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RESUMO

VALADARES, ANNA CAROLINA FERNANDES. Instituto Federal Goiano
— Campus Rio Verde, fevereiro de 2018. Oleo essencial de Piper aduncum: Atividade
bioldgica e incorporacdo em filmes biodegradaveis de fécula de araruta.
Orientadora: Dr.* Cassia Cristina Fernandes Alves. Coorientadores: Dr.* Mariana

Buranelo Egea e Dr. Mayker Lazaro Dantas Miranda.

Oleos essenciais (OEs) sdo substancias extraidas de plantas que apresentam diversas
atividades bioldgicas. O OE extraido de Piper aduncum tém descrito na literatura
atividades inseticidas, antibacterianas, antioxidantes e antifngicas, porém ainda pouco
se sabe sobre possiveis aplicacdes do OE dessa planta. Alguns fungos patogénicos
causam grandes prejuizos em pré e pds colheita de grdos, frutas e leguminosas, como €é
0 caso dos fungos Sclerotinia sclerotiorum, Colletorichum gloeosporioides e Rhizopus
microsporus. O controle desses patogenos ainda € realizado utilizando de fungicidas
sintéticos que tendem a causar contaminagcdes no ambiente em que sdo aplicados,
podem acabar selecionando cepas ainda mais resistentes, além do fato que os
consumidores tém preferido alimentos mais organicos, cultivados com menos utilizacdo
de quimicos sintéticos. Assim, surge a necessidade de buscar alternativas no controle de
doencgas e na manutencao dos alimentos no pré e pos colheita. Uma opgdo promissora
para utilizacdo das propriedades antifungicas dos Oleos essenciais no controle de
doencas em poés-colheita de alimentos é a incorporacdo de OEs em filmes
biopoliméricos. A fécula de araruta € um material que apresenta caracteristicas bastante

interessantes para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis e ativos para



embalagens de alimentos. Dessa forma, objetivou-se nesse estudo avaliar a composigéo
quimica e atividade antifingica in vitro dos OEs extraidos das folhas (PL) e
inflorescéncias (P1) de P. aduncum frente ao fungo S. sclerotiorum, e desenvolver,
caracterizar e avaliar a atividade antifungica frente aos fungos C. gloeosporioides e R.
microsporus de filmes biodegradaveis e ativos a base de fécula de araruta e
incorporados com os OEs de P. aduncum. Para tanto, os OEs de Pl e PL foram extraidos
por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger. A composi¢do quimica foi analisada
por CG-EM e CG-DIC, identificando a piperitona (23,4%), miristicina (12,4%), como
constituintes majoritarios nos OEs extraidos de Pl e PL, respectivamente. Os resultados
da composicdo quimica dos OEs diferem de alguns relatos da literatura que apontam o
dilapiol como composto majoritario comumente encontrado no OE de P. aduncum. A
atividade antifungica in vitro dos OEs frente ao fungo S. sclerotiorum seguiu
metodologia de difusdo em disco e demonstrou que volumes de OE - Pl acima de 30 pL
inibiram em 100% o crescimento micelial de S. sclerotiorum, enquanto que OE-PL com
50 pL inibiu 98,74%. Para o desenvolvimento dos filmes a base de fécula de araruta
foram realizados varios testes prévios envolvendo diversos parametros do processo. A
obtencéo e incorporacdo dos OEs de P. aduncum nos filmes a base de fécula de araruta
foi entdo realizada pelo método de Casting. Os filmes foram caracterizados quanto a
suas propriedades fisicas (espessura, umidade e solubilidade), mecanica
(permeabilidade ao vapor de agua), biodegradabilidade, propriedades Opticas (cor e
transmisséo de luz UV-Vis) e atividade antimicrobiana frente aos fungos R. microsporus
e C. gloeosporioides. Os resultados das analises demonstraram que os filmes de fécula
de araruta apresentam boa propriedade de barreira, baixa permeabilidade ao vapor de
agua e baixa taxa de transmissdo de luz UV-Vis, caracteristicas importantes em filmes
para alimentos. A incorporacdo dos OEs de P. aduncum melhoraram substancialmente a
propriedade de barreira a luz UV-Vis, além de contribuirem na reducdo da
permeabilidade ao vapor de agua. Os filmes foram 100% biodegradados e apresentaram,

nas concentracdes de 0,75% e 1,0%, atividade antifingica frente aos fungos avaliados.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade antimicrobiana, fungos patogénicos, composi¢ao

guimica, embalagens ativas.



