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RESUMO

A presenca de metabdlitos secundérios é responsavel por uma variedade de
propriedades biologicas identificadas em algas marinhas. Inicialmente, este estudo
identificou através de teste qualitativo, a presenca de metabdlitos (alcaloides,
terpendides, esteroides, saponinas, flavonoides, cumarinas e quinonas) em extratos
aquoso (EAQ), alcéolico (EEtOH) e hidroalcéolico (EHA) de Padina pavonica. O
potencial antioxidante de EAq foi verificado a partir do teor de compostos fendlicos
equivalente a 736,17 mg EAG/g extrato; e de seu IC50, que na concentracdo de
116,10 pg/mL foi responséavel por diminuir a atividade inicial do radical livre DPPH em
50 %. EAq também apresentou potencial antimicrobiano, com IC50 de 500; 250; 250;
125 e 62,50 pg/mL frente as bactérias Acinetobacter baumanni, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus,
respectivamente. A concentracdo responsavel por inibir 100 % do crescimento de
fungos do género Alternaria, Colletotrichum e Fusarium variou de <4 a 2048 pg/mL
para os extratos da alga. A viabilidade celular dos extratos foi avaliada em células de
fibroblasto de pele humana (HFF-1), com EAqQ nas concentracdes 0,5 e 5 pug/mL
apresentando-se como nao citotoxico. A morfologia caracteristica da célula, em seu
formato espraiado, e o seu volume celular também foram mantidos ap6s o tratamento.
A andlise quantitativa da resposta migratoria de fibroblastos apresentou niveis basais
de fechamento por arranhdo em 48 horas de 92,61 % para o grupo tratado com EAqQ
(0,5 ug/mL). O tratamento com EAqQ (50 mg/Kg) reduziu a dor dos animais em 89,4 %.
Atividade anti-inflamatéria equivalente a 95,5 % na primeira hora do teste foi
identificada para o grupo tratado com EAq (50 mg/Kg). A partir da avaliacdo de
toxicidade aguda, os extratos de P. pavonica classificaram-se, segundo o protocolo
da OECD, na categoria 5 (dose > 200 mg/Kg). Explorando o potencial biolégico de
EAQ, a segunda etapa do trabalhou consistiu no estudo da eficacia do biopolimero
alginato de sédio incorporado com P. pavonica no desenvolvimento de revestimento
comestivel com propriedades mecéanicas, antioxidantes e antimicrobianas importantes
para a manutencdo da qualidade sensorial e nutricional de mangas Tommy Atkins
armazenadas a 10 °C por 20 dias. Os filmes obtidos a partir do revestimento foram
caracterizados através das técnicas de espectroscopia do infravermelho com
transformada de Fourrier (FTIR) e andlise termogravimétrica (TGA). As micrografias
obtidas utilizando a microscopia eletrénica de varredura (MEV) mostraram a eficacia
do revestimento desenvolvido em recobrir a superficie da fruta, ao se observar a
presenca de uma matriz com baixa porosidade. Por fim, a avaliacdo dos parametros
cor da casca e polpa, firmeza e indice de perda de massa, sélidos solluveis totais e
potencial hidrogeniénico mostraram reducdo no processo respiratério das mangas
revestidas, apontando uma alternativa eficaz para a preservacdo da manga.

Palavras-chave: algas marinhas; atividade bioldgica; filme ativo; qualidade pés-

colheita.



ABSTRACT

The presence of secondary metabolites is responsible for a variety of biological
properties identified in seaweeds. Initially, this study identified through qualitative test,
the presence of metabolites (alkaloids, terpenoids, steroids, saponins, flavonoids,
coumarins and quinones) in aqueous (EAQ), alcoholic (EEtOH) and hydroalcoholic
(EHA) extracts of Padina pavonica. The antioxidant potential of EAq was verified from
the content of phenolic compounds equivalent to 736.17 mg EAG/g extract; and its
IC50, which at the concentration of 116.10 pg/mL was responsible for decreasing the
initial activity of the DPPH free radical by 50 %. EAqg also showed antimicrobial
potential, with IC50 of 500; 250; 125 and 62.50 pg/mL against the bacteria
Acinetobacter baumanni, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa and Staphylococcus aureus, respectively. The concentration responsible
for inhibiting 100 % of the growth of fungi of the genus Alternaria, Colletotrichum and
Fusarium ranged from <4 to 2048 pg/mL for the algae extracts. The cell viability of the
extracts was assessed in human skin fibroblast cells (HFF-1), with EAq at
concentrations 0.5 and 5 pg/mL presenting as non-cytotoxic. The characteristic
morphology of the cell, in its spreading shape, and its cell volume were also maintained
after treatment. Quantitative analysis of fibroblast migratory response showed baseline
levels of scratch closure at 48 hours of 92.61 % for the EAg-treated group (0.5 pg/mL).
Treatment with EAq (50 mg/Kg) reduced the animals' pain by 89.4 %. Anti-
inflammatory activity equivalent to 95.5 % in the first hour of the test was identified for
the group treated with EAq (50 mg/Kg). From the acute toxicity assessment, P.
pavonica extracts were classified, according to the OECD protocol, in category 5 (dose
> 200 mg/Kg). Exploring the biological potential of EAq, the second stage of the work
consisted in studying the effectiveness of the sodium alginate biopolymer incorporated
with P. pavonica in the development of edible coating with mechanical, antioxidant and
antimicrobial properties important for maintaining the sensory and nutritional quality of
Tommy Atkins mangoes stored at 10 °C for 20 days. The films obtained from the
coating were characterized using Fourrier transform infrared spectroscopy (FTIR) and
thermogravimetric analysis (TGA) techniques. The micrographs obtained using
scanning electron microscopy (SEM) showed the effectiveness of the developed
coating in covering the fruit surface, by observing the presence of a matrix with low
porosity. Finally, the evaluation of the parameters peel and pulp color, firmness and
mass loss index, total soluble solids and hydrogenic potential showed a reduction in
the respiratory process of the coated mangoes, pointing out an effective alternative for
the preservation of mango.

Keywords: seaweed; biological activity; active film; post-harvest quality.
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

Utilizadas ha séculos na medicina tradicional, as algas marinhas tém sido vistas
por indastrias alimenticias e farmacéuticas como fonte valiosa de compostos ativos
importantes no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas naturais.! Dentre
esses compostos destaca-se a presenca de metabdlitos primarios como as proteinas,
peptideos e aminoacidos; lipidios e acidos graxos; esterdis, polissacarideos,
compostos fendlicos; vitaminas e minerais?. Tais compostos Sd0 responsaveis por
uma diversidade de efeitos terapéuticos (anti-inflamatério, antinociceptivo?, antiviral,
antimicrobiano, antioxidante, anticoagulante, anticonvulsivante4, antitumoral®,
antitllcera e cicatrizante®) identificados em diferentes géneros de algas.

Estudos envolvendo extratos da macroalga marrom Padina pavonica tém
identificado a presenca de atividades biologicas, a exemplo de antioxidante,
antibacteriana’, antifingica, antiviral® e anticarcinogénica®. A presenca de compostos
como os polissacarideos (acido D-glucurénico, L-fucose, D-xilose, D-manose, D-
glicose e D-galactose), acidos graxos (acido palmitico, oleico e miristico), compostos
fendlicos e terpendides,? justificam a variedade das atividades identificadas.

Diversos esforcos tém sido realizados para identificar o potencial farmacolégico
de compostos naturais, e por isso, a primeira etapa do estudo em questao explorou a

realizacdo de ensaios preliminares importantes para a identificacdo da atividade

1SHALABY, E.A. Algae as promising organisms for environment and health, Plant Signal. Behav, v. 6, p. 1338 —
1350, 2011.

2HAMED, |.; OZOGUL, F.; OZOGUL, Y.; REGENSTEIN, J.M. Marine Bioactive Compounds and Their Health
Benefits: A Review. Compr. Rev. Food Sci. Food Saf. v. 14, p. 446-465, 2015.

SDELGADO, N.G.; VAZQUEZ, A.l.; SANCHEZ, C.H.; SOTO DEL VALLE, R.M. GOMEZ, Y.S.; ALFONSO, A.M.S.
Anti-inflammatory and antinociceptive activities of methanolic extract from red seaweed Dichotomaria obtusata.
Braz. J. Pharm. Sci, v. 49, p. 65 — 74, 2013.

“DANG, H.T.; LE, H.J.;; YOO, E.S.; SHINDE, P.B.; LEE, Y.M.; HONG, J.; KIM, D.K.; JUNG. J.H. Anti-inflammatory
constituents of the red alga Gracilariaverrucosa and their synthetic analogues, J. Nat. Prod., v. 71, p. 232 —240,
2008.

S5LAKMAL, H.H.C.; SAMARAKOON, K. W.; LEE, W.; LEE, J. Anticancer and antioxidant effects of selected Sri
Lankan marine algae, J. Sci. Found, v. 42, p. 315 — 323, 2014.

SNAGAOKA, M.; SHIBATA, H.; KIMURA-TAKAGI, |. Antiulcer effects and biological activities of polysaccharides
from marine algae. Biofactors, v.12, p. 267 — 274, 2000.

FAYADA, S.; NEHMEA, R.; TANNOURY, M.; LESELLIER, E.; PICHONC, C.; MORIN, P. Macroalga Padina
pavonica water extracts obtained by pressurized liquid extraction and microwave-assisted extraction inhibit
hyaluronidase activity as shown by capillary electrophoresis. Journal of Chromatography A, v. 1497, p. 19-27,
2017.

8OMEZZINE, F.; HAOUALA, R.; AYEB, A. E.; BOUGHANMI, N. Allelopathic and antifungal potentialities of Padina
pavonica (L.) extract. Journal of Plant Breeding and Crop Science, v. 1.p. 94-203, 2009.

SAL-ENAZI, N. M.; AWAAD, A.; ZAIN, M. E.; ALQASOUMI, A. |. Antimicrobial, antioxidant and anticancer activities
of Laurencia catarinensis, Laurencia majuscula and Padina pavonica extracts. Saudi Pharmaceutical Journal, v.
26, p. 44-52, 2018.

10SMITHSONIAN MARINE STATION AT FORT PIERCE. Indian River Lagoon Species Inventory. Disponivel em:
<https://www.sms.si.edu/irlspec/Padina_pavoni.htm> Acesso em: jan. 2019.
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antioxidante, antimicrobiana, cicatrizante, analgésica, anti-inflamatéria e antitumoral
de extratos de P. pavonica. Uma vez que a constituicdo quimica e consequentemente
o potencial biolégico de algas marinhas varia de acordo com a localiza¢ao e periodo
da coleta, bem como com a metodologia e solventes escolhidos para a obten¢éo dos
extratos; o estudo descrito se faz imprescindivel para a identificacdo da viabilidade
dos extratos. Estes destacam-se ainda por terem sido obtidos a partir de processos
de extracdo considerados de custo e tempo de obtenc&o baixos. Além disso, algumas
das avaliacdes foram inéditas para a espécie estudada, como o caso dos ensaios
antimicrobianos, e inéditos para o género Padina, a exemplo do potencial cicatrizante.

Explorando o potencial antioxidante e antimicrobiano do extrato aquoso de P.
pavonica, a segunda etapa do trabalho consistiu no desenvolvimento de um novo
revestimento comestivel ativo a base de alginato de sodio incorporado com P.
pavonica. O estudo avaliou a influéncia do revestimento na conservacao pos-colheita
de mangas Tommy Atkins armazenadas a 10 °C por 20 dias.

A manga, caracterizada por sua aparéncia, aroma e sabor atraentes;
composicédo rica em fibras, vitaminas, minerais, polifendis e terpendides, o que lhe
confere propriedades nutricionais e antioxidantes, é a fruta mais demandada pela
exportacdo brasileirall. No entanto, por ser uma fruta altamente perecivel, métodos
gue atuem no combate a fenbmenos que limitem seu potencial de armazenamento,
manuseio e transporte e, consequentemente, reduzam a taxa de perda pds-colheita
que é de cerca de 28 %'2 devem ser avaliados.

Métodos como a refrigeracdo, uso de atmosfera modificada e de radiacao
gama, tém sido utilizados por fazendas produtoras de manga'®'4. A cera de carnalba
também tem sido utilizada, no entanto sua eficiéncia é limitada pela auséncia de
compostos ativos em sua formulacdo, o que ndo confere a cera propriedades

biolégicas importantes para a manutencédo da qualidade pds-colheita da fruta.'®> A

USILVA, L. A. Revestimentos comestiveis em mangas: Propriedades e efeitos sobre a qualidade e
conservacgao pos-colheita da fruta. Tese (Doutorado em Engenharia de Alimentos) — Universidade Federal de
Santa Catarina. Florian6polis, p. 30. 2015.

2ZEMBRAPA, Perdas na Cadeia de Comercializac&o da Manga. Disponivel em:
<www.infoteca.cnptia.embrapa.br/>. Acesso em: 21 de mar. de 2020.

BFIGUEIREDO NETO, A.; ALMEIDA, F. A. C.; CAVALCANTE, I. H. L. Manga: Maturacdo, colheita e
conservacgao. Juazeiro: Fundacgdo Univasf, 2017.

1DURIGAN, J. F.; TEIXEIRA, G. H. de A.; CASTANHARO, N. M.; DOMARCO, R. E. Postharvest conservation of
“Tommy Atkins" mango fruit influenced by gamma radiation, wax, hot water, and refrigeration. Acta Horticulturae,
p.601-604, 2004.

15ASSIS, O. G.; BRITTO, D.; FORATO, L. A. O Uso de Biopolimeros como Revestimentos Comestiveis
Protetores Para Conservacdo de Frutas in natura e Minimamente Processadas. Sdo Carlos: Embrapa
Instrumentacéo Agropecuaria, 2009.
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busca por alternativas comprometidas com as questfes ambientais e a seguranca
alimentar do consumidor final, com precos mais acessiveis, disponiveis em toda a
etapa de distribuicdo e que atuem inibindo a proliferacdo de bactérias e fungos,
aumentando a vida util da manga torna os revestimentos comestiveis ativos uma
alternativa valiosa.

Na conservacdo de mangas Tommy Atkins, os revestimentos a base do
biopolimero alginato de sodio reduziu a taxa respiratéria das frutas revestidas, com
aumento de seu tempo de prateleira.’® Além disso, estudos recentes sobre a
incorporacao de algas marinhas em revestimentos aplicados em mangas apresentou
menor alteracdo na coloracdo da casca e menores indices de perda de massa em
mangas armazenadas a temperatura ambiente (25 + 2 °C) durante 3 semanas.!’

Assim, o objetivo geral do trabalho é avaliar a partir de ensaios preliminares o
potencial biolégico (antioxidante, antimicrobiano, cicatrizante, analgésico, anti-
inflamatorio e antitumoral) de extratos de alga marinha Padina pavonica, incorporando
0 extrato aquoso da alga em filmes a base de alginato de sodio para o
desenvolvimento de revestimento comestivel ativo utilizado na conservacédo poés-

colheita de mangas Tommy Atkins.

1.10OBJETIVOS ESPECIFICOS

» |dentificar, a partir de avaliacdo qualitativa, os principais metabdlitos
secundarios presentes em extratos aquoso, alcodlico e hidroalcéolico de
Padina pavonica;

= Determinar o contetudo fendlico e flavonoide total nos extratos de Padina
pavonica;

= Avaliar as propriedades biologicas de extratos de Padina pavonica a partir de
ensaios in vitro [capacidade de sequestro de radical antioxidante; determinagao
da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Bactericida (CBM); sensibilidade
antifingica; viabilidade, morfologia e migracéo celular] e in vivo (contor¢des

abdominais; edema de orelha; toxicidade aguda e avaliagdo antitumoral);

16CHIUMARELLI, M.; FERRARI, C. C.; SARANTOPOULOS, C. I. G. L.; HUBINGER, M. D. Fresh cut “Tommy
Atkins" mango pre-treated with citric acid and coated with cassava (Manihot esculenta Crantz) starch or sodium
alginate. Innov. Food Sci. Emerg. Technol., v. 12, p. 381 — 387, 2011.

7EBRAHIMI, F.; RASTEGAR, S. Preservation of mango fruit with guar-based edible coatings enriched with
Spirulina platensis and Aloe vera extract during storage at ambient temperature. Sci. Hortic., v. 265, 2020.
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Produzir revestimentos comestiveis a base de alginato de sodio incorporados
com Padina pavonica;

Avaliar as caracteristicas relacionadas com a aparéncia dos filmes produzidos;
Estudar as propriedades mecénicas dos filmes;

Caracterizar os filmes por meio de espectroscopia de infravermelho, analise
termogravimeétrica e microscopia eletrénica de varredura.

Verificar o efeito dos revestimentos comestiveis na conservacao pés-colheita

de mangas Tommy Atkins.
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2 ESTUDO PRELIMINAR DE PROPRIEDADES BIOLOGICAS DE EXTRATOS DA
MACROALGA PADINA PAVONICA (LINNAEUS) THIVY 1960

2.1 REFERENCIAL TEORICO

2.1.1 Algas marinhas

As algas marinhas ou macroalgas referem-se a milhares de espécies,
essencialmente aquaticas, capazes de tolerar inUmeras alteracbes ambientais,
inclusive antrépicas, auxiliando na recuperacdo de ambientes aquaticos. Geralmente
encontram-se ancoradas no fundo do mar ou em outras estruturas sélidas por
“fixagcbes” semelhantes a raizes.'®

O termo inclui as algas verdes (Chlorophyta), vermelhas (Rhodophyta) e
marrons (Phaeophyta). As algas verdes compreendem entre 9.000 e 12.000 espécies,
com a maioria delas presentes em ambientes de agua doce, geralmente presa a
rochas e madeira submersas ou como espuma em agua estagnada. As vermelhas
detém cerca de 6.000 espécies, predominantemente marinhas e frequentemente
encontradas ligadas a outras plantas costeiras. Ja as algas marrons, com cerca de

1.500 espécies, podem ser encontradas ao longo das costas rochosas continentais.®

2.1.1.1 Geénero Padina

O género Padina pertencente a familia Dictyotaceae, ordem Dictytales, classe
Phaeophyceae, contém 75 espécies, e foi descoberto em 1763. E encontrado
principalmente em recifes rochosos de aguas marinhas tropicais e subtropicais.?°

Seu talo é ereto ou prostrado, preso por um suporte rizoidal, com até 20 cm de
comprimento, flabelado ou lacerado frequentemente na base. Seus segmentos tém
1 -5 cm de largura, calcificados em uma ou ambas as superficies. O talo € composto
por 2 — 8 células espessas em fase jovem e possui uma estrutura em forma de leque

com uma margem arredondada lisa coberta por pelos feoficoteanos.?°

18VIDOTTI, E. C.; ROLLEMBERG, M. C. E. Algas: da economia nos ambientes aquaticos a bioremediacdo e a
quimica analitica. Quimica Nova, v. 27, n. 1, p. 139-145, 2004.

Britannica, T. Editors of Encyclopaedia. "kelp." Encyclopedia Britannica, February 27, 2020.
https://www.britannica.com/science/kelp.

20RUSHDI, M. I.; ABDEL-RAHMAN, I. A. M.; SABER, H. ATTIA, E. Z.; M. H. A.; ABDELMOHSEN, U. R. A review
on the pharmacological potential of the genus Padina. South African Journal of Botany, v. 141, p. 37 — 48, 2021.
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As espécies de Padina séo utilizadas em muitas aplicacbes populares na
nutricdo humana e sdo consideradas uma rica fonte de vitaminas, carotenoides,

proteinas e minerais.?°

2.1.1.2 Padina pavonica (Linnaeus) Thivy 1960

A alga marinha marrom Padina pavonica, representada na Figura 1, também
conhecida como cauda do pavao, é amplamente encontrada em ambientes de climas
temperados a tropicais, a exemplo da costa brasileira no Oceano Atlantico e do Mar

Mediterraneo.’

Fonte A autora (2022)

Pode ser vista em fragmentos de conchas e rochas, em leitos de ervas
marinhas e recifes de coral, em planicies de maré e ligadas a raizes de manguezais.
O seu talus ou corpo € de coloragdo amarronzada, formando grupos em forma de
leque com dimensdes que atigem até 22 cm de altura e 37 cm de largura. Sua lamina
é calcificada, mais fortemente acima e levemente abaixo, e se enrola para dentro,
perto das bordas. Ambas as superficies superior e inferior da lamina apresentam pélos
minudsculos, dispostos em uma série de faixas com uma distancia de
aproximadamente 1,5 a 6 mm. As laminas se prendem ao substrato por meio de uma
fixacdo segura, que geralmente é emaranhada.’°

P. pavonica é uma macroalga marrom pertencente ao Filo Phaeophyta, Classe
Phaeophyceae, Ordem Dictyotales, Familia Dictyotaceae. Sua composicao se da de
polissacarideos que consistem em residuos de acido D-glucurénico, L-fucose, D-
xilose, D-manose, D-glicose e D — galactose (Figura 2); &cidos graxos (acido palmitico,
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oleico e miristico), além de compostos fendlicos e terpendides'®, o que justifica sua

diversidade de atividades biologicas.

Figura 2 — Estrutura quimica dos residuos de &cido D-glucurénico, L-fucose, D-xilose, D-
manose, D-glicose e D — galactose, na ordem da esquerda para a direita e de cima para baixo.
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Fonte: Google imagens (2022)
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2.1.2 Metabdlitos primérios e secundarios de algas marinhas e suas atividades

biol6gicas

Por viverem em habitats complexos, as algas estdo expostas a condicdes
extremas, o que faz com que elas produzam uma grande variedade de substancias
ativas especificas e potentes biologicamente. Dentre essas substancias destacam-se
metabdlitos primarios e secundarios como proteinas, peptideos e aminoéacidos;
lipidios e acidos graxos; esterdis, polissacarideos, compostos fendlicos; vitaminas e
minerais.? Essa variedade de metabdlitos fez com que as algas marinhas, utilizadas
ha séculos na medicina tradicional, ganhasse a atencéo de industrias farmacéuticas
e alimenticias, principalmente como fonte de compostos bioquimicamente ativos
importantes no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas naturais.*

Durante as ultimas décadas, as algas marinhas tém demonstrado efeitos
terapéuticos promissores como anti-inflamatério, antinociceptivo®, antiviral,
antimicrobiano, antioxidante, anticoagulante, anticonvulsivante4, antitumoral®,
antitllcera e cicatrizante®.

Nas algas marrons (Phaeophyta), por exemplo, sdo encontradas fucanas
sulfatadas e nas vermelhas (Rhodophyta) galactanas sulfatadas, ambos

polissacarideos com atividades biolégicas importantes. Ja nas verdes (Chlorophyta),
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encontram-se polissacarideos sulfatados mais heterogéneos ricos em galactose,
manose, xilose, arabinose, glicose e acidos urdnicos.?*

A exemplo (Figura 3) tem-se a alga vermelha Amansia multifida J.V. Lamouroux
1809 caracterizada por apresentar atividade antimicrobiana, antiviral e
anticoagulante.?? A alga verde Codium isthmocladum Vickers 1905 com sua atividade
anti-inflamatéria e antinociceptiva.?? E as algas marrons com atividade anticoagulante,
anti-inflamatoria, antitrombotica, antioxidante e antitumoral, como por exemplo a alga
Dictyopteris delicatula J.V.Lamouroux 1809 que apresentou atividade anticoagulante

e antioxidante.

Figura 3 — a) Alga vermelha Amansia multifida; b) Alga verde Codium isthmocladum; c) Alga
marrom Dictyopteris delicatula.

o
% "3

Fonte: Macroalgal Herbarium Portal (2020)

Diversas atividades ja foram relacionadas ao potencial de extratos de P.
pavonica. A uma concentracdo de 5,59 mg.mL™, o percentual de atividade
antioxidante para o extrato etandlico da alga foi de 77,6 %; que também apresentou
eficacia contra bactérias do tipo Bacillus subtilis (21,7 = 1,5 mm; 1,95 mg.mL™1),
Staphylococcus aureus (21,7 + 0,58 mm; 1,95 mg.mL™?), Streptococcus pyogenes
(20,7 + 1,2 mm; 1,95 mg.mL?1) e Acinetobacter baumannii (20,1 + 1,2 mm;
3,9 mg.mL%). O extrato alcodlico da alga também foi eficaz contra células do carcinoma

de pulmao, intestino, célon, cervical, laringe, hepatocelular e mama, com respectivas

2ICORDEIRO, S. L. Atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria de uma fragdo rica em heterogalactana
sulfatada extraida da alga Codium isthmocladum (VICKERS 1905). 2013. 87 f. Tese (Pds-graduacdo em
Bioquimica) — Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal. 2013.

22S0UZA, L. A. R., AZAVEDO, T. C. G., SILVA, F. R. F., CARDOSO, M. L., XAVIER, C. A. C., ROCHA, H. A. O,
DORES, C. M. P. G,, LEITE, E. L. Caracterizacdo quimica e acéo farmacologica de polissacarideos sulfatados
extraidos da alga marinha Amansla multifida. Revista Infarma, v. 19, n. 3/4, p. 1-5, 2013.
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concentracdo inibitoria necessaria para inibir in vitro o processo biolégico em 50 %
(ICs0) de 58,9; 115,0; 54,5; 59,0; 101,0; 101,0 e 97,6 mg.mL*.° Sua atividade citotéxica
contra células de carcinoma epidérmico bucal humano também foi avaliada, com
resultados que mostraram que uma dose de 0,01 mg.mL? do extrato diclorometano
de P. pavonica foi suficiente para obter 100 % de inibicdo da sobrevivéncia das células
tumorais.” Resultados positivos também foram observados para a atividade antiviral
contra o virus da herpes simplex (HSV) e o virus da hepatite A (HAV), mostrando uma
atividade antiviral entre 72 e 73 % a uma concentragdo de 0,02 mg.mL™ da alga em
seu extrato etanolico.’

Também se observou uma melhora no tom e textura da pele, reduzindo rugas
devido a sua capacidade de restaurar o metabolismo do célcio na epiderme. Este
promove a renovacao dos polissacarideos glicosaminoglicanos (GAGS), aumentando
a sua acao protetora de modo a fornecer hidratacédo para suportar a flexibilidade e
elasticidade. Observou-se ainda auxilio na satde de ossos e cartilagens.°

Outros estudos tém mostrado a viabilidade em utilizar P. pavonica em sistemas
agricolas. Um exemplo, é a sua utilizacdo como fertilizante eficaz que promove o
crescimento das culturas enquanto retarda o crescimento de fungos prejudiciais.
Outro, é a eficiéncia do extrato aquoso da alga em inibir o crescimento de fungos como
Fusarium graminearum, Penicillium expansum e Alternaria alternata em 95,83; 80,76
e 63,33 %, respectivamente.?

Somado as atividades bioldgicas, as algas apresentam a vantagem de possuir
elevada disponibilidade e potencial para o cultivo, 0 que motiva o desenvolvimento de
novas terapias que utilizem dos compostos bioquimicos ativos presentes nessas

substéancias.?3

2.1.2.1 Atividade antioxidante

A atividade metabdlica normal produz constantemente radicais livres, ou seja,
atomos ou moléculas que apresentam um ou mais elétrons nao pareados,
constituindo-se espécies instaveis, com meia-vida muito curta e que reagem

rapidamente com diversos alvos celulares a partir da transferéncia de elétrons em

ZCAMARA, R. B. G. Atividade anticoagulante e antioxidante de extratos brutos ricos em polissacarideo
sulfatados das macroalgas marinhas marrons Canistrocarpus cervicornis, Dictyota mertensii e
Dictyopteris delicatula e de heterofucanas de Canistrocarpus cervicornis. Dissertacdo (Mestrado em
Bioquimica) — Universidade Federal do Rio Grande do Norte, 2010.
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varias reacdes bioquimicas. Os radicais livres possuem diferentes func¢des no
organismo, como a producdo de energia, regulacdo do crescimento celular,
sinalizagdo intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes.?42>

O excesso de radicais livres pode acarretar efeitos deletérios, tais como danos
ao acido desoxirribonucleico (DNA), proteinas e organelas celulares, como
mitocdndrias e membranas, provocando alteracdes na estrutura e funcdes celulares.
Assim, encontram-se envolvidos em diversas patologias a exemplo do cancer,
doencas cardiovasculares, degenerativa, neurolégicas e antiflamatérias; choque
hemorragico; catarata e disfuncdes cognitivas.?4#2>2¢ O aumento na producdo de
radicais livres pode ocorrer devido a hiperéxia (aumento na quantidade de oxigénio
em tecidos e 6rgdos) e a exposicao das células ou individuos a certos componentes
quimicos, a radiacdo ou a inflamacao tecidual local, resultando em estresse oxidativo,
caracterizado por um desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, no qual ocorre
predominancia de radicais livres.?’

