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RESUMO

Revestimentos comestiveis sdo desenvolvidos para interagir favoravelmente com os alimentos,
aumentando sua vida de prateleira. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo
desenvolver revestimento comestivel de gomas do cajueiro (Anacardium occidentale L.) e
gelana adicionado de extratos de folhas de chamba (Justicia pectoralis Jacq.) e marmeleiro
preto (Croton jacobinensis Baill.) para aplicacdo em barra de acai. Extratos aquosos e
hidroalcodlicos (50 e 70%) de chamba e marmeleiro preto foram obtidos e caracterizados
quanto ao teor de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante total e atividade
antimicrobiana frente as bactérias Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
Enteritidis e Staphylococcus aureus. Os extratos com melhor atividade antimicrobiana foram
avaliados quanto a citotoxicidade frente a células epiteliais humanas através do MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-brometo de tetrazdlio] e ao perfil de substancias por
cromatografia associada a espectrometria de massas. Um delineamento experimental do tipo
composto central rotacional 2? com 6 pontos axiais e 3 centrais totalizando 11 formulagdes foi
realizado para obter revestimentos comestiveis a base de gomas do cajueiro e gelana, no qual
as concentracdes de goma do cajueiro e do plastificante glicerol foram variadas. Esses
revestimentos foram caracterizados quanto a cor, reologia, potencial zeta e angulo de contato.
A formulagdo mais promissora incorporada do extrato com melhor potencial antimicrobiano foi
aplicada em barras de agai armazenadas a 5 °C por 30 dias. A bioacessilibidade dos compostos
fenolicos totais e da atividade antioxidante total das barras sem e com revestimento foi
determinada. Os resultados mostraram que as maiores quantidades de compostos fenolicos
totais e maiores atividades antioxidante total foram encontradas no extrato etandlico de 70%
para ambas as plantas estudadas. Todos os materiais vegetais apresentaram atividade contra as
cepas de bactérias testadas, sendo os extratos aquoso de chamba e hidroalcodlico 70% de
marmeleiro preto, os mais eficientes. Os extratos ndo apresentaram toxicidade pelo método do
MTT. A formula¢ao mais promissora do revestimento foi o tratamento com solu¢ao de goma
do cajueiro 11,5% e 3,5% de glicerol, pois dentre outras caracteristicas, apresentou menor
molhabilidade e maior espalhamento, através da medi¢cdo do angulo de contato. A formulacao
foi incorporada o extrato hidroalcodlico 70% de marmeleiro preto, que apresentou melhor
atividade antimicrobiana, sendo aplicado em barras de agai. Dos parametros fisico-quimicos
analisados, apenas para as analises de susceptibilidade a sinérese, compostos fenolicos totais e
0 parametro de cor a* foram observadas interagdes significativas (p < 0,05) entre as

formulagdes e o tempo de armazenamento. As analises microbiologicas mostraram que as



barras de acgai revestidas apresentaram maiores contagens de bactérias mesofilas e psicrofilas e
bolores e leveduras. Em relagdo a bioacessibilidade, ndo houve diferenca significativa entre as
barras revestidas ou ndo. O conjunto de dados mostrados tornam os extratos de J. pectoralis
Jacq. e C. jacobinensis Baill. potenciais candidatos para uso no desenvolvimento de novos
produtos alimenticios. Porém, sua incorporagdo em revestimentos precisa ser mais estudada. A

atividade bioldgica do revestimento ndo comprovada, mas evitou a sinérese da barra de acai.

Palavras-chave: Anacardium occidentale. Extrato de plantas. Revestimento. Antimicrobiano
natural. Estruturado de fruta.



ABSTRACT

Edible coatings are developed to interact favorably with food, increasing your shelf life. In this
context, the objective of this work was to develop an edible coating of cashew gums
(Anacardium occidentale L.) and gill extract of leaves of chamba (Justicia pectoralis Jacg.)
And black quince (Croton jacobinensis Baill.) For bar application acai. Aqueous and
hydroalcoholic extracts of chambéa and black quince were obtained and characterized in terms
of total phenolic compounds, total antioxidant activity and antimicrobial activity against the
bacteria Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis and Staphylococcus
aureus. The extracts with the best antimicrobial activity were evaluated for cytotoxicity against
human epithelial cells through MTT [3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl-tetrazolium
bromide] and to the profile of substances by chromatography associated with mass
spectrometry. An experimental design of the rotational central composite type 22 with 6 axial
and 3 central points totaling 11 formulations was performed to obtain edible coatings based on
cashew and gellan gums, in which the concentrations of cashew and gycerol plasticizer were
varied. These coatings were characterized for color, rheology, zeta potential and contact angle.
The most promising incorporated formulation of the extract with the best antimicrobial potential
was applied to acai bars stored at 5 ° C for 30 days. The bioaccessibility of the total phenolic
compounds and the total antioxidant activity of the coated and uncoated bars was determined.
The results showed that the highest amounts of total phenolic compounds and higher total
antioxidant activities were found in the ethanolic extract of 70% for both plants studied. All the
plant materials presented activity against the strains of bacteria tested, being the aqueous
extracts of chamba and hydroalcoholic 70% of black quince, the most efficient ones. The
extracts showed no toxicity by the MTT method. The most promising formulation of the coating
was the treatment with gum solution of 11.5% cashew and 3.5% glycerol, because among other
characteristics, it presented less wettability and greater spreading, through the measurement of
the contact angle. The formulation was incorporated the hydroalcoholic extract 70% of black
quince, which presented better antimicrobial activity, being applied in acai bars. From the
physical-chemical parameters analyzed, only significant interactions (p < 0.05) between the
formulations and the storage time were observed for analysis of susceptibility to syneresis, total
phenolic compounds and color parameter a *. Microbiological analyzes showed that the coated
acai bars presented higher counts of mesophilic and psicrofilas bacteria and molds and yeasts.
Regarding bioaccessibility, there was no significant difference between the coated and non-

coated bars. The data set show the extracts of J. pectoralis Jacq. and C. jacobinensis Baill.



potential candidates for use in the development of new food products. However, its
incorporation into coatings needs to be further studied. The biological activity of the coating

was not proven, but it avoided the syneresis of the acai bar.

Keywords: Anacardium occidentale. Plant extract. Coating. Natural antimicrobial. Structured

fruit.
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1 INTRODUCAO

O aumento do interesse em revestimentos comestiveis ¢ motivado pela crescente
demanda do consumidor por seguranca, conveniéncia e estabilidade dos alimentos, além da
consciéncia dos efeitos ambientais negativos das embalagens ndo biodegradaveis. Os
revestimentos comestiveis sdo uma tecnologia ecologicamente correta aplicada em muitos
produtos para controlar processos de migracdo de umidade, troca de gas ou oxida¢do. Podem
fornecer uma protecao adicional e também podem dar o mesmo efeito que o armazenamento
em atmosfera modificada (DHALL, 2013).

Os revestimentos podem ser elaborados a partir de lipideos, proteinas, polissacarideos
ou mistos. Os revestimentos a base de polissacarideos sdo geralmente muito hidrofilicos e,
portanto, apresentam barreira 8 umidade quase insignificante, mas t€ém permeabilidade seletiva
para Oz e CO; e resistem a migracdo lipidica. Embora os revestimentos de polissacarideos
possam nao fornecer uma boa barreira ao vapor de agua, eles retardam a perda de umidade dos
produtos alimenticios (DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018). Além disso, os
polissacarideos possuem estruturas quimicas bem definidas que permitem o ajuste de suas
propriedades de revestimento (ARNON et al., 2015). Esses revestimentos podem ser
elaborados usando celulose, amido (nativo e modificado), derivados de pectina, quitosana,
exsudados vegetais, gomas, entre outros (DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018).

A goma do cajueiro pode ser obtida a partir do exsudado liberado do caule da espécie
Anacardium occidentale L., comumente denominado cajueiro, arvore tipica do Brasil e paises
subtropicais. E um complexo heteropolissacarideo que apos hidrélise apresenta alto teor de
monossacarideos com composic¢ao variada, dependendo de sua origem. Devido a sua origem
biologica, a capacidade de formar géis e o fato de possuir propriedades similares aos polimeros
sintéticos, ¢ uma 6tima opg¢do para aplicagdo em diversos setores da industria. Na industria
alimentar, pode ser utilizado como espessante e estabilizador de sumos, emulsionante em
molhos para saladas, estabilizante em emulsdes de carnes tais como salsichas e em composi¢des
alimentares contendo chocolate. Devido as suas propriedades, varios estudos mostram o seu
potencial de utilizagdo para a elaboracdo de revestimentos (BASTOS et al., 2018; SILVA, 2013;
SOUZA, 2010).

A goma gelana é outro polissacarideo que pode ser utilizado na elaboragdo de
revestimentos. E preparado comercialmente por fermentagio microbiana da bactéria
Sphingomonas elodea ou Pseudomonas elodea. Esta comercialmente disponivel em duas

formas: alto e baixo teor acil. As melhores caracteristicas da goma gelana sdo a sua propriedade
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gelificante, maleabilidade, capacidade termo-resistente € mucoadesiva (ZIA et al., 2018).

Virias substancias vém sendo incorporadas aos revestimentos com o intuito de melhorar
as propriedades antimicrobianas frente a micro-organismos deteriorantes e patogénicos
encontrados em alimentos. Os extratos de plantas vém sendo estudados como fonte natural de
compostos bioativos para compor formulacdes de filmes, revestimentos, encapsulados e usando
a liberacdo de alguns compostos de interesse aos alimentos. As plantas produzem uma
diversidade de compostos que possuem excelentes propriedades antimicrobianas, anti-
inflamatorias, antidiabéticas, antioxidantes, entre outras. Em relagdo a propriedade
antimicrobiana para alimentos, a utilizagdo de extratos de plantas tem como vantagens evitar a
resisténcia das bactérias aos antimicrobianos sintéticos, além de atender a demanda dos
consumidores por alimentos mais naturais e a substitui¢do de aditivos sintéticos por naturais
(CABRAL; PINTO; PATRIARCA, 2013; LV et al., 2011; MAK et al., 2013).

O chamba (Justicia pectoralis Jacq.) € uma planta da familia Acanthaceae encontrada
nas regides Norte, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil. E utilizada pela populagio para o
tratamento de doengas respiratorias, devido ao seu poder expectorante (MOURA et al., 2017).
Os principais compostos bioativos encontrados nesta planta sdo a cumarina (1,2 benzopirona)
e a umbeliferona. Em propor¢des menores, encontram-se flavondides, saponinas e taninos.
Devido a sua constituicdo, o chambd apresenta atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antioxidante e antiviral (CHANFRAU et al., 2013). Segundo Corréa e Alcantara (2012), essa
planta apresenta atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Enterococcus faecalis ¢
Staphylococcus epidemidis.

O marmeleiro preto (Croton jacobinensis Baill) ¢ uma planta pertencente a familia
Euphorbiaceae, sendo encontrado principalmente nas regides Sudeste e Nordeste do Brasil. E
rica em metabolitos secunddrios, tais como terpenoides, alcaloides e compostos fenolicos, que
conferem varias atividades biologicas, tais como atividade inseticida, antifiingica,
antimicrobiana, antioxidante, dentre outras (NEVES; CAMARA, 2011; PONTES et al., 2011).

Segundo Sessa, Ferrari e Donsi (2015) a incorporagdo de antimicrobianos naturais
provenientes de plantas em revestimentos comestiveis para aumentar a vida ttil de frutas e
hortalicas tem grande potencial de aplicacao industrial, visto que os antimicrobianos naturais
apresentam excelente disponibilidade, menos efeitos colaterais ou toxicidade e melhor
capacidade de biodegradacdo em comparagdo aos conservantes disponiveis. De acordo com os
autores supracitados, a utilizacdo de revestimento comestivel contendo antimicrobiano natural
¢ capaz de melhorar as caracteristicas microbiologicas, fisico-quimicas e nutricionais de frutas

e seus derivados, aumentando a vida util desses produtos.
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Abarra de fruta ou fruta estruturada ¢ um produto obtido de puré das frutas com a adi¢ao
de hidrocoloides e coadjuvantes tecnologicos, devidamente formulado para a obtengdao de um
produto nutritivo, com boa textura e sabor, além de praticidade e conveniéncia de consumo.
Esse produto pode ser comercializado ap6s processo de secagem ou fresco (CARVALHO et al.,
2014; FERREIRA; PINTO, 2017). Quando comercializado fresco apresenta vida util reduzida,
sendo necessario a utilizacao de tecnologias que garantam a sua conservagdo. Nesse contexto,
a utilizagdo de revestimentos comestiveis nesse alimento apresenta-se como uma alternativa
viavel para aumentar a sua estabilidade, melhorar aparéncia, firmeza e sinérese (DANALACHE

etal.,2015a).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver revestimentos comestiveis a base

de gomas do cajueiro (Anacardium occidentale L.) e gelana adicionados de extratos de folhas

de chamba (Justicia pectoralis Jacq.) ou marmeleiro preto (Croton jacobinensis Baill) para

aplica¢do em barra de acai.

2.2 Especificos

Elaborar extratos aquoso e hidroalcodlico de folhas de chamba e marmeleiro preto;

Caracterizar os extratos de folhas de chamba e marmeleiro preto quanto ao teor de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante;

Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida
minima (CBM) dos extratos da folha de chamba e marmeleiro preto frente a Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis para

selecionar o extrato com melhor potencial antimicrobiano;

Verificar o perfil de substancias por cromatografia liquida e espectrometria de massas e
a citotoxicidade frente a células epiteliais humanas para os extratos com melhores

atividades antimicrobianas;

Desenvolver revestimentos comestiveis a base de gomas de cajueiro e gelana e
caracteriza-los quanto a cor, angulo de contato, reologia e potencial zeta visando

selecionar a formulagéo mais promissora.

Aplicar o revestimento mais promissor adicionado de extrato de planta com melhor
atividade antimicrobiana em barra de acai e analisar a estabilidade do produto

armazenado a 5 °C por 30 dias;
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e Determinar a bioacessibilidade de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
total de barras de acai (revestidas e ndo) apds a digestdo gastrointestinal simulada in

vitro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Revestimentos comestiveis

Revestimento comestivel pode ser definido como uma embalagem primdria elaborada a
partir de componentes comestiveis. Trata-se de uma pelicula que pode se apresentar de variadas
espessuras constituidas por diferentes substancias naturais e/ou sintéticas que isolam o
alimento, sem riscos para a saude do consumidor (GALUS; KADZINSKA, 2015).

Frequentemente, os termos revestimentos e filmes sdo usados sem distingdo, no entanto,
ha diferencas. Geralmente, os filmes comestiveis sdo preparados separadamente, obtidos como
folhas solidas e depois aplicados na superficie do alimento, enquanto os revestimentos sao
aplicados na forma liquida e formados diretamente nas superficies dos alimentos. Embora os
filmes e os revestimentos comestiveis ndo devam substituir totalmente as embalagens
tradicionais, a adequagdo da protecdo de alimentos pode ser melhorada pela combinagdo de
embalagens comestiveis primarias e embalagens secundarias ndo comestiveis. Embalagens
secundarias sdo geralmente necessarias por razdes de manuseio e higiene (AZEREDO, 2012).

O aumento do interesse em revestimentos comestiveis tem sido motivado pelo aumento
da demanda do consumidor por alimentos seguros, convenientes e estaveis, e pela
conscientizacao dos efeitos ambientais negativos das embalagens ndo biodegradaveis, visto que
os revestimentos comestiveis sdo produzidos a partir de recursos comestiveis e geralmente
renovaveis e, na maioria dos casos, degradardo mais prontamente do que os materiais
poliméricos. Mesmo que os revestimentos ndo sejam consumidos, eles ainda contribuirdo para
a redugdo da poluicdo ambiental (DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018).

Os revestimentos comestiveis tém sido utilizados para melhorar as barreiras de gas e
umidade, propriedades mecanicas, percepgdes sensoriais, conveniéncia, prote¢do microbiana e
prolongar o prazo de validade de varios produtos alimenticios, ou seja, tem a capacidade de
melhorar a qualidade global dos alimentos (GALUS; KADZINSKA, 2015).

A aplicabilidade dos revestimentos comestiveis tem-se mostrado bastante viavel, uma
vez que o procedimento de elaboracdo ¢ simples e passivel de aplicacdo em larga escala.
Consiste em imergir o alimento diretamente na solucao do revestimento ou submeter o alimento
a nebulizacdo com sistema de pressdo manual (spray) da solu¢do do revestimento. Apos
escoamento do excedente, parte do material aderido a superficie ¢ parcialmente absorvido e a
fracdo superficial ¢ seca formando uma pelicula (FALGUERA et al., 2011).

Os revestimentos comestiveis sdo geralmente classificados de acordo com seu material
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estrutural. Desta forma, podem ser formulados com proteinas, lipidios, polissacarideos ou
compositos, com a adicdo de plasticizantes e/ou surfactantes. Sendo um revestimento
composito elaborado através da combinacdo de dois ou mais materiais (lipideos,
polissacarideos e proteinas). Em alguns estudos recentes, a producdo de revestimentos
comestiveis através da combinacao de varios polissacarideos, proteinas e lipidios ¢ considerada
com o objetivo de aproveitar as propriedades de cada composto e a sinergia entre eles. As
propriedades mecanicas e de barreira nao dependem apenas dos compostos usados na matriz

polimérica, mas também da sua compatibilidade (YOUSUF; QADRI; SRIVASTAVA, 2017).

3.1.1 Revestimento comestivel a base de polissacarideos

Existem estudos recentes na literatura sobre o uso de revestimentos comestiveis a base
de polissacarideos para diferentes produtos alimenticios altamente pereciveis. Devido a sua
natureza hidrofilica, os revestimentos a base de polissacarideos fornecem minima barreira
contra a umidade, no entanto, propriedades de barreira a gases desejaveis, visto que,
proporciona a criagdo de uma atmosfera modificada, aumento do prazo de validade sem a
criagdo de condi¢des anaerdbicas (YOUSUF; QADRI; SRIVASTAVA, 2017). Embora os
revestimentos de polissacarideos nao fornegam uma boa barreira ao vapor de agua, esses
revestimentos podem atuar como “agentes de sacrificio” retardando a perda de umidade dos
produtos alimenticios (CAZON et al., 2017).

Os revestimentos a base de polissacarideos sao muito empregados na conservagao pos-
colheita de frutas e hortaligas. Eles possuem bom aspecto, ndo sdo pegajosos, sao brilhantes e
transparentes melhorando a aparéncia dos alimentos. Podem ser ingeridos juntamente com o
produto protegido, devido ao fato de ndo serem toxicos, ou serem removidos com agua. A
aplicacdo de polissacarideos também ¢ vantajosa devido a sua disponibilidade, baixo custo e
biodegrabilidade, além disso, sdo facilmente modificados quimicamente (ALVAREZ; PONCE;
MOREIRA, 2018).

Os revestimentos polissacaridicos podem incluir varias gomas naturais de diferentes
fontes, amidos, dextrina, pectina, celulose e seus derivados, quitosana, alginato, carragena,
entre outros (DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN, 2018).

As propriedades Unicas, a biocompatibilidade, a disponibilidade e os baixos custos de
producdo levaram a aplicagdo de gomas naturais em varias areas. Esta classe de compostos
consiste em polissacarideos obtidos a partir de tecidos vegetais (goma arabica, goma ghatti,

goma adragante etc.), sementes (goma guar, goma konjac etc.), algas marinhas (agar-adgar-agar,
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alginatos, carregenas, etc.) ou microrganismos (goma gelana, goma xantana, goma ransana,
goma de sabao, etc.) (BANERJEE; BHATTACHARYA, 2011).

As gomas a base de plantas naturais e seus derivados sao amplamente utilizadas nas
industrias alimenticias, no entanto, suas aplicagdes como revestimentos comestiveis para
prolongar a vida util de frutas frescas e vegetais tém sido exploradas recentemente. Estes
polissacarideos poliméricos naturais apresentam muitas vantagens em comparagdo com 0s
polimeros sintéticos, porque sdao biodegradaveis, ndo toxicos, econdmicos ¢ facilmente
disponiveis no ambiente. As gomas naturais também podem ser modificadas semi-
sinteticamente para produzir derivados, que podem facilmente competir com os conservantes
sintéticos disponiveis no mercado de alimentos (SAHA et al., 2017).

Além das gomas vegetais, os polissacarideos microbianos sdo de crescente importancia
comercial e sdo produzidos em grande escala pela fermentagdo industrial. Eles podem ser
produzidos sob demanda e com qualidade consistente, de modo que a disponibilidade ¢ a
variabilidade ndo sdo motivo de preocupagdo (PRAJAPATI et al., 2013). A goma xantana e a
goma gelana sao exemplos de gomas microbianas.