ABSTRACT

VALADARES, ANNA CAROLINA FERNANDES. Instituto Federal Goiano
— Campus Rio Verde, february of 2018. Piper aduncum essential oil: Biological
activity and incorporation into biodegradable arrowroot starch films. Advisor: Dr®
Cassia Cristina Fernandes Alves. Co-advisors: Dr* Mariana Buranelo Egea and Dr.

Mayker Lazaro Dantas Miranda.

Essential oils (EOs) are substances extracted from plants that has shown various
biological activities. The EO extracted from Piper aduncum has described in the
literature with insecticidal, antibacterial, antioxidant and antifungal activities, but little
is known about the possible applications of the EO of this plant. Some pathogenic fungi
cause great damages in pre and post-harvest of grains, fruits and legumes, as is the case
of the fungi Sclerotinia sclerotiorum, Colletorichum gloeosporioides and Rhizopus
microspores. The control of these pathogens is still carried out using synthetic
fungicides that tend to cause contamination in the environment in which they are
applied, may end up selecting even more resistant strains, in addition to the fact that
consumers have preferred more organic foods, cultivated with less use of synthetic
chemicals. Thus, there is the need arises to seek alternative ways in disease control and
maintenance of pre and post-harvest food. A promising option for the use of the
antifungal properties of EOs in the control of post-harvest food diseases is its
incorporation of EO into biopolymer films. Arrowroot starch is a material that presents
very interesting characteristics for the development of biodegradable films and active
for food packaging. The objective of this study was to evaluate the chemical



composition and in vitro antifungal activity of the EOs extracted from the leaves (PL)
and inflorescences (PI) of P. aduncum against the S. sclerotiorum fungus, and to
develop, characterize and evaluate the antifungal activity against fungi C.
gloeosporioides and R. microsporus of biodegradable and active films based on
arrowroot starch and incorporated with these EOs of P. aduncum. For this, the EOs of
Pl and PL were extracted by hydrodistillation in a Clevenger type apparatus. The
chemical composition was analyzed by GC-MS and GC-FID, identifying piperitone
(23.4%), myristicin (12.4%), as major constituents in EOs extracted from PI and PL,
respectively. The results of the chemical composition analysis of the EOs differ from
some reports in the literature that point the dillapiol as the major compound commonly
found in the EO of P. aduncum EO. The in vitro antifungal activity of the EO against
the S. sclerotiorum fungus followed disc diffusion methodology and demonstrated that
EO - PI volumes above 30 pL inhibited 100% mycelial growth of S. sclerotiorum,
whereas EO - PL with 50 pL inhibited 98.74%. For the development of films based on
arrowroot starch, several previous tests involving several process parameters were
performed. The obtainment and incorporation of the EOs of P. aduncum in the films
based on arrowroot starch was then performed by the casting method. The films were
characterized in terms of their physical properties (thickness, moisture and solubility),
mechanical (water vapor permeability), biodegradability, optical properties (color and
transmission of UV-Vis light) and antimicrobial activity against fungi R. microsporus
and C. gloeosporioides. The results of the analyzes showed that the arrowroot starch
films have good barrier properties, low water vapor permeability and low transmission
rate of UV-Vis light, important characteristics in food films. The incorporation of P.
aduncum EOs substantially improved the barrier property to UV-Vis light, in addition to
contributing to the reduction of water vapor permeability. The films were 100%
biodegraded and showed antifungal activity against the evaluated fungi at
concentrations of 0.75% and 1.0%.

KEY WORDS: Antimicrobial activity, pathogenic fungi, chemical composition, active

packaging.



1. INTRODUCAO

Oleos essenciais sd0 compostos volateis e aromaticos extraidos de diversas
partes de plantas como folhas, flores, raizes, sementes entre outros (Hyldgaard,
Mygind & Meyer, 2012). Atualmente, os 6leos essenciais tém demonstrado uma ampla
gama de atividades bioldgicas, entre elas anticancer, antioxidante, antibacteriana e
antifangica (Zhang et al., 2108). As propriedades antifungicas de varios tipos de 6leos
essenciais tém chamado atencdo de pesquisadores, em diversas aplicacdes, tais como
no controle a fungos pés-colheita (Zninini et al., 2013; EI Ouadi et al., 2017; Tegang et
al.,, 2017), fungos que degradam madeira (Xie et al., 2017), e em aplicacdes
farmacoldgicas frente a fungos que causam doencas (Tolba et al., 2015).