Como consequéncia, 0s organismos vivos produzem uma rede complexa de
metabolitos e enzimas que juntos regeneraram ou previnem os danos resultantes da
oxidacdo em componentes celulares como 0 DNA, proteinas e lipidos, exercendo seu
papel como agentes antioxidantes.?®> Assim, os antioxidantes sdo substancias que
impedem a formacédo de radicais livres ou a etapa de propagacdo dessas reacoes,
doando hidrogénio de forma que a molécula alvo fique estavel. Os antioxidantes
podem também ser de origem sintética, a exemplo do butilhidroxianisol (BHA) ou de
origem natural como os terpenos e compostos fendlicos, encontrados em plantas
terrestres, aquaticas e algas marinhas, por exemplo.?®

As algas marinhas, como outras plantas fotossintetizantes, séo expostas a luz
e ao oxigénio, que induzem a formacao de radicais livres e outros agentes oxidantes

fortes. Mas a falta de dano oxidativo nos componentes estruturais das algas marinhas

24S|LVA, T. C. L.; ALMEIDA, C. C. B. R.; VERAS FILHO, J.; PEIXOTO SOBRINHO, T. J. S.; AMORIM, E. I. C.;
COSTA, E. P.; ARAUJO, J. M. Atividades antioxidante e antimicrobiana de Ziziphus joazeiro mart. (Rhamnaceae):
avaliacdo comparativa entre cascas e folhas. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada, v. 32, n.
2, p. 193-199, 2011.

SACHKAR, M. T.; NOVAES, G. M.; SILVA, M. J. D.; VILEGAS, W. Propriedade antioxidante de compostos
fendlicos: importancia na dieta e na conservacéo de alimentos. Revista da Universidade Vale do Rio Verde, v.
11, n. 2, p. 398-406, 2013.

26ARDESTANI, A.; YAZDANPARAST, R. Antioxidant and free radical scavenging potential of Achillea santolina
extracts. Food chemistry, v. 104, n. 1, p. 21-29, 2007.

27TEL-HABIT, O. H. M.; SAADA, H. N.; AZAB, Kh. Sh.; ABDEL-RAHMAN, M.; EL-MALAH, D. F. The modifying of b-
carotene on gamma radiation-induced elevation of oxidative reactions and genotoxicity in males. Mutation
Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, v. 466, n. 2, p. 179-185, 2000.

28FOOD INGREDIENTS BRASIL. Os antioxidantes, n. 6, p. 16-30. Disponivel em: <www.revista-fi.com>. Acesso
em: mar. de 2019.
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e sua estabilidade a oxidacdo durante o armazenamento sugerem que suas células
possuem sistemas de defesa antioxidante.?® Potencial antioxidante foi verificado para
taninos como o florotanino (Figura 4) isolado de algas marrons do género Fucaceae,
Sargassaceae, Cystoseiraceae e Laminariaceae.*

Figura 4 — Estrutura quimica do florotanino isolado de algas marrons.
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Fonte: A autora (2022)

2.1.2.2 Atividade antimicrobiana

Bactérias, fungos e virus sao responsaveis por uma série de doencas humanas.
A invasdo microbiana e sua viruléncia podem causar danos as células hospedeiras.3!

Antimicrobianos eficazes foram desenvolvidos ao longo dos anos; no entanto,
foi observado um aumento na resisténcia a esses agentes. A resisténcia a esses
medicamentos tornou-se um dos grandes desafios das infec¢des, condicionando a
necessidade de busca de novos agentes para esse fim.3?

Os produtos naturais ainda sdo uma das principais fontes de novas moléculas
de agentes ativos. E podem ser derivados de substancias como bactérias
procariéticas, microrganismos eucariéticos, plantas e algas marinhas.®? Atividade
antimicrobiana3? foi confirmada, por exemplo, para o cicloeudesmol (Figura 5) isolado
da alga Chondria oppositiclada E.Y.Dawson, 1945, que apresentou atividade contra

as bactérias Staphylococcus aureus e Candida albicans.

2|MENEZ-ESCRIG, A.; IMENEZ-JIMENEZ, |.; SAURA-CALIXTO, P. R. Antioxidant activity of fresh and processed
edible seaweeds. J Sci Food Agric, v. 81, p. 530 — 534, 2001.

S0SHIBATA, T.; KAWAGUCHI, S.; HAMA, Y.; INAGAKI, M.; YAMAGUCHI, K.; NAKAMURA, T. Local and chemical
distribution of phlorotannins in brown algae. J Appl Phycol, v. 16, p. 291 — 296, 2004.

SIANGIOLELLA, L.; SACCHETII, G.; EFFERTH, T. Antimicrobial and Antioxidant Activities of Naturak Compounds.
Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2018.

32BALOUIRI, M.; SADIKI, M.; IBNSOUDA, A. K. Methods for in vitro evaluating antimicrobial activity: A review.
Journal of Pharmaceutical Analysis, v. 6, p. 71 — 79, 2016.

33FENICAL, W.; SIMS, J.J. Cycloeudesmol, an antibiotic cyclopropane conatinnin sequiterpene from the marine
alga, Chondria oppositiclada Dawson. Tetrahedron Lett., v. 13, p. 1137 — 1140, 1974.
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Figura 5 — Estrutura quimica do cicloeudesmol isolado de alga marinha.
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Fonte: A autora (2022)

2.1.2.3 Atividade cicatrizante

A ferida resulta de uma abertura ou ruptura da pele.®* A cicatrizacdo anormal
de feridas pode afetar milh6es de pessoas em todo o mundo e levar a complicacdes
graves, como feridas crénicas e fibrose.3® As feridas cronicas sdo o resultado de um
processo de reparo tecidual desregulado para restaurar uma barreira cutanea
estrutural e funcionalmente intacta.®® Elas sdo frequentemente associadas a
condicbes subjacentes que incluem doencas vasculares, diabetes e
envelhecimento.®” Esses fatores sistémicos mdltiplos e variaveis, juntamente com
deficiéncias teciduais locais, tornam dificil modelar e replicar o tecido.*®

O processo de cicatrizacao de feridas envolve esfor¢os coordenados de varios
tipos de células, incluindo queratinécitos, fibroblastos, células endoteliais, macrofagos
e plaquetas. A migracdo, infiltracdo, proliferacdo e diferenciacdo dessas células
causam uma resposta inflamatéria, que é essencial para a formacao de novo tecido e
leva ao fechamento da ferida.3®

Os fibroblastos desempenham papéis criticos na cicatrizacdo de feridas. Eles
proliferam e migram para a area da ferida, auxiliando na formacéo de um tecido de
granulacao vascular resistente que protege o leito da ferida atraves da sintese de nova

matriz extracelular, auxiliando na migracdo e remodelacdo dos queratindcitos.3® A

S4TRIVEDI, M. K.; BRANTON, A.; TRIVEDI, A.; NAYAK, G.;: GANGWAR, M.; JANA, S. Wound Healing Activity of
Consciousness Energy Healing Treatmenton HFF-1 Cells and DMEM Using Scratch Assay. Investigative
Dermatology and Venereology Research, v. 4, p. 50 — 54, 2018.

35JONES, R. E.; FOSTER, D. S.; LONGAKER, M. T. Management of chronic wounds-2018. J Am Med Assoc, V.
14, p. 1481 — 1482, 2018.

S6PASTAR, I.; LIANG, L.; SAWAYA, A. P.; WIKRAMANAYAKE, T. C.; GLINOS, G. D.; DRAKULICH, S.; CHEN, V.;
STOJADINOVIC, O.; DAVIS, S. C.; TOMIC-CANIC, M. Preclinical models for wound-healing studies. Skin Tissue
Models, p. 223 — 253, 2018.

STEMING, S. A.; MARTIN, P.; TOMIC-CANIC, M. Wound repair and regeneration: mechanisms, signaling, and
translation. Science Translational Medicie, v. 6, 2014.

SBKANAZAWA, S.; FUJIWARA, T.; MATSUZAKI, S.; SHINGAKI, K.; TANIGUCHI, A.; MIYATA, S.; TOHYAMA, M.;
SAKAL Y.; YANO, K.; HOSOKAWA, K.; KUBO, T. bFGF Regulates PI3-Kinase-Rac1-JNK Pathway and
Promotes Fibroblast Migration in Wound Healing. PLoS ONE, v. 5, 2010.

39SCHAFER, M.; WERNER, S. Transcriptional control of wound repair. Annual Review of Cell and
Developmental Biology, v. 23, p. 69 — 92, 2007.
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medida que os fibroblastos migram, eles também criam tenséo na ferida; que faz com
que eles se diferenciem em miofibroblastos, que auxiliam no fechamento da ferida.*°

Metabdlitos secundarios como taninos, triterpendides e alcaldides, encontrados
em algas marinhas, foram identificados como responsaveis por afetar uma ou mais
fases do processo de cicatrizacéo de feridas.*142

Polissacarideos, como o fucoidano (Figura 6) obtidos em algas do género
Padina, como a P. tetrastromatica Hauck, 1887 e P. boergesenii Allender & Kraft, 1983
foram usados para preparar uma pomada topica a 2 % no modelo de cicatrizacéo de
feridas cutaneas em ratos, mostrando a melhora em alguns sinais de cicatrizacao,

incluindo angiogénese, formacéao de fibras de colageno e formacgédo de epiderme.*?

Figura 6 — Estrutura quimica para o fucoidano isolado de algas do género Padina.
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Fonte: A autora (2022)

2.1.2.4 Atividade analgésica e anti-inflamatéria

A dor € uma sensacédo importante, pois é através dela que o Sistema Nervoso
Central (SNC) sinaliza um processo de agressdo ao organismo com risco para a sua
integridade fisica.** Este alerta desencadeia um conjunto de reacdes de adaptacéo,
de ordem psicoldgica, autonémica e motora, visando afastar o organismo da causa da

agressdao, preservando-o0.4°

4“GOFFIN, J.M.; PITTET, P.; CSUCS, G.; LUSSI, J.W.; MEISTER, J.J.; HINZ, B. Focal adhesion size controls
tension-dependent recruitment of alpha-smooth muscle actin to stress fibers. Journal of Cell Biology, v. 172, p.
259 — 268, 2006.

“HENSHAW, F.R.; BOUGHTON, P.; LO, L.; MCLENNAN, S.V.; TWIGG, S.M. Topically applied connective tissue
growth factor/CCN2 improves diabetic preclinical cutaneous wound healing: potential role for CTGF in human
diabetic foot ulcer healing. J. Diabetes Res, p. 1 — 10, 2015.

42MISIC, A.M.; GARDNER, S.E.; GRICE, E.A. The wound microbiome: modern approaches to examining the role
of microorganisms in impaired chronic wound healing, Adv. Wound Care (New Rochelle), v. 3, p. 502 — 510, 2014.
43KORDJAZI, M., SHABANPOUR, B., ZABIHI, E., FARAMARZI, M.A., AHMADI GAVLIGHI, H., FEGHHI, S.M.A,,
HOSSEINI, S.A. Investigation of effects of fucoidan polysaccharides extracted from two species of Padina on the
wound-healing process in the rat. Turk. J. Vet. Anim. Sci, v. 41, p. 106 — 117, 2017.

4“40OLIVEIRA, L. F. Dor: fisiopatologia. Revista Brasileira de Anestesiologia, v. 28, p. 227 — 288, 1979.
45V|TOR; A. O.; PONTE, E. L.; SOARES, P. M.; CARVALHO, K. de M.; RODRIGUES, M. E. de S.; PATROCINIO,
M. C. A.; LIMA, R. C. de S.; VASCONCELOS, A. M. M. Psicofisiologia da dor: uma revisao bibliografica. RECIIS,
v. 2, p. 86 — 97, 2008.
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No aspecto inflamatorio, a dor pode ocorrer em resposta a lesdo tecidual e
resposta inflamatéria subsequente, através de mudancas que ocorrem na tentativa de
proteger o corpo contra um estimulo potencialmente nocivo e envolve a participacédo
de mediadores inflamatoérios no local da leséo. Estes mediadores incluem bradicinina,
substancia P, prostaglandinas, éxido nitrico (NO), citocinas e quimiocinas.*®

Compostos como alcaloides e polissacarideos sulfatados isolados de algas ja
foram apresentados como moléculas potentes com acdes anti-inflamatérias.*”*8 Dois
novos anti-inflamataérios, lopoforinas A e B (Figura 7 “a” e ‘b”), foram isolados da alga
marinha marrom Lobophora variegata (J.V.Lamouroux) Womersley ex E.C.Oliveira
1977 e mostraram-se ser potentes inibidores do edema induzido por forbol miristato
acetato (PMA) no ensaio de orelha de camundongos quando administrados por via
topica e intraperitoneal.*?

Figura 7 — Estrutura quimica para a) lopoforinas A e b) lopoforinas B isoladas de algas
marrons.
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“LINLEY, J. E.; ROSE, K.; OOl, L., GAMPER, N. Understanding inflammatory pain: ion
channels contributing to acute and chronic nociception. European Journal Physiology, V.
459, p. 657 — 669, 2010.

4"BAMIAS, G.; COMINELLI, F. Immunopathogenesis of inflammatory bowel disease: current concepts. Current
opinion in gastroenterology, v 23, p. 365 — 369, 2007.

48CARNEIRO, J. G.; RODRIGUES, J. A., DE SOUSA, O. V. E.; SOUZA, R. B.; QUINDERE, A. L.; COURA, C. O
DE ARAUJO, I. W.; CHAVES, H. V.; BEZERRA, M. M.; BENEVIDES, N. M. Peripheral antinociception and anti-
inflammatory effects of sulphated polysaccharides from the alga Caulerpa mexicana. Basic Clin Pharmacol
Toxicol, v. 115, p. 335 — 42, 2014.

49JIANG, Z. D.; JENSEN, P.R., FENICAL, W. Lobophorins A and B, new antiinflammatory macrolides produced by
a tropical marine bacterium. Biog. Med. Chem. Lett., v. 9, p. 2003 — 2006, 1999.
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2.1.25 Atividade antitumoral

O cancer pode ser definido como sendo a expanséo clonal de células malignas
e mutantes, resultantes de um crescimento desordenado das células e/ou do escape
a apoptose celular,®® o que acaba promovendo a invasdo de tecidos e 6rgaos,
fazendo-os perder suas funcionalidades normais. Também conhecido como neoplasia
maligna, que significa novo crescimento,® o cancer é considerado uma doenca
multifatorial e heterogénea. Heterogénea porque se desenvolve a partir de células
saudaveis alteradas; e multifatorial, pois os eventos hereditarios ligados ao genoma e
aos fatores externos contribuem para o desequilibrio homeostatico na célula,
favorecendo a ocorréncia de eventos como as modificagbes cromossdémicas e
alteracGes genéticas.®°

O desenvolvimento de agentes antitumorais alternativos vai além da busca por
novos compostos biologicamente ativos. E preciso que esses possam ultrapassar
barreiras, como por exemplo, ao mecanismo de resisténcia associados a sua
administracdo, fenbmeno conhecido como Resisténcia a multiplas drogas, do inglés
Multidrug Resistance (MDR), reduzindo ou eliminando também, efeitos colaterais
como hematomas e sangramentos, perda de cabelo, ndusea, vomitos e fadiga.>?

Produtos naturais como as algas marinhas tém apresentado resultados
positivos quanto ao potencial antitumoral. O bifurcadiol (Figura 8), um diterpeno
citotéxico linear isolado da alga marrom Bifurcaria bifurcata R. Ross,1958 exibiu
citotoxicidade contra células tumorais epiteliais basais alveolares humanas

adenocarcinbmicas (A-549) e células de cancer de ovario.

Figura 8 — Estrutura quimica para o diterpeno bifurcadiol isolado de algas marrons.
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oWuU, S.; POWERS, S.; ZHU, W.; HANNUN, Y.A. Substantial contribution of extrinsic risk factors to cancer
development. London: Nature, v. 529, n. 7584, p. 43-47, jan. 2016.

S1BELIZARIO, J. E. O préximo desafio reverter o cancer. Ciéncia Hoje, S&o Paulo,v. 31, n. 184, p. 51-57, jul. 2002.
S2AMERICAN CANCER SOCIETY. How Chemotherapy Drugs Work. Disponivel em:
<https://www.cancer.org/treatment/treatments-and-side-effects/treatment-types/chemotherapy/how
chemotherapy-drugs-work.html#references> Acesso em: 21 fev. 2018.
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2.2MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Reagentes e solventes
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Os reagentes e solventes utilizados nos ensaios seguem listados na Tabela 1.

Tabela 1 — Reagentes e solventes utilizados nos ensaios envolvendo Padina pavonica.

REAGENTES/SOLVENTES PROCEDENCIA
Acetona (C3HsO) Dinamica
Acido acético (CH;COOH) Sigma Aldrich
Acido ascorbico (CsHsOs) ANIDROL
Acido cloridrico (HCI) VETEC
Acido galico (C7HsOs) ANIDROL
Acido sulfirico (H2S0a) Dinamica
Agua destilada -
Bicarbonato de sddio (NaHCO3) Vetec
Cloreto de aluminio (AICI3) Quimica Moderna
Cloreto de ferro Ill (FeCla) Exodo
Cloreto de sodio (NaCl) Dinamica
Cloroformio (CHCls) Dinamica
2,2- difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) Quimica Moderna
Dimetilsulfoxido (DMSO) ANIDROL
Etanol (C,H¢O) Dinamica
Folin-Ciocalteu NEON
Hidréxido de sédio (NaOH) Synth
Hidroxido de aménio (NH4OH) Synth
Indometacina -
Metrotexato (MTX) Sigma-Aldrich
Mitomicina C Merck
[3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio] (MTT) Sigma Aldrich
Metanol Quimica Moderna
Penicilina/estreptomicina Merck
Quercetina Vetec
Resazurina Neon
Soro fetal bovino (SBF) BNB
Tampao fosfato-salino livre de Ca e Mg (PBS) Gibco
Triton X- 100 NEON
Tween 20 e 80 Dinamica
Violeta de metila Sigma-Aldrich
Xilasina:Quetamina -
Xilol Dinamica

Fonte: A autora (2022)
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Os meios de cultura utilizados nos ensaios envolvendo P. pavonica seguem

listados na Tabela 2.

Tabela 2 — Meios de cultura utilizados nos ensaios envolvendo P. pavonica.

MEIOS DE CULTURA PROCEDENCIA
~ Agar Mueller-Hinton Vetec
Agar Batata Dextrose (BDA) Sigma Aldrich/Acumedia
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) LGC Biotecnologia
RPMI 1640 Sigma Aldrich

Fonte: A autora (2022)

2.2.3 Bactérias e fungos

As bactérias e fungos utilizados para os ensaios de atividade antimicrobiana

estdo listadas na Tabela 3. As bactérias foram provenientes da cole¢&o do Laboratorio

de Produtos Naturais do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE), enquanto os fungos foram provenientes da Micoteca URM do

Departamento de Micologia do Centro de Biociéncias da UFPE.

Tabela 3 — Bactérias e fungos utilizados para os ensaios de atividade antimicrobiana de

extratos de P. Pavonica.

MICRORGANISMOS CODIGO
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606)
Escherichia coli (ATCC 25922)
BACTERIAS Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
Staphylococcus aureus (ATCC 29213)
Alternaria alternata (URM 5642)
Alternaria tenuissima (URM 5646)
Colletotrichum theobromicola (URM 8228)
FUNGOS Fu§ar|um hainanense (URM 5456)
Fusarium pernambucanum (URM 5912)
Fusarium sp. nov. (URM 2695)
Fusarium sulawesiense (URM 5844)
Fusarium verticillioides (URM 3681)

Fonte: A autora (2022)
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2.2.4 Equipamentos

Os equipamentos utilizados para o processo de obtengcédo de extratos de P.
pavonica e estudo da atividade biol6gica da alga estéo listados na Tabela 4.

Tabela 4 — Equipamentos utilizados nos estudos envolvendo P. pavonica.

EQUIPAMENTOS MARCA/MODELO
Agitador vortex TECNAL/AP56
Balanca semi analitica SHIMADZU/AUY 220
Cabine de seguranca biolégica Pachane/PA 410
Camera digital Nikon/Eclipse TS100
Compressor a Vacuo FISHER SCIENTIFIC/MAMIMADRY
Estufa QUIMIS/Q314M242
Estufa incubadora BOD TECNAL/TE-371
Leitor de microplacas BIOTEK UQuant/MQX 200
Liquidificador PHILCO
Liofilizador LIOTOP/L101
Microscopio invertido Olympus/IX 70
Rotaevaporador BUCHI/V-700
Sonicador de ultrassom Elma/EASY 10H

Fonte: A autora (2022)

2.2.5 Coletade P. pavonica

A alga marinha P. pavonica foi coletada na praia de Serrambi, situada no
municipio de Ipojuca (8°33'21” S e 35°00'21” W) no litoral Sul do Estado de
Pernambuco, Brasil. As coletas foram realizadas no periodo da manha durante a maré
baixa (0,1 m), no periodo de estiagem (outubro — novembro) em 2018. O material

botanico foi armazenado em sacos de polietileno sob refrigeragéo.

2.2.6 Producéo de extratos de P. pavonica

Em laboratério, a alga P. pavonica foi lavada em agua corrente e depois em
agua destilada para que materiais indesejados como areia, sal e epifitas fossem
retirados. Em seguida, foi levada a estufa a 40 °C por 36 h, pesadas, trituradas em um
liquidificador e entdo armazenada em potes fechados sob temperatura ambiente

(= 25 °C). Agua destilada e etanol PA foram utilizados como solventes. Dez gramas
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de alga foram adicionados a 100 mL do respectivo solvente, para a producdo de
extratos aquoso (EAQ), alcéolico (EEtOH) e hidroalcéolico 30:70 (agua:alcool) (EHA).
Os extratos foram levados para o sonicador de ultrassom em 3 intervalos, separados
pela etapa de filtracdo a vacuo, de 60 minutos a temperatura ambiente (= 25 °C). Os
EEtOH e EHA foram submetidos ao processo de rotaevaporacéo. Os extratos foram
congelados e liofilizados. O po resultante foi armazenado em tubos tipo Falcon a

temperatura ambiente (= 25 °C).

2.2.7 Analise qualitativa de substancias fitoquimicas em extratos de P.

pavonica

A triagem fitoquimica para identificacdo dos principais metabdlitos secundarios
de diferentes extratos de P. pavonica foi avaliada por método padréo®3, conforme
mostra a Tabela 5. Para tal, 10 mg do p6 final obtido para os extratos foi ressuspenso
em 1 mL de seus respectivos solventes. Os produtos das reacdes gerais indicaram a

presenca/auséncia desses compostos nos extratos avaliados.

Tabela 5 - Resumo do método utilizado para a triagem fitoquimica de extratos de P. pavonica.

Metabalitos Reacses Produto
Secundérios (MS) ¢ (Presenca do MS)

2 mL de HCI concentrado
Alcaloides + 2 mL de extrato de alga
+ gotas do reagente de Mayer

Presenca de cor verde
ou precipitado branco

2 mL de cloroférmio Coloragdo marrom
Terpendides + 2 mL de H2S0Oq4 avermelhada na
+ 0,5 mL do extrato de alga interface
2 mL de cloroférmio Formacéao de anel
Esteroides + 1 mL de H2SO4 marrom avermelhado
+ 0,5 mL do extrato de alga na interface

1 mL de FeCls (5%) Formacéao de cor azul

Taninos +1 mL do extrato de alga escuro ou preto
esverdeado
2 mL de 4gua destilada Formacgéo de uma
Saponinas + 2 mL de extrato de alga camada de 1 cm de
(Agitados por 15 minutos) espuma

53SAVITHRAMMA, N.; RAO, M. L.; SUHRULATHA, D. Screening of traditional medicinal plants for secondary
metabolites. Middle-East Journal of Scientific Research, v.8, p. 579 — 784, 2011.
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. 1 mL de NaOH (2N) Formacéao de cor
Flavonoides
+ 2 mL de extrato de alga amarela
2 mL de agua destilada Formacao de cor
Fenois + gotas de FeCls (10%) azugllverde
+ 1 mL do extrato de alga
c . 1 mL de NaOH (10 %) Formacé&o de cor
umarinas
+ 1 mL de extrato de alga amarela
Quinonas 1 mL de H2SO4 concentrado Formacéao de cor
+ 1 mL de extrato de alga vermelha

3 mL de cloroférmio
Glicosideos + 3 mL de NH4OH (10 %) Formacao de cor rosa
+ 2 mL do extrato de alga
Fonte: Adaptado de Savithramma (2022)

2.2.8 Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais

Os niveis de compostos fendlicos totais foram estimados pelo método de Folin-
Ciocalteau® com algumas modificagdes. Amostras de 20 uL do extrato (1 mg.mL™1)
foram misturadas com 100 yL do reagente Folin Ciocalteu. Apés 3 minutos a
temperatura ambiente, foram adicionados 80 pL de uma solucédo de bicarbonato de
sédio (0,7 M). A reacdo foi mantida no escuro por 2 h a temperatura ambiente. A
absorbancia foi medida a 735 nm usando um leitor de microplacas. Metanol foi usado
como controle negativo. O &cido galico foi utilizado como padréo e os resultados foram
calculados com base na curva de calibracdo do acido galico (10 — 100 pg.mL™?) e
expressos em mg equivalente de acido galico por grama de extrato (mg EAG/g).

O teor de flavonoides foi determinado de acordo com o método colorimétrico
de cloreto de aluminio.>®® O extrato foi testado na concentracdo de 1 mg.mL?, e a
quercetina foi utilizada para obter a curva de calibracdo padrdo (10 — 100 pg.mL™1).
100 uL dos extratos foram adicionados a 100 pL de AlClza 2 % em metanol. Apés 1 h
em ambiente escuro a temperatura ambiente (= 25 °C), a absorbéancia foi lida contra
um branco de metanol mais reagente a 420 nm. Os resultados obtidos foram

expressos em mg equivalentes de quercetina por grama de extrato (mg EQ/g extrato).

54SINGLETON, V. L..; ROSSI, J. A. Colorimetry of total phenolics with phosphomolybdic-phosphotungstic acid
reagents. American journal of Enology and Viticulture, v. 16, n. 3, p. 144-158, 1965.

SSWOISKY, R, G.; SALATINO, A. Analysis of propolis: some parameters and procedures for chemical quality
control. Journal of apicultural research, v. 37, n. 2, p. 99-105, 1998.
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2.2.9 Estudo preliminar de propriedades biol6gicas de extratos de P. pavonica

2.29.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante para o extrato aquoso de P. pavonica foi determinada
através do ensaio de sequestro de DDPH (2,2-Difenil-1 picril-hidrazil).

Para a avaliacdo da capacidade de sequestrar o radical DPPH, aliquota de
40 uL do extrato em diferentes concentracdes (31,25 a 1000 yg.mL™) foi adicionada
a 250 pL da solucdo de DPPH 1 mM (em metanol) por 25 min a temperatura ambiente
e protegida da luz. O acido ascorbico foi o padréo utilizado como controle positivo e o
metanol foi o controle negativo. A absorbancia de cada solucédo foi medida a 517 nm
usando um leitor de microplacas.

A porcentagem de inibicdo (1%) foi calculada usando a Equacdo 1. As
concentracfes das amostras responsaveis por 50% de diminuicdo da atividade inicial

do radical livre DPPH (IC50) foram calculadas por meio de regresséo linear.

Equacédo 1
1% = [(Ac-As) / (Ac)] x 100

Onde:
Ac = absorbancia do controle

As = absorbancia da amostra
2.2.9.2 Atividade antimicrobiana
A atividade antimicrobiana dos extratos de P. pavonica foram avaliados

utilizando-se de testes de determinagdo da concentracdo inibitéria minima e

bactericida e teste de sensibilidade antifungica.

56BRAND, W. W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. L. W. T. Use of a free radical method to evaluate antioxidant
activity. LWT-Food science and Technology, v. 28, n. 1, p. 25-30, 1995.
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2.2.9.2.1 Determinacdo das concentracdes inibitorias minimas (CIM) e bactericidas

(CBM) para as bactérias avaliadas

A determinacéo da concentracao inibitéria minima foi realizada em uma placa
de cultura de 96 pocos, utilizando um leitor de microplacas disponivel no Laboratoério
de Biologia Molecular do Departamento de Bioquimica da UFPE.

Os microrganismos testados foram: Acinetobacter baumannii, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. As
concentracbes bacterianas finais foram ajustadas a 5x10° UFC.mL™* pela escala de
McFarland. O meio de crescimento Mueller-Hilton foi adicionado a cada poco,
juntamente com microrganismos previamente preparados e diferentes concentragdes
do extrato aquoso de P. pavonica (7,812 — 1.000 pug.mL* em DMSO 1 %). As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 h e, em seguida a solucéo de resazurina (0,01 %) foi
utilizada como indicador por visualizacdo de mudanca de cor: qualquer mudanca de
azul para rosa foram registradas como crescimento bacteriano. A concentragao mais
baixa na qual nenhuma alteracéo de cor ocorreu foi tomada como CIM.

20 pL da suspenséo dos pocos antes da adicdo de resazurina foi transferida
para placas de Agar Mueller-Hinton e incubadas por outras 24 h a 37 °C. O CBM foi
determinado como a menor concentracdo capaz de impedir o crescimento bacteriano,

conforme metodologia disponivel na literatura.®’

2.2.9.2.1 Teste de sensibilidade antifingica

O método utilizado seguiu as condi¢Ges descritas no documento em M38-A2.58
O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato de
sédio, pH 7,0 £ 0,1, com acido morfolino propano sulfénico (MOPS; 0,165 mol.L?). O
meio de cultura foi esterilizado em membranas de 0,22 ym (Kasvi®).