Existe um potencial promissor na utilizacdo de gomas naturais para elaboracdo de
revestimentos comestiveis, sendo uma aplicacdo cada vez mais estudada. Cortez-Vega et al.
(2013) avaliaram a conservagdo de mamao “Formosa” minimamente processado com o uso de
revestimento comestivel a base de goma xantana, uma goma natural produzida por espécies de
bactérias do género Xanthomonas, normalmente, Xanthomonas campestres pv. campestres, €
observaram reduc¢do da perda de massa e manutencao da luminosidade quando comparado ao
controle durante 12 dias a 4+1 °C. Ruelas-Chacon et al. (2017) investigaram a eficacia do
revestimento de goma guar, goma obtida das sementes da Cyamopsis tetragonolobus ou da
Cyamopsis psoraloides, nas varias caracteristicas de qualidade do tomate Roma e verificaram
que os tomates revestidos aumentaram significativamente a firmeza e reduziram a perda de
peso, retardaram as alteragdes no teor de solidos soluveis, retardaram a perda de acidez total e
diminuiram a taxa de respiragdo em comparacao com controle ndo revestido. Murmu e Mishra
(2018) estudaram a utilizagdo de revestimentos a base de goma arabica, goma natural obtida a
partir do exsudado de plantas do género Acacia, na conservagdo pos-colheita de goiabas e
verificaram um prolongamento na vida de prateleira de goiaba até 40 dias versus sete dias de
amostras nao revestidas.

Além da utilizacdo das gomas supracitadas para a elaboracdo de revestimentos
comestiveis, as gomas do cajueiro e gelana também apresentam potencial para serem utilizadas

com a mesma finalidade e tem sido instrumento de pesquisa nos ultimos anos (AZARAKHSH
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etal.,2012; CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2009; JAVANMARD, 2011; RODRIGUES et al.
2014; ROJAS-GRAU et al., 2007; SOUZA et al., 2010; PINTO et al. 2015). No entanto, 0s
estudos sdo baseados na utilizagao desses polissacarideos separadamente, ndo havendo relatos
da utilizagdo conjunta desses polimeros.

A funcionalidade dos revestimentos comestiveis pode ser expandida incorporando
aditivos antimicrobianos para proteger os produtos alimenticios contra a deterioracao
microbiana, estendendo sua vida util e seguranga. Alguns relatorios foram publicados
recentemente com o objetivo de avaliar e demonstrar a eficacia contra varios patogenos de
substancias antimicrobianas incorporadas como aditivos ativos em revestimentos comestiveis
(SANCHEZ-ORTEGA et al., 2014; SALGADO et al., 2015; TAVASSOLI-KAFRANI;
SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016; VALDES et al., 2017)

3.2 Goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.)

O cajueiro (Anacardium occidentale 1.) € uma arvore nativa do Brasil, pertencente a
familia Anacardiaceae. Essa familia produz uma resina (FIGURA 1) nos ductos resinosos no
cortéx e lenho, além de também existir exsudagdo a partir da casca ou do caule da arvore
(ARAUJO et al., 2018). A resina ¢ um material pegajoso secretado pela planta durante o
metabolismo normal (prote¢do contra infecgdes e dessecamento) ou em situagdes de estresse
das condi¢des ambientais, por exemplo em periodos secos (BEMILLER; HUBER, 2010).

Sendo, a producao desse exsudado podendo acontecer de maneira espontinea ou induzida.

Figura 1 — Fotografia do exsudado do cajueiro @¢©)
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Fonte: Silva (2013a).

A goma do cajueiro (FIGURA 2) ¢ obtida a partir desse exsudado apds precipitagdo em
solventes organicos polares como o etanol (CAMPOS et al., 2012). E um heteropolissacarideo

complexo, hidrofilico, ramificado e de massa molecular elevada contendo galactose, arabinose,
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ramnose, glucose, acido urdnico e outros residuos de agucares, sendo a concentragdo destes
agucares variavel com a época do ano (GOWTHAMARAJAN et al., 2011). Tem a capacidade
de interagir com a dgua e apresentar propriedades de emulsificacdo, adesividade e estabilizante
(ANDRADE et al., 2013). No entanto, ha uma falta de compreensdo de suas propriedades
toxicologicas e de biodisponibilidade, limitando assim sua utilizacdo em alimentos e produtos
farmacéuticos. A estrutura quimica, a solubilidade e o peso molecular da goma do cajueiro
afetam de perto suas propriedades de solu¢do, bem como suas interagdes com outros
polissacarideos. A estratégia de longo prazo para promover o uso desse polimero na industria
¢, portanto, entender e explorar as propriedades fisico-quimicas da goma, em seu estado original
ou quimicamente modificadas, isoladas ou misturadas com outros polimeros (RIBEIRO et al.,

2016).

Figura 2 — Fotografia da goma do cajueiro apds processo de isolamento do polissacarideo.

Fonte: Furtado et al. (2013)

Os 4acidos presentes contém varios ions metalicos na forma de cations neutralizados,
sendo a natureza e contetido destes dependentes da composi¢ao do solo que as arvores crescem.
Os principais cations sdo K*, Na*, Ca*? e Mg' tendo eles grande impacto na viscosidade. J4 a
presenga dos sais cloreto de s6dio (NaCl), cloreto de calcio (CaCly) e cloreto de aluminio
(AICl3) reduzem a viscosidade (KUMAR et al., 2012).

Segundo Paula et al. (2011), a goma do cajueiro tem grande potencial de ser utilizada
como substituto da goma arabica, devido as semelhangas em relacao ao peso molecular, teor de
acido glucurdnico e mesmo tipo de unidades monossacaridicas. Além disso, a goma do cajueiro
apresenta custo mais baixo e ainda se trata de um subproduto da industria do caju, sem valor
comercial atualmente.

A goma do cajueiro tem alta disponibilidade na regido Nordeste do territério brasileiro,
podendo gerar lucros no periodo da entressafra do caju, sendo, portanto, um importante
diferencial e ¢ economicamente atrativa no cendrio brasileiro, devido ao elevado custo da goma

arabica (ANDRADE et al., 2013).
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O interesse no desenvolvimento de revestimentos do polissacarideo da goma do cajueiro
vem crescendo nos ultimos anos. Forato ef al. (2015) avaliaram formulagdes de revestimentos
a base de goma do cajueiro e carboximetilcelulose na conservagao pos-colheita de goiabas
vermelhas e observaram redugdo da perda de massa, preservando a firmeza e retardando as
mudangas na cor ap6s 12 dias de armazenamento em condi¢gdes ambientais (25-28 °C, 76,0 +
12,4% UR). Souza et al. (2010) estudaram o efeito de revestimentos de goma do cajueiro na
vida util de mangas Tommy Atkins e observaram uma reducgdo na perda de agua, evitando a
desidratacdo e consequente perda de textura. Martins, Morgado e Assis (2016) elaboraram e
caracterizaram filmes de goma do cajueiro, quitosana e glicerol e verificaram que a mistura
deste proporciona a obtencdo de um filme mais hidrofébico e com potencial de aplicagdo em

alimentos.

3.3 Goma gelana

A goma gelana ¢ um polissacarideo de alto peso molecular produzido por uma cultura
pura de Sphingomonas paucimobilis e/ou Azotobacter chroococcum (anteriormente
Pseudomonas elodea) ap6s fermentacao de carboidratos, purificada por recuperagdo com alcool
isopropilico, seca e moida. E biodegradavel e de natureza nio toxica. Oferece uma solugio para
muitos problemas encontrados nos atuais agentes gelificantes, porque pode formar um gel
transparente na presenca de cations multivalentes, que ¢ resistente ao calor e ao 4cido
(PRAJAPATI et al., 2013).

O exopolissacarideo, goma gelana, caracteriza-se por ser anidonico linear sendo a
unidade de repeticao constituida por a-L-ramnose, -D-glicose e f-D-glucuronato nas razdes
molares 1: 2: 1 (FIGURA 3). Existem duas formas de goma gelano: uma forma nativa que
contém dois tipos de substituintes acil, nomeados de L-gliceril e acetil; e outra forma obtida por
hidrdlise alcalina que remove ambos residuos e fornece uma goma gelana desacetilada, também

chamado de baixo acetil ou baixo acil (OSMALEK; FROELICH; TASAREK, 2014).



32

Figura 3 — Estruturas das duas formas de goma gelana (a) nativa e (b) de baixo acil.
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Fonte: Osmatek, Froelich e Tasarek (2014)

As duas formas de goma gelana formam hidrogéis na presenga de cations mono-, di- e
trivalentes em um processo dependente de temperatura com aquecimento de pelo menos 70°C
em solucdo aquosa (MAITI et al., 2011). O arrefecimento leva a alteragdes na conformagao das
cadeias poliméricas que induzem a transi¢ao entre o estado de bobina para helicoidal. Sendo a
forma nativa (ou de alto teor acil) produtora de géis flexiveis e facilmente deformaveis,
enquanto a de baixo teor acil forma géis rigidos e flexiveis (OSMALEK; FROELICH;
TASAREK, 2014). Segundo Morris, Nishinari e Rinaudo (2012), como a goma gelana de alto
teor acil apresenta os grupos acetil e gliceril localizados na periferia da hélice, isso dificulta a
associa¢do da cadeia polimérica contribuindo para um empacotamento menos eficaz. Ja4 na
forma desacetilada, os cations podem facilmente formar pontes entre as cadeias gerando uma
rede ramificada.

Segundo Zia et al. (2018), a goma gelana produz gel rigido e translucido na presenca de
ions metalicos, que ¢ estavel em pH baixo. No entanto, tem baixa resisténcia mecanica, fraca
estabilidade em condigdes fisiologicas, alta temperatura de gelificagdo e janela de temperatura
pequena. Portanto, pode ser misturado com diferentes polimeros como agar, quitosana,
celulose, alginato de so6dio, amido, pectina, polianalina e goma xantana a fim de melhorar as

suas caracteristicas.



33

A goma gelana possui estabilidade térmica e acida, elasticidade e dureza ajustaveis e
alta transmitancia, o que permite que o material mude facilmente de forma e fornega muitas
aplicagoes diferentes (LEE; CHEN; TSAO, 2010).

Amplamente estudada como ingrediente alimentar (BANERJEE; BHATTACHARYA,
2011; IMESON, 2011) e como um potente aditivo multifuncional para varios produtos
farmacéuticos e biomédicos (KAJJARI; MANJESHWAR; AMINABHAVI, 2012; REHM,
2010; VIJAN et al., 2012), esse polissarideo, pode ser usado como agente de entrega de
bioativos na forma de microesferas e poliesferas (KUMAR et al., 2016). Além disso, tem
inimeras aplicagdes praticas existentes e potenciais em produtos cosméticos, produtos de
higiene pessoal e microbiologia (MORRIS; NISHINARI; RINAUDO, 2012).

A goma gelana ¢ um biomaterial aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA)
dos EUA e usado na estabilizacdo de produtos de confeitaria, compotas, gel a base de agua,
laticinios, tais como: sorvete, iogurte, milk-shakes, leite gelificado e em bebidas lacteas acidas
como potencial estabilizador (DANALACHE et al., 2015; ROSAS-FLORES; RAMOS-
RAMIREZ; SALAZAR-MONTOYA, 2013; ZHANG et al., 2017). Além disso, ¢ utilizado
como emulsificante, estabilizante, aglutinante, gelificante, coagulante, lubrificante, formador
de filme e agente espessante (DOLAN et al., 2016). Os agentes gelificantes tradicionais
(agarose e carragena) apresentam menor capacidade de gelificagdo em pH baixo, enquanto
goma gelana produz géis reforcados (LORENZO; ZARITZKY; CALIFANO, 2013). Também
pode ser usado como um novo agente eficiente de limpeza imida na industria de limpeza de
papel (MAZZUCA et al., 2016).

A literatura apresenta raros estudos sobre a utilizacdo isoladamente da goma gelana
como matriz polimérica para elaboragdo de revestimentos comestiveis, sendo identificado
apenas o estudo realizado por Danalache et al. (2016). Esses autores investigaram a aplicagcdo
de revestimentos comestiveis a base de goma gelana com diferentes propor¢des de goma de
baixo e alto teor de acetilagdo em barra estruturada de manga e verificaram que o revestimento
melhorou as caracteristicas sensoriais (aparéncia e firmeza) e estabilidade em termos de
sinérese, cor e conteudo de substancias volateis responsaveis pelo aroma durante o
armazenamento da barra, aumentando, dessa forma, o valor comercial do produto final.
Javanmard (2011) elaborou revestimentos comestiveis combinando goma gelana e concentrado
proteico de soro de leite com o intuito de avaliar a capacidade dessas coberturas em preservar
a qualidade de magas. O autor observou que a aplica¢do do revestimento efetivamente manteve

a cor, firmeza, brilho e aceitabilidade geral das magas.
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3.4 Extratos de plantas

As plantas sdo persistentemente generosa fonte de substancias bioativas valiosas que
apresentam diversas atividades bioldgicas, tais como: atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antidiabética, antioxidante, inseticida, antiviral, entre outras (SHAH; BOSCO;
MIR, 2014). Muitos compostos sdo responsaveis por essas atividades supracitadas, dentre eles,
alcaloides, flavondides, isoflavondides, taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos,
fenilpropanos e acidos organicos. Observa-se que esses compostos atuam sinergicamente
potencializando suas propriedades (CABRAL; PINTO; PATRIARCA, 2013).

Os extratos de plantas vém sendo estudados quanto as suas propriedades relacionadas a
conservagao de produtos alimentares, visando atividade contra microrganismos patogénicos em
alimentos. Essa utilizacdo ¢ vantajosa, pois tem-se a aplicagdo de antimicrobianos a partir de
fontes naturais o que atende aos anseios atuais dos consumidores, além disso, tem-se novos
compostos a fim de evitar a resisténcia das bactérias aos antimicrobianos sintéticos (CALO et
al., 2015; DICASTILLO et al., 2017; MAK et al., 2013).

Pinto et al. (2017) estudaram a atividade antimicrobiana de extrato de folhas de Annona
muricata L. (graviola) em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que frequentemente
contaminam os alimentos e obtiveram resultados promissores sendo os melhores para
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium e Enterococcus faecalis, com os valores das
concentragdes minimas bactericidas (CBM) 156 pg/mL, 78 pg/mL e 78 pg/mL,
respectivamente.

Nastic et al. (2018) observaram a atividade antimicrobiana do extrato das folhas de
Geranium macrorrhizum L., uma planta ornamental de flores rosas conhecida como geranio
bulgaro, para Staphylococcus aureus e Aspergillus niger, obtendo CMI de 19,53 ng/mL e 39,1

pug/mL, respectivamente.

3.4.1 Chamba (Justicia pectoralis Jacq.)

Justicia & o maior género da familia Acanthaceae, com aproximadamente 600 espécies.
Virias espécies sdo amplamente utilizadas na medicina popular para o tratamento de doengas
respiratorias, gastrointestinais e inflamatorias (como artrite). As plantas também sdo utilizadas
por seus efeitos no sistema nervoso central como alucindgenos, agentes soniferos, sedativos,
depressores e tratamentos para a epilepsia e outros transtornos mentais. Outras espécies sao

popularmente utilizadas no tratamento de cefaleia e febre, cancer, diabetes ¢ HIV. Os extratos



35

mais utilizados sdo elaborados apenas das folhas, seguidos de extratos feitos a partir das raizes.
E comum a utilizagdo de misturas de espécies, sendo as mais estudadas a Justicia pectoralis
Jacq., Justicia procumbens L., Justicia gendarussa Burm. f. e Justicia anselliana (Nees) T.
Anderson (CORREA; ALCANTARA, 2012).

A Justicia pectoralis ¢ uma erva doméstica encontrada em varios paises da América do
Norte, do Sul e Central. Ha registros dessa espécie no Centro-Oeste, Norte e Nordeste do Brasil,
incluindo estados como Goias, Mato Grosso, Acre, Amazonas, Para, Rondonia, Roraima,
Maranhdao e Ceara (PROFICE et al., 2015). A Justicia pectoralis Jacq. ¢ popularmente
conhecida como chambd, anador ou trevo-cumaru, sendo sempre verde, perene e sub-ereta
(LEAL; SILVA; BARROS VIANA, 2017).

Virias atividades bioldgicas ja foram demonstradas para essa espécie. A J. pectoralis
Jacq. mostrou atividade antibacteriana contra a Escherichia coli, Enterococcus faecalis ¢
Staphylococcus epidemidis. Observou-se atividade larvicida no crescimento e desenvolvimento
de larvas em estagio IV de mosquitos Aedes aegypti (CORREA; ALCANTARA, 2012).
Segundo Agra, Freitas e Barbosa-Filho (2007), extrato de folhas de J. pectoralis Jacq. tem acao
eficaz no tratamento de asma, tosse e bronquite. Lizcano et al. (2010) verificaram que extratos
das folhas e das raizes da J. pectoralis Jacq. sdo eficientes no tratamento da diabetes, de doencas
respiratorias e doenga na prostata. Além disso, tem efeito antibacteriano e sedativo.

Chariandy et al. (1999) avaliaram a atividade antimicrobiana das partes aéreas de J.
pectoralis e verificaram que a fragdo de éter de petrdleo apresentou atividade antibacteriana
acentuada contra E. coli, Pseudomonas aeruginosa, S. epidermidis, E. faecalis e Salmonella
typhimurium, e que a fracdo acetato de etila, além desses microrganismos, também inibe o
crescimento de Staphylococcus aureus. Em outro estudo (FURTADO et al., 2015), um extrato
aquoso nao padronizado de J. pectoralis nao demonstrou atividade antimicrobiana em nenhuma
das concentragdes avaliadas (25, 50 e 100 mg/mL) contra E. coli e Klebsiella pneumoniae.

Anédlises fitoquimicas realizadas com o extrato de J. pectoralis Jacq. revelaram a
presenca de cumarinas, flavondides, esteroides, triterpenodides e alcaloides (ARAUJO; FARIA;
SAFADI, 2014). Estudos cromatograficos e espectrométricos da parte aérea dessa espécie
permitiram o isolamento e caracterizagdo de derivados cumarinicos, tais como: 1,2-
benzopirona-cumarina, di-hidrocumarina, 7-hidroxiduquina e umbeliferona. Além disso,
derivados do acido fenilpropionico, acido acetilado orto-hidroxitranscindmico, acido acetilado
orto-hidroxi-dihidrocinamico, betaina, justicidina B e C-glicosilflavonas o-metoxiladas, como
swertisin, 2 " -O-ramnosil -eswertisina, eswertiajaponina ¢ 2 -O-ramnosileswertiajaponina

(LEAL; SILVA; BARROS VIANA, 2017).
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3.4.2 Marmeleiro preto (Croton jacobinensis Baill)

O género Croton pertence a familia Euphorbiaceae, que compreende cerca de 1300
espécies e ¢ amplamente distribuido nas regides tropical e subtropical do mundo. Muitas
espécies sdao usadas na medicina popular no tratamento de muitas doencas, como dor de
estomago, abscessos, inflamagdo e malaria (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007). O
Croton ¢é abundante em diversos diterpendides, incluindo clerodano, tigliane, caurano, labdano,
cembrana e pimarano, com ampla gama de atividades bioldgicas, como citotdxica, anti-
inflamatoéria, antioxidante, anticancer e antimicrobiana (NATH et al., 2013; PREMPRASERT
etal., 2013).

Além das atividades acima, outras atividades biologicas também foram relatadas. O
diterpenoide crotonolide G, das partes aéreas de C. laui, apresentou atividade antibacteriana
potente (CMI 43,4 mM) contra quatro estirpes de bactérias Gram-positivas, nomeadamente,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus e Bacillus subtilis
(LIU et al., 2014). O alcaldide indol foi encontrado em C. mauritianus com atividade
antioxidante (IC50, 30.0.0 + 0.7 uM) pelo ensaio de elimina¢@o do radical DPPH (NOVELLO
etal.,2016). A crassifolina H, um diterpenoide, obtida das raizes de C. crassifolius apresentou
efeito inibidor angiogénico, reduzindo a formagao de vasos para 59,3% a 15 ng/ mL (HUANG;
LI; LI, 2014).

Segundo Xu, Liu e Liang (2018), até o0 momento, 399 novos compostos foram isolados
e identificados a partir de espécies de Croton, incluindo 339 diterpendides, sete
sesquiterpendides, um sesterterpendide, um triterpenoide, vinte e um glicosideos, oito
alcaloides, trés derivados de benzoato, trés derivados de piran-2-ona, dois ciclopeptideos, dois
derivados de tropone, dois limonoides e dez compostos diversos.