Conhecida popularmente como falso-jaborandi ou pimenta-de-macaco, Piper
aduncum é um arbusto muito utilizado na medicina popular (Oliveira et al., 2013).
Guerrini et al. (2009) demonstraram o potencial antifungico do 6leo essencial extraido
das partes aéreas de P. aduncum frente a seis diferentes fungos patogénicos, entre eles
Botrytis cinerea, patdgeno importante de frutas. Bastos e Albuquerque (2004)
avaliaram a atividade antifungica do 6leo essencial das folhas secas de P. aduncum em
Colletotrichum musae em testes in vitro e in vivo em bananas, e concluiram que com
100 pg/mL o bleo inibiu em 100% o crescimento micelial do fungo nos testes in vitro,
e concentracOes de 1% foram eficazes nos testes in vivo.

Sclerotinia sclerotiorum é um fungo filamentoso patogénico que atinge mais
de 400 culturas de importancia comercial como soja, alface, amendoim, batata, girassol
entre outros (Na et al., 2017, Boland & Hall, 1994). Este patdégeno pode sobreviver no
solo por vérios anos, formando estruturas chamadas esclerddios, dificultando o

controle da contaminacdo por esse fungo (Sun et al., 2017), que ainda é realizado



utilizando fungicidas, porém hé relatos de estirpes resistentes aos fungicidas sintéticos
utilizados (Lu et al., 2015).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, ¢é
considerada uma das principais doencas pés-colheita de frutas, de ocorréncia em todo
0 mundo, causando sérios prejuizos ao setor fruticola (Espafa et al., 2017). Rhizopus
microsporus é uma estirpe fungica que frequentemente contamina uma variedade de
géneros alimenticios, principalmente produtos fermentados, sendo altamente toxico
(Rabie et al., 1985). Cheng et al. (2009) relataram um surto de infeccdo intestinal
causada por R. microsporus na unidade de oncologia de hospitais em Hong Kong. A
fonte do surto foi associada & amido de milho contaminado, que era utilizado para
fabricacdo de comprimidos de alopurinol e/ou alimentos pré-embalados e prontos para
consumo (ready-to-eat).

Uma maneira que tém se mostrado eficaz na aplicacdo de 6leos essenciais no
controle dos patdgenos de alimentos € a incorporacdo destas substancias em filmes
biodegradaveis (Irkin & Esmer, 2015). Dentre os materiais que podem ser utilizados
como fonte para obtencédo de biopolimeros, o amido é muito promissor por ser inodoro,
incolor, ndo téxico e biodegradavel (Luchese et al., 2018). A Araruta (Maranta
arundinacea) é um rizoma do qual é possivel extrair alto teor de amido (>85%), e que
apresenta grande potencial para obtencdo de filmes (Gordillo et al., 2014; Madieni et
al., 2012).

1.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os 0leos essenciais podem ser definidos como uma mistura de compostos
volateis extraidos das plantas por destilagdo a vapor de agua, solventes apolares, fluido
supercritico ou prensagem do pericarpo de frutos citricos (Raut & Karuppayil, 2014).
Sua composicdo quimica é constituida de hidrocarbonetos terpénicos (principalmente
monoterpenos e sesquiterpenos) e compostos oxigenados como alcoois, aldeidos,
cetonas, ésteres e compostos fendlicos. Os terpenos sao 0 maior grupo de compostos
em produtos naturais de plantas, com mais de 15.000 compostos conhecidos (Jawdat et
al., 2016).

Sdo utilizados principalmente nas indastrias alimenticia, cosmética e
farmacéutica (Zhang et al., 2018). S&o reconhecidos como GRAS (Generally recognize

as safe) pela Food and Drug Administration (FDA), dos Estados Unidos, ou seja,



podem ter contato direto com o alimento aplicados diretamente sobre ele como
solugdes aquosas, vapores ou em embalagens e revestimentos (Palou et al., 2016).

1.2 Piper aduncum var. aduncum

Pertencente a familia Piperaceae, 0 género Piper abrange mais de 2000
espécies de plantas distribuidas por regides tropicais e subtropicais em todo 0 mundo
(Gutiérrez et al., 2016). Piper aduncun caracteriza-se por ser um arbusto, com altura
média entre 3 e 6 m, é considerada oportunista, pois rapidamente ocupa &reas
devastadas, solos areno-argilosos, pastagens e bordas de florestas (Oliveira et al., 2014;

Oliveira et al., 2013). E utilizada na medicina popular para tratamento de diversas

doencas, como do trato digestivo, gripe, dor de estdmago e Ulceras crénicas (Parise-
Filho et al., 2011; Potzernheim et al., 2012).