Para a preparacao dos indculos, isolados de fungos filamentosos dos géneros

Alternaria, Colletotrichum e Fusarium foram repicados em meio de cultura Agar Batata

5’dos SANTOS, B. S.; BEZERRA FILHO, C. V.; do NASCIMENTO JUNIOR, J. A. A;; BRUST, F. R.; BEZERRA-
SILVA, P. C.,; da ROCHA, S. K. L.; KROGFELT, K. A.; NAVARRO, D. M. do A. F.; CORREIA, M. T. dos S;
NAPOLEAO, T. H.; da SILVA, L. C. N.; MACEDO, A. J.; da SILVA, M. V. PAIVA, P. M. G. Anti-staphylococcal
activity of Syagrus coronata essential oil: Biofilm eradication and in vivo action on Galleria mellonela infection model.
Microbial Pathogenesis, v. 131, p. 150 — 157, 2019.

%8Clinical and Laboratory Standards Institute. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility
testing of filamentous fungi; approved standard, 2nd ed. CLSI document M38-A2. Clinical and Laboratory Standards
Institute, Wayne, PA, 2008.
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Dextrose (BDA) em tubos e incubados em estufa incubadora BOD - Biochemical
Oxygen Demand a 27 °C até esporularem.

Sequencialmente, 5 mL de solucdo salina esterelizada a 0,85 % contendo
Tween 20 foi adicionada as col6nias fungicas, e a suspenséo foi homogeneizada com
uma pipeta. Posteriormente, a mistura resultante foi transferida para tubos de ensaio
esterilizados. Apés cinco minutos de repouso, o0 sobrenadante foi transferido para
outro tubo esterilizado e agitado por 15 segundos em vortex. A densidade da
suspensao foi ajustada por espectrofotometro a 530 nm para obter uma densidade
Optica de 0,25 a 0,3 para Alternaria sp. e 0,15 a 0,17 para Fusarium sp e
Colletotrichum sp. Em seguida, as suspensdes foram diluidas (1:50) em RPMI 1640,
obtendo-se uma concentracao final aproximada de 0,4 x 10 a 5 x 10* UFC.mL™.

Para os testes, foram utilizadas placas de microtitulacdo de fundo chato com
96 pocos (Kasvi®), nas quais foram dispostos 100 yL de cada uma das dilui¢des dos
extratos EAq, EEtOH e EHA de P. pavonica nas colunas de 1 a 10. Os extratos de P.
pavonica foram diluidos em RPMI. Em seguida, 100 uL de meio RPMI 1640 foram
distribuidos nas colunas 11 e 12, as quais foram utilizadas como controle de
esterilizacdo e de crescimento, respectivamente. Posteriormente, 100 yL do indculo
padronizado foram adicionados aos pocos das colunas 1 a 10, e 12, sendo as
microplacas incubadas a 35 °C por 48 horas para determinacdo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM). As CIMs para os extratos foram obtidas como a menor
concentragéo capaz de inibir o crescimento dos fungos em 100 %. Todo o teste foi
realizado em triplicata, e ocorreram no Laboratério de Imunodiagnostico de Micoses

Sistémicas (LIMS) do Departamento de Micologia da UFPE.

2.2.9.3 Atividade cicatrizante

Os ensaios de cicatrizagdo foram realizados no Laboratoério de Biologia Celular

do Setor de Histologia e Embriologia da Universidade Federal de Alagoas.
2.2.9.3.1 Cultura celular
Linhagem celular de fibroblasto de pele humana (HFF — 1), obtida do Banco de

Células do Rio de Janeiro, foi cultivada em DMEM high glicose (4,5 g.L?Y)
suplementado com 15 % de SBF, 4 mM de L-glutamina, 4500 mg.L* de glicose, 1
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Mm de piruvato de soédio, 1500 mg.Lt de bicarbonato de sédio e
penicilina/estreptomicina (1 %), em uma atmosfera umedecida contendo 5 % de CO:
a 37 °C em garrafas de 25 cm3. O crescimento celular foi acompanhado por meio de
observagcédo em microscoépio invertido. Os ensaios foram realizados utilizando células

entre as passagens 30 a 34.

2.2.9.3.2 Diluicdo dos extratos

Os extratos de P. pavonica foram dissolvidos em tween-80 (1 %) e entdo
diluidos com DMEM. A concentracao final de tween-80 durante os tratamentos nao
excedeu 0,0084 % (v/v) em culturas de células. DMEM contendo tween-80 (0,0084 %)
foi utilizado como controle veiculo e um outro grupo DMEM sem tratamento como

controle de células.

2.2.9.3.3 Ensaio de viabilidade celular

O efeito de EAq, EEtOH e EHA de P. pavonica foi avaliado pelo ensaio MTT (3-
(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)*®, que baseia-se na
reducdo do MTT, um sal amarelo soltvel em agua, pelo efeito da atividade metabdlica
da enzima desidrogenase mitocondrial, formando cristais insolaveis de formazan, de
coloracédo azul ou roxa.®°

Fibroblastos HFF — 1 (3,5 x 10%/poco) foram plagueados em placas de 96 pocos
e tratados com veiculo (controle negativo) ou extratos de P. pavonica em
concentracdes de 0,5; 5; 25 e 50 pg.mL* por 48 h. As células lisadas por Triton-X-100
a 1 % foram usadas como controle positivo e um grupo sem tratamento foi utilizado
como controle do experimento. Em seguida, foi adicionado o sal MTT (5 mg.mL)
diluido em 1X PBS livre de calcio e magnésio. As placas foram incubadas ao abrigo
da luz por 3 h em uma estufa com atmosfera umedecida contendo 5 % de CO:z a
37 °C. O sobrenadante de cultura resultante foi removido e DMSO (150 pL/pogo) foi

hY

adicionado a cada poc¢o da cultura. Apds a incubacdo a temperatura ambiente

SMOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation and
cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods, v, 65, p. 55-63, 1983.

6ONILES, A. L.; MORAVEC, R. A;; WORZELLAT. J.; EVANS, N.J.; RISS, T. L. High-Throughput Screening Assays
for the Assessment of Cytotoxicity. In P. Steinberg (Ed.), High-throughput screening methods in toxicity testing
(pp. 107-127). Wiley, 2013.
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protegido da luz durante 15 min, a absorbancia do produto cristais de formazan
solubilizado foi medida no espectrofotdbmetro de microplaca a 540 nm. O experimento
foi realizado em triplicata e a porcentagem de viabilidade em relacdo & amostra de

controle foi determinada como:

Equacéao 2:

Absorbancia de células tratadas
x 100 %

Absorbancia de células ndo tratadas

2.2.9.3.4 Analise morfol6gica celular

Para avaliacdo qualitativa das alteracdes morfoldgicas dos fibroblastos HFF-1,
apos 48h de tratamento com 0 grupo controle (célula HFF-1), controle positivo (triton x —
1 %), controle veiculo (tween 80 — 0,008 %), EAq, EEtOH e EHA de P. pavonica (0,5;
5; 25 e 50 pg.mL1), as células foram fixadas com metanol PA (300 pL/pogo). Apds 10
minutos foi feita a coloragdo com cristal violeta a 2 % por 2 minutos. Posteriormente,
os pocos foram lavados com PBS 1X e as microfotografias foram adquiridas utilizando

0 programa BSW com o microscopio éptico.

2.2.9.3.5 Ensaio de migracéo celular — Scratch Wound healing

O ensaio de migracdo celular foi aplicado conforme descrito anteriormente.6*
Fibroblastos de pele humana HFF - 1 (4,5 x 10%) foram semeados em placas de 24
pocos e mantidas na estufa de CO: até atingirem 90 % de confluéncia. Para prevenir
a proliferagdo celular foi utilizado o farmaco mitomicina C (4 ug.mL™) por 2 horas. Em
seguida, uma ponta de pipeta estéril de 200 uL foi utilizada para criar um arranhao
reto sem ceélulas. Os pocos foram lavados com PBS para remover células mortas e
detritos e, em seguida, submetidos ao tratamento com 0,5 e 5 pg.mL* de EAg em
DMEM a 2 % de SBF. Ap0s 24 e 48 h de tratamento com EAQ, as células que migraram
para a regido riscada foram fotografadas em microscoépio invertido com camera digital.

A migracéo celular foi analisada usando o software ImageJ e foi expressa como:

61 SUVARNA, K; HONDA, K; KONDOH, Y; OSADA, H; WATANABE, N. Identification of a smallmolecule ligand of
beta-arrestinl as an inhibitor of stromal fibroblast cell migration accelerated by cancer cells. Canc Med, v. 7, p.
883-93, 2018.
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Equacao 3:

(Largura do risco no tempo 0 h — Largura do risco no tempo 24/48 h)

1009
Largura do risco no tempo 0 h x o

O grupo experimental foi comparado com o grupo controle (mitomicina) e o
grupo 0 pg.mL? (tween 80 — 0,008 %). Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

2.2.9.4 Ensaios de atividades bioldgicas in vivo

Os procedimentos experimentais in vivo ocorreram de acordo com as Leis
brasileiras para experimentacdo animal e foram submetidos ao Comité de Etica
Animal da Universidade Federal de Pernambuco, recebendo parecer favoravel de
acordo com o protocolo CAAE: 23076.019264/2008-14

Camundongos adultos albinos Swiis (Mus musculus) pesando entre 25 e 35 g
com idades entre 8 e 10 semanas, obtidas a partir do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA) foram criados em condi¢fes padrao (12 h claro/escuro, 22 + 2 °C
e 50 — 55 % de umidade) com alimentacdo adequada e agua.

Previamente aos experimentos, todos os animais foram marcados para que
fossem distinguidos individualmente dentro de cada grupo. As gaiolas também foram
devidamente identificadas.

Os testes de atividade anti-inflamatoria e antinocicep¢éo foram realizados no
Laboratério de Lipideos localizado no Departamento de Bioquimica da UFPE. J& os
testes de atividade antitumoral foram realizados no Laboratério de Farmacologia e
Cancerologia Experimental localizado no Departamento de Antibioticos da UFPE.

2.2.9.4.1 Atividade analgésica e anti-inflamatoria
A atividade analgésica foi avaliada através do ensaio prévio de contor¢des

abdominais descrito por Collier®? com algumas modificacdes. Esse modelo quimico

de nocicepcao se baseia na contagem das contor¢gdes da parede abdominal seguidas

62COLLIER, H. O.; DINNEEN, L. C.; JOHNSON, C. A.; SCHNEIDER, C. The abdominal constriction response and
its suppression by analgesic drugs in the mouse. British Journal Pharmacology Chemother, v. 32, p. 295-310,
1968.



45

de torcédo do tronco e extensdo dos membros posteriores, como resposta reflexa a
irritacdo peritoneal e a peritonite produzidas pela injecdo intraperitoneal de uma
solucéo de &cido acético 0,9 %.%3

Os camundongos foram divididos em quatro grupos com seis animais cada. A
nocicepc¢ao foi induzida por acido acético via intraperitoneal (i.p.) em um volume de
0,1 mL.10g* a 0,8 %. Os animais foram tratados com salina 0,9 % (veiculo), EAq de
P. pavonica (50 ou 100 mg.Kg1), ou indometacina (20 mg.Kg™) administrados por via
oral 1 hora antes do agente nociceptivo. Apos a injecdo do &cido acético, o nimero
de contor¢cdes abdominais foi registrado entre 5 e 15 minutos apés a administracéo.®*

A atividade anti-inflamatoria foi avaliada utilizando o ensaio de edema de orelha
induzido por xilol a partir de sua capacidade em inibir a formac¢ao do edema na orelha
de camundongos.

Os camundongos foram divididos em trés grupos com seis animais cada. O
grupo 1 foi tratado por via oral com veiculo salina 0,9 % (controle negativo); o grupo 2
foi tratado com indometacina 20 mg.Kg* diluidos em salina 0,9 % (controle positivo);
e o0 grupo 3 com EAq de P. pavonica 50 mg.Kg!diluidos em salina 0,9 %. Os animais
tiveram a espessura da orelha medida com paquimetro digital 30 minutos antes da
aplicacao. A superficie interna da orelha direita foi tratada com 20 yL de uma solugao
de P. pavonica 2,5 % (v/v em acetona), enquanto a mesma regido da orelha esquerda
foi tratada com 0 mesmo volume de acetona. Ap6s 1 e 4 horas do tratamento, foi feita
a avaliacdo da espessura da orelha. A porcentagem de inibicdo do edema foi
calculada pela subtracdo da média dos pesos das orelhas do controle negativo, pela

média da espessura das orelhas direitas pelas esquerdas (orelha D — orelha E).%°

2.2.9.4.2 Toxicidade aguda

O ensaio de toxicidade aguda foi realizado de acordo com o protocolo

experimental 423 da Organizacéo para a Cooperacédo Econémica e Desenvolvimento

S3WHITTLE, B. A. Release of a kinin by intraperitoneal injection of chemical agents in mice. Int. Jou. Of
Neuropharmacoogy, v. 3, p. 369 — 378, 1964.

64QUEIROZ, A. C.; LIRA, D. P.; DIAS, T. L. M. F.; SOUZA, E. T.; MATTA, C. B. B.; AQUINO, A. B.; SILVA, L. H. A.
C.; SILVA, D. J. C.; MELLA, E. A. C.; AGRA, M. F.; BARBOSA-FILHO, J. M.; ARAUJO JUNIOR, J. X.; SANTOS B.
V. O.; ALEXANDRE MOREIRA, M. S. The antinociceptive and anti-inflammatory activities of Piptadenia stipulacea
Benth. (Fabaceae). Journal of Ethnopharmacology, v. 128, p. 377-383, 2010.

85ROCHA, F. F.; NEVES, E. M. N.; COSTA, E. A.; MATOS, L. G.; MULLER, A. H.; GUILHON, G. M. S. P.; CORTES,
W. S.; VANDERLINDE, F. A. Evaluation of antinociceptive and antiinflammatory effects of Croton pullei var. glabrior
Lanj. (Euphorbiaceae). Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 18, n. 3, p. 344-49, 2008.
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(OECD)®®, que estabelece 4 niveis de dose (2000,300, 50 e 5 mg.Kg?). Quando as
informacdes disponiveis sugerem que a mortalidade € improvavel no nivel de dose
inicial mais alto (2000 mg.Kg* de peso corporal), deve ser realizado um teste de limite.
De acordo com a mortalidade e/ou estado de morbidez dos animais, em média, 2 ou
4 etapas podem ser necessarias para permitir avaliar a toxicidade aguda da

substancia de ensaio, conforme esquematizado na Figura 9.

Figura 9 — Fluxograma do protocolo da toxicidade aguda de acordo com o guia da OECD.
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«0,1,2,3: Numberof moribund or dead animals at each step - Testing at 8000 mg/kg b.w.: see Annex 3
-GHS: Globally Harmonized Classification System (mg/kg b.w.)

Fonte: Guia da OECD (2001)

Foram utilizados 12 camundongos fémeas nuliparas e né&o gravidas,
distribuidas em 4 grupos de 3 animais. O grupo controle recebeu soro fisiologico
0,9 %, enquanto os grupos G1, G2 e G3 receberam por via de administragao oral,
2000 mg.Kg? de EAQ, EEtOH e EHA diluidos em salina 0,9 %, respectivamente.

O ensaio teve duracao total de 15 dias, contabilizados desde o dia 1 (aplicacdo)
até o dia 15 (eutanasia e coleta de sangue e 0rgaos). Fatores comportamentais
estimulantes e depressores do sistema nervoso central (SNC) e autbnomo (SNA) dos
animais durante os intervalos de 30 e 60 minutos apos a aplicagdo dos tratamentos

foram observados. Os animais tiveram o controle de seus pesos e consumos de agua

66ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT. Oecd guideline for testing of
chemicals. Disponivel em:<https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/feddocs/oecd/oecd_gl423.pdf>. Acessado
em: 21 nov. 2021.
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e racdo monitorados durante o experimento. O experimento foi repetido nas mesmas

condicoes.

2.2.9.4.3 Avaliagcao antitumoral

Para a avaliacdo da atividade antitumoral foram utilizados 40 camundongos
fémeas nuliparas e ndo gravidas, distribuidas em 6 grupos de 5 animais. Os
experimentos foram realizados para o tumor do tipo Sarcoma 180.

No dia 1 do experimento, todos os animais foram pesados e inoculados na
regido axilar com células tumorais numa concentracédo de 10° células.mL™t. O implante
das células tumorais nos camundongos procedeu-se com a retirada do fluido ascitico,
o qual continha as células tumorais, a partir de camundongos cancerosos.

ApoOs 48 h da inducao, os grupos controle (-), controle (+), G1, G2, G3, G4, G5
e G6 foram tratados diariamente durante 7 dias, por via de administracdo oral, com
agua, metrotexato — MTX (2,5 mg.Kg?), EAq (100 mg.Kg?), EAg (200 mg.Kg1),
EEtOH (100 mg.Kg?'), EEtOH (200 mg.Kg?), EHA (100 mg.Kg?') e EHA
(200 mg.Kg?), respectivamente. Os animais tiveram o controle de seus pesos e
consumos de agua e racdo monitorados durante o experimento. No dia 10 do
experimento, os animais foram eutanasiados e seus sangue, O0rgdos e tumor

coletados. A inibicdo do crescimento do tumor (TWI1%) foi calculada.

Equacéao 4:
TWI% = [(A-B)/A] X 100
Onde:
A = média das massas dos tumores retirados dos animais do grupo controle negativo.

B = média das massas dos tumores do grupo tratado com 0s extratos.

2.2.9.5 Coleta de sangue: Parametros hematolégicos e bioquimicos

Amostras de sangue foram coletadas no 15° e 10° dia dos experimentos de
toxicidade aguda e avaliacdo da atividade antitumoral, respectivamente.
Antecedendo a eutanasia, 0os animais foram submetidos a sedacdo com

xilasina:quetamina (0,5:0,7 mL.Kg™?), via intraperitoneal com seringa descartavel de
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1 mL. Apos sedacao foram contidos para coleta de sangue, através do método de
puncédo cardiaca, para exames bioquimico e hematoldgico.

Foi coletado, com o auxilio de uma seringa, cerca de 1 mL de sangue para cada
camundongo. Do volume total de sangue de cada amostra, aproximadamente 0,6 mL
foi armazenado em tudo coletor hematoldgico (tipo Vacuete da Horibe Medical®) para
realizacdo de hemograma. Os parametros hematolégicos [heméacias, hemoglobina,
hematdécrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentragcdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM), leucécitos,
segmentados, linfocidos tipicos e mondcitos] foram quantificados. O sangue restante
foi armazenado em tubo coletor, contendo o0 anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), para a realizacdo dos testes bioquimicos. Para o
teste, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm durante 10 minutos para obtencéo
do soro livre hemdélise. Apos centrifugacdo, as amostras foram acondicionadas em
tubos de eppendorf de 1,5 mL e congeladas a -20 °C, até a realizacdo dos exames,
quando foram descongeladas a temperatura ambiente. O soro obtido foi analisado em

utilizando kits bioquimicos para os parametros ureia e creatinina.

2.2.9.6 Coleta de 6rgaos

Os orgaos (figado, baco, rins, coracdo e pulmao) foram retirados e limpos em
agua destilada. Em seguida, pesados e acondicionados em uma solu¢éo de formalina

a 10 % (tampao fosfato pH = 7,2).

2.2.9.7 Analise estatistica

A andlise estatistica para verificagdo dos efeitos biolégicos utilizou-se do
delineamento experimental inteiramente casualizado com trés ou cinco repeticdes. A
Andlise de Variancia (ANOVA) foi aplicada quando os efeitos de tratamentos
apresentarem diferenca significativa (p< 0,05), as médias foram comparadas por meio
do teste de Tukey, fixando um nivel de significancia de 5 %. Foi utilizada regresséo
linear simples (softwares SPSS 15.0; BioEstat 4.0).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Estudo fitoquimico de extratos de P. pavonica

Os metabdlitos secundarios identificados preliminarmente através de teste
gualitativo em extratos de P. pavonica seguem listados na Tabela 6. Entre os extratos,
0 EEtOH apresentou o maior numero de metabdlitos (6), seguido pelo EHA com 4 e

por fim pelo EAq com 2 metabdlitos.

Tabela 6 — Resultados obtidos para a analise qualitativa de metabélitos secundarios em
extratos de P. pavonica.

Metabdlitos Resultados
Secundarios EAq EEtOH EHA
Alcaloides ++ ++ ++
Terpendides - ++ ++
Esteroides - ++ ++
Taninos - - -
Saponinas ++ - +
Flavonoides - + -
Fendis - - -
Cumarinas - + -
Quinonas - + -
Glicosideos - - -

EAQ: extrato aquoso, EEtOH: extrato alcodlico e ETHA: extrato hidroalcéolico (30:70)
+:presente, ++: intensamente presente, -: ausente

Fonte: A autora (2022)

A presenca ou auséncia dos fitoquimicos depende do solvente usado para
extracdo. Estudos®’ de identificacdo qualitativa envolvendo extratos da alga marrom
Dictyota dichotoma (Hudson) JV Lamouroux, 1809, coletada na costa do Egito, por
exemplo, identificou a presenga de um maior numero de compostos ao utilizar os
solventes acetato de etila (9 compostos) e metanol (7 compostos). Por outro lado, ao
utilizar a acetona como solvente, apenas 4 compostos foram identificados.

Embora testes mais sensiveis de identificacdo e quantificacdo de compostos
guimicos, a exemplo da cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas

(LCMS) devam ser realizados, a analise fitoquimica das algas marinhas enquadra-se

S’DEYAB, M.; ELKATONY, T.; WARD, F. Qualitative and Quantitative Analysis of Phytochemical Studies on Brown
Seaweed, Dictyota dichotoma. International Journal of Engineering Development and Research, v. 4, p. 674 —
678, 2016.
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como uma boa abordagem preliminar para revelar seus metabdlitos secundarios e os
valores medicinais resultantes.>?

As algas marinhas sédo uma fonte conhecida de compostos bioativos, uma vez
que sdo capazes de produzir uma grande variedade de metabdlitos secundarios
caracterizados por um amplo espectro de atividades biologicas, o que tem levado a
um enorme interesse da indastria farmacéutica.l? Solventes com polaridades
diferentes levam a extracao de compostos ativos especificos, e consequentemente a
atividades biologicas diversas.

A presenca de alcaloides em algas marinhas pode estar relacionada com a
atividade citotoxica, por exemplo, que devido a presenca de agentes interferentes nos
microtubulos que podem se ligar a beta-tubulina, inibem a formacéo da fibra do fuso
mitotico necessaria para a divisdo celular. Os terpendides apresentam atividade
antitumoral, sedativa e antinociceptiva. Ja os esteroides sdo importantes agentes
inseticidas, antimicrobianos e antiparasitarios. E as saponinas importantes para o
aumento da resposta imune. Os flavonoides possuem atividade antioxidante,
antimicrobiana e antiviral. As cumarinas apresentaram-se como importantes
anticoagulantes para o tratamento de linfedema. Enquanto as quinonas conferem
atividade citotOxica através da interferéncia da replicacdo do DNA e &cido ribonucleico
(RNA) e das vias oxidativas mitocondriais, bem como através da formacao de radicais

perdxido, superdxido e hidroxila na célula.®”

2.3.2 Determinacao do teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais

Testes qualitativos como os de triagem fitoquimica podem ser limitados quanto
a sensibilidade na identificacdo dos metabadlitos, e por isso, testes quantitativos devem
ser realizados para a confirmacéo do resultado.

Dessa maneira, a partir de ensaios quantitativos foi possivel identificar a
presenca de compostos fendélicos no extrato aquoso de P. pavonica, que apresentou
um teor de 736,17 mg GAE/g. Este resultado foi superior ao obtido para o extrato
etandlico da mesma alga (10,55 mg GAE/Q) e extratos etandlicos de algas do mesmo
género (P. antillarum (Kutzing) Piccone, 1886: 12,4 mg GAE/ge P. sp.:

124,65 mg GAE /g).%® Em relacédo aos flavonoides, o valor encontrado foi de 27,40 mg

8MEKINIC, I. G., SKROZA, D., SIMAT, V., HAMED, I., CAGALJ, M.; & PERKOVIC, Z. P. Phenolic Content of
Brown Algae (Pheophyceae) Species: Extraction, Identification, and Quantification. Biomolecules, v. 9, 2019.
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QE/g, semelhante ao obtido na extracdo de P. pavonica utilizando acetona como
solvente (27,0 mg GAE/g).?®> Solventes polares geralmente extraem compostos
fendlicos e flavonoides em maior quantidade quando em comparagcdo com solventes
apolares. Além disso, o local e horario de coleta também influenciam diretamente na
concentracdo de compostos ativos presentes nas algas marinhas

A presenca de compostos fendlicos e flavonoides tem sido associada a
atividade antioxidante por atuarem inibindo o estresse oxidativo que esta relacionado
ao aparecimento de doengcas como o0 cancer, a inflamacdo e neuro

degeneracgéo.?42526

2.3.3 Estudo preliminar de propriedades bioldgicas de extratos de P. pavonica

2.3.3.1 Atividade antioxidante

O extrato aquoso de Padina pavonica apresentou alta atividade antioxidante. O
resultado para o percentual de inibicdo de DPPH encontrado foi de 98,20 % para a
concentracdo de EAq de P. pavonica de 1000 ug.mLt. Esse maior percentual de
atividade antioxidante pode estar relacionado a alta concentracdo de compostos
fendlicos encontrados no extrato.?® Outros estudos geralmente encontram percentuais
de inibicdo abaixo de 40 % para o extrato aquoso de algas®® e valores mais altos para
extratos etandlicos (1% = 77,6%)° e extratos hidroalcodlicos de P. pavonica
(1% = 59,42 %; 50 % agua: 50 % etanol).®® Ja o IC50 encontrado para EAq foi de
116,10 ug.mL* e de 12,74 pg.mL* para o acido ascérbico. O que mostra um potencial

antioxidante inferior ao do padréo, mas de potencial valido.
2.3.3.2 Atividade antimicrobiana
2.3.3.21 CIMe CBM
O estudo da atividade antibacteriana de EAq de P. pavonica, segundo os testes

de CIM e CBM, apresentados na Tabela 7, mostra a eficacia do extrato contra todas

as bactérias testadas.

69CAGALI, M.; SKROZA, D.; TABANELLI, G.; OZOGUT, F.; SIMAT, V. Maximizing the Antioxidant Capacity of
Padina pavonica by Choosing the Right Drying and Extraction Methods. Processes, v. 9, 2021.
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Tabela 7 — Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Bactericida Minima (CBM)
do extrato aquoso de P. pavonica contra bactérias.

Concentracdes (ug.mL™?)

BACTERIAS CIM CBM
Acinetobacter baumannii 500 1000
Escherichia coli 250 500
Klebsiella pneumoniae 250 1000
Pseudomonas aeruginosa 125 250
Staphylococcus aureus 62,50 250

Fonte: A autora (2022)

Os valores encontrados para CIM indica a menor concentracdo de extrato
necessaria para inibir 100 % do crescimento microbiano. Esta variou de 62,5 a
500 pyg.mL?, com destaque para os resultados obtidos para Staphylococcus aureus
(62,5 pg.mL?1) e Pseudomonas aeruginosa (125 pg.mL?), que tiveram seu
crescimento inibido nas menores concentracées de EAqQ. Maiores concentracfes de
extrato de algas marinhas do género Padina foram necessérias para inibir o
crescimento de algumas dessas bactérias. Estudos mostram valores de CIM para P.
gyminospora Sonder de 25000 e 12500 pg.mL?' e de 833 e 417 ug.mL? para P.
australis Hauck contra as bactérias E. coli e S. aureus, respectivamente.’®71

Os valores de CBM, por sua vez, variam de 250 a 1000 yg.mL™, e indicam que
0 crescimento bacteriano visivel pode ser impedido em concentracdes até 2 vezes
maiores que cada CIM respectiva, confirmando o efeito bactericida do extrato bruto

da alga.
2.3.3.2.2 Sensibilidade antifangica
Os resultados da CIM responsavel pela inibicdo de 100 % do crescimento dos

fungos avaliados e submetidos a tratamento com os extratos de P. pavonica seguem

listados na Tabela 8.

OALVES, R. C. C.; das MERCES; P. F. F.; de SOUZA, I. R. A.; de ALMEIDA, C. M. A;; da SILVA, A. P. S.; LIMA,
V. L. de M.; CORREIA, M. T. dos S.; da SILVA, M. V.; da SILVA, A. G. Antimicrobial activity of seaweeds of
Pernambuco, northeastern coast of Brazil. Afr. J. Microbiol. Res., v.10, p. 312 — 318, 2016.
7ICHIAO-WEI, C.; SIEW-LING, W.; CHING-LEE, W. Antibacterial activity of Sargassum polycystum C. Agardh and
Padina australis Hauck (Phaeophyceae). Afr. J. Biotechnol., v. 10, p. 14125 — 14131, 2011.
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Tabela 8 — Concentracéo responsdavel por inibir 100 % do crescimento de fungos submetidos
a tratamento com extratos de P. pavonica.

