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RESUMO

Os revestimentos comestiveis sdo definidos como uma pelicula bioquimica
constituida de biopolimeros alimentares como polissacarideos, ceras (lipideos) e/ou
proteinas que possuem a capacidade de prolongar o tempo de prateleira de frutos e
vegetais que amadurecem rapidamente contribuindo com a diminuicdo do descarte
de alimentos. A utilizacdo de uma matriz como a casca de pequi apresenta um
potencial para aprimorar a funcionalidade do revestimento devido ao alto teor de
compostos com propriedades antioxidantes presentes na amostra. O objetivo do
trabalho foi produzir um revestimento comestivel enriquecido com os compostos
bioativos do extrato para retardar os processos fisiol6gicos do amadurecimento de
alimentos. Para atingir esse objetivo foram produzidas farinhas de diferentes partes
da casca de pequi (mesocarpo, exocarpo e pericarpo) que foram submetidas a um
processo de liofilizagdo, em seguida avaliadas quanto ao teor de compostos fendlicos,
flavonoides, taninos totais, capacidade antioxidante por DPPH e FRAP. Em seguida o
extrato liofilizado do pericarpo foi analisado em um HPLC para quantificacdo de acido
galico e posterior adicdo a solucdo filmogénica composta por cera de carnauba e
tween 80. Os frutos revestidos por asperséo foram analisados quanto ao pH, acidez
titulavel, sélidos sollUveis totais e perda de massa, em seguida os dados coletados
foram comparados com amostras ndo revestidas para observar a influéncia do
revestimento na conservacao dos alimentos. Foi possivel observar a necessidade de
aumentar a concentracdo da cera de carnauba e do extrato de pequi na composi¢cao
dos revestimentos, pois os frutos revestidos ndo apresentaram uma menor perda de
massa em relacdo ao controle, no entanto as analises fitoquimica e cromatogréafica
evidenciaram a alta presenca de compostos bioativos da casca de pequi ressaltando

0 seu valor cientifico e econdmico.

Palavras-chave: Revestimento comestivel, atividade antioxidante e acido galico.



ABSTRACT

Edible coatings are defined as a biochemical film consisting of food biopolymers
such as polysaccharides, waxes (lipids) and/or proteins that have the ability to extend
the shelf life of fruits and vegetables that ripen quickly, contributing to the reduction of
food waste. The use of a matrix such as pequi peel has the potential to improve the
functionality of the coating due to the high content of compounds with antioxidant
properties present in the sample. The aim of the work was to produce an edible coating
enriched with the bioactive compounds of the extract to slow down the physiological
processes of food ripening. To achieve this objective, flours were produced from
different parts of the pequi peel (mesocarp, exocarp and pericarp) that were subjected
to a freeze-drying process, then evaluated for the content of phenolic compounds,
flavonoids, total tannins, antioxidant capacity by DPPH and FRAP. Then, the
lyophilized extract of the pericarp was injected into an HPLC for gallic acid
guantification and subsequent addition to a filmogenic solution composed of carnauba
wax and tween 80. The sprinkler-coated fruits were analyzed for pH, titratable acidity,
total soluble solids and weight loss, then the collected data were compared with
uncoated samples to observe the influence of the coating on food preservation. It was
possible to observe the need to increase the concentration of carnauba wax and pequi
extract in the composition of the coatings, because the coated fruits did not show a
lower mass loss in relation to the control, however the phytochemical and
chromatographic analyses showed the high presence of bioactive compounds of the

pequi peel, emphasizing its scientific and economic value.

Keywords: Edible coating, antioxidant activity and gallic acid.
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1. INTRODUCAO

O pequi (Caryocar brasiliensis) € um fruto nativo amplamente produzido e
consumido no cerrado brasileiro, principalmente na regido do centro-oeste do pais. O
consumo do fruto e a utilizacdo de seu 6leo para fins medicinais estdo intimamente
ligados a origem dos povos indigenas da regido do Xingu no estado de Goias,
tornando o alimento um prato tipico da regido e evidenciando a heranca cultural
tipicamente brasileira que moldou a alimentagdo dos habitantes dessa regido
(RAMOS, 2017). Entretanto, deve-se ressaltar que apenas 16% da composicao do
pequi representa a parte comestivel do fruto, enquanto 84% do alimento é constituido
pela casca que é descartada provocando o aumento de lixo organico e poluicao
ambiental.

Um estudo realizado pela FAO (2020) reitera a contribuicdo da comercializagao
de frutas no exterior para a economia brasileira, apresentando o Brasil como o terceiro
maior produtor contribuindo com cerca de 45% da producdo mundial de frutas. Os
dados divulgados pelo CEASA, (2017) indicam que cerca de 11 toneladas de pequi
foram comercializadas em territorio brasileiro no periodo de 2016 a 2017, registrando
um arrecadamento de cerca de 4 milhdes de doblares, ressaltando a sua importancia
para a economia, além do seu valor sociocultural.

Os dados associados a grande comercializacdo de alimentos direcionam a
atencao para o problema da perda e desperdicio de alimentos, cujo maior percentual,
cerca de 55% esta associado a frutos desperdicados na América Latina (FAO, 2021).
Desse modo varias pesquisas tentam evitar o descarte e a perda de alimentos que
sdo agravados devido a processos metabdlicos como a respiragdo celular, danos
mecanicos ou armazenamento incorreto dos frutos (KADER, 1999; GIMENEZ, et al.
2017).

A utilizacdo dos revestimentos comestiveis tem se apresentado uma solugéo
eficaz para combater o problema da perda e desperdicio de alimentos, além de
contribuir para aprimorar as caracteristicas sensoriais dos frutos, como cor, textura e
odor tornando-os mais atrativos para o consumidor final (SUSMITA DEVI, et al. 2022).
A elaboracéo de formulacfes de revestimentos comestiveis envolve a utilizacdo de
matérias primas que possuem substancias com atividades bioldégicas como
antioxidante e antimicrobiana para retardar os processos de oxidagcao e respiracao
celular que degradam os alimentos (ROHASMIZAH, et al. 2022; SUHAG, et al. 2020).
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Nesse sentido a riqueza de nutrientes como 0s compostos fendlicos presentes em
residuos como a casca de pequi tornou essa matriz atrativa para diversos
pesquisadores que buscam desenvolver alimentos mais nutritivos utilizando as cascas
do fruto (NASCIMENTO, et al. 2019).

Dessa forma, a relevancia das pesquisas envolvendo o aprimoramento dos
revestimentos comestiveis possibilitam avancos na ciéncia e tecnologia de alimentos,
contribuindo para o reaproveitamento de residuos alimentares, desenvolvimento dos
métodos de armazenamento e conservagdo que Sao essenciais para garantr a
qualidade dos produtos (BRASIL, 2004).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Revestimentos comestiveis

Os revestimentos comestiveis sdo uma pelicula bioquimica constituida de
polissacarideos, ceras (lipideos) e/ou proteinas que tem como principal finalidade a
aplicacdo na superficie de diferentes tipos de alimentos com o objetivo de reduzir a
perda e desperdicio de produtos poés-colheita, que se encontram em estagio de
maturacdo decorrente de processos metabdlicos. Esses processos promovem a
alteracdo das caracteristicas organolépticas dos frutos como cor, sabor, aroma e
textura (GIMENEZ, et al. 2017; ROHASMIZAH, et al. 2022).

Relatos na literatura indicam que os primeiros revestimentos comestiveis foram
produzidos pelos chineses utilizando ceras alimenticias para proteger laranjas e
limdes de agentes microbianos durante os séculos Xll e Xlll. Em 1992 o processo de
producdo de revestimentos foi aprimorado, o que contribuiu para o surgimento de
peliculas comerciais ecologicamente corretas destinadas a aplicacdo em frutos e
vegetais. As técnicas de producdo dos revestimentos sdo constantemente estudadas
para promover uma melhor manutencéo da qualidade dos alimentos por mais tempo
e aumentar suas funcionalidades preventivas relacionadas a difusdo de gas, migracao
de agua e troca de solutos (ROHASMIZAH, et al. 2022; SUHAG, et al. 2020).

E necessario ressaltar a diferenca entre os termos revestimentos comestiveis
e biofilmes, sendo que os revestimentos sdo produzidos a partir de materiais
biodegradaveis, ndo toxicos que podem ser aplicados diretamente nos alimentos,

enguanto os filmes comestiveis atuam como uma espécie de embalagem alimenticia
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comestivel designando a uma estrutura dindmica que apresenta alteracdes ao longo
de seu envelhecimento, como seu crescimento (SUHAG, et al. 2020).

As coberturas comestiveis geralmente sao classificadas em hidrofilicas, nas
quais ha uma predominancia de substituintes quimicos caracterizados pela presenca
de ligacdes covalentes polares como carboxilatos (COO) e hidroxilas (OH") atribuindo
regides eletricamente positivas ou negativas na cadeia carbdnica, cuja aplicacédo é
recomendada para superficies fatiadas, aquosas e brilhosas. Os revestimentos
hidrofébicos apresentam moléculas com grupos organicos alquila e aroméatico
contribuindo para a neutralidade elétrica do esqueleto carbonico, essas formulacdes
sdo indicadas para frutos com alta taxa de transpiracdo (ASSIS, et al. 2014,
GIMENEZ, et al. 2017). Essa classificacdo permite organizar as diferentes
propriedades dos revestimentos a partir dos mecanismos de interacdo bioquimica
entre as peliculas e a regido superficial dos alimentos, contribuindo para escolher os
melhores constituintes para produzir determinada cobertura.

Ha cinco tipos de mecanismos de interacdo superficial para a fixacdo das
coberturas no exterior dos alimentos, sendo: interagdo por dipolo induzido (forcas de
curto alcance), ligacdo de hidrogénio, interacdo entre adsorvente e adsorvato atraves
de regides polares, interacao hidrofobica, atracdo entre grupos apolares (maior grau
de fixacdo), polarizacdo de elétrons decorrente da presenca de substituintes
aromaticos no adsorvato e atracdo eletrostatica proveniente de ions com cargas
opostas (GIMENEZ, et al. 2017).

A formacéo das coberturas ocorre a partir da caracteriza¢do do alimento a ser
revestido e selecdo dos principais constituintes poliméricos a serem aplicados para
produzir o0s revestimentos. Posteriormente € realizado a dissolucdo das
macromoléculas em um solvente adequado, ajustando pH e temperatura para
promover o processo de reticulagdo do material. As Ultimas etapas tém como objetivo
alterar a consisténcia do invélucro, através da adi¢cdo de um plastificante como glicerol
ou sorbitol, seguida da homogeneizacdo da membrana e do escoamento do excesso
de gel formado pela adi¢cao do plastificante (ASSIS, et al. 2014). Devido a variedade
de compostos na formulacdo do revestimento varios comportamentos quimicos
podem ocorrer. E necessario realizar testes para verificar o desempenho do material

filmogénico.
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Os materiais filmogénicos que serdo utilizados como coberturas devem
apresentar algumas caracteristicas desejaveis como: boa aderéncia (para garantir um
manuseio adequado), translucidez, ndo alterar aspectos particulares do fruto como
sabor e textura, espessura fina, porosidade apropriada para permitir a passagem de
oxigénio (ASSIS, et al. 2014; AZEREDO, et al. 2022; ROHASMIZAH, et al. 2022;
SUHAG, et al. 2020), sendo preferivel poros com dimensdo nanométrica para obter

melhor desempenho no processo de respiracéo aerodbica.

2.2. Cera de carnauba

A cera é produzida a partir da extracdo de substancias das folhas de palmeiras
de carnauba (Copernicia prunifera), encontradas na regido nordeste do Brasil
(FREITAS, et al. 2019; OLIVEIRA FILHO, et al. 2022). A cera de carnauba é um tipo
de lipideo que contém majoritariamente ésteres, acidos alifaticos, acidos aromaticos
e hidrocarbonetos, esses compostos atribuem um carater altamente hidrofébico que
conferem ao material propriedades impermeabilizantes e um ponto de fuséo
relativamente alto, 82 a 86 °C, sendo descrito na literatura como o maior ponto de
fusdo entre as ceras naturais (FREITAS, et al. 2019; SUSMITA DEVI, et al. 2022).
Essas caracteristicas justificam a maior utilizacdo da cera de carnauba, garantindo a
estabilidade mecéanica e quimica, devido aos componentes inertes que nao sao
prejudiciais a saude dos consumidores (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY,
2012; FDA, 1983; SUSMITA DEVI, et al. 2022).