A espécie Croton jacobinensis, popularmente conhecido como “marmeleiro-preto”, é
encontrado principalmente nas regides sudeste e nordeste do Brasil e apresenta varias atividades
biologicas (PONTES et al., 2011), como propriedades antibacteriana e citotoxica (RAMOS et
al., 2009), atividade acaricida contra o Tetranychus urticae (NEVES; CAMARA, 2011),
atividade larvicida de mosquito Aedes aegypti (VALOTTO et al., 2011), propriedade anti-
hipertensivo devido a efeito vasodilatador (DEMETZOS; DIMAS, 2011), atividade antimaléria
(VILLAMIZAR et al., 2009) e atividade antimicobacterial contra Mycobacterium tuberculosis
(KULKARNI et al., 2013).

Bernardino et al. (2017) extrairam e isolaram o diterpeno do tipo labdano denominado
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de 15,16-epoxi-4-hidroxi-labda-13(16),14-dien-3,12-diona (C20H2304) da planta Croton
jacobinensis pela primeira vez ¢ avaliaram a atividade antimicrobiana desse composto. Os
autores obtiveram concentracao inibitoria minima para o composto nas bactérias P. aeruginosa
e E. coli > 1024 pg/ mL. Eles observaram ainda, sinergismo consideravel para E. coli quando
o composto em estudo foi associado ao antibidtico gentamicina e efeitos antagonico em relagdo
a E. coli com os antibioticos benzilpenicilina e cefalotina. Em relagdo a P. aeruginosa
observaram efeitos sinérgicos quando o composto em estudo estava associado aos antibidticos
gentamicina e cefalotina. Entretanto, um efeito antagdnico foi observado com o antibiotico
benzilpenicilina.

Lima (2001) relataram atividade antimicrobiana de uma substancia isolada do caule de

Croton jacobinensis Baill., com agdo sobre cepas de Neisseria, de Nocardia, e de Brucella.

3.5 Barra de fruta

Atualmente, o volumoso desperdicio de alimentos frescos, como as frutas, sugere a
indispensabilidade do desenvolvimento de novas tecnologias que permitam aumentar a vida util
destes alimentos. Neste contexto, a estruturacdo de polpa de frutas representa uma inovacao
com resultados bastante promissores (CARVALHO et al., 2010).

Barra de frutas ou estruturado de fruta é um produto alimenticio com mercado bem
estabelecido na América do Norte. No entanto, no Brasil tem-se um mercado amplo e promissor
a ser explorado, visto que o pais apresenta grande riqueza de sabores com relagdo as frutas
tropicais. Barras de frutas sdo produtos obtidos do puré das frutas e um hidrocoloide,
devidamente formulado, para a obtengdo de produtos nutritivos, com excelente textura e sabor.
Além disso, sdo produtos que apresentam praticidade e conveniéncia em seu consumo. O
hidrocoloide utilizado ¢ responséavel pela diminui¢do da umidade e estruturagdo da polpa de
fruta, que acontece através da gelatinizacao, proporcionando textura caracteristica do produto,
além de aspecto agradavel (CARVALHO et al., 2014; GRIZOTTO; AGUIRRE; MENEZES,
2005). Esse produto pode ainda passar por processo de secagem ou ser comercializado fresco
(CARVALHO et al., 2014; FERREIRA; PINTO, 2017).

A barra de fruta, além de ser uma alternativa para aumentar a vida util das frutas frescas
diminuindo o desperdicio, pode ser considerada um exemplo de industrializagdo de matérias-
primas fora da classificagdo para comercializagdo no mercado in natura, bem como o
aproveitamento de excedentes de producdo durante o periodo de safra pela elaboragdo de

produtos inovadores, convenientes, de maior valor agregado e com excelentes propriedades
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nutricionais e sensoriais (GRIZOTTO; AGUIRRE; MENEZES, 2005).

Segundo Danalache et al. (2016), a producao de barras de frutas ¢ uma nova op¢ao ao
processamento de frutos, pois este produto, além de outras vantagens, tende a apresentar
caracteristicas proximas ao fruto in natura. Além disso, trata-se de um produto que apresenta
técnica para obtengdo relativamente simples. Em relagdo ao hidrocoloide a ser adicionado,
baixas quantidades, 1% ou menos em relacdo ao peso total do produto, sdo suficientes para
alterar a textura de polpas das frutas. Entretanto, segundo Oliveira et al. (2010), ha caréncia de
informagdes sobre os procedimentos tecnoldgicos empregados, a correta formulagdo dos
ingredientes usados na elaboragdo de produtos barras e o efeito da secagem na textura dos
produtos barras, sendo necessario mais estudos.

Varias pesquisas estao sendo direcionadas para elaboracao de barras de frutas. Alencar
Costa et al. (2017) elaboraram barra de murici e verificaram que se trata de uma alternativa
viavel de agregacdo de valor ao fruto, sendo um produto com caracteristicas nutricionais e
coloragdo atrativa. Além disso, ¢ um produto que incentiva o consumo de um fruto da
biodiversidade do Nordeste do Brasil, que ¢ pouco consumido ou subutilizado. Carvalho et al.
(2011) elaboraram barra mista de caja e mamao e observaram boa aceitagdo sensorial para todos
os atributos avaliados. Com relagdo a inten¢do de compra, 70% dos provadores responderam
que provavelmente ou certamente, comprariam a barra mista de caja e mamdo se a
encontrassem a venda. Oliveira et al. (2010) desenvolveram trés formulacdes de barras de
cupuagu e verificaram que todas apresentaram médias de aceitacdo sensorial elevadas e
excelente qualidade nutricional, indicando potencial de consumo do produto na forma em que
se apresenta, além de ser considerado um produto conveniente e saudavel.

Dentre as barras de frutas estudadas, a barra de acai tem grande potencial de ser
comercializado, pois a polpa de acgai ¢ um alimento muito consumido, com crescente demanda
no mercado nacional nos ultimos anos, despertando grande interesse em investimentos e
pesquisas sobre o assunto (RODRIGUES; RIBEIRO; DA SILVA, 2015). Segundo Carvalho et
al. (2010) acredita-se que o processamento do agai, por meio da estruturacdo com geleificantes,
seja uma boa opcdo para a manutengdo de suas caracteristicas desejaveis, reduzindo os
desperdicios que ocorrem por ocasido das grandes safras, além de oferecer produtos inovadores,
convenientes e de maior valor agregado. Os autores elaboraram uma barra de acai e verificaram
boa aceitagdo sensorial, com 77,5% dos provadores respondendo que provavelmente ou

certamente comprariam o produto.
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A parte experimental foi dividida em trés etapas conforme a Figura abaixo:

Figura 4 - Fluxograma geral da parte experimental.
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Caracterizacao dos extratos: compostos fenolicos totais,
atividade antioxidante e atividade antimicrobiana
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perfil de substancias e citotoxicidade
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do cajueiro e goma gelana
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2* ETAPA
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Estudo da estabilidade durante 30 dias e
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).
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4.1 1° etapa — elaboracio e caracterizacdo de extratos de folhas de chamba (Justicia
pectoralis Jacq.) e marmeleiro preto (Croton jacobinensis Baill) e seu potencial

antimicrobiano

Nesta etapa da pesquisa foi realizado o processamento das folhas de chamba e
marmeleiro preto, a elaboracao dos extratos aquosos, hidroalcoolico 50%, hidroalcoolico 70%
e caracterizagdao quanto a quantidade de compostos fendlicos totais, atividades antioxidante e
antimicrobiana. O extrato de cada planta que apresentou melhor atividade antimicrobiana foi

analisado quanto ao perfil de substancias e a citotoxicidade frente a células epiteliais humanas.

4.1.1 Materiais

4.1.1.1 Folhas de chambd e marmeleiro preto

As folhas de chamba (Justicia pectoralis Jacq.) e marmeleiro preto (Croton
jacobinensis Baill) foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais Professor Francisco José
de Abreu Matos (Farmécia Viva) da Universidade Federal do Ceara (UFC) no municipio de
Fortaleza- CE. O Departamento de Biologia confirmou a identidade das plantas por meio dos
numeros das exsicatas 61197 para chamba e 61198 para marmeleiro preto depositados no

Herbario Prisco Bezerra da UFC.

4.1.1.2 Cepas

Foram utilizadas as bactérias patogénicas gram-negativas Escherichia coli (ATCC
25922) e Salmonella Enteritidis (IAL 1132) e as gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC
27664) e Listeria monocytogenes (ATCC 19115), pertencentes a colecdo de bactérias do

Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, UFC.

4.1.1.3 Reagentes

O élcool etilico (Dinamica), o acido galico (Vetec) e os reagentes Folin-Ciocalteu, radical
2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico e Trolox (4cido 2-carboxilico-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Os meios de cultura utilizados na

determinag¢do da atividade antimicrobiana foram obtidos da Difco, Sparks, USA.



41

4.1.2 Métodos
4.1.2.1 Processamento das folhas

As folhas de chamba e de marmeleiro preto foram colhidas com auxilio de uma tesoura,
no periodo da manha (entre 8h e 10h) sob as condicBes de temperatura maxima, minima e
umidade relativa, 32 °C, 24 °C e 65%, respectivamente, durante o periodo de janeiro a margo
de 2017.

No Laboratério de Processamento de Frutos e Hortalicas do Departamento de
Engenharia de Alimentos (DEAL/UFC) foi efetuada a separacdo das folhas do talo. Apds esse
procedimento, as mesmas foram lavadas com agua destilada e dispostas em bandejas de
aluminio e secas em estufa de circulacdo de ar Modelo TE-394/2 (TECNAL) em temperatura
de 35 °C + 3 °C. As folhas de chambéa foram secas por 24 h, pois apresenta dimensdes menores,
conforme Figura 5, e as folhas de marmeleiro preto por 48 h, pois apresenta dimensdes maiores,
conforme Figura 6. Apds a secagem, as folhas foram acondicionadas em sacos plasticos e

armazenadas ao abrigo da luz em recipiente plastico (25 °C £ 1 °C) até elaboracdo dos extratos.

Figura 5 — Fotografia de chamba (Justicia pectoralis Jacq.)

SN PT
g

L $58 8 ) ¥
Fonte: Elaborada pela autora (2019).
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Figura 6 — Fotografia de marmeleiro preto (Croton jacobinensis Baill)

4.1.2.2 Elaboracdo dos extratos

Foram elaborados trés tipos de extratos de cada planta variando o solvente utilizado na
extracdo, sendo, agua, solugdo hidroalcoodlica 50% e solugao hidroalcodlica 70% os solventes
utilizados.

Os extratos foram elaborados a partir das folhas secas previamente maceradas com
auxilio de almofariz e pistilo, obtendo granulometria de 0,84 mm medida através de agitador
de peneiras RETSCH e peneiras granulométricas (Bertel) de 20 mesh. As folhas secas foram
submetidas a infusdo em agua destilada aquecida (90 °C) ou solucao hidroalcodlica levemente
aquecida (70°C) (TAGLIARI; KNAAK; FIUZA, 2010; PACHU, 2007), na proporgio de 1:20
(folhas secas: solvente). Tal mistura foi deixada em repouso por 30 minutos e posteriormente
filtrada em tela de algodao. O procedimento foi repetido, reutilizando as folhas. Posteriormente,
as duas extragdes obtidas foram homogeneizadas, filtradas em papel qualitativo Wathman n°1,
dispostas em recipientes de polietileno, congeladas e submetidas ao processo de liofilizagdo em
equipamento modelo Beta 1-8 LD plus (CHRIST, Alemanha) numa pressao de 0,025 mbar e
temperatura de -40 °C. Ap6s a liofilizacdo, os extratos foram armazenados em recipiente de

polietileno, protegidos da luz, em freezer (-18 °C) até o momento das analises.

4.1.3 Caracterizacdo dos extratos

4.1.3.1 Compostos fenolicos totais

Os compostos fenolicos totais foram determinados através de método descrito por

Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997) o qual utiliza o reagente Folin-Ciocalteu e acido



43

galico como padrdo. Inicialmente, preparou-se um extrato aquoso de concentragdo 1mg/mL a
partir dos liofilizados obtidos de cada planta. Em tubos de ensaio foram adicionadas aliquotas
de 100 pL dos extratos e adicionada agua destilada para completar o volume de 0,5 mL. Foram
entdo adicionados 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (1:3), 1,0 mL de solugdo de NaCO3
20% e 1,0 mL de 4gua destilada. O material foi homogeneizado em agitador vortex e deixado
em repouso, protegido da luz, por 30 minutos. Decorrido o tempo, a leitura foi realizada em
espectrofotometro (Shimadzu, modelo UV-1800) a 700 nm, usando como referéncia uma curva
padriao de acido galico. Os resultados foram expressos em g equivalente de acido galico

(EAG)/100 g de amostra liofilizada.

4.1.3.2 Atividade Antioxidante Total

A atividade antioxidante total foi determinada pelo método da captura do radical 2,2"-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), conforme método readaptado por
Rufino et al. (2010). Inicialmente, preparou-se um extrato aquoso de concentragao Smg/mL a
partir dos extratos liofilizados obtidos de cada planta. Em seguida, em tubos de ensaio, foram
preparadas trés diluigdes diferentes, em triplicata. Em ambiente escuro, transferiu-se uma
aliquota de 30 pL de cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical
ABTS™ e homogeneizou-se em agitador de tubos. Realizou-se a leitura em espectrofotdmetro
de marca Shimadzu, modelo UV-1800 a 734 nm apo6s 6 minutos da mistura.

Os resultados foram expressos como TEAC - Capacidade Antioxidante Equivalente ao
Trolox (&cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) em pM/g de amostra

liofilizada.

4.1.3.3 Atividade Antimicrobiana

4.1.3.3.1 Preparo do in6culo

Inicialmente, cepas liofilizadas de Escherichia coli ATCC 25922, Listeria
monocytogenes ATCC 19115, Salmonella enteritidis 1AL 1132 e Staphylococcus aureus ATCC
27664 foram submetidas ao protocolo de ativacdo. Foram semeadas no meio de manutengao
Tripticase Soya Agar-TSA a 35 °C durante 24 horas. Apos esse periodo, colonias isoladas
variando 1-2 mm de didmetro foram transferidas para tubos contendo 5SmL do caldo de soja

Tripticase de Soja - TSB e incubadas a 35 °C por 24 horas. Posteriormente, foram realizadas
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diluicdes seriadas (10'-1077) em 4gua peptonada 0,1% seguidos de inoculagdo (spread plate)
de aliquotas de 100 uL nos meios diferenciais para cada micro-organismo, conforme descrito a
seguir: agar Palcam (L. monocytogenes), adgar Baird-Parker (S.aureus), dgar Entérico de
Hektoen (S. Enteritidis) e agar Macconkey (E. coli). Apds o periodo de incubagao, respeitando
tempo e temperatura, foram realizadas as contagens de coldnias a fim de determinar suspensdes
bacterianas utilizadas no estudo e padronizar essa etapa para ensaios posteriores. Essas foram
quantificadas em ensaios sucessivos e utilizadas para determinacgao da atividade antimicrobiana

dos extratos (APHA, 2001).

4.1.3.3.2 Determinag@o da concentragdo inibitdria minima (CIM) e da concentragdo bactericida

minima (CBM) dos extratos

A concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentra¢éo bactericida minima (CBM)
foram determinadas conforme os métodos descritos por Branen e Davidson (2004) e Brandt et
al. (2010), com adaptacdes, através de microdiluicdo em placas (96 pogos, 300 uL de
capacidade / poco (MicrotestTM, Becton Dickinson and Co.).

Solugdes aquosas dos extratos, com concentragdes variando de 0,5 a 100 mg/mL foram
elaboradas, esterilizadas através de filtro de membrana de 0,22um e testadas frente aos micro-
organismos patogénicos: E. coli, L. monocytogenes, S. Enteritidis e S. aureus. Nas microplacas
utilizadas foram distribuidas em cada poco caldo TSB, suspensdo bacteriana de
aproximadamente 10° UFC/mL e as solucdes dos extratos a serem testadas. Pogos contendo
meio de cultura, agua destilada estéril e suspensao bacteriana dos micro-organismos em estudo
serviram como controle negativo. Pogos contendo meio de cultura, um agente antimicrobiano
de uso comercial (amicacina) e indculo serviram de controle positivo.

Apos a distribuicdo da placa, foi realizada a leitura da densidade 6ptica (D.O.) a 630
nm utilizando o leitor de absorbancia ELx 808 (BioTek instruments), Inc. Winooski, VT, EUA,
no tempo imediato apo6s a distribuicdo (To) e apds a incubagdo a 35°C por um periodo de 24
horas (T24) com agitagdo no proprio equipamento. A interpretagéo dos resultados foi obtida pela
variagdo das leituras (T24 — To), sendo consideradas as CIM as concentra¢Bes que apresentaram
diferencas entre as leituras < 0,05 nm.

A partir dos pogos testes que indicaram atividade inibitoria (< 0,05 nm), plaqueou-se
(spread plate) 100 pL de cada poco em meios de cultura seletivos e diferenciais especificos
para cada micro-organismo, sendo utilizado o agar Mac Conkey (Oxoid) para E. coli, o agar

Listeria Oxford (Hi Media) para L. monocytogenes, agar Baird-Parker (BD) para S. aureus e
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agar de desoxicolato-lisina-xilose (XLD) para S. Enteritidis. Em seguida, as placas foram
incubadas a 35 °C por um periodo de 48 horas, sendo considerada a CBM a menor concentragao
testada cuja placa apresentou auséncia de crescimento microbiano. Os resultados foram

expressos em mg/mL de extrato seco.

4.1.3.4 Citotoxicidade frente a células epiteliais humanas

Os extratos que apresentaram melhor atividade antimicrobiana foram avaliados quanto
a citotoxicidade frente a células epiteliais humanas segundo método descrito por Mossmann
(1983) utilizando o MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-brometo de tetrazdlio]. A
quantificagdo da reducdo do brometo de tetrazolio avalia a viabilidade celular a partir de um
método colorimétrico simples. Enzimas desidrogenases mitocondriais t€ém a capacidade de
clivar o anel tetrazélio do corante utilizado, formando um cristal insoluvel de formazan de cor
roxa, que ao ser dissolvido absorve na regido do visivel, podendo ser quantificado por
espectrofotometria. A intensidade da cor mensurada ¢ diretamente proporcional a quantidade
de células viaveis.

A citotoxicidade foi medida através da exposicdo das células epiteliais intestinais
(aproximadamente 20.000 células - cultura IEC 6), previamente cultivadas, a 100uL das
solucdes dos extratos com concentragdes de 6,25, 12,5, 25, 50, 75 ¢ 100% (m/v). O controle
positivo foi a toxina A do Clostridium difficile. As células foram incubadas em estufa de CO; a
37°C, por mais 24 horas e posterior remo¢ao do meio de cultura. Os pogos da placa foram
lavados duas vezes com solucao salina tamponada estéril (PBS, 0,1 M, pH 7,0) e a cada um
foram adicionados 100puL da solug¢do de MTT (5mg/mL) em meio Krebs. O sistema
permaneceu em repouso por 20 min a 37 °C, no escuro. Apds a incubagao, a solugdo de MTT
foi removida e foi adicionado 1mL de solug¢dao de HC1 0,04 M em isopropanol para dissolver os
cristais de "formazan". Finalmente foi adicionado a todos os pogos 100uL. de DMSO puro,
sendo a placa agitada por 5 min com espera de mais 5 min para a estabilizacdo da cor. As
amostras foram colocadas em cubetas de 1,5mL e a absorbancia lida a 570nm no
espectrofotometro, usando como branco uma solucdo preparada com 0,5mL de MTT
(0,5mg/mL) e ImL de isopropanol-acido.

O valor de absorbancia foi medido a um comprimento de onda de 570 nm em cubetas
de 1,5 mL em espectrofotometro, usando como branco uma solucdo preparada com 0,5mL de
MTT (0,5mg/mL) e ImL de isopropanol-acido. Fragdes foram comparadas com o controle

positivo (citotoxina A do C. difficile) e negativo (somente cultura celular em meio de cultura),
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sendo o ultimo considerado como 100% de viabilidade celular.

4.1.3.5 Perfil de Substancias por cromatografia liquida e espectrometria de massas

Os extratos que apresentaram melhores atividades antimicrobianas foram caracterizados
quanto ao perfil de substancias utilizando UPLC-ESI-QToF-MS (Waters, modelo Acquity®
UPLC/XEVO®, Milford, MA, USA), acoplado a um analisador em série tipo
quadrupolo/tempo de voo (QToF). No procedimento foi utilizada coluna Acquity UPLC® BEH
C-18 da Watters (2,1 x 150 mm, 1,7 pm) com um fluxo de 0,4 mL/min a 40°C e volume de
inje¢do da amostra de 5 pL. Utilizou-se como eluente a combinagao de agua acidificada (0,1 %
de 4cido formico/L) e acetonitrila acidificada (0,1% de acido férmico/L). O gradiente de
concentragdo variou linearmente de 5 a 95% de acetonitrila (v/v) em 15 min. A ionizacao foi
realizada com fonte de ionizac¢ao por eletrospray (modo negativo - ESI), adquirida na faixa de
110-1180 Da, temperatura de fonte ajustada em 120 °C, temperatura de dessolvata¢do de
350 °C, vazdo de gas de dessolvatacdo de 500 Lh™!, extragdo cone de 0,5 V, voltagem capilar
de 2,6 kV. A encefalina leucina foi usada como massa de bloqueio. O modo de aquisi¢ao foi o
MSE. O instrumento foi controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation). Todas

as amostras foram injetadas em triplicata.