CIM (ug.mL?)
FUNGOS EAq EEtOH EHA
Alternaria alternata 1024 1024 <4
Alternaria tenuissima 1024 512 <4
Colletotrichum theobromicola 512 512 128
Fusarium hainanense 512 512 256
Fusarium pernambucanum 256 256 256
Fusarium sp. nov. 512 2048 256
Fusarium sulawesiense 1024 512 128
Fusarium verticillioides 512 2048 256

EAQ: extrato aquoso, EEtOH: extrato alcodlico e EHA: extrato hidroalcoolico (30:70)
Fonte: A autora (2022)

Os extratos apresentaram-se eficientes em concentracdes que variaram de <4
a 1024 yg.mLt. Com menores valores de CIM para o EHA, que em concentracdo
inferior a 4 uyg.mL* inibiu o crescimento dos isolados do género Alternaria avaliados.
A eficacia em inibir o crescimento de fungos em menores concentracdes para o extrato
hidroalcéolico de P. pavonica pode estar relacionado a presenca de metabdlitos como
os esteroides que tem sua importancia como agente antimicrobiano ja estabelecida.®’
Ensaios disponiveis na literatura também apontaram a eficiéncia do extrato aquoso
de P. pavonica em inibir o crescimento de fungos como Fusarium graminearum,
Penicillium expansum e Alternaria alternata em 95,83; 80,76 e 63,33 %

respectivamente.®

2.3.3.3 Atividade cicatrizante

2.3.3.3.1 Efeito dos extratos obtidos de P. pavonica sob a viabilidade celular de

fibroblastos de pele humana

A avaliacao preliminar da seguranca, toxicologia e eficacia de uma substancia
e sua dose-resposta € um ponto indispensavel no estudo do potencial bioloégico de
novos compostos. O ensaio de MTT, por exemplo, tem sido amplamente utilizado em

pesquisas experimentais para avaliar a viabilidade celular’?, com vantagens que

2KUMAR, P.; NAGARAJAN, A.; UCHIL, P. D. Analysis of cell viability by the MTT assay. Cold Spring Harb Protoc,
2018.
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incluem a facilidade e rapidez de desempenho, reprodutibilidade dos resultados e
correlacdo clinica observada entre testes in vitro e in vivo.” Nesse sentido, o potencial
efeito citotoxico de EAq, EEtOH e EHA de P. pavonica nas concentracdes 0,5; 5; 25
e 50 pg.mL? em fibroblastos de pele humana (HFF-1) foram avaliados a partir do
ensaio de MTT.

Percentuais de viabilidade celular entre 80 e 60 %, 60 e 40 % e abaixo de
40 % sao considerados como de citotoxicidade fraca, moderada e forte,
respectivamente’®. E por isso, pode-se dizer, como mostra a Figura 10, que a
viabilidade celular dos fibroblastos foi afetada pelo tratamento por 48 horas com o0s
extratos EEtOH e EHA em todas as concentracfes avaliadas. No entanto, a
viabilidade celular dos fibroblastos tratados com EAqg nas concentragdes 0,5 e 5
ug.mL! apresentaram-se superiores a 80 %, indicando que ndo houve efeitos
significativos na viabilidade celular, havendo a reducdo da viabilidade apenas nas
maiores concentragGes avaliadas (25 e 50 pg.mL™?). Outros diferentes estudos
também tém mostrado que extratos aquosos de P. pavonica em baixas doses nado

causam mudancas na viabilidade celular.’

Figura 10 — Efeito dos extratos aquoso (EAQ), alcéolico (EEtOH) e hidroalcéolico 30:70 (EHA)
de P. pavonica na viabilidade celular de fibroblastos de pele humana (HFF-1). DMEM:
Dulbecco’s modified eagle medium. As células foram semeadas e tratadas com o veiculo
(tween 80 — 50 pg/mL), triton-x (1 %) e os extratos (0,5; 5; 25 e 50 ug.mL™) por 48 h. A
viabilidade celular foi medida pelo ensaio MTT. As barras representam a média = desvio
padréo (DP) do experimento realizado em triplicata. (*) 0,05 (**) 0,01 (***) 0,001, (****) < 0,001.
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Fonte: A autora (2022)

BSASAKI, T.; TAMAKI, J.; NISHIZAWA, K.; KOJIMA, T.; TANAKA, R.; MORIYA, R.; SASAKI, H.; MARUYAMA, H.
Evaluation of cell viability and metabolic activity of a 3D cultured human epidermal model using a dynamic
autoradiographic technique with a PET radiopharmaceutical. Scientific reports, v. 9, 2019.

7*GUNER, A. In vitro risk assessment of Padina pavonica (Linnaeus) (Brown algae). Food and Health, v. 7, p. 31
— 38, 2021.
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Diferentes percentuais de viabilidade celular para os extratos avaliados,
apontam que diferentes substancias foram extraidas, de acordo com a escolha do
solvente utilizado durante o processo de extracdo. O EAqQ apresentou ainda relacao
dose-dependente, quando a medida que as doses eram aumentadas, menores

percentuais de viabilidade celular eram encontrados.

2.3.3.3.2 Efeito dos extratos obtidos de P. pavonica sobre a morfologia de fibroblastos
de pele humana

A morfologia dos fibroblastos de pele humana foi avaliada para os grupos
controle (célula HFF-1), morte (triton x — 1 %), veiculo (tween 80 — 0,008 %), EAq,
EEtOH e EHA de P. pavonica (0,5; 5; 25 e 50 pug.mL™).

Conforme mostra a Figura 11A, é possivel observar uma diminuicdo no nimero
de células e alteracdes morfologicas celulares a medida que a concentracdo dos
extratos aumentava, corroborando com os resultados obtidos para o ensaio MTT.
Dentre essas alteracdes destacam-se a perda da caracteristica da célula (espraiada)
para o aparecimento de algumas células no formato arredondado, perda de volume
celular e reducédo do citoplasma celular. Entretanto a Figura 11B mostra que nas
concentracdes 0,5 e 5 ug.mL*de EAq ndo houve alteracédo na morfologia das células,
com manutencdo de sua morfologia normal (células grandes dispostas em formato
espraiado).

Em conjunto, os resultados de manutencdo da morfologia e da viabilidade das
células submetidas ao tratamento com o0 extrato aquoso de P. pavonica nas
concentragdes 0,5 e 5 pg.mL™, justificaram a sua escolha para o prosseguimento dos
ensaios, excluindo assim as demais concentracdes de EAQ, EEtOH e EHA, devido a
reducdo em grau moderado da viabilidade celular, bem como a interferéncia na

morfologia normal da célula.
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Figura 11 — Efeito dos extratos aquoso (EAQ), alcoolico (EEtOH) e hidroalcoolico 30:70 (EHA)
de P. pavonica na morfologia celular de fibroblastos de pele humana (HFF — 1). Os fibroblastos
foram fixados com metanol e corados com o corante giemsa. (A) Imagens obtidas para os
fibroblastos tratados com os extratos nas concentracées 0,5; 5; 25 e 50 pg.mL™, morte (triton-
X 1 %) e veiculo (tween 80 — 0,0008 %). (B) Imagens ampliadas para a morfologia das células
tratadas com EAq 0,5 e 5 ug.mL™.
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Fonte: A autora (2022)
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2.3.3.3.3 Efeito do extrato aquoso de P. pavonica sobre a migracéo de fibroblastos

de pele humana

A proliferac@o e migracdo de células, a exemplo dos fibroblastos, € uma etapa
importante durante o processo de restauracao da integridade estrutural do tecido e na
manutencdo de sua funcionalidade, e por isso ensaios de cicatrizacdo de feridas in
vitro, como o “scratch wound healing” sdo Uteis na investigacdo do efeito de um novo
agente terapéutico em tipos celulares especificos importantes durante esse reparo.”
Dessa maneira, o efeito do extrato aquoso de P. pavonica na atividade migratéria de
fibroblastos de pele humana (HFF-1) foi avaliado.

E possivel observar, de acordo com a Figura 12A, que os fibroblastos tratados
com o EAg na concentracdo 0,5 pg.mL* apresentaram uma taxa de fechamento da
area mais rapida quando comparada aos grupos controle (mitomicina C - 4 yg.mlt) e
veiculo (0 pg.mL1).

A analise quantitativa da resposta migratéria de fibroblastos tratados com
mitomicina e expostos ao EAq (0,5 pg.mL') apresentou também um aumento
significativo na migracéo total em 48 h apds o risco, como mostra a Figura 12B. Os
niveis basais de fechamento por arranhdo depois de 24 e 48 h de cultura, nas células
tratadas com o controle e o veiculo foram de 65,21 e 82,44 % e de 67,18 e 85,37 %,
respectivamente. Enquanto os fibroblastos cultivados na presengca de EAqQ
(0,5 pg.mL1) exibiram um aumento na migracéo de 71,07 e 92,61 % em 24 e 48 horas,
respectivamente. No entanto, a resposta migratoria dos fibroblastos de EAq
(5 pg.mL1) nas primeiras 24 h foi inferior aos outros grupos, ndo apresentando

diferenca significativa para o tempo de 48h ap0s o risco.

SPASTAR, I.; LIANG, L.; SAWAYA, A. P.; WIKRAMANAYAKE, T. C.; GLINOS, G. D.; DRAKULICH, S.; CHEN,
V.; STOJADINOVIC, O.; DAVIS, S. C.; TOMIC-CANIC, M. 10 - Preclinical models for wound healing studies. Skin
Tissue Models, p. 223 — 253, 2018.
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Figura 12 — Efeito do extrato aquoso (EAq) de P. pavonica na migracao celular de fibroblastos
de pele humana (HFF — 1). Os fibroblastos foram tratados com 0,5 e 5 pg.mL* de extrato. As
imagens foram capturadas para calcular o fechamento do risco. O experimento foi feito em
triplicata. (A) Imagens de fotomicrografias representativas mostrando a area de risco de
células dos grupos controle (mitomicina - 4 ug.ml?), 0 pg.mL* (tween 80 — 0,008 %), 0,5e 5
ug.mL* (EAq de P. pavonica) e a migragado celular para a area livre de células apds 24 e 48
h. (B) A porcentagem de arranh&o coberto foi medida pela quantificacdo da distancia total que
as células se moveram da borda do arranhdo em dire¢do ao centro do arranh&o, usando o
software ImageJ, seguido pela conversao para uma porcentagem da ferida coberta. As barras
representam a média + DP do experimento realizado em triplicata. (*) p < 0,05, (**) p < 0,01
em comparagdo com células tratadas com veiculo nos respectivos pontos de tempo.
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Fonte: A autora (2022)
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Diversos relatos de estudos in vitro e in vivos ja apontam o potencial cicatrizante
de diferentes géneros de algas marinhas. A exemplo, tem-se que para o ensaio de
“scratch wound healing”, o extrato aquoso de Sargassum illicifolium na concentracéo
de 1,06 pg.uL* apresentou um percentual de migragdo de cerca de 92 % das células
de fibroblasto de camundongos (L9L29) apds 24 h do tratamento.’® Ensaios de
cicatrizacdo de feridas no modelo de rato diabético utilizando extratos de Gracillaria
crassa e G. L. papillosa promoveram a contragéo da ferida, reduzindo o seu tempo de
fechamento com a inducéo da proliferagéo de fibroblastos, bem como a angiogénese
e a reepitelizacédo’’.

Metabolitos secundarios como taninos, triterpendides e alcaldides, e a
presenca de polissacarideos como o fucoidano, comumente encontrados em algas
marinhas, foram identificados como responséaveis por afetar uma ou mais fases do
processo de cicatrizacdo de feridas.”®’® Estudos mostraram que constituintes
fitoquimicos como flavonoides®® e triterpendides®! sdo conhecidos por promover o
processo de cicatrizacdo de feridas principalmente devido as suas propriedades
adstringentes e antimicrobianas, que parecem ser responsaveis pela contracdo da

ferida e aumento da taxa de epitelizagao.
2.3.3.4 Ensaios de atividades biolégicas in vivo
2.3.3.4.1 Atividade analgésica e anti-inflamatoria
O teste de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético é utilizado para

avaliar a atividade analgésica inespecifica para varias substancias de acdo central e

periférica, pois ativam diretamente nociceptores viscerais e somaticos que ineram o

S PREMARATHNA, A. D.; RANAHEWA, T. H.; WIJESEKERA, S. K.; WIJESUNDARA, R. R. M. K. K
JAYASOORIYA, A. P.; WIJEWARDANA, V.; RAJAPAKSE, R. P. V. J. Wound healing properties of aqueous
extracts of Sargassum illicifolium: An in vitro assay. Wound Medicine, v. 24, p. 1- 7, 2019.

TTSENTHIL, K. A.; MURUGAN, A. Antiulcer, wound healing and hepatoprotective activities of the seaweeds
Gracilaria crassa, Turbinaria ornata and Laurencia papillosa from the southeast coast of India. Braz. J. Pharm.
Sci, v. 49, 2013.

8NAYAK, B. S.; PEREIRA, L.M.P. Catharanthus roseus flower extract has wound-healing activity in Sprague
Dawley rats. BMC Complement. Altern. Med., v. 6, 2006.

KUMAR, B.; VIJAYAKUMAR, M.; GOVINDARAJAN, R.; PUSHPANGADAN, P. Ethnopharmacological
approaches to wound healing exploring medicinal plants of India. J. Ethnopharmacol, v. 114, p. 103 — 113, 2007.
80TSUCHIYA, H.; et al. Comparative study on the antibacterial activity of phytochemical flavanones against
methicillinresistant Staphylococcus aureus. J. Ethnopharmacol, v. 50, p.27 — 34, 1996.

81SCORTICHINI, M.; Rossi, P. M. Preliminary in vitro evaluation of the antimicrobial activity of terpenes
andterpenoids towards Erwinia amylovora (Burrill). J. Appl Bacteriol, v. 71, p.109 — 112, 1991.
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fénio e induzem inflamacdo e que sdo sensiveis as classes terapéuticas de drogas
anti-inflamatérias esteréides (AINE) e opioides.??

Conforme mostra a Figura 13, o nimero de contor¢des abdominais foi reduzido
nos camundongos quando tratados com EAq de P. pavonica (50 e 100 mg.Kg?) em
comparacdo com os camundongos tratados com o veiculo (salina 0,9 %), com
resultado que se assemelha ao obtido para o grupo de camundongos tratados com
indometacina (20 mg.Kg?). O extrato EAq apresentou reducdo da dor dos animais
tratado em percentuais de 89,4 e 89,7 % nas concentragGes de 50 e 100 mg.Kg1,
respectivamente, cerca de 10 % a mais quando comparado ao grupo de camundongos
tratados com o farmaco controle indometacina (20 mg.Kg?), que apresentaram

percentual de resposta equivalente a 79 %.

Figura 13 — Efeito antinociceptivo causado pela administragcdo oral do extrato aquoso de P.
pavonica (EAq 50 e 100 mg.Kg?') e indometacina (20 mg.Kg?') sobre as contorgdes
abdominais induzidas pela inje¢céo de acido acético (0,8 % i.p). em camundongos. Cada grupo
representa a média de 6 animais. ANOVA, seguida pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.
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Fonte: A autora (2022)

O estudo preliminar do potencial anti-inflamatério de EAq de P. pavonica foi
realizado utilizando o teste de edema de orelha induzido por xilol, que conforme a
Figura 14, mostra a reducdo do tamanho do edema formado na orelha dos
camundongos tratados com EAg (50 mg.Kg*) guando comparado com o grupo veiculo
(salina 0,9 %). Mostra ainda, resultado semelhante ao obtido para os camundongos
tratados com indometacina (20 mg.Kg™). Em percentual, a atividade anti-inflamatéria

de EAq foi equivalente a 95,5 % na primeira hora do teste, mantendo-se em 94,7 %

82STEPANOVIC-PETROVIC, RM,; TOMIC, M.A.; VUCKOVIC, S. M.; PARANOS, S.; UGRESIC, N. D,
PROSTRAN, M. S.; MILOVANOVIC, S.; BOSKOVIC, B. The Antinociceptive Effects of Anticonvulsants in a Mouse
Visceral Pain Model. Anesthesia & Analgesia, v. 106, p.1897 — 1903, 2008.
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apos 4 horas. O controle realizado com indometacina, por sua vez, apresentou

reducao de 98,5 e 96,84 % apos 1 e 4 horas do tratamento, respectivamente.

Figura 14 — Efeito do extrato aquoso de P. pavonica (EAg 50 mg.Kg?) sobre a formacéo do
edema de orelha de camundongos comparado ao grupo controle negativo (veiculo — salina
0,9 %) e positivo (indometacina 20 mg.Kg?') apés 1 e 4 h do tratamento. Cada grupo
representa a média de 6 animais. ANOVA, seguida pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.
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Fonte: A autora (2022)

Ambos os resultados preliminares sugerem perspectivas promissoras, uma vez
gue reduziu a inflamacéo no edema de orelha e apresentou acdo antinociceptiva na
contorcdo abdominal, apontando assim para o potencial anti-inflamatério com acéo
analgésica de EAq de P. pavonica.

A presenca de polissacarideos como os &acidos alginicos, fucoidanos e
laminaranos em algas do género Padina foram apontados como sendo responsaveis

por diferentes atividades biolégicas, como a anti-inflamatéria e antinociceptiva.8?

2.3.3.4.2 Toxicidade aguda de extratos obtidos de P. pavonica em camundongos

albinos Swiis (Mus musculus) fémeas

O método de classificacdo da toxicidade aguda baseia-se na avaliagédo
biométrica de doses fixas, devidamente separadas para permitir uma substancia ser
classificada quanto aos efeitos de classificacio e avaliagdo de risco. E um

procedimento reprodutivel que utiliza poucos animais.

SMEN'SHOVA, R.V.; ERMAKOVA, S.P.; RACHIDI, S.M.; AL-HAJJE, A. H.; ZVYAGINTSEVA, T. N.; KANAAN, H.
M. Seasonal Variations of the composition, structural features, and antitumor properties of polysaccharides from

Padina pavonica (LEBANON) as a function of composition. Chemistry of Natural Compounds, v. 47, n.6, p. 870
— 875, 2011.
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A partir desse teste foi possivel realizar uma triagem toxicolégica e
farmacolégica dos extratos avaliados, identificando os principais efeitos
comportamentais (Tabela 9) apresentados pelos camundongos dos grupos controle e
tratados com os extratos de P. pavonica (2000 mg.Kg™).

Tabela 9 — Efeitos comportamentais observados durante o teste de toxicidade aguda nos
camundongos dos grupos controle, G1, G2 e G3 administrados com soro fisiolégico 0,9 %,
extrato aquoso, alcodlico e hidroalcdoolico de P. pavonica, respectivamente.

Grupos/ Controle Gl G2 G3
Parametros
Agitacio X X X X
Agressividade X X X X
Aumento da frequéncia X i i -

respiratoria

Erecao de cauda X X X X
Expanséo do pavilhdo auricular X X X X
Movimento circular X - X X
Movimento estereotipado X X X X
Ondulacgéo de cauda X X - -
Piloeregéo X X X X
Postura em garra X X X X
Tremores finos/grosseiros - - - X
Fotofobia - X - X
Defecacao X X X X
Diurese X X X X
Reacéo de fuga - X X X
Postura estética X X - -
Abducéo das patas do trem . X ) X
posterior
Ambulacao - X - X
Autolimpeza X X X X
Contorgdes abdominais - - - X
Escalar X X X X

X= efeito observado; - = efeito ndo observado
Fonte: A autora (2022)
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Os efeitos comportamentais observados foram de modo geral comum a todos
0s grupos de camundongos avaliados. No entanto, foi observado aumento da
frequéncia respiratéria apenas para os camundongos do grupo controle. Por outro
lado, apenas os camundongos submetidos ao tratamento com os extratos de P.
pavonica apresentaram fotofobia, reacdo de fuga, abducdo das patas do trem
posterior e ambulacéo.

Para a dose de 2000 mg.Kg™* utilizada ndo houve 6bito em nenhum dos grupos
testados, classificando os extratos de P. pavonica na categoria 5 ou ndo classificado.

2.3.3.4.3 Efeito dos extratos obtidos de P. pavonica sob a reducdo do tumor

Sarcoma-180 em camundongos albinos Swiis (Mus musculus) machos

Os ensaios utilizando o Sarcoma-180 sugerem uma reducdo do tamanho do
tumor (Figura 15 a,b e ¢) ao comparar os animais dos grupos tratado G1 e G2 com 0s
extratos aquoso e alcodlico de P. pavonica na dose de 100 mg.Kg* com o grupo
controle (+), tratado com MTX (2,5 mg.Kg™).

Figura 15— Imagens obtidas para os 6rgaos e tumores retirados de camundongos submetidos
ao tratamento com a) metotrexato (2,5 mg.Kg?), b) extrato aquoso de P. pavonica
(100 mg.Kg™) e c) extrato alcodlico de P. pavonica (100 mg.Kg?).

A)




64

Fonte: A autora (2022)

No entanto, ndo foi possivel calcular o percentual real de reducédo do tumor,
uma vez que os 5 camundongos do grupo controle (-) vieram a 6bito durante o
experimento. Para os grupos controle (+), G1 e G2 também houve morte, de 1, 1 e 2
animais, respectivamente. Todos 0s animais vieram a 6bito 6 ou 7 dias apds a inducéo

do tumor.
2.3.3.4.4 Paradmetros bioquimicos e hematologicos do sangue
Os resultados obtidos para os parametros bioquimicos e hematolégicos do

sangue dos animais submetidos ao teste de toxicidade aguda (Tabela 10) mostram

gue ndo houve diferenca estatistica ao comparar o grupo controle e os grupos tratados
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com o0s extratos de P. pavonica. Encontraram-se assim dentro dos valores
apresentados pelo grupo controle. No entanto, analise histopatolégica dos 6rgéos sao

necessérias para a avaliagdo completa da saude dos camundongos tratados.

Tabela 10 — Resultados obtidos para os parametros bioguimicos e hematolégicos do sangue
de camundongos submetidos ao teste de toxicidade aguda. Os grupos controle, G1, G2 e G3
foram administrados com agua, extrato aquoso, alcodlico e hidroalcéolico de P. pavonica,
respectivamente.

Grupos/ Controle G1 G2 G3
Parametros  \\<4ia  DP  Média DP Média DP Média  DP
Uréia 5037 1118 5900 684 6250 484 7007 2375

Creatinina 0,50 0,28 0,57 042 0,36 0,22 2,72 3,06
Heméacias 8,83 0,33 932 145 9,21 0,18 9,42 0,34
Hemoglobina 14,77 0,65 1543 1,93 15,10 0,36 15,58 0,53
Hematocrito 49,50 1,13 51,70 7,12 50,37 1,98 52,30 0,36

VCM 55,77 1,25 55,47 2,93 54,63 1,17 56,50 0,75

HCM 15,93 1,50 16,60 0,87 16,40 0,17 16,97 0,05

CHCM 29,34 0,96 2990 0,46 30,00 0,66 29,87 0,75
Leucotcitos  2366,6 2233,3 1766,6 2933,34

Segmentados 18,67 10,26 14,00 557 28,00 13,1 16,67 7,57
Linf. Tipico 78,00 13,11 81,67 4,04 66,67 13,0 78,00 8,71
Mondcitos 4 2,83 4 2 5 1 4 2

DP: desvio padrdo; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM:
concentracao da hemoglobina corpuscular média. Os resultados obtidos foram analisados empregando
— se o teste de analise de variancia (ANOVA) one way, seguido do teste de Tukey, no qual os valores
s&o expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m), e os resultados considerados significativos
quando p<0,05.

Fonte: A autora (2022)
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3 INCORPORACAO DE EXTRATO AQUOSO DE P. PAVONICA NA
PRODUCAO DE REVESTIMENTO COMESTIVEL ATIVO PARA A CONSERVACAO
POS-COLHEITA DE MANGAS TOMMY ATKINS

3.1REFERENCIAL TEORICO

3.1.1 Cultivar manga (Mangifera indica L.)

O Brasil, embora ja ocupe posicao de destaque dentre os maiores produtores
mundiais de frutas, possui ainda enorme aptiddo para a producdo agricola que
apresenta cada vez mais produtividade por area cultivada, com consideraveis
perspectivas de crescimento junto aos 2,5 milhdes de hectares ja utilizados. Nessas
condigdes, o Brasil é atualmente considerado o 3° maior produtor mundial de frutas,
atras somente da China e india, e 0 23° maior exportador.84 Em um bom cenario, sua
exportacao ultrapassou os 980 milhdes de toneladas em 2019, o que representa um
aumento de 16 % no volume das exportacdes de frutas quando comparado ao ano de
2018.85

Dentre as frutas mais demandadas para a exportacao, destaca-se a manga em
1° posicdo, com cerca de 222 milhdes de toneladas exportadas em 2019, o que
representa um crescimento de 30 % quando comparado ao ano anterior.®
Atualmente, a area brasileira destinada para o seu cultivo € de 70 mil hectares, dos
quais 69 %, ou seja, 49 mil hectares encontram-se na regido Nordeste, em especial
no Semiarido com destaque para a regido do Vale do Sdo Francisco.*®

Por possuir condi¢cdes climaticas favoraveis, caracterizadas pela intensa
insolacéo durante todo o ano e boa aptidao do solo em relacéo a irrigacéo, agregado
aos altos rendimentos alcangados e a qualidade da manga produzida, o Vale do S&o
Francisco é atualmente o principal polo fruticola de manga do Pais.'® Explorando a
janela de exportacdo que comecga em agosto e termina em outubro, a regido aproveita
o periodo de entressafra de outros paises exportadores para exportar cerca de 90 %
do total de mangas exportadas pelo Brasil, o que gera 200 mil empregos diretos.8> Em

nameros, as vendas para o mercado estrangeiro, especialmente para a Holanda,

84Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo, diz Abrafrutas. ABRAFRUTAS, 2018. Disponivel em:
<https://abrafrutas.org/dados-estatisticos/>. Acesso em: 20 de mar. de 2020.

85Exportacdo de frutas cresce 16% em 2019. ABRAFRUTAS, 2018. Disponivel em: <https://abrafrutas.org/dados-
estatisticos/>. Acesso em: 20 de mar. de 2020.
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Reino Unido e Estados Unidos, alcancou um total de US$ 227,5 milh6es em mangas
no ano de 2019.86

Originaria da india, a mangueira foi introduzida no Brasil na época das grandes
navegacoes, ocupando inicialmente o litoral, desde o Rio de Janeiro até Belém do
Para, expandindo-se em seguida para o interior brasileiro. As cultivares Tommy
Atkins, Palmer, Keitt e Haden foram trazidas ao Brasil anos depois e destacaram-se
pelos seu maior tempo de prateleira quando comparadas com as cultivares de
introducéo mais antiga como a espada e rosa.!?

E uma arvore frondosa, de porte médio a alto, podendo atingir até 30 metros,
com copa simétrica e folhas verdes. Sua inflorescéncia geralmente é ramificada,
piramidal e terminal. O fruto da mangueira € uma drupa, com tamanho e peso variando
de poucos gramas a 2 Kg, cujo formato varia de arredondado a alongado, e casca
com diferentes variacdes das cores verde, amarelo e vermelho. (Figura 16). Sua polpa
€ de coloracdo amarela com ou sem fibras a depender da variedade. No interior da
polpa encontra-se o caro¢co ou semente, que é fibroso e apresenta diferentes formas

e tamanhos.8’

Figura 16 — a) Mangueira; b) flores da Mangifera indica L. e c¢) cultivar Tommy Atkins.

Fonte: Google imagens (2020)

8 Exportagbes de manga e uva crescem, mas receita diminui e acende alerta no Vale do S&o Francisco.
ABRAFRUTAS, 2018. Disponivel em: <https://abrafrutas.org/>. Acesso em: 20 de mar. de 2020.

$’EMBRAPA, Caracteristicas da planta. Disponivel em: <www.agencia.cnptia.embrapa.br>. Acesso em: 21 de
mar. de 2020.
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Caracterizada por sua composicdo rica em fibras, vitaminas, minerais,
polifendis e terpendides, o que lhe confere propriedades nutritivas e antioxidantes, a
manga tem alcancado grande espaco no mercado exterior.'! A cultivar Tommy Atkins,
por exemplo, com sua coloragdo avermelhada atraente, sabor agradavel, de
tamanhos médios a grande com até 13 cm de comprimento e uma massa que varia
de 400 a 600 g com poucas fibras, aliado a sua alta produtividade, resisténcia ao
translado e alto valor nutricional, tem alcancado grande parte do mercado Europeu.!?

A manga, por ser climatérica, ou seja, continua a amadurecer rapidamente
apos colhida, visto a continuidade de processos respiratorios e de producao de etileno,
necessita de praticas adequadas para a manutencéo de sua qualidade.!' Praticas
estas que atuem no combate de fendbmenos limitantes a seu armazenamento,
manuseio e potencial de transporte e, que consequentemente diminuam os indices de

perda pos-colheita da fruta.

