebulicao normal dos
terpenos varia de 150 °C a 185 °C; enquanto o ponto de ebuli¢gdo normal dos derivados
oxigenados estd na faixa de 200 a 230 °C. A extracdo e o fracionamento dessas
substancias devem ser realizados em temperaturas moderadas, a fim de evitar a
decomposic¢ao térmica dos componentes do 6leo essencial que podem sofrer alteragcdes
quimicas como hidrolise, isomerizagdo ou oxidacdo. Na verdade, essa ¢ a principal
desvantagem das extracdes por destilacio (KHAYYAT; ROSELIN, 2018; FORNARI et
al., 2012).

Os métodos tradicionais de extragdo, como maceragao, percolacdo, digestao e
preparacdo de decocgdes e infusdes, atualmente tém sido substituidos por métodos
avangados de extracdo a fim de aumentar a eficiéncia da extracdao ¢ a seletividade de
compostos bioativos para atender a crescente demanda do mercado. As técnicas
avancadas usam diferentes formas de extragao, tais como processos assistidos por micro-
ondas, ultrassom, emprego de fluidos supercriticos, enzimas, liquidos pressurizados,
solventes eutéticos, liquidos i6nicos e campo elétrico pulsado. Essas técnicas inovadoras
de extracdo, fornecem extratos finais seletivamente ricos em compostos de interesse, além
de atenderem a demanda sustentavel (BELWAL et al., 2018).

Estas técnicas inovadoras de extracdo atrairam atencdo devido ao conceito e
principio de extracao verde. As técnicas verdes t€ém mais vantagens sobre os métodos
convencionais, como extratos de melhor qualidade em relagdo a quantidade de compostos
fenolicos, redu¢do do consumo de energia e unidades operacionais e, substituicdo de
solventes derivados de petrdleo por solventes alternativos (KHAYYAT; ROSELIN,
2018). A extragdo com fluido supercritico ¢ geralmente realizada usando didéxido de
carbono (CO») por varias razdes: o CO> tem pressdo critica moderadamente baixa (74
bar) e temperatura (32°C), ndo ¢ toxico, ndo inflamavel, disponivel em alta pureza a um
custo relativamente baixo e ¢ facilmente removida do extrato, além de ter uma polaridade
semelhante ao pentano liquido e assim ¢ adequado para a extragdo de compostos

lipofilicos (FORNARI et al., 2012).

2.1.2 Compostos com atividade antifiingica

Os compostos fenolicos sdo um dos grupos mais numerosos € representativos de

metabolitos secundarios de plantas e a sua importancia deve-se a sua participacdo no
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metabolismo e fisiologia celular, tais como morfoldgica, crescimento, reprodugao, defesa
contra parasitas e predadores, e processos germinativos. (BERTHA et al., 2016). Alguns
estudos apontam os compostos fendlicos (4cidos fendlicos e flavonoides) como os
principais agentes antifingicos obtidos de 6leos essenciais e extratos de plantas. Os
acidos fendlicos sao compostos organicos formados a partir de acido carboxilico e anel
fendlico enquanto os flavonoides apresentam uma estrutura basica formada por estruturas
ciclicas (Figura 1).

Figura 1: Estrutura basica do flavonoide

Fonte: Araujo, 2011.

Em frutos, os flavonoides atuam principalmente protegendo-os contra os danos
provenientes da luz ultra-violeta, pela inibi¢do da germinacdo precoce e infec¢do dos
fungos fitopatogénicos, além de estarem relacionados a coloragdo, odor e sabor dos frutos
(BOYER; LIU, 2004).

Os acidos fenolicos identificados pela eficiéncia de 100% de inibi¢do contra os
fungos Fusarium oxysporum, Fusarium verticillioides, Penicillium brevicompactum,
Penicillium expansum, Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus sdao: timol, carvacrol,
isoeugenol, eugenol, 2-etilfenol, 4-etilfenol, salicilaldeido, 2 -metoxi-4-metilfenol, 4-
etilguaiacol e ido salicico. Enquanto alguns compostos fendlicos como guaiacol, vanilina
e acido p-cumarico s6 obtiveram 100% de a¢do antifiingica sobre um ou dois dos fungos
estudados. Substancias como floroglucinol, 4cido cafeico, acido vanilico, acido galico,
acido siringico e acido sindpico, apresentam baixa atividade antifungica. Isoeugenol,
eugenol, 2-etilfenol, 4-etilfenol, salicilaldeido e 4-etilguaiacol exercem um bom efeito em
relacdo aos fungos citados acima, porém nao resultam em 100% de eficiéncia (ZABKA;
PAVELA, 2013). Os 6leos de canela e capim-limdo possuem atividade antifiingica
comprovada, acdo relacionada aos compostos de cinamaldeido e citral, presente nos 6leos
(KHAYYAT; ROSELIN, 2018).

O guaiacol, carvacrol, timol e isoeugenol foram as substincias mais ativas na

inibicao de Candida Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis e Candida
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dubliniensis, Fusarium verticillioides (GALLUCCI et al., 2014; DAMBOLENA et al.,
2012). Os compostos fenolicos quercetina, resveratrol e dcido transférrico preparados em
uma emulsdo mostraram resultados promissores na inibi¢do de nove cepas de Botrytis
cinerea (PATZKE; SCHIEBER, 2018). O acido clorogénico ¢ um metabolito secundario
fenolico que se acumula em diversos tecidos vegetais e pode ser encontrado em diversos
subprodutos e residuos agroindustriais. A analise microscopica mostrou a inibi¢ao
completa da germinacdo de esporos ou reducdo decrescimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium solani, Verticillium dahliae, Botrytis cinerea e Cercospora
sojina. (MARTINEZ et al., 2017).

Pesquisas especificas no combate ao fungo Botrytis cinerea identificaram os
acidos galico, protocatecuico, elagico e clorogénico como os principais compostos
fendlicos com elevada inibi¢do ao fungo. Estes compostos foram identificados em
extratos de bagago de uva, porém o acido clorogénico e seus isomeros tem se mostrado
como os compostos de maior a¢ao sobre o fungo e aparece como composto majoritario
em folhas de alcachofra, flores da madressilva, tubérculos de batata (Solanum
tuberosum), tomate (Solanum lycopersicum), magd (Malus domestica) e graos de café e

erva-mate. (MENDOZA et al., 2013; MARTINEZ et al., 2017).

2.2 PHYSALIS PERUVIANA LINNAEUS

Physalis peruviana L. ¢ uma planta nativa da regido dos Andes, transcendendo a
historia dos periodos pré-inca e inca, em toda a América do Sul, porém ¢ na Colombia
onde ¢ cultivada para exportagdo. O pais alcangou lideranca como o maior produtor
mundial produzindo cerca de 11.500 ton/ano (PUENTE et al., 2011).

P. peruviana, também conhecida como uchuva na Colombia, uvilla no Equador,
aguaymanto no Peru, chuchuva na Venezuela, tepareey makowi na India, Groselha do
Peru em Portugal, Kapstachelbeere na Alemanha, Fisalis na Italia, Lampion na Holanda
e cabe gooseberry e goldenberry nos paises de lingua inglesa sao alguns dos varios nomes
desta fruta em todo o mundo (PUENTE et al., 2011; FISCHER; ALMANZA-
MERCHAN; MIRANDA, 2014). E uma planta herbacea, semi-arbustiva, ereta e perene
em zonas subtropicais, pode crescer até atingir 0,6 a 0,9 m e em alguns casos pode crescer
até 1,8 m (Figura 2). A flor pode ser facilmente polinizada por insetos, pelo vento e
também pela autopolinizacdo. A fruta ¢ uma suculenta com forma ovoide e um diametro

entre 1,25 a 2,50 cm, 4 ¢ 10 g peso, contendo dentro de cerca de 100 a 200 sementes
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pequenas. A fruta € envolta pelo calice ou cesta que cobre completamente a fruta ao longo
de seu desenvolvimento e amadurecimento, protegendo-a contra insetos, passaros,

doengas e situagdes climaticas adversas (PUENTE et al., 2011).

Fonte: Fischer, Almanza-Merchan e Miranda (2014).

O calice protege a fruta (Figura 3) contra insetos, passaros, doengas e condigdes
climaticas extremas (radiagdo, mudangas subitas de temperatura, chuva forte e granizo),
serve como fonte de carboidratos durante os primeiros 20 dias de crescimento dos frutos
e prolonga a vida pos-colheita (AVILA et al., 2006). Na Colombia o fruto da groselha-
do-cabo ¢ vendido em até trés estagios diferentes de maturagdo, de acordo com a cor da
casca: laranja claro, laranja e laranja profundo (NARVAEZ-CUENCA; MATEUS-
GOMEZ; RESTREPO-SANCHEZ, 2014).

Figura 3: Fruto de Physalis peruviana Linnaeus envolto pelo calice.

Fonte: Fischer, Almanza-Merchan e Miranda (2014).
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A fruta e seu calice sdo utilizados de diversas formas, que vao desde o consumo
in natura, mistura em receitas e como ingrediente medicinal. Algumas das propriedades
do fruto de P. peruviana L. estdo associadas a capacidade antioxidante dos polifendis
presentes na fruta. Entre seus principais componentes estao as altas quantidades de acidos
graxos poliinsaturados, vitaminas A, B e C e fitoesterdis, bem como a presenca de
minerais essenciais, vitaminas E e K1 (PUENTE et al., 2011; TENORIO et al., 2016;
TENORIO et al., 2017).

2.2.1.1 Physalis peruviana Linnaeus e seus compostos bioativos

A Physalis peruviana Linnaeus ¢ considerada como alimento funcional natural,
devido aos seus compostos bioativos, apresentados na Tabela 1 (PUENTE et al., 2011).
E comercializada atualmente como fruta fresca ou seca, e é frequentemente usada como
matéria-prima para a producdo de sucos e geleias (TENORIO et al., 2017). Conhecendo
as possiveis utilizagdes culinarias da fruta, estudos objetivaram avaliar as perdas de
alguns compostos promotores de saude e atividade antioxidante apds o tratamento
térmico chegaram a conclusdes de que o acido ascorbico e o B-caroteno sdo estaveis ao
tratamento térmico, enquanto que os flavonoides sdo parcialmente degradados

(TENORIO et al., 2017).

Tabela 1: Compostos bioativos presentes em Physalis peruviana Linnaeus

Composto Conteudo (mg/100 g)
Acido ascorbico 20a35
[-caroteno Mix. 2,0
Tocoferol 0,0015
Vitamina B3 26,6
Vitamina Bg 24.8
Fenolicos totais 50 a 250
Flavonoides Min. 2,7

Fonte: Tenorio et al., (2016).

Sabe-se que o contetido de compostos fenolicos e de acido ascorbico totais e a

capacidade antioxidante aumentam de acordo com a maturagido do fruto (NARVAEZ-
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CUENCA; MATEUS-GOMEZ; RESTREPO-SANCHEZ, 2014), onde a cor dos frutos
muda de verde para laranja devido a degradagdao da clorofila e ao acumulo de
carotenoides, principalmente B-caroteno (GUTIERREZ et al., 2008).

Dentre os flavonoides presentes na fruta estdo a quercetina, rutina, miricetina,
kaempferol, catequina e e picatequina, e dentre os acidos fenolicos estdo o acido cafeico,
galico, clorogénico, ferulico e p-cumarico, todos com propriedades antioxidantes, além

dos sais minerais, apresentados na Tabela 2 (TENORIO et al., 2016).

Tabela 2: Teor de minerais em frutos de Physalis peruviana Linnaeus

Mineral Contetido (mg/100g)
Ferro 0,1a39
Magnésio 34,7 a120,1
Calcio 7,0a 37,7
Potassio 55,3a501,9
Fosforo 34,0 a 54,9
Sédio 52,7
Zinco 1,5
Cobre 0,7
Manganés 0,7

Fonte: Tenorio et al., (2016).

O conteudo de acido ascorbico varia de acordo com o grau de maturacao da fruta,
isto ¢, quanto mais madura estiver, maior serd o conteudo de 4cido ascorbico, que
permanece estavel a partir do momento da colheita do fruto (GUTIERREZ et al., 2008).
Porém, extratos coletados em locais e épocas diferentes apresentam uma composi¢cao
bastante diferente, que mesmo aplicando o mesmo pré-tratamento da matéria-prima e as
mesmas condigdes no processo de extracdo. (CELIKTAS, BEDIR e SUKAN, 2007).

Ainda nesta planta, estdo presentes os Whitanolides, que sdo triterpendides que
foram descobertos pela primeira vez na planta Withania somnifera (familia Solanaceae),
entdo foram identificados no género Physalis e dentro dele em vérias espécies como P.
virginiana, P. angulata, P. alkekengi e P. peruviana. Eles estdo frequentemente
localizados nas folhas da planta, mas em algumas espécies como P. peruviana sao

bastante prevalentes nas raizes, no célice e nos frutos silvestres (LLANO et al., 2018).
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Estes compostos sao uma familia de esteroides do tipo Cag ergostano com diversa
oxigenacao no esqueleto esterdide em que Cas € Cx2, ou Cas € Ca3, sdo oxidados para
formar um 06- ou y- lactona. De acordo com a diferenca nos grupos substituidos da cadeia
lateral C17, os withanolides podem ser divididos em tipo A (d-lactona ou d-lactol) e tipo

B (y-lactona ou y-lactol) (VIVAS et al., 2019) (Figura 4).

Figura 4: Estruturas quimicas do tipo A (d-lactona ou d-lactol) e tipo B (y-lactona ou y-lactol),

respectivamente.

Fonte: VIVAS et al., (2019).

Algumas atividades biologicas e farmacoldgicas interessantes deste grupo de
esteroides naturais, incluem atividades anti-inflamatéria, antitumoral, citotoxica,
hepatotoxica e antimicrobiana (VIVAS et al., 2019).

Llano et al. (2018) relataram uma defesa quimica por withanolides durante o
desenvolvimento de frutos em Physalis peruviana e foi observado que os mesmos atuam
impedindo que insetos se alimentem dos frutos. Sabe-se que em frutos cultivados de
forma organica a concentragdo de withanolides ¢ maior, devido ao fato de que estes frutos
nao tém uma defesa quimica, dado que eles ndo contém pesticidas, entdo necessitam de

uma defesa maior por parte da planta.