4.1.4 Analise estatistica

Os resultados de polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante total foram
analisados estatisticamente por meio de comparacdo de médias por Andlise de Variancia
(ANOVA) e teste de Tukey, ao nivel de 5% de significincia, utilizando o programa estatistico
Statistica 10.0.

Os dados obtidos nas andlises referentes ao efeito antimicrobiano foram expressos
através das concentragdes inibitoria e bactericida minima.

Os resultados das absorbancias obtidas foram submetidos ao teste de comparacao

multipla de Bonferroni's e os resultados expressos em média e desvio padrao.
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4.2 2° etapa — desenvolvimento e caracterizacio de revestimentos comestiveis a base dos

polissacarideos gomas do cajueiro e gelana

Nesta etapa da pesquisa foi realizado o desenvolvimento dos revestimentos comestiveis
dos polissacarideos goma do cajueiro e goma gelana e caracterizagdo dos mesmos quanto a cor,
reologia, potencial zeta e angulo de contato. Com essas informagdes, foi escolhido a melhor

formulagao para posterior aplicacdo em alimento.

4.2.1 Materiais

A goma gelana utilizada na elaboragdo dos revestimentos foi obtida comercialmente
sendo do tipo de baixo teor acilo (Sosa Ingredients, Moia, Espanha). A goma de cajueiro foi
proveniente de exsudado vegetal de Anarcadium occidentale L., obtida no Campo Experimental
da Embrapa Agroindustria Tropical, localizado na cidade de Pacajus (CE). Foram utilizados na
formulacao glicerol (Vetec), gluconolactato de célcio (Sosa Ingredients - Moia, Espanha),

etanol comercial (Santa Cruz) e a acetona (Synth).

4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Precipita¢do da goma do cajueiro

A goma do cajueiro foi obtida seguindo método adaptado de Torquato et al. (2004), a
partir de isolamento de polissacarideo do exsudado do cajueiro (Anacardium occidentale L.). O
material foi primeiramente fragmentado em particulas menores. Pesaram-se 50 g desse material
e, em seguida foi adicionado 150 mL de 4gua destilada na proporcao de 1:3 m/v (resina:agua),
sendo a mistura mantida sob agitagdo até completa dissolu¢do do material solido. Em seguida,
a solucao foi filtrada para a remog¢do de possiveis fragmentos de madeira, e posteriormente
precipitada com alcool etilico na propor¢ao 1:4 v/v (filtrado:etanol). O precipitado foi deixado
sob refrigeragdo (6+2 °C) por 20 horas, para que houvesse uma melhor precipitacao. Apds esse
periodo, o precipitado foi separado por filtragdo a vacuo, em funil de placa sinterizada e, ainda
no sistema a vacuo, foi purificado com 100 mL de acetona. Apds a purificagdo, o material obtido
foi seco com auxilio de um secador manual para a remogao do etanol e da acetona. A goma seca

foi armazenada em frasco fechado a temperatura ambiente.
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4.2.2.2 Elaboracdo dos revestimentos

Os revestimentos comestiveis a base de goma do cajueiro e goma gelana foram
elaborados de acordo com delineamento composto central rotacional 22 sendo 6 pontos axiais
e 3 centrais, totalizando 11 formulagdes (Tabela 1), no qual variaram-se as concentragdes de

goma do cajueiro e do plastificante glicerol.

Tabela 1 - Delineamento composto central de formula¢des dos revestimentos a base de goma
do cajueiro e goma gelana com diferentes concentragdes de goma do cajueiro e glicerol.

Experimentos Goma do cajueiro (%p/v) Glicerol (%p/v)

1 -1 (11,50) -1 (3,45)
2 1 (11,50) -1(5,55)
3 -1 (18,50) 1 (3,45)
4 1(18,50) 1(3,45)
5 -1,41 (10,05) 0 (4,50)
6 1,41 (19,95) 0 (4,50)
7 0 (15,00) -1,41 (3,00)
8 0 (15,00) 1,41 (6,00)

9(C) 0 (15,00) 0 (4,50)

10 (C) 0 (15,00) 0 (4,50)

11 (C) 0 (15,00) 0 (4,50)

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Em um béquer, foram adicionados o glicerol, 0,3% de goma gelana (porcentagem em
relagdo ao volume total de solu¢do do revestimento) e 20 mL de dgua destilada. Em seguida,
deixado sob agita¢do por 5 minutos e aquecimento a 70-75 °C. Em outro béquer, foram pesados
0,2% de gluconolactato de calcio (porcentagem em relacdo ao volume total de solucdo do
revestimento) e dissolvidos em 10 mL de agua destilada. Posteriormente, essa solugdo foi
misturada com a solugdo de goma gelana e glicerol. Em um terceiro béquer, foi pesada a goma
de cajueiro e solubilizada em agua destilada em quantidade para completar 100 mL e, deixada
sob agitagdo por 24 horas a temperatura ambiente (solucdo preparada previamente).
Posteriormente, a solugdo de goma do cajueiro foi misturada com a solugdo contendo a goma
gelana, o glicerol e o gluconolactato de célcio, e homogeneizada em Ultraturrax (IKA, modelo

T-18, Brasil) a 10000 rpm por 5 minutos.
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4.2.3 Caracterizagdo dos revestimentos

4.2.3.1 Reologia

O comportamento reologico dos revestimentos de goma do cajueiro e goma gelana foi
determinado através de um redmetro rotacional de cilindros concéntricos tipo Searle da
Brookfield, modelo R/S plus SST 2000. As medidas foram feitas a temperatura de 25 °C, a qual
foi ajustada através de um banho termostatico acoplado ao equipamento. O equipamento
forneceu os dados de tensao de cisalhamento e taxa de deformagao através do software RHEO
V 2.8. As anélises reolégicas foram obtidas com variagdo da taxa de deformagdo de 0 a 500 s™!
(curva ascendente) e de 500 a 0 s! (curva descendente), com um tempo de 1 minuto e leitura de
25 pontos para cada curva. As leituras foram feitas em triplicata e em cada medida foi utilizada
uma nova amostra. Os dados obtidos na andlise reoldgica foram ajustados aos modelos de
Ostwald-de-Waelle, Casson e Newton (TABELA 2) através de regressao nao linear, utilizando

o programa estatistico Statistical Analysis System for Windows (SAS, 2012), versao 12.1.

Tabela 2 - Modelos reoldgicos utilizados para avaliagdo do comportamento reolégico dos
revestimentos de goma do cajueiro.

Modelo Equacao
Ostwald-de-Waelle T=K(@y)"

Casson (D)% = Ky + k. (7)*

Newton T=1nY

Onde: 1 = tensdo de cisalhamento (Pa), K = indice de consisténcia (Pa.s), n = indice de comportamento
(adimensional), t = tensdo de cisalhamento (Pa), y = taxa de deformacio (s'), Koc= tensdo inicial (Pa), K=
viscosidade plastica de Casson (Pa.s"), T = tensdo de cisalhamento (Pa), n = viscosidade newtoniana (Pa.s), y =
taxa de deformacio (s™!).

4.2.3.2 Cor

A cor dos revestimentos foi determinada em colorimetro ColorQuest XE (Hunter Lab,
USA), utilizando o sistema CIELAB, iluminante D65 e angulo observador padréo 10°, segundo
metodologia ASTM D2244 (2009). Esse equipamento apresenta a tecnologia de instrumentacéo
de cores que utiliza os parametros L*, a*, b*, onde L* corresponde a luminosidade numa escala
de 0 a 100 (claro a escuro), a* corresponde a intensidades de cores que variam do vermelho ao
verde, e b* corresponde a intensidades de cores que variam do amarelo ao azul. Amostras de

revestimentos foram distribuidas em quantidade suficiente para cobrir a base de uma placa de
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Petri e as leituras foram tomadas a partir da emissdo de feixe de luz da lente do

espectrofotdmetro, medidos por reflectancia.

4.2.3.3 Potencial Zeta

O potencial zeta dos revestimentos foi determinado utilizando-se um equipamento
Malvern 3000 Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). As analises foram realizadas com

aliquotas das solucdes de revestimento a 0,5% (m/v).

4.2.3.4 Angulo de contato

As medidas de angulo de contato foram realizadas em sistema GBX - Digidrop MCAT
(modular contact angle technology) acoplado ao tensidmetro CAN101 Optical Contact Angle
Meter (KSV Instruments). Foram realizados dois tipos de leitura. Na primeira, cinco gotas de
agua deionizada foram gotejadas na superficie da barra de acai coberto com o revestimento de
goma do cajueiro e goma gelana. Os angulos foram registrados por sistema Optico
imediatamente apds a disposicao das gotas, sendo todas as medidas determinadas digitalmente.
O ensaio foi realizado em temperatura ambiente (~25 °C). Essa leitura mostrou a molhabilidade
do revestimento. A segunda leitura foi realizada através do método da gota séssil, no qual gotas
dos revestimentos foram aplicadas na superficie da barra de acai. Este aparelho conta com um
sistema de aquisi¢do de imagens através de uma camera de video, uma seringa controlada
através do computador e uma base para colocagdo da amostra. O sistema de aquisicdo de
imagens foi conectado a um computador e, através de um software, as imagens do momento
em que a gota do liquido toca a superficie sdo processadas para obten¢do do angulo de contato.

Essa leitura mostrou a espalhabilidade do revestimento.

4.2.4 Analise estatistica

Depois de obtidas as respostas para todos os ensaios, foi utilizado o programa Statistica,
versao 10.0 para realizacao de teste de pareto e andlise do modelo e da sua falta de ajuste, bem
como os efeitos principais e das interagdes entre os tratamentos, fornecendo um grafico de
superficie de resposta e descricdo matematica do modelo dos revestimentos para determinacao
da regido de melhores condi¢des experimentais.

Além disso, foi realizado comparagdo de médias por Analise de Variancia (ANOVA) e
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teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, utilizando o XLSTAT software para Windows

versao 2012.5 (Adinsoft, Paris, Franga).

4.3 3" etapa — revestimento comestivel a base dos polissacarideos gomas do cajueiro e
gelana incorporado de extrato de folha de melhor atividade antimicrobiana para avaliar

a estabilidade de barra de acai

Nesta etapa da pesquisa foi incorporado o extrato de planta com a melhor atividade
antimicrobiana na formula¢do mais promissora do revestimento de gomas do cajueiro e gelana
e aplicado em barra de acai. A estabilidade da barra de agai com e sem revestimento foi avaliada
durante 30 dias quanto as analises fisico-quimicas, quimicas e microbiologicas. Analisou-se

também a bioacessibilidade in vitro da barra de acai (FIGURA 7).

Figura 7 - Fluxograma das andlises da barra de agai revestida e sem o revestimento comestivel
de goma do cajueiro e gelana incorporado de extrato de planta.

Barra de acai
(revestida e néo)
I |
Anélises fisico- Andlises Bioacessibilidade in
quimicas e quimicas microbioldgicas vitro
- Sinérese - Mesofilos - Fenolicos totais
- Acidez - Psicrofilos - Atividade
-pH - Bolores e antioxidante
- Cor leveduras
- Fendlicos totais - Escherichia coli
- Atividade - Listeria spp.
antioxidante - Salmonella sp.
- Antocianinas

Fonte: Elaborada pela autora (2019).
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4.3.1 Materiais

A polpa de agai e o acucar, ingredientes utilizados na elaboracdo das barras, foram
obtidos no comércio local do municipio de Fortaleza-CE. Os hidrocoloides utilizados foram de
dois tipos de goma gelana: goma gelana com baixo teor de acil (Kelcogel®F) e goma gelana
com alto teor de acil (Kelcogel® LT). Os materiais utilizados na elaboracao dos revestimentos

foram os mesmos da segunda etapa (itens 4.1 ¢ 4.2).

4.3.2 Métodos

4.3.2.1 Elaboracdo da barra de acai

Para a producdo da barra de agai foi utilizado 50% de polpa de agai, 1% de goma gelana
(sendo 50% de goma gelana de baixo teor acil e 50% de goma gelana de alto teor acil), 10% de
acucar e 39% de agua. As proporcoes utilizadas foram escolhidas de acordo com Danalache et
al. (2015b).

O processamento foi iniciado com o descongelamento da polpa (cerca de 10 °C) e
pesagem dos ingredientes. Em seguida, os ingredientes foram homogeneizados e aquecidos em
micro-ondas por trés vezes, até fervura (80 £ 5 °C), agitando sempre, até dissolucao completa
do hidrocoloide. Este preparado foi colocado em formas de silicone e armazenado em
refrigerador a 5 °C, em recipiente fechado e coberto com filme plastico até o momento das

analises.

4.3.2.2 Elaboragdo e aplica¢do do revestimento de gomas do cajueiro e gelana incorporado de

extrato de planta

A partir da formulagdo mais promissora do revestimento de gomas do cajueiro e gelana
obtida na etapa 2 do experimento, foram adicionadas trés vezes a concentragdo inibitoria
minima do extrato da planta com melhor atividade antimicrobiana, conforme Burt (2004).

Um palito fino de madeira foi cuidadosamente introduzido nas barras de agai e entdo,
estas foram mergulhados por 20s na solucao do revestimento e deixadas a temperatura ambiente
(22 £ 2 °C) por 30 minutos para secagem da cobertura (FIGURA 8) (DANALACHE ef al.,
2016). As barras foram armazenadas a 5 °C e analisadas nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30

dias.
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Figura 8 — Barras de agai com revestimento de gomas do cajueiro e gelana incorporado de
extrato de planta.

e

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

4.3.3 Andlises fisico-quimicas e quimicas

Amostras de barra de agai revestidas com cobertura de gomas do cajueiro e gelana
incorporado de extrato de planta e, amostras ndo revestidas, foram armazenadas em camara
incubadora refrigerada (Biochemical Oxygen Demand — BOD) sob refrigeragao (5 °C + 1 °C)

pelo periodo de 30 dias. A cada 5 dias foram realizadas as analises, até completar 30 dias.
4.3.3.1 Susceptibilidade a sinérese

A determinacdo da sinérese das barras de acai revestidas e ndo revestidas foi realizada
em triplicata, seguindo método descrito por Danalache et al. (2016). As amostras foram
pesadas, acondicionadas em recipiente fechado para minimizar a vaporizagdo do liquido e
mantidas sob refrigeracdo (5 °C + 1 °C) em camara incubadora refrigerada (Biochemical
Oxygen Demand — BOD). Para determinacdo da porcentagem de sinérese, as amostras foram
pesadas, em intervalos de 5 dias, pelo periodo de 30 dias. Ao final, a porcentagem de sinérese
foi calculada pela diferenca entre a massa inicial e a massa final da amostra.

P1-P2
Pl

S (%)= x100

Onde:
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S (%): Porcentagem de sinérese;
P1: Peso da amostra antes da sinérese (Q);

P2: Peso da amostra apds a sinérese (9);

4.3.3.2 pH

O pH foi determinado através de leitura direta, em potenciometro de marca WTW,

modelo 330i/SET, calibrado com solug¢des tampao de pH 4,0 e 7,0, conforme IAL (2008).

4.3.3.3 Solidos soluveis totais (SST)

As determinacdes dos solidos soluveis totais (SST) foram realizadas em refratdmetro
digital (Milwaukee MA871) com escala de 0 a 85 °Brix, através de leitura direta. Os resultados

foram expressos em °Brix, de acordo com TAL (2008).

4.3.3.4 Acidez total titulavel (ATT)

A acidez total titulavel (ATT) foi determinada por método eletrométrico, no qual
aproximadamente 1 grama de barra de agai foi pesado e homogeneizado com 50mL de dgua
destilada. Em seguida, os eletrodos foram colocados na amostra e foi realizada a titulagdo com
solucao de NaOH 0,1 M, sob constante agitacao, at¢ alcangar o pH de 8,1.

Os resultados foram expressos em percentagem de acido citrico, segundo metodologia
descrita pelo IAL (2008).

4.3.3.5 Cor

A cor das barras de acgai foi determinada conforme item 4.2.4.2 da 2* etapa do

experimento.



55

4.3.3.6 Compostos fenolicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados utilizando o mesmo método descrito
no item 4.2.3.1 da 1? etapa do experimento. No entanto, a metodologia de elaboragdo do extrato
foi diferente. Inicialmente, foi preparado um extrato a partir da barra de acai utilizando 1 g de
amostra e em seguida foi adicionado 20 mL de solucdo de etanol 50%. A mistura obtida foi
homogeneizada e deixada em repouso por 1 hora para extracdo. Em seguida, a mistura foi
centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi
filtrado e transferido para um baldo de 50 mL. Ao precipitado foi adicionado 20 mL de uma
solucdo de acetona 70%, ficando em repouso por mais 1 hora. Em seguida a mistura foi
centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos. O segundo sobrenadante obtido foi misturado ao
primeiro no mesmo baldo de 50 mL, o qual foi aferido com agua destilada, obtendo-se assim o
extrato para determinag¢do dos polifenois extraiveis totais. Todo o processo foi realizado ao
abrigo da luz.

Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico (EAG)/100 g de

barra de acai.

4.3.3.7 Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total foi determinada utilizando o mesmo método descrito no
item 4.2.3.2 da 1* etapa do experimento com o mesmo extrato elaborado no item anterior

(4.2.4.6).

4.3.3.8 Antocianinas totais

As antocianinas totais foram determinadas de acordo com os métodos descritos por
Fuleki e Francis (1968) e Lee, Durst e Wrolstad (2005) com modificagdes. Foram utilizadas
solucdes tampao pH 1,0 e 4,5. A solugdo pH 1,0 foi preparada a partir da mistura de solucdes
de KCI (0,2 N) e HCI (0,2N) ajustada até o pH 1,0 através de potenciometro de marca WTW,
modelo 3301/SET. O tampao pH 4,5 foi preparado a partir de solugdo de acetato de sodio (1N),
HCI e 4gua com pH ajustado na mesma maneira da solucdo anterior.

Dilui¢des da barra de agai foram preparadas partindo de 0,5g de barra para um baldo
volumétrico de 50 mL de cor ambar, com cada solugdo de pH elaborada (pH 1 e pH 4,5). Foi

deixado em repouso por duas horas na auséncia de luz. Apds o periodo de tempo, a solucao foi
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filtrada e o teor de antocianinas foi quantificado através de espectrofotdometro de marca
Shimadzu, modelo UV-1800 a 520 nm ¢ a 710 nm. A concentracao de antocianinas foi calculada

de acordo com a seguinte féormula:

Antocianinas (equivalente em cianidina-3-O-glucosideo, mg/100g) = A x MM x FD x 10°
Ex1

Onde:

A ¢ a absorbancia = (As20nm — A700nm)pH 1,0 - (As20nm — A700nm)pH 4,5

MM ¢ Massa molecular = 449,2 g/mol para cianidina-3-O-glucosideo

FD = fator diluicao = 100

€ = coeficiente de extingdo molar = 26900 L x mol'x cm™! para cianidina-3-O-glucosideo

10° = fator para converter g em mg.

4.3.3.9 Analise estatistica

O experimento foi conduzido segundo o delineamento em parcelas subdivididas, com
dois tipos de barras de agai nas parcelas (Barra de acai ndo revestido e barra de acai revestido)
e tempo de armazenamento nas subparcelas, em sete niveis (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias)
mantidos a temperatura de refrigeracao (51 °C), em fatorial inteiramente ao acaso, com trés
repeticdes.

Os dados obtidos nas analises fisico-quimicas foram submetidos a analise de interagao
entre formulacdes e tempos de armazenamento e regressao, € quando conveniente, foi realizado
teste de Tukey para comparagao de médias, ao nivel de 5% de probabilidade. Todas as analises
estatisticas foram realizadas por o XLSTAT software para Windows versao 2018.6 (Adinsoft,

Paris, Franca).