Ha trés classificacdes para a cera de carnauba relacionadas ao processamento
da matriz: coloragao do produto, o procedimento de refino e o tratamento para purificar
as substancias presentes na matriz principal. O padréo internacional norte americano
apresenta as seguintes classificacdes: Tipo 1 (clareada e filtrada), Tipo 3 (Limpa,
filtrada e clareada), Tipo 4 (centrifugada) e Tipo 4 (filtrada), enquanto a padronizagéo

brasileira possui cinco tipos descritos na tabela | (FREITAS, et al. 2019).
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Tabela I: Classificacao brasileira de cera de Carnauba refinada.

Tipo Coloracao Refino
| — Filtrada Amarela clara Filtracdo
Il — Extra gordurosa Laranja clara Filtracdo
Il — Gordura filtrada Laranja escura Filtracdo
IV — Filtrada Marrom escuro Filtracdo
V - Centrifugada Preto Centrifugacéo

Fonte: FREITAS, et al. 2019, apud Carnauba, 2004.

A aplicagdo da cera de carnauba para formula¢des revestimentos comestiveis
também €& recomendada devido a atividade antioxidante e antimicrobiana das
substancias presentes na cera que possibilitam prolongar o tempo de prateleira de
frutos e aumentar a eficiéncia dos revestimentos produzidos (CHEN, et al. 2019; Da
SILVA ANDRADE, et al. 2018; OLIVEIRA FILHO, et al. 2022; SUSMITA DEVI, et al.
2022). A utilizacdo da cera de carnauba em revestimento das amostras de mamao
papaya (OLIVEIRA FILHO, et al. 2022) e maca chinesa (Zizyphus Mauritiana Lawk)
(CHEN, et al. 2019) promoveu uma boa preservacdo dos parametros de
amadurecimento dos frutos pelo periodo de estocagem de 12 dias até a observacéo

de mudanca do peso, perda de agua e mudanca de coloracéo.

2.3. Compostos bioativos da casca do pequi

O pequi (Caryocar brasiliensis) € um fruto que apresenta cerca de 84% do seu
peso localizado em sua casca, regido constituida pelo mesocarpo e epicarpo,
engquanto o restante de sua composicdo em massa € distribuido entre a polpa e a
semente do fruto. O descarte destas partes do pequi evidencia o grande desperdicio
alimenticio associado ao consumo do produto, considerando que a maior parte das
cascas que compdem o residuo agroindustrial sdo destinados a aterros sanitarios ou
enviados para incineracao, contribuindo para o aumento de lixo organico presente no
meio ambiente (OLIVEIRA, et al. 2008).

Segundo a FAO (2021) o desperdicio de alimentos pode ser definido como a
perda ou rejeicdo de estruturas de um determinado alimento que ocorre quando este
produto é destinado ao consumidor final ou a um centro comercial. A maior parte dos

residuos alimentares mal aproveitados sao provenientes de paises desenvolvidos ou
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subdesenvolvidos onde ha uma producdo excessiva de comida. O Programa das
Nacdes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA) atua no sentido de promover
campanhas a favor do consumo sustentavel de comida de modo a evitar perdas e
desperdicios, tema presente nos 17 objetivos do desenvolvimento sustentavel (ODS)
(FAO, 2021; SANTOS, et al. 2020).

E necessario ressaltar o potencial nutricional e propriedades antioxidantes da
casca de pequi que é rica em compostos fenolicos como o &cido gélico, &cido elagico,
e da polpa, boa fonte de provitamina A, a e 3 caroteno, assim como flavonoides que
contribuem para enriquecer a atividade antioxidante do fruto, ressaltando o valor
socioeconémico em reaproveitar esses residuos agroindustriais cujas caracteristicas
sao subestimadas (BRITO CANGUSSU, et al. 2021). Algumas sugestdes encontradas
na literatura para o reprocessamento das cascas incluem a extracdo de compostos
bioativos, producao de alimentos nutritivos com baixo teor de glaten e formulacfes de
racdes para animais (ANESE, et al. 2015; OLIVEIRA, et al. 2008).

O preparo da casca de pequi é realizado a partir da higienizagdo do material
por meio de lavagem com agua, seguida de sanitizacdo com solucdes de hipoclorito,
permitindo remover microrganismos e impurezas presentes nos residuos do pequi
antes de produzir a farinha. Segundo dados da literatura o teor de compostos bioativos
na casca de pequi € maior quando comparado a polpa do fruto (BRITO CANGUSSU,
et al. 2021; LEAO, et al. 2017). O pericarpo do alimento é rico principalmente em
polifendlicos, flavonoides, carotendides e fibras digeriveis. Isto demonstra que o
descarte dos residuos de pequi representa desperdicio e mal aproveitamento dos
nutrientes durante o processamento comercial e industrial. A composi¢éo centesimal
das cascas € estimada em 50% de fibras, 20% de fibras soluveis, 10% de polifendis,
8-10% de carotendides e o percentual restante é constituido por flavonoides e
diferentes tipos de taninos (ALVES-SANTOS, et al. 2022).

O principal polifenol identificado no exocarpo do pequi € o acido galico, sendo
a substancia majoritaria responsavel pela capacidade antioxidante do fruto. Outras
substancias com essa atividade também foram identificadas: acidos protocateico,
pcumarico, elagico, quinico, p-hidrobenzébico, quercetina e luteolina. A maior parte do
teor de carotendides encontrados foram compostos pela B-criptoxantina, neoxantina
e B-caroteno (ALVES-SANTOS, et al. 2022; BRITO CANGUSSU, et al. 2021).
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As propriedades dos compostos polifendlicos incluem a reducdo da
cardiotoxicidade do miocardio de cobaias laboratoriais, reducéo dos niveis de glicose
no sangue, inibicdo de enzimas como a-glucosidase e amilases (marcadores
medicinais que em determinadas concentragdes indicam inflamacgdes no organismo e
doencas como diabetes). A catequina, luteolina e demais flavondides séo
responsaveis por atribuir peculiaridades benéficas ao fruto como poder
antimicrobiano, anti-inflamatorio, combater células carcinogénicas e prevenir algumas
doencas metabdlicas (ALVES-SANTOS, et al. 2022; LEAO, et al. 2017; ROCHA, et al.
2015).

2.4. Aplicacao de compostos bioativos em revestimentos

A modificacdo dos revestimentos comestiveis tem como principal objetivo
adicionar substancias com propriedades antioxidantes ou antimicrobianas
contribuindo para aprimorar a maneira de conservar os frutos, prolongando o tempo
de prateleira dos alimentos e contribuindo para manter o sabor dos produtos
envolvidos pelo filme (GOL, et al. 2013). O processo de aplicacdo de compostos
bioativos em revestimentos € realizado a partir da selecdo da camada do fruto onde
se deseja manter os nutrientes, a partir disso pode-se incorporar a substancia na
superficie externa do fruto, na interface entre a pelicula e o alimento ou em
multicamadas presente na superficie da comida (QUIROS-SAUCEDA, et al. 2014).

Os bioativos aplicados aos revestimentos comestiveis sao metabdlitos
secundarios obtidos de diversas fontes como carotenoides, flavonoides e é&cidos
fendlicos, entre as principais vantagens de se utilizar essas substancias esta ampliar
0 prazo de validade dos produtos, incrementar a qualidade nutricional, modificar
levemente o sabor, reduzir o risco de agentes patogénicos, diminuir os danos que 0s
fatores ambientais podem causar e interagir com outros componentes da amostra,
tornando as caracteristicas visuais do fruto mais comercialmente atrativas (QUIROS-
SAUCEDA, et al. 2014).

A funcionalidade dos revestimentos é totalmente dependente da interacdo entre
a pelicula polimérica e os bioativos utilizados, é necessario considerar as forcas de
coesdo, ligacbes covalentes, idnicas e interagBes intermoleculares. As estratégias
mais divulgadas pela literatura para a fixagdo dos nutrientes nos biofilmes é a

utilizacdo de plastificantes e agentes emulsificantes, pois a aplicacdo dessas
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ferramentas biologicas permite atuar na cadeia carbdnica e na polaridade entre os
componentes do biofilme (QUIROS-SAUCEDA, et al. 2014; ROBLES-SANCHEZ, et
al. 2013).

Na industria alimenticia a pectina geralmente tem a funcéo de estabilizantes,
incorporantes e espessantes, porém sao realizadas alteracfes estruturais na pectina
adicionando grupos metil para produzir metoxidos no esqueleto carbbnico da
molécula. Essas substadncias sdo conhecidas pela classe complexa de
polissacarideos com alta densidade molecular que tem funcdes essenciais para as
plantas como a ades&o entre as células (MOALEMIYAN, et al. 2011; VALDES, et al.
2015). O grau de esterificacdo das pectinas modifica as propriedades gelificantes da
molécula, as cadeias poliméricas podem interagir eletrostaticamente promovendo a
formacao de uma espécie de gel (ROHASMIZAH, et al. 2022).

A presenca de alguns grupos funcionais na pectina e sua capacidade de gerar
diferentes tipos de interacdes por for¢as intermoleculares possibilita 0 composto atuar
como uma espécie de agente incorporador, contribuindo para adicionar outras
substancias com propriedades bioativas na composi¢cao do revestimento produzido,
na literatura ha indicacfes que explicitam que o método de emulsificacdo em solucéo
€ mais vantajoso para incorporar substancias com carater lipidico na superficie dos

alimentos atribuindo propriedades mecanicas a pelicula (ROHASMIZAH, et al. 2022).

2.5. Andlises fisico-quimicas

Os frutos sdo considerados sistemas dinamicos que ocorrem diversos
processos bioquimicos como oxidacdo e atuacdo de enzimas durante sua etapa de
maturacdo. Em uma dessas etapas, denominada transpiragcdo ocorre a perda de
massa fresca dos alimentos através da perda de agua e trocas gasosas com 0 meio
externo. Portanto, € importante avaliar os parametros que influenciam o avang¢o na
perda de massa dos frutos e elaborar alternativas para diminuir essa perda (PINTO,
et al. 2012).
2.5.1. Solidos Soluveis Totais (SST):

A producdo de etileno nos frutos indica o inicio de uma etapa de
amadurecimento denominada etapa fisiolégica climatérica, caracterizada pelo
aumento de sélidos soluveis totais (SST) com aumento de acgUcares, acidos e

nutrientes que podem ser dissolvidos em solucdo aquosa (LI, et al. 2020). A analise
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de solidos soluveis totais podem ocorrer por dois tipos de métodos, os destrutivos,
gue danificam a amostra para obter os resultados e 0s ndo destrutivos que apesar de
ndo danificar a matriz demandam mais recursos laboratoriais e tempo de andlise,
geralmente esses sdo mais caros.

Os métodos ndo destrutivos se baseiam em mensurar uma propriedade
correlacionada com os parametros fisico-quimicos dos frutos, por exemplo o
monitoramento por software de caracteristicas vibracionais e elétricas em um
ambiente controlado, alguns exemplos desses métodos sdo a espectroscopia Raman,
espectroscopia de infravermelho proximo e tomografia computadorizada (LI, et al.
2020).

2.5.2. Acidez titulavel e pH:

As andlises de acidez titulavel e pH sédo correlacionadas entre si, ambas
buscam determinar analiticamente parametros para avaliar a qualidade dos alimentos
a partir da concentracdo de acido na amostra. A acidez titulavel € um ensaio que
procura medir a concentracao total de acido na matriz, sendo mais til para avaliar
como essa variavel impacta no sabor do alimento, enquanto as analises de pH
permitem avaliar o ponto final de uma titulacdo e a faixa de acidez para um
determinado fruto (SADLER, 2010).