2.3 BOTRYTIS CINEREA

Botrytis cinerea ¢ um fungo fitopatogénico, necrotrofico, ascomiceto e de

distribuicao mundial. O mofo cinzento causado pelo B. cinerea ¢ uma doenga destrutiva

e leva a sérias perdas de rendimento e qualidade em numerosas culturas, especialmente
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frutas, verduras e flores ornamentais (DUAN et al., 2014). Este fungo coloniza as folhas
e calices como um organismo endofitico. O patogeno € polifago, apresentando uma fase
de infeccdo quiescente nos frutos, o que faz com que frutos aparentemente sadios na
colheita desenvolvam a podriddo durante o periodo de pds-colheita (Figura 5) (REIS;
COSTA, 2011). Ele ataca cerca de 1.000 espécies de plantas conhecidas e causa perdas
pré e pos-colheita de frutas, vegetais e flores ornamentais cultivadas. E o principal
representante do género Botrytis, que atualmente inclui cerca de 30 espécies descritas que

sdo principalmente necrotroficas (RUPP et al., 2017).

Figura 5: Sintomas de mofo-cinzento, causados por Botrytis cinerea, em fruto de morangueiro.

Fonte: Reis e Costa (2011).

Em morangos cultivados, o mofo cinzento ¢ uma doenga importante em todo o
mundo. Os campos de morango sdo pulverizados semanalmente durante o periodo de
floragdo, resultando em multiplos tratamentos que frequentemente incluem o uso repetido
dos mesmos fungicidas ou classes de fungicidas (LEROCH et al., 2013).

Os sintomas geralmente aparecem em qualquer parte dos frutos em
amadurecimento ou maduros, porém, na maioria das vezes, a infec¢do comeca no extremo
peduncular, onde encontram-se os residuos infectados das flores. Os tecidos infectados
tornam-se marrom-claros a marrons. Nos frutos em estadios verde e branco, as lesdes
desenvolvem-se lentamente e ndo possuem uma borda perceptivel, confundindo-se com
os tecidos sadios; os frutos deformam-se a medida que aumentam de tamanho, e podem
morrer antes do amadurecimento (BRASIL, 2018). Temperaturas moderadas entre 15 °C
e 25 °C, além da alta umidade por longos periodos, sdo favoraveis ao desenvolvimento
dos fungos. Em temperaturas proximas de 0 °C também ¢ possivel haver crescimento
fingico, bem como, em morangos embalados e armazenados sob refrigeracao. A umidade

¢ o principal fator regulatério para o desenvolvimento da doenca ¢ a germinacdo de
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esporos, chamados de conidios (SANTOS et al., 2008). Os frutos apodrecidos sdo
recobertos de uma massa acinzentada de micélio, conidiéforos e conidios, representados
na Figura 6. O fungo sobrevive como micélio e conidios nos frutos mumificados, nos
residuos da cultura infectados deixados no campo e nas numerosas plantas daninhas
hospedeiras do fungo, e como esclerodios na palha de cobertura. Os conidios sdao
disseminados pelo vento e respingos da agua da chuva ou da irrigagdo por aspersao

(BRASIL, 2018).

Figura 6: Estrutura do Botrytis cinerea com conididforos (A) e conidios (B).

Fonte: Santos et al., (2008).

O gerenciamento de fungos cinzentos ¢ baseado em uma abordagem integrada,
com praticas culturais que melhoram a aeracdo do plantio, limitam o ferimento do fruto
e do caule e proporcionam um vigor de planta, considerado como aspectos-chave. No
entanto, o uso de fungicidas continua sendo o componente central no controle de doengas
(KANETIS; CHRISTODOULOU; IACOVIDES, 2016).

Devido a sua enorme taxa de reprodug¢do por conididsporos ¢ sua alta
adaptabilidade genética, B. cinerea foi classificado como um patégeno de alto risco em
relagdo a resisténcia a fungicidas. O mecanismo mais comumente observado de
resisténcia a fungicidas especificos ¢ a resisténcia do sitio-alvo, que ¢ causada por
mutagdes que alteram a proteina-alvo do fungicida. A fim de reduzir o risco de
desenvolvimento de resisténcia ao mofo-cinzento, recomenda-se evitar o uso repetido do
mesmo fungicida, mas usar misturas ou alternar entre fungicidas com diferentes modos
de agdo durante uma estagdo. Os campos de morangos geralmente recebem varios
tratamentos fungicidas contra o B. cinerea por temporada e a resisténcia a fungicidas foi

comumente observada em diversos estudos, com resisténcia a até seis dos fungicidas
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frequentemente utilizados na Alemanha, como benomil, carbendazim, fludioxonil,
fenexamida, iprodiona e ciprodinil, além dos compostos dicarboximida e benzimidazol
utilizados no Brasil (LEROCH et al., 2013).

Nos ultimos anos, altas frequéncias de resisténcia a fungicidas que ameagam a
eficacia do controle quimico do mofo cinzento foram observadas em populagdes de B.
cinerea de campos de morangos na Alemanha, Grécia, Italia e Estados Unidos, induzindo
a mutagdes genéticas do fungo que resultam em alta resisténcia aos produtos antifungicos
do mercado (RUPP et al., 2017).

A avaliagdo toxicologica dos fungicidas ¢ realizada na formulacao completa do
produto, seguida pela avaliagdo do ingrediente ativo. A toxicidade destes compostos ao
ser humano pode ser classificada em pouco toxicos (classe IV), medianamente toxicos
(classe III), altamente toxicos (classe II) e extremamente toxicos (classe 1) enquanto que
ao meio ambiente sdo classificados em pouco perigoso ao meio ambiente (classe 1V),
perigoso ao meio ambiente (classe I1I), muito perigoso ao meio ambiente (classe II) e
altamente perigoso ao meio ambiente (classe I). O fato de ser altamente perigoso ao meio
ambiente ndo necessariamente seja extremamente toxico ao ser humano, estas variagdes
ocorrem devido ao modo como sdo sintetizados ou combinados com outros produtos a

fim de comercializa-los (BRASIL, 1992; BRASIL, 1996).

2.3.1 Antiflingicos naturais

Os agrotoxicos sempre estardo em primeiro lugar na lista de prevencdo e
eliminacao de fitopatdogenos. Para minimizar o mofo cinzento pds-colheita, os programas
de controle baseiam-se principalmente em aplicacdes de fungicidas, no entanto ha
preocupacoes crescentes de consumidores e autoridades reguladoras sobre os riscos
associados a residuos quimicos em alimentos levaram a imposi¢do de regulamentacdes
rigidas, a proibicdo do uso de certos grupos quimicos e as preferéncias de atacadistas,
varejistas e consumidores para evitar produtos tratados quimicamente (ROMANAZZI et
al., 2016).

Nos tltimos dez anos o0 mercado mundial de agrotoxicos cresceu 93% e o mercado
brasileiro, cresceu 190%, colocando-o em destaque como o maior consumidor de
agrotoxicos da América Latina (TRAPE, 2011). A pesquisa brasileira sobre o impacto do

uso de agrotoxicos na sade humana ainda ¢ insuficiente no tocante a extensao da carga
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quimica de exposi¢ao ocupacional ¢ a dimensdo dos danos a satide decorrentes do uso
intensivo desses herbicidas (CARNEIRO et al., 2015).

No Brasil, a permissdo de uso de agrotdxicos estd condicionada a varios fatores,
entre eles a toxicidade avaliada pela determinagdo do limite maximo de residuo (LMR)
estabelecido pela ANVISA. O LMR ¢ definido como “a quantidade maxima de residuo
de agrotoxico oficialmente aceita no alimento, em decorréncia da aplicagdo adequada
numa fase especifica, desde sua producdo até o consumo, expressa em partes do
agrotoxico, afim ou seus residuos por milhdo de partes de alimento (ppm ou mg/kg)”.
Internacionalmente, os LMRs sdo estabelecidos por 6rgaos subordinados as Nagdes
Unidas, como: Food and Agricultural Organization (FAQO), World Health Organization
(WHO) e 0 CODEX Alimentarius Mundial (CODEX, 2017).

Um terco dos alimentos consumidos cotidianamente pelos brasileiros esta
contaminado pelos agrotoxicos, segundo analise de amostras coletadas em todas os 26
estados do Brasil, realizada pelo Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos (BRASIL, 2013), além da 4gua das bacias hidrograficas que abastecem a
populagdo brasileira também conter tracos dos mais diversos agrotoxicos (CARNEIRO
etal., 2015).

Entre os produtos indicados pelo MAPA para combate ao fungo Botrytis cinerea,
mais conhecido como mofo cinzento, ha 15 produtos indicados, apenas 2 podem ser
utilizados em meio de cultivo organico, onde um ¢ caracterizado como extrato de planta,
definido como 6leo essencial de melaleuca, e o outro ¢ um agente biologico, representado
pela bactéria Bacillus pumilus, que consequentemente ndo apresentam riscos para o meio
ambiente. Embora muito se discuta sobre a importancia de compostos naturais que atuem
como inseticidas ou antifingicos, ¢ importante salientar a importancia dos mesmos ao
meio ambiente, pois classificam-se como pouco perigosos ao meio ambiente, classe [V
de acordo com o Ministério do Meio Ambiente. Porém salienta-se que estes compostos
podem apresentar a mesma toxicidade ao ser humano que outro produto quimico
sintético, de acordo com as classificagdes de toxicologicas do Ministério da Satde, na
Portaria n° 3, de 16 de janeiro de 1992.

Atualmente o tratamento pré ou pds-colheita com Oleos essenciais e extratos de
plantas surgiu como um método alternativo para prevenir a deterioragao de frutos. Outro
motivo para a busca de novas tecnologias de preven¢ao antiflingica esta relacionado com
o fato de os fungos adquirirem resisténcia aos tratamentos realizados com frequéncia ou

excessivamente (BRASIL, 2018). Embora alguns autores (MAZZARRINO et al., 2015;
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GRANDE-TOVAR etal., 2018) tenham sugerido que os efeitos antimicrobianos de 6leos
essencial e extratos de plantas poderiam ser atribuidos principalmente aos metabolitos
secundarios mais abundantes, existe a possibilidade de outros fendmenos, como sinergia
ou antagonismo com componentes que se encontrar em menor concentragao.

Estudos in vitro apontam que, enquanto os terpenos sao ineficientes como
antimicrobianos quando aplicados como compostos Unicos, os terpendides sao ativos
contra um amplo espectro de microrganismos, com os mais ativos identificados até agora
o carvacrol e timol (GRANDE-TOVAR et al., 2018). Mazzarrino et al. (2015) sugeriram
que, enquanto a atividade antimicrobiana parece estar relacionada ao conteudo fenolico
total, a atividade sequestradora de radicais depende mais das caracteristicas
composicionais dos varios metabdlitos secundarios presentes em cada 6leo ou extrato,
além da disponibilidade de grupos hidroxila presentes nos anéis aromaticos destes
compostos.

Os compostos bioativos produzidos constitutivamente pelas plantas, independente
do ataque de fitopatdgenos, variam quanto ao grau de seletividade antimicrobiana bem
como seu modo de atuagdo nos microrganismos. Atuam na inibi¢ao da sintese da parede
celular, na corrosdo da parece celular, alterando a permeabilidade da membrana
plasmatica, causando corrosdes na membrana plasmadtica, inibindo a sintese de acidos
nucléicos ou na sintese proteica, além de atuarem como antagonistas metabolicos

(MAYER, 2011).

2.4 FILMES BIOATIVOS

Atualmente os filmes biodegradaveis vem tomando um espaco no universo
cientifico, pois sdo os possiveis substitutos para as embalagens plasticas, as quais sdao
materiais organicos poliméricos sintéticos, produzidos principalmente a base de petroleo.
Piatti e Rodrigues (2005) relatam que em func¢ao do uso tdo difundido desses materiais,
como o polietileno, polipropileno, pet e policarbonato, a maior parte do lixo que
produzimos diariamente ¢ composta por plasticos. Além disso, sdo materiais que se
decompdem muito lentamente (alguns tipos necessitam de 1 século para se degradar) e
vém acarretando sérios problemas ambientais. Tém sido necessarios aterros sanitarios
cada vez maiores, e, portanto, mais distantes dos centros urbanos, para acolher o elevado

volume de residuos solidos urbanos produzidos diariamente.
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Os plésticos sintéticos tém boas propriedades fisicas e tém a vantagem de produzir
em massa a baixo custo. No entanto, apds o uso como material de embalagem de
alimentos, eles sdo processados principalmente por aterro ou incinerag¢do, causando
poluicdo ambiental grave. Portanto, na industria de alimentos, biopolimeros produzidos
a base de amido, goma, proteina e cera, sao 6timos materiais de embalagem ecoldgicos,
pois biodegradam-se rapidamente durante o aterro e sdo inofensivos aos seres humanos
(JU; SONG, 2019).

As embalagens inteligentes sdo embalagens bioativas, definidas como um sistema
que pode tomar decisdes para aumentar a vida util, notificar informagdes, melhorar a
qualidade e relatar deterioragdo pela utilizagdo de varias técnicas inteligentes. Este tipo
de embalagens ja esta disponivel no mercado, um exemplo de embalagem inteligente ¢ o
Ripesense® (Figura 7), desenvolvido pela Plant & Food Research, Auckland, que foi o
primeiro sensor inteligente de etiquetas do mundo que pode indicar a maturagdo das frutas
devido a mudangas de cor no material da embalagem (KALPANA et al., 2019).
Inicialmente a cor do rétulo ¢ amarela e muda gradualmente para laranja durante o

amadurecimento, ficando finalmente vermelha.

Figura 7: Sensor Ripesense® incorporado na superficie da maca.

Fonte: KALPANA et al. (2019).