3.1.2 Perdas po6s-colheita em frutas

Embora o Brasil possua um alto poder produtivo para a cadeia de frutas, a
medida que esse numero cresce, aumenta-se também seu indice de perda e
desperdicio. Desde o ano de 2008, o pais tem registrado uma das maiores taxas de
perdas pds-colheita de frutas do mundo, resultando em um percentual de cerca de 30
a 40 % de frutas produzidas ndo comercializadas.®8 Estas por sua vez, perdem o valor
de mercado, visto que nao séo visualmente atrativas ao consumidor final, o que gera
ao Pais prejuizos econdmicos de cerca de 112 bilhdes de reais anuais.?? Os danos
dessa perda se estendem aos consumidores, que irdo ter a sua disposicdo menos
produto, maiores precos e frutas com qualidade mercadologica inferior.

Esses numeros continuam a ser preocupantes a nivel mundial, quando se
estima que quase um terco de toda a comida produzida mundialmente esta sendo
desperdicada atualmente, e que apenas um quarto dessa comida desperdicada
poderia alimentar 795 milhdes de pessoas com fome cronica em todo o mundo. Todos

0s anos, 1,3 bilhdo de toneladas de comida apodrecem ou s&o jogadas fora, com 0s

88MARCHETTO, A. M. P.; ATAIDE, H. H.; MASSON, M. L. F.; PELIZER, L. H.; PEREIRA, C. H. C.; SENDAO, M.
C. Avaliacdo das partes desperdicadas de alimentos no setor de hortifuti visando seu aproveitamento. Revista
Simbio-Logias, v.1, n.2, nov. 2008.

89TOCHETOO, C. C.; FERRARI, M. R.; BERGAMO, M. M. C.; VANCIM, V. Estudo sobre as perdas fisicas e
financeiras decorrentes da producdo, transporte, armazenagem e comercializagdo de hortifrutigranjeiros no
municipio de Erechim/RS. Revista Perspectiva, v. 34, n. 123, p.7-17, jun. 2010.
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residuos de frutas e legumes representando 45 % do total.88 Destes, cerca de 54 %
de todos os residuos sao perdidos nos processos de producdo, como resultado da
ineficiéncia de paises em desenvolvimento durante a colheita, manuseio pés-colheita
e processamento, enquanto os outros 46 % s&o desperdicados nas fases de
processamento, distribuicdo e consumo.*°

A taxa de perda poés-colheita também tem atingido as mangas produzidas no
Brasil, em um indice médio de 28 %, que pode variar entre 20 e 40 %.%? O estadio de
maturacdo em que as mangas sdo colhidas é determinante para 0 seu
amadurecimento, podendo manifestar-se em deficiéncias pos-colheita que refletem na
cor, firmeza, contetdo de acucares e na acidez; quando colhidos prematuramente, ou
na obtencdo de frutos mais sensiveis a danos mecanicos e a ataques de
microrganismos, quando colhidos tardiamente. Além disso, praticas inadequadas de
manuseio e acondicionamento também atuam diretamente na reducdo da vida pés-
colheita da fruta, o que limita a sua distribuicdo para mercados consumidores mais
distantes.*®

Atualmente, o principal modal utilizado nas exportacbes das mangas
produzidas na regido do Sao Francisco € o maritimo, o que requer um maior tempo,
qgquando comparada ao transporte aéreo, até que esteja disponivel para o seu
consumidor final.'* Além disso, a manga ainda é transportada diversas vezes, por
transportes rodoviarios até que chegue aos portos e ainda aos armazéns do
importador ou ao cliente varejista. E sabido que quanto maior for a cadeia de
abastecimento, maior € o numero de etapas que podem interferir na qualidade da
fruta, o que leva a sua deterioragao.

ApoOs a colheita, os vegetais continuam a respirar, transpirar e produzir
horménios de amadurecimento, alterando o equilibrio inicial, o que resulta em
variacdes nas concentragdes de dioxido de carbono (COz2), oxigénio (Oz), agua (H20)
e etileno (C2H4) ao longo da estocagem. Sob condi¢des ideais, a maioria das plantas,
incluindo seus frutos, respira aerobiamente. A respiracéo aerobica envolve a quebra
de moléculas de carboidratos obtidos durante a fotossintese. A queima lenta desses
compostos ricos em energia, como a glicose, constitui atividades metabdlicas que sédo
usadas na formacdo de adenosina trifosfato (ATP). Durante o processo respiratorio

normal, a planta usa o Oz da atmosfera como um aceptor de elétrons no processo de

%Food and Agriculture Organization of the United Nations. Global food losses and food waste — Extent, causes
and prevention. Roma, 2011.
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fosforilagéo e libera CO2. Quando o fruto é colhido, ha uma interrupgéo neste balanco
gasoso, ocorrendo um alto influxo de O2 com proporcional perda do CO2. Nessa nova
condicao, as células internas ndo sao renovadas e a respiracdo aumenta, o que
provoca uma gqueda metabdlica levando o fruto ao amadurecimento gradual.*315

Para as mangas, 0 mecanismo € o0 mesmo, de modo que, apos ser colhida,
apresenta um rapido amadurecimento e deterioracdo. Por isso, métodos que atuam
diminuindo sua taxa respiratoria, como a refrigeracao e o uso de atmosfera modificada
tém sido utilizados por fazendas produtoras de mangas.*3

O controle de temperatura através do armazenamento refrigerado é utilizado
para diminuir o calor do produto ou do ambiente onde este se encontra, visto que a
atividade respiratéria da fruta pode quadruplicar a cada aumento de 10 °C na
temperatura. O calor acelera a respiracdo provocando o consumo de carbono do
produto, comprometendo sua qualidade.'* O uso de refrigeracdo além de diminuir a
transpiracdo do fruto com uma menor perda em sua massa, atua também evitando a
presenca e a proliferagdo de microrganismos. Dentre os modos de resfriamento mais
utilizados para as mangas, destaca-se o0 uso de camara fria, resfriamento com ar
forcado e resfriamento com agua.'®

A alteracdo da atmosfera de armazenamento, que faz uso de altas
concentracdes de CO2 por periodos curtos de exposicéo, por sua vez, além de reduzir
a taxa respiratoria do fruto e o desenvolvimento de microrganismos, atua também na
regulacdo da biossintese do etileno.*® Duas técnicas tém sido utilizadas para tal: a
atmosfera modificada e controlada. Em armazenamentos sob atmosfera modificada,
a composi¢ao gasosa é modificada inicialmente e as mudancas dependem da taxa de
respiracdo do produto e da permeabilidade da embalagem, enquanto que sob
atmosfera controlada, a atmosfera gasosa € continuamente controlada por todo o
periodo de armazenamento.®® O uso de atmosfera modificada®® pode ser obtido
utilizando revestimentos comestiveis que promovam altera¢cdes na permeacao e, por
conseguinte, alterem a atmosfera interna da fruta, que em conjunto podem preservar

a qualidade nutricional e promover maior seguranca e tempo de conservacgao a fruta.

91JAYAS, D. S.; JEYAMKONDAN, S. PH- Postharvest Technology: Modified Atmosphere Storage of Grains Meats
Fruits and Vegetables. Biosystems Engineering, v. 82, n.3, p. 235-251, jul. 2002.

“TURHAN, K. N. Is edible coating an alternative to MAP for fresh and minimally processed fruits? Acta
Horticulturae, v. 876, n. 1, p. 299-305, 2010.
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Além desses tratamentos, vale salientar a existéncia de outros, tais como o
tratamento hidrotérmico®3, o uso de inibidores da sintese do etileno®, e uso de
radiacdo gama'*, geralmente associados ao armazenamento sob refrigeracdo. No
entanto, o uso de refrigeracdo que € uma técnica simples e muito utilizada para
prolongar a vida (til das mangas, estendendo seu periodo de comercializacédo e
transporte, ndo é uma condicao trivial a todas as etapas de cadeia até o consumidor
final.

A fim de potencializar a vida util pés-colheita das mangas produzidas no Vale
do Sao Francisco destinadas a exportacdo, algumas destas técnicas ainda tém sido
exploradas, a exemplo da refrigeracdo associada ao uso da cera de carnauba. A
problematica é que uma vez que a cera de carnauba ndo apresenta propriedades
antimicrobianas, as mangas por ela revestidas continuam suscetiveis ao ataque de
microrganismos, assim como as mangas nao revestidas.®

As perdas causadas pela proliferacdo de microrganismos podem ser
quantitativas, quando ha reducdo na producdo, e qualitativas, quando afeta a
aparéncia e a qualidade dos frutos. Perdas na qualidade de frutos podem prejudicar a
credibilidade de empresas exportadoras, principalmente quando problemas de
podridées de manga causadas por doencas ocorrem em pés-colheita, prejudicando a
comercializacdo da fruta. Sua exportacédo exige controle de qualidade fisico, quimico
e bioldgico, pelos compromissos firmados com os importadores quanto as exigéncias
de normas de Boas Préticas Agricolas (BPA), e por isso técnicas adequadas para o
combate da proliferacéo dos principais fungos que atacam a cultura sdo necessarias.®®
Dentre as principais doengas que atacam a qualidade pés-colheita das mangas
produzidas no Vale do S&o Francisco, destacam-se a antracnose e as podriddes
pedunculares em frutos.

A antracnose é um dos principais problemas fitossanitarios na exportacdo de
mangas oriundas de regides produtoras que apresentam altos indices pluviométricos,
onde predominam elevada umidade relativa (UR) e temperaturas proximas aos 28°C.

Causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides sensu lato, a antracnose é

BHRIBAR, J.; PLESTENJAK, A_; VIDRIH, R.; SIMCIC, M. Influence of CO2 shock treatment and ULO storage on
apple quality. In: International Symposium on Postharvest. Acta Horticulturae 368, vol. 2, 1994, p. 634-640
%GOLDING, J.; SATIAN, S.; RATH, A. C.; JOBLING, J.; JAMES, H. Re-Tain maintains “Pink Lady” fruit quality
during long term storage. In: International Symposium on Postharvest. MENCARELLI, F.; TONUTTI, P. (Eds) Acta
Horticulturae 682, v. 1, p. 119-125.

SEMBRAPA, Doencas da Mangueira, 2008. Disponivel em: <https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes/-
[publicacao/142180/doencas-da-mangueira>. Acesso em: 22 de ago. de 2019.
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responsavel pelas maiores perdas econémicas em areas produtoras de manga no
mundo®, exigindo pulverizacbes periédicas com fungicidas nos pomares e
tratamentos poés-colheita. O patdgeno pode ficar quiescente, de modo que frutos
colhidos com aparéncia sadia possam desenvolver sintomas da antrachose apenas
durante o seu amadurecimento, ou seja, quando ja se encontram no mercado
consumidor.®” No inicio do amadurecimento, manchas marrom escuras a pretas,
geralmente arredondadas e levemente deprimidas podem se desenvolver em
qualquer parte do fruto. E comum apresentarem um padréo de escorrimento (mancha
em lagrima), conforme Figura 17, quando varias lesbes se distribuem a partir do
pedunculo para a base do fruto, consequéncia da infec¢éo do fruto a partir de esporos
presentes em agua livre que escorreu sobre o fruto em formacédo. Com a evolucao
dos sintomas, as manchas se tornam maiores e mais deprimidas, as vezes com

pequenas rachaduras, levando ao apodrecimento.®>97

Figura 17 — Evolugéo da antracnose em mangas poés-colheita.

Fonte: EMBRAPA (2020)

As podriddes pedunculares da manga, outra das doencas limitantes da
mangicultura do Sdo Francisco, aparecem geralmente no periodo po6s-colheita,
quando a fruta inicia o seu amadurecimento. Em condicGes favoraveis a infeccéo
como por exemplo, temperaturas altas (27 a 32 °C) e umidade relativa acima de
80 %, o desenvolvimento da doenca acarreta perdas econémicas durante as etapas

de producdo, armazenamento, transporte e comercializacéo da fruta.®>%’

%EMBRAPA, Cultvo da Mangueira, 2010. Disponivel em: <https:/www.embrapa.br/busca-geral/-
/busca/Cultivo%20da%20Mangueira?buscaPortal=Cultivo+da+Mangueira>. Acesso em: 12 de abr. de 2020.
97KIMATI, H. AMORIM, L. BERGAMIM FILHO, A.; CAMARGO, L. E. A.; REZENDE, J. A. M. Manual de
Fitopatologia. 3. ed. v.2. Ceres. S&o Paulo, 1997.
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Os sintomas das podriddes do fruto variam com o fungo envolvido na infeccéo,
mas tem como origem a regido do pedunculo. A infeccdo em frutos jovens provoca
sua podriddo e queda. Em frutos maduros, o patdégeno causa uma podriddo de
aspecto mole, deixando os frutos improprios para consumo, levando a perda poés-
colheita.

No Semiarido Nordestino, os principais fungos responsaveis pelas podriddes
séo Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum, Aspergillus sp. e Alternaria
alternata.®>%” Os sintomas de infec¢des por A. alternata, por exemplo, ocorrem na
forma de irritacdo das lenticelas, que adquirem coloracdo avermelhada caracteristica,
progredindo para pequenas lesdes encharcadas que coalescem (Figura 18).
Inicialmente a lesédo possui uma profundidade de apenas 1 a 2 mm sem apresentar
amolecimento. No entanto, sob condicbes de umidade, a lesdo desenvolve-se,

tomando-se deprimida, com reproducédo do patégeno no centro da lesdo. %97

Figura 18 — Podridao peduncular por A. alternata.

Fonte: EMBRAPA (2020)

3.1.3 Estudo da qualidade e conservacgao pos-colheita de mangas

A manga, por apresentar padrao respiratorio climatérico, necessita de técnicas
pés-colheita que retardem o seu amadurecimento, aumentando assim sua vida atil. 1t
A eficiéncia dessas técnicas, por sua vez, devem ser ter sua viabilidade avaliadas.

O retardo de alteragbes em atributos como a cor da casca e da polpa, odor
desagradavel, firmeza (F), perda de massa (PM), solidos solluveis totais (SST) e
potencial hidrogenidnico (pH) resultam no adiamento do processo de senescéncia de
frutas, ou seja, no seu processo de amadurecimento, aumentando sua vida util, fator

tdo desejado por produtores e comerciantes. Menores variagdes nestes atributos sao
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indicativos da manutencéo da qualidade dos frutos, e por isso devem ser estudados a
fim de se avaliar a eficiéncia do tratamento pés-colheita adotado.*?

As variagcfes na cor da casca representam um fator importante tanto para a
determinacao do grau de maturidade da fruta quanto da sua atracdo ao consumidor.
A cor da casca em mangas geralmente apresenta inicialmente a coloracéo verde,
mudando para amarela, podendo ainda existir pontos vermelho-arroxeados, a medida
gue amadurece.

A aplicacdo de revestimentos associada a refrigeracao pode ser eficiente em
retardar a evolugdo da cor da casca e da polpa.?® Estes atuam reduzindo a
degradacdo da clorofila que evolui com o tempo de armazenamento.®® Além desta
degradacéo, a sintese de carotenoides também & um dos fatores responsaveis pela
producéo de etileno que, por consequéncia, atua na perda da cor verde das frutas.1®
Assim, o0 atraso na evolugao da cor da casca e pigmentacao ndo uniforme nas mangas
ocorre como consequéncia do impedimento das trocas gasosas a partir das peliculas
formadas na superficie das frutas, favorecendo a reducdo drastica do seu
metabolismo.

Odores atipicos em mangas poderiam ser consequéncia do processo de
anaerobiose, que ocorre quando a concentracdo de oxigénio € limitada ou ausente,
ocorrendo o processo fermentativo, por meio do qual o acido pirdvico é convertido a
diéxido de carbono e acetaldeido e este, posteriormente é transformado em etanol,
que em niveis toxicos, resulta no desenvolvimento de sabores e odores
desagradaveis.1%*

Frutas climatéricas, como a manga, tem seu processo de amadurecimento
desencadeado pelo etileno, que por sua vez, resulta na ativacao de varias hidrolases
da parede celular, que levam ao amaciamento da fruta, ou seja, ao decréscimo de sua
firmeza ao longo do armazenamento. Em mais detalhes, as modificagGes sofridas nas

paredes celulares através da acdo de varias enzimas, como pectinametilestarase,

9BSANTOS, D. B. dos, Conservacdo pos-colheita de manga (Mangifera indica L.) “Tommy Atkins” com
revestimentos comestiveis. Cruz das Almas, 2006, 66p. (Dissertacdo de mestrado, Escola de Agronomia —
UFBA).

®RIBEIRO, V. G.; ASSIS, J. S. de; SILVA, F. F.; SIQUEIRA, P. P. X.; VILARONGA, C. P. P. Armazenamento de
goiabas “Paluma” sob refrigeracéo e em condigdo ambiente, com e sem tratamento com cera de carnauba. Revista
Brasileira de Fruticultura. Jaboticabal, SP, v. 27, n. 2, p. 203-206, agosto 2005.

100ZERBINI, P. E.; VANOLLI, M.; RIZZOLO, A.; GRASSI, M.; PIMENTEL, R. M. de A.; SPINELLI, L.; TORRICELLI,
A. Optical properties, ethylene production and softening in mango fruit. Postharvest Biology and Technology, v.
101, p. 58-65, 2015.

10ICHITARRA, M. I. F.; CHITARRA, A. B. Pds-colheita de frutas e hortaligas: fisiologia e manuseio. 2. ed. ver.
e ampl. Lavras: UFLA, 2005.
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poligalacturonase, celulase, atuam atacando os carboidratos estruturais responsaveis
pela firmeza dos tecidos vegetais, havendo decomposi¢cdo de macromoléculas como
pectinas, celulose, hemicelulose e amido. O teor de dgua também tem relag&o direta
com a textura do vegetal, uma vez que ela é responsavel pelo turgor e,
consequentemente, pela firmeza 12,

Frutos revestidos que continuam a perder massa durante os dias de
armazenamento indicam que, embora estejam revestidos, estes continuam respirando
e ativando processos metabdlicos apds colheita.®® A utilizacdo de revestimentos
associadas a refrigeracdo provavelmente pode manter uma maior umidade ao redor
do fruto, reduzindo a movimentacao da agua do interior do produto para o ambiente
através de poros existentes na superficie.l®® Ocasionando assim, menores perdas de
massa fresca, o que contribui para o aumento da qualidade externa dos frutos.

Revestimentos que apresentam caracteristicas semipermeaveis com as
menores perdas de massa durante o periodo de armazenamento séao peliculas que
atuam na protecao dos frutos contra a perda excessiva de agua por transpiracao para
a atmosfera. Dessa maneira, tratamentos que resultam em menores valores de perda
de massa sdo os mais indicados como tratamento pos-colheita de frutas, desde que
nao interrompam por completo o processo metabodlico destas. Perdas de massa
préximas a 5 % ainda séo aceitaveis pelo consumidor, mas podem comprometer a
consisténcia, promovendo o enrugamento e o0 murchamento da manga. Valores de
perdas de massa acima de 10 % ja sdo consideradas impréprias para o consumo.%

A faixa de valor de SST (acucares) para o consumo de mangas deve estar entre
11 e 14° Brix.1°® O aumento do seu teor em funcdo do tempo é consequéncia da
degradacdo ou biossintese de polissacarideos como o amido devido a acdo,
principalmente, das enzimas a-amilase e B-amilase!®, com sua posterior
transformacao em acgucares solluveis, o que eleva a concentragéo de sélidos soluveis
totais.’®? Ou ainda, como consequéncia da maior perda de umidade que acaba

proporcionando o acumulo de aclUcares nos tecidos durante o processo de

12GUADARRAMA, A.; PENA, Y. Actividad respiratéria vs. Variaciones fisicas y quimicas en la maduracion de
frutos de naranjita china (Citrus x microcarpa Bunge). Bioagro, Barquisimeto, v. 25, n. 1, p. 57-63, 2013.
103JERONIMO, E. M.; BRUNINI, M. A.; de ARRUDA, M. C.; CRUZ, J. C. S.; FISCHER, I. H.; GAVA, G. J. de C.
Conservagdo poés-colheita de mangas ‘Tommy Atkins’ armazenadas sob atmosfera modificada. Ciéncias
Agrérias, v. 28, n.3, p. 417-426, 2017.

104PERONI, F. H. G. A.; KOIKE, C.; LOURO, R. P.; PURGATTO, E.; NASCIMENTO, J. R. O. do; LAJOLO, F. M,;
CORDENUNSI, B. R. Mango starch degradation. Il. The binding of a-amylase and 3-amylase to the starch granule.
Journal Agricultural Food Chemistry. v. 56, p. 7416-7421, 2008.
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amadurecimento dos frutos.'® Os aglcares encontrados na manga séo glicose,
frutose e predominantemente a sacarose.%

O valor de pH por sua vez, € aumentado com o amadurecimento dos frutos,
devido ao consumo dos &cidos organicos durante o processo respiratério, sendo este

o principal responsavel pela diminuicdo da acidez.*?

3.1.4 Revestimentos comestiveis

Revestimento comestivel € uma fina camada de material biopolimérico
comestivel, geralmente ndo superior a 0,3 mm, aplicada a superficie dos alimentos
em busca de preserva-los. Eles sdo capazes de formar uma barreira contra a umidade,
oxigénio, Iluz ultravioleta (UV), movimento de solutos dos alimentos e
microrganismos.0’

Resultam da aplicacdo direta das solu¢des biopoliméricas na superficie das
frutas, a partir dos métodos de imersdo ou aspersdo. Na imersao, a fruta é imergida
na solucdo biopolimérica, enquanto na aspersao, a solu¢do é aspergida nas frutas.
Em ambos os processos, a solucdo escoa livremente sobre a superficie da fruta seca
em condicbes ambiente, ou seja, sem o0 auxilio de ventilacdo forcada ou
aquecimento.l®® A formacdo espontanea da pelicula se da como consequéncia da
evaporacao do solvente e agregacao das moléculas do polimero, processo conhecido
como automontagem do inglés self assembly.1%°

Em frutas, as trocas gasosas podem ocorrer principalmente através da cuticula
e lenticelas, 6rgéos epidérmicos de arejamento e formato poroso. Com a aplicacéo de
revestimentos em frutas, tem-se a formacdo de uma cobertura com preenchimento
parcial dessas regides, reduzindo, dessa forma, a transferéncia de umidade

(transpiracdo) e as trocas gasosas (respiragdo). Como o inicio do processo de

105 EMOS, O. L.; REBOUCAS, T. N. H.; SAO JOSE, A. R.; VILAS, M.T.R.; SILVA, K.S. Utilizacdo de biofilme
comestivel na conservacéo de pimentdo ‘Magali R’ em duas condi¢cdes de armazenamento. Bragantia, v.66, n.4,
p.693-699, 2007.

106SILVA, A. P. F. B.; NASCIMENTO, J. R. O. do; LAJOLO, F. M.; CORDENUNSI. Starch mobilization and
sucralose accumulation in the pulp of Keitt mangoes during postharvest ripening. Jounal of Food Biochesmistry.
v. 32, p. 384-395, 2008.

107MCHUGH, T. H.; SENESI, E. Apple wraps: A novel method to improve the quality and extend the shelf life of
fresh-cut apples. Journal of Food Science, v. 65, p. 480 — 485, 2000.

108BESINELA JUNIOR, E.; MONARIM, M. M. S.; CAMARGO, M.; MAHL, C. E. A.; SIMOES, M. R.; SILVA, C. F.
Efeito de diferentes biopolimeros no revestimento de mamao (Carica papaya L) minimamente processado. Revista
Varia Scientia Agrarias, v.1. n. 1, p. 131-142, 2010.

109PATERNO, L. G.; MATTOSO, L. H. C.; OLIVEIRA JUNIOR, O. N. Ultrathin polymeric films produced by self-
assembly: preparation, properties and applications. Quimica Nova, v. 24, n. 2, p. 228-235, 2001.
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maturacdo esta estreitamente associado ao aumento na producdo de etileno e,
considerando que o Oz € necessario para a sua producéo, a reducdo da permeacgao
do O2 para o interior do fruto gerard uma correspondente redug¢do na producdo do
etileno, que é responsavel pelo amadurecimento, o que permite, em principio,
prolongar a vida do fruto.>110

Ao imergir uma fruta em uma solucéo biopolimérica, ligacdes fracas e fortes
séo estabelecidas pela deposi¢cédo das espécies poliméricas dissolvidas no meio com
a superficie da fruta. O tipo de mecanismo predominante na formacéo do revestimento
vai depender das caracteristicas do adsorvente, nesse caso, a casca das frutas e do
adsorvato, compostos diluidos na solucédo filmogénica. De modo geral, pode-se
destacar 5 interacBes passiveis de ocorréncia durante esse processo, sdo elas:
ligacdes de hidrogénio, interacdo hidrofébica, interacdo por forcas dispersivas,
polarizacéo de elétrons e interacdo eletrostatica.

A ligacdo de hidrogénio é predominante em superficies hidrofilicas ou em
materiais com alta densidade de grupos polares, como a amina (-NH2) e a hidroxila (-
OH). Ja a interacdo hidrofébica ocorre por afinidade entre grupos hidrofébicos das
moléculas em ambiente aquoso e 0s presentes na superficie solida. A interacdo por
forcas dispersivas ocorre via for¢as intermoleculares, como as de Van der Waals, a
partir de interacdes fracas e de curto alcance entre moléculas de adsorvato e
adsorvente. A polarizacao de elétrons por sua vez, ocorre quando o adsorvato contém
um nucleo aromatico e a superficie possui sitios carregados positivamente. A
interacdo eletrostatica ocorre devido a interacdo de espécies ibnicas carregadas
permanentemente de cargas opostas; é considerada no caso em gue o polimero em
solucéo apresenta grupos salinos anidénicos (-COO e Na*) ou catiénicos (-NH4* e CI").
Embora, em funcao das caracteristicas dos materiais em solucdo e da superficie, haja
a predominancia de um mecanismo, na pratica todos os tipos de interacdes podem
ocorrer simultaneamente e em intensidades variadas.''® Pode-se generalizar a
formacado do recobrimento através da evaporacdo do solvente e consequente auto-
organizacdo do material polimérico depositado, segundo a sequéncia ilustrativa da

Figura 19.

H0ASSIS, 0.B. G.; BRITTO, D. Revisdo: coberturas comestiveis protetoras em frutas: fundamentos e aplicacoes.
Brazilian Journal of Food Technology, v. 17, n. 2, p. 87-97, abr. 2014.
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Figura 19 — Sequéncia ilustrativa da formacdo de uma cobertura comestivel. a) imersao do
fruto em solugéo filmogénica; b) atracdo entre o adsorvato (composto diluido na solugéo
filmogénica) e o adsorvente (casca) por um dos possiveis mecanismos; ¢) cobertura formada
apos o fruto ser removido da solucdo a partir da evaporacdo do solvente e consequente
reticulagéo do polimero.

Evaporagao do solvente

Processo de adsorgao R -
Reticulagao

§<é?§ié é ﬂ%é
: g

Fonte: Adaptado de Assis e Britto (2014)

Durante o processo de reticulacdo, tem-se (i) a etapa de gelificacédo, na qual a
deposicao passa de um liquido viscoso a um gel elastico e (ii) a etapa de evaporacao
continua do solvente, que ocorre mais lentamente, o que leva a um aumento na
densidade das ligacdes e um enrijecimento da matriz.11* Um processo de evaporacgéo
do solvente acelerada leva a formacdo de microbolhas, podendo resultar em uma
cobertura porosa com propriedades de barreira reduzidas. Por outro lado, em
deposi¢cdes com evaporagao espontanea, tem-se a formacao de uma matriz de baixa
porosidade, com superficie exterior ondulada.*? Poros com diametro médio préximo
a 12 nm permitem a passagem de oxigénio estabelecendo uma respiracdo aerodbica
minima, o que é desejavel.}** Um bloqueio total da permeacéo de oxigénio levaria a
uma respiracdo anaerobica, o que resultaria em um processo de fermentacao interna
com alteracdes significativas de aroma e sabor, em curto espaco de tempo. Por fim,
na condi¢cao ideal, se tem uma membrana delgada fortemente reticulada e aderida
sobre a cuticula (para frutos intactos), ou sobre as estruturas celuldsicas da polpa
(para faces fatiadas), configurando uma camada adicional e de permeabilidade

diferenciada.1

111 MANSON, J. A.; SPERLING, L. N. Polymer blends and composites. Plenum Press, 1976.

112STEWARD, P. A.; HEARN, J.; WILKINSON, M. C. An overview of polymer latex film formation and properties.
Advances in Colloid and Interface Science, v. 86, n. 3, p. 195-267, 2000.

HSSALUNKHE, D. K.; BOLIN, H. R.; REDDY, N. R. Storage methods. In: SALUNKLE, D. K. Storage, processing
and nutritional quality of fruits and vegetables. Boca Raton: CRC Press, p. 243-294,1991.
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3.1.5 Biopolimeros utilizados na producédo de revestimentos comestiveis

Os revestimentos comestiveis geralmente s&o feitos de materiais
biodegradaveis, como materiais a base de biopolimeros (proteinas, lipidios e
polissacarideos), que possuem ciclos de vida mais curtos quando comparado aos
polimeros sintéticos, sendo degradados mais facilmente, o que justifica a vantagem
em seu uso.'**

A principal classe de proteinas avaliadas para a producdo de revestimento
comestivel € a classe das zeinas, que sao proteinas de reserva do milho. No entanto,
o gluten, o colageno e a gelatina também tém tido sua viabilidade testada.''® O uso da
gelatina, por exemplo, apresentou reducéo na permeacao do oxigénio, podendo ainda
funcionar como carreadora de agentes antioxidantes e antimicrobianos.*¢ Entretanto,
as proteinas por si s6 formam filmes frageis e com baixa flexibilidade, tornando-se
quebradigos principalmente com alteracdes de umidade e temperatura.'!’ Por isso,
para essas formulacdes ha quase sempre a necessidade da adicdo de plastificantes
como os poli alcoois, que aumentam sua plasticidade, gerando materiais com
propriedades mecanicas mais adequadas.