2.5.3. Perda de massa:

A perda de agua dos frutos também é relacionada a perda de massa dos
alimentos, provocando um impacto variavel de acordo com a composicao e
caracteristicas particulares de cada produto, geralmente a perda de massa esta
associada a textura ruim, maior escurecimento do alimento, aceleracdo da
senescéncia e tem um impacto direto no sabor dos frutos, afetando seu interesse
comercial (LUFU, et al. 2020).

2.6. Andlises fitoquimicas
2.6.1. Fendlicos:

Os polifendlicos sdo compostos descritos como metabdlitos secundarios no
organismo das plantas, sendo uma classe de substancias organicas abundante no
reino vegetal. Esses compostos apresentam propriedades antioxidante e
consequentemente possuem funcdes fisiolégicas importantes para as espécies

vegetais, por exemplo evitar a infeccdo de patdogenos e producdo de nutrientes
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degradantes a estrutura morfologica da planta, fornece um suporte estrutural para a
realizacdo de processos como fixacdo de agua nas raizes e fotossintese, cujo ha
relatos da existéncia de mais de 200.000 polifendis identificados (DE LA ROSA, et al.
2019; LATTANZIO, 2013).

As substancias denominadas como metabdlitos secundarios sdo quimicamente
bem variados estando presentes em células atuantes em processos respiratorios e
fotossintéticos, enquanto os priméarios sdo constituidos por acucares, aminoacidos e
acidos nucleicos que auxiliam no desenvolvimento das plantas (DE LA ROSA, et al.
2019). O teor de compostos fendlicos presentes em frutos estad relacionado a
composicdo do solo, maturacdo do vegetal e condicbes de armazenamento das
espécies da flora (HAMINIUK, et al. 2012).

Quimicamente os fendlicos séo classificados de acordo com a presenca de um
ou mais grupos funcionais hidroxila ligados a um anel aromatico, a partir disso pode-
se classificar esses compostos considerando o numero de anéis presentes na
estrutura da molécula em acidos fendlicos, flavondides, lignanas, taninos
condensados, estilbenos, xantonas e demais designadores (LATTANZIO, 2013).

A determinacdo dos compostos fenolicos de uma amostra € realizada através
de diferentes métodos, como os ensaios colorimétricos envolvendo Folin-Denis, Folin-
Ciocalteau e titulacdo com permanganato, entretanto ha uma preferéncia na utilizacéao
do método do Folin-Ciocalteau devido a sua sensibilidade, menor nimero de
interferentes e maior facilidade para padronizar erros de manipulagcdo de
equipamentos pelos analistas. O ensaio tem como principio uma reacdo de
oxirredugao que ocorre em meio alcalino provocando a formacdo de um complexo
entre o Folin-Ciocalteau e o composto fendlico que possui coloracdo azulada e
apresenta um maximo de absorbancia em torno de 760 nm que possibilita a sua
quantificacdo e identificacao (DAI, et al. 2010; SINGLETON, et al. 1999).

2.6.2. Flavonoides:

Os flavonoides sao definidos como substancias que contém em sua estrutura
dois anéis fendlicos em um esqueleto carbbnico heterociclico, representado pela
figura 1, cuja grupo apresenta seis subclassificacbes denominadas: flavondis,
flavononas, isoflavonas, flavonas, antocianinas e flavan-3-ols. Essa classe de

compostos sdao os fendlicos mais encontrados em diferentes tipos de vegetais

22



distribuidos em inimeras espécies onde € relatado na literatura a caracterizacdo de
mais de 5.000 tipos de flavonoides (BATE-SMITH, 1954; GEISSMAN, 1954,
HAMINIUK, et al. 2012).

Figura I: Estrutura dos flavonoides.

Fonte: DE LA ROSA, et al. 2019.

Os beneficios associados ao consumo dos flavonoides estdo mais relacionados
ao fortalecimento do sistema imunoldgico, prevencao de doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas incluindo combate contra alguns tipos de virus e bactérias que
atacam células com fun¢des nessas regiées do corpo, propriedades anti-inflamatorias
e anticarcinogénicas (GEISSMAN, 1954).

A identificacdo de flavonoides geralmente € realizada por analises
espectrofotométricas devido ao seu baixo custo, praticidade e sensibilidade. Uma
metodologia bastante reportada na literatura consiste na reacdo de flavonoides com
AIClz em um solvente alcodlico que contribui para a formag¢do de um complexo que
proporciona uma intensificacdo da absorbancia e permite a sua identificacdo e
quantificacdo (BATE-SMITH, 1954; ZINSHEN, 1999)

2.6.3. Taninos:

Alguns compostos fendlicos apresentam forma polimérica com alto peso
molecular, essas substancias sao denominadas como taninos, que tem como principal
caracteristica apresentar a propriedade de complexar ao interagir quimicamente com
proteinas ou carboidratos. O peso molecular para classificar uma substancia como um
tanino é estimado de 500 a 3000, cuja classe de compostos € subdividida em taninos
hidrolisaveis, acidos, bases ou algumas enzimas que podem ser fragmentados em
outros subprodutos ao reagir em meio aquoso e podem formar uma solugcdo com
coloracdo azul em cloreto férrico (HASSANPOUR, et al. 2011). Os taninos
condensados sdo metabdlitos que possuem uma estrutura mais complexa que podem

interagir com &cidos ou enzimas formando substancias poliméricas que atribuem
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coloracdo vermelha as cascas de alguns vegetais (DE LA ROSA, et al. 2019;
LATTANZIO, 2013; WHITE, 1957).

O alto teor de diferentes tipos de taninos em vegetais atribuem algumas
peculiaridades as plantas, sensorialmente no pequi por exemplo esta associado ao
sabor amargo de suas cascas, auxiliam na digestdo metabdlica de proteinas no
organismo de alguns animais e promovem o0 ampliamento da absorcdo de
aminoacidos essenciais para o bom funcionamento do metabolismo (HASSANPOUR,
et al. 2011).

O elevado grau de polimerizacdo dos taninos possibilita a formacdo de
complexos entre essas substancias e diferentes proteinas, devido a essa
caracteristica peculiar, a utilizacdo de um agente complexante como o PVPP
(polivinilpolipirrolidona) permite a identificagéo de taninos totais a partir da precipitacao
dos complexos formados, alguns fatores como o pH, a temperatura e a quantidade de
polifendis estruturais influenciam na reacéo colorimétrica de identificacdo de taninos
possibilitando realizar a quantificacdo dessas substancias por espectrofotometria (
MAKKAR, et al. 1995; VERZA, et al. 2008).

2.7. Capacidade antioxidante

O metabolismo oxidativo participa de algumas reac¢des quimicas presentes no
organismo humano sendo importante para contribuir com a sobrevivéncia de algumas
células, entretanto essas oxida¢cGes promovem a producéo de radicais livres, espécies
reativas que podem sobrecarregar e degradar algumas enzimas, proteinas e até
mesmo o DNA. Uma substéancia antioxidante é definida como uma espécie quimica
gue mesmo em concentracdo baixa em relacdo ao substrato oxidativo consegue
atrasar ou inibir parcialmente o processo de oxidagdo (ANTOLOVICH, et al. 2002).

As substancias que apresentam capacidade antioxidante classificadas como
primérias inibem a oxidag&o impedindo a propagagdo em cadeias dos radicais livres
formando compostos neutros por meio de mecanismos organicos homoliticos com
peroxil e alcoxil, enquanto o secundario retarda os processos oxidativos a partir da
remocao de um substrato ou composto que participa das reacbes com os radicais
livres. Deve-se ressaltar que a atividade antioxidante € medida considerando os
efeitos do antioxidante utilizado para controlar a oxidacdo e ndo pode ser mensurado
diretamente (ANTOLOVICH, et al. 2002).
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2.7.1. Sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil):

Entre os ensaios para mensurar a atividade antioxidante um dos mais
recorrentes e utilizados citados pela literatura € o método de captura do radical
organico por DPPH, um reagente na forma de um radical cromogénico (produz
pigmentos). A realizacdo do experimento para quantificar a atividade antioxidante tem
como principio a transferéncia de elétrons da substancia antioxidante para neutralizar
o radical DPPH (RUFINO, et al. 2008; SHAHIDI, et al. 2015).

A avaliacdo da capacidade antioxidante por DPPH em metanol se baseia na
reducao do reagente DPPH permitindo realizar o monitoramento da diminuicdo de sua
absorbancia através de técnicas espectrofotométricas (BRAND-WILLIAMS, et al.
1995). Os resultados para a atividade antioxidante pode ser fornecida como a
concentracéo efetiva para reduzir em 50% a concentracao inicial do DPPH (ECso) a
partir da leitura da solucdo em um espectrofotébmetro a 516 nm, outra forma comum
de se expressar os resultados € calcular a concentracdo a partir de um padrdo por
meio de uma regressao linear fornecendo a capacidade antioxidante equivalente ao
padrao de referéncia utilizado (SHAHIDI, et al. 2015).

2.7.2. Andlise antioxidante a partir da reducéo do ferro (FRAP):

Uma das formas de medir a atividade antioxidante é realizar o ensaio de
reducdo do ferro em um complexo com TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil-S-triazina)), que
absorve fortemente em 595 nm. Esse experimento requer um pH baixo para promover
uma reacdo redox com reducdo das espécies de ferro complexadas, o ensaio &
colorimétrico devido a variagdo do nox das espécies de ferro 3+ para 2+ (de vermelho

para azul), a reacao ocorre de maneira ndo especifica (BENZIE, et al. 1996).

2.8. Validacdo de método

A validacdo dos métodos analiticos s&o processos essenciais para garantir a
confiabilidade dos resultados expressos a partir de uma determinada analise, apesar
do processo de validacdo ser longo e exaustivo é importante, pois apresentam
evidéncias por meio de critérios objetivos que um determinado processo analitico esta
apto para a utilizacdo e permite a obtencdo de um nivel minimamente aceitavel de
qualidade para as analises propostas (INMETRO, 2020; MARSON, et al. 2020). O

25



processo de desenvolvimento e validacdo de um método cientifico ndo apresenta
apenas a funcao de garantir os parametros de qualidade exigidos, mas promovem
consequentemente o aprimoramento dos processos analiticos envolvidos,
contribuindo para obter a melhor eficiéncia de cada etapa do controle de qualidade,
de forma a evitar a perda de tempo, dinheiro e recursos destinados a obtencéo de
determinados produtos ou servicos, evidenciando que a validacdo é mais lucrativa
para a performance das analises a longo prazo (GREEN, 1996).

O desenvolvimento das caracteristicas adotadas para uma determinada
validacdo de método tem suas especificidades pautadas na aplicacdo da metodologia
pré-estabelecida para realizar uma analise, consequentemente o desenvolvimento e
a validacado de um método séo caracterizados como um processo iterativo, ou seja,
algumas etapas da validacdo podem ser repetidas a partir da obtencédo de alguns
resultados que apontam evidéncias da necessidade de realizar mais testes para
alcancar um critério exigido por algum parametro durante uma etapa do método
aplicado (INMETRO, 2020; GREEN, 1996).

A partir disso infere-se que as particularidades de cada matriz analisada
influenciam consideravelmente no desenvolvimento de um procedimento analitico,
para analises cromatograficas por CLAE (HPLC) fatores intrinsecos como o pH da
fase movel, a interacdo do analito com a coluna, temperatura da fase estacionaria,
fluxo de injec&o do solvente e outras variaveis tornam a otimizacdo das analises mais
complexas e consequentemente mais importantes para garantir o melhor
aproveitamento de tempo e recursos (SAHU, et al. 2018).