4.3.4 Analises microbiologicas

Amostras de barra de agai revestidos com cobertura de goma do cajueiro e goma gelana
incorporado de extrato de planta e amostras ndo revestidas foram armazenadas em camara
incubadora refrigerada (Biochemical Oxygen Demand — BOD) sob refrigeracao (5 °C + 1 °C)
por um periodo de 30 dias. A cada 5 dias as anélises foram realizadas, sendo os tempos TO0, T5,

T10, T15, T20, T25 e T30 empregados.
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4.3.4.1 Presenca ou auséncia de Escherichia coli nas barras de acai

O teste de presenca e auséncia de E. coli nas barras de acai (revestidas e ndo) foi efetuado
segundo APHA (2001). Foi utilizado o método do Numero Provavel (NMP) com o caldo lauril
sulfato triptose (LST/Merck) para o teste presuntivo; caldo E. coli (EC/Difco) para o teste
confirmativo, com posterior estriamento em agar levine eosina azul de metileno (L-EMB) para
teste completo. O resultado foi expresso como presenca ou auséncia de E. coli/g de barra de

acai.

4.3.4.2 Presenca ou auséncia de Salmonella sp. nas barras de acai

O teste de presenca ou auséncia de Salmonella sp. foi realizado a partir de 25 g de barra
de acai conforme a legislacdo vigente (BRASIL, 2001) e método da Food and Drug
Administration — FDA do Bacteriological Analytical Manual (ANDREWS et al., 1998).

4.3.4.3 Presenca ou auséncia de Listeria spp. nas barras de acai

O teste de auséncia e presenca de Listeria spp. nas barras de agai (revestidas e ndo) foi
efetuado segundo o0 método Health Canada (HEALTH CANADA, 2010).

4.3.4.4 Contagem de bactérias aerdbias mesdfilas, psicrofilas e bolores e leveduras

As determinagdes foram realizadas segundo American Public Health Association
(APHA, 2001). Foram transferidas 25 g de barra de acai para 225 mL de 4gua peptonada 0,1%
(Difco) e apds homogeneizacdo foram preparadas diluigdes até 1077, Foi inoculado 0,1 mL de
cada diluicdo em placas de petri contendo agar padrao (PCA/Oxoid) e espalhados com alga de
Drigalski. As placas foram incubadas a 35 +°C por 48 + 2h para bactérias meséfilasea 7+ 1 °C
por 10 dias para bactérias psicrofilas, sendo as contagens expressas em UFC/g de barra.

A contagem de bolores e leveduras (UFC/g) foi realizada por espalhamento em

superficie em meio de 4gar batata acidificado (pH final 3,5), incubado a 25 ‘C, por 3 a 5 dias.
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4.3.5 Teste de Bioacessibilidade in vitro (Digestdo gastrointestinal simulada in vitro) de

barras de acai revestidas ou ndo

A digestéo gastrointestinal simulada foi realizada de acordo com o procedimento in vitro
proposto por Moura e Canniatti-Brazaca (2006), que consta de uma fase gastrica com pepsina
solubilizada em HCI 0,1 mol L™ e uma fase intestinal com sais de bile-pancreatina solubilizada
com NaHCOs 0,1 mol L™,

A solucdo de pepsina foi preparada dissolvendo 16 g de pepsina em 100 mL de HCI 0,1
mol L. A solucdo de pancreatina e sais de bile foi preparada pela dissolugio de 0,5 g de
pancreatina e 3,13 g de extrato de bile em 125 mL de NaHCO3 0,1 mol L. Foram adicionadas
20 g de cada amostra de barra (revestida e nio revestida), 100 mL de HC1 0,01 mol L* e ajustado
0 pH para 2 com solugio de HCI 2 mols L. Apds o ajuste do pH, foram adicionados 3,2 mL
de pepsina no meio e submetido a agitacdo em banho termostatizado a 37 °C durante 2 horas.
Essa etapa simula a digestdo do alimento que ocorre no estbmago.

Ao final da primeira etapa de 2 horas de digestdo, 20 g do digerido de pepsina foram
pesados em triplicata sendo uma delas utilizada para o procedimento de titulacéo e as outras
submetidas a dialise. Para o procedimento de titulacdo, 5 mL de solucdo de pancreatina e sais
de bile foram adicionados aos digeridos de pepsina de cada amostra que, em seguida, foram
tituladas com solucdo 0,5 mol L de NaOH até pH 7,5 para simular o valor de pH encontrado
no meio intestinal de um individuo. A dialise foi realizada durante duas horas em sacos de
dialise contendo NaHCOs 0,1 mol L equivalente a acidez titulavel. Solugio de NaHCOs3 0,1
mol L foi utilizado no interior da membrana de diélise, pois a mesma deve estar em meio
tamponado para que, durante o processo de dialise, ndo ocorra mudanca brusca de pH e
precipitacdo das proteinas. Apos o ajuste do pH, foram adicionadas as membranas de dialise e
submetidas a agitacdo em banho termostatizado a 37 °C durante 30 minutos, apds isso, foram
adicionados 5,0 mL da solucdo de pancreatina e sais de bile no meio e agitados em banho
termostatizado a 37 °C durante 2 horas. Essa etapa simula a digestédo do alimento que ocorre no
intestino.

Ao final desta etapa de 2 horas de digestdo, o conteudo da membrana chamado de
dialisado, foi retirado e as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo até o instante das
anélises.

Essas digestdes foram feitas nas amostras de barra de acai revestida e ndo revestida para
avaliar a bioacessibilidade de compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante total

presentes nas amostras, apos a digestao gastrointestinal simulada in vitro.
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4.3.5.1 Compostos fendlicos totais

Os compostos fenolicos totais antes e apés a digestdo gastrointestinal simulada in vitro
foram determinados por meio do reagente de Folin-Ciocalteu, utilizando uma curva padréo de
acido galico como referéncia, conforme método descrito por Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto
(1997). A leitura foi realizada em espectofotdmetro de marca Shimadzu, modelo UV-1800 a
700 nm. Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico (EAG)/100 g de
barra de agai.

A porcentagem bioacessivel foi calculada de acordo com Briones-Labarca et al.
(2011): %Bioacessivel = 100 x (A/B). Onde A é o contetdo de compostos fenolicos dialisavel
(mg AGE/100 g) e B corresponde ao teor de compostos fendlicos totais da amostra (mg
AGE/100g).

4.3.5.2 Atividade Antioxidante total

A atividade antioxidante total foi determinada pelo método da captura do radical 2,2’-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), de acordo com Rufino et al. (2010).
A leitura foi realizada em espectofotdmetro de marca Shimadzu, modelo UV-1800 a 734 nm.

Os resultados foram expressos como TEAC - Capacidade Antioxidante Equivalente ao
Trolox (4cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano), em uM de Trolox/g de
amostra.

A porcentagem bioacessivel foi calculada de acordo com Briones-Labarca et al.
(2011): %Bioacessivel = 100 x (C/D). Onde C ¢ a atividade antioxidante total dialisdvel pM

de Trolox/g) e D corresponde ¢ a atividade antioxidante total da amostra (uM Trolox/g).
4.3.5.3 Andlise estatistica
Os resultados foram avaliados através de comparagao de médias e erro padrao da média

(£ EPM) por Andlise de Varidncia (ANOVA) e teste de Tukey, como pos-teste ao nivel de 5%

de significancia, utilizando o programa estatistico Statistica Versao 10.



60

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 1* etapa — elaboracao e caracterizacao de extratos de folhas de chamba (Justicia
pectoralis Jacq.) e marmeleiro preto (Croton jacobinensis Baill) e seu potencial

antimicrobiano

5.1.1 Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais presentes nos extratos aquoso, 50% etanol e 70%
etanol de chamba e marmeleiro preto estdo expressos na Tabela 3. Os resultados indicaram que
os extratos elaborados com 70% de etanol em ambas as plantas estudadas, apresentaram
maiores conteudos de compostos fendlicos totais quando comparado com outros métodos de

extragdo, apresentando diferencga significativa (p<0,05).

Tabela 3 - Teor de compostos fenolicos totais expressos em equivalentes de acido galico (EAG).

Compostos fenolicos totais expressos (g EAG 100g™)
Solvente de extracio

J. Pectoralis Jacq. C. jacobinensis Balill.
Aquoso 8,44+ 0,11 24,912+ 0,23
50% etanol 12,11°+ 0,41 31,38+ 0,25
70% etanol 14,50°+ 0,42 32,52°4+ 0,22

Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o teste de
Tukey.

A divergéncia entre as metodologias utilizadas na literatura pode dificultar a
comparagdo destes resultados com os estudos de variados autores. Arteaga, Perea e Varon
(2011) estudaram o teor de compostos fenolicos totais da Justicia pectoralis Jacq. utilizando
como solventes dgua, etanol ou acetato de etila e também encontraram maiores teores no extrato
etanodlico, com valor médio de 23,79g EAG 100g!. No presente estudo foi encontrado 12,11g
EAG 100g" para o extrato elaborado com 50% etanol e 14,50g EAG 100g™! para o extrato
elaborado com 70% etanol da mesma planta, valores inferiores aos obtidos pelos autores
supracitados. O mesmo comportamento ocorreu no extrato aquoso, no qual os autores
obtiveram valor médio de 14,59g¢ EAG 100g™!, enquanto no presente estudo foi obtido 8,44g
EAG 100g". A divergéncia nos valores obtidos pode ser justificada pelo fato de os autores

supracitados terem utilizado o solvente etanol ndo diluido e método de extracao diferente, no
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qual para os solventes organicos utilizou as folhas secas e moidas embebidas no solvente até o
esgotamento, enquanto que para a agua a decocgdo. Ja o presente estudo utilizou para ambos
solventes o método de infusdo. Além disso, trata-se de plantas cultivadas em paises distintos,
com condi¢des climaticas e de cultivo diferentes.

Em relacdo ao C. jacobinensis Baill, Chisté, Godoy e Prado (2013) encontraram teor
médio de compostos fendlicos totais em extrato aquoso de folhas de Croton spp. elaborado por
infusdo de 2,60g EAG 100g™!, enquanto que o presente estudo obteve teor expressivamente
maior, cerca de 24,91g EAG 100g". De acordo com Somit, Priyankar e Kumar (2013) as folhas
de C. bonplandianum sio ricas em vdrios fitoquimicos, como compostos fenolicos, que
possuem varias propriedades bioativas, tendo a planta potencial para ser utilizada como agente
terapéutico. Segundo os autores, os compostos fenolicos tém capacidade de combater o cancer,
evitar doencas cardiacas, além de apresentar acdo anti-inflamatéria, vasodilatadora e
antioxidante.

O teor de compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante variam em fungao do
solvente utilizado para extragdo. Segundo Cutrim e Cortez (2018) os solventes com alta
polaridade, como a 4gua, e solventes com polaridade muito baixas, ou apolares, como hexano
ou diclorometano, ndo sdo bons extratores. Eles constataram que a acetona foi o solvente mais
eficiente em extragdo, seguido de metanol e etanol, que nio diferiram entre si. A dgua pura
como solvente extrator ndo foi tdo eficiente quando comparada aos demais solventes testados
(exceto o solvente hexano), além disso, o uso de agua pura resulta em extratos com alta
impureza (4cidos organicos, aglicares, proteinas soluveis), podendo interferir na quantificacao
destes compostos. No entanto, a 4gua em combinagdo com outros solventes organicos contribui
para criar um meio moderadamente polar, o que favorece a extra¢do de polifendis. Os autores
enfatizam que a acetona se mostrou mais eficiente na extragdo, entretanto, este solvente
apresenta varios inconvenientes, principalmente o fato de ser um produto que tem a compra
controlada; por esta razdo, a utilizagdo de metanol ou etanol sdo boas alternativas para melhorar
a eficiéncia de extragdo (CUTRIM; CORTEZ, 2018).

Um dos pontos mais relevantes na pesquisa de compostos fitoquimicos, como as
substancias polifenolicas, na atividade biologica de plantas, reside no fato de que estes estao
envolvidos no sistema de resisténcia dos vegetais contra patdgenos e predadores (pragas pos-
colheita). Segundo Negi (2012), a atuagdo de extratos de plantas como controle bacteriano
possivelmente esta ligada a ruptura da membrana celular devido a adsor¢do de polifendis a esta
estrutura, causando enfraquecimento e vazamento da estrutura da célula.

Associada a esta caracteristica, na industria de alimentos € crescente o interesse no
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estudo deste metabdlito, devido a habilidade antioxidante associada a algumas classes destes
compostos fendlicos, atribuindo potenciais efeitos na saide humana (BRAVO, 1998; OU et al.,
2018). O estudo de compostos fendlicos extraidos de plantas tem sido cada vez mais
amplificado a sua utilizacdo como aditivos alimentares, representando um desafio relevante
para a industria alimenticia em termos de adequagdo destes componentes a variadas

formulagdes (CUTRIM; CORTEZ, 2018).

5.1.2 Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total dos extratos aquoso, 50% etanol e 70% etanol de chamba
e marmeleiro preto estdo expressas na Tabela 4. Os resultados indicaram que os extratos
elaborados com etanol (50 e 70%) em ambas as plantas estudadas, apresentaram maior atividade
antioxidante total quando comparados aos extratos aquosos, apresentando diferenca
significativa. No entanto, os extratos preparados com 50 e 70% de etanol ndo diferiram

estatisticamente entre si, em ambas as plantas.

Tabela 4 - Atividade antioxidante total expressa em micromolar de Trolox por grama de extrato.

Atividade antioxidante total (uM de Trolox g™)

Solvente de extracio

J. Pectoralis Jacq. C. jacobinensis Baill.
Aquoso 367,5°+ 0,80 967,8*+ 13,69
50% etanol 1.146,8°+ 83,85 1.486,4°+ 2,34
70% etanol 1.186,1°+ 54,65 1.507,9°+ 34,96

Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o teste de
Tukey.

As condicdes de extragdo como método, agente extrator, temperatura e tempo sio
fatores importantes a serem considerados na extracao de fitoquimicos de plantas. Também ¢
muito importante ressaltar que a polaridade do agente de extracdao, ou misturas de solventes,
desempenham um importante papel na extragio (BAQUEIRO-PENA; GUERRERO-
BELTRAN, 2017).

A pesquisa de antioxidantes naturais presentes nas plantas atrai o interesse dos
pesquisadores para seu emprego, principalmente nas industrias farmacéutica e de alimentos,
devido as suas propriedades terapéuticas e nutricionais. Em relagdo a industria alimenticia,

essas substancias provenientes das plantas sdo uma alternativa a substituicdo dos antioxidantes
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sintéticos, como butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT), que podem ocasionar
efeitos nocivos a saude (RAMESHKUMAR; SIVASUDHA, 2012).

A capacidade antioxidante dos extratos vegetais ¢ principalmente atribuida aos
compostos fenolicos presentes (DEY ef al., 2012). Dessa forma, no presente estudo, observa-
se que os extratos hidroalcoolicos apresentaram maiores teores de compostos fenolicos quando
comparados aos extratos aquosos, apresentando também maior atividade antioxidante. O
presente estudo estd em concordancia com outros relatos da literatura para o género Justicia.
Reddy et al. (2015) e Baqueiro-Pena e Guerrero-Beltran (2017) estudaram extratos de vegetais
deste género e também identificaram maiores concentragdes de antioxidantes em extratos
etanolicos.

Em relag¢do ao C. jacobinensis Baill, Keerthana, Kalaivani ¢ Sumathy (2013) também
relataram que o extrato etandlico de folhas de C. bomplandianum tem boa capacidade
antioxidante. Os autores utilizaram os métodos de fosfomolibdénio e a captura do radical
DPPH. Nath et al. (2013) avaliaram a atividade antioxidante de extrato etandlico da folha, caule
eraiz de C. argyratus por meio da atividade de eliminacao do radical DPPH e verificaram maior
valor de atividade antioxidante na folha, sugerindo o potencial de uso de extratos de plantas de

C. argyratus como fonte natural de antioxidantes.

5.1.3 Concentracgdo inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) dos

extratos

Os extratos aquoso e 50% de etanol das folhas de Justicia pectoralis Jacq. (chambd)
apresentaram atividade antimicrobiana contra todos os microrganismos testados (S. aureus, L.
monocytogenes, S. Enteritidis ¢ E. coli) sendo as concentragdes inibitoria minima (CIM) e
bactericida minima (CBM) apresentadas na Tabela 5. O extrato elaborado com 70% de etanol

ndo apresentou atividade antibacteriana apenas para a E. coli.
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Tabela 5 - Atividade antimicrobiana dos extratos de J. pectoralis Jacq.

J. pectoralis Jacq. Aquoso 50% etanol 70% etanol
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

S. aureus CIM 1 15 5
CBM 1 15 15

L. monocytogenes CIM 10 15 25
CBM 10 15 35

S. Enteritidis CIM 25 25 45
CBM 25 25 Nd

E. coli CIM 25 40 Nd
CBM 50 50 Nd

CIM= concentragdo inibitéria minima; CBM = concentragdo bactericida minima. Nd = ndo detectada.

Os extratos de J. pectoralis Jacq. testados apresentaram-se mais efetivos contra as
bactérias Gram-positivas. O extrato aquoso apresentou melhores atividades antimicrobianas,
sendo necessarias concentracdes de 1 mg/mL e 10 mg/L, respectivamente, para inibicdo e
inativacao de S. aureus e L. monocytogenes. Estas bactérias sdo consideradas mais sensiveis
para a atuacdo de antimicrobianos devido a constituigdo da sua parede celular, que ¢
majoritariamente de peptideoglicano, facilitando a permeabilidade das substancias (YIN et al.,
2013). Enquanto que, quantidades superiores, cerca de 25 mg/L, foram necessarias para a
inibicao das bactérias Gram-negativas, S. Enteritidis ¢ E. coli.

Os extratos aquoso e etandlico 50% de J. pectoralis Jacq apresentaram as mesmas
concentragdes inibitorias e bactericidas (25 mg/mL), para a bactéria S. Enteritidis. O extrato
aquoso foi mais eficiente, frente ao uso de etanol a 50%, no teste realizado com E. coli. Segundo
Yin et al. (2013) as bactérias Gram-negativas sao mais resistentes aos antimicrobianos do que
as gram-positivas, visto que a parede celular dos microrganismos Gram-negativos possui uma
membrana externa, formada por lipopolissacarideos e lipoproteinas. Além disso, as bombas de
fluxo removem ativamente moléculas nocivas das células, aumentando assim, ainda mais, a
tolerancia em relagdo ao tratamento antimicrobiano.

No entanto, alguns autores encontraram comportamento diferente para o extrato de J.
pectoralis Jacq frente as bactérias Gram-negativas. Furtado ef al. (2015) estudaram a atividade
antimicrobiana de extrato aquoso de J. pectoralis pela técnica de pogos por difusdo em agar e
verificaram que o extrato em estudo ndo foi eficiente contra as bactérias E. coli, Klebsiella
pneumoniae, ambas Gram-negativas. Tal fato pode ser justificado por ter sido utilizado técnicas

diferentes de determinagdo da atividade antimicrobiana, métodos diferentes de obtencao do
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extrato e origem distinta das plantas.

A relevancia desta etapa reside na importancia de se conhecer as caracteristicas
especificas do extrato a ser utilizado como agente antimicrobiano, uma vez que a sua
composicdo vai delinear a atuacdo deste como aditivo de preservacao em alimentos. Certas
caracteristicas do agente antimicrobiano a ser aplicado no alimento podem limitar a acdo destes.
Alguns metabolitos com poder antimicrobiano possuem propriedades hidrofobicas que podem
dificultar a dissolugdo em agua, limitando assim o uso destes como aditivos alimentares. Os
limites de concentragdo requeridos para inibi¢do ou inativacdo de microrganismos estao
intrinsicamente ligados aos alvos especificos do agente antimicrobiano, uma vez que dependem
da estrutura da célula microbiana alvo e da maquindria genética especifica de cada
microrganismo (NEGI, 2012).

A atividade antimicrobiana dos extratos de C. jacobinensis Baill estd expressa na Tabela
6. Todos os extratos apresentaram agao contra as bactérias Gram-positivas testadas (S. aureus
e L. monocytogenes). Apenas o extrato elaborado com 70% de etanol apresentou agdo inibitéria
e bactericida contra as duas bactérias gram-negativas. O extrato elaborado com 50% de etanol

foi efetivo apenas para a S. Enteritidis.

Tabela 6 - Atividade antimicrobiana dos extratos de C. jacobinensis Baill.

C. jacobinensis Baill. Aquoso 50% etanol 70% etanol
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

S. aureus CIM 0,5 1 1,5
CBM 1 2 1,5

L. monocytogenes CIM 8 6,25 3
CBM 12,5 25 6

S. Enteritidis CIM Nd 25 25
CBM Nd 25 25

E. coli CIM Nd Nd 25
CBM Nd Nd 30

CIM= concentragdo inibitéria minima; CBM = concentragdo bactericida minima. Nd = ndo detectada.