Entre as substancias lipidicas geralmente aplicadas como revestimento
comestivel, podem-se citar as ceras naturais e os monoglicerideos acetilados. As
ceras sao classificadas como o revestimento lipidico eficiente para as frutas, ndo so
por reduzir a perda de agua, a taxa respiratéria e a atividade metabdlica, mas também
por retardar o enrugamento. Os revestimentos a base de lipidios sdo utilizados
principalmente para limitar o transporte de umidade em fungdo de sua baixa
polaridade, podendo ainda diminuir a incidéncia de queimaduras na casca das

frutas.'8 Entretanto, concentragdes altas destes componentes podem ser prejudiciais

4LUVIELMO, M. M.; LAMAS, S. V. Revestimentos comestiveis em frutas. Estudos Tecnoldgicos em
Engenharia, v. 8, n. 1, p. 8-15, jan. 2012.

1U5TRIGO, J. M.; ALBERTINI, S.; SPOTO, M. H. F.; SARMENTO, S. B. S.; LAl REYES, A. E.; SARRIES, G. A.
Efeito de revestimentos comestiveis na conservagdo de mamdes minimamente processados. Brazilian Journal

of Food Tecnology, v. 15, n. 2, p. 125-133, abr. 2012.

1I6BERTAN, L.C. Desenvolvimento e caracterizacdo de filmes simples e compostos a base de gelatina,
acidos graxos e breu branco. Dissertagdo (Mestrado em Alimentos e Nutricdo) — Universidade Estadual de
Campinas, p. 148. 2003.

WWBRITTO, D.; CAMPANA FILHO, S. P.; ASSIS, O. B. G. Mechanical Properties of N,N,N-trimethylchitosan
Chloride Films. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, v. 15, n. 2, p. 129-132, 2005.

UBKESTER, J. J.; FENNEMA, O. R. Edible films and coatings: a review. Food Technology, v.40, n.12, p. 47-59,
1986.
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ao criar condicdes de anaerobiose nas frutas, induzindo alteracdes indesejaveis de
sabor e odor, por serem susceptiveis a oxida¢éo.1?
Uma das ceras ja utilizadas durante a formulacdo de revestimento comestivel

é a cera de carnauba (Figura 20).

Figura 20 — a) Palmeira Copernicia prunifera; b) cera de carnauba obtida a partir da palmeira;
c) solugéo aquosa da cera de carnauba submetida a testes por imerséo em frutas.

-

-
/- TN

Fonte: Google imagens (2020)

Proveniente das folhas da palmeira Copernicia prunifera (Miller) H. E. Moore, a
cera de carnauba é uma planta nativa do Brasil que cresce facilmente em clima
tropical, mas que se encontra em condi¢cdes de exploracdo econbmica apenas no
ambiente seco das caatingas do Nordeste, principalmente nos estados Piaui, Ceara e
Rio Grande do Norte.'?°

No ramo agricola, a cera de carnalba tem sido aplicada em mangas produzidas
em fazendas da regido do Vale do Sao Francisco que buscam aumentar o tempo de
conservacao e reduzir o desperdicio de suas frutas. Para tal, a formulacdo mais
utilizada consiste em uma emulsédo aquosa de grau alimenticio a base da cera, que &

aplicada em frutos limpos e secos, por meio da imersao ou de bicos de asperséo, a

19DEBEAUFORT, F.; QUEZADA-GALLO, J. A.; VOILLEY, A. Edible films and coatings: tomorrow’s packagings: a
review. Critical Reviews in Food Science, v. 38, n. 4, p. 299-313, 1998.

1205|LVA, J.B. Revestimento comestivel para manga (Mangifera Indica, L.) a base de cera de carnalba com
antimicrobianos. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Universidade Federal do
Ceard, p. 32. 2009.
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medida que os frutos passam por uma esteira.'>'3 Apds a secagem, em temperatura
ambiente, uma pelicula protetora é formada, com resultados eficientes para a reducéo
da taxa respiratéria e da perda de firmeza.*?! No entanto, os revestimentos formados
por solucdes de cera de carnalba ndo apresentam agdo contra microrganismos.®®

Como principais exemplos de biomoléculas derivadas de polissacarideos
utilizadas na preparacéo de recobrimentos comestiveis destacam-se o alginato de
sédio, pectina, quitosana, amido e derivados da celulose como a carboximetilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose e metilcelulose.'® Caracteristicas estruturais como a
presenca de grupos polares, a exemplo da carboxila (-COOH), hidroxila (-OH) e amino
(N-H), fazem dos polissacarideos materiais naturalmente hidrofilicos, possibilitando o
rearranjo das moléculas de agua em torno dos sitios.

Pesquisas mostram que a pelicula formada pelo revestimento a base de
polissacarideos apresenta baixa permeabilidade a gases, ou seja, abrandam as trocas
respiratorias das frutas, reduzindo, principalmente, a taxa de escurecimento
enzimatico, que ocorre devido a acdo das polifenoloxidases, prolongando a vida de
prateleira delas. A utilizacdo de revestimentos de polissacarideos em frutos pode
contribuir para uma melhoria no aspecto visual, conferindo brilho, transparéncia e

homogeneidade, resultante da melhor dispersdo do soluto no meio aquoso.*??

3.1.5.1 Alginato de sodio

O alginato de sodio € um copolimero binario linear de alta massa molecular
composto por &cidos de a-L gulurénico (G) e B-D manurbnico (M) com ligacdes
glicosidicas do tipo 1—4, presentes em propor¢cdes e sequéncia variaveis na parede
celular e espaco intercelular de algas marrons da classe Phaeophyceae.'?® Os
mondmeros podem encontrar-se organizados em cadeias consecutivas de residuos
G, de residuos M, ou em cadeias com residuos alternados de M e G*?4, conforme

mostra a Figura 21.

ZIDANG, K. T. H.; SINGH, Z.; SWINNY, E. E. Edible coatings influence fruit ripening, quality, and aroma
biosynthesis in mango fruit. Journal Agricultural Food Chemistry, v. 56, p. 1361-1370, 2008.

122DOMINGUEZ, R.; BARBA, F. J.; GOMEZ, B.; PUTNIK, P.; KOVACEVICC, D.B.; PATEIRO, M.; SANTOS, E. M,;
LORENZO, J.M. Active packaging films with natural antioxidants to be used in meat industry: A review. Food
Research International, v. 113, p. 93-101, jul. 2018.

128DRAGET, K. I., SKJAK-BR/EK, G., SMIDSR@D, O. Alginate based new materials. International Journal of
Biological Macromolecules, v.21, p.47-55, 1997.

1240ONS@YEN, E. Alginates. In: IMENSON, A. Thickening and gelling agents for food. Cap.11. 2 ed. London:
Blackie Academic & Professional. p.230-260. 1997.
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Figura 21 — Estrutura do alginato: cadeia de residuos de a) acido manurénico (M); b) &cido
glucurénico (G); c¢) &cidos manurénicos e glucurdnicos alternados.
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Fonte: Adaptado de Onsoyen (1999)

Além de ser produzido a partir de algas que podem ser cultivadas em fazendas,
das quais até 40% de sua massa seca € alginato, este pode ainda ser obtido por
fermentacao utilizando bactérias do género Pseudomonas e Azotobacter. Neste ultimo
caso, é possivel garantir a producdo de biopolimeros de alta qualidade com
caracteristicas especificas e pré-determinadas. A diferenca na estrutura polimérica do
alginato resulta em géis com propriedades finais diferentes. Os géis produzidos a
partir de alginatos com maior porcentagem de blocos-G sdo mais rigidos e
guebradicos, enquanto o alginato cuja porcentagem de blocos-M é maior sdo mais
elasticos.1?

Devido a sua biocompatibilidade, baixa toxicidade e biodegradabilidade, aliada
a propriedades unicas, como a de retencdo de agua, geleificagdo, aumento da
viscosidade e estabilizante, o alginato tem sido um polissacarideo largamente utilizado
em industrias alimenticia, téxtil, grafica, médica, odontoldgica e farmacéutica.'?®

Recentemente, o alginato tem tido suas propriedades avaliadas para uso como

recobrimentos comestiveis em frutas, a exemplos de mangas, cerejas, uvas e

125GARCIA-CRUZ, C. H.; FOGGETTI, U.; SILVA, A. N. Alginato bacteriano: aspectos tecnoldgicos, caracteristicas
e producdo. Quimica nova, v.31, p.1800-1806, 2008.

126ERSTVAG, H., VALLA, S. Biosynthesis and applications of alginates. Polymer Degradation and Stability, v.59,
n.1, p.85-91, 1998.
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mamdes. Na conservacdo de mangas Tommy Atkins, cerejas e uvas, 0s resultados
mostraram diminuicdo na respiracao da fruta, com o aumento do seu periodo de
conservacgdo.l6127.128 J3 em mamdes, observou-se uma reducdo no numero de
coliformes. A acdo antimicrobiana de polissacarideos como o alginato de sodio tem
sido explicada a partir da ideia de que as moléculas do polimero se entrelacam no
entorno das bactérias, gerando um barreira fisica para a penetracdo de nutrientes

essenciais ao crescimento microbiano.1?°

3.1.6 Aditivos incorporados aos revestimentos comestiveis

Com mercados consumidores que procuram por frutas com boa aparéncia —
coloridas e aspecto brilhante, sem a presenca de manchas ou rachaduras, as
peliculas formadas além de serem de facil remocdo devem possuir aderéncia
suficiente para que ndo sejam removidas durante 0 manuseio, comestiveis e por
assim serem atbxicas e seguras para o uso em alimento, devem ainda ser invisiveis
e conferir aspecto brilhante na fruta, ndo introduzindo alteracdes nas caracteristicas
organolépticas, preservando o gosto ou os odores originais da fruta.?

Nesse sentido, o0s revestimentos comestiveis devem contribuir para a
manutencdo da qualidade pos-colheita das frutas revestidas, a fim de preservar sua
cor, textura e valor nutricional. Para tal, estes devem possuir excelentes propriedades
de barreira, principalmente a gases e vapor de agua, de modo a controlar a reducéo
das trocas gasosas superficiais e a perda ou ganho excessivo de agua, reduzindo a
perda de massa fresca e consequentemente retardando o amadurecimento e a
deterioracdo dos frutos. Devem reter componentes volateis constituintes do sabor e
odor de cada fruto. Além disso, as propriedades mecéanicas dos revestimentos
comestiveis, como por exemplo resisténcia a tracdo e alongamento devem ser
consideradas. Geralmente, os revestimentos devem ser resistentes a quebra e

abrasédo, protegendo a fruta contra injurias e danos fisicos; e flexiveis para que

127DjAZ-MULA, H. M.; SERRANO, M.; VALERO, D. Alginate coatings preserve fruit quality and bioactive
compounds during storage of sweet cherry fruit. Food Bioprocess Technology, v. 5, p. 2990-2997, 2012.
128MIGUEL, A. C. A,; DIAS, J. R. P. S.; ALBERTINI, S.; SPOTO, M. H. F. Postharvest of grape envolved with filims
of sodium alginate and cold storage. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.29, n. 2, p. 277-282, 2009.
125TRIGO, J. M.; ALBERTINI, S.; SPOTO, M. H. F.; SARMENTO, S. B. S.; LAl REYES, A. E.; SARRIES, G. A.
Efeito de revestimentos comestiveis na conservacdo de mamdes minimamente processados. Brazilian Journal
of Food Tecnology, v. 15, n. 2, p. 125-133, abr. 2012.
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possam se adaptar a possivel deformacéo do alimento sem se romperem, garantindo
assim um maior tempo de prateleira para as frutas.3110

Para que os recobrimentos comestiveis sejam funcionais € preciso que aditivos
gue atuem como reticulantes e plastificantes sejam adicionados a formulagédo das
solucdes biopoliméricas, garantindo propriedades de barreira e mecéanicas adequadas
para a conservacao das frutas. Somado a isso, atividades biolégicas como atividade
antioxidante e antimicrobiana sédo de grande importancia, e vem sendo exploradas

com a introducdo de moléculas biologicamente ativas.

3.1.6.1 Agentes reticulantes

A modificacéo da estrutura quimica de biopolimeros com o objetivo de conferir-
Ihes propriedades funcionais adicionais ou simplesmente melhorar atributos ja
caracteristicos deles € o motivo de se adicionar os agentes reticulantes em suas
formulacdes. Agentes de reticulacdo sdo substancias que apresentam baixa massa
molar e grupos funcionais reativos capazes de permitir a formacéo de ligacdes entre
as cadeias poliméricas.'® A partir das reagdes de reticulacdo é possivel garantir a
estabilidade quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor, eficiéncia em
quelacgédo e capacidade de imobilizacéo proteica e celular necessarias.!3?

Para as varias aplicacbes do alginato de sbédio, como espessantes,
estabilizantes de emulsdes e de espuma, agentes de encapsulacdo, agentes de
geleificacdo, agentes de formacao de filmes e de fibras sintéticas; sua capacidade de
formar géis tem sido fundamental.'®? Para tal, faz-se necessario, o uso de reticulantes,
a exemplo do cétion divalente calcio (Ca?*), que através da reticulacéo idnica, forma
estruturas diméricas, no formato conhecido como “modelo caixa de ovo”, como mostra
a Figura 22. Nesse modelo'33, os cations ficam nos intersticios entre as cadeias de
alginato a partir de interacdes eletrostaticas com o anion carboxilato (COO") e com 0s

grupos hidroxila (-OH).

130BERGER, J.; REIST, M.; MAYER, J. M.; FELT, O.; PEPPAS, N. A.; GURNY, R. Structure and interactions in
covalently and ionically crosslinked chitosan hydrogels for biomedical applications. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 57, p. 19-34, 2004.

BINETO, C. G. T.; DANTAS, T. N. C.; FONSECA, J. L. C.; PEREIRA, M. R. Permeability studies in chitosan
membranes. Effects of crosslinking and poly(ethylene oxide) addition. Carbohydrate Research, v. 340, n. 17, p.
2630-2636, 2005.

12FO0OD INGREDIENTS BRASIL. Os alginatos e suas multiplas aplicacdes, n. 26, p. 34-38. Disponivel em:
<www.revista-fi.com>. Acesso em: ago. de 2019.

133BRACCINI, I., PEREZ, S. Molecular Basis of Ca?* - Induced gelation in alginates and pectins: the egg-box model
revisited. Biomacromolecules, v.2, n.4, p.1089-1096, 2001.
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Figura 22 — Representacdo da reticulacédo idnica entre os cations Ca?" e as cadeias de
alginato, formando estruturas no modelo “caixa de ovo”.

Fonte: Adaptado de Braccini e Pérez (2001)

Quanto ao uso do alginato como revestimento comestivel, o ion Ca?*
proveniente de seu sal de cloro é o reticulante mais efetivo. Pois, além de estabelecer
ligacdes entre as cadeias de alginato, através de interacdes idnicas e ligacdes de
hidrogénio, liga-se seletivamente aos blocos G do polimero, visto que a distancia entre
0s grupos COOH e OH- do alginato nestes blocos acomoda bem os ions Ca?*. Assim,
é responsavel por aperfeicoar ndo apenas a resisténcia mecanica, mas também a

propriedade de barreira a gases, diminuindo ainda sua solubilidade em agua.*3

3.1.6.2 Agentes plastificantes

A formacdo de um revestimento biopolimérico envolve forcas coesivas que
dependem de propriedades como massa molecular, polaridade e estrutura da cadeia,
podendo resultar em filmes quebradicos.’®® No entanto, esta limitacdo pode ser
superada com a adicdo de agentes plastificantes na formulacdo das solucdes
biopoliméricas. Esses, por sua vez, diminuem as for¢as intermoleculares, aumentando
a mobilidade das cadeias, conferindo maior flexibilidade e adesao do revestimento na
superficie da fruta.'36

Caracterizados por apresentarem moléculas pequenas, que podem ser

facilmente incorporadas entre as cadeias poliméricas, o uso de plastificante provoca

134ALLEN, L.; NELSON, A I.; STEINBERG, M. P.; McGILL, J. N. Edible corncarbohydrate food coatings. I.
Development and physical testing of a starch-alginate coating. Food Technology, v.17, p. 1437, 1963.
135BIERHALZ, A. C. K. Confeccéo e caracterizacdo de biofilmes ativos a base de pectina btm e de pectina
btm/alginato reticulados com calcio. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) — Universidade Estadual
de Campinas, p. 1. 2010.

136SOTHORNVIT, R., KROCHTA, J. M. Plasticizers in edible flms and coatings. Innovations in Food Packaging,
2005.



86

mudancas na temperatura de transicao vitrea e, consequentemente, nas propriedades
fisicas, quimicas e mecéanicas dos revestimentos.'3” Como a fruta € um 6rgéo vivo e,
ao longo do armazenamento passa por processos fisiolégicos que geram pequenas
alteracées de volume e textura, os revestimentos devem apresentar flexibilidade
minima para acompanhar essas pequenas alteracbes sem geracdo de danos
estruturais, como destacamentos.''® Os plastificantes comumente adicionados em
revestimentos e em embalagens sao polidis (glicerol e sorbitol), lipidios (acidos graxos
e tensoativos), monossacarideos e oligossacarideos (glicose, frutose e sacarose)!%,

No entanto, a adicdo de um plastificante deve ser feita com parcimonia,
considerando-se que a presenca de moléculas com acdo plastificante na matriz
polimérica pode também interferir na permeacao dos filmes formados. Com o aumento
da concentracdo de plastificante, o espaco entre as cadeias se eleva e a difusao de
gases é facilitada. A penetracdo de moléculas de agua para o interior do filme é
facilitada, o que leva a uma solvatacdo em sitios polares, gerando um intumescimento
do revestimento. Essas alteracdes estruturais reduzem as propriedades de barreira e
a aderéncia, facilitando a proliferacédo de fungos.*'%13° Por outro lado, a utilizacéo de
guantidades adequadas do plastificante, a exemplo do glicerol (Figura 23), pode

agregar propriedades importantes ao material.

Figura 23 — Estrutura do glicerol.

HO OH

OH
Fonte: A autora (2022)

Ja utilizado por industrias alimenticias, como emulsificante, estabilizante e
aditivo alimentar, a escolha do glicerol como plastificante deve se dar a partir de sua
compatibilidade com o polimero e o solvente escolhidos. Propriedades como baixa

volatilidade, ndo-toxicidade e miscibilidade também devem ser consideradas. Como

B"McHUGH, T. H.; KROCHTA, J. M. Sorbitol vs glycerol plasticized whey protein edible films: integrated oxygen
permeability and tensile property evaluation. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.42, n.4, p.841-845,
1994.
1BSOTHORNVIT, R., KROCHTA, J. M. Plasticizers in edible films and coatings. Innovations in Food Packaging,
2005.
139ASSIS, O. B. G.; SILVA, V. L. Caracterizacgéo estrutural e da capacidade de absorgéo de agua em filmes finos
de quitosana processados em diversas concentracdes. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, v. 13, n. 4, p. 223-228,
2003.
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componente, o glicerol diminui a transmissao do vapor de agua, podendo ainda atuar
na protecao contra a producao de toxinas por microrganismos, conferindo propriedade

antimicrobiana ao material.122.137

3.1.6.3 Agentes antioxidantes

Para além do seu uso no campo da medicina, 0s compostos antioxidantes sdo
importantes aditivos alimentares utilizados para retardar o aparecimento de alteracéo
oxidativa no alimento (deterioracdo, rancidez e descoloracdo), uma vez gque possuem
a capacidade de impedir reacdes de oxidacdo que tornam o alimento impréprio para
o consumo. Dentre os compostos utilizados para este fim, destaca-se os fendlicos,
caracterizados por possuirem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um
ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila (O—CHs) em sua estrutura, conferindo
propriedades antioxidantes tanto para os alimentos como para 0 organismo. A
exemplo tém-se os fendis simples, os taninos, as ligninas, e os flavonoides.?®

A atividade destes compostos é explicada com base na sua estrutura quimica
e capacidade redutora, que através da neutralizacao dos radicais livres e da quelacao
de metais, agem na etapa de iniciacdo e de propagacao da oxidacao lipidica. A
oxidacao lipidica € uma das principais reacdes deteriorativas a ocorrerem durante o
processamento, distribuicdo, armazenamento e preparo final dos alimentos. E
responsavel pelo desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis nos alimentos,
tornando-os impréprios para o consumo. Além disso, ela provoca alteracdes que irdo
afetar a qualidade nutricional, a integridade e a seguranca dos alimentos, atraves da
formacdo de compostos potencialmente toxicos, por isso a importancia da utilizacédo

de agentes antioxidantes para esse fim.2®
3.1.6.4 Agentes antimicrobianos
A protecdo proporcionada pelo revestimento é particularmente relevante na

prevencao de infestagdo por microrganismos. Estes podem permitir a transferéncia do

agente ativo incorporado na matriz biopolimérica para a fruta, de maneira a manter
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uma concentracdo predeterminada do composto ativo na superficie e, dessa forma,
prevenir ou inibir o crescimento de microrganismos deterioradores ou patogénicos.40

Dentre os modelos que explicam o modo de acdo dessas substancias quando
em contato com os revestimentos, 0 mais aceito tem por base a interacdo que ocorre
entre os revestimentos a base de polissacarideos e as membranas externas dos
microrganismos. Neste caso, 0 mecanismo se da por interacdo eletrostatica, de
ocorréncia entre grupos protonados e o0s residuos negativos na superficie dos
microrganismos.4!

Os antimicrobianos utilizados em revestimentos comestiveis podem ser de
origem sintética ou natural. O primeiro compreende 0s sais inorganicos a exemplo dos
bicarbonatos, e &cidos organicos e seus sais como 0s sorbatos e benzoato. De origem
natural, a exemplo de plantas, animais e algas, destaca-se a quitosana e os 0leos
essenciais. Devido a sua baixa toxicidade e a presenca de compostos conhecidos
como inibidores metabdlicos das bactérias deteriorantes e patogénicas, dos bolores e
das leveduras, presentes em folhas, ervas e especiarias, bem como seus derivados,
como 0s Oleos essenciais e as substancias isoladas de diferentes extratos, estas
substancias tém sido amplamente estudadas como alternativa ao uso de produtos
sintéticos em solucées biopoliméricas para o revestimento de frutas.'4?

Trabalhos avaliando a atividade antimicrobiana contra microrganismos
desenvolvidos em frutas, de materiais como a quitosana3, éleo essencial do género

Citrus'#, extrato de plantas (Azadirachta indica)!*® e algas marinhas (Sargassum

140BUONOCORE, G. G.; DEL NOBILE, M. A.; PANIZZA, A.; CORBO, M. R. A general approach to describe the
antimicrobial release from highly swellable films intended for food packaging applications. Journal of Controlled
Release, v.90, p.97-107, 2003.

141GQOY, R. C.; BRITTO, D.; ASSIS, O. B. G. A review of the antimicrobial activity of chitosan. Polimeros: Ciéncia
e Tecnologia, v. 19, n. 3, p. 241-247, 2009.

142KUSWANDI, B.; JUMINA. Active and intelligent packaging, safety, and quality controls. Fresh-cut Fruits and
Vegetables, p. 243-294, 2020.

143BRASIL, I. M.; FIGUEIREDO, R. W.; FIGUEIREDO, E. A. T.; PONTES, D. F.; OLIVEIRA, L. S.; ZAMBELLI, R.
A. Nanoencapsulados de residuos da industria de processamento de frutas em matriz de quitosana para
uso como revestimentos em frutas minimamente processadas. Depositante: Universidade Federal do Ceara.
BR n° 102016018306-5 A2. Deposito: 09 ago. 2016. Concessdo: 10 abr. 2018. Disponivel em:
<https://gru.inpi.gov.br/pePl/jsp/patentes/PatenteSearchBasico.jsp>. Acesso em: 8 nov. 2019.

144GIRARD, G. Composicéo de revestimento comestivel e usos da mesma. Depositante: Fruitsymbiose INC.
BR n° 112012025866-4 A2 Depbsito: 08 abr. 2011. Concessdo: 13 out. 2011. Disponivel em:
<https://gru.inpi.gov.br/pePl/isp/patentes/PatenteSearchBasico.jsp>. Acesso em: 8 nov. 2019.

WSRIBEIRO, T. T. B.; NUNES, T. P.; JESUS, B. G.; DARIVA, C.; PADILHA, F. F.; FRANCESCHI, E.; SANTOS, K.
S.; BARBOSA, A. M. Composicao filmogénica antifungica para revestimento de frutas. Depositante:
INSTITUTO DE TECNOLOGIA E PESQUISA; UNIVERSIDADE TIRADENTES; UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SERGIPE. BR n° 102018000947-8 A2. Deposito: 17 jan. 2008. Concessao: 30 jun. 2019. Disponivel em:
<https://gru.inpi.gov.br/pePl/jsp/patentes/PatenteSearchBasico.jsp>. Acesso em: 8 nov. 2019.
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filipendula C.Agardh, 1824)'46 foram desenvolvidos nos Ultimos anos, mostrando a
importancia da adicdo desses compostos na superficie das frutas.

Ao utilizar o extrato etandlico obtido a partir da alga marinha S. filipendula,
estudos preliminares apontaram para o potencial antimicrobiano da alga em questao
contra o fungo Monosporascus cannonballus, um dos principais problemas
fitossanitarios do melédo produzido na Regido Nordeste do Brasil.14* Outros trabalhos
utilizando algas marinhas na formulac@o de revestimentos mostraram a eficacia da
alga Spirulina platensis var. tenuis C.B.Rao 1937 em manter pequenas alteragdes de
coloracdo na superficie de mangas revestidas e taxa respiratéria minima nos frutos

que foram revestidos com o alginato contendo S. platensis.t”147
3.2MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados nos ensaios envolvendo os revestimentos

comestiveis seguem listados na Tabela 11.

Tabela 11 — Reagentes e solventes utilizados nos ensaios envolvendo 0s revestimentos
comestiveis.

REAGENTES/SOLVENTES PROCEDENCIA
Agua destilada -
Alginato de sodio Sigma Aldrich
Cera de carnauba Arua Tropical BR
Cloreto de célcio Quimica Moderna
Glicerol Dinamica
Solucéo tampéo pH 4,7 e 10 Haloquimica

Fonte: A autora (2022)

3.2.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados para os estudos envolvendo o0s revestimentos

comestiveis seguem listados na Tabela 12.

M8OLIVEIRA, V. N. S.; COUTO JUNIOR, J. R. S.; VASCONCELOS, B. M. F.; SALES JUNIOR, R.; VAEZ, J. R.
Atividade antifingica do extrato etandlico da macroalga marinha Sargassum filipendula. Rio Grande do
Norte, IFRN, 2017. (Comunicacéo oral).

HRASTEGAR, S.; ATRASH, S. Efect of alginate coating incorporated with Spirulina, Aloe vera and guar gum on
physicochemical, respiration rate and color changes of mango fruits during cold storage. J. Food Meas. Charact.,
v.15, 2p. 65 — 275, 2020.
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Tabela 12 — Equipamentos utilizados nos estudos envolvendo os revestimentos comestiveis.

EQUIPAMENTOS MARCA/MODELO
Agitador magnético FISATOM/753 A
Balanca semi analitica SHIMADZU/AUY 220

Colorimetro digital portatil KONICA MINOLTA/CR-400
Espectrofotometro (FTIR) Perkin EImer Spectrum/400
Estufa QUIMIS/Q314M242
Geladeira

Maquina universal de ensaio EMIC/ DL100000
Medidor de pH MS TECNOPON/Mca-100

Microscopio eletrdnico de varredura TESCAN/MIRA 3

Paquimetro digital LEE TOOLS
Refratbmetro de bancada ModellezausJENA /376320
Termobalanca SHIMADZU/DTG-60H
Texturométro digital BROOKFIELD/CT-3

Fonte: A autora (2022)

3.2.3 Producéo dos revestimentos comestiveis

Os revestimentos foram produzidos utilizando o método casting no qual os
granulos do biopolimero alginato de sodio se dispersam e se reorganizam apos
secagem sobre uma placa de superficie lisa, formando uma matriz polimérica. Os
filmes formados foram removidos das placas e submetidos a avaliagdo de
caracteristicas relacionadas a aparéncia, parametros mecanicos e fisico-quimicos, e
caracterizacdes quimicas. Levantamento bibliografico e experimentos prévios foram
realizados para adaptacédo de metodologia e estudo das concentracdes para cada um
dos reagentes.?3148

A produgcdo e os parametros avaliados para os filmes formados foram
realizadas no Laboratério de Terras Raras (BSTR) DQF da UFPE.