A verificagdo de parametros de desempenho é essencial para validar o método
justificando a sua confiabilidade. Nas analises cromatograficas por CLAE (HPLC),
esses parametros sao a linearidade, seletividade, limite de deteccéo e quantificacéo,
precisao, recuperacdo e efeito matriz (INMETRO, 2020). A avaliagcdo de cada
parametro pode ser realizada de diversas formas, sendo que esses procedimentos
avaliativos estdo descritos em documentos normativos que orientam sobre 0s

aspectos gerais de parametro na validacao.
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2.9. Contextualizacdo do ensino de quimica

A construgao de conhecimentos segue um mecanismo de interpretacao a partir
da experimentacao e aplicacado de objetos de interesse em situa¢des problemas, a
partir disso os individuos conseguem utilizar de sua percep¢do para reconstruir a
informacé&o de acordo com suas perspectivas adquirindo a aquisicdo de conhecimento
(MORIN, 2018). Na perspectiva de ensino, o educador atua como um facilitador da
aquisicao de conhecimento, sendo essencial se conectar com os estudantes para
promover uma comunicacao coerente que auxilie na transmissao de informacéo que
corrobore com a realidade multidimensional dos discentes (ARROIO, et al. 2006).

De acordo com Mortimer, et al. (2018), a utilizacdo de uma ideia central para
explorar conceitos quimicos que circundam esse objetivo como uma maneira de
aproximar os objetos de estudo com aspectos cotidianos dos estudantes. Esses
aspectos podem ser observados em fenbmenos como a oxidagcdo de compostos
organicos que provocam 0 escurecimento enziméatico de uma maga, indicando a
presenca de uma reacdo quimica que contribui para a degradacéao do fruto, alteracéo
de textura e sabor. Essas propostas permitem utilizar os aspectos fenomenolégicos,
representacionais e teéricos da quimica para formular aulas em diferentes niveis
educacionais.

As aulas propostas podem ser elaboradas levando em consideracdo a atuacao
hipotético-dedutiva, ressaltando-se a possibilidade de utilizar caminhos alternativos
para avaliar um problema e obter diferentes solucdes, essa abordagem permite uma
melhor compreensao do trabalho de pesquisa cientifica ao considerar fatores como
custo-beneficio, equipamentos disponiveis e duracdo de analises para promover uma
aprendizagem significativa em que o aluno é protagonista de modo ativo (MORTIMER,
et al. 2000; SANTOS, et al. 2018).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Produzir e caracterizar um revestimento comestivel enriqguecido com o0s
compostos bioativos do pericarpo da casca de pequi para retardar 0S processos

fisiologicos do amadurecimento de vegetais.
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3.2. Objetivo especifico

e Produzir farinha das diferentes partes da casca do pequi;

e Extrair os compostos bioativos da casca do pequi;

e Analisar a quantidade de fendlicos, flavonoides e taninos totais;

e Avaliar a capacidade antioxidante do extrato liofilizado da casca de pequi;
e Produzir uma formulacao para o revestimento comestivel;

e Aplicar o revestimento comestivel em vegetais;

e Realizar analises de controle de qualidade dos alimentos;

e Validar um método para quantificacdo de acido gdlico presente no pericarpo da
casca de pequi;

e Quantificar o teor de &cido galico presente no pericarpo da casca de pequi;

e Elaborar uma aula sobre os compostos fendlicos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao da farinha de pequi e extracdo de compostos fendlicos
4.1.1. Obtencéo da farinha de pequi:

As cascas foram doadas por comerciantes na regido do Gama-DF no periodo
de novembro de 2022 a janeiro de 2023. Os residuos alimenticios inicialmente foram
lavados em &gua corrente e sanitizados em solucéo de hipoclorito de sodio a 200 ppm
por 15 min e enxaguadas a 20 ppm. ApGs o procedimento de sanitizacdo foram
retiradas as partes danificadas por injurias mecéanicas ou oxidacdo, em seguida as
cascas foram processadas em trés diferentes lotes, um contendo apenas 0 mesocarpo
do fruto, outro apenas com o0 exocarpo e um terceiro sendo a casca inteira (constituido
pelo mesocarpo e o exocarpo do pequi), conforme a figura Il. Esses trés lotes de
cascas foram cortados transversalmente em quatro partes, obtendo-se pedacgos de
dimensdes semelhantes e uniformes. Posteriormente as cascas foram submetidas a
secagem em um secador com circulacéo de ar forcada a 60 °C até peso constante.
As cascas secas foram trituradas em moinho de facas e o tamanho de particula

homogeneizados em peneiradas com abertura de malha de 600 um.
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Figura Il: Estrutura do pequi.

Mesocarpo Externo

Exocarpo

Fonte: Elaborado pelo autor

4.1.2. Extragédo de compostos bioativos:

A extracdo dos compostos bioativos foi realizada conforme Wu, et al. (2020)
gue consiste na utilizacdo de 0,5 gramas de amostra em uma solucdo contendo 15
mL de metanol 70% acidificado com 0,1% de HCI, submetida ao banho ultrassom por
30 minutos, centrifugados por 20 minutos e filtrados em papel de filtro qualitativo (80
g/m?), repetindo esse procedimento duas vezes. Os extratos obtidos foram
rotaevaporados a 40 °C, liofilizados (-40 °C, a -660 mmHg) e armazenados em freezer
até a realizacdo das analises. O rendimento do extrato liofilizado foi realizado em
quadruplicata para o mesocarpo (M), exocarpo (E) e pericarpo (P), obtido por
gravimetria e o resultado expresso em gramas de amostra in natura, necessarias para
obter 1,0 g de extrato liofilizado.

Para a realizacdo das andlises de fendlicos totais, flavonoides totais, taninos
totais e ensaio de atividade antioxidante por DPPH e FRAP, o extrato liofilizado foi
ressuspendido em metanol 70%. O procedimento experimental foi resumido no

fluxograma do anexo D.

4.2. Andlises fisico-quimicas
4.2.1. Fendlicos totais:

A quantificacdo de fendlicos totais foi realizada conforme Lin, et al. (2018) a
partir da reagédo de 0,1 mL de extrato da amostra, 0,5 mL de solucdo de Folin-
Ciocalteau 10% e 0,4 mL de carbonato de sodio 7,5% (m/v). Os reagentes com a
amostra foram homogeneizados em agitador de tubos, armazenados na auséncia de
luz por 30 minutos e a leitura foi realizada em espectrofotbmetro Biospectro SP-22
com comprimento de onda de 760 nm. Os resultados foram calculados a partir da

regressao linear de uma curva analitica de cinco pontos, empregando-se como padrao
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o acido galico (GA), e expressos em micrograma de GA por miligrama de farinha de

casca de pequi (ug GA/mg).

4.2.2. Flavonoides totais:

A analise foi realizada de acordo com Zhishen, et al. (1999), a partir da adicao
de 1,6 mL de solugdo de AICIs a 1% (m/v) e 0,4 mL de extrato da amostra,
homogeneizados em agitador de tubos e mantida na auséncia de luz por 30 min. Em
seguida, a leitura foi realizada em espectrofotometro a 420 nm e os resultados foram
calculados a partir da regressao linear de uma curva analitica de cinco pontos e

expressos em micrograma de rutina por miligrama de farinha (ug RU/mg).

4.2.3. Taninos totais:

O teor de taninos totais foi realizado segundo Makkar, et al. (2003) utilizando a
guantificacdo dos fendlicos totais antes e depois da precipitacdo dos taninos com a
polivinilpolipirrolidona (PVPP). Para a precipitagéo dos taninos foram adicionados, em
um tubo de ensaio, 100 mg de PVPP, 1 mL de agua destilada e 1 mL de amostra. A
mistura foi homogeneizada em agitador de tubos tipo vértex por 1 minuto, levada a
geladeira a 4 °C por 15 minutos, posteriormente os tubos foram centrifugados a 6000
rpm por 20 minutos, o sobrenadante foi transferido para um microtubo e centrifugado
novamente a 10000 rpm por 20 minutos. Para a quantificagédo dos fendlicos, em tubo
de ensaio foram adicionados 0,25 mL de amostra ou do sobrenadante obtido na
primeira etapa, 0,125 mL de Folin-Ciocalteau (50% v/v) e 0,625 mL de carbonato de
sédio (20% m/v). As solugbes foram homogeneizadas, armazenadas por 40 minutos
na auséncia de luz e em seguida lidas em um espectrofotbmetro a 725 nm. Os
resultados foram calculados a partir da subtracdo dos taninos totais pelos fenolicos
simples. Estes foram obtidos por meio da regressao linear de uma curva analitica de
cinco pontos, empregando-se como padrdo o &cido tanico (TA), e expressos em

micrograma de TA por miligrama de farinha de casca de pequi (ug TA/mg).

4.3. Atividade antioxidante:
4.3.1. DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil):
A atividade antioxidante foi determinada por meio do ensaio de captura do

radical DPPH e a solucdo de DPPH foi preparada a partir de 2,4 mg do reagente em
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100 mL de etanol. A analise foi realizada com 975 pL de uma solugdo com etanol e
DPPH com 25 uL de amostra. A leitura foi efetuada em um espectrofotdmetro a 515
nm, apdés 60 minutos em um ambiente escuro. O branco da analise foi feito apenas
etanol e o controle foi elaborado com aliquotas da solu¢édo de DPPH contendo 25 uL
de etanol e 975 L da solugao de DPPH (BRAND-WILLIAMS, et al. 1995; RUFINO, et
al. 2007). Os resultados foram calculados por regresséao linear em uma curva analitica
de cinco pontos, expressos em TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox)
por grama de amostra (umol TEAC/g).

4.3.2. FRAP:

O reagente FRAP foi elaborado a partir de 50 mL de tampé&o acetato 0,3 mol.L"
! de pH=3,6, 5,0 mL de uma solucédo de TPTZ 10 mmol.L* e 5,0 mL de uma solucgéo
aquosa de cloreto férrico 20 mmol.Lt. Em um ambiente escuro, transferiu-se uma
aliquota de 30 uL de cada diluigdo do extrato para eppendorfs, adicionou-se 30 uL de
agua destilada e 900 pL do reagente FRAP. A reacéo foi homogeneizada e levada a
uma estufa biolégica para descansar por 30 minutos a 37 °C. O ensaio foi realizado
em triplicata e as aliquotas foram lidas em um espectrofotémetro a 595 nm (RUFINO,
et al. 2007). Os resultados foram submetidos a regressao linear por meio de uma curva
padréo, expressos em TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox) por grama

de amostra (umol TEAC/qg).

4.4. Producdao e aplicacdo do revestimento

A amostra selecionada para a aplicagdo do extrato no revestimento foi o
pericarpo do pequi devido ao seu maior teor de taninos e a possibilidade de utilizar a
maior parte dos residuos do pequi.

Foram produzidos 2 tipos de revestimento conforme Devi, et al. (2023) com
adaptacdes. O primeiro contém apenas cera de carnalba e o segundo foi preparado
com cera de carnauba e extrato da casca de pequi. Uma mistura foi preparada
contendo 2% (m/v) de cera de carnauba fundida e 2,5% de Tween 80 mantidos sob
aquecimento por 5 minutos a 85°C. Em seguida acrescentou-se 50% do volume final
de 4gua destilada quente a cada solugédo e o aquecimento a 85 °C foi mantido por
mais 15 minutos. Apos atingir 40 °C, foi adicionado uma solugéo de 2 mg/mL de extrato

liofilizado do pericarpo da casca de pequi contendo 80 ug TA/mg ao revestimento
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aprimorado, em seguida as solucdes foram transferidas para um banho ultrassom a
30 °C por 30 minutos. O revestimento apenas com cera de carnauba foi elaborado de
maneira analoga, sem a adi¢do do extrato da casca de pequi. Ambos os revestimentos
foram mantidos sob agitagdo de 1000 rpm por 15 minutos até sua completa

homogeneizacgéo, como ilustrado na figura lll.