Singh ef al. (2011) avaliaram o potencial antimicrobiano de extratos aquoso, metandlico
e com éter de petrdleo de C. bonplandianum nas concentragdes de 50 a 125 mg/mL pelo método
de difusdo em agar frente as bactérias Bacillus macerans, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa
e P. striata. Os autores verificaram que o extrato aquoso teve a¢ao apenas contra a bactéria P,

aeruginosa com 37,5% de inibi¢dao na concentracdo de 100 mg/mL. O extrato metanolico foi o
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que apresentou melhor potencial antimicrobiano, ndo sendo efetivo apenas para S. aureus.
Dentre os extratos das duas plantas estudadas, o extrato aquoso de chamba e o extrato
hidroalcoolico 70% de marmeleiro preto apresentaram os melhores potenciais antimicrobianos,

sendo o extrato de marmeleiro preto considerado o mais eficiente.

5.1.4 Citotoxicidade frente a células epiteliais humanas

Para o teste de toxicidade, foram utilizados os extratos com maior potencial de inibi¢ao
microbiano, segundo experimentos realizados na etapa anterior. A toxicidade dos extratos em

células epiteliais humanas, expressos através da absorbancia a 570 nm, estdo expostos na Tabela

7.

Tabela 7- Absorbancias das culturas celulares expostas ao extrato aquoso de J. pectoralis Jacq
e ao extrato hidroalcodlico 70% de C. jacobinensis Baill.

Extrato aquoso Extrato hidroalcodélico 70%
Concentracio do J. pectoralis Jacq. C. jacobinensis Baill.

extrato Absorbéancia (570 nm) Absorbéancia (570 nm)
6,25% 0,307 £ 0,050 0,326 +£ 0,071
12,5% 0,269 £ 0,144 0,333 £ 0,046
25% 0,326 + 0,025 0,433 £ 0,080
50% 0,415+ 0,029 0,419 £0,053
75% 0,477 £ 0,087 0,503 +£0,114
100% 0,744 £ 0,147 0,637+ 0,197
Controle (+) 0,069 + 0,027 0,069 + 0,027
Controle (-) 0,263 + 0,064 0,263 + 0,064

C(+): Controle positivo: Cultura celular e toxina A do Clostridium difficile; C(-): Controle negativo — Células e
meio de cultura; Células epiteliais (cultura IEC 6) expostas a extratos contendo concentragdo de 6,25, 12,5, 25, 50,
75 e 100% de extrato aquoso seco de chamba. Resultados apresentados em média e desvio padrdo pelo teste de
Bonferroni's.

Utilizando o método de redugdo do tetrazolio MTT, foi investigado o efeito dos extratos
estudados em diferentes concentracdes sobre a integridade da membrana de células epiteliais.
Comparando com o controle positivo, a acdo da toxina bacteriana nas células epiteliais, os
resultados ndo demonstraram efeito citotoxico em todas as concentragdes investigadas. A
presenca dos extratos nas diferentes concentracdes estudadas manteve a viabilidade das células

epiteliais em cultura em todos os intervalos investigados, quando comparado aos dados de
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absorbancia dos controles.

De acordo com Brighenti ef al. (2014), a identificagao e separagdo da fragdo ativa do
extrato bruto de cada planta pode reduzir o potencial de citotoxicidade das concentragdes
estudadas. Os autores também ressaltam que o uso do MTT possui limitagdes metodologicas
fazendo-se necessario estudos mais acurados utilizando modelos animais. De acordo com Leal,
Silva e Barros Viana (2017), o extrato sintetizado por J. pectoralis ndo ¢ caracterizado como
toxico, segundo as conformidades do sistema de classificacao e rotulagem de produtos quimicos
da Organizagao das Nag¢des Unidas.

Ramos et al. (2009) estudaram as propriedades citotoxicas de varias espécies do género
Croton, incluindo a C. jacobinensis e ndo encontraram efeito toxico para o extrato elaborado

com as folhas.

5.1.5 Perfil de substincias por cromatografia liquida e espectrometria de massas

Na analise com UPLC-QToF-MSE, os extratos aquoso de chamba (Justicia pectoralis
Jacq.) e hidroalcoolico 70% de marmeleiro preto (Croton jacobinences Ball.) foram analisados
no modo negativo de ionizagdo. Os compostos foram tentativamente identificados comparando-
se as formulas moleculares obtidas com aquelas contidas na literatura de familia, género e
espécie.

O resultado do extrato aquoso de Justicia pectoralis Jacq. mostrou a presenca de doze

picos (Figura 9 e Tabela 8).

Figura 9 — Cromatograma obtido no sistema UPLC-QToF-MS em modo negativo (ESI-) do
extrato aquoso de Justicia pectoralis Jacq.
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O pico 1 [m/z 503,1406 Da [M — H] (C21H27014)] exibe a fragmentac¢do no MS? com os
ions fragmentos m/z 341,0875 Da [M - H]-; m/z 315,1050 Da [M - H]- ; m/z 179,0343 Da [M
- H]-; m/z 135,0444 Da [M - H]-. Este composto foi tentativamente identificado como
dihexosideo de acido cafeico (SPINOLA; CASTILHO, 2017).

No pico 2 encontrou-se o valor de massa do ion desprotonado igual a m/z 341,0881 Da
[M — H], e no espectro MS? tem-se os fragmentos m/z 179,0325 Da [M - H]-, relativo a perda
de uma unidade de hexose e também um fragmento m/z 135,0416 Da [M - H]-. Correlacionando
a formula molecular CsHi7O9 obtida com os valores de fragmentos MS? na literatura, foi
possivel identificar o composto como hexosideo de acido cafeico (SPINOLA; CASTILHO,
2017).

O pico 3 [m/z 355,0658 Da [M — H] (Ci5H15010)] foi tentativamente identificado como
sendo glucuronideo de 4cido cafeico a partir dos valores de massa em seu perfil de
fragmentagio MS?, sendo os valores observados m/z 179,0370 Da [M — H]- e m/z 135,0440
Da [M - H]- (BRESCIANI et al., 2017).

O pico 4 (tr = 3,35) apresentou formula molecular C14H;70s e massa molecular do ion
desprotonado m/z 313,0923 Da [M — H]- com fragmenta¢io MS? de m/z 137,0607 Da [M —
H]-. Este composto foi tentativamente identificado como glucoronideo de 2-Metoxi-4-
metilfenol (VENNILA; RAJANGAM, 2015).

Para o composto presente no pico 5 (tr = 3,41) foi obtido a formula molecular C14H170g
a partir do software MassLynx e massa do ion desprotonado m/z 329,0973 Da [M — H]. No
entanto ndo foi possivel identificar este composto na literatura consultada.

O pico 6 [m/z 325,0916 (C15H;70s)] exibe a fragmentacio no MS? de m/z 163,0361 Da
[M —H]-em/z 119,0514 Da [M — H]-. Este composto foi tentativamente identificado como p-
Coumaroil glicosideo (SIMIRGIOTIS et al., 2017).

O pico 7 [m/z 327,1068 (C27H30013)] exibe a fragmentacio no MS? com o ion fragmento
m/z 165,0520 Da [M — H]-. Este composto foi tentativamente identificado como o acido
fenilactico-O-glucosideo (SIMIRGIOTIS et al., 2017).

O pico 8 (tr = 3,92) apresentou massa do ion desprotonado de m/z 325,0909 Da [M —
H]-) e exibe com os ions fragmentos m/z 163,0358 Da [M — H]-; 119,0483 Da [M — H]- no
MS?. Este composto foi tentativamente identificado como p-Coumaroil galactosideo
(SIMIRGIOTIS et al., 2017).

Os picos 9, 10, 11 e 12 apresentaram formulas moleculares Ca3H39021, Co4H39011,

C23H47025 e C2sHs3000, respectivamente, e massas do ion desprotonado m/z 651,1984 Da [M —
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H], m/z 503,2480 Da [M — H], m/z 771,2230 Da [M — H] ¢ m/z 709,3126 Da [M — H],
respectivamente. No entanto ndo foi possivel identificar estes compostos na literatura
consultada.

Em relag@o aos compostos encontrados, os derivados do acido cafeico (dihexosideo de
acido cafeico, hexosideo de acido cafeico e glucuronideo de acido cafeico) sdo reportados na
literatura associados a potencial antioxidante e anti-inflamatério (SOUSA, 2008). Além disso,
apresentam atividade antimicrobiana (ARAUJO, 2017). As substancias p-Coumaroil
glucosideo ¢ p-Coumaroil galactosideo sdo derivados de compostos fenodlicos com atividade

antioxidante conforme descrito por Tang et al. (2001).



Tabela 8 - Compostos identificados no extrato aquoso de Justicia pectoralis Jacq.

70

Pico Tr [M-H] [M-H] Fragmentos dos Formula Erro Tentativa de Referéncia
(min) Observado Calculado ions (MS/MS) Empirica identificacao
1 2,74 503,1406 503,1401 341,0875; 315,1050; C21H27014 1,0 Dihexosideo de acido (Spinola;
179,0343; 135,0444 cafeico Castilho, 2017)
2 3,11 341,0881 341,0873  179,0325; 135,0416 Ci5H1709 2.3 Hexosideo de acido (Spinola;
cafeico Castilho, 2017)
3 3,25 355,0658 355,0665 179,0370; 135,0440 CisH15010 -2,0 Glucuronideo de acido (Bresciani et al.,
cafeico 2017)
4 3,35 313,0923 313,0923 137,0607 Ci14H170g 0,0 Glucoronideo de 2- (Vennila;
Metoxi-4-metilfenol Rajangam,
2015)
3,41 329,0973 329,0973 135,0333; 72,9945 Ci14H1709 0,0 Nao identificado -
3,51 325,0916 325,0923  163,0361; 119,0514 Ci5H170s 2,2 p-Coumaroil glucosideo (Simirgiotis et
al., 2017)
7 3,82 327,1068 327,1080 165,0520 Ci5H190g8 -3,7 Acido fenilactico-O- (Simirgiotis et
glucosideo al., 2017)
8 3,92 325,0909 325,0923  163,0358; 119,0483 Ci5Hi170s -4,3 p-Coumaroil galactosideo (Simirgiotis et
al., 2017)
9 4,13 651,1984 651,1984 - C23H3902:1 0,0 Nao identificado -
10 4,35 503,2480 503,2492  429,1721; 161,0344 C24H39011 2,4 Nao identificado -
11 4,57 771,2230 771,2254  637,2074; 327,1073 C23H47023 2,4 Nao identificado -
12 5,08 709,3126 709,3130  223,0609; 165,0626 CasHs3000 -0,6 Nao identificado -

Fonte: Autora (2019)
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O resultado do extrato hidroalcodlico 70% de Croton jacobinences Baill mostrou a

presenca de quatorze picos (Figura 10 e Tabela 9).

Figura 10 — Cromatograma obtido no sistema UPLC-QToF-MS em modo negativo (ESI-) do
extrato hidroalcodlico de Croton jacobinences Baill.
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O pico 1 [m/z 191,0195 Da [M — H] (Cs¢H707)] exibe a fragmentagio no MS? com o ion
fragmento m/z 111,0121Da [M - H] -. Este composto foi tentativamente identificado como
acido citrico (JIMENEZ-SANCHEZ et al., 2015).

Os picos 2 (tr = 4,53) e 3 (tr = 4,62) apresentaram os mesmos valores de féormula
molecular (Ci5sHi5011) € massa molecular do ion desprotonado, respectivamente m/z 371,0613
Da[M—H]-em/z371,0612 Da [M — H]-. Estes dois isomeros foram identificados como sendo
os isdomero de acido cafeoilglicarico com base no perfil de fragmentagdo MS2 apresentado
(sendo m/z 209,0265 Da [M — H]— e m/z 191,0194 Da [M — H]— para o pico 2; m/z 209,0256
[M —H]-em/z 191,0215 Da [M — H]— para o pico 3 e no tempo de retencao ja relatados na
literatura (RUIZ et al., 2013).

O pico 4 (tr = 4,87) apresentou formula molecular C21H19O12 € massa molecular do ion
desprotonado m/z 463,0892 Da [M — H]- com fragmentacdo MS? de m/z 301,0330 Da [M —
H]- e m/z 300,0279 Da [M — H]-. Este composto foi tentativamente identificado como
isoquercitrina através da utilizacao do padrao.

O pico 5 (tr = 5,13) apresentou massa do ion desprotonado de m/z 593,1479 Da [M —
H]-) e exibe com o ion fragmento m/z 285,0401 Da [M — H]- no MS?. Este composto foi
tentativamente identificado como kaempferol-O-rutinosideo (NAVARRO et al., 2017).

Para o composto presente no pico 6 (tr = 5,31) foi obtido a formula molecular C17H2304
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com erro de 1,4 ppm e massa do ion desprotonado m/z 291,1600Da [M — H]. No entanto nao
foi possivel identificar este composto na literatura consultada.

A literatura mostra diversas classes de diterpenos associados as formulas moleculares
dos compostos referentes aos picos 7 a 14 (XU; LIU; LIANG, 2018). No entanto, devido ao
grande numero de isomeros, nao foi possivel estabelecer a identificacdo de cada substancia e
foram tentativamente identificadas como diterpenos.

O acido citrico € conhecido na literatura como antioxidante natutal (LUIZA; JORGE,
2010; ANDREO; JORGE, 2006; RYAN et al., 2019) e tem efeito antimicrobiano por modificar
o pH do meio (BRAZ et al., 2011).

Os diterpenos sdo reportados com varias atividades bioldgicas, com larvicida (GERIS
et al., 2008), inseticida (VIEGAS JUNIOR, 2003), leishmanicida (CANDIDO et al., 2016),
antiulcerogénica e anti-inflamatoria (CORDEIRO, 2017) e antimicrobiana (FERREIRA, 2016;
FIRMINO et al., 2019).

A isoquecitrina exerce efeito positivo sobre a osteogénese (LI et al., 2019), atividade
antibacteriana (YUN; WOO; LEE, 2018), fungicida (YUN et al., 2015) e antioxidante (SILVA
et al.,2009).

O kaempferol-O-rutinosideo € relatado na literatura com efeito hepatoprotetor (WANG;
TANG; ZHANG, 2015), além disso, juntamente com outros compostos fenolicos apresentam

atividade antioxidante e anti-inflamatoria (MA ef al., 2019; GABR et al., 2018).



Tabela 9 - Compostos identificados no extrato hidroalcodlico de Croton jacobinences Baill.

Pico Tr [M-H] [M-HJ Fragmentos dos Formula Erro Tentativa de Referéncia
(min) Observado Calculado ions (MS/MS) Empirica identificacao
1 4,21 191,0195 191,0192 111,0121 CsH707 1,6 Acido citrico (Jiménez-Sanchez et
al., 2015)
2 4,53 371,0613 371,0614 209,0265; 191,0194 Ci5Hi15011 -0,3 Isomero de acido (Ruiz et al., 2013)
cafeoilglicarico
3 4,62 371,0612 371,0614 209,0256; 191,0215 CisHis0mn -0,5 Isdmero de acido (Ruiz et al., 2013)
cafeoilglicarico
4 4,87 463,0892 463,0877 301,0330; 300,0279 C21H19012 3,2 Isoquercitrina Padrao
5,13 593,1479 593,1506 285,0401 C27H29015 -4,6 kaempferol-O- (Navarro et al., 2017)
rutinosideo
6 5,31 291,1600 291,1596 273,1513 C17H2304 1,4 Nao identificado -
7 5,61 331,1904 331,1909 201,1284; 71,0183 C20H2704 -1,5 Diterpeno (Xu; Liu; Liang, 2018)
8 5,74 357,1326 357,1338 - C20H210¢6 -3,4 Diterpeno (Xu; Liu; Liang, 2018)
9 5,92 347,1846 347,1858  329,0634; 314,0413; C20H270s5 -3,5 Diterpeno (Xu; Liu; Liang, 2018)
299,0165
10 6,17 339,1216 339,1232 295,1371; C20H1905 -4,7 Diterpeno (Xu; Liu; Liang, 2018)
116,0312;109,0322
11 6,30 315,1949 315,1960 225,1668 Co0H2703 -3,5 Diterpeno (Xu; Liu; Liang, 2018)
12 6,37 325,1441 325,1440  281,1558; 265,1228; C2o0H2104 0,3 Diterpeno (Xu; Liu; Liang, 2018)
235,1138
13 6,58 329,1761 329,1753 285,1899; 116,9326 C20H2504 2,4 Diterpeno (Xu; Liu; Liang, 2018)
14 6,71 327,1598 327,598 283,1722; 163,1791 C2o0H2304 0,6 Diterpeno (Xu; Liu; Liang, 2018)
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5.2 27 etapa — desenvolvimento e caracterizacio de revestimentos comestiveis a base dos

polissacarideos goma do cajueiro gelana

5.2.1 Reologia

A compreensdo das caracteristicas reoldgicas de alimentos fluidos é fundamental para o
controle de qualidade, controle de processo, projeto de equipamentos de processamento de
alimentos, desenvolvimento de novos produtos e na determinagdo da sua vida de prateleira.
Alguns fatores podem influenciar o comportamento reoldgico dos fluidos, como: concentracdo
de so6lidos e tamanho das particulas da matriz alimentar, além de condi¢cfes do processamento,
como a temperatura (RODRIGUES et al., 2016).

Segundo Masson (2010), os fluidos podem ser divididos em newtonianos € nao-
newtonianos, sendo os newtonianos caracterizados por uma relagdo linear entre tensdo de
cisalhamento e a taxa de deformagdo aplicada, dependendo apenas da temperatura e da
composi¢ao do fluido, comportamento encontrado principalmente nos liquidos “puros” (tais
como 0leos ou solucdes salinas) e nas solucdes poliméricas diluidas ou emulsdes e suspensoes
diluidas. Enquanto os nao-newtonianos sdo definidos como aqueles que ndo apresentam
viscosidade constante, tipico dos sistemas de dispersdes mais concentradas, coloidal ou ndo-
coloidal.

Dentre os trés modelos matemadticos utilizados para descrever o comportamento
reologico dos revestimentos de gomas do cajueiro e gelana, o que apresentou ajuste aos dados
experimentais foi o0 modelo de Casson (ndo-newtoniano), apresentando maior valor de R2.

O modelo de Casson, modelo ndo newtoniano, ¢ utilizado principalmente com o
objetivo de determinar a tensao inicial (Koc) e viscosidade pléstica (Kc) dos revestimentos. A
Tabela 10 mostra os valores da tensdo inicial e viscosidade plastica de Casson para os 11
tratamentos estudados. Para o parametro tensdo inicial, foram obtidos valores na faixa -0,819 a
-1,696 Pa. Para o parametro reoldgico viscosidade pléstica de Casson, foram obtidos resultados

variando na faixa de 0,355 a 0,448 Pa.s%”.
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Tabela 10 - Parametros reoldgicos do modelo de Casson para tratamentos com diferentes
concentragdes de goma do cajueiro (%) e glicerol (%).

Goma do Glicerol Casson
Tratamento cajueiro (%) (%) Koc Ke R
(Pa) (Pa.s™5)
1 11,50 3,45 -1,004% 0,397 0,986
2 11,50 5,55 -1,696°¢ 0,448 0,979
3 18,50 3,45 -1,089° 0,378 0,784
4 18,50 5,56 -1,056? 0,424 0,973
5 10,05 4,50 -0,985? 0,382 0,971
6 19,95 4,50 -0,819? 0,355° 0,956
7 15,00 3,00 -1,159° 0,403 0,983
8 15,00 6,00 -1,053? 0,405% 0,963
9 15,00 4,50 -1,456° 0,379 0,966
10 15,00 4,50 -1,506° 0,406 0,980
11 15,00 4,50 -1,527¢ 0,419 0,976

Koc = tensdo inicial de Casson, K¢ = viscosidade plastica de Casson, R? = indice de correlagdio. Concentragio de
goma gelana fixa (0,3%). Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
significancia para o teste de Tukey.

Mothé e Rao (1999) estudaram o comportamento reoldgico de dispersdes aquosas
elaboradas com gomas de cajueiro e arabica variando entre 4 e 50% (m/v), e concluiram que
ambas as gomas apresentaram caracteristicas de fluido nao-Newtoniano, corroborando com os
resultados obtidos no presente estudo.

O tratamento 2 apresentou comportamento significativamente igual ao ponto central (9,
10 e 11), apresentando menores valores de tensdo inicial. Deve-se levar em consideragao que
esses tratamentos possuiam valores intermediarios de goma de cajueiro e de glicerol.