3.2.3.1 Revestimentos a base de alginato de sodio

Solugdes biopoliméricas de alginato nas concentraces 0,5; 1,0 e 1,5 % m/m
foram preparadas para formacédo dos filmes denominados A1CP, A2CP e A3CP,

respectivamente, conforme mostra a Tabela 13. Inicialmente dissolveu-se a massa de

18|GARASHI, M. C. Desenvolvimento de filme comestivel a base de alginato incorporado do agente
antimicrobiano 6leo essencial de cravo: aplicacdo em alimento. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos) — Universidade de S&o Paulo, p. 22. 2010. a
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alginato de sodio, em quantidades necessarias para o preparo de cada uma das
concentracfes desejadas, em agua destilada. Adicionou-se cloreto de calcio (CaClz)
-12,5;10,0 e 7,5 % m/m, respectivamente as concentragdes de alginato - lentamente
na solucéo, sob agitacdo até completa solubilizagdo. Em seguida, glicerol — 6,25; 5 e
3,75 % vlv, respectivamente para as formulacbes AL1CP, A2CP e A3CP - foi
adicionado sob agitacao constante e temperatura ambiente (= 25 °C) até sua completa
solubilizacdo na solucéo filmogénica. Por fim, o extrato aquoso de P. pavonica em
concentragdo 1000 pg.mL foi adicionado e mantido em agitagcdo por 2 horas. A
solucdo foi mantida em descanso até que as bolhas de ar fossem eliminadas, e na
sequéncia vertida em placas de Petri em volumes adequados para obtencéo de filmes
com espessura de aproximadamente 0,25 mm. As placas foram levadas a estufa para

secagem em temperatura de 40 °C por 4 horas.

Tabela 13 — Constituicdo dos revestimentos a base de alginato de sédio.

Filmes

o A1CP A2CP A3CP
Constituintes
Alginato de sédio 0,5 % m/m 1,0 % m/m 1,5 % m/m
Cloreto de célcio 12,5 % m/m 10,0 % m/m 7,5 % m/m
Glicerol 6,25 % viv 5,0 % viv 3,75 % viv
Padina pavonica 1000 pg.mL* 1000 pg.mL? 1000ug.mL1t

Fonte: A autora (2022)

3.2.4 Avaliacéo das caracteristicas relacionadas com a aparéncia dos filmes

Os filmes foram avaliados subjetivamente quanto aos parametros de
homogeneidade, transparéncia, flexibilidade, facilidade de desprendimento do suporte
e manuseio. Para os parametros homogeneidade, transparéncia e flexibilidade, os
filmes foram avaliados visualmente e os resultados foram tidos como “sim” e ndo” De
modo que para os filmes serem classificados como homogéneos, eles deveriam
apresentar-se com a auséncia de particulas ndo solubilizadas, sem rupturas ou
regides quebradicas. Quanto a transparéncia, os filmes ndo deveriam modificar a cor
original da superficie da fruta por ele revestida. Tratando-se da flexibilidade, ensaio
prévio manual, aplicando forca nas duas extremidades dos filmes, classificavam os
filmes como flexiveis ou ndo. Por fim, para o parametro de facilidade de

desprendimento do suporte e manuseio, uma pinga foi utilizada para retirar os filmes
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produzidos na placa de Petri. O grau de desprendimento da superficie bem como o
manuseio do filmes, sem que houvesse agrupamento ou rasgo, foi classificado como
de baixa, média ou alta facilidade de desprendimento e manuseio. A espessura foi
mensurada em 5 pontos aleatorios dos filmes utilizando um paquimetro digital.

3.2.5 Estudo das propriedades mecanicas dos filmes

Para o estudo das propriedades mecéanicas dos revestimentos comestiveis
realizou-se o ensaio de tracao seguindo a norma da American Society for Testing and
Material (ASTM 882-12)149, utilizando a maquina universal de ensaio do Departamento
de Engenharia Mecanica (DEMEC) - UFPE.

Os parametros adotados foram: (i) velocidade da garra: 5 mm/min; (ii) distancia
inicial entre garras: 40 mm e (iii) dimenséo do corpo de prova: 2,5x 7,5 cm. Os testes
foram realizados a = 25 ° C e sem controle de umidade.

Foram avaliados os parametros resisténcia a tracdo (RT) e alongamento na
ruptura (AR) para os filmes nas concentracdes 1 % (m/m) alginato de sédio (EC1);
1 % (m/m) alginato de sédio + 10 % (m/m) cloreto de célcio + 5 % (v/v) glicerol (A2SP);
e 1 % (m/m) alginato de sédio + 10 % (m/m) cloreto de calcio + 5 % (v/v) glicerol +
1000 pg.mL 1 de P. pavonica (A2CP). Utilizaram-se 4 corpos de provas para cada filme
produzido, nos quais foram aplicados o teste estatistico ANOVA seguido do teste de

Tukey a 5 % de probabilidade utilizando o software Assistat, versao 7.7 beta.

3.2.6 Caracterizacdes quimicas e avaliacdo microscOpica dos filmes e

superficie das mangas revestidas

3.2.6.1 Espectroscopia do Infravermelho com Transformada de Fourrier

Os espectros de absorcdo no infravermelho foram obtidos utilizando um
espectrofotometro com transformada de Fourrier (FTIR). As medidas foram obtidas a
temperatura ambiente na regido entre 4000 e 400 cm. A resolucéo espectral foi de 2

cm™ e 32 acumulagdes. As andlises foram realizadas no Laboratério de Combustiveis

49American Society for Testing and Material - ATM. Standard Test Method for Tensile Properties of Thin Plastic
Sheeting, 2012.
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(LAC) localizado no Laboratério Integrado de Tecnologia em Petroleo, Gas e
Biocombustiveis (LITPEG) da UFPE.

3.2.6.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas foram realizadas utilizando uma termobalanca
disponivel no BSTR. As amostras foram colocadas em um porta amostra de platina,
tendo como géas de arraste o nitrogénio sobre um fluxo de 100 mL.min, a uma taxa
de aquecimento de 10 °C.mint, compreendendo uma faixa de temperatura inicial
equivalente a 25 °C e final de 900 °C.

3.2.6.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de MEV foram obtidas utilizando um microscopio eletrénico de
varredura com aceleracao de 10 kV disponivel no BSTR.

Analisou-se a superficie da casca da manga (i) sem revestimento, (ii) revestida
com cera de carnauba e (iii) revestida com A2CP. As mangas utilizadas foram
inicialmente lavadas em agua corrente, secas e entdo revestidas através do método
de aspersdo. Apos secagem natural, retirou-se uma parte da casca de cada amostra
com o auxilio de uma faca. O aspecto superficial do filme de alginato de sédio
incorporado com os aditivos (A2CP) também foi analisado.

As amostras foram colocadas em um dessecador por 3 dias e entédo fixadas
em laminulas apoiadas em suporte de aluminio com superficie revestida com fita de
carbono e metalizadas com uma camada de ouro com espessura entre 10 e 20 nm.

Apo6s metalizacdo, as amostras foram mantidas em dessecador até o dia da analise.

3.2.7 Estudo da qualidade e conservagdo pos-colheita de mangas Tommy
Atkins néo revestidas e submetidas a aplicacdo de cera de carnauba e

revestimentos de alginato de sodio incorporados ou ndo com P. pavonica

As mangas Tommy Atkins, em estdgio de maturacdo comercial, foram
adquiridas no Centro de Abastecimento e Logistica de Pernambuco - Brasil
(CEASA/PE). As frutas foram lavadas em agua corrente e selecionados quanto a

coloragdo, auséncia de danos mecanicos e injurias. As mangas foram pulverizadas
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com a solucdo contendo os tratamentos de revestimento e secas naturalmente a
25 °C.

Os tratamentos empregados foram: (i) controle negativo (dgua destilada); (ii)
controle positivo (6 % v/v cera de carnauba); (iii) alginato de sédio 1,0% m/m + cloreto
de célcio 10,0 % m/m + glicerol 5 % v/v (A2SP); [4] alginato de sédio 1,0 % m/m +
cloreto de célcio 10,0 % m/m + glicerol 5 % v/v + Padina pavonica 1000 pg.mL?
(A2CP). As solugdes utilizadas no revestimento das mangas seguem ilustradas na
Figura 24.

Figura 24 — Solugdes de a) cera de carnauba 6%, b) alginato de sddio 1,0 % e c) alginato de
so6dio 1,0 % + Padina pavonica 1000 pg.mL™.

Fonte: A autora (2022)

Apoés os tratamentos, trés mangas por grupo foram distribuidas em bandejas
de isopor e armazenadas sob refrigeracdo a 10 °C + 0,5 por 20 dias. As mangas foram
avaliadas a cada 5 dias para as andlises fisico-quimicas. O dia da aplicacao dos
revestimentos comestiveis foi considerado o tempo zero (dia zero) no periodo de

armazenamento.

3.2.7.1 Avaliacao dos efeitos dos revestimentos comestivel sobre os parametros de
aparéncia, cor da casca e polpa, firmeza, perda de massa, sélidos sollveis

totais e potencial hidrogeniénico de mangas

Os parametros de maturacdo foram analisados nas mangas revestidas a cada
5 dias durante o seu periodo de armazenamento sob refrigeracdo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com 3 repeti¢cdes, cada uma constituida por
um fruto, com 5 periodos de armazenamento (0, 5, 10, 15 e 20 dias) para verificacéo
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dos efeitos bioldgicos. Os resultados foram submetidos a ANOVA aplicando o teste
de Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando-se o software Past, verséao 4.03.

A aparéncia das frutas foi avaliada visualmente quanto a presenca de
uniformidade da pigmentag&o, aderéncia, transparéncia e brilho do revestimento na
casca da fruta.

Andlises da cor da casca e polpa, firmeza e teor de SST foram realizados no
Laboratorio de Experimentagdo e Andlise de Alimentos Nonete Barbosa Guerra
(LEAAL) localizado no Departamento de Nutricdo da UFPE. Os valores de perda de
massa foram obtidos utilizando balanca semi analitica disponivel no Laboratorio
BSTR. Os valores de pH foram obtidos utilizando medidor de pH disponivel no
Laboratdrio de Espectroanalitica Aplicada (LEA) — DQF da UFPE.

3.2.7.1.1 Cor da casca e da polpa

A cor da casca foi avaliada por meio da média de trés leituras em pontos
equidistantes de cada fruto e a da polpa apds a remocao da epiderme com o auxilio
de faca inoxidavel, utilizando-se um colorimetro digital portétil.

Os resultados foram expressos para 0s parametros: L, que corresponde a
luminosidade ou brilho e varia do claro (branco: 100) para o escuro (0: escuro/opaco);
a (valores negativos correspondem a intensidade da cor verde e valores positivos a
intensidade da cor vermelha) e b (valores negativos correspondem a intensidade da

cor azul e valores positivos a intensidade da cor amarela).

3.2.7.1.2 Firmeza

A firmeza das mangas foi determinada como sendo a resisténcia a penetracao,
utilizando-se um texturémetro digital equipado com ponteira de 6 mm de diametro. As
medidas foram feitas em quatro pontos equidistantes, apds remocao superficial da
casca da fruta. A profundidade requerida para a ponteira atingir a forca maxima foi de
5 mm com uma taxa de deformacdo de 2 mm.s?. Os resultados da forca maxima de

perfuracdo foram expressos em Newtons (N).
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3.2.7.1.3 Perda de massa

A perda de massa foi determinada em balanca analitica. Os resultados foram
expressos em perdas percentuais, utilizando-se a relacéo entre o peso em cada dia

de avaliacdo e o peso inicial, conforme a Equacéao 5.

Equacéo 5:

P — P

PM (%) = X 100

Onde:
PM = perda de massa em % (p/p)
Pi = peso do fruto no tempo t = 0 (g)

Pt = peso final da fruta tratada no tempo t (g)

3.2.7.1.4 Solidos SollUveis Totais

O teor de sélidos soluveis totais foi mensurado a partir da transferéncia de 1 a
2 gotas do suco da fruta para o prisma de um refratbmetro de bancada previamente
calibrado com agua, conforme método 932.12 da Association of Official Analytical.1>°

Os resultados foram expressos em °Brix.

3.2.7.1.4 Potencial hidrogenidnico (pH)

O potencial hidrogenidnico (pH) foi determinado utilizando-se um medidor de
pH digital previamente calibrado com solu¢bes tampéo de pH 4,0, 7,0 e 10,0. As
leituras foram realizadas em amostras de polpa das mangas, preparadas conforme

metodologia recomendada pelo Instituto Adolfo Lutz.15!

150Association of Official Analytical — AOAC. Official methods of analysis of the Association of Official Analytical
Chemists (20th ed.), 2016.
ISINSTITUTO ADOLFO LUTZ - IAL. Métodos fisico-quimicos para andlise de alimentos, 1020p. S&o Paulo, 2008.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Aparénciados filmes

As Figuras 25, 26 e 27 mostram os filmes de alginato incorporados com P.
pavonica obtidos ap6s secagem em estufa a 40 °C por 4 horas.

Figura 25 — Filmes de alginato de sédio 0,5 % m/m + cloreto de calcio 12,5 % m/m total de
alginato + glicerol 6,25 % v/v + Padina pavonica 1000 ug.mL™.

Fonte: A autora (2022)

Figura 26 — Filmes de alginato de sédio 1,0 % m/m + cloreto de calcio 10,0 % m/m total de
alginato + glicerol 5,0 % v/v + Padina pavonica 1000 pug.mL™.

Fonte: A autora (2022)
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Figura 27 — Filmes de alginato de sédio 1,5 % m/m + cloreto de calcio 7,5 % m/m total de
alginato + glicerol 3,75 % v/v + Padina pavonica 1000 ug.mL™*

. Fonte: A autora (2022)

Todas as formulacdes utilizadas produziram filmes homogéneos, transparentes
e flexiveis, diferindo apenas quanto a facilidade de desprendimento das placas de

Petri e manuseio (Tabela 14).

Tabela 14 — Caracteristicas relacionadas a aparéncia dos filmes formados a partir de
diferentes concentrag6es de alginato de sodio e Padina pavonica.

Parametro A1CP A2CP A3CP
Homogeneidade  Sim Sim Sim
Transparéncia Sim Sim Sim

Flexibilidade Sim Sim Sim
Desprendimento Baixa Média Alta

Manuseio Baixa Média Alta

Espessura(mm) 0,11 0,14 0,17
A1CP = Alginato de sddio 0,5 % m/m + cloreto de calcio 12,5 % m/m total de alginato + glicerol 6,25 %
v/v + Padina pavonica 1000 ug.mL1; A2CP = Alginato de sédio 1,0 % m/m + cloreto de célcio 10,0 %
m/m total de alginato + glicerol 5,0 % v/v + Padina pavonica 1000 pg.mL*; A3CP = Alginato de sédio
1,5 % m/m + cloreto de célcio 7,5 % m/m total de alginato + glicerol 3,75 % v/v + Padina pavonica
1000 pug.mL1. Fonte: A autora (2022)

A ordem de facilidade no desprendimento e manuseio aumentou a medida que
a concentracdo do polimero alginato de s6dio aumentava nas solucdes filmogénicas.
Filmes com concentracdo mais baixa do polimero (A1CP) mostraram baixa facilidade
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em seu desprendimento e manuseio, seguidos por uma facilidade média para filmes
com concentracao intermediaria do alginato de sodio (A2CP) e alta facilidade para os
filmes com concentracdo mais alta do polimero (A3CP). As espessuras dos filmes

aumentaram com o aumento da concentracdo de alginato de sédio nas formulagdes.

3.2.2 Estudo das propriedades mecanicas dos filmes

Os dados apresentados na Tabela 15 mostram que a resisténcia a tracao foi
maior no revestimento EC1, indicando um revestimento mais fragil e quebradico. A
adicdo do agente reticulante (cloreto de calcio) e plastificante (glicerol) resultou em
menores valores de RT, tornando os revestimentos elésticos e flexiveis. Os valores
de alongamento a ruptura confirmam a elasticidade dos revestimentos A2SP e A2CP,
apresentando valores superiores aos apresentados pelo revestimento EC1. A
incorporacao de P. pavonica ndo influenciou os valores de RT e AR.

Desta forma, o revestimento comestivel A2SP e A2CP apresenta resisténcia
adequada a quebra e abraséo, protegendo o fruto contra injlrias e danos fisicos que
afetem sua qualidade; e flexivel e, portanto, adaptavel as possiveis deformac¢des da

cultivar sem quebrar, garantindo maior vida de prateleira para os frutos revestidos.

Tabela 15 — Propriedades mecénicas dos revestimentos comestiveis.
Amostra Espessura(mm) RT (MPa) AR (%)
EC1 0,04 + 0,012 14,17+ 2,562 5,38+1,972

A2SP 0,25 + 0,03° 0,15+ 0,05* 15,51+ 0,80°

A2CP 0,25 + 0,02° 0,09 +0,02> 14,17 +0,65°
Os dados séo expressos como média + desvio padrao (n = 5). As médias seguidas da mesma letra em
uma coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade aplicando o teste de
Tukey (p < 0,05). EC1: 1% m/m de alginato de sédio. A2SP: 1% m/m de alginato de sédio + 10% m/m
de cloreto de célcio + 5% v/v de glicerol. A2CP: 1% m/m alginato de sédio + 10% m/m cloreto de célcio

+ 5% vl/v glicerol + 1000 pg.mL! P. pavonica. RT = resisténcia a tracdo e AR = alongamento na ruptura.
Fonte: A autora (2022)

3.3.3 Caracterizacdes quimicas e avaliacdo microscopica dos filmes e

superficie das mangas revestidas

A necessidade de caracterizacdo de um material produzido ndo se da apenas
pela obrigatoriedade na comprovacao de sua estrutura e composi¢cao, mas baseia-se
também na importancia da compreensdo das diferentes propriedades quimicas e

fisicas e, consequentemente da aplicabilidade do material em questéao.
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Observando os espectros de FTIR na Figura 28 e os dados apresentados na

Tabela 16, obtidos para o polimero alginato de sodio livre, para a alga marinha P.

pavonica e para os filmes de alginato de sodio reticulados com cloreto de célcio

utilizando-se o glicerol como agente plastificante sem (A2SP) ou com a presenca de

P. pavonica (A2CP) como agente biologico ativo, € possivel identificar as principais

ligacbes presentes nos compostos.

Figura 28 — Espectro de infravermelho do polimero alginato de sédio (preto), P. pavonica
(vermelho), filme de alginato com cloreto de calcio e glicerol — A2SP (azul) e filme de alginato
com cloreto de calcio, glicerol e Padina pavonica — A2CP (verde).
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Fonte: A autora (2022)

Tabela 16 — Nimeros de onda (cm™) das principais bandas de absor¢do no infravermelho do
alginato de sodio, alga marinha Padina pavonica, flme de alginato com cloreto de célcio e
glicerol (A2SP); e filme de alginato com cloreto de calcio, glicerol e Padina pavonica (A2CP).

MATERIAL

NUMERO DE ONDA (cm 1)

V O-H V C-H V COO VvV C-O

Alginato de sédio 3250 2935 1590 (Assimétrico) 1025
1410 (Simétrico)

Padina pavonica 3310 - 1585 (Assimeétrico) 1095
1440 (Simétrico)

A2SP 3295 2940 e 2885 1604 (Assimétrico) 1030
1415 (Simétrico)

A2CP 3280 2940 e 2885 1610 (Assimétrico) 1035

1420 (Simétrico)

Fonte: A autora (2022)
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No espectro de FTIR em linha preta, obtido para o alginato de sodio, observa-
se a presenca de vibracdes de alongamento caracteristicas do polissacarideo. A
banda larga de absorcdo em 3250 cm™ pode ser atribuida as vibraces de
alongamento do grupo hidroxila (O-H) presentes na cadeia polimérica, enquanto o
pico em 2923 cm? refere-se a vibragdo de alongamento caracteristica do C-H em
cadeias alifaticas. As bandas observadas em 1590 e 1410 cm?, refletem a presenca
do alongamento assimétrico e simétrico do carboxilato (COO"), respectivamente,
confirmando a presenca dos acidos manurdnico e gulurénico neste polimero. Por fim,
as vibracdes de alongamento em 1025 cm™ podem confirmar a presenca da ligagdo
C-O atribuido as ligacdes C-O-C nas ligagdes glicosidicas.'®?> O espectro em linha
vermelha, refere-se a P. pavonica, no qual é possivel observar bandas e picos de
absorcdo em 3310, 1585, 1440 e 1095 cm caracteristicos das ligacées encontradas
no alginato de sodio, um dos principais constituintes da alga em questao.

Observando os espectros em linha azul e verde, obtidos para os filmes de
alginato com cloreto de célcio e glicerol, sem e com a presenca de P. pavonica,
respectivamente, é possivel observar picos caracteristicos da presenca das ligacées
guimicas que constituem o alginato de sodio. Pequenos deslocamentos para maiores
numeros de onda, como por exemplo, 3295 e 3280 cm! (vibracdes de alongamento
O-H), 1605 e 1610 cm? (vibracdes de alongamento assimétrico COO"), 1415 e 1420
cm? (vibracdes de alongamento simétrico COO"), e 1030 e 1035 cm™ (vibracdo de
alongamento C-O) podem ser indicios da reticulacao do filme com o cloreto de calcio
e da presenca do glicerol, como agente plastificante.

Trabalhos anteriores observaram descolamentos para maiores numero de
onda das bandas espectroscopicas relacionadas ao alongamento COO-, como
consequéncia da interacdo entre os ions Ca?* com o grupo aniénico COO".15 A
diminuicdo da intensidade dos picos do alongamento assimétrico e simétrico do
carboxilato, podem ser consequéncia da presenca do glicerol no filme, que atua

diminuindo as forgas intermoleculares, aumentando a mobilidade das cadeias.

152FAIDI, A. LASSOUED, M. A.; BECHEIKH, M. E. H.; TOUATI, M.; STUMBE, J. F.; FARHAT, F. Application of
sodium alginate extracted from a Tunisian Brown Algae Padina pavonica for essential oil encapsulation:
Microspheres preparation, characterization and in vitro release study. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 136, p. 386-394, 2019.

158HUA, S.; Ma, H.; Li, X.; YANG, A. WANG, A. pH — sensitive sodium alginate/poly(vinyl alcohol) hydrogel beads
prepared by combined Ca2+ crosslinking and freeze-thawing cycles for controlled release of diclofenac sodium,
International Journal of Biological Macromolecules, v. 46, n. 5, p. 517 — 523, 2010.
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A Figura 29 e a Tabela 17 reinem os valores percentuais das perdas de massa
com suas respectivas faixas de temperatura dos eventos de TGA para 0S compostos

alginato de sédio, P. pavonica, A2SP e A2CP.

Figura 29 — Curvas de analise termogravimétrica (TG) e analise térmica diferencial (DTA)
obtidas para o alginato de sédio, P. pavonica, filme de alginato com cloreto de calcio e glicerol
(A2SP); e filme de alginato com cloreto de calcio, glicerol e P. pavonica (A2CP).
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Fonte: A autora (2022)
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Tabela 17 — Dados da analise de decomposicdo térmica do alginato de sédio, Padina
pavonica, filme de alginato com cloreto de calcio e glicerol sem P. pavonica (A2SP); e filme
de alginato com cloreto de célcio, glicerol e Padina pavonica (A2CP).

MATERIAL Ti—Tf (°C) |[Am| (%)

22,28 — 184,62 20,24

184,62 -308,71 34,07

Alginato de sédio 308,71 - 401,40 06,38
401,40 — 689,79 15,98

24,20 — 130,63 09,58

130,63 — 155,64 01,02

155,64 — 190,96 01,14

padina pavonica 190,96 — 381,74 21,75
381,74 — 437,65 5,68

437,65 — 562,71 8,90

562,71 — 779,98 11,87

26,97 — 140,27 22,55

A2SP 140,27 — 316,07 69,86
26,00 — 134,01 17,04

A2CP 134,01 — 293,93 68,41

Fonte: A autora (2022)

Analisando a curva de TGA obtida para o p6 de alginato de sodio € possivel
observar a ocorréncia de quatro eventos principais. O primeiro evento endotérmico foi
observado na faixa de 22,28 a 189,62 °C, sendo associado a evaporacao de agua
adsorvida no polimero hidrofilico. O segundo e terceiro eventos exotérmicos
ocorreram na faixa de temperatura de 189,62 a 401,40 °C e podem estar associados
ao complexo processo de decomposi¢do das cadeias do alginato de sédio, como a
descarbonilacdo e a fratura das ligacdes glicosidicas do polimero e formacgédo de
carbonato de sodio (Na2COs) como produto intermediario. A taxa de decomposi¢cao
térmica maxima foi observada a 225 °C, referente ao processo de decomposicéo
térmica do alginato. A presenca do pico agudo e um pico de ombro podem ser
atribuidos a sobreposicao parcial dos diferentes processos de degradacédo ou aos

padrbes diferentes das fracdes ricas em M e G do alginato. O ultimo evento ocorreu



104

entre 401,40 e 689,79 °C e esta associado a decomposicdo do Na2COs em dois

estagios: 154155

1’ estagio de decomposicéo: Na2CO3 (I) — Naz0 (s) + CO2(qg)
2" estagio de decomposicdo: Na20 (s) — 2 Na (g) + 1/2 O2 (g)

O comportamento da curva de TG para P. pavonica com a presenca de um total
de sete eventos térmicos é esperado, devido a variedade de compostos que compde
a alga. Essa variedade inclui a presenca de polissacarideos que consistem em
residuos de acido D-glucurdnico, L-fucose, D-xilose, D-manose, D-glicose e D —
galactose, por exemplo; terpendides; esterdis e acidos graxos.1°

A curva de TG obtida para A2SP e A2CP apresentaram 2 eventos
endotérmicos, relacionados aos processos de evaporacdo da agua e do plastificante
glicerol.'> No segundo evento ocorreu o processo de degradacdo do alginato de
sédio, que junto com a evaporacéao do glicerol, totalizaram um percentual de perda de
massa de aproximadamente 70 %. A presenca de um pico endotérmico nesse evento
pode ter sido resultado do fato de a quantidade de energia liberada no processo de
combustdo do alginato ter sido menor que a energia absorvida no processo de
evaporacao do glicerol.

Embora fosse esperado que com a presenca do reticulante, CaClz, o evento
térmico referente ao processo de degradacdo das cadeias de alginato ocorresse em
temperaturas mais elevadas, devido ao processo de reticulacdo e imobilizacdo da
cadeial®?, o contrario foi observado. Essa diminuicdo na temperatura de degradacéo
para o segundo estagio, ao se comparar o alginato em po (184,62°C) com os filmes
A2SP (140,27 °C) e A2CP (134,01 °C) também foi observada em outros trabalhos4,
e pode ser consequéncia da presenca do glicerol que atua diminuindo a estabilidade
térmica dos filmes.

A Figura 30 apresenta micrografias obtidas para superficie da manga Tommy

Atkins sem revestimento, na qual € possivel observar 0 aspecto poroso de sua

154GAO, C.; POLLET, E.; AVEROUS, L. Properties of glycerol-plasticized alginate films obtained by thermo-
mechanical mixing. Food Hydrocolloids, v. 63, p. 414 — 420, 2017.

155FERNANDES, R. da S.; de MOURA, M. R.; GLENN, G. M.; AOUADA, A. F. Thermal, microstructural, and
spectroscopic analysis of Ca2+ alginate/clay nanocomposite hydrogel beads. Journal of Molecular Liquids, v.
265, n. 1, p.327-336, 2018.
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superficie com pontos mais elevados correspondentes aos 6rgaos epidérmicos de

arejamento, cuticulas e lenticelas, responsaveis pela troca gasosa das frutas.86:11°

Figura 30 — Micrografias obtidas para a superficie da casca da manga Tommy Atkins sem
aplicacao de revestimento comestivel. a) 204x, b) 354x, c) 802x e d) 5,82kx de aproximacao.

Fonte: A autora (2022)

O filme de alginato de sédio incorporado com os aditivos (A2CP), por sua vez,
é representado na Figura 31, e mostra a superficie de um filme como uma matriz
homogénea, sem defeitos apreciaveis e com a auséncia de macroporos (Figura 31 d).
Estes dados indicaram que, possivelmente a presenca dos ions Ca?*mcomo agente
reticulante durante o preparo da solucdo biopolimérica, auxiliou na estabilidade do
filme. A presenca de poros irregulares, de maneira diferente, poderiam ser
consequéncia da producdo de filmes a partir de misturas heterogéneas,
caracterizadas por filmes com superficie rugosa.'*® As imagens (31 a,b e c) referentes
a micrografia da secéo transversal do filme também néo apresentaram rugosidade,
indicando a homogeneidade do filme produzido. A Figura 32, por sua vez, apresenta
micrografias obtidas da superficie da manga Tommy Atkins quando revestida com
solucédo de cera de carnauba 6%.

156de LAIA, A, G. S. Estudo de filmes e hidrogéis a base de alginato e goma gelana visando aplicaces na
regeneracdo de discos intervertebrais. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Materiais) — Centro Federal
de Educacgédo Tecnolégica de Minas Gerais, p. 75. 2015.
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Figura 31 — Micrografias obtidas para o filme de alginato de sédio (A2CP) a a) 233X, b) 726x,
c) 2,03kx e d) 3,88kx de aproximacao.