Figura 1: Piper aduncum var. aduncum. Foto: Anna Carolina F. VValadares



O dleo essencial extraido de Piper aduncun tem grande potencial de utilizacdo
por suas atividades anti-helmintica (Gainza et al., 2016), antiprotozoaria (Monzote et
al., 2017), inseticida (Misni et al., 2011), acaricida (Pino et al., 2011) antibacteriana
(Gutiérrez et al., 2016) e antifungica (Lobato et al., 2007; Guerrini et al., 2008).

1.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS ESSENCIAIS

Para evitar ou tentar diminuir a incidéncia de doencas nos alimentos, muitos
produtores fazem uso de fungicidas sintéticos. Esses produtos quimicos sintéticos
contribuem para diminuir os prejuizos em campo e estender o tempo de vida de
prateleira das frutas e hortalicas em que séo aplicados. Porém, ainda ha a problematica
dos danos que esses fungicidas sintéticos podem causar a saude dos consumidores e ao
meio ambiente. Outro aspecto negativo do uso indiscriminado de fungicidas sintéticos é
que 0 manejo errado destes produtos tem levado a proliferacdo de biotipos resistentes de
fungos patogénicos (Palou et al., 2015). Neste aspecto, a procura por antimicrobianos
naturais e biopesticidas poderia ajudar a diminuir o impacto causado pelo mau uso ou
uso excessivo de fungicidas sintéticos e sua acumulacdo em ecossistemas (Eshalfie et
al., 2015).

A hidrofobicidade e a reatividade dos 6leos essenciais e/ou seus compostos
isolados resultam em modificacBes estruturais e alteraces na morfologia das hifas,
particionando a camada lipidica da membrana celular, prejudicando assim, as funcbes
celulares dos microrganismos (Mari et. al., 2016). Essas propriedades dos o6leos
essenciais fazem com que esses compostos sejam interessantes em aplicacbes como
antifangico, tanto na agronomia quanto em alimentos (Soldrzano-Santos & Miranda-
Novales, 2012). Na natureza, essas propriedades quimicas dos 6leos essenciais sdo de
vital importancia para as plantas em processos de defesa contra patdgenos e sinalizagdo
para polinizadores, ajudando em sua adaptacdo a diferentes ambientes (Perigo et al.,
2016).

1.4 Sclerotinia sclerotiorum

O fungo Sclerotinia sclerotiorum pertence a familia Sclerotiniaceae na ordem

Helotiales no filo Ascomycota (Bolton et al. 2006). E um agente fitopatogénico do solo



que causa perdas em mais de 400 espécies de plantas em todo mundo, incluindo culturas
de importancia comercial como a soja, o feijdo, o girassol, o pepino, o tomate, entre
outras (Boland & Hall, 1994; Bolton et al., 2006; Ethur et al., 2004). Ndo produz
esporos assexuados, sendo os esclerddios que produzem seu indculo e séo as principais
estruturas de sobrevivéncia do fungo a longo prazo (Bolton et al., 2006; Ma et al.,
2015).

Por atingir uma ampla gama de hospedeiros, os sintomas de infeccdo por
Sclerotinia sclerotiorum podem variar de acordo com a planta infectada. De uma
maneira geral, a infecgdo por Sclerotinia sclerotiorum apresenta lesdes encharcadas e
tecido necrético. Em seguida, hd a formacdo de uma massa branca de micélios. Logo o0s
micélios se transformam em uma massa negra, o esclerodio, que sdo tipicamente
formados no interior dos tecidos infectados, mas podem ocorrer também na superficie
dos tecidos. Durante a colheita, esses esclerddios podem cair no solo, e ali permanecer
até a implantacgdo de outra lavoura ou outra cultura, reiniciando o ciclo de contaminagao
do fungo (Bolton et al., 2006).