Figura Ill. Esquema de formulag&o do revestimento comestivel.
50% agua destilada Extrato do pericarpo de pequi (2 mg/mL)
$ Contendo 80,0 ug TA/mL e 140,0 ug GA/mL

Cera de Carnalba Aquecimento Ultrassom Homogeneizagao Aplicar revestimentos Deixar secar
e Tween 80 85 °C por 15 min 30 °C por 30 min 15 min por aspersdo durante 30 s por 1 hora
85 °C por 5 min

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os tomates pera organicos forma adquiridos em mercado local no DF, sendo
selecionados no estagio de maturagcdo “de vez’, lavados em agua corrente,
sanitizados em solucéo clorada a 100 ppm por 15 minutos e enxaguados a 10 ppm.
Depois de secos a temperatura ambiente, os tomates foram submetidos a aplicacéo
dos dois tipos de revestimento comestivel por asperséo durante 30 segundos, sendo
necessarios cerca de 200 mL de cada solucéo para revestir completamente 80 frutos.
Em seguida, os tomates foram mantidos em bandejas para a secagem por 1 hora e
posteriormente adicionados em embalagens previamente sanitizadas, pesados e
transferidos para uma camara B. O. D. com temperatura de 25 °C e umidade de 46-
48% por 9 dias.

Foi realizado a separacéo dos tomates em trés grupos, sendo estes: o controle,
revestimento com extrato da casca de pequi e cera de carnauba e o revestimento
apenas com cera de carnauba. Para cada grupo foram separadas 10 embalagens com
cerca de 54 gramas de tomate pera. Durante o periodo de 9 dias foram retiradas 2
embalagens de cada grupo nos dias 0, 2, 3, 6 e 9 para analise quanto ao pH, acidez
titulavel, solidos soluveis totais (°Brix), perda de massa e avaliacdo da deterioracéo
visual em funcdo da porcentagem de frutos contaminados. O procedimento
experimental foi resumido no fluxograma do anexo C.
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4.5. Controle de qualidade dos frutos
4.5.1. Solidos solaveis totais:

O teor de sdlidos soluveis totais foi obtido a partir de uma analise por
refratometria, esse ensaio foi realizado com o auxilio de um refratbmetro digital
calibrado com &agua, utilizando algodédo para transferir a amostra liquida para o
equipamento, obtendo-se assim o °Brix, posteriormente corrigido para a temperatura
de 20 °C (IAL, 2008).

4.5.2. Acidez titulavel e pH:

Para a realizacdo das analises, 5 g de amostra foi dissolvida em 100 mL de
agua destilada. Primeiramente, foi realizada a analise de pH por meio da leitura direta
em um pHmetro devidamente calibrado e posteriormente foi realizada a analise de
acidez total por meio da titulacdo da amostra contra uma solucdo padronizada de
NaOH 0,1 mol/L até a faixa de pH 8,2-8,4. Os resultados da acidez titulavel foram
expressos em g de &cido citrico por 100 g de amostra, calculados a partir da equacao
abaixo (1AL, 2008).

VYyaon-F-[NaOH]. MM.
10.m.ny+

acidez =

Legenda: Vnaon — Volume de NaOH gasto na titulagdo em mL, F — Fator de corre¢do da solugéo de
NaOH, [NaOH] — Concentracdo molar da solucdo de NaOH, MM — Massa molar do &cido organico
presente na amostra em gramas, m — massa da amostra em gramas, ny* - Numero de hidrogénios

ionizaveis do acido organico presente na amostra.

4.5.3. Perda de massa fresca:
O parametro da perda de massa foi obtido por gravimetria e o resultado foi
expresso em percentual de perda de massa fresca de acordo com a férmula abaixo.

(Massa inicial — Massa final)
(Massa final)

Perda de massa (%) =

4.5.4. Avaliagdo da deterioragao:
A avaliacéo foi realizada visualmente em funcdo da porcentagem de frutos

degradados durante a realizagédo do experimento.
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4.6. Validacado de método

A validacdo do método foi realizada de acordo com Yamaguchi, et al. (2017)
com adaptacdes. Os extratos foram inseridos em um cromatografo (Shimadzu) com
injetor automatico e volume de injecdo de 10 uL. Foi utilizada uma coluna C18
(Phenomenex - Gemini 5 um, 110 A) de dimensdes (150 x 4,60mm) e a fase movel
era composta pelo solvente (A) - Agua (H20):Acido formico (CH202) na propor¢éo
99,5:0,5 (v/v) e pelo solvente (B) - Acetonitrila (CH3CN): Acido formico (CH202) na
proporcao 99,5:0,5 (v/v). A separacdo cromatografica foi aplicada em gradiente na
proporcao 95-5% (A/B) de 0 a 35 minutos, 80-20% (A/B) de 35 a 38 minutos, 10-90%
(A/B) de 38 a 42 minutos e 95-5% de 42 a 57 minutos para realizar a limpeza da
coluna. A temperatura do forno de coluna foi ajustada em 40 °C, com fluxo de injecéo
de 0,7 mL.min! e a detec¢do do acido galico foi efetuada por um detector UV/Vis a
270 nm. O acido galico foi quantificado através de uma curva padrdo com 6 pontos
em triplicata e os resultados foram expressos em mg GA/g.

A validacdo do método proposto foi realizada de acordo com 0s pressupostos
estabelecidos pelo INMETRO (2020) em suas diretrizes para a orientacdo sobre a
validacdo de métodos analiticos. Os parametros analisados para validar o método
foram a seletividade, linearidade, efeito matriz, limite de deteccado, limite de
quantificacdo, tendéncia (recuperacao) e precisao.

4.6.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada a partir da comparacao dos cromatogramas das
amostras sem adicao de acido galico com os cromatogramas das amostras contendo
adicdo do padréo, comparando os tempos de retengdo do pico de interesse e

verificando a auséncia de interferentes proximos.

4.6.2. Linearidade

A avaliacdo do parametro foi realizada a partir da elaboracdo de uma curva
padrdo de 4&cido gdlico, em triplicata, contendo 6 pontos, nas seguintes
concentragbes: 0,01 mg.mL?, 0,016 mg.mL*, 0,02 mg.mL?, 0,03 mg.mL?, 0,04
mg.mL* e 0,08 mg.mL™. Inicialmente, verificou-se a igualdade entre a variancia
(homocedasticidade) dos residuos e a auséncia de valores discrepantes (outliers)
para cada nivel de concentragdo, posteriormente a relagdo linear foi avaliada por
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regressao linear utilizando o método dos minimos quadrados entre o sinal analitico e

a concentracdo de &cido galico mg GA.mL™! presente na amostra.

4.6.3. Efeito matriz

A interferéncia da matriz foi testada através da comparacéao entre o coeficiente
angular da curva de acido galico em metanol e a inclinacdo da curva de acido galico
na matriz do extrato liofilizado do pericarpo do pequi utilizando o teste de F (Snedecor)
e o teste de t (Student) para avaliar diferencas estatisticas.

4.6.4. Limite de deteccao
O limite de deteccdo (LD) do acido galico foi obtido a partir do ensaio de
linearidade da curva analitica do padrdo de acido gélico previamente preparado
utilizando a equacéo abaixo.
D 3,3(DP)
a

Legenda: DP — Desvio padrdo do sinal analitico do branco, a — Coeficiente angular (inclinagédo) da

curva.

4.6.5. Limite de quantificacao
O limite de quantificacao (LQ) foi determinado pela relacéo sinal-ruido através
da equacao abaixo, utilizando o sinal obtido pelo ruido presente no branco do ensaio
e o coeficiente angular da curva analitica.
10(DP)

LQ =

Legenda: DP — Desvio padrdo do sinal analitico do branco, a — Coeficiente angular (inclinacdo) da

curva.
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4.6.6. Tendéncia (Recuperacao)

A tendéncia foi determinada a partir do ensaio de recuperacdo utilizando a
amostra de pericarpo do pequi com a adi¢ao de trés concentragdes distintas do padrao
de acido galico (0,01 mg.mL%, 0,04 mg.mL* e 0,08 mg.mL!) com 5 réplicas e um
branco. A porcentagem de recuperacéao foi obtida de acordo com a equacao abaixo.

< € -G
% de recuperacao = (

>x100

3
Legenda: C1 — Concentracéo do analito na amostra fortificada, C2 — Concentragcédo de analito na amostra

néo fortificada, Cs — Concentragdo do analito adicionado a amostra fortificada.

4.6.7. Precisdo

A precisdo foi avaliada a partir da repetibilidade de medicdo, ou seja, as
andlises foram realizadas pelo mesmo analista, no mesmo equipamento sob as
mesmas condi¢cbes experimentais em dias distintos. Para a analise utilizou-se a
amostra do extrato do pericarpo do pequi na concentracdo de 1 mg.mL*, com adicéo
padréo de acido galico em trés concentracdes: 0,01 mg.mL%, 0,04 mg.mL* e 0,08
mg.mL"1, com 5 réplicas e um branco. O parametro foi calculado como desvio padréo

relativo percentual (%DPR), conforme exibido na equacao abaixo:

DP
NDPR = (CMD

Legenda: DP — Desvio padrdo, CMD — Concentragdo Média Determinada.

>x100

4.7. Analise Estatistica

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como
meédia seguida do desvio padrédo. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e para comparactes entre as médias foi utilizado o teste de Tukey (p<0,05)

por meio do software Minitab 16.

4.8. Proposta de aula

A aula foi elaborada explorando tépicos fundamentais para o aprendizado da
quimica. A partir disso foi realizada uma adaptacdo didatica de aspectos dos
compostos fendlicos, como sua definicao e identificacdo para inclui-los em um plano
de aula e um roteiro experimental para execucao em laboratorio, conforme os anexos
AeB.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Processamento do pequi e rendimento da farinha da casca de pequi

O processamento das cascas de pequi foi realizado com a remocéao de residuo
da améndoa, partes de outros residuos alimenticios presentes nas cascas e regides
com alto escurecimento enzimatico resultando em uma perda de 19,4+3,1% da massa
total das cascas obtidas, como observado na tabela Il. As cascas de pequi foram
divididas em duas regifes, onde o mesocarpo obteve maior representatividade com
74,1+4,9 %, enquanto o exocarpo detém de apenas 25,9+4,9 % do total da casca.
Essas observacdes sao coerentes com os dados expostos por Nascimento, et al.
(2019) que encontrou cerca de 75-84% do peso do pequi representado pelo pericarpo
do fruto.

ApoOs a secagem das diferentes amostras de pequi (exocarpo, mesocarpo e
pericarpo), o maior rendimento foi obtido pela farinha do exocarpo, seguido do
pericarpo e do mesocarpo, conforme a tabela Il. Este resultado pode ser explicado ao
considerar que o mesocarpo do pequi possui cerca de 88,6+0,39% de umidade,
conforme Costa et al. (2017), portanto a maior parte da agua do fruto se encontra
nesta regido, justificando a maior perda de massa e o menor rendimento para o

mesocarpo em relagéo ao peso inicial utilizado na secagem.

Tabela Il: Rendimento percentual da producéo de farinha das diferentes partes da casca de
pequi.

Amostra Rendimento da farinha (%)
Mesocarpo 12,3£0,2
Exocarpo 21,1+0,7 a
Pericarpo 16,9+2,3 ap

Legenda: Os resultados estdo expressos como médiatdesvio padrdo dos ensaios realizados
em triplicata. As letras sobrescritas indicam que os valores séo estatisticamente diferentes
(p<0,05) para o teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O rendimento obtido para a produgédo da farinha de pequi na regido do
mesocarpo foi inferior aos resultados obtido por Filho, et al. (2018) e Costa, et al.
(2017), sendo respectivamente, 19,1+0,53% e 12,6% de rendimento.
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A producdo de farinha das diferentes partes do pequi apresentam um bom
rendimento se comparada a producéo de farinhas de outros frutos como o buriti com
casca e sem casca, apresentando rendimento menor que 12% (RESENDE, et al.
2019), cascas de cenoura (10,7%) e beterraba (14,4%) (GASPAR, et al. 2020) e
maracuja roxo (5,4%) (SAMPAIO, et al. 2022). Esses dados demonstram um bom
aproveitamento dos residuos alimentares do pequi para a producdo de produtos
alimenticios que podem contribuir para o aprimoramento nutricional de outros
alimentos (BEMFEITO, et al. 2020).