- | T——

Fonte: A autora (2022)

Figura 32 — Micrografias obtidas para a superficie da casca da manga Tommy Atkins revestida
com cera de carnalba 6 % a a) 93 x, b) 524 x, ¢) 1,11 kx e d) 2,10 kx de aproximacao.

Fonte: A autora (2022)

A Figura 32, por sua vez, apresenta micrografias obtidas da superficie da
manga Tommy Atkins quando revestida com solucdo de cera de carnatba 6%. E

possivel observar alto indice de rugosidade na manga, ocasionado pelo néo
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preenchimento total da superficie da fruta. No entanto, ndo foi possivel observar
mudancas drasticas durante o processo respiratério da manga, que continuou a
amadurecer lentamente com o periodo de armazenamento, conforme imagens obtidas
durante o estudo da qualidade e conservacgéo pés-colheita das mangas.

Observando a Figura 33 que apresenta as micrografias obtidas para as mangas
revestidas sob aspersdo com a solucéo biopolimérica composta por alginato de sédio,
cloreto de calcio, glicerol e P. pavonica, € possivel verificar a presenga de uma matriz
de baixa porosidade com superficie exterior ondulada, caracteristica de uma

evaporacgédo espontanea do solvente.%®

Figura 33 — Micrografias obtidas para a superficie da casca da manga Tommy Atkins revestida
com filmes de alginato de sédio incorporados com P. pavonica (A2CP) a a) 83 x, b) 561 x, c)
1,83 kx e d) 3,61 kx de aproximacdao.

Fonte: A autora (2022)
De modo geral, a formagao dos recobrimentos ocorre pela evaporagéo do

solvente e consequente auto-organizacdo do material polimérico sob a superficie da
fruta.''® Uma evaporacdo de solvente mais espontanea, assegura a formacdo de
poros com diametros suficientes para permitir a passagem de oxigénio, garantindo
uma respiracao aerébica minima. Com a aplicagdo de revestimentos em frutas, tem-
se a formacao de uma cobertura com preenchimento parcial das cuticulas e lenticelas,
que atuam reduzindo o processo respiratorio, prolongando assim o seu tempo de

prateleira.86:119
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3.3.4 Estudo da qualidade e conservacdo poés-colheita de mangas Tommy
Atkins néo revestidas e submetidas a aplicacdo da cera de carnauba e
revestimentos a base de alginato de sddio incorporadas ou ndo com P.

pavonica

Na Figura 34 é possivel observar o aspecto da manga sem revestimento

comparado ao da manga revestida por aspersdo com a solugédo A2CP.

Figura 34 — A esquerda, manga Tommy Atkins aspergida com a solugéo de alginato de sédio
1,0 % m/m + cloreto de célcio 7,5 % m/m total de alginato + glicerol 3,75 % v/v + Padina
pavonica 1000 pg.mL* (A2CP) e a direita, manga néo revestida.

Fonte: A autora (2022) o

3.3.3.1 Avaliacao do efeitos dos revestimentos comestiveis sobre os parametros de
aparéncia, cor da casca e polpa, firmeza, perda de massa, sélidos sollveis

totais e potencial hidrogeniénico de mangas

3.3.3.1.1 Aparéncia

A aparéncia é um dos principais atributos de qualidade de um fruto, ja que no
momento da compra, é geralmente considerado como o primeiro item de escolha do
consumidor, seguido da atracdo pelo odor.'®” E por isso, torna-se importante a
avaliacdo de parametros visuais, como cor da casca, uniformidade da pigmentacéao,
além da aderéncia, transparéncia e brilho da pelicula na casca da fruta.

15TNAVARRO- RARAZAGA, M. L.; MASSA, A.; PEREZ-GAGO, M. B. Effect of beeswax content on hydroxypropyl
methylcellulose-based edible film properties and postharvest quality of coated plums (Cv. Angeleno). Food
Science and Technology, v. 44, n. 10, 2011.



109

A Figura 35 apresenta imagens das mangas sem revestimento e as revestidas
com cera de carnauba 6%, alginato de sodio 1% (A2SP) e alginato de sédio 1% com
Padina pavonica 1000 pug.mL* (A2CP).

Figura 35 — Imagens das mangas Tommy Atkins a) sem revestimento, b) revestidas com cera
de carnalba 6%, c) revestidas com alginato de sodio 1% e d) revestidas com alginato de sédio
1% com Padina pavonica 1000 pug.mL™? nos periodos 0, 10 e 20 dias de armazenamento,
respectivamente.

Fonte: A autora (2022)
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Observando as mangas € possivel notar que houve um atraso na evolucéo da
cor da casca para todos 0s grupos, o que pode estar associado ao uso da refrigeracao
que atua inibindo o processo metabdlico da manga. N&o foi observada uniformidade
na pigmentacdo das mangas, e por isso é possivel observar pontos nas cores verde,
amarelo e vermelho-arroxeado na casca de cada uma das mangas analisadas. A
aderéncia dos revestimentos ocorreu de forma satisfatéria na superficie das frutas
analisadas, ndo sendo possivel observar descascamento em nenhum dos tratamentos
utilizados. Em conjunto, os revestimentos na superficie das mangas apresentaram-se
transparentes, de modo que néo alteraram a cor natural das mangas revestidas. Estas
mostraram ainda aspecto mais brilhante quando comparadas as mangas nhao
revestidas, ndo mostrando opacidade durante o periodo de 20 dias de
armazenamento sob refrigeragéo a 10°C = 0,5.

De maneira geral, os parametros avaliados apresentaram homogeneidade para
0 conjunto de mangas avaliadas até o periodo de 10 dias de armazenamento sob
refrigeracdo. No entanto, ao se observar o dia 20 de armazenamento é possivel notar
diferencas entre o aspecto visual das frutas de acordo com o tratamento utilizado.

As mangas nao revestidas, por exemplo, apresentaram aspecto de perda de
rigidez e estrias. As frutas revestidos com cera de carnalba apresentaram manchas
acastanhadas, decorrentes do possivel desenvolvimento de fungos. As mangas
revestidas com A2SP foram marcadas em sua casca pelo crescimento de
microrganismos, manchas marrons deprimidas. JA& as mangas tratadas com A2CP
ainda apresentaram aspecto de firmeza, sem aparecimento de manchas ou avango
de doencas fungicas pos-colheita. Portanto, uma possivel atividade antifungica foi
observada para o revestimento incorporado com o extrato de P. pavonica,
corroborando com os resultados de atividade antifingica encontrados para o extrato
aguoso. O desenvolvimento de um revestimento comestivel seguro que, além de
reduzir o processo respiratorio dos frutos, também inibe a proliferacdo de bactérias e
fungos, é de grande importancia para o agronegocio local e sua viabilidade pode ser

considerada.81%8

1S85THEAGARAJAN, R.; DUTTA, S.; MOSES, J. A.; ANANDHARAMAKRISHNAN, C. Alginates for Food Packaging
Applications. Scrivener Publishing, p. 205 — 232, 2019.
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3.3.3.1.2 Cor da casca e da polpa

As Figuras de 36 a 39 mostram as 3 mangas e suas polpas para cada um dos

4 tratamentos utilizados para cada um dos 4 periodos de armazenamento.

Figura 36 — Imagens das mangas Tommy Atkins e de suas polpas a) sem revestimento, b)
revestidas com cera de carnauba 6%, c) revestidas com alginato de sédio 1% e d) revestidas
com alginato de sédio 1% com Padina pavonica 1000 ug.mL™ no dia 5 de armazenamento.

Fonte: A autora (2022)
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Figura 37 — Imagens das mangas Tommy Atkins e de suas polpa a) sem revestimento, b)
revestidas com cera de carnauba 6%, c) revestidas com alginato de sédio 1% e d) revestidas
com alginato de sédio 1% com Padina pavonica 1000 yg.mL* no dia 10 de armazenamento.)

Fonte: A autora (2022
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Figura 38 — Imagens das mangas Tommy Atkins e de suas polpa a) sem revestimento, b)
revestidas com cera de carnalba 6%, c) revestidas com alginato de sddio 1% e d) revestidas
com alginato de sédio 1% com Padina pavonica 1000 ug.mL™ no dia 15 de armazenamento.

Fonte: A autora (2022)
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Figura 39 — Imagens das mangas Tommy Atkins e de suas polpa a) sem revestimento, b)
revestidas com cera de carnauba 6%, c) revestidas com alginato de sédio 1% e d) revestidas
com alginato de sédio 1% com Padina pavonica 1000 ug.mL™ no dia 20 de armazenamento.

Fonte: A autora (2022)

Os resultados para os parametros “L”, “@” e “b” de casca e polpa seguem
descritos na Tabela 18.
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Tabela 18 — Valores médios dos parametros “L”, “a” e “b” em mangas Tommy Atkins
armazenadas sob refrigeracéo a 10 = 0,5 °C por 20 dias.

Parametros

Tratamentos

Periodo de armazenamento (dias)

0 5 10 15 20
NZo revestida 4770°  A7,02% 4g04e  39.63°  38,09°
Ceracarmnatba (6%) 47:70% 43988 44,142 36642 37,522
L casca A2SP 47,709 40982 42812 39892 35572
A2CP 47,70 46172 41,728 41,202 38,152

C.V. (%) 0 424 426 4,90 3,24
N&o revestida 83,24%  77,56% 79942 74822 80,00
Ceracarmnatba (6%) 8324° 79672 82842 78622 75810
L polpa A2SP 83,24 76692 81,30@  81,21P 82,732
A2CP 83,24 76100 81,53% 82410 81,722

C.V. (%) 0 2,01 1,83 4,23 3,81

N&o revestida 12,337 -7,73% 11242 4622 -4,022

Ceracarnatba (6%) 1233 192 5622  -111a  -3382

“3” casca A2SP -1233* 352 3812 0,77 3,062
A2CP -12,33% 7082 -6,962 8,852  -0,912

C.V. (%) 0 10,41 -4578  -12,53 247

N&o revestida 446% 0,782 5492 4522 5802

Cera carnalba (6%) -4,462 -2252  -4,062 -5,972 -4,792

“a” polpa A2SP 446% -1432 3392 438 5122
A2CP 4462 -157%  -3,192 4832  -4,19°

C.V. (%) 0 39,82 -2682  -1469 -13.48
Nao revestida 19,382 20,058 17,572 15272 13,292
Cera carnauba (6%) 19,382 16,712 17,232 12,742 13,432
“b” casca A2SP 19,382 16,43 16,36 15312 10,682
A2CP 19,382 18,442 15,38  1558% 13,262

C.V. (%) 0 9,40 5,91 0,03 10,45
N&o revestida 48,30° 44,912 42912  41,02¢ 42,802
Cera carnauba (6%) 48,302 46,262 44,862 43,042 41,642
“b” polpa A2SP 48308 43752 44,243  44,04> 43802
A2CP 48,30° 42,89° 45332 43922 43722

C.V. (%) 0 3,29 2,37 3,25 2,34

As médias seguidas da mesma letra em uma coluna nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de
5% de probabilidade aplicando o teste de Tukey; CV. = coeficiente de variacdo. A2SP: 1% m/m de
alginato de sédio + 10% m/m de cloreto de calcio + 5% v/v de glicerol. A2CP: 1% m/m alginato de sédio
+10% m/m cloreto de calcio + 5% v/v glicerol + 1000 ug.mL P. pavonica. Fonte: A autora (2022)
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As variacdes na cor da casca representam um fator importante quanto a
atracdo do consumidor. A aplicacéo de revestimentos associada a refrigeracédo pode
ser eficiente em retardar a evolugdo da cor da casca e da polpa, favorecendo a
reducdo drastica do seu metabolismo.%

Nos resultados para o parametro de luminosidade (L) da casca da fruta nao foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos em nenhum dos periodos
avaliados. E embora fossem esperadas alteracdes para maiores valores de L, iSso
nao foi observado, indicando que todos os conjuntos de mangas, inclusive o conjunto
de mangas que nado receberam tratamento, tiveram sua coloracao verde mantida, em
decorréncia ndo s6 do uso do revestimento, mas também do uso da refrigeracéo, que
atua reduzindo a velocidade das rea¢cbes de degradacdo da manga, retardando a
evolugédo da cor da casca. Menores valores L para a polpa foram observados para
mangas nao revestidas e revestidas com cera de carnalba em comparacdo com
mangas revestidas com A2SP e A2CP para o dia 15 de observacdo. No dia 20 de
observacédo, menores valores de L de polpa também foram registrados para as
mangas revestidas com cera de carnallba em comparacao as mangas que receberam
os revestimentos A2SP e A2CP, mostrando que a polpa das mangas nao revestidas
se tornou mais escura, indicando processo de amadurecimento.

Em relacdo as medidas do parametro “a”, ndo foram observadas alteracbes
estatisticamente significativas tanto para a casca quanto para a polpa nos diferentes
tratamentos avaliados durante o armazenamento. Os valores negativos deste
parametro observados para a casca de manga indicam que mesmo durante periodos
mais longos de armazenamento, os tons esverdeados foram mantidos nos frutos
revestidos, devido ao atraso no processo de degradacéo da clorofila. Para a polpa,
aumentos mais acentuados nesses valores sdo observados para os frutos nao
revestidos, indicando maior reducéo da cor verde da polpa ao longo da maturagédo.**®

Em relagdo ao parametro “b” ndo houve aumento dos valores durante a
observacdo para todos os tratamentos. Também néo foram observadas alteracbes
estatisticamente significativas para os diferentes tratamentos avaliados durante o
periodo de armazenamento. No entanto, houve uma tendéncia de diminuicdo dos

valores de “b” obtidos para as polpas em todos os tratamentos, devido a perda de sua

15SERPA, M. F. P.; CASTRICINI, A;; MITSOBUZI, G. P.; MARTINS, R. N.; BATISTA, M. F.; ALMEIDA, T. H. de.
Conservagao de manga com uso de fécula de mandioca preparada com extrato de cravo e canela. Revista Cerres,
v. 61, p. 975 — 982, 2014.
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tonalidade amarelada, decorrente do processo de amadurecimento das mangas.
Valores significativamente menores foram observados para polpas de manga
revestidas com A2CP quando comparadas com cera de carnaulba nos primeiros 5 dias
de tratamento. Menores valores de “b” também foram observados no dia 15 de
armazenamento para a polpa das mangas ndo revestidas em comparagdo com as
mangas revestidas com A2SP e A2CP, indicando maior atraso no amadurecimento
para os frutos revestidos, possivelmente devido a presenca de alginato de sodio que
atuou retardar o processo de maturacdo da manga como ja demonstrado em estudos
anteriores,'6:160,161

A adicdo de P. pavonica, com sua composicdo quimica diversificadal®?,
também pode ajudar a manter a qualidade das mangas revestidas durante o
armazenamento. Composto majoritariamente pelos acidos a-L gulurdnico (G) e B-D
manurénico (M), também presentes no alginato de sédio, P. pavonica pode ser
responsavel pela reducdo da taxa de respiracdo do fruto, que esta diretamente
relacionada ao atraso na mudanca da coloracao.

Outros trabalhos utilizando algas marinhas na formulacdo de revestimentos
mostraram a eficacia da alga Spirulina platensis var. tenuis C.B.Rao 1937 em manter
pequenas alteracdes de coloracdo na superficie de mangas revestidas e taxa
respiratdria minima nos frutos que foram revestidos com o alginato contendo S.

platensis.1”163

3.3.3.1.3 Caracteristicas fisico-quimicas

As alteracdes fisico-quimicas (firmeza, perda de massa, SST e pH) nas

mangas nao revestidas e revestidas avaliadas séo mostradas na Tabela 19.

160 pASSOS, M. C. L. M. S.; Lima, M. A. C.; de AMARIZ, A.; RIBEIRO, T. P.; TRINDADE, D. C. G. da; ANTAO, T.
dos S. Utilizagcdo de revestimentos a base de alginato na conservagdo pés-colheita de manga Tommy
Atkins. Poster session presentation at the meeting of the Jornada de Iniciacdo Cientifica da Embrapa Semi-Arido,
Petrolina, Brazil, 2009.

16ITHEAGARAJAN, R.; DUTTA, S.; MOSES, J. A.; ANANDHARAMAKRISHNAN, C. Alginates for Food Packaging
Applications. Scrivener Publishing, p. 205 — 232, 2019.

162KAMENARSKA, Z.; GASIC, M. J.; ZLATOVIC, M.; RASOVIC, A.; SLADIC, D.; KLJAJIC, Z.; STEFANOV, K
SEIZOVA, K.; NAJDENSKI, H.; KUJUMGIEV, A.; TSVETKOVA, |.; POPQV, S. Chemical Composition of the Brown
Alga Padina pavonia (L.) Gaill. from the Adriatic Sea. Bot. Mar., v. 45, p. 339 — 345, 2002.

163SRASTEGAR, S.; ATRASH, S. Efect of alginate coating incorporated with Spirulina, Aloe vera and guar gum on
physicochemical, respiration rate and color changes of mango fruits during cold storage. J. Food Meas. Charact.,
v.15, 2p. 65 — 275, 2020.
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Tabela 19 — Valores médios dos parametros de qualidade fisico-quimica em mangas Tommy
Atkins armazenadas sob refrigeracdo a 10 £ 0,5 °C por 20 dias.

Periodo de armazenamento (dias)

Parametros Tratamentos 0 5 10 15 50
Nao revestida 37,472 27,69% 34,562 13,532 24,32
Firmeza Cera carnauba (6%) 37,472 29,602 35,562 34,72° 27,162
(N) A2SP 37,472 37,012 37,40 36,96° 39,662
A2CP 37,472 46,66 42,202 45,92° 39,742
C.V. (%) 0 24,43 9,06 41,84 24,91
N&o revestida 02 1,802 1,12&2 1,252 0,902
Taxa de perda Cera carnalba (6%) 02 0,55 0,61° 0,732 0,752
de massa A2SP 02 0,72° 0,89® 0,432 0,812
(%) A2CP 02 0,99 0,85° 0,53 0,892
C.V. (%) 0 54,95 24,16 4953 8,50
Nao revestida 8,50 11,17 10,50* 11,00* 10,832
. Cera carnauba (6%) 8,50 11,00* 10,332 9,008 9,532
solondos A2SP 8,50° 10,00 10,332 10,672 10,007
(°Brix) A2CP 8,50% 10,00* 10,002 10,33% 9,672
C.V. (%) 0 5,97 2,03 8,55 5,83
Né&o revestida 3,912 3,502 3,672 3,79* 3,822
Cera carnatba (6%) 3,912 3,662 3,832 3,73 3,752
pH A2SP 3,912 3,822 3,912 3,75 3,632
A2CP 3,912 3522 3732 3892 357°
C.V. (%) 0 4,14 2,89 1,88 3,14

As médias seguidas da mesma letra em uma coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de
5% de probabilidade aplicando o teste de Tukey; CV. = coeficiente de variagdo. A2SP: 1% m/m de
alginato de sédio + 10% m/m de cloreto de calcio + 5% v/v de glicerol. A2CP: 1% m/m alginato de sédio
+10% m/m cloreto de célcio + 5% v/v glicerol + 1000 pg.mL P. pavonica. Fonte: A autora (2022)

A firmeza da fruta diferiu entre os tratamentos nos dias 5 e 15 de
armazenamento, com 0s grupos de mangas revestidas exibindo maior indice de
firmeza do que a néo revestida. No dia 5, a firmeza das frutas revestidas com A2CP
foi maior que o valor da firmeza encontrado para as nao revestidas e revestidas com
cera de carnauba. Para o dia 15, os valores mais altos de firmeza foram encontrados
nas mangas revestidas: A2CP, A2SP e cera de carnauba com uma diferenca
significativa nesses valores quando comparados as mangas nao revestidas. Dados
na literatura mostram que o alginato usado como revestimento a 1% de concentragcao
promoveu maior firmeza em mangas Tommy Atkins.>® A adicdo de P. pavonica na
formulacdo de revestimento pode ajudar na manutencdo da firmeza dos frutos
revestidos, como consequéncia da alta porcentagem de residuos de M e G em sua
composicdo.®t O amolecimento do tecido é um dos fatores mais notaveis que limitam

a comercializacdo da fruta e ocorre principalmente como consequéncia da
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degradacdo dos componentes da parede celular.'®* Os valores mais altos de firmeza
foram observados para as mangas que continham P. pavonica em seu revestimento,
que pode assegurar menor suscetibilidade a deterioracdo e, consequentemente,
melhor viabilidade durante o manuseio e transporte.*3

Observando os valores de perda de massa para as mangas, verificou -se que
houve um aumento na perda de massa para todos os tratamentos avaliados. O que
significa que, mesmo com a aplicagdo dos revestimentos, todas as mangas
continuaram a respirar e perder massa. Uma alta perda de massa resulta no
amolecimento e perda de suculéncia e valor nutricional das frutas, que se tornam mais
suscetiveis ao processo de deterioracédo.?

Para o dia 5 de armazenamento, os valores médios de perda de massa das
mangas nao revestidas foram significativamente maiores quando comparado aos das
mangas revestidas com cera de carnauba, A2SP e A2CP. Para o dia 10 de
armazenamento, as mangas revestidas com cera de carnauba apresentaram menor
perda de massa quando comparadas as mangas nado revestidas, o que pode ser
explicado pela sua natureza lipidica. Os lipidios, devido a sua baixa polaridade,
limitam o transporte de humidade, reduzindo ndo s6 a perda de agua do fruto, como
também a sua taxa respiratéria e atividade metabdlica.''* A maior porcentagem de
perda de massa total apds 20 dias de armazenamento foi encontrada para as mangas
nao revestidas (5,08 %), seguidas de mangas revestidas com A2CP (3,27 %), A2SP
(2,86 %) e cera de carnauba (2,63 %). As perdas de massa proximas a 5 %, como
observadas para frutas ndo revestidas, ainda sdo aceitaveis para os consumidores.
No entanto, podem facilitar o aparecimento de rugas e o murchamento da manga.*®

Perdas de massa mais baixas nas mangas revestidas com alginato de sodio
gquando comparadas ao grupo nao tratado também foram observadas em outros
estudos.165166 As altas propriedades de barreira do alginato podem atuar reduzindo a
volatilizacdo do vapor de agua. Menores porcentagens de perda de massa foram
encontradas para mangas revestidas com alginato de sodio que continham algas

marinhas incorporadas em sua composi¢ao.'62

164 THARANATHAN, R. N.; YASHODA, H. M.; PRABHA, T. N. Mango (Mangifera indica L.), “The king of fruits"—
An overview. Food Rev. Int., v. 22, p. 95 — 123, 2006.

165RASTEGAR, S.; KHANKAHDANI, H. H.; RAHIMZADEH, M. Effectiveness of alginate coating on antioxidant
enzymes and biochemical changes during storage of mango fruit. J. Food Biochem., v. 43, 2019.

166N, C.; HUANG, C.; WANG, J.; LIU, Y.; LIU, P.; HUANG, L. Effect of Chitosan- and Alginate-Based Coatings
Enriched with Cinnamon Essential Oil Microcapsules to Improve the Postharvest Quality of Mangoes. Materials, v.
12, 2019.
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O conteudo SST é um atributo importante da qualidade da manga, pois indica
0 numero de acgUcares presentes na fruta, que deve estar na faixa de 11 a 14 ° Brix.
O aumento do contetdo em fungdo do tempo geralmente funciona como uma
indicagcéo da evolugdo da maturagéo. Assim, atrasar a evolucéo do contetado de SST
implica aumentar o prazo de validade do fruto.*®” Nenhuma mudanca significativa foi
observada para o parametro SST entre os tratamentos. Resultados semelhantes
também foram encontrados no trabalho com revestimentos a base de alginato de
sodio adicionados com algas marinhas.16%168 Aumentos lentos no contetido de SST
durante o avanco do periodo de armazenamento também foram observados em
mangas armazenadas sob refrigeracdo, com um atraso desse aumento para o
conjunto de mangas revestidas com alginato.64

Mudancas consideraveis nos valores de pH para o dia 20 de armazenamento
foram observadas apenas no grupo de frutas ndo revestidas (3,82 + 0,06) e revestidas
com A2CP (3,57 £ 0,11). Os maiores valores de pH séo encontrados para mangas em
estagio mais avancado de maturacao e, neste caso, para o conjunto de mangas nao
revestidas, que, como consequéncia da continuidade de seu processo respiratorio,
continuam convertendo acidos organicos em nutrientes acgucarados. De forma
diferente, o conjunto de mangas revestidas tem seu processo de troca respiratoria
reduzido pela camada protetora de baixa porosidade formada através de fortes e
fracas ligacdes quimicas entre o biopolimero e a superficie da fruta, que permitem
respiracdo aerébica minima com maior preservacdo de acidos.'*® A nao diferenca
para os demais periodos de armazenamento pode ser consequéncia da refrigeracéao,
que favorece a manutencdo de valores de pH mais &cidos. Este fato pode estar
relacionado a inibicdo do etileno catalitico em temperaturas mais baixas, o que resulta
em menor taxa de respiracdo e, consequentemente, maior concentracao de acidos
organicos.'®® Em outro estudo, também foi possivel observar que néo houve diferenca
em cada estagio de armazenamento, entre o pH das mangas tratadas com alginato e

dos grupos néo tratados.%4

167V|EIRA, J. M.; FLORES-LOPEZ, M. L.; de RODRIGUEZz, D. J.; SOUSA, M. C.; VICENTE, A. A.; MARTINS, J. T.
Effect of chitosan—Aloe vera coating on postharvest quality of blueberry (Vaccinium corymbosum) fruit.
Postharvest Biol. Technol., v. 116, p. 88 — 97, 2016.

188EBRAHIMI, F.; RASTEGAR, S. Preservation of mango fruit with guar-based edible coatings enriched with
Spirulina platensis and Aloe vera extract during storage at ambient temperature. Sci. Hortic., v. 265, 2020.
169PEREIRA, T.; CARLOS, L. A; OLIVEIRA, J. G.; MONTEIRO, A. R. Caracteristicas fisicas e quimicas de goiaba
cv. Cortibel (Psidium guajava) estocados sob refrigeracdo em filmes X-tend. Alimentos e Nutri¢c&o, v.16, p.11 —
16, 2005.
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4 CONCLUSAO

A triagem fitoquimica nos extratos de P. pavonica mostrou a presenca de
metabdlitos secundarios com atividade bioldgica diversificada comumente encontrada
em macroalgas. Além disso, 0s extratos apresentaram teores importantes de
compostos fendlicos e flavonoides. O estudo preliminar das propriedades biologicas
avaliadas (antioxidante, antimicrobiana, cicatrizante, analgésica, anti-inflamatéria e
antitumoral) forneceu resultados promissores para a utilizacdo da alga marinha P.
pavonica no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas naturais.

Explorando o potencial biol6gico do extrato aquoso de P. pavonica, um novo
revestimento comestivel ativo baseado no biopolimero alginato de sédio incorporado
com P. pavonica foi desenvolvido. Os revestimentos comestiveis a base de alginato
de sédio apresentaram propriedades mecanicas desejaveis e foram capazes de
proporcionar maior conservacao pos-colheita por retardar o amadurecimento das
mangas revestidas durante um periodo de 20 dias sob armazenamento refrigerado
(10 °C). O revestimento incorporado com o extrato de algas marinhas destacou-se em
relacdo aos demais tratamentos na manutencéo da firmeza e melhor aparéncia das
mangas, devido a auséncia de manchas na pele decorrente do crescimento
microbiano.

O revestimento proposto manteve a cor esverdeada da casca de manga
revestida e sua polpa amarelada, mantendo sua firmeza e teor de sdlidos soluveis,
confirmando o efeito do revestimento na inibicAo do processo de maturacdo da
manga, prolongando sua vida atil. Apresentou ainda resultados iguais ou superiores
aos obtidos pelas frutas revestidas com a cera de carnauba.

O desenvolvimento de um revestimento comestivel de baixo custo, que somado
a reducdo do processo respiratorio das frutas, atue também inibindo a proliferacéo de
bactérias e fungos, atende a demanda crescente de cultivo e exportagdo a paises
distantes, que requer uma conservagao prolongada da fruta. O alcance de uma
minimizacdo dos indices de perda pés-colheita em frutas, € de grande importancia

para o agronegdcio local e sua viabilidade deve ser considerada.
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PERSPECTIVAS

Realizar analise de LCMS para identificacdo dos compostos constituintes dos
extratos de P. pavonica,

Realizar caracterizacbes complementares para os filmes produzidos;

Testar a melhor condicdo do revestimento para outras frutas e alimentos
facilmente degradaveis;

Complementar ensaios in vitro de cicatrizacdo (imunofluorescéncia para
moléculas de matriz extracelular) para submisséo de artigo cientifico;

Repetir ensaios de atividade antitumoral utilizando Carcinoma de Erlich,
correlacionando-o com o0s resultados obtidos para os parametros
hematoldgicos e bioquimicos de sangue e estudo histopatoldgico dos érgaos.
Finalizando a escrita de artigo cientifico para submissao.
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