As embalagens ativas com potencial antifingico auxiliam na redug¢ao da utilizagao
de fungicidas sintéticos e no aumento da vida util de frutas. De acordo com Long, Joly e
Dantigny (2016), na industria de frutas, as perdas pos-colheita sdo de 5 a 10% quando os
fungicidas pos-colheita sdo usados, mas sem fungicidas ocorrem perdas de 50% ou mais.
Pesquisas demostraram que filmes de amido incorporados de extratos vegetais sdo

eficientes no combate a alguns fungos: 6leo essencial de orégano ¢ eficaz contra A. niger

(AVILA-SOSA et al., 2012) e Penicillium spp (AVILA-SOSA et al., 2010); Carvacrol e
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cinamaldeido sdo eficazes contra Botrytis cinerea (ARFA et al., 2007) e orégano, canela
e erva-cidreira sao eficazes contra P. digitatum (AVILA-SOSA et al., 2012). A liberagao
gradual de um antimicrobiano ou antifingico de uma embalagem bioativa para a
superficie do alimento pode ter uma vantagem sobre imersdo e pulverizagdo, visto que
nestas ultimas op¢des a atividade antimicrobiana ou antifingica pode ser rapidamente
perdida devido a inativacdo dos compostos antifiungicos por componentes alimentares ou
diluicao abaixo da concentracao ativa (LONG; JOLY; DANTIGNY, 2016).

Os filmes de amido sao utilizados para o desenvolvimento de embalagens de base
biologica, pois ¢ inodoro, incolor e facil de processar (JU; SONG, 2019). O amido ¢ a
principal fonte de carboidrato obtido das plantas. Caracteriza-se como um polissacarideo,
com amilose, com cadeia linear ou levemente ramificada e, amilopectina, uma molécula
altamente ramificada com cadeias curtas. Geralmente constituido de 20 a 25% de amilose
e 70 a 80% de amilopectina. As principais culturas usadas para a produ¢ao de amido sdao
trigo, arroz, batata ¢ milho (ROY et al., 2020). A aplicagao do amido na producao de
filmes se baseia principalmente nas propriedades fisico-quimicas da amilose em formar
géis e filmes (SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007). Os filmes produzidos a base
de amido resultam em produtos ndo téxicos, biocompativeis, biodegradaveis, renovaveis
e baratos. O amido ¢ usado como um polimero natural atraente como material para
embalagem com espessura e flexibilidade variadas. Estes podem ser usados diretamente
como amido nativo ou como amido modificado, o que envolve modificagdes de
propriedades especificas (ROY et al., 2020).

O amido ¢ formado por dois tipos de polimeros de glicose: a amilose e a
amilopectina, com estruturas e funcionalidade diferentes. A amilose € um polimero linear
com unidades de D-glicose ligadas por ligacdes a-(1—4), com grau de polimeriza¢ao de
200 a 3000, dependendo da fonte de amido. A amilopectina ¢ um polimero ramificado,
com unidades de D-glicose ligadas através de ligacdes a-(1—4) e as ramificagdes em a-
(1—6) (SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007). Ainda de acordo com Shimazu, Mali
e Grossmann (2007), as moléculas de amilose, quando em solu¢do, tendem a mudar sua
orientacdo, formando ligagdes de hidrogénio entre hidroxilas de polimeros adjacentes.

O amido de mandioca vem ganhando espaco, de acordo com Orzari et al. (2018),
por ser uma matéria-prima de baixo custo e alto teor de amido (de 85 a 94%), além de ser
amplamente produzida e utilizada no Brasil, para nutri¢do humana e animal.

A mistura de polimeros biodegradaveis com aditivos ¢ um dos métodos mais

eficazes para obter um novo material com as propriedades desejadas. Além disso, eles
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podem operar como transportadores para incorporar uma ampla variedade de aditivos,
como agentes antioxidantes, antimicrobianos e antifingicos, agindo nao apenas como
material de embalagem, mas como uma embalagem funcional (MIR et al., 2018). A
adicdo de extratos vegetais a filmes de embalagem biodegradaveis nao apenas atua como
antimicrobianos, mas também modifica as propriedades do material de embalagem,
aumentando a vida util, a durabilidade e a aplicagao geral.

Outra razdo para a adi¢do de extratos de plantas na producdo de filmes bioativos
¢ que filmes de amido sdo pouco flexiveis e quebradicos, sendo propriedades pouco
atrativas para produ¢do de embalagens de alimentos. A adi¢do de extratos muda as
caracteristicas destes filmes (SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007). Pesquisas
realizadas por Mir et al. (2018) comprovaram a modificacdo tecno-funcional do material
de biopolimero com extratos vegetais, verificou-se que os filmes resultantes
apresentavam melhores propriedades e potencial aplicagdo em embalagens de alimentos.
O melhoramento destas propriedades com o auxilio da adi¢do de extratos de plantas ja é
evidente através de pesquisas de alguns autores, Bajic et al. (2019) produziu filmes mais
elasticos, Liu et al. (2019) melhorou suas propriedades de barreira, como permeabilidade
ao vapor d’agua, e Zhang et al. (2010) comprovou que a adicao de alguns extratos forma

ligagdes de hidrogénio, produzindo redes de amido mais compactas e densas.
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3 MATERIAIS E METODOS

As etapas que contemplam esta dissertacao estao apresentadas na Figura 8 e sdo

descritos posteriormente.
Figura 8: Etapas do desenvolvimento da pesquisa.
Caracterizacao Umidade
fisico-quimica *I: .
q ° Brix

de Physalis

Compostos fendlicos e
atividade antioxidante

Extracao — Perfil de compostos CG-

Hidroalcodlica MS/MS

Ac¢a0 antifingica

Resisténcia Cromatografia CG-

mecanica MS/MS

Solubilidade Cor e opacidade

Permeabilidade

)y Espessura
ao vapor d’agua

Filmes bioativos

Morfologia
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Compostos fenolicos totais

Termogravimetria

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020).

O trabalho foi desenvolvido em 3 etapas: Inicialmente os frutos colhidos foram

avaliados in natura quanto umidade e brix dos frutos e posteriormente liofilizados a fim
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de aumentar a superficie de contato da amostra para facilitar a extragdo. Na segunda etapa,
o extrato hidroalcoodlico foi obtido da fruta liofilizada e o mesmo foi avaliado quanto ao
seu perfil de compostos fenolicos por CG-MS/MS, compostos fenolicos e atividade
antioxidante do extrato, além da a¢do antifingica in vitro.

Por fim, na terceira etapa foi produzido filmes de amido de mandioca com
diferentes concentracdes de extrato. Os filmes foram avaliados quanto a espessura,
resisténcia mecanica, permeabilidade ao vapor d’agua, solubilidade, cor, opacidade,

morfologia, e propriedades termogravimétricas.

3.1 MATERIAL

Frutos da espécie Physalis peruviana Linnaeus foram adquiridos do Instituto
Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul (IFRS) — Campus
Sertdo, RS e da agroindustria Italbras — Vacaria, RS. Apo6s a colheita manual, o
acondicionamento e o transporte dos frutos foram realizados em caixas isotérmicas, onde
as amostras encontravam-se congeladas no dia seguinte apos a coleta. O amido de
mandioca foi adquirido no comercio local. Todos os reagentes utilizados foram de grau

analitico.

3.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA PHYSALIS PERUVIANA

Os frutos in natura de Physalis peruviana Linnaeus foram macerados com o auxilio
de um almofariz e em seguida as determinac¢des de umidade por secagem direta a 105 °C
e solidos soluveis por refratometria (°Brix) foram realizadas conforme Instituto Adolfo

Lutz (1985).

3.2.1 Determinaciao de umidade por secagem direta a 105 °C

Para determinagdo de umidade por secagem direta a 105 °C serd utilizada a
metodologia descrita por Instituto Adolfo Lutz (1985).

Foram utilizados 3 g da amostra em cdpsula de metal, previamente tarada.
Aquecidas durante 3 horas em estufa 105 °C. As mesmas foram resfriadas em dessecador
até a temperatura ambiente e pesadas. A operacdo de aquecimento e resfriamento foi

repetida até peso constante.
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Calculo:
(100 xN) : A . R
——— = Umidade ou substancias volateis a 105 °C (% m/m) (Eq.) 1

Onde,
N= gramas de umidade (perda de massa em g).
P= massa de amostra.

3.2.2 Determinacio de sélidos soluveis por refratometria (°Brix)

Para determinacdo de solidos soliveis por refratometria foi utilizada a

metodologia descrita por Instituto Adolfo Lutz (1985).

Quadro 1: Corregao da leitura em relagao a temperatura.

Temperatura | Subtraia da leitura obtida | Temperatura | Adicione a leitura obtida
°C) °C)

- - 21 0,08

- - 22 0,16
13 0,54 23 0,24
14 0,46 24 0,32
15 0,39 25 0,40
16 0,31 26 0,48
17 0,23 27 0,56
18 0,16 28 0,64
19 0,08 29 0,73
20 0,00 30 0,81

Fonte: Instituto Adolf Lutz (1985).

O refratometro foi ajustado para a leitura em 1,3330 com 4gua a 20 °C, de acordo
com as instrucdes do fabricante. Uma pequena por¢do de amostra foi colocada no prisma
do refratdmetro. Apds um minuto foi realizada a leitura diretamente na escala de ° Brix.
Quando a leitura ¢ realizada em temperatura diferente de 20°C, a mesma deve ser

corrigida em relacdo a temperatura, de acordo com o Quadro 1.
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3.3 EXTRATO HIDROALCOOLICO

O procedimento de extracdo hidroalcodlica dos frutos de Physalis peruviana
Linnaeus foi realizado de acordo com o procedimento descrito por Filippi et al. (2018).
Os frutos foram previamente liofilizados e moidos. A amostra foi adicionada a solugao
extratora agua:etanol (40:60 v/v) na propor¢ao 1:10 e transferidos para banho de
ultrassom (Eco-Sonics, Q 5.9, Brasil, 40 kHz), sem aquecimento, por duas horas. O
extrato foi filtrado (apenas para retirada dos so6lidos) e rotaevaporador a 60 °C, por
aproximadamente 1 hora. O extrato final foi armazenado em frasco ambar e utilizado

dentro de 24 °C.

3.3.1 Compostos fendlicos totais

Para determinag@o de compostos fendlicos foi utilizada a metodologia descrita por
Sousa e Correia (2012) com modificagdes. O extrato hidroalcoolico foi analisado logo
apds sua preparagdo e apos 7 dias. As analises foram realizadas em triplicata, onde os
tubos de ensaio foram preparados na ordem descrita no quadro, com todas as diluigdes a
cima citadas. O extrato foi diluido na propor¢ao de 1:50.

Para a analise foram utilizados tubos de ensaio com 1 mL da amostra diluida, 5
mL de 4agua destilada, 1 mL de etanol 95%, 0,5 mL de reagente de Folin 1N, agitou-se o
tubo de ensaio por 10 s, adicionou-se 1 mL de NaCOs3 5% e realiza-se a agotacao por 3 s.
Ap6s a adicao dos reagentes os tubos de ensaio permaneceram em repouso na auséncia
de luz por 60 minutos. O espectrofotdometro foi calibrado com dgua destilada e a leitura
serd realizada a 765 nm. O resultado final ¢ expresso em mg de equivalente de acido

galico por mL de amostra.

3.3.2 Atividade antioxidante: método FRAP

O potencial antioxidante redutor férrico (FRAP) foi realizado de acordo com o
método proposto por Benzie e Strain (1996) com modificagdes de Arnous et al. (2002).
O extrato hidroalcoolico foi analisado logo apds sua preparacdo e apds 7 dias. Para a
realizacdo deste ensaio adicionou-se 200 uLL de amostra e 200 pL de solucdo de cloreto
férrico 3 mM em tubos de ensaio. Esta mistura permaneceu em repouso durante 30

minutos em banho-maria, em temperatura de 37 °C. Apos o repouso foi adicionado 3,6
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mL de solucao TPTZ e os tubos submetidos a um ambiente escuro durante 10 minutos. O
extrato foi avaliado em diluicdo apropriada para sua concentragao (1:50). O
espectrofotometro UV-Vis foi zerado em 620 nm com a amostra de branco, quando esta
apresenta bons resultados na triplicata, caso contrario o equipamento foi zerado com agua
e o branco descontado posteriormente das amostras. Os resultados foram interpretados

utilizando curva padrao de umol equivalente de Trolox/L de amostra.

3.3.3 Avaliacio da atividade antioxidante: método DPPH

Este método de atividade antioxidante visa o sequestro de radicais livres de DPPH
(1,2-difenil-1-picril-hidrazil). O extrato hidroalcoolico foi analisado logo apds sua
preparacdo e apoOs 7 dias. Para realizacdo dos testes d¢ DPPH (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995), foi preparada uma solu¢ao 0,1 mM de DPPH com etanol
absoluto e esta solu¢do foi ajustada entre 0,500 ¢ 0,600 de absorbancia em 515 nm.

Em tubos de ensaio foi acrescentado 0,1 mL da amostra ¢ uma aliquota de 2 mL
da solucdo ajustada. Os tubos foram agitados por 3 segundos e acondiconados ao abrigo
de luz por 30 minutos. A medida da absorbancia em espectrofotdmetro foi a 515 nm. A
atividade antioxidante determinada pelo método DPPH foi expressa em mmol de

Trolox/g de amostra de acordo com uma curva de calibragao previamente construida.

3.3.4 Teste da acao antifungica do extrato

A avaliagdo da agdo antifungica do extrato de Physalis peruviana Linnaeus foi

realizada a partir de testes in vitro no fungo Botrytis cinerea.

3.3.4.1 Repique do fungo

O repique do Botrytis cinerea foi realizado através da adicdo de um disco de
micélio de 7 mm no centro de cada placa contendo meio PDA. Apds o periodo de
incubagdo as placas foram armazenadas sob refrigeracdo. O repique do fungo foi

realizado com 15 dias de antecedéncia a realizacao dos testes in vitro.
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3.3.4.2 Avaliagao antifungica do extrato in vitro

Os testes foram realizados em quintuplicata. O experimento consiste de 5
tratamentos (Tabela 3), sendo tratamento 1: controle negativo; tratamentos 2, 3, 4 e 5:
extrato de Physalis peruviana incorporado ao meio de cultura, de acordo com o método
Poisoned Food relatado por Balouiri; Sadiki; Ibnsouda (2016). As placas permaneceram

em DBO por 15 dias em temperatura controlada de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas.

Tabela 3: Tratamentos para avaliagdo antifingica do extrato.

Tratamento Concentrag@o de extrato (%) Volume de extrato (mL) Volume de meio (mL)

1 0 0,00 20
2 5 1,25 18
3 10 2,50 15
4 15 3,75 15
5 20 5,00 15

Fonte: Elaborado pelo Autor (2020).

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como em Gasca et al.
(2020), onde a menor concentracdo de extrato utilizada que inibiu totalmente o

crescimento fingico.