5.2. Rendimento do extrato liofilizado da casca de pequi

A retirada de agua por rotaevaporacao permitiu obter uma amostra com menor
umidade, em seguida o processo de liofilizacdo auxiliou na obtencdo de um produto
mais puro, apresentando majoritamente os compostos fendlicos. Os resultados para
o rendimento da extracdo estdo presentes na tabela Ill e evidenciaram um maior

rendimento do mesocarpo do pequi em relagédo as demais partes da casca.

Tabela Ill: Rendimento percentual da extracao.

Amostra Rendimento (%)
Mesocarpo 62,2+1,0 4
Exocarpo 46,0£2,0 ¢
Pericarpo 55,312,3

Legenda: Os resultados estdo expressos como médiatdesvio padrdo dos ensaios realizados
em triplicata. As letras sobrescritas indicam que os valores sdo estatisticamente diferentes
(p<0,05) para o teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos o procedimento de liofilizagdo do extrato da casca de pequi foi possivel
relacionar os dados presentes na tabela Il e Il para obter a quantidade de massa de
casca de pequi necessaria para obter 1 g de extrato liofilizado. Os resultados obtidos
evidenciam um melhor rendimento para a amostra do pericarpo (10,96 g de casca/ g
de extrato) em relacdo ao mesocarpo (17,49) e exocarpo (39,78). Isso ocorre, pois, 0
pericarpo apresenta em sua composicdo uma maior massa devido a presenca do
mesocarpo e do exocarpo pequi, resultando consequentemente em um maior

aproveitamento da massa inicial das cascas antes da secagem e producéo da farinha.
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5.3. Resultados das analises fitoquimicas e atividade antioxidante

Os resultados obtidos para as analises fitoquimicas, representados na tabela
IV, evidenciaram um maior teor de fendlicos totais encontrados no exocarpo do pequi
em relacdo ao mesocarpo do fruto, sendo que o teor de fendlicos do pericarpo do
pequi é superior ao teor do mesocarpo, pois essa fracdo do pequi também contém o
exocarpo em sua composicdo. Essas observagbes estdo coerentes com as
informag0des descritas por Brito Cangussu, et al. (2021) e Alves Santos, et al. (2022).
Ja o maior teor de flavonoides esta presente no mesocarpo do pequi, enquanto a

maior concentracdo de taninos esta no pericarpo.

Tabela IV: Resultados para as analises fitoquimicas e antioxidantes.

Fenolicos Flavonoides
Amostras totais (ug (Mg [RU]
[GA] /ImgQ) /mq)
Mesocarpo 35,1+0,8 ¢ 4,0+£0,1 5 24,2+0,9 ¢ 0,57+0,0 ¢ 472,5£7,0 ¢
Exocarpo 162,5+3,0 a 3,3+0,3 ¢ 71,3£2,0p 0,25+0,0.  772,3+17,3 4
Pericarpo 70,7+0,6 b 3,70,0 80,0£2,1 4 0,30+0,0 662,1+7,6
Acido
ascorbico

Taninos (ug DPPHEC50 FRAP (umol
[TA] /mg) (mg/mL) [TEAC] /mg)

- - - 0,34+0,0 ¢ -

Legenda: Os resultados estao expressos como médiatdesvio padrdo dos ensaios realizados
em triplicata. As letras sobrescritas indicam que os valores séo estatisticamente diferentes
(p<0,05) para o teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores de fendlicos totais encontrados no mesocarpo e pericarpo do pequi
foram superiores aos encontrados por Brito Cangussu, et al. (2021) e Alves Santos,
et al. (2022) que obtiveram respectivamente, 0,11+0,003 e 21,35+£7,52 ug GA/mg para
0 mesocarpo, e 0,44+0,003 e 22,83+3,85 ug GA/mg para o pericarpo do pequi. No
entanto, os valores de fendlicos obtidos para o pericarpo foram menores que 0s
resultados encontrados por Santos, et al. (2022), 123,74+9,40 ug GA/mg. A variagao
dos valores obtidos para a quantificacdo de fendlicos totais € comumente justificada
pela origem geografica, condi¢gdes de cultivo, maturacéo e espécie do fruto (SANTOS,
et al. 2022; ZARGOOSH, et al. 2019).

Os resultados encontrados para a quantificagcdo de flavonoides totais foram
superiores para a amostra do mesocarpo, seguido do pericarpo e exocarpo do pequi.
Os valores obtidos foram inferiores ao teor flavonoides encontrados por Chen, et al.
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(2020) em extratos da casca de limao, 6,17+0,06 uyg RU/mg e superiores aos
encontrados por Chen, et al. (2020) para o extrato da casca de pitaia chinesa
2,38%0,15 pg RU/mg.

A quantidade de taninos encontrada nas diferentes partes da casca do pequi
evidéncia sua colaboracéo na quantidade de compostos fendlicos totais nas amostras,
apresentando maiores valores para o pericarpo. Ao comparar os resultados com o
trabalho de Cangussu, et al. (2021), todas as amostras apresentaram valores
superiores ao da farinha de umbu (10,56+5,5 ug TA/mg), porém inferiores ao resultado
de Muniyandi, et al. (2019) para amoras indianas, 565,11+4,9 ug TA/mg.

Em relacdo a capacidade antioxidante, o extrato de exocarpo apresentou
melhores resultados quanto ao sequestro do radical DPPH e a capacidade de reduzir
o Fe®, do que as demais amostras, resultado proveniente da maior quantidade de
compostos fendlicos nesta parte da casca. Assim, quando comparado ao acido
ascorbico, que € um antioxidante de referéncia, o exocarpo também apresentou uma
atividade antioxidante superior, evidenciando sua alta capacidade quanto ao
sequestro do radical DPPH, superando os resultados obtidos em analises de casca
de limdo fresco e liméo siciliano, sendo respectivamente, 1,30+0,42 e 1,83+0,25
mg/mL de DPPH, em um estudo realizado Azman, et al. (2019). Para a andlise de
FRAP, os resultados para o extrato liofilizado da casca do pequi foram superiores aos
valores encontrados por Otero, et al. (2020) para a polpa de pequi, 1,75+0,07 uyM
TE/mg e inferiores ao dados obtidos por Sethi, et al. (2020) para casca de maca,
52500+4,23 uM TE/mg.

5.4. Resultados para a validacdo de método

5.4.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada a partir da comparacdo entre o
cromatograma obtido pela injecéo do extrato liofilizado do pericarpo da casca de pequi
em metanol com o cromatograma obtido a partir da fortificagdo do mesmo extrato,

conforme a figura IV.
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Figura IV. Cromatograma da injecdo do extrato de pequi sem fortificacdo e matriz fortificada
com 0,04 mg.mL* de GA do pericarpo da casca de pequi.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A avaliacdo do cromatograma exposto na figura IV demonstra a boa separacéo
do pico de &cido gélico presente no tempo de retencdo de 5,1 minutos. A auséncia de
interferentes nas proximidades do analito a ser quantificado garante a uma boa

seletividade do método para quantificar o padrdo na matriz analisada.

5.4.2. Linearidade
A curva analitica para a analise da linearidade foi plotada para o padréo de

acido galico e para o extrato liofilizado do pericarpo da casca de pequi fortificado com
o analito permitindo avaliar o coeficiente de correlacdo de cada curva e o ajuste de

cada ponto experimental ao grafico obtido presente na figura V.
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Figura V. Curvas de calibracao.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados da avaliacdo das diferentes curvas analiticas construidas por
regressao linear utilizando o acido galico na faixa de concentracédo de 0,01 mg.mL™* a
0,08 mg.mL! evidenciam o ajuste linear do modelo matematico entre o sinal e os
niveis de concentracdo. Ambas as curvas apresentaram o coeficiente de correlagéo
superior a R?=0,99, sendo o parametro de aceitacdo minimo definido pelo INMETRO
(2020), 6rgéo regulatorio considerado para a realizagdo deste estudo.

A avaliacao grafica da regresséo linear acima nao € conclusiva para garantir a
linearidade do modelo matemético elaborado sendo necesséario realizar uma
verificacdo da homocedasticidade dos residuos e uma avaliagdo da linearidade

segundo outros testes estatisticos sugeridos pelo Inmetro, como o teste de F e o teste
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de Cochran que comprovam a auséncia de valores aberrantes para os niveis de
concentracdo utilizados (INMETRO, 2020). Os dados para ambos os testes estédo

representados na tabela V.

Tabela V: Resultados dos testes de homocedasticidade dos residuos para 6 niveis.

Ftab (0,05) Fcal Ctab (0,05) Ccal
Acido galico 1,25 0,346
, 19 0,616
Pericarpo 7,99 0,521

Legenda: Fuap>Fca - residuos homocedasticos, Fca>Fuwn - residuos heterodasticos; Ciap>Ceal -
residuos homocedasticos, Cca>Ciab - residuos heterodasticos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A comparacao entre os resultados para o Teste de F e teste de Cochran
evidenciaram uma regressao linear sem a presenca de valores aberrantes, permitindo
inferir que o ajuste do modelo matematico é realmente linear e apresenta residuos

homocedasticos, portanto é adequado para a quantificar o acido galico na matriz.

5.4.3. Efeito matriz

O efeito matriz € um parametro que demonstra a supressao ou crescimento do
sinal do analito em decorréncia das possiveis interferéncias da amostra. A auséncia
ou presenca desse efeito estd diretamente relacionada a natureza da matriz e as
influéncias provocadas por substancias que compdem a matriz interagirem com o
analito (GONZALEZ-GONZALEZ, et al. 2019). A tabela XIX apresenta os resultados

obtidos para a avaliacdo do efeito matriz.

Tabela VI: Resultados dos testes para verificagdo do efeito matriz.

tcalculado (Uni tcritico (Uni tcalculado (b| tcrl’tico (b|
caudal) caudal) caudal) caudal)

4,00 7,70 0,09 2,91 0,18 4,30

Fcalculado Ftabelado

Fonte: Elaborado pelo autor.

A comparacédo entre as inclinacdes das curvas analiticas com acido galico em
metanol e em extrato de pequi ndo apresentaram diferenca estatistica nos testes de
F e t de Student exibidos na tabela VI, decorrente dos menores valores para 0s

parametros calculados em relacdo as variaveis tabeladas. Portanto pode-se concluir
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gue a matriz ndo apresenta efeitos significativos de ampliar ou suprimir 0s sinais
emitidos pelo analito, permitindo a utilizacdo da curva padrdo em solvente para

quantificar o acido gélico presente no pericarpo da casca de pequi.

5.4.4. Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

O limite de deteccédo (LOD) indica a menor quantidade de analito que pode ser
detectada pelo método desenvolvido, mas ndo quantificada com precisédo, enquanto
o limite de quantificacdo (LOQ) expressa a menor concentragdo do analito que pode
ser quantificada com precisdo e exatiddo confiaveis (CAVALCANTE, et al. 2022;
GONZALEZ-GONZALEZ, et al. 2019; INMETRO, 2020). A tabela VIl apresenta 0s

valores do LOD e LOQ para o &cido galico.

Tabela VII: Limite de detecgéo e quantificagéo para o acido galico.

Analito LOD (mg.mL%) LOQ (mg.mL™)

Acido galico 0,001 0,001

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores obtidos para o limite de deteccao e quantificacdo demonstram a boa
sensibilidade do método desenvolvido considerando que os resultados estdo abaixo
da faixa de concentracédo de 0,01 a 0,08 mg.mL* da curva padrdo. A partir disso é
possivel inferir que o método pode quantificar com precisdo as concentracfes de

acido galico presente no pericarpo da casca de pequi.
5.4.5. Ensaios de recuperacao e precisao
Os resultados para os testes de recuperacao realizados estdo dispostos na

tabela VIII.

Tabela VIII: Recuperacéo e precisao para o acido galico no pericarpo da casca de pequi.