1.5 Colletotrichum gloeosporioides

O género Colletotrichum spp. possui cerca de 769 espécies de fungos
ascomicetos validadas na literatura. Dentre elas destaca-se a espécie C. gloeosporioides
por apresentar 0 maior namero de variantes representadas por 12 formae speciales e 8
variedades pertencentes a espécie. A antracnose, doenca causada por fungos do género
Colletotrichum spp., tem ocorréncia registrada em lavouras por todo o Brasil,
principalmente quando predominam condigdes de elevada umidade, temperaturas
moderadas e chuvas prolongadas. Além de provocar queda no rendimento da cultura,
essa doenca tambem pode afetar a qualidade dos alimentos produzidos. A antracnose
atinge varios tipos de cultivos, entre as frutas atingidas estdo a manga, mamao, frutas
citricas em geral, morango, banana e goiaba (Da Silva Lopes et al., 2015).

E uma doenca quiescente, ou seja, a infecgdo ocorre ainda no campo e 0s
primeiros sintomas surgem apos certo tempo de maturagdo. Os sintomas caracteristicos
da antracnose sdo o aparecimento de manchas arredondadas e necrotidas, de centro
deprimido sobre a pele do alimento contaminado. Sobre as lesdes sdo produzidas

massas de conideos de cor alaranjada. Também pode causar podriddo da polpa de frutas



infectadas (Terao et al., 2013). A antracnose prejudica 0 metabolismo das plantas de
diversas maneiras, como promover a diminuicdo das taxas fotossintéticas, interferir na
dissipacdo de energia ou prejudicar o metabolismo do carbono e do nitrogénio (Wang et
al., 2017). O fungo exibe dois modos principais de nutricdo durante a colonizacao nas
plantas hospedeiras: a biotrofia que consiste na obtencdo dos nutrientes a partir das
células vivas do hospedeiro, e a necrotrofia, em que os nutrientes sdo absorvidos das
células que foram mortas pelo fungo (Perfect et al., 1999).

Luo et al. (2015) escrevem que, dos fatores que causam perdas pds-colheita de
manga, a antracnose é responsavel por cerca de 70% das perdas de frutos. Todos 0s
0rgdos da planta sdo atacados; flores, paniculas, ramas, folhas e frutos. O controle da
antracnose atualmente é realizado com a utilizacdo de fungicidas sintéticos, porém
varios fungicidas ndo podem ser utilizados no pds-colheita ou foram retirados do
mercado pela resisténcia do patdgeno ou possiveis riscos toxicoldgicos aos

consumidores.

1.6 Rhyzopus microsporus

Rhizopus microsporus é um grupo pertencente ao filo Zygomycota e ao subfilo
Mucorales, da familia Mucoracea. Consiste em cinco espécies, em que R. microsporus
apresenta seis variedades (Cheng et al., 2009; Jennessen et al., 2008).

Algumas estirpes de R. microsporus sdo utilizadas na industria alimenticia
realizando fermentacdo de certos tipos de alimentos, outros sdo degradadores no solo e
material vegetal. Algumas estirpes também sdo patdgenas em humanos, causando
infeccdes gastrointestinais, especialmente em pacientes imunodeficientes (Jennessen et
al., 2008, Benedict et al., 2016). Espécies do género Rhizopus contaminam diversos
alimentos como grdos de alta umidade, por exemplo. Também sdo importantes
contaminadores de frutas como macas, peras, morangos uvas e em batatas, além de
carnes e produtos carneos (Rabie et al., 1985).

R. microsporus produz uma micotoxina chamada rhizonin A, extremamente
toxica em ratos afetando principalmente figado e rins (Rabie et al., 1985).

A contaminacéo de alimentos por fungos patogénicos pode ocorrer em diversos

momentos da cadeia produtiva, desde a producdo, processamento, embalagem ou



armazenamento. A deterioracdo causada por fungos explica cerca de 5 a 10% das perdas
de alimentos em todas as fases da producéo (Benedict et al., 2016).

1.7 FILMES ATIVOS

Os filmes biopoliméricos tém grande impacto benéfico na qualidade dos
produtos alimenticios, pois atuam como barreira para a troca gasosa entre o alimento e
a atmosfera circundante, protegem o alimento de possiveis injdrias no manuseio do
campo até o consumidor final, possibilitam um retardo na deterioracdo do alimento
preservando suas propriedades organolépticas e carreando substancias antimicrobianas
e antioxidantes. A utilizacdo de filmes biopoliméricos também é benéfica ao ambiente,
pois diminui a necessidade da utilizacdo de embalagens pléasticas derivadas de petrdleo,
além de terem a caracteristica de serem biodegradaveis e serem obtidos a partir de
fontes renovaveis (Gomes et al., 2015; Flores-Lopez et al., 2015; Chaudhry & Castle,
2012; Gallocchio et al., 2016; Morsy et al., 2014).