3.4 FILMES BIOATIVOS

3.4.1 Elaboracao dos filmes

Para a producao dos filmes foram utilizados 3 g de amido de mandioca em 100 mL
de 4gua destilada e 30% de glicerol em relagdo a quantidade de amido. Esta mistura
permaneceu sob agitacdo e em aquecimento em banho-maria a 90 °C por 15 min. Apds o
tempo determinado, a 20 g da solucao formadora de filme foi dispersa em placas de petri
de acrilico e secas em estufa a 40 °C, com circulacao de ar, durante aproximadamente 24
h.

Para elaboracao dos filmes bioativos o extrato hidroalcoolico foi adicionado em
diferentes concentragdes ¢ em temperatura menos de 60 °C. Para isso, a quantidade de

glicerol foi reduzida proporcional a quantidade de extrato adicionado. Assim, o extrato



45

foi adicionado nas concentragdes de 0%, 5%, 10%, 15% e 20% (v/v), o glicerol foi
reduzido em 0%, 25%, 50%, 75% e 100%, respectivamente. Em filmes com adi¢do de
20% de extrato em relagdo ao volume total de solugdo de amido produzida nio foi
necessaria a adi¢ao de glicerol. Para os proximos foi seguida a sequéncia em porcentagens
de adi¢do de glicerol: 75% da quantidade de glicerol total que deveria adicionado para

5% de extrato, 50% de glicerol para 10% de extrato e 25% de glicerol para 15% de extrato.

3.4.2 Caracterizacdo quimica dos filmes

O extrato presente nos filmes foi extraido pela adi¢ao do filme em solucao de
agua:etanol na propor¢do de 1:1, em agitagdo durante 24 h. Apos, a solug@o de agua:etanol
foi filtrada e as analises de compostos fenolicos totais (item 3.2.1) e atividade antioxidante

(itens 3.2.2 e 3.2.3) realizada do material filtrado.

3.4.3 Caracterizacao dos filmes

Para a avaliagdo das propriedades fisicas dos filmes, os mesmos foram
armazenados em dessecador com umidade relativa controlada em 53% e temperatura de

25 °C, por 48 h antes de cada analise.

3.4.3.1 Espessura

A espessura dos filmes foi avaliada com auxilio de um micrometro externo digital

(Digimess, 110.284 new) pela medi¢ao de diversos pontos em toda a area do filme.

3.4.3.2 Propriedades mecdnicas

A resisténcia a tragdo e a porcentagem de elongagdo na ruptura foi determinada
utilizando o texturometro (modelo TA-XTplus, Stable Micro Systems, Reino Unido). A
analise foi realizada em triplicata, sendo o equipamento operando com separacao inicial
de garras de 40 mm e velocidade do teste de 0,8 mm.s "\. As amostras sdo cortadas em
tamanho padronizado, de 80x25 mm de acordo com o método ATM D 882-18 (ASTM,
2018),. A resisténcia a tragdo foi determinada pelo ponto de tensdo maximo da curva

tensdo-deformagdo. O elongamento foi determinado pela diferenga entre a distancia
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inicial até o filme se romper. O mddulo de Young foi calculado a partir da inclinacao da

porc¢ao linear inicial da curva tensdo-deformacao.

3.4.3.3 Avalia¢do da solubilidade em dagua

As amostras foram cortadas com didmetro de 20 mm e foram secas a 105 °C por
24 h para determinar o peso seco inicial. Apds a pesagem, as amostras foram imersas em
50 mL de 4gua destilada e mantidas sob agitagao por 24 h a 25 °C. Decorrido este tempo,
as amostras foram removidas do recipiente com agua e secas a 105 °C durante 24 h para
determinagdo de seu peso seco final (Cuq et al., 1997). A solubilidade foi calculada

conforme a Equagao 2:

(massainicial_massafinal)

Solubilidade (%) =

x 100 Eq. (2)

massQinicial

3.4.3.4 Permeabilidade ao vapor d’agua

As amostras foram colocadas sobre capsulas de aluminio com diametro de 5 cm?,
de modo que a transferéncia de massa seja somente através do filme. As capsulas
contendo 20 g de carbonato de calcio, previamente seco em estufa a 105 °C por 1 h, foram
colocadas em dessecador com umidade relativa controlada de 75% através de solugao
saturada de cloreto de sodio. A quantidade de vapor de agua que migra através do filme
foi determinada indiretamente pelo ganho de peso do carbonato de calcio, pesando a
capsula de aluminio apos 48 h. A taxa de transmissdao de vapor (TVA) foi determinada
através de regressdo linear, utilizando como dados o tempo e as pesagens que ocorreram
no periodo especificado, de acordo com metodologia ASTM E96-00 (ASTM, 2016) com

modificagdes, conforme as Equacdes 3 ¢ 4:

Eq. (3)
Sendo:

Tva: taxa de transmissdo de vapor de 4gua (g.d ' .m 2);

G: variacdo de massa da célula de medida (g);

t: tempo transcorrido (dias - 1);

A: area superficial de transferéncia de massa do filme (m?).
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Posteriormente foi determinada a permeabilidade ao vapor de agua (PVA), de acordo com

a Equacao:
Tva xX
Pva = S (R1-R2) Eq. (4)
Sendo:

Pva: permeabilidade ao vapor de 4gua do filme (g.mm.d "' .m 2 kPa');

X: espessura do filme (mm);

S: pressao de vapor (kPa) a 20°C;

R1 e R2: umidades relativas da camara de teste (75%) e do interior da célula de medigao

(0%), respectivamente.
3.4.3.5 Cor e opacidade

A analise da cor e opacidade dos filmes foi determinada usando o colorimetro
(Colorquest II, Hunterlab). Os parametros de cor L* (preto/branco) e as coordenadas de
cromaticidade a* (verde/vermelho) e b*(azul/amarelo) foram determinados. Para
determinagdo da opacidade dos filmes foi calculada a relacao entre a opacidade do filme
sobreposto ao padrdo preto e ao padrao branco segundo metodologia proposta por
Hunterlab (1997). Os valores de opacidade foram calculados de acordo com a seguinte
Equacao 5.

Opacidade = % x 100 Eq. (5)

Onde:
Op: opacidade contra um fundo preto;

Ob: opacidade contra um fundo branco.

A diferenga de cor (AE*) foi calculada com a equagao 6:

AE * ab = /(AL ¥)2 + (Aa )2 + (Ab *)2 Eq. (6)

A diferenca de tonalidade (AH*) entre os filmes foi medida através das seguintes

equagoes 7 e 8:

Chroma C x = /(a %)2 + (b *)? Eq. (7)

AH *= \/(AE ¥)2 — (AL %)2 — (AC *)2 Eq. (8)
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3.43.6 Morfologia

As propriedades morfologicas do filme de amido de mandioca e incorporados de
extrato de Physalis peruviana foram analisadas por microscopia eletronica de varredura
(modelo VEG3 LM, MARCA Shimadzu, Japao), amplificagdo de 1000 vezes. As

amostras foram colocadas em stub e metalizadas com ouro.

3.4.3.7 Espectroscopia no infravermelho com transformada por Fourier (FTIR-ATR)

Os espectros de FTIR dos filmes foram estudados usando espectrometro de
infravermelho equipado com acessorio de refletancia total atenuada (ATR) (Modelo Cary
630, Argilent Technologies, EUA). As medicdes espectrais foram realizadas no modo de
absorbancia. Cada espectro foi registrado na faixa de 650 a 4000 cm™, com 48 varreduras

completas com uma resolugio de 4 cm-'.

3.4.3.8 Andlise termogravimétrica

As andlises de perda de massa dos filmes foram realizadas em analisador
termogravimétrico PerkinElmer (Modelo STA 6000, PerkinElmer, EUA). A temperatura

programada foi de 50 °C até 700 °C, aumentando 10°C/min, nitrogénio 15 mL/min.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As determinagdes foram realizadas em triplicata, e a média e desvio padrido foi
reportado. O software Statistica 7.0 (Stasoft, EUA) foi utilizado para calcular a anélise de
variancia (ANOVA). O teste de Tukey fo1 utilizado para determinar as diferengas entre

as propriedades dos filmes e do extrato em um nivel de confianca de 95%.



49

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA PHYSALIS PERUVIANA

Os frutos de Physalis peruviana apesentaram umidade de 79%. Em geral, as frutas
sdo conhecidas por terem um alto teor de umidade, acima de 60%. As frutas da familia
Solanaceae, a qual pertence a Physalis peruviana, possuem umidade acima de 75%, como
a Berinjela com umidade de 90% (SILVA et al, 2012), o pepino com 85% (BRUNINI et
al, 2011), a batata com 80% (QUADROS et al, 2009) e o tomate com 80% (FAGUNDES
et al, 2005). Diversos estudos realizados caracterizam a Physalis peruviana com umidade
aproximada de 78% (RAMADAN, 2011).

A quantidade de solidos soluveis nos frutos de Physalis peruviana resultou em 13
°Brix. De acordo com pesquisas, esta fruta possui entre 12 °Brix a 15 °Brix (RAMADAN,
2011; LIMA et al, 2012). Esta quantidade de so6lidos ¢ devido a quantidade de agucares,
principalmente frutose (RAMADAN, 2011).

Na produgao de filmes de amido com adi¢do de extrato, os aguicares provenientes
da fruta atuam como plastificantes, substituindo total ou parcialmente a adi¢do de glicerol.
Estudos de Amalini et al. (2018) sugerem que o glicerol pode ser totalmente substituido
por ésteres de sacarose, porém as propriedades do filme sofrem alteracdes, como aumento

da elasticidade ¢ diminuicao da resisténcia a tragao.

4.2 TESTE DA ACAO ANTIFUNGICA DO EXTRATO

O crescimento micelial foi inibido em 100% quando o volume de 2,5 mL do
extrato foi incorporado ao meio de cultura (PDA), resultando em uma concentracao final
de 10% (v/v). Volumes superiores do extrato, nas concentragdes de 15% e 20% também
apresentaram capacidade de inibi¢do de 100%. A concentracao de 5% do extrato ndo teve

capacidade de inibicdo suficiente (Figura 9).
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Figura 9: A¢do antifungica do extrato de Physalis peruviana contra Botrytis cinerea em diferentes
concentragdes.

Fonte: Autor (2020).

A atividade antifungica do extrato de Physalis peruviana se deve a presenca dos
compostos bioativos presentes na planta e transferidos para o extrato. Na maioria das
vezes, a concentragao dos diferentes compostos presentes nao € suficiente para que um
composto isoladamente exerca atividade antifingica, porém a acdo sinérgica destes
compostos contém capacidade antifungica (PIRES; OLIVEIRA, 2011; RAZZAGHI-
ABYANEH; RAY, 2013).

De acordo com Filippi (2018), os principais compostos identificados por
cromatografia liquida no extrato de Physalis peruviana sao a quercetina, acido
clorogénico, acido cafeico e o acido ferulico. Estes compostos ja possuem atividade
antifingica comprovada por diversos autores e para diversos fungos. O acido clorogénico
possui atividade antifungica comprovada para o Botrytis cinérea, Sclerotinia
sclerotiorum, Fusarium solani, Verticillium dahlia e Cercospora sojina (MARTINEZ et
al., 2017). A quercetina, em conjunto com outros compostos fenolicos, apresentou
resultados promissores na inibi¢do de nove cepas de Botrytis cinerea (PATZKE;
SCHIEBER, 2018). Acido cafeico e 4cido ferfilico estdo presentes no extrato de
Marrubium vulgare L., que possui atividade antifingica comprovada para B. cinérea, P.
ultimum e E. floccosun (REZGUI et al., 2020). Desta forma, sabe-se que os principais

compostos fenolicos presentes no extrato possuem atividade antifingica j& anteriormente
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comprovada para o B. cinerea. Pode-se presumir entdo, que o efeito sinérgico destes
componentes causou a capacidade antifingica do extrato.

Segundo Martinez et al. (2017), os acidos fenolicos e flavonoides podem
promover o rompimento da membrana celular e a disfun¢do das mitocondrias fungicas.
Desta forma, os compostos presentes no extrato podem ter atuado principalmente sobre a
membrana citoplasmatica do fungo. Ainda segundo Zabka e Pavela (2013), a estrutura e
as posi¢des dos grupos funcionais dos compostos presentes no extrato, promovem o
aumento da permeabilizacdo da membrana do fungo, permitindo a dissolu¢do e acumulo

no mesmao.

43 AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO EXTRATO E FILMES
DE AMIDO DE MANDIOCA INCORPORADOS DE EXTRATO

4.3.1 Compostos fenolicos totais e atividade antioxidante

Na Tabela 4 estao os resultados de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante do extrato e dos filmes. Os resultados de fenolicos totais e atividade
antioxidante caracterizam e confirmam o potencial bioativo e funcional do extrato de
Physalis peruviana e dos filmes complementados com o extrato. Os resultados indicam a

presenca de compostos bioativos antioxidantes.

Tabela 4. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante do extrato e filmes adicionados de extrato
de physalis peruviana em diferentes concentracdes.

Amostra Fendlicos totais FRAP DPPH
(mg GAE/g) (umol Trolox /L) (umol Trolox /L)

Extrato (0 dias) 1,850+0,027 131,734+0,406 151,528+0,573
Extrato (1 semana) 0,555+0,018 28.963+0,204 18,555+0,373
Filme 5% de extrato 0,572+0,004¢ 38,958+0,807°¢ 29,964+1,515°¢
Filme 10% de extrato 0,890+0,008° 39,294+0,598° 25,737+0,346°¢
Filme 15% de extrato  0,909+0,009° 64,114+0,479° 40,968+2,097°
Filme 20% de extrato 1,074+0,001? 79,476+0,212% 87,474+1,313

Os resultados expressam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na

significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autor (2020).

mesma coluna diferem
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A concentragao de compostos fendlicos e atividade antioxidante diminuiu de
acordo com o envelhecimento do extrato (Tabela 4). Os possiveis fatores para esta
degradacdo sdo o tempo e a forma de armazenamento, mesmo quando o extrato foi
armazenado congelado. Gennaro et al. (2002) comprovam em sua pesquisa que O
armazenamento caseiro, sendo em ele refrigerador ou congelador, pode reduzir entre 64%
a 73% em compostos fenolicos e até 36% da atividade antioxidante. De acordo com
Tenorio et al. (2017), dentre os compostos presentes nos frutos de Physalis peruviana o
acido ascorbico e o B-caroteno sdo estaveis a tratamento térmico, enquanto os flavonoides
sdo parcialmente degradados.