Concentragéo (mg.mL%) Recuperac&o (%) Preciséo (%RSD)
0,01 58,21 11,92
0,04 10,21 22,83
0,08 1,89 31,37

Fonte: Elaborado pelo autor.
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De acordo com INMETRO (2020), os valores aceitaveis para os testes de
recuperacdo devem estar situados na faixa de 90-107% com desvio padrao relativo
abaixo de 20% demonstrando que o método apresenta boa reprodutibilidade
(RAPOSO, et al. 2020).

Apoés analisar os dados da tabela VIII nota-se que os resultados para a
recuperacdo e precisdo ndo foram adequados para satisfazer esses requisitos,
portanto a confiabilidade da concentracdo de acido galico estimada pelo método fica
prejudicada.

A baixa recuperacdo obtida nos ensaios pode estar relacionada com a
guantidade de etapas realizadas durante o processo de extracdo, 0 que promoveu
uma diminuicdo na recuperagao. Outro fator que pode contribuir para reduzir a
quantidade de &cido gélico recuperada pelo método é a interacdo entre o analito
adicionado e a amostra.

Apesar dos resultados obtidos nos testes de recuperacao, foi realizada a
quantificacdo de acido géalico no pericarpo do pequi foi realizada utilizando a curva
analitica do padrao obtida. Dessa forma a farinha do pericarpo apresentou uma
concentracdo de 0,019 mg GA/mg de farinha, sendo necessario ressaltar que muito
provavelmente a quantidade de acido galico presente na amostra € superior ao
relatado devido aos resultados da analise de recuperacdo que expdem possiveis

perdas do analito durante a extragéo.

5.5. Resultados para as analises com os frutos revestidos

5.5.1. Avaliagdo dos revestimentos

A avaliacdo do pH das solucbes dos revestimentos apresentou um pH mais
acido e maior teor de solidos sollveis para a formulacdo contendo o extrato liofilizado
do pericarpo do pequi em relacdo ao revestimento simples de cera de carnalba,

conforme a tabela IX.
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Tabela IX: pH e sdélidos sollveis dos revestimentos.

Revestimento pH ° Brix
Carnauba 5,05+0,01 4 3,70+0,00 p
Extrato de pequi 3,43%£0,00 p 4,20%0,00

Legenda: Os resultados estdo expressos como médiatdesvio padrdo dos ensaios realizados
em triplicata. As letras sobrescritas indicam que os valores séo estatisticamente diferentes
(p<0,05) para o teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A adicao do extrato liofilizado do pericarpo de pequi ndo alterou apenas o pH
do revestimento, mas também o seu aspecto visual que apresentou uma coloragao
levemente marrom diferente do revestimento de carnauba cuja coloracdo exibiu um

tom levemente amarelo claro, representado na figura VI.

Figura VI. SolucBes dos revestimentos. A) Cera de carnauba, E) Extrato de pequi.
A 7 E

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5.2. Avaliacédo visual da deterioracéo dos frutos

A formulagdo dos revestimentos comestiveis resultou em um produto
homogéneo que ao ser aplicado aos tomates possibilitou uma melhora em seu
aspecto visual realcando o brilho de sua casca. Apés a secagem do revestimento a
superficie externa ndo se manteve viscosa sendo mais um aspecto positivo de ambos

0s revestimentos, conforme exposto na figura VII.
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Figura VII. Amostras de tomate. C) Controle, A) Tomates revestidos com cera de carnauba,
E) Tomates revestidos com cera de carnauba e extrato de pequi.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O amadurecimento dos frutos durante o periodo de estocagem e realizacédo das
analises demonstrou crescimento de fungo nos frutos revestidos a partir do 3° dia ap6s
0 inicio dos tratamentos, conforme exibido na tabela X.

Tabela X: Crescimento fangico em porcentagem massica de tomates.

Tempo (Dias) Controle (%) Carnauba (%) Extrato de pequi (%)
0 - - -
2 - - -
3 - 9,16 + 7,66 9,85+ 11,86 4
6 3,14 + 6,29 16,46 = 8,60 » 9,61+7,97,
9 10,64 + 15,05 ¢ 19,22 + 6,02 38,48 + 0,53 ;4

Legenda: Os resultados estao expressos como médiatdesvio padrdo dos ensaios realizados
em triplicata. As letras sobrescritas indicam que os valores séo estatisticamente diferentes
considerando as amostras tratadas no mesmo periodo (p<0,05) para o teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O crescimento de fungos e degradacao por microrganismos sao 0s principais
fatores de deterioracdo que agravam a maturacao dos tomates devido a alta presenca
de agua no fruto, que se situa na faixa de 92-95% (YADAYV, et al. 2022). E necessario
ressaltar que os tomates organicos ja estdo mais propensos ao ataque de fungos e
fatores como a composi¢do de metabolitos secundérios, alteragfes bruscas de pH e
aumento do teor de etileno podem acentuar a atividade fungica (SILVA, et al. 2021).

O maior percentual de tomates contaminados nos tratamentos com o0s
revestimentos demonstrou a possibilidade de contaminag&o por alguma substancia

presente na cera de carnauba, além da necessidade de acrescentar etapas de
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esterilizacdo previamente a aplicacédo das soluces que podem ter contribuido para o
crescimento dos fungos. Assim € possivel notar que a concentracdo do extrato de
pequi ndo foi o suficiente para promover uma acdo antifingica e conservar 0s

alimentos.

5.5.3. Anédlise de sadlidos soluveis totais

O parametro dos sélidos sollveis € essencial para compreender 0S processos
internos que ocorrem no alimento durante seus estagios de maturacéo, indicando o
indice de docura que geralmente aumenta conforme ocorre a hidrélise dos acidos
organicos e outros compostos para acucares mais simples (DEVI, et al. 2023; YADAYV,
et al. 2022). E possivel notar a tendéncia decrescente dos solidos soltveis ao fim do
experimento para todos os tratamentos, conforme observado na figura VIII.

Figura VIII: Gréfico de sélidos sollveis totais.
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Legenda: Os resultados estao expressos como médiatdesvio padrdo dos ensaios realizados
em triplicata. As letras sobrescritas indicam que os valores séo estatisticamente diferentes
considerando as amostras tratadas no mesmo periodo (p<0,05) para o teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A diminuicdo dos valores de °Brix contrariam 0 comportamento comum
geralmente reportado na literatura como citado anteriormente. Esse fendmeno indica
uma diminuicdo da taxa de respiracéo nos frutos durante a senescéncia que provoca
o retardamento da atividade metabodlica nos tomates (YADAV, et al. 2022). E
necessario ressaltar que a andlise foi realizada com tomates independentes, sendo

um fator que pode explicar a variacao dos solidos exposta no gréfico.
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Os resultados do teor de sélidos sollaveis totais ndo apresentaram diferencas
estatisticas no inicio e no fim do tratamento, apenas apresentando leves divergéncias
entre os frutos revestidos com carnalba e extrato de pequi em comparacdo ao
controle. Os valores de brix para todos os tratamentos apresentaram variagao de 7,0
a 6,30°, sendo um decaimento leve semelhante aos resultados obtidos por Miranda,
et al. (2022) que aplicou revestimentos a base de cera de carnauba em tomates
obtendo uma variacdo de °Brix: 4,5-4,0 que também ndo apresentou diferencas

estatisticas entre as amostras.

5.5.4. Acidez titulavel e pH
O comportamento do pH e da acidez titulavel pode ser avaliado observando
ambos os gréficos das figuras IX e X que apresentam a variagdo dos parametros ao

longo do experimento.

Figura IX: Graficos de pH dos tomates.
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Legenda: Os resultados estao expressos como médiatdesvio padrdo dos ensaios realizados
em triplicata. As letras sobrescritas indicam que os valores séo estatisticamente diferentes
considerando as amostras tratadas no mesmo periodo (p<0,05) para o teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura IX: Gréfico de acidez titulavel dos tomates.
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Legenda: Os resultados estdo expressos como médiatdesvio padrdo dos ensaios realizados
em triplicata. As letras sobrescritas indicam que os valores sdo estatisticamente diferentes
considerando as amostras tratadas no mesmo periodo (p<0,05) para o teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O comportamento do pH exibe um aumento leve e gradual para todos os
tratamentos apresentando diferencas estatisticas entre os tomates revestidos e o
controle, que se situaram na faixa de 4,2 a 5,0. Ao fim do periodo da andlise os
tomates revestidos apresentaram um pH levemente superior ao controle, isso ocorreu
devido ao processo de respiracao celular durante o amadurecimento (SILVA, et al.
2021; VIGNESH, et al. 2019).

O decrescimento da acidez titulavel também esta associado a degradacao de
acido citrico, maldnico e demais acidos organicos que sdo substratos atuantes nas
etapas de respiracdo celular (RUIZ-MARTINEZ, et al. 2020; YADAYV, et al. 2022). Ap6s
observar a figura 1X foi possivel notar como néo houve diferencas estatisticas entre
os tratamentos evidenciando a baixa influéncia dos revestimentos durante o
amadurecimento dos frutos.

A relagdo entre o teor de sélidos solUveis e a acidez titulavel permite expressar
o indice de maturidade dos frutos (ratio SS/ATT). Esse parametro possibilita
determinar a qualidade dos frutos, sabor e dogura, aspectos diretamente relacionados
com intencdo de compra dos consumidores (DEVI, et al. 2023). A variagdo da
maturidade para os testes com 0s tomates esta exibida na tabela XI.
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Tabela XI: indice de maturidade dos tomates.

Tempo (dias) Controle Carnauba Extrato de pequi
0 16,96 £ 1,26 17,47 £ 1,09 4 16,46 + 0,31 4
2 18,66 + 1,60 19,67 £ 2,24 , 18,72+ 1,13,
3 18,89+ 5,12 , 20,79+ 0,96 4 20,56 + 2,40 4
6 21,47 +1,63 4 18,30+ 1,00 19,95 + 3,22 41
9 21,29+162 ., 22,79+ 0,49 4 23,72+ 4,35,

Legenda: Os resultados estdo expressos como médiatdesvio padrdo dos ensaios realizados
em triplicata. As letras sobrescritas indicam que os valores s&o estatisticamente diferentes
considerando as amostras tratadas no mesmo periodo (p<0,05) para o teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O aumento dos valores para o indice de maturidade divergiu estatisticamente
apenas no 6° dia do tratamento, no entanto todos os frutos revestidos e nao revestidos
apresentaram um crescimento gradual na relacdo de entre sélidos solUveis/acidez
titulavel. Apesar da diminuicdo de ambos os parametros (SS e ATT), pode-se notar

gue houve uma maior diminuicdo da acidez promovendo o crescimento do ratio.

5.5.5. Perda de massa

A perda de massa e a firmeza dos tomates sdo os dois parametros mais
importantes para avaliar a eficiéncia dos revestimentos na conservacao dos frutos,
pois a perda de massa, proveniente da perda de agua implica na alteracdo da textura
dos frutos (YADAV, et al. 2022). A perda de massa percentual esta expressa na figura
XI.
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Figura XI: Perda de massa percentual dos tomates.
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Legenda: Os resultados estao expressos como médiatdesvio padrdo dos ensaios realizados
em triplicata. As letras sobrescritas indicam que os valores séo estatisticamente diferentes
considerando as amostras tratadas no mesmo periodo (p<0,05) para o teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Apbs analisar o grafico da figura Xl € possivel notar que os tratamentos com 0s
frutos revestidos ndo apresentaram diferencas significativas das amostras controle,
indicando a baixa eficiéncia dos revestimentos para evitar a perda de agua e preservar
os alimentos ao longo do tempo.

Esse resultado contradiz as observacdes experimentais de Miranda, et al.
(2022) e Vignesh, et al. (2019) que relataram uma menor perda de massa nos tomates
revestidos em relacdo as amostras controle. A falta de eficiéncia dos revestimentos
na conservacdo da perda de massa € frequentemente associada aos tipos de
interacéo entre o filme e a superficie do alimento, poucas aplicacdes das solucdes do
revestimento e baixa concentracdo das substancias ativas na formulagdo das
solugdes (YAN, et al. 2019; GIMENEZ, et al. 2017). Consequentemente uma forma de
aprimorar a efetividade dos revestimentos consiste em adicionar uma maior
concentracdo de cera de carnauba e do extrato da casca de pequi ou aplicar mais

camadas do revestimento na superficie dos frutos.