As principais fontes utilizadas como matéria-prima para obtencao de filmes e
revestimentos sdo os polissacarideos, as proteinas e os lipideos ou uma combinagédo
deles. Normalmente, também sdo empregados plastificantes como o glicerol ou o
sorbitol, com a finalidade de melhorar algumas caracteristicas mecanicas dos filmes
como a resisténcia, flexibilidade e forca (De Mello Luvielmo & Vieira Lamas, 2013;
Ghasemlou et al., 2013).

Os polissacarideos mais utilizados na obtencdo de filmes biodegradaveis e
revestimentos séo os alginatos, as pectinas, os derivados da celulose e os amidos. Os
filmes de polissacarideos séo hidrofilicos pela predominante presenca de grupos
polares em sua estrutura (De Mello Luvielmo & Vieira Lamas, 2013; Silvestre et al.,
2011).

Os amidos estdo entre os materiais mais utilizados na obtencdo de filmes
biodegradaveis por suas propriedades de resisténcia a trocas gasosas, transparéncia,
baixo custo e alta disponibilidade (De Mello Luvielmo & Vieira Lamas, 2013;
Davoodi, Kavoosi & Shakeri, 2017). O amido € encontrado como reserva de
carboidrato nas mais diversas espécies vegetais como tubérculos, cereais e
leguminosas. E composto, principalmente, de dois polimeros de glicose: a amilose e
amilopectina (Do Carmo & Paiva, 2015; Ellis et al., 1998). A amilose € um polimero

linear constituida de ligagdes a-D-glicopiranose ligadas em a-(1,4). A amilopectina é



um polimero de cadeia ramificada. As ligagdes da amilopectina sdo formadas por
residuos de a-D-glicopiranose em que suas ramificagdes se encontram nas posigdes o-
(1,6) (Denardin & Silva, 2009). O teor de amido, assim como a porcentagem de
amilose e amilopectina, variam de acordo com a fonte vegetal em que foi extraido o
amido, bem como do estagio de maturacdo da fonte (Do Carmo & Paiva, 2015).

O processo de obtencdo de filmes biodegradaveis de amido baseia-se na
caracteristica do amido de formar géis. Na presenca de agua e sob aquecimento, 0S
granulos de amido passam por um processo chamado gelatinizacdo, e os granulos
incham de forma irreversivel. Esse processo tem inicio nas regiGes amorfas da
estrutura cristalina do granulo, causando desordem na organizacdo estrutural, e,
consequentemente, a fusdo dos cristais. Com a expansdo do granulo e a desordem
estrutural causada nesse processo, a amilose é lixiviada para 0 meio aquoso
aumentando as propriedades reoldgicas do sistema. Quando ocorre o resfriamento do
amido gelatinizado, as moléculas de amido vao perdendo energia e se reorganizando,
as ligacdes de hidrogénio vdo ficando mais fortes e formam-se zonas cristalinas,
formando um gel opaco. A esse processo da-se 0 nome retrogradacdo (Denardin &
Silva, 2009; Luchese, Spada & Tessaro, 2017).

Em filmes de amido o uso de plastificantes é de extrema importancia, pois
estes atuam reduzindo as forcas intermoleculares e aumentando a mobilidade das
cadeias poliméricas, obtendo um material mais flexivel. Os principais plastificantes
empregados em filmes & base de amido s&o os polidis, especialmente o sorbitol e o
glicerol (Mali et al., 2010; Do Carmo & Paiva, 2015).

1.8 ARARUTA (Maranta arundinacea)

A araruta (Maranta arundinacea L.) é uma planta tipica da América do Sul.
Pertencente & familia Marantaceae, é uma planta herbécea perene rizomatosa. E nos
rizomas em que ocorre 0 acimulo do amido, que atua como reserva de carboidratos,
fornecendo energia para o crescimento da planta (Neves et al., 2005, Madieni et al.,
2012). O tamanho dos rizomas varia entre 10 a 15 cm, e a producdo de amido pode
chegar a 3,6 toneladas por hectare de araruta plantado, sendo uma excelente fonte de
amido (> 85%) (Leonel & Cereda, 2002; Madieni et al. 2012).

Segundo Leonel et al. (2002) a araruta apresenta composicao fisico-quimica

adequada para obtencdo de amido comercial, com grande capacidade de gelatinizacéo.