O teor de compostos fendlicos totais em Physalis peruviana Linnaeus e espécies
semelhantes foram relatados mostrando uma ampla variacao de 0,025 a 9,34 mg GAE/g
de amostra (PUENTE et al., 2011; TENORIO et al., 2016; TENORIO et al., 2017;
NARVAEZ-CUENCA; MATEUS-GOMEZ; RESTREPO-SANCHEZ, 2014). De acordo
com Tendrio et al. (2016) a grande variacdo do conteudo destes compostos pode ser
causada pelo uso de diferentes variedades, cultivares ou ecotipos. Esta quantidade de
compostos fendlicos dos extratos de Physalis peruviana Linnaeus se mostram muito
parecidos com o que ¢ relatado para o abacaxi (0,56 a 1,93 mg GAE/g) e ameixa (1,74 a
3,75 mg GAE/g) (TENORIO et al, 2016).

Tendrio et al. (2017) analisou a atividade antioxidante dos frutos de Physalis
peruviana, pelo método DPPH e os resultados foram entre 547,6 pmol Trolox /L e 380,3
umol Trolox /L. Analisando estes dados, sabe-se que a solucdo extratora escolhida ndo
foi capaz de extrair todos os compostos antioxidantes do fruto, porém a solugdo extratora
etanol/agua foi escolhida com base nos dados de extracao de compostos bioativos de erva-
mate, onde a solucdo etanol/agua resulta em extratos com o dobro de atividade
antioxidante que apenas utilizando o etanol como extrator, e em 3,5 mais atividade
antioxidante que utilizando a 4gua como extratora (KNAPP et al., 2017).

A andlise dos filmes com adi¢@o do extrato demostrou que a atividade antioxidante
e concentracao de compostos fendlicos foi mantida pelo filme. J& que no filme com 20%
de extrato a concentragdo de compostos fendlicos é equivalente a 58% da concentragao
do extrato puro. Isto remete que a incorporagdo do extrato em uma matriz como o amido,
pode proteger os compostos bioativos do extrato, evitando a degradagdo. Este mesmo
efeito foi observado por Areco et al. (2019) quando adicionou extrato de alecrim a filmes

de amido, onde a concentracdo de polifendis aumentou significativamente de 4,28 mg
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GAE/g nos filmes com 2,5% de extrato para 16,43 mg GAE/g nos filmes com 10% de
extrato, aumento de 26% da concentragdo de polifenois.

A protecdo destes compostos pelo filme de amido ¢ um efeito positivo, pois desta
forma, prova-se que o extrato tem a¢do por mais tempo quando adicionado a uma matriz
como os filmes de amido, possibilitando a utilizagdo destes como uma embalagem
antifingica e antioxidante em alimentos. A liberagdo de antioxidantes da embalagem
ativa funciona melhor do que a adi¢do direta de antioxidantes aos alimentos (Uranga et
al., 2018). Areco et al. (2019) mostra que em um sistema parcialmente soltivel, como
amido-glicerol, espera-se que os compostos ativos sejam liberados instantaneamente a
medida que a matriz se dissolve ao entrar em contato com a umidade do ar.

Os compostos fenolicos e atividade antioxidante dos filmes deste trabalho foram
analisados em menos de 24 h apds ficarem prontos, um dos motivos para a alta
concentragdo destes compostos bioativos. Porém Areco et al. (2019) afirma que filmes
ativos de amido ndo podem ser usados como um sistema de liberagdo controlada de
compostos fenolicos quando uma grande quantidade de 4dgua estd disponivel, ja que os
compostos tendem a ser liberados mais rapidamente. Esta caracteristica deve ser levada
em consideracdo na escolha do alimento em que se utilizara a embalagem, ja que alguns

requerem uma liberagcdo mais rapida, enquanto em outros, deve ser mais lenta.

44 CARACTERIZACAO DOS FILMES

4.4.1 Avaliacdo macroscopica

A Figura 10 mostra os filmes de amido de mandioca com adi¢do de extrato de
Physalis peruviana em diferentes concentragoes. Os filmes apresentaram-se homogéneos,
maledaveis, com textura aderente, brilhosa com superficie lisa e sem rugas, sem formagao
de bolhas e rachaduras. A coloragdo tornou-se mais intensa conforme aumentou-se a
concentragao de extrato adicionado, tendendo a uma coloracao amarela, caracteristica do
extrato de physalis.

A cor e aparéncia da embalagem pode influenciar na aceitacdo do consumidor. A
cor amarela ¢ caracteristica do extrato, podendo dificultar a avaliagdo do consumidor no
amadurecimento de algumas frutas, que podem ser avaliadas a partir da cor. Mas isto ndo
influencia na transparéncia da embalagem, fator mais importante em embalagens de

alimentos, preferida pelos consumidores para melhor visualizagdo do produto que esta



54

comprando, principalmente se forem alimentos de rapida degradagdo como frutas,

legumes, verduras e produtos carneos.

Figura 10: Imagem dos filmes adicionados de extrato de physalis peruviana em diferentes concentragdes.
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Fonte: Autor (2020).

4.4.2 Avaliacao da cor

Visualmente todos os filmes ficaram transparentes, porém a coloracdo amarela,
proveniente do extrato de Physalis peruviana, aumenta nos filmes com maior
concentracdo de extrato. Mehdizadeh et al. (2020) demonstra que os aditivos podem
alterar a cor original ligando-se a composicao estrutural dos filmes e a cor ¢ diretamente
afetada pelo tipo e concentragdo de extratos. Este aumento na coloragdo amarela dos

filmes pode ser visto pelo aumento de b*, que indica esta coloracao (Tabela 5).

Tabela 5: Perfil colorimétrico dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em diferentes

concentragdes.
Extrato! L* a* b* C*
Controle 91,69+0,782 -0,93+0,01° 0,30+0,09¢ 0,98+0,03¢
5% de extrato  89,37+0,12% -2,17+0,06 9,69+0,28° 9,93+0,29%
10% de extrato 87,310,728 -2,36%0,09? 21,70+2,23%  21,83+2,21°
15% de extrato ~ 82,09+2,95% 0,06+1,45% 27,93+1,21°  27,98+1,23°
20% de extrato 83,731,484 -0,84+0,49? 38,73+3,33* 38,753,317

'Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autor (2020).
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A luminosidade (L*) diminui com o aumento da concentracdo de extrato nas
amostras, porém esta diferenga ndo tem significancia (p>0,05) até a concentragdo de 15%
de extrato nos filmes. Avaliando os valores de L* e C* pode-se definir que conforme o
aumento da concentragdo de extrato os filmes tém uma coloracao mais viva, mantendo a
caracteristica de tons claros. O parametro de cor a*, que indica a coloragdo
verde/vermelho, ndo teve variagdo significativa.

Realizando uma comparagdo entre a diferenca de cor (AE*ab) e tonalidade (AH)
dos filmes com adi¢do de extrato e o filme controle, nota-se que ambas sdo crescentes, de

acordo com a concentracao de extrato adicionada (Tabela 6).

Tabela 6: Diferenca de cor ¢ tonalidade dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em
diferentes concentragdes.

Extrato Diferenga de cor (AE*ab)  Diferenca de tonalidade (AH)
5% de extrato 9,77+0,50¢ 3,10+0,24¢
10% de extrato 21,90+2,08 5,014+0,15¢
15% de extrato 29,51+2,43b 6,17+0,56%
20% de extrato 39,29+3,76 7,15+0,70%

Os resultados expressam a média + desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autor (2020).

A partir da analise do AE*ab observa-se uma grande diferenca de cor, porém para
compreender a diferenca entre as cores, pode-se analisar os valores de chroma (C*), que
quanto maiores, mais saturada sera a coloragdo. Outra forma de compreender de que
forma ha uma grande diferenca de cor ¢ pela diferenca de tonalidade (AH). O valor de AH
aumenta com o aumento da concentracdo de extrato, isto indica que as amostras estdo
ficando mais proximas do eixo +b*, ou seja, mais amarelas.

A opacidade dos filmes estd demonstrada na Figura 11. Nao houve diferenca
estatistica significativa (p>0,05) entre a opacidade do filme controle comparada aos
filmes com adi¢do de extrato. Para embalagens de alimentos a alta opacidade s6 ¢
interessante para alguns tipos de alimentos, portanto estes filmes com baixa opacidade
atendem os critérios de embalagens para frutas, por exemplo. Desta forma, apesar da

embalagem apresentar coloragdo amarelada, isso ndo afetou sua transparéncia.
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Figura 11: Opacidade dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em diferentes
concentragdes.
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Letras iguais sdo iguais estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Autor (2020).

4.4.3 Propriedades mecanicas

As curvas de tensao x deformagao dos filmes com adi¢ao de extrato de Physalis
peruviana demonstraram uma diminui¢ao da resisténcia a tracdo nos filmes com
concentracdo de extrato superior a 10% (Figura 12). De acordo com Hernandez et al.
(2017) a adigdo de extratos de plantas, como o extrato de alecrim, também diminuiu a
resisténcia a tracao dos filmes de amido de mandioca. Este comportamento pode ocorrer
devido ao enfraquecimento das interagdes glicerol-amido na presenga do extrato
(HERNANDEZ et al., 2017), um fator que reforca esta explicacdo € que os filmes deste
trabalho tiveram uma reducdo na quantidade de glicerol. Percebe-se entdo, que embora
inicialmente o actcar presente no extrato fosse suficiente como plastificante dos filmes,
a resisténcia diminui.

Assim, a direcdo e o estagio das mudangas de resisténcia podem depender da
origem dos extratos que contém uma composi¢do diversificada de compostos

polifenolicos com capacidade diferente de interagir com polimeros, bem como de sua



57

concentragdo na solucdo formadora de filme. Guidi et al. (2020), também descreveu a

diminuicao da resisténcia de filmes de amido com adi¢ao de extrato naturais.

Figura 12: Resisténcia a tragdo dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em diferentes
concentragdes.
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Letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Autor (2020).

O filme com adi¢do de 5% de extrato se mostrou o menos elastico em comparagao
aos filmes com adi¢cdo de extrato (Figura 13), enquanto que o filme controle e os com
adi¢do de 10%, 15% e 20% demostraram a mesma elasticidade (p>0,05). Comparando os
resultados de resisténcia e elongagdo, pode-se perceber que os filmes com maior
resisténcia sdo os menos elasticos, resultados também encontrados por Caetano et al.
(2018), no estudo da incorporagdo do 6leo essencial de orégano em filmes de amido de

mandioca.
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Figura 13: Elongamento dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em diferentes
concentragdes.
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Letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
Autor (2020).

A alteracao na quantidade de glicerol torna a matriz menos densa e, quando a
tensao € aplicada, o movimento das cadeias poliméricas € facilitado devido as interagdes
fracas entre as cadeias de amido na matriz do filme (CAETANO et al., 2018). A partir da
concentracdo de 10%, o extrato parece atuar como plastificante mais eficiente,
melhorando a mobilidade molecular das cadeias poliméricas.

Saberi et al. (2017) avaliou a substituicdo do glicerol por diversos produtos,
inclusive frutose e glicose, e verificou que a mudanga de substancias plastificantes
diminuiu a resisténcia a tracdo, aumentou a elasticidade e diminuiu o mddulo de
elasticidade, comprovando os eventos deste trabalho.

Quanto ao filme com 5% de extrato, sugere-se que nesta concentragcdo, a maior
resisténcia e menor flexibilidade sdo devidas a maior concentragdo de glicerol na amostra,
sabendo que o glicerol ¢ um forte plastificante. A presenga de plastificantes como o
agucar, presente no extrato, torna os filmes mais flexiveis, sendo que a resisténcia a tragao
diminui ¢ o elongamento até a ruptura aumenta (RIBBA et al., 2017). Este
comportamento também pode ser resultado da presenca de compostos fendlicos que
atuam como plastificantes (JARAMILLO et al., 2015, 2016).

Quanto maior o modulo, maior serd a rigidez dos filmes. De acordo com a Figura

14, 0o modulo de Young reduziu com o aumento da concentragdo de extrato.
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Figura 14: Mdédulo de Young dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em diferentes
concentragdes.
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Letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
Autor (2020).

Relata-se que a incorporagao de polifendis no filme de amido pode interromper a
formacgdo da grade de amido, enfraquecendo a ligacao intermolecular do hidrogénio,
dificultando as interagdes de cadeia polimero-polimero e fornecendo os dominios
flexiveis dentro dos filmes (SUN et al.,, 2017), resultando propriedades mecanicas

diminuidas, porém mais elastico.

4.4.4 Espessura, permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) e solubilidade

A adicao de extrato de physalis ndao influenciou significativamente (p>0,05) a
espessura dos filmes (Tabela 7). Esta caracteristica pode estar relacionada a quantidade
de glicerol ter diminuido proporcionalmente ao aumento da concentragao de extrato, ndo
aumentando o teor de sélidos no final da formulacao dos filmes. Liu et al. (2019) e Musso,
Salgado e Mauri (2019) também relataram que a espessura dos filmes nao ¢ afetada pela

adi¢ao de extratos de plantas.
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Tabela 7: Avaliag@o da espessura, permeabilidade ao vapor d'agua (PVA) e solubilidade dos filmes

adicionados de extrato de Physalis peruviana em diferentes concentracdes.

PVA (gmm.d ! .m 2

Extrato (v/v)! Espessura (mm) Solubilidade (%)
kPa )

Controle 0,095+0,008* 6,73+0,43? 58,87+0,71*
5% de extrato 0,149+0,046? 5,95+0,15% 33,43+0,97¢
10% de extrato 0,129+0,034° 3,91+0,14% 36,30+0,38°
15% de extrato 0,142+0,015* 4,31+0,17° 41,22+0,84°
20% de extrato 0,158+0,025% 3,37+0,13°¢ 41,84+0,38°

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autor (2020).

A permeabilidade ao vapor d’agua e a solubilidade diminuiram significativamente
(p<0,05) com a adicao do extrato de physalis, porém a PVA ocorreu a partir da adicao de
10% de extrato, resultando na diminui¢do da permeabilidade de acordo com o aumento
da concentracdo de extrato. A solubilidade e a permeabilidade sdo caracteristicas que
geralmente influenciam uma a outra, pois tem relagdo com a interagdo dos filmes com a
agua.