5.6. Aula sobre identificacdo de compostos fendlicos

A realizacdo da aula sobre os compostos fendlicos tem como objetivo ensinar
os discentes algumas reacfes quimicas que permitem identificar o grupo de fendélicos
e 0s subgrupos de taninos e flavonoides, além de possibilitar a compreenséao sobre a
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relacdo entre a intensidade da cor da solucdo e a concentracdo dos compostos,
desenvolvendo algumas nocfes de laboratério. Os resultados obtidos para os
experimentos estéo exibidos nas figuras Xl e XIII.

Figura XlI: Teste para identificacao de fenolicos totais.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura XIII: a) Teste para taninos totais, b) Teste para taninos hidrolisaveis ou condensados,
c) Teste para identificacéo de flavonoides.
Teste A Teste B Teste C

Fonte: Elaborado pelo autor.

O experimento sobre a identificacdo dos compostos fendlicos demonstra o
principio das reacdes qualitativas que permitem ao analista aferir a presenca ou
auséncia de um determinado analito a partir de um fenbmeno quimico, ressaltando
como as propriedades dos compostos implicam em reacdes particulares que
possibilitam a sua identificacdo através de mudancas macroscopicas. Além disso, a
diferenca na tonalidade da cor azul € uma evidéncia do aumento da concentracdo do
analito no meio reacional. Essa abordagem permite ao docente explorar temas como
preparo de solucbes e diluicbes, destacando as caracteristicas experimentais
observadas.

Os experimentos laboratoriais permitem transmitir fundamentos e nocdes
basicas aos discentes estimulando-os a adquirir pericia no manuseio dos
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equipamentos e entender como as boas praticas de laboratério auxiliam na seguranca

do ambiente.
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6. CONCLUSAO

As etapas de processamento para a producdo da farinha de pequi
possibilitaram observar um maior rendimento para o exocarpo em relagdo ao
mesocarpo e pericarpo, em virtude do menor teor de umidade nessa regiao.
Entretanto o processo de liofilizacdo da farinha de pequi apresentou um maior
rendimento para a regido do mesocarpo do fruto. Nas analises fitoquimicas foi
possivel notar a alta presenca de compostos fendélicos na casca do pequi, sendo que
0 maior teor dessas substancias estd localizado no exocarpo do fruto atribuindo
consequentemente maior atividade antioxidante a essa fracdo do alimento que
superou os valores obtidos para o acido ascérbico.

A validacdo de método demonstrou a grande quantidade de &cido galico
presente no pericarpo da casca de pequi (0,019 mg GA/mg de casca), sendo descrito
em diversos artigos como o fendélico majoritario do pequi. Porém a adicdo do extrato
liofiizado do pericarpo ao revestimento comestivel ndo demonstrou um
aprimoramento eficiente na conservagdo e prolongamento do tempo de vida dos
tomates, entretanto a comparacdo com a formulacdo contendo apenas cera de
carnauba demonstra a necessidade de avaliar e alterar outras etapas na preparacao
dos revestimentos para verificar outros possiveis fatores que contribuiram para o
crescimento fangico e deterioracdo dos tomates, sendo uma alternativa eficaz
aumentar a concentracéo de cera de carnalba e extrato de pequi nos revestimentos.

ApGs a realizacao do estudo ficou evidente a necessidade de utilizar residuos
alimentares como casca de pequi de maneira consciente aproveitando o seu alto
potencial bioativo e tecnoldgico para diferentes aplicagdes medicinais, farmacolédgicas

ou alimenticias.

6.1. Sugestdes para trabalhos futuros

v Aumentar a concentracdo de extrato de pequi e cera de carnauba nas
formulacdes dos revestimentos.

v Desenvolver uma validacdo de método para quantificar o acido galico presente
NO mesocarpo e exocarpo das cascas de pequi.

v" Otimizar o processo de extracdo para promover melhores resultados para os

testes de recuperacao do acido galico.
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v' Aplicar o extrato das diferentes frac6es da casca de pequi em revestimentos
comestiveis.

v’ Identificar e quantificar outros compostos fendlicos presentes na casca de
pequi.

v' Realizar testes antimicrobianos para determinar a concentracdo inibitéria
minima do extrato da casca de pequi.
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8. Anexo A — Plano de aula sobre identificacdo de compostos fendlicos

Plano de Aula

IFB — Campus Gama

Componente Curricular: Quimica Analitica

Duracao da aula: 120 minutos Data: [/ |/

Objetivos

Geral:
Identificar qualitativamente a presenca de diferentes compostos fendlicos presentes

em uma amostra alimenticia.

Especifico

Aplicar os conhecimentos de quimica na area de ciéncia dos alimentos
Compreender como funcionam as reacgOes qualitativas para identificacdo de
fendlicos totais, flavonoides e taninos.

Desenvolver uma nocao das préticas de um laboratério de quimica

Conteudo

Compostos fendlicos
Reacdes quimicas qualitativas
Funcdes organicas

Nocbes de laboratorio

Metodologia

Aula expositiva com a pratica experimental.

Competéncias:
Entender as propriedades dos compostos fendlicos

Compreender as diferencgas entre os subgrupos de substancias fendlicas estudadas

Habilidade:
Aprender as caracteristicas macroscopicas que indicam a presenca de uma reacao
guimica

Entender as reacdes qualitativas que permitem identificar um tipo de fendlico

Recursos
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Roteiro experimental, quadro branco, pincel, projetor de imagem e reagentes.

Avaliacéao

Reunir os estudantes em grupos e responder aos questionamentos levantados apés

a pratica experimental.

Referéncias

ANGELO, P. M; JORGE, N. Compostos fenolicos em alimentos — Uma breve
revisdo. Revista do Instituto Adolfo Lutz, v. 66, n. 01, p. 01-09, 2007. Disponivel em:
<https://periodicos.saude.sp.gov.br/index.php/RIAL/article/view/32841>.
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8. Anexo B — Roteiro sobre identificacdo de compostos fendlicos

Identificacdo de compostos fendlicos por rea¢cdes qualitativas

Nome: Data: /[

Introducao

Os compostos fendlicos sédo substancias quimicamente caracterizadas pela
presenca de um grupo funcional hidroxila ligada a um anel de benzeno nas
moléculas, como ilustrado na figura |. Os diferentes subgrupos apresentam outras

caracteristicas estruturais que permitem a sua identificacéo.

Figura I. Caracteristica geral e exemplo de um fendlico.
o OH

OH

HO OH

OH
Estrutura geral dos fendlicos Acido galico

Fonte: Elaborado pelo autor.

Esse grupo de substancias é descrito como metabolitos secundarios (compostos
naturais produzidos pelas plantas) presentes em diversos frutos e vegetais que
possuem a funcdo de protecdo contra microrganismos, virus e alguns agentes
fungicos. Sua principal caracteristica séo as propriedades antioxidantes (devido a
sua rigueza de elétrons) que permitem inibir a oxidacdo de substratos e capturar
radicais livres que contribuem para o inicio de processos oxidativos. Os compostos
fendlicos sédo divididos em varios subgrupos, no entanto para esse experimento
serdo estudados apenas os flavonoides e taninos.

Os flavonoides séo caracterizados pela estrutura geral apresentada abaixo, figura
II, seu nome deriva do termo em latim flavus, que significa amarelo e indica a
coloracdo que as substancias possuem ao reagir com AlCls. Esses compostos sao

o grupo de fendlico mais abundante na natureza.

Figura Il. Caracteristica geral e exemplo de flavonoide.
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OH

HO o)
(0]
OH
OH (0]
Estrutura geral dos flavonoides Quercetina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os taninos séo substancias que apresentam um alto peso molecular (muitos &tomos
em sua estrutura), devido ao seu alto grau de polimerizacdo (capacidade de
combinar vérias estruturas menores formando uma estrutura maior), ilustrado na

figura lll. Esses compostos podem ser identificados pela sua precipitacédo (formacao

de um sdlido insoltvel) com proteinas.

Figura Ill. Estrutura de um tanino condensado.

Estrutura de tanino condensado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Objetivo

Determinar a presencga de compostos fenolicos em um alimento.

Materiais e reagentes

- Almofariz com pistilo; - Algodao;

- Baldo volumétrico de 50 mL,; - Barra magnética
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- Béquer - Chapa aquecedora;

- Diferentes tipos de frutos; - Filtro;

- Liquidificador; - Pipetas Pasteur;

- Pisseta com agua destilada; - Solucao de Folin-Ciocalteau 10%;
- Solucao de carbonato de sédio 7,5%; - Solucao de etanol 70%;

- Solucéo de AIClz 1%; - Solugéo de FeCls 1%;

- Solucéo de gelatina (2,5%); - Solugéo de HCI (0,1 mol.L).

Procedimento experimental

- Extracao:

1. Cortar 100 g de fruta em pedacos pequenos e triturar em liquidificador doméstico
até sua completa homogeneizacao. Pesar 1 g da fruta triturada em um béquer de
50 mL, adicionar 40 mL de solugéo de etanol 70%, colocar em chapa aquecedora a
40 °C e deixar agitando por 30 min com auxilio de uma barra magnética. Apos este
periodo, transferir para um baldo volumétrico de 50 mL, aferir a solucéo e filtrar em

algodao.

- Teste para fendlicos totais:

1. Realizar pelo menos 3 diluicdes do extrato da amostra em agua destilada.

2. Preparar a reagéo acrescentando 1 mL do extrato diluido, acrescentar 5 mL de
solucao de Folin-Ciocalteau 10% (v/v) e em seguida 4 mL de carbonato de sédio
(Na2CO3) 7,5% (m/v).

3. Agitar levemente a mistura e deixar a reacdo descansar por 5 minutos.

4. Avaliar a mudanca de cor. A coloracdo azulada intensa indica a presenca de
compostos fenolicos no extrato.

Obs.: Realizar os outros testes apenas se o resultado for positivo.

- Teste para flavonoides:
Identificac&o geral:

1. Realizar uma diluicdo de 1 mL do extrato para 9 mL de agua destilada.
2. Preparar a reacdo adicionando 1 mL do extrato diluido e 4 mL de AICIz a 1%
(m/v).

3. Agitar levemente a mistura e deixar a reacao descansar por 5 minutos.

4. A coloracdo amarelada indica a presenca de compostos fenélicos no extrato.
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- Teste para taninos:

Identificacao geral:

1. Colocar 2 mL do extrato da amostra em um recipiente (nao diluir);

2. Adicionar 2 gotas de HCl diluido (0,1 mol.L?) e 5 gotas de uma solugéo de gelatina
(2,5%);

3. Agitar levemente a solugéao.

4. Avaliar o turvamento da solucéo. A presenca de turvamento no recipiente indica

a formacéao de precipitado e confirma a presenca de taninos.

Teste para taninos hidrolisdveis e condensados:

1. Colocar 2 mL do extrato da amostra e 10 mL de agua em um recipiente;

2. Adicionar 3 gotas de uma solucédo de FeCls 1%;

3. Agitar levemente a mistura e observar a mudanca de coloragéo. A cor azul indica
a presenca de taninos hidrolisaveis e a cor verde confirma a presenga de taninos
condensados.

Resultados e discusséo

1. Explicar o que sao os compostos fendlicos e os subgrupos formados pelos
flavonoides e taninos.

2. Discutir sobre como € possivel identificar os compostos fendlicos a partir das
reacdes quimicas observadas no experimento.

3. Relacionar a intensidade de cor no teste de fendlicos totais com a concentracao

da amostra.
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8. Anexo C — Fluxograma de analises nas cascas de pequi
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8. Anexo D — Fluxograma de analises nos tomates revestidos

Sele¢do do extrato do para adi¢do no revestimento
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