Verificou-se que o aumento no teor de goma de cajueiro nos revestimentos, resultou em
aumento dos valores de tensdo inicial (Figura 11) até a concentragdo de 15%. Concentragdes
acima de 15% apresentaram diminui¢@o na tensdo inicial. Solu¢des de goma de cajueiro foram
consideradas viscosas em concentragdes acima de 16% por Gyedu-Akoto ef al. (2007). Segundo
Mothé e Rao (1999) e Owusu et al. (2005), a goma de cajueiro apresenta viscosidade
dependente da sua concentragdo em solug¢do. Ofori-Kwakye et al. (2012) observaram aumento
significativo da viscosidade em concentragcdes entre 10 e 20% (m/v) de goma de cajueiro, porém

nenhum aumento significativo da viscosidade foi observado em concentragdes entre 5 e 10%.
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Figura 11 - Diagrama de Pareto da variavel da tensdo inicial (A) e superficie de resposta sobre
a influéncia da concentragao de goma do cajueiro e de glicerol na varidvel tensao inicial (B).
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Conforme a Figura 11, somente o coeficiente quadratico associado a variavel goma do
cajueiro para a resposta de tensdo inicial (Koc) foi significativo (p<0,05) para o modelo.

Segundo Azeredo (2012) para adequada formagao de filmes ou revestimentos com goma
de cajueiro, torna-se necessario a combinagdo desta com outros polissacarideos com alta
viscosidade. No presente estudo associou-se a goma do cajueiro com goma gelana, justamente
com o objetivo de proporcionar um aumento na viscosidade do revestimento.

Em relagdo as concentragdes de glicerol testadas, foi possivel observar que em torno de
5,5% proporcionou a maior tensdo inicial (Tabela 10 e Figura 11). O glicerol ¢ um dos agentes
plastificantes mais utilizados, pois melhora a flexibilidade e a resisténcia do revestimento
(VERSINO et al.,, 2016). Ele atua nas pontes de hidrogénio, reduzindo as forcas
intermoleculares ao longo das cadeias do polimero, melhorando na embalagem suas
propriedades mecanicas, como flexibilidade, forca e resisténcia (McHUGH; KROCHTA,
1994). Tendo em vista a importancia do glicerol, ¢ necessario conhecer a concentracao ideal
para cada matriz.

O teor de glicerol, assim como a associacao deste com a goma do cajueiro ndo
apresentaram interferéncia significativa na tensao inicial dos revestimentos estudados. Somente
o coeficiente quadratico associado a variavel goma do cajueiro para a resposta de tensdo inicial
(Koc) foi significativo (p<0,05) para o modelo.

O modelo resultante para a tensdo inicial corresponde: tensao inicial (Koc) =-1,40942 +
0,74039 x [goma do cajueiro]®. O coeficiente de determinacdo foi 0,85. Dessa forma, observa-
se que a tensdo inicial dos revestimentos ¢ influenciada apenas pela concentracdo de goma de

cajueiro, sendo essa relacdo quadratica.
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Para o parametro viscosidade plastica de Casson, os coeficientes obtidos ndo foram
considerados significativos, conforme Figura 12. Logo, as concentracdes de goma do cajueiro

e glicerol testados ndo influenciaram esse parametro.

Figura 12 - Diagrama de Pareto da variavel viscosidade plastica de Casson sobre a influéncia
da concentragao de goma do cajueiro e de glicerol.
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5.2.2 Cor

Para os parametros de cor (TABELA 11), em andlise geral, ndo foi observado grandes
variacgoes nos valores determinados, com luminosidade (L*) de 31,68 a 32,41, valores de a* de
-1,07 a-0,89 e b* de -14,32 a -13,78. Dessa forma, a adi¢ao de goma de cajueiro, assim como
de glicerol, em diferentes propor¢des nao apresentou influéncia nesse parametro.

O valor L* expressa a luminosidade ou claridade da amostra, estando relacionado ao
brilho da superficie, sendo representado numa escala de 0 (preto) a 100 (branca), em que os
valores maiores indicam maior brilho, € quanto mais proximo de 100 mais clara ¢ a amostra.
Assim, a partir da Tabela 11, foi observado que todas as amostras estudadas apresentaram
valores acima de 30, porém com um méaximo em torno de 32,41, mostrando uma luminosidade
intermediaria.

As medidas demonstraram valores de a* negativos apresentando menor tendéncia de
coloragdo vermelha. Os valores de b*, para todos os revestimentos, foram negativos,

demonstrando tendéncia para o azul.
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Tabela 11 - Parametros de cor dos tratamentos com diferentes concentragdes de goma do
cajueiro (%) e glicerol (%), com concentracdo de goma gelana fixa (0,3%).

Tratamento Goma do Glicerol (%) L* a* b*
cajueiro (%)
1 11,50 3,45 31,374 -0,89% -13,78%
2 11,50 5,55 32,05%¢ -0,97° -13,84°
3 18,50 3,45 31,77b -0,97% -13,992
4 18,50 3,45 31,80 -0,90° -13,97°
5 10,05 4,50 32,37° -0,97° -14,13?
6 19,95 4,50 31,68% -0,88? -14,01°
7 15,00 3,00 32,15% -0,99° -13,90°
8 15,00 6,00 32,23% -0,94° -14,02°
9 15,00 4,50 32,37 -0,95° -14,08°
10 15,00 4,50 32,35° -0,93° -14,06°
11 15,00 4,50 32,41° -1,07° -14,322

Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o teste de

Tukey.

Para os parametros da cor, os coeficientes obtidos ndo foram considerados

significativos, conforme Figura 13.

Figura 13 - Diagrama de Pareto dos parametros de cor L*(a), a*(b) e b*(c) sobre a influéncia
da concentragao de goma do cajueiro ¢ de glicerol.
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5.2.3 Potencial zeta

Os valores de potencial zeta para os 11 tratamentos estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Potencial zeta dos tratamentos com diferentes concentragdes de goma do cajueiro
(%) e glicerol (%). A concentracdo de goma gelana ¢ 0,3%.

Tratamento Concentracio de Concentracio de Potencial Zeta
goma do cajueiro (%) glicerol (%) (mV)
1 11,50 3,45 -5,10¢
2 11,50 5,55 2,37%
3 18,50 3,45 -2,50%
4 18,50 3,45 4,81
5 10,05 4,50 -1,45°
6 19,95 4,50 -3,38b¢
7 15,00 3,00 -3,67°d
8 15,00 6,00 -3,72b¢d
9 15,00 4,50 -5,17¢
10 15,00 4,50 -4,92¢4
11 15,00 4,50 -5,00¢

Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia para o teste de
Tukey.

O potencial zeta permite avaliar a estabilidade das dispersdes coloidais. Em modulo, um
valor de potencial zeta relativamente alto é importante para uma boa estabilidade fisico-quimica
da suspensdo coloidal. Segundo a literatura, os sistemas sdo considerados estaveis quando
possuem um valor absoluto maior que 25 mV, positivos ou negativos, devido a repulsao entre
as particulas, que previne sua agregacao (SCHAFFAZICK et al., 2003). Segundo HOSSEINI
et al. (2015) quanto maiores os valores de potencial zeta, mais fortes sdo as repulsdes e mais
estavel o sistema se torna. Valores inferiores a — 30 mV indicam que as particulas suspendem
bem em solucdes aquosas. Contrariamente, valores proximos a 0 mV favorece a aglomeracgao
de particulas (WONGSAGONSUP et al., 2005).

Os resultados para o potencial zeta variaram de -1,45 a -5,17 mV (Tabela 12),
expressivamente inferiores ao valor considerado estavel (25mV), sendo portanto, classificados
como instaveis e, com tendéncia a aglomeragdo. Os tratamentos que apresentaram valores
maiores de potencial zeta, foram o T1 e T9.

De acordo com Zambrano-Zaragoza et al. (2013), solugdes com valores de 30 mV em
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modulo, sdo mais adequadas para serem usadas como revestimentos.
Apesar dos valores obtidos ndo estarem proximos aos considerados ideais para
revestimentos, verificou-se que o aumento do teor de goma de cajueiro influenciou

positivamente para um maior valor de potencial zeta (Figura 14).

Figura 14 - Diagrama de Pareto (A) e superficie de resposta (B) do potencial zeta sobre a
influéncia da concentra¢do de goma do cajueiro e de glicerol.
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A variacdo de glicerol nas amostras, isoladamente ndo apresentou relacdo com o
potencial zeta. Porém, o coeficiente quadratico associado a varidvel goma do cajueiro ¢ a
interagdo linear entre as varidveis goma do cajueiro e glicerol para a resposta de potencial zeta
foi significativo (p<0,05) para o modelo.

O modelo resultante para o potencial zeta corresponde a seguinte equacao: potencial
zeta = - 4,55225 + 1,99745 x [goma do cajueiro]’— 2,51667 [glicerol] x [goma do cajueiro]. O
coeficiente de determinagdo foi 0,75 (R?>=0,75).

5.2.4 Angulo de contato

O angulo de contato foi medido de duas formas: primeiro gotejando dgua deionizada na
barra de acai revestida, no qual se obteve a molhabilidade e, gotejando a solugdo do

revestimento na barra de agai, obtendo a espalhabilidade.
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5.2.4.1 Molhabilidade

Os valores do angulo de contato relacionados a molhabilidade dos 11 tratamentos
estudados variaram de 25,0 a 47,40° (Tabela 13 e Figura 15). Segundo Lazghab et al. (2005),
baixos angulos de contato indicam que o liquido se espalhou bem no s6lido, enquanto que altos
angulos de contato indicam que o espalhamento ndo foi acentuado. No caso desse teste
conduzido com agua, € possivel classificar o s6lido em hidrofilico para angulo de contato menor
que 90°, ou hidrofébico, para angulos de contato maiores que 90°. A hidrofobicidade ou super-
hidrofobicidade, por exemplo, ¢ recomendada quando a integridade de um material deve se

manter mesmo em contato com o fluido em questdo, como ¢ o caso dos revestimentos.

Tabela 13 - Molhabilidade dos tratamentos com diferentes concentragdes de goma do cajueiro
(%) e glicerol (%) com concentra¢do de goma gelana fixa (0,3%).

Tratamento Concentracao de Concentracao de Molhabilidade
goma do cajueiro glicerol (%)
(%0)
1 11,50 3,45 35,57
2 11,50 5,55 41,60°
3 18,50 3,45 36,03
4 18,50 3,45 42,37*
5 10,05 4,50 44,03?
6 19,95 4,50 47,40°
7 15,00 3,00 40,97
8 15,00 6,00 36,90*
9 15,00 4,50 25,00
10 15,00 4,50 26,73°
11 15,00 4,50 25,00

Concentracdo de goma gelana fixa (0,3%). Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de significancia para o teste de Tukey.

Os revestimentos elaborados apresentaram angulo de contato referente a molhabilidade
inferior a 90°, portanto, estando associados a um carater mais hidrofilico. Os tratamentos menos

hidrofilicos foram T1 a T8, variando de 35,57 a 47,70, sem diferenca significativa (p< 0,05).
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Figura 15 - Angulo de contato referente 2 molhabilidade de revestimentos de gomas do cajueiro
e gelana.

T1 T2 T3
35,57° 41,60° 36,03°

T4 T5 T6

42,37° 44,03° 47,40°

T7 T8

40,97° 36,90° 25,00°

T11
25,00°

T10
26,73°

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Somente o coeficiente linear associado a variavel goma do cajueiro para a resposta de

molhabilidade foi significativo (p<0,05) para o modelo, conforme Figura 16.
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Figura 16 - Diagrama de Pareto (A) e Superficie de resposta (B) para a molhabilidade sobre a
influéncia da concentracao de goma do cajueiro e de glicerol.
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O modelo resultante para a molhabilidade corresponde a seguinte equagdo:

molhabilidade = 18,15082 + 3,60357 x [glicerol]. O coeficiente de determinagio foi 0,78 (R*=
0,78).

5.2.4.2 Espalhamento

Os valores do angulo de contato relacionados ao espalhamento dos 11 tratamentos
elaborados variaram de 13,70 a 20,02° (Tabela 14 e Figura 17). Quanto menor o angulo
formado, maior ¢ a capacidade do revestimento se espalhar na superficie. Portanto, mais

promissora ¢ a formulagdo. Os menores angulos foram obtidos nos tratamentos 1, 6, 7 e 8.
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Tabela 14 - Espalhamento dos tratamentos com diferentes concentragdes de goma do cajueiro
(%) e glicerol (%) com concentra¢do de goma gelana fixa (0,3%).

Tratamento Concentracao de Concentracao de Espalhamento
goma do cajueiro glicerol (%)
(“o)
1 11,50 3,45 17,50
2 11,50 5,55 21,70°
3 18,50 3,45 13,704
4 18,50 3,45 21,107
5 10,05 4,50 20,022
6 19,95 4,50 17,65
7 15,00 3,00 15,36%
8 15,00 6,00 17,35
9 15,00 4,50 18,65
10 15,00 4,50 18,24
11 15,00 4,50 18,39

Concentracdo de goma gelana fixa (0,3%). Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao

nivel de 5% de significancia para o teste de Tukey.
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Figura 17 - Angulo de contato referente ao espalhamento de revestimentos de gomas do cajueiro

e gelana.

T1
17,50°

7
15,36°

Fonte: Elaborada pela autora (2019).
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18,39°

Os coeficientes quadraticos associados as variaveis goma do cajueiro e glicerol para a

resposta de espalhamento foram significativos (p<0,05) para o modelo (Figura 17).
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Figura 18 — Grafico de Pareto (A) e Superficie de resposta (B) sobre a influéncia da
concentragdo de goma do cajueiro e de glicerol no espalhamento.
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O modelo resultante para o espalhamento corresponde a seguinte equagdo:
espalhamento = 25,57807 + 18,42193 x [goma do cajueiro]® + 11,63860 x [glicerol]®. O
coeficiente de determinacdo foi 0,87 (R?=0,87).

5.2.5 Escolha da formulagdo mais promissora

A molhabilidade e o espalhamento sdo os parametros de maior influéncia para a
eficiéncia do revestimento de gomas de cajueiro e gelana. Em relagcdo a molhabilidade, ¢ ideal
que o revestimento apresente um carater mais hidrofobico e dessa forma, quanto maior o angulo
de contato maior a hidrofobicidade. Logo, os angulos de contato foram observados nos
tratamentos de 1 a 8, ndo apresentando diferenga estatistica entre si (p<0,05). Em relagdo ao
espalhamento, quanto menor o angulo de contato maior ¢ o espalhamento e, portanto, mais
eficiente o revestimento. Os tratamentos 3 € 7 apresentaram os menores angulos e ndo diferiram
estatisticamente entre si (p<0,05). Os tratamentos 1, 6 ¢ 8 ndo diferiram estatisticamente entre
si e com o tratamento 7.

Diante da andlise, a formulacdo referente ao tratamento 1 foi indicada como a mais
promissora para utilizar em alimentos, tendo em vista que enquadrou-se na zona de maior
angulo de contato para a molhabilidade e menor angulo de contato para o espalhamento, sendo
necessario menores quantidades de goma do cajueiro (11,50%) e glicerol (3,45%),
proporcionando menores custos ao revestimento. Além disso, obteve um maior potencial zeta,

demostrando uma melhor estabilidade da dispersao.
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5.3 37 etapa — revestimento comestivel a base de goma do cajueiro e gelana incorporado
de extrato de folha de melhor atividade antimicrobiana para avaliar a estabilidade de

barra de acai

5.3.1 Analises fisico-quimicas e quimicas

Analisando as caracteristicas quimicas e fisico-quimicas atraves do teste de variancia
foram observadas interagdes significativas (p < 0,05) entre as formulacGes de barras de agai ndo
revestidas e revestidas e, o tempo de armazenamento (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias) para as
analises de susceptibilidade a sinérese, compostos fendlicos totais e parametro de cor a*.
Portanto, para estes parametros realizou-se a analise de regressdo para cada tratamento
separadamente.

Por outro lado, as analises de pH, acidez total titulavel, solidos sollveis totais,
parametros de cor L* e b*, antocianinas totais e atividade antioxidante pelo método do ABTS,
ndo foram verificads interacdes significativas (p>0,05) entre as formula¢des de barra de acai e
tempo de armazenamento, dessa forma, foram realizadas as diferencgas entre as formulacgdes
pelo teste de médias (Tukey) e avaliacdo do comportamento dos parametros com o tempo de

armazenamento por analise de regressao.

5.3.1.1 Anélise de susceptibilidade a sinerese (Perda de peso)

Para a analise de susceptibilidade a sinérese houve interacéo estatistica das formula¢Ges
com o tempo de armazenamento. Podemos observar que as formulagbes com e sem
revestimento apresentaram perda de peso durante os 30 dias de armazenamento, entretanto, as
amostras ndo revestidas (controle) mostraram maior tendéncia a sinérese (FIGURA 19). Assim,
podemos sugerir que o revestimento desenvolvido com as gomas de cajueiro e gelana
proporcionou maior capacidade de reter o liquido das amostras de barra de acai. Portanto, a
formulacdo da barra de acai revestida tem tendéncia a menor desidratacdo que a formulacdo

controle, sem a presenca do revestimento.
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Figura 19 - Perda de peso das barras de acai revestidas e ndo revestidas durante o periodo de 30
dias de armazenamento sob refrigeracao (5 = 2 °C).
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Os autores Forato et al. (2015) avaliaram o efeito do revestimento com goma de cajueiro
em goiabas cortadas e frescas, e concluiram que as formulacgdes revestidas apresentaram menor
perda de peso em comparagdo as ndo revestidas, que apresentaram degradacdo mais rapida.
Segundo 0s mesmos autores, 0 uso do revestimento propicia uma maior conservagao do

produto, inibindo a perda de peso.

5.3.1.2 pH

Os valores médios de pH foram iguais estatisticamente pelo teste de Tukey (p > 0,05)
(TABELA 15), sendo possivel um ajuste ao modelo quadratico (FIGURA 20). Porém, durante
o tempo de armazenamento ocorreu uma reducao dos valores de pH até o 25° dia de estocagem,
variando de 5,41 a 5,14. O processo de estruturacdo com hidrocoloides pode favorecer a
produtos com pH mais elevado, visto que em polpa in natura de agai os valores sao menores,
fato observado pelos autores Tibério de Jesus, Leite e Cristianini (2018) ao analisarem polpa de

acai in natura e, encontraram valores de pH de 4,78.



89

Tabela 15 — Valores de pH das barras de acai revestidas e ndo revestidas conforme tempo de
armazenamento.

Tempo (dias) Barra de acai Barra de acai revestida
0 5,46 5,35
) 5,34 5,27
10 515 5,25
15 5,25 5,24
20 5,16 5,18
25 5,02 5,15
30 5,22 5,07
Média 5,232 5,222

Meédias seguidas de uma letra igual na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)

Figura 20 - Média dos valores de pH das barras de acai revestidas e nao revestidas durante o
periodo de 30 dias de armazenamento sob temperatura de 5 + 2 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Durante o experimento, observou-se que a partir do 20° dia ambas as barras comegaram
a apresentar deterioracdo com notavel presenc¢a de fungos e bactérias. A presenca desses micro-
organismos pode estar associada a produ¢do de acidos e consequentemente reducdo do pH,
justificando o decréscimo desse parametro, sendo semelhante em ambas formulagdes.

Nos estudos de Silva (2013) com mamodes minimamente processados revestidos com

com matriz de goma do cajueiro e carboximetilcelulose incorporado de um composto ativo do
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6leo essencial da canela, também foram observadas redu¢do do pH durante o armazenamento
por 15 dias sob refrigeracao a 8 °C. Segundo o autor a reducao foi mais evidente nas amostras

com revestimento.

5.3.1.3 Solidos Soluveis Totais (°Brix)

Os resultados médios de solidos soluveis totais (SST) apresentaram diferenga estatistica
pelo teste de Tukey (p > 0,05) entre as barras de acai revestidas e nao revestidas. Conforme a
Tabela 16, a amostra de barra de agai revestida apresentou maiores valores de SST (14,71).
Assim, podemos inferir que a presenca das gomas no revestimento possivelmente influenciou
no aumento dos resultados dessa variavel. Por outro lado, ndo foi observada interagao

significativa (p>0,05) entre as barras e o tempo de armazenamento.

Tabela 16 — Valores de solidos soltveis totais (SST), em °Brix, das barras de agai revestidas ou
ndo conforme tempo de armazenamento.

Tempo (dias) Barra de acai Barra de acai revestida
0 12,0 12,7
5 12,7 12,7
10 12,0 15,3
15 13,7 16,7
20 15,0 16,7
25 13,7 13,7
30 14,7 15,3
Média 13,4° 14,72

Meédias seguidas de uma letra igual na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)

A analise de regressao dos SST mostrou variagdo com o tempo de armazenamento,
sendo possivel um ajuste ao modelo quadratico (FIGURA 21). Foi observado que os valores
de SST aumentaram até o ultimo dia de armazenamento (30° dia). Esse aumento pode ter
ocorrido devido a degradagdo de polissacarideos em agticares simples pelos microrganismos

contaminantes.
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Figura 21 - Média dos valores de solidos soluveis totais (SST) das barras de acai revestidas e
nao revestidas durante o periodo de 30 dias de armazenamento sob temperatura de 5 + 2 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

5.3.1.4 Acidez Total Titulavel (ATT)

Para os resultados da acidez total titulavel (ATT) houve diferenca significativa pelo teste
de Tukey (p > 0,05) entre as formulagdes de barras de agai analisadas (TABELA 17), nos quais

as amostras com revestimento apresentaram maiores valores.