Inicialmente os valores menores nestas caracteristicas em relacdo ao filme
controle, se devem a diminui¢ao da concentracao de glicerol. De acordo com Caetano et
al. (2018), o glicerol ¢ um composto altamente higroscopico e a substituicao dele por
extratos de plantas reduz a absor¢do de agua pelos filmes, pois estas substancias sdo
misturas complexas e geralmente hidrofobicas. Além disso, estudos realizados por Saberi
et al. (2017) substituindo o glicerol por agucares monossacarideos e dissacarideos, afirma
que a formacao de ligagdes de hidrogénio entre as moléculas de dgua e os grupos hidroxila
expostos de amilose e amilopectina leva ao inchaco e a solubilidade dos granulos. A
solubilidade e o poder de inchamento do amido sdo um sinal do grau de interagdes das
cadeias de amido nas areas cristalina e amorfa. Os agucares reduziram a solubilidade ¢ a
permeabilidade ao vapor d’agua, formando ligagdes cruzadas (pontes de agucar) entre
cadeias de amido nas regides amorfas dos granulos de amido estabilizando essas regioes.

Estatisticamente (p<0,05) o filme com menor solubilidade ¢ o com 5% de extrato,
porém mesmo aqueles com maior concentragdo de extrato resultaram em uma diminui¢ao
de 30% na solubilidade do filme, em relacdo ao filme controle. Outra possivel causa para
a diminuicao da permeabilidade e solubilidade dos filmes esta relacionada aos polifenois

provenientes do extrato de Physalis peruviana, que podem interagir com a matriz de
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filmes a base de polissacarideos por meio de ligacdes de hidrogénio e interagdes
eletrostaticas, aumentando assim as propriedades mecanicas de elasticidade e de barreira
dos filmes (LIU et al., 2019).

Khan et al. (2012) enfatizam que o vapor de 4gua tem maior probabilidade de se
difundir através das regioes amorfas da matriz do filme. Assim, a diminui¢ao da
permeabilidade e solubilidade dos filmes incorporados com extrato também foi

relacionada a diminui¢do das regides amorfas.

4.4.5 Propriedades morfologicas

As micrografias transversais dos filmes com diferentes concentragdes de extrato
sdo mostradas na Figura 15. As se¢des transversais dos filmes sdo lisas e uniformes, sem
rachaduras ou poros visiveis, indicando que os componentes filmogénicos foram
homogeneamente misturados e compativeis entre si. Tem-se a hipotese de que os
polifenois do extrato de physalis poderiam interagir com o amido através de ligagdes de
hidrogénio, produzindo uma rede compacta e densa (Zhang et al., 2010). As densas
estruturas internas dos filmes foram benéficas para melhorar suas propriedades mecanicas

¢ de barreira.

Figura 15: Morfologia da segdo transversal dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em
diferentes concentragoes.

Fonte: Autor (2020).
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Um filme com uma superficie homogénea ¢ considerado um forte indicador de
integridade estrutural, ressaltando as propriedades mecanicas e os mecanismos de
barreira. De acordo com Cordoba et al. (2017), este resultado mostra que houve boa

dispersdo das particulas do extrato, formando uma estrutura homogénea.

4.4.6 Espectroscopia no infravermelho com transformada por Fourier (FTIR)

A fim de detectar a intensidade de absor¢ao dos grupos funcionais dos filmes com
adicao de extrato de P. peruviana, foi realizada a analise FT-IR e os espectros resultantes

podem ser vistos na Figura 16.

Figura 16: Espectro FTIR dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em diferentes

concentragdes.
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Fonte: Autor (2020).

Os espectros indicam que a adi¢do do extrato resultou em duas novas bandas na
regido entre 1500 a 1750 cm™'. As demais bandas identificadas sdo relatadas como tipicas
para filmes de amido de mandioca. Na Tabela 8 estdo os dados relatados por Coérdoba et
al. (2017) e Hernandez et al. (2017) em seus estudos, para filmes de amido de mandioca

com adi¢do de extratos vegetais.
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Tabela 8: Espectros e ligagdes identificadas no FTIR dos filmes adicionados de extrato de Physalis
peruviana em diferentes concentragdes.

Espectro (cm™) Ligacao
C-O0
800-1000 CH,
C-0-C
1000-1200 C-O-H
C-OH
1250 C-O0
1400 C-H
1500-1600 Compostos fendlicos
1700-1750 C=0 (acidos carboxilicos)
2900 C-H
3330 O-H

Fonte: Cordoba et al. (2017); Hernandez et al. (2017); modificagdes do Autor (2020).

Pode-se perceber que todos os filmes mostraram as bandas caracteristicas de
amido a 3300 cm™ e 2900 cm™. Os espectros dos filmes com adi¢do de extrato, mesmo
naquele com apenas 5% de extrato, mostraram bandas correspondentes ao alongamento
dos anéis aromaticos devido a presenca de compostos fenolicos do extrato de physalis
entre 1500 a 1600 cm™ e outros sinais entre 1700 a 1750 cm™! atribuidos a presenca de
acidos carboxilicos (HERNANDEZ et al., 2017).

Desta forma, pode-se afirmar que houve intera¢do entre o material do filme e o
extrato adicionado, mesmo que em pequena quantidade. De acordo com Zhao et al. (2018)
a evidéncia desta interagdo dos compostos bioativos do extrato com os filmes produzidos
com amido de mandioca, faz com que possivelmente estes filmes atuem como
transportadores de antioxidantes, consequentemente em substancias antifingicas.

Quando hé interagdo entre os materiais, pode-se sugerir que da mesma forma que
o extrato possui atividade antifungica, os filmes também podem apresentar, resultando

em um filme bioativo que atua no combate ao Botrytis cinerea.

4.4.7 Analise termogravimétrica

As curvas da analise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica
(DTA) estdo apresentados nas Figuras 17 e 18. A degradacao térmica dos filmes de amido
de mandioca controle seguiu o padrao descrito na literatura tipica de filmes de amido

plastificados com glicerol. Perda de massa inicial entre 50 e 150 °C, atribuido a perda de
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agua. O evento de perda de massa entre 200 e 255 °C pode ser atribuido a decomposigao
da fase rica em glicerol. Nas temperaturas superiores a 255 °C ocorre a degradagao do

amido (Cordoba et al., 2017).

Figura 17: Analise termogravimétrica dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em
diferentes concentragoes.
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Figura 18: Derivada da analise termogravimétrica dos filmes adicionados de extrato de Physalis
peruviana em diferentes concentracgdes.
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A degradacdo térmica do amido ¢ a mais visivel e aparece em todos os filmes,
aproximadamente aos 300 °C. Porém conforme ocorre a adi¢do de extrato aparecem
outros eventos de degradacdo, que ficam mais visiveis conforme aumenta-se a
concentragdo do extrato. Na Tabela 9 estdo apresentadas as temperaturas de degradacao

térmica dos filmes.
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Tabela 9: Temperaturas e compostos degradados na analise termogravimétrica dos filmes adicionados de
extrato de Physalis peruviana em diferentes concentracdes.

Filme Temperatura (°C) Degradagao
47-110 Agua
Controle 170-220 Glicerol
300-350 Amido
47-110 Agua
280-340 Amido
120-140 Agua
170-210 Compostos do extrato
10% de extrato 210-260 Acgucares
260-320 Amido
110- 140 Agua
170-210 Compostos do extrato
15% de extrato 210-260 Aglicares
265-320 Amido
120-140 Agua
270-320 Amido

Fonte: Guo et al. (2020); Autor (2020).

Analisando a Figura 19, pode-se perceber que nas amostras de filmes com a adi¢ao
a partir de 10% de extrato a temperatura de inicio de degradagdo da dgua ¢ mais elevada.
Pode-se considerar que os compostos do extrato interagiram fortemente com o material
do filme, alterando assim a temperatura de ebulicdo da agua adsorvida. Isso ocorre pois
ha formacao de ligagdes de hidrogénio entre substancias fendlicas do extrato com o amido

de mandioca (ZHANG; LI; JIANG, 2019).
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Figura 19: Analise termogravimétrica e derivada dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana
em diferentes concentragdes.
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Fonte: Autor (2020).

Entre 170°C e 210°C determina-se como sendo a degradacdo dos compostos do
extrato, ja que a concentragdo de glicerol ¢ baixa nestas amostras. De acordo com
Hernandez et al. (2017), esta temperatura de degradagao de compostos fenolicos ¢ alta,
por isso, pode-se considerar que o extrato de Physalis ¢ estavel a altas temperaturas,
quando incorporado a filmes de amido de mandioca.

Os filmes mostraram uma tendéncia de diminui¢do da temperatura inicial de
degradacao do amido. Assim, pode-se deduzir que a incorporagao do extrato aos filmes
tornou-os menos estaveis termicamente. Isso pode acontecer devido a interagao dos
compostos fendlicos do extrato com o material do filme (KONERU;
DHARMALINGAN; ANANDALASKSMI, 2020), principalmente provocando
alteragdes na conformagio do polimero de amido (CORDOBA et al., 2017). A quantidade
de agucares presente no extrato de Physalis também pode ter interferido para a diminui¢ao
da estabilidade térmica do amido, pois de acordo com Gao et al. (2019), a glicose, frutose
e sacarose, interagem diretamente com o amido, rompendo liga¢des de hidrogénio.

Embora a estabilidade térmica dos filmes tenha diminuido, ainda possui
estabilidade térmica superior que filmes obtidos com outros polimeros naturais, tais como
de gelatina e quitosana, com degradagao aproximada em 250 °C (ANDRETTA et al.,
2019), demonstrando que o amido incorporado de extrato de phusalis ainda € uma boa

opcdo para embalagens de alimentos.

1873

Derivative Weight % (%min) — =
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5 CONCLUSAO

O extrato de Physalis peruviana apresentou concentragdes de compostos fendlicos
e atividade antioxidante suficientes para uma inibicao de 100% do fungo Botrytis cinerea,
a partir de uma concentracdo minima de 10% de extrato. Os resultados do teor de
compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante dos filmes demostraram que eles
mantém o0s compostos presentes no extrato, possibilitando a sua utilizacdo como
embalagem ativa.

Os filmes elaborados com extrato de Physalis peruviana apresentaram boa
homogeneidade e maleabilidade. O aumento da concentragdo de extrato modificou a cor,
aumentou a elasticidade, diminuiu a resisténcia tracdo, a solubilidade, permeabilidade ao
vapor d’agua e a temperatura de degradacdo térmica. A atividade antioxidante, redugdo
da solubilidade e da permeabilidade ao vapor d’agua sdo caracteristicas significativas
para embalagens ativas, pois os filmes devem proteger os alimentos da oxidagdo e
degradacao.

A partir destes resultados € possivel afirmar que os filmes de amido de mandioca
com extrato de Physalis peruviana podem ser utilizados como uma embalagem ativa para
morangos, pois o extrato presente nos filmes tem atividade antiflingica comprovada

contra o Botrytis cinerea, principal fitopatogeno pré e pds-colheita do morango.
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RESUMO

A Physalis peruviana Linnaeus ¢ considerada um alimento funcional natural devido aos
seus compostos bioativos, como acidos fenolicos, flavonoides, capacidade antioxidante e
sais minerais. O uso de compostos bioativos extraidos de plantas pode promover efeitos
a satde, bem como aumentar a vida 1til de alimentos, visto que muitos destes compostos
também atuam como antimicrobianos e antifingicos. Desta forma, podem ser substitutos
aos antifiingicos sintéticos e também inseridos em embalagens bioativas, a fim de que
estes compostos interajam com o alimento retardando a degradagao e prolongando a vida
util do alimento. Desta forma, objetivou-se elaborar filmes de amido de mandioca
aplicando extrato hidroalcoolico de Physalis peruviana em diferentes concentragdes e
caracterizando-os. Testes antifungicos utilizando o extrato de Physalis foram realizados
e obteve-se a comprovagao da atividade antifingica do extrato frente ao Botrytis cinerea,
a partir de uma concentracdo de 10% de extrato. Filmes de amido de mandioca foram
preparados com adicdo de 5%, 10%, 15% e 20% de extrato de Physalis, com uma
correcdo na concentragdo de glicerol (plastificante), conforme aumentava-se a
concentracdo de extrato, diminuia-se a concentracao de glicerol. A caracterizagdo dos
filmes ocorreu por meio da andlise de espessura, cor e opacidade, permeabilidade ao
vapor d’agua, solubilidade, propriedades mecanicas (resisténcia a tragdo, percentual de
elongacdo e modulo de Young), compostos fenolicos, atividade antioxidante (FRAP e
DPPH), propriedades morfolégicas (MEV), Espectroscopia no infravermelho com
transformada por Fourier (FTIR) e termogravimetria. Verificou-se que a adigdo de extrato
diminuiu a permeabilidade ao vapor d’agua e a solubilidade. Os filmes apresentaram
redugdo da resisténcia a tragdo e aumento no percentual de elongamento, determinando
que o extrato promoveu um efeito plastificante aos filmes. A anélise termogravimétrica
comprovou a interagdo dos componentes do extrato com o material do filme de amido,
alterando a temperatura de degradagdo dos compostos. Os objetivos para o
desenvolvimento e caracterizacdo dos filmes propostos foram atingidos, sendo
observadas caracteristicas positivas para a elaboracdo de filmes biodegradéaveis ativos
com aplicagdo do extrato de Physalis peruviana.

Palavras-chave: Physalis peruviana; Filmes bioativos; Extratos de plantas.
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1. Introducao

Os polimeros baseados em petroquimicos sdo comumente utilizados em
embalagens de alimentos devido ao baixo custo e a facil fabricacdo. No entanto, esses
materiais induziram graves problemas ambientais através de residuos de plastico, devido
ao seu tempo de degradagao muito longo na natureza (NGUYEN et al., 2020). Atualmente
a popula¢do e as industrias possuem um interesse consideravel na utilizacdo de polimeros
naturais para embalagens de alimentos. Estes polimeros naturais aparecem como uma
alternativa aos plasticos ndo biodegradéaveis, mas também devido a possibilidade de obter
materiais de embalagens bioativos.