Tabela 17 — Valores de acidez total titulavel em % de &cido citrico das barras de acai revestidas
ou ndo conforme tempo de armazenamento.

Tempo (dias) Barra de acai Barra de acai revestida
0 0,19 0,14
3) 0,16 0,18
10 0,19 0,22
15 0,16 0,23
20 0,20 0,25
25 0,22 0,20
30 0,19 0,23
Média 0,18 0,212

Meédias seguidas de uma letra igual na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)
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A analise de regressdo identificou variagdo com o tempo de armazenamento, na qual
houve um pequeno aumento da acidez com pequenas oscilagdes até o ultimo dia de estocagem,
variando de 0,17 a 0,21 g de acido citrico/100g de barra de agai. Possivelmente, o aumento da
acidez esta relacionado com a reducdo do pH e o processo degradativo das amostras de barra
de agai que visualmente apresentaram crescimento de fungos.

A andlise de regressdo da acidez titulavel mostrou variagdo com o tempo de
armazenamento, sendo possivel um ajuste ao modelo quadratico, com aumento nos seus valores

(FIGURA 22).

Figura 22 - Média dos valores de acidez total titulavel das barras de agai revestidos € nao
revestidos durante o periodo de 30 dias de armazenamento sob temperatura de 5 + 2 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

5.3.1.5 Cor

O parametro de cor L* varia de 0 (preto) a 100 (branco), e ¢ um indicador de escurecimento,
no qual expressa a luminosidade ou claridade da amostra, sendo observado que o seu valor ¢é
inversamente proporcional a sua coloracdo, ou seja, quanto mais escuro o produto, mais baixo sera
o valor encontrado para L*. Portanto, as amostras que possuem brilho superficial elevado (quao
clara ¢ a amostra) apresentam valor préximo a 100.

A luminosidade (L*) ndo apresentou diferenga estatistica entre as amostras e o tempo (p >
0,05) (TABELA 18) pelo teste de Tukey. Portanto, ndo houve relagdo da presenga de

revestimento com o aumento do brilho das amostras. Foi observado que as amostras
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apresentaram valores médios na faixa entre 8,52 a 10,76, consequentemente com tendéncia a

serem mais opacas.

Tabela 18 — Valores da coordenada L* das barras de acai revestidas e ndo revestidas conforme
tempo de armazenamento.

Tempo (dias) Barra de acai Barra de acai revestida
0 10,50 9,99
3) 8,52 9,75
10 9,22 9,63
15 8,55 10,17
20 8,91 9,66
25 9,40 9,22
30 9,35 10,76
Média 9,212 9,892

Meédias seguidas de uma letra igual na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)

Estatisticamente, para a coordenada a* foram constatadas interagdes significativas (p <
0,05) entre as formulagdes das barras e o tempo de armazenamento. As amostras com e sem
revestimento apresentaram valores caracteristicos de cor vermelho escuro-esverdeado.

De acordo com a Figura 23, houve reducdo dos valores de cromaticidade para as
amostras revestidas durante os 30 dias de armazenamento, reduzindo de 9,25 a 6,99. Em
contrapartida, as amostras nao revestidas mantiveram valores estdveis com pequeno aumento,
variando de 8,45 a 8,97.

A andlise estatistica dos valores obtidos para a coordenada a* em func¢do do tempo de
armazenamento apresentou diferenca significativa (p < 0,05), ajustando-se a um modelo
quadratico para a formulacao de barra de agai revestida, enquanto que para a formulacao sem

revestimento ndo foi possivel ajustar os dados a nenhum modelo.
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Figura 23 - Valores de cromaticidade (a*) das barras de agai revestidas e ndo revestidas durante
o periodo de 30 dias de armazenamento sob temperatura de 5 + 2 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

Valores de b* mais positivos expressam maior intensidade de amarelo e mais negativos,

maior intensidade de azul. Esta varidvel apresentou diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p

> 0,05) entre as formulagdes de barras de agai analisadas (TABELA 19). Porém, nao foi

observada essa variagdo com o tempo de armazenamento para o valor b* sendo este

representado pelo valor médio do tempo, no entanto, na andlise de regressdo nao foi possivel

ajustar a nenhum modelo testado (FIGURA 24).

Tabela 19 — Valores da coordenada b* das barras de acai revestidas e ndo revestidas conforme

tempo de armazenamento.

Tempo (dias)

Barra de acai

Barra de acai revestida

0 2,85 3,86
5 2,47 3,67
10 2,15 3,27
15 3,10 3,62
20 2,62 2,66
25 2,85 3,99
30 3,52 3,67
Média 2,792 3,478

Meédias seguidas de uma letra igual na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)
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Figura 24 - Valores de b* das barras de acai revestidas e ndo revestidas durante o periodo de

30 dias de armazenamento sob temperatura de 5 + 2 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

5.3.1.6 Compostos fenolicos totais

De acordo com a analise de regressdo observou-se que o conteldo de compostos
fenolicos totais variou com o tempo de armazenamento nas formulagcdes com revestimento e
sem revestimento de maneira semelhante, demonstrando discrepancia apenas no inicio e
término do tempo de armazenamento (FIGURA 25).

A analise estatistica dos valores de compostos fenolicos totais em fun¢do do tempo de
armazenamento apresentou diferenca significativa (p < 0,05), ajustando-se a um modelo
terciario para a formulagdo de barra de agai revestida, enquanto que para a formulacao sem

revestimento ndo foi possivel ajustar os dados a nenhum modelo.
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Figura 25 - Valores de compostos fenolicos totais de barras de agai revestidas e ndo revestidas
durante o periodo de 30 dias de armazenamento sob temperatura de 5 = 2 °C.

800
9 =0,0577x3 - 2,6062x2 + 34,388x + 468,47 W

o 700 R2 = 0,6879
it n
S 5600
23 . *
S S 500
° QO ¥ =nao ajustavel
3 < 400 R2<0,7
Qo
£ 300
S g
£ < 200
(@]
© 100

0

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (dias)

+ Barra ® Barra revestida

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

As barras sem revestimento mantiveram valores estaveis durante a estocagem sendo
constatado valores na faixa de 548,55 a 569,10 mg EAG/100g. As amostras com revestimento

apresentaram aumento dos valores no fim da estocagem, 489,12 a 744,82 mg EAG/100g.

5.3.1.7 Atividade Antioxidante Total

As médias da atividade antioxidante total das barras revestidas e ndo revestidas
apresentaram diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p > 0,05) (TABELA 20). As amostras
revestidas apresentaram, maiores teores, porém nao foi observada interacao significativa entre
os tratamentos e o tempo de armazenamento, sendo representado pelo valor médio do tempo
(FIGURA 26). Os valores se ajustaram ao modelo linear.

De forma geral, ocorreu aumento na atividade antioxidante total durante todo o
armazenamento, com alguns valores discrepantes nos tempos T30 para a barra ndo revestida e
T15 e T25 para as barras revestidas. O aumento mais expressivo desse parametro na barra
revestida pode ser justificado pelo mesmo motivo do aumento do teor de compostos fenolicos

totais, visto que as substancias fendlicas sdo responsaveis pela atividade antioxidante.
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Tabela 20 — Valores da atividade antioxidante total em UM de Trolox/g das barras de acai
revestidas ou ndo conforme tempo de armazenamento.

Tempo (dias) Barra de acai Barra de acai revestida

0 8,04 7,92
) 17,92 17,95
10 21,37 27,47
15 23,62 23,69
20 23,54 37,30
25 33,52 24,69
30 20,52 42,56

Média 21,22° 25,942

Meédias seguidas de uma letra igual na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05)

Figura 26 - Valores de atividade antioxidante total de barras de acai revestidas e ndo revestidas
durante o periodo de 30 dias de armazenamento sob temperatura de 5 + 2 °C.

45,00
*
?5 40,00
o -
= 3500
IR
:‘-EU %» 30,00
E S 25,00
E 20,00 .
L % 15,00 ¥ =3,5367x +9,4339
E - R2 = 0,8405
S 1000 .
< 5,00
0,00
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (dias)
m Barra ¢ Barra revestida

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

5.3.1.8 Antocianinas totais

Para os resultados das antocianinas totais houve diferenca significativa pelo teste de
Tukey (p > 0,05) entre as formulagdes de barras de acai analisadas (TABELA 21), nos quais as

amostras sem revestimento apresentaram maiores valores.
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Tabela 21 — Valores de antocianinas totais em mg de equivalente cianidina-3-O-glucosideo/
100g das barras de acai revestidas ou ndo conforme tempo de armazenamento.

Tempo (dias) Barra de acai Barra de acai revestida
0 59,70 51,33
5 63,62 56,86
10 55,08 56,07
15 59,21 57,55
20 70,61 52,94
25 94,14 56,45
30 60,34 63,12
Média 60,44 56,27°

Estatisticamente, os valores obtidos para a variagdo do teor de antocianinas totais
apresentaram diferenca significativa durante todo o tempo de armazenamento (P < 0,05),

porém, ndo foi possivel ajustar os dados em nenhum modelo (FIGURA 27).

Figura 27 - Valores de antocianinas totais de barras de acai revestidas e ndo revestidas durante
o periodo de 30 dias de armazenamento sob temperatura de 5 + 2 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).
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5.3.2 Analises microbioldgicas
5.3.2.1 Presenga ou auséncia de E. coli, Salmonella sp. e Listeria sp. nas barras de agai
As boas praticas de produgdo aplicadas foram satisfatorias, ndo tendo sido detectado a

presenca de E. coli, Salmonella sp. e Listeria sp, em 25g das barras de acai com e sem

revestimento, conforme Tabela 22.

Tabela 22 - Resultado do teste de auséncia ou presenca de E. coli, Salmonella sp. e Listeria sp.
nas barras de agai revestidas e nao revestidas.

Tratamento E. coli Salmonella sp. Listeria sp
Barra Auséncia Auséncia em 25g Auséncia em 25g
Barra revestida Auséncia Auséncia em 25g Auséncia em 25¢g

Fonte: Elaborada pela autora (2019).

5.3.2.2 Contagens de bactérias aerobias mesofilas, psicrofilas, bolores e leveduras

Os resultados das contagens de bactérias mesofilas, psicrofilas e bolores e leveduras das

barras de agai com e sem revestimento estao apresentados na Tabela 23.

Tabela 23 - Efeito do revestimento de gomas de cajueiro e gelana incorporado de extrato de
marmeleiro preto sob o crescimento das bactérias mesofilas e psicrofilas, bolores e leveduras
em barra de agai armazenada a 5°C durante 30 dias.

UFC/g Bactérias UFC/g Bactérias UFC/g Bolores e
Tempo de mesofilas psicrofilas leveduras
armazenamento Barra Barra Barra Barra Barra Barra
revestida revestida revestida
0 1,1x10? 1,1x10>  1,0x10*> 1,1x10? 1,0x10? 1,1x10?
5 1,3x10? 3,5x10*  1,2x10*  1,5x10? 1,1x10% 1,2x10%
10 1,6x102 4,7x10°  1,4x10*>  2,5x10? 1,3x10? 2,0x10?
15 1,7x10? 1,3x10*  1,7x10*>  4,0x10° 1,6x10? 4,0x10?
20 1,9x10? 1,2x10°  2,0x10*>  3,2x10* 1,9x10? 5,0x10?
25 2,3x10? 8,8x10°  1,7x10* 6,5x10°  2,0x10? 1,5x10°

30 3,2x10° 2,9x10%  3.2x107  2,0x10%  9,5x10° 2,7x10°
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Analisando todos os micro-organismos quantificados ¢ possivel observar um aumento
no numero de unidades formadoras de colonias com o tempo de armazenamento, sendo esse
aumento mais expressivo nas barras revestidas. Logo, a presenca do revestimento nao inibiu o
crescimento de bactérias mesofilas, psicrofilas e bolores e leveduras causando aumento da vida
util das barras de agai, pelo contrario, foi observado um acentuado crescimento. Segundo
Khairallah et al. (2018) alguns microrganismos convertem os polifendis alimentares em
métabolitos ativos e biodisponiveis, sendo, portanto, utilizados por eles como nutriente. Diante
disso, os compostos fendlicos presentes no extrato de marmeleiro preto incorporado ao
revestimento, podem ter sido utilizados pelos micro-organismos, favorecendo o seu
crescimento.

Segundo Tomas-Barberan, Selma e Espin (2016), taninos condensados e hidrolisaveis,
que podem estar presentes no extrato de marmeleiro preto, podem promover o crescimento de
lactobacilos e bifidobactérias. Esse efeito prebiotico foi comprovado em diferentes modelos in
vitro e estudos pré-clinicos e clinicos com alimentos ricos em polifendis, como cacau, uva,
roma, nozes e chas.

Além disso, os proprios polissacarideos utilizados para elaboragdo do revestimento,

podem ter sido utilizados como fonte de energia pelos microrganismos.

5.3.3 Teste de Bioacessibilidade in vitro (Digestdo gastrointestinal simulada in vitro) de
barras de acai revestidas ou nao
Os valores médios encontrados para os compostos fenolicos e a atividade antioxidante
total antes e ap0s a digestdo gastrointestinal simulada in vitro para as barras de acai com e sem

revestimento estdo apresentados nas Tabelas 24 e 25, respectivamente.

Tabela 24 - Valores das médias para os teores de compostos fendlicos totais para as barras de
acai revestidas e ndo revestidas antes e ap6s a digestdo gastrointestinal simulada in vitro.

Fendlicos totais Barra de acai nao Barra de acai

(mg EAG 100g™) revestida revestida
Antes da DGS in vitro 642,03*A £ 6,53 662,26 £ 18,57
Apos da DGS in vitro 202,96°8 + 15,24 197,37°8 + 8,49
Bioacessibilidade (%) 31,61% 29,80%

Letras maitisculas na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5 % de probabilidade (p <
0,05). Letras mintisculas na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5 % de probabilidade
(p £0,05). EAG: Equivalente de Acido galico. DGS: Digestdo gastrointestinal simulada in vitro.
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Tabela 25 - Valores das médias da atividade antioxidante total para as barras de agai revestidas
e ndo revestidas antes e ap0s a digestdo gastrointestinal simulada in vitro.

Atividade antioxidante total Barra de acai nao Barra de acai
(em pM Trolox g™) revestida revestida
Antes da DGS in vitro 36,58 £2,06 39,674+ 1,98
Ap6s a DGS in vitro 8,31°2+ 0,17 9,21°8 + 0,54
Bioacessibilidade (%) 22,72% 23,22%

Letras maitisculas na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5 % de probabilidade (p <
0,05). Letras mintisculas na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5 % de probabilidade
(p £0,05). DGS: Digestao gastrointestinal simulada in vitro.

O teor de compostos fendlicos totais das barras de agai sem e com revestimento ndo
diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Mesmo comportamento foi
observado para atividade antioxidante total. Os teores constatados antes e apds a digestao
gastrointestinal in vitro apresentaram diferenga estatistica entre si, com redu¢do no teor de
compostos fenolicos e atividade antioxidante total para ambas barras de agai.

Deve-se considerar que, estruturas polifenodlicas que apresentam elevada atividade
antioxidante in vitro, ndo necessariamente terdo esta mesma atividade apds a agdo das enzimas
gastrointestinais durante a digestao (LIMA et al., 2014). O que pode ser constatado comparando
os valores antes e apds a digestdo simulada de 31,61% e 29,80% para as barras sem e com
revestimento, respectivamente.

Segundo Bouayed, Hoffmann ¢ Bohn (2011) a diminui¢do nos teores de compostos
fendlicos e atividade antioxidante apds a digestdo gastrointestinal in vitro, se deve ao fato de
que alguns polifendis estarem ligados a compostos macromoleculares que sdo nao dialisaveis,
ou ainda que possam formar complexos minerais, diminuindo ainda mais sua solubilidade.

Em estudo avaliando a bioacessibilidade de compostos fenolicos totais em barra de
goiaba foi encontrado percentual bioacessivel de cerca de 30% (COSTA, 2018), valor
semelhante ao encontrado no presente estudo.

A composi¢do da matriz do alimento e a propor¢do das formas ligadas e livres dos
compostos fenolicos sao importantes fatores que devem ser considerados para compreender a
baixa recuperagdo destes compostos na digestdo gastrointestinal em comparagdo com o seu
conteudo em extratos hidroalcdolico (MOSELE et al., 2016). No estdbmago, os polifenois sao
expostos a fortes condigdes acidas e a presenga de pH baixo (em torno de 2,0) também pode

influenciar a sua estabilidade (TOMAS et al., 2017).
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Em estudo sobre a polpa de agai na prevenc¢ao de danos oxidativos utilizando a atividade
de enzimas e biomarcadores de oxidagao proteica em mulheres, os autores sugerem em seus
resultados que a ingestdo de acai na dieta modula a capacidade antioxidante/pro-oxidante em
mulheres saudaveis. Os efeitos antioxidantes do agai podem resultar da neutralizagdo de
radicais livres, impedindo o seu ataque a outras moléculas, e / ou a partir da modulagdo de
enzimas envolvidas no stresse oxidativo (BARBOSA et al., 2016).

Estudando a bioacessibilidade da atividade antioxidante total de barra de goiaba, Costa
(2018) relatou porcentagem bioacessivel de 28,61% de atividade antioxidante total pelo
método do ABTS, neste trabalho observamos valores da faixa de 22,72 e 23,22% para barras
sem e com revestimento, respectivamente.

Segundo Dantas et al. (2019) a atividade antioxidante pode ser alterada durante os
estagios gastrico e intestinal da digestao simulada, pois as amostras alimenticias sdo expostas a
variagdo de pH, como condig¢des de pH acido e alcalino.

O processo de digestao afeta a capacidade antioxidante devido a diminuic¢ao do teor de
compostos fenolicos e/ou a transformacao destes em diferentes formas estruturais com outras

propriedades quimicas (SCHULZ et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

O uso de etanol 70% mostrou-se mais eficaz para expressdo de maiores quantidades de
compostos fendlicos e atividade antioxidante. Os extratos organicos mostraram atividade
antimicrobiana diante de S. aureus, L. monocytogenes, S. enteritidis e E. coli. para os extratos
de J. pectoralis Jacq., o aquoso foi mais eficiente e para os extratos de C. jacobinensis Baill o
elaborado com 70% de etanol.

Os revestimentos comestiveis de gomas do cajueiro e gelana apresentaram
comportamento nado-newtoniano, onde os dados foram ajustados ao modelo de Casson. Quanto
a cor, ndo foi observado grandes variagdes, apresentando luminosidade intermediaria, menor
tendéncia de apresentar coloragdo vermelha e tendéncia para o azul. Quanto ao potencial zeta,
as formulagdes mostraram um carater instavel. A medida do angulo de contato demonstrou que
os revestimentos apresentaram carater hidrofilico.

A formulacdo contendo 11,50% de goma do cajueiro e 3,45% de glicerol foi a mais
promissora por se enquadrar na zona de maior angulo de contato para a molhabilidade e menor
angulo de contato para o espalhamento, sendo necessario menores quantidades de goma do
cajueiro e glicerol, proporcionando menores custos a embalagem. Além disso, obteve maior
potencial zeta, mostrando-se menos instavel que as demais formulagdes.

Quanto as caracteristicas quimicas e fisico-quimicas das barras de acai revestidas e ndo
revestidas, foram observadas interacdes significativas entre as formulacdes e o tempo de
armazenamento apenas para as analises de susceptibilidade a sinérese, compostos fenolicos
totais e 0 parametro de cor a*. O revestimento com as gomas de cajueiro e gelana proporcionou
maior capacidade de reter o liquido das amostras de barra de acai.

Quanto as caracteristicas microbioldgicas, as barras apresentaram auséncia de
Escherichia coli, Salmonella sp. e Listeria sp. Houve um crescimento maior de mesofilas,
psicrofilas e, bolores e leveduras nas barras revestidas.

Quanto a bioacessibilidade, houve diminui¢do nos teores de compostos fenolicos e
atividade antioxidante apos a digestdo gastrointestinal in vitro para ambas as barras (com e sem
revestimento).

O conjunto de dados associados as propriedades antioxidantes e antimicrobianas
apresentadas neste trabalho, com a auséncia de toxicidade em ambos os materiais vegetais
estudados, tornam os extratos de J. pectoralis Jacq. e C. jacobinensis Baill. potenciais
candidatos para uso no desenvolvimento de novos produtos alimenticios. Porém, sua
incorporagdao em revestimentos precisa ser mais estudada, embora apresentem potencial para

serem utilizados como embalagens para alimentos.
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