O papel da embalagem nos alimentos ¢ proteger o alimento e reduzir a
deterioragdo do mesmo, que pode ser a partir de fatores quimicos ou biologicos. A
embalagem ativa interage com o alimento e/ou seu ambiente para prolongar sua vida util.
Estas embalagens podem ter diversos propositos, como antibacterianas (NGUYEN et al.,
2020), antifingicas (XU et al., 2020), antioxidantes e indicadoras de pH (SUN et al.,
2019). Os compostos bioativos utilizados nestas embalagens podem ser extraidos de
muitas origens vegetais como a erva-cidreira, poejo, lavanda, anis, noz-moscada, cravo,
canela e hortela (KHAYYAT; ROSELIN, 2018). Estas formulagdes a base de plantas
para intervencdo do crescimento fingico, vém ganhando reconhecimento mundial, pois
sdo biodegradaveis e reconhecidas como alternativas mais sustentaveis e ecologicamente
corretas aos pesticidas sintéticos. A utilizacdo de agrotoxicos ¢ cada vez mais criticada
por diversos pesquisadores, o que reflete diretamente na escolha dos consumidores
(DWIVEDY et al., 2016).

Um dos fungos mais problematicos quanto a resisténcia a agrotoxicos ¢ o Botrytis
cinerea, fungo causador da podridao cinzenta, mundialmente conhecida como a doenca
mais devastadora do morango, pois ocorre em qualquer parte do mundo. Além do
morango, ocorre em multiplas hospedeiras, podendo atingir mais de 1.000 familias de
plantas, entre frutos e flores ornamentais.

Diversas plantas bioativas e seus extratos ou 6leos essenciais sdo estudados no
controle microbiano e antifingico. Uma destas plantas ¢ a Physalis peruviana Linnaeus,
que ja apresenta propriedade antioxidante, antimicrobiana e antifingica comprovada em
estudos na Colombia, Peru, Chile e Brasil, que se aprofundaram desde 2010. A Physalis
peruviana Linnaeus ¢ uma planta nativa da regido dos Andes na América do Sul, com
alto potencial de crescimento e baixa exigéncia de adubagdo, considerada como alimento
funcional natural devido aos seus componentes bioativos (PUENTE et al, 2011).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi comprovar a capacidade antifingica
do extrato de Physalis peruviana frente ao fungo Botrytis cinerea.; desenvolver um filme
bioativo a base de amido de mandioca adicionando o extrato de Physalis peruviana, e;
avaliar quais as mudancas em relagdo a estrutura, resisténcia, permeabilidade,
solubilidade, ligacdes quimicas e cor da adicdo do extrato nos filmes. Para contribuir no
desenvolvimento de embalagens bioativas para morangos e, talvez outros alimentos,
através da insercao do extrato de Physalis em filmes produzidos a partir de amido de
mandioca.

2. Material e métodos

Os frutos da espécie Physalis peruviana Linnaeus foram adquiridos do Instituto
Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul (IFRS) — Campus
Sertdo, RS e da agroindustria Italbras — Vacaria, RS. Apo6s a colheita manual, o
acondicionamento e o transporte dos frutos foram realizados em caixas isotérmicas, onde
as amostras encontravam-se congeladas no dia seguinte ap6s a coleta. O amido de
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mandioca foi adquirido no comercio local. Todos os reagentes utilizados foram de grau
analitico.

2.1 Extrato hidroalcodlico

Os frutos foram previamente liofilizados ¢ moidos. A amostra foi adicionada a
solugdo extratora agua:etanol (40:60 v/v) na proporcao 1:10 e transferidos para banho de
ultrassom (Eco-Sonics, Q 5.9, Brasil, 40 kHz), sem aquecimento, por duas horas. O
extrato foi filtrado e rotaevaporador a 60 °C, por aproximadamente 1 h (FILIPPI, 2018).
O extrato final foi armazenado em frasco ambar e utilizado dentro de 24 °C.

Foram realizadas determinacdes de compostos fendlicos totais, metodologia descrita
por Sousa e Correia (2012), atividade antioxidante pelo potencial redutor férrico (FRAP)
pela metodologia de Benzie e Strain (1996) com modificagdes de Arnous et al. (2002) e
atividade antioxidante pela eliminacdo de radicais livres de DPPH (1,2-difenil-1-picril-
hidrazil), método de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).

2.2 Teste da acao antifungica do extrato

A avaliagdo da agdo antifingica do extrato de Physalis peruviana Linnaeus foi
realizada a partir de testes in vitro no fungo Botrytis cinerea.

O repique do Botrytis cinerea foi realizado através da adicdo de um disco de
micélio de 7 mm no centro de cada placa. Apds o periodo de incubagdo as placas sdo
armazenadas sob refrigeragdo. O meio de cultura utilizado ¢ PDA (do inglés Potato
Dextrose Agar). O repique do fungo ¢ realizado com 15 dias de antecedéncia a realizacao
dos testes in vitro.

Os testes foram realizados em quintuplicata. O experimento consiste de 5
tratamentos, sendo tratamento 1: controle negativo; tratamentos 2: adicdo de 5% de
extrato; tratamento 3: adicao de 10% de extrato; tratamento 4: adi¢ao de 15% de extrato
e tratamento 5: adi¢do de 20% de extrato de Physalis peruviana incorporado ao meio de
cultura, de acordo com o método Poisoned Food relatado por Balouiri; Sadiki; Ibnsouda
(2016). As placas permaneceram em DBO por 15 dias em temperatura controlada de 25
°C e fotoperiodo de 12 horas.

A concentracdo inibitéria minima foi determinada como em Gasca et al. (2020),
onde a menor concentragao de extrato utilizada que inibiu totalmente o crescimento
fingico ¢ a concentragdo inibitoéria minima (CIM).

2.3 Filmes bioativos

Para a produg¢do dos filmes foram utilizados 3 g de amido de mandioca em 100
mL de agua destilada e 30% de glicerol em relagdo a quantidade de amido. Esta mistura
deve ficar sob agitagdo e em aquecimento em banho-maria a 90 °C por 15 min. Apos o
tempo determinado, a 20 g da solugdo filmogénica foi dispersa em placas de petri de
acrilico e secas em estufa a 40 °C, com circulacdo de ar, durante aproximadamente 24 h.

Para elaboracdo dos filmes bioativos o extrato foi adicionado em diferentes
concentragdes de em relagdo ao volume total de solugcdo produzida. Para isso, a
quantidade de glicerol foi reduzida proporcional a quantidade de extrato adicionado.
Assim, o extrato foi adicionado nas concentra¢des de 0%, 5%, 10%, 15% e 20% (v/v), o
glicerol foi reduzido em 0%, 25%, 50%, 75% e 100%, respectivamente. Em filmes com
adicao de 20% de extrato em relagdo ao volume total de solu¢ao de amido produzida ndo
foi necessaria a adi¢ao de glicerol, portanto 0% de glicerol adicionado. Para os préximos
foi seguida a sequéncia em porcentagens de adi¢do de glicerol: 75% da quantidade de
glicerol total que deveria adicionado para 5% de extrato, 50% de glicerol para 10% de
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extrato e 25% de glicerol para 15% de extrato. Os filmes foram armazenados em ambiente
com umidade relativa controlada em 53% a 25 °C, por 48 h antes de cada analise.

2.4 Compostos fendlicos e atividade antioxidante dos filmes

O extrato presente nos filmes foi extraido pela adi¢cdo do filme em solucdo de
agua:etanol na proporcao de 1:1, em agitacdo durante 24 h. Apds, a solugdo foi filtrada e
realizada a determinacao de compostos fendlicos totais, metodologia descrita por Sousa
e Correia (2012), atividade antioxidante pelo potencial redutor férrico (FRAP) pela
metodologia de Benzie e Strain (1996) com modificacdes de Arnous et al. (2002) e
atividade antioxidante pela eliminacdo de radicais livres de DPPH (1,2-difenil-1-picril-
hidrazil), método de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).

2.5 Espessura e propriedades mecéanicas dos filmes

A espessura dos filmes foi avaliada com auxilio de um microémetro externo digital
(Digimess, 110.284 new) pela medigdo de diversos pontos em toda a area do filme.

A resisténcia a tragdo e a porcentagem de elongacdo na ruptura foi determinada
utilizando o texturdmetro (TA.XT plus Texture Analyser). A andlise foi realizada em
triplicata, sendo o equipamento operando com separagdo inicial de garras de 40 mm e
velocidade do teste de 0,8 mm.s "\. As amostras sio em tamanho padronizado, de 80x25
mm. A resisténcia a tragao foi determinada pelo ponto de tensao maximo da curva tensao-
deformacdo. O elongamento foi determinado pela diferenca entre a distancia inicial até o
filme se romper. O modulo de Young foi calculado a partir da inclina¢do da por¢ao linear
inicial da curva tensdo-deformag¢do (BIDUSKI et al., 2017).

2.6 Solubilidade dos filmes

Amostras foram cortadas com didmetro de 20 mm e foram secas a 105 °C por 24
h para determinar o peso seco inicial. Apds a pesagem, as amostras foram imersas em 50
mL de dgua destilada e mantidas sob agitacao por 24 h a 25 °C. Decorrido este tempo, as
amostras foram removidas do recipiente com agua e secas a 105 °C durante 24 h para
determinagdo de seu peso seco final (Cuq et al., 1997). A solubilidade foi calculada
conforme a Equagao 1:

Solubilidade (%) =

(massainicial _massafinal)

%x 100 Eq. (1)

massQinicial

2.7 Permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes

A taxa de transmissdo de vapor (TVA) foi determinada através de regressdo linear,
utilizando como dados o tempo e as pesagens que ocorreram no periodo especificado, de
acordo com metodologia ASTM E96-00 com modificagdes, conforme as Equacdes 2 e 3:

G

= T Eq. (2)
Sendo:
Tva: taxa de transmissdo de vapor de 4gua (g.d ' .m 2);
G: variacdo de massa da célula de medida (g);
t: tempo transcorrido (dias - 1);
A: area superficial de transferéncia de massa do filme (m?).

Posteriormente foi determinada a permeabilidade ao vapor de dgua (PVA), de

acordo com a Equagao:
Tva XX
Pva = m Eq- (3)

Sendo:
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Pva: permeabilidade ao vapor de 4gua do filme (gz.mm.d "' .m 2 kPa');

X: espessura do filme (mm);

S: pressao de vapor (kPa) a 20°C;

R1 e R2: umidades relativas da camara de teste (75%) e do interior da célula de medigao
(0%), respectivamente.

2.8 Cor e opacidade dos filmes

A andlise da cor e opacidade dos filmes foi determinada usando o colorimetro
(Colorquest I1I, Hunterlab). Os parametros de cor L* (preto/branco) e as coordenadas de
cromaticidade a* (verde/vermelho) e b*(azul/amarelo) foram determinados. Para
determinag¢do da opacidade dos filmes foi calculada a relacao entre a opacidade do filme
sobreposto ao padrdo preto e ao padrdo branco segundo metodologia proposta por
Hunterlab (1997). Os valores de opacidade foram calculados de acordo com a seguinte
Equacdo 4.
Opacidade = Z—Z x 100 Eq. (4)
Onde:
Op: opacidade contra um fundo preto;
Ob: opacidade contra um fundo branco.

A diferenga de cor (AE*) foi calculada com a equagao 5:

AE * ab = /(AL #)2 + (Aa )% + (Ab *)2 Eq. (5)
A diferencga de tonalidade (AH*) entre os filmes serd medida através das seguintes

equacoes 6 ¢ 7:

Chroma C * = /(a %)% + (b *)2 Eq. (6)

AH *= \/(AE ¥)2 — (AL %)2 — (AC *)2 Eq. (7)

2.9 Morfologia dos filmes

As propriedades morfologicas do filme de amido de mandioca e incorporados de
extrato de Physalis peruviana foram analisadas por microscopia eletronica de varredura
(modelo VEG3 LM, marca Shimadzu, Japdo). As amostras foram colocadas em stub e
metalizadas com ouro.

2.10 Espectroscopia no infravermelho com transformada por Fourier (FTIR-ATR)

Os espectros de FTIR dos filmes foram estudados usando espectrometro de
infravermelho equipado com acessorio de refletancia total atenuada (ATR) (modelo Cary
630, Argilent Technologies, EUA). As medigdes espectrais foram realizadas no modo de
absorbancia. Cada espectro foi registrado na faixa de 650 a 4000 cm™, com 48 varreduras

completas com uma resolugdo de 4 cm-'.

2.11 Analise termogravimétrica dos filmes

As andlises de TGA dos filmes foram realizadas em analisador termogravimétrico
PerkinElmer (modelo STA 6000, PerkinElmer, EUA). A temperatura programada foi de
50°C até 700°C, aumentando 10°C/min, nitrogénio 15 mL/min.

2.12 Analise estatistica

As determinagdes foram realizadas no minimo em triplicata, e a média e desvio
padrdo foi reportado. O software Statistica 7.0 (Stasoft, EUA) foi utilizado para calcular
a analise de variancia (ANOVA). O teste de Tukey foi utilizado para determinar as
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diferencas entre as propriedades dos filmes e do extrato em um nivel de confianga de
95%.

3. Resultados e discussao

3.1 Acdo antifingica do extrato

O crescimento micelial foi inibido em 100% quando o volume de 2,5 mL do
extrato foi incorporado ao meio de cultura (PDA), resultando em uma concentracao final
de 10% (v/v). Volumes superiores do extrato, nas concentracdes de 15% e 20% também
apresentaram capacidade de inibicdo de 100%. A concentracao de 5% do extrato ndo teve
capacidade de inibic¢do suficiente (Figura 1).

Figura 1: A¢do antifungica do extrato de Physalis peruviana contra Botrytis cinerea em diferentes
concentragoes.

W 20%
Fonte: Autor (2020).

A atividade antifungica do extrato de Physalis peruviana se deve a presenca dos
compostos bioativos presentes na planta e transferidos para o extrato. Na maioria das
vezes, a concentragao dos diferentes compostos presentes ndo ¢ suficiente para que um
composto isoladamente exerca atividade antifungica, porém a acdo sinérgica destes
compostos contém capacidade antifungica (PIRES; OLIVEIRA, 2011; RAZZAGHI-
ABYANEH; RAY, 2013).

Segundo Martinez et al. (2017), os &cidos fenolicos e flavonoides podem
promover o rompimento da membrana celular e a disfun¢do das mitocondrias fungicas,
desta forma os compostos identificados no extrato podem ter atuado principalmente sobre
a membrana citoplasmatica do fungo. Ainda segundo Zabka e Pavela (2013), a estrutura
e as posigoes dos grupos funcionais dos compostos presentes no extrato, promovem o
aumento da permeabiliza¢do da membrana do fungo, permitindo a dissolugdo e acimulo
no mesmo.

3.2 Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

Os resultados de fenodlicos totais e atividade antioxidante caracterizam e
confirmam o potencial bioativo e funcional do extrato de Physalis peruviana e dos filmes
complementados com o extrato. Os resultados indicam a presenga de compostos bioativos
antioxidantes.
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Tabela 1: Resultados de fenolicos totais e atividade antioxidante dos extratos e dos filmes adicionados de
extrato de Physalis peruviana em diferentes concentragdes.

Amostra Fenolicos totais FRAP DPPH
(mg GAE/g) (umol Trolox /L) (umol Trolox /L)

Extrato (0 dias) 1,850+0,027 131,734+0,406 151,528+0,573
Extrato (1 semana) 0,555+0,018 28,963+0,204 18,555+0,373
Filme 5% de extrato 0,572+0,004°¢ 38,958+0,807°¢ 29,964+1,515°¢
Filme 10% de extrato 0,890+0,008° 39,294+0,598°¢ 25,737+0,346°¢
Filme 15% de extrato 0,909+0,009° 64,114+0,479° 40,968+2,097°
Filme 20% de extrato 1,074+0,0004% 79,476+0,2122 87,474+1,3132

Os resultados expressam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autor (2020).

A concentragdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante diminuiu de
acordo com o envelhecimento do extrato (Tabela 1). Os possiveis fatores para esta
degradacdo ¢ o tempo e forma de armazenamento, mesmo quando o extrato foi
armazenado congelado. Gennaro et al. (2002) comprovam em sua pesquisa que O
armazenamento caseiro, sendo em ele refrigerador ou congelador, pode reduzir entre 64%
a 73% em compostos fendlicos e até 36% da atividade antioxidante.

A anélise dos filmes com adi¢ao do extrato demostrou que a atividade antioxidante
e concentracao de compostos fendlicos foi mantida pelo filme. Ja que no filme com 20%
de extrato a concentragdo de compostos fendlicos € equivalente a 58% da concentracao
do extrato puro. Isto remete que a incorporagdo do extrato em uma matriz como o amido,
pode proteger os compostos bioativos do extrato, evitando a degradacao. Este mesmo
efeito foi observado por Areco et al. (2019) quando adicionou extrato de alecrim a filmes
de amido. A protecdo destes compostos pelo filme de amido é um efeito positivo, pois
desta forma, prova-se que o extrato tem acao por mais tempo quando adicionado a uma
matriz como os filmes de amido, possibilitando a utilizagdao destes como uma embalagem
antifiingica e antioxidante em alimentos.

33 Avaliacio macroscopica dos filmes

Os mesmos apresentaram-se homogéneos, com textura aderente, maledveis,
brilhosa com superficie lisa e sem rugas, sem formagdo de bolhas e rachaduras. A
coloragdo tornou-se mais intensa conforme aumentou-se a concentragao de extrato
adicionado (Figura 2), tendendo a uma coloragdo amarela, caracteristica do extrato de
physalis.
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Figura 2: Imagem dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em diferentes concentragdes.
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Fonte: Autor (2020).

34 Avaliacio da cor

Houve aumento na coloracdo amarela dos filmes que pode ser visto pelo aumento
de b*, que indica esta coloracdo (Tabela 2).

Tabela 2: Perfil colorimétrico dos filmes adicionados de extrato de physalis peruviana em diferentes

concentragoes.
Filme' L* a* b* C*
Controle 91,69+0,78* -0,93+0,01? 0,30+0,09¢ 0,98+0,03¢
5% de extrato 89,37+0,12% -2,17+0,06* 9,69+0,28°¢ 9,93+0,29%

10% de extrato 87,3140,722bcd -2,36+0,09? 21,70+2,23% 21,83+2,21°
15% de extrato 82,09+2,95¢ 0,06+1,452 27,93+1,21° 27,98+1,23°
20% de extrato 83,73+1,48d -0,84+0,49° 38,73+3,332 38,75+3,312

!, Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autor (2020).

Avaliando os valores de L* e C* pode-se definir que conforme o aumento da
concentracao de extrato os filmes tém uma coloragao mais viva, mantendo a caracteristica
de tons claros. O parametro de cor a*, que indica a coloragdo verde/vermelho, ndo teve
variacdo significativa. Realizando uma comparagdo entre a diferenca de cor (AE*ab) e
tonalidade (AH) dos filmes com adicdo de extrato e o filme controle, nota-se que ambas
sdo crescentes, de acordo com a concentragao de extrato adicionada (Tabela 3).

Tabela 3: Diferenca de cor ¢ tonalidade entre os filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em
diferentes concentracdes.

Filme Diferenca de cor (AE*ab)  Diferenca de tonalidade (AH)
5% de extrato 9,77+0,50° 3,10+0,24¢

10% de extrato 21,90+2,08" 5,01£0,15

15% de extrato 29,51+2,43% 6,17+0,56%

20% de extrato 39,29+3,76% 7,15+0,70%°

Os resultados expressam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
Fonte: Autor (2020).

A partir da anélise do AE*ab observa-se uma grande diferenca de cor, porém para
compreender a diferenca entre as cores, pode-se analisar os valores de chroma (C*), que
quanto maiores, mais saturada sera a coloragdo. Outra forma de compreender de que
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forma ha uma grande diferenca de cor ¢ pela diferenca de tonalidade (AH). O valor de AH
aumenta com o aumento da concentracdo de extrato, isto indica que as amostras estdo
ficando mais proximas do eixo +b*, ou seja, mais amarelas. Nao houve diferenca
estatistica significativa (p>0,05) na opacidade e luminosidade.

3.5 Propriedades mecanicas

As curvas de tensao x deformagao dos filmes com adi¢ao de extrato de Physalis
peruviana demonstraram uma diminuicdo da resisténcia a tracdo nos filmes com
concentrac¢ao de extrato superior a 10%. De acordo com Hernandez et al. (2017) a adicao
de extratos de plantas, como o extrato de alecrim, também diminuiu a resisténcia a tracao
dos filmes de amido de mandioca. Este comportamento pode ocorrer devido ao
enfraquecimento das interagdes glicerol-amido na presenga do extrato (HERNANDEZ et
al., 2017), um fator que reforca esta explicacdo ¢ que os filmes deste trabalho tiveram
uma redu¢do na quantidade de glicerol. Percebe-se entdo, que embora inicialmente o
agucar presente no extrato fosse suficiente como plastificante dos filmes, a resisténcia
diminui. O filme com adigdo de 5% de extrato se mostrou o menos elastico em
comparacao aos filmes com adi¢ao de extrato, enquanto que o filme controle e com adig¢ao
de 10%, 15% e 20% demostraram a mesma elasticidade do filme controle (p>0,05).
Comparando os resultados de resisténcia e elongac¢ao, pode-se perceber que os filmes com
maior resisténcia sdo os menos elasticos, resultados também encontrados por Caetano et
al. (2018).

O modulo de Young reduziu com o aumento da concentragdo de extrato,
demonstrando que os filmes se tornaram menos rigidos com a adi¢ao do extrato. Relata-
se que a incorporagdo de polifenois no filme de amido pode interromper a formagao da
grade de amido, enfraquecendo a ligag@o intermolecular do hidrogénio, dificultando as
interacdes de cadeia polimero-polimero e fornecendo os dominios flexiveis dentro dos
filmes (SUN et al., 2017), resultando propriedades mecanicas diminuidas, porém mais
elastico, preferivel para o objetivo proposto para este trabalho.

3.6  Espessura, permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) e solubilidade

A adicdo de extrato de physalis ndo influenciou significativamente (p>0,05) a
espessura dos filmes. Esta caracteristica pode estar relacionada ao fato da quantidade de
glicerol ter diminuido proporcionalmente ao aumento da concentragdo de extrato, ndo
aumentando o teor de solidos no final da formulacao dos filmes.

A permeabilidade ao vapor d’4agua e a solubilidade diminuiram significativamente
(p<0,05) com a adi¢do do extrato de physalis, porém a PVA ocorreu a partir da adigdo de
10% de extrato, resultando na diminui¢do da permeabilidade de acordo com o aumento
da concentracdo de extrato. De acordo com Caetano et al. (2018), o glicerol ¢ um
composto altamente higroscdpico e a substituicdo dele por extrato reduz a absorcao de
agua pelos filmes, pois estas substdncias sdo misturas complexas e geralmente
hidrofobicas. Outra possivel causa para a diminui¢ao da permeabilidade e solubilidade
dos filmes esta relacionada aos polifendis provenientes do extrato de Physalis peruviana,
que podem interagir com a matriz de filmes a base de polissacarideos por meio de liga¢des
de hidrogénio e interagdes eletrostaticas, aumentando assim as propriedades mecanicas
de elasticidade e de barreira dos filmes (LIU et al., 2019).

3.7  Propriedades morfologicas

Imagens de microscopio eletronico de varredura (MEV) fornecem informacdes
sobre a homogeneidade dos filmes. As micrografias transversais dos filmes com
diferentes concentragdes de extrato sao mostradas na Figura 3.



92

Figura 3: Morfologia da secado transversal dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em
diferentes concentragoes.

Fonte: Autor (2020).

As secdes transversais dos filmes sdo lisas e uniformes, sem rachaduras ou poros
visiveis, indicando que os componentes filmogénicos eram homogeneamente misturados
e compativeis entre si. Tem-se a hipotese de que os polifendis do extrato poderiam
interagir com o amido através de ligagdes de hidrogénio, produzindo uma rede compacta
e densa (Zhang et al., 2010). As densas estruturas internas dos filmes foram benéficas
para melhorar suas propriedades mecanicas e de barreira. Um filme com uma superficie
homogénea ¢ considerado um forte indicador de integridade estrutural, ressaltando as
propriedades mecanicas e os mecanismos de barreira dos filmes.

3.8  Espectroscopia no infravermelho com transformada por Fourier (FT-IR)

Os espectros na Figura 4 indicam que a adi¢ao do extrato resultou em duas novas
bandas na regido entre 1500 a 1750 cm™. As demais bandas identificadas sdo relatadas
como tipicas para filmes de amido de mandioca.

Figura 4: Espectro FTIR dos filmes adicionados de extrato de Physalis peruviana em diferentes
concentragdes.
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Pode-se perceber que todos os filmes mostraram as bandas caracteristicas de
amido a 3300 cm™, 2900 cm™ e 1150 cm™. Os espectros dos filmes com adigdo de extrato,
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mesmo naquele com apenas 5% de extrato, mostraram bandas correspondentes ao
alongamento dos anéis aromaticos devido a presenga de compostos fendlicos do extrato
de physalis entre 1500 a 1600 cm™ e outros sinais entre 1700 a 1750 cm™ atribuidos a
presenga de acidos carboxilicos (HERNANDEZ et al., 2017).

Desta forma, pode-se afirmar que houve interagao entre o material do filme e o
extrato adicionado, mesmo que em pequena quantidade. De acordo com Zhao et al. (2018)
a evidéncia desta interagao dos compostos bioativos do extrato com os filmes produzidos
com amido de mandioca, faz com que possivelmente estes filmes atuem como
transportadores de antioxidantes, consequentemente em substancias antifingicas.

3.9  Analise termogravimétrica dos filmes

A degradacdo térmica dos filmes de amido de mandioca controle seguiu o padrao
descrito na literatura tipica de filmes de amido plastificados com glicerol. (Cordoba et al.,
2017). A primeira fase de perda de massa em todas as amostras corresponde a agua
presente nos filmes. Pode-se perceber que nas amostras de filmes com a partir de 10% de
extrato a temperatura de inicio de degradacdo da 4gua ¢ mais elevada, quando comparada
as amostras controle e com 5% de extrato. Levando a consideragcdo de que os compostos
do extrato interagiram fortemente com o material do filme, alterando assim a temperatura
de ebulicao da agua adsorvida. Isso ocorre pois ha formagdo de ligacdes de hidrogénio
entre substancias fenolicas do extrato com o amido de mandioca (ZHANG:; LI; JIANG,
2019). Os filmes mostraram uma tendéncia de diminuicdo da temperatura inicial de
degradacdo do amido. Assim, pode-se deduzir que a incorporagdo do extrato aos filmes
tornou-os menos estaveis termicamente. Isso pode acontecer devido a interacdo dos
compostos fendlicos do extrato com o material do filme (KONERU;
DHARMALINGAN; ANANDALASKSMI, 2020).

Embora a estabilidade térmica dos filmes tenha diminuido, ainda se mantém com
maior estabilidade térmica que filmes de gelatina e quitosana (degradagdo aproximada
em 250 °C) (ANDRETTA et al., 2019), demonstrando que ainda ¢ uma opg¢ao para
embalagens de alimentos.

4. Conclusao

O extrato de Physalis peruviana apresentou concentragdes de compostos fenolicos e
atividade antioxidante suficientes para uma inibicdo de 100% do fungo Botrytis cinerea,
a partir de uma concentragdo minima de 10% de extrato. Os resultados do teor de
compostos fenodlicos totais e da atividade antioxidante dos filmes demostraram que eles
mantém o0s compostos presentes no extrato, possibilitando a sua utilizagdo como
embalagem ativa.

Os filmes elaborados com extrato de Physalis peruviana apresentaram boa
homogeneidade e maleabilidade. O aumento da concentragdo de extrato modificou a cor,
aumentou a elasticidade, diminuiu a resisténcia tracdo, a solubilidade, permeabilidade ao
vapor d’agua e a temperatura de degradacao térmica. A atividade antioxidante, reducao
da solubilidade e da permeabilidade ao vapor d’agua sdo caracteristicas significativas
para embalagens ativas, pois os filmes devem proteger os alimentos da oxidagdo e
degradagao.

A partir destes resultados é possivel afirmar que os filmes de amido de mandioca
com extrato de Physalis peruviana podem ser utilizados como uma embalagem ativa para
morangos, pois o extrato presente nos filmes tem atividade antifingica comprovada
contra o Botrytis cinerea, principal fitopatogeno pré e pds-colheita do morango.
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