Agostini et al. (2009) avaliaram a aplicacdo de revestimento a base de fécula de
araruta associado a armazenagem com resfriamento em jabuticabas, e verificaram que
as frutas revestidas com fécula de araruta tiveram reducdo na perda de massa,
comparadas as frutas ndo revestidas, por causa das propriedades de barreira do
revestimento utilizado. Gordillo et al. (2014) avaliaram as caracteristicas fisico-
quimicas da fécula de araruta e desenvolveram filmes biodegradaveis a base de fécula.
A fécula de araruta apresentou alto teor de amido (> 99%), composto de mais de 40%
de amilose, caracteristica importante para a formacdo de matrizes poliméricas fortes.
Também obteve sucesso na producdo de uma pelicula a base de amido de araruta
utilizando glicerol como plastificante.

Apesar de apresentar caracteristicas promissoras para o desenvolvimento de
filmes, ainda sdo escassos na literatura, trabalhos utilizando a fécula de araruta, e
nenhum trabalho foi encontrado incorporando algum agente antimicrobiano a matriz
polimérica a base de fécula de araruta. Assim, no presente estudo, pretendeu-se avaliar a
atividade antifungica in vitro do 6leo essencial das folhas e inflorescéncias de P.
aduncum frente ao fungo S. scletoriorum e desenvolver, caracterizar e avaliar a
atividade antifangica de filmes a base de fécula de araruta incorporados com o6leo
essencial das folhas e inflorescéncias de P. aduncum frente aos fungos C.

gloeosporioides e R. microsporus.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL.:

Extrair e caracterizar os 6leos essenciais das folhas e inflorescéncias de Piper
aduncum var. aduncum e avaliar sua atividade antifingica frente ao fungo Sclerotinia
sclerotiorum. Desenvolver filmes biodegradaveis a base de fécula de araruta, incorporar
6leos essenciais das folhas e inflorescéncias de P. aduncum. Caracterizar os filmes
ativos produzidos e avaliar a atividade antifungica dos mesmos frente a Colletotrichum

gloeosporioides e Rhizopus microsporus var. oligosporus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Extrair e caracterizar por CG-EM e CG-DIC os 0leos essenciais das folhas e
inflorescéncias de P. aduncum;

e Avaliar a atividade antiflngica in vitro dos 6leos essenciais extraidos das folhas
e inflorescéncias de P. aduncum frente ao fungo patogénico S. sclerotiorum;

e Desenvolver filmes biodegradaveis e ativos a base de fécula de araruta (Maranta
arundinacea L.) incorporados com 6leo essencial das folhas e inflorescéncias de
P. aduncum;

e Caracterizar os filmes biodegradaveis e ativos produzidos quanto as suas
propriedades fisicas (espessura, umidade e solubilidade em agua), mecénica
(permeabilidade ao vapor de agua), propriedades oOpticas (cor e taxa de
permeacdo a luz UV-Vis) e biodegradabilidade;

e Avaliar a atividade antifungica dos filmes biodegradaveis frente aos fungos

patogénicos C. gloeosporioides e R. microsporus.
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CAPITULO I - Oleos essenciais das inflorescéncias e folhas de
Piper aduncum (Piperaceae): composi¢cdo quimica e atividade
antifungica contra Sclerotinia sclerotiorum

(Normas de acordo com a Revista Anais da Academia Brasileira de Ciéncias —
Artigo submetido)

RESUMO

Embora os 6leos essenciais de Piper aduncum (Piperaceae) tenham atividades
bioldgicas diferentes, pouco se sabe sobre sua aplicacdo em areas agricolas. O mofo
branco é uma doenca de plantas causada pelo fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum, que
precisa ser controlado por medidas alternativas. Este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito dos 0leos essenciais das folhas (PL-EO) e inflorescéncias (PI-EO) de P.
aduncum sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum. Os 06leos essenciais de P.
aduncum foram obtidos por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger. A composi¢édo
quimica foi analisada por CG-EM e CG-DIC. A piperitona (23,4%), miristicina
(12,4%), terpinen-4-ol (12,3%), B-cariofileno (7,2%), a-humuleno (6,9%), germacreno-
D (6,9%) e o dilapiol (6,3%) foram o0s constituintes majoritarios nos 6leos de P.
aduncum. A atividade antifungica in vitro demonstrou que volumes acima de 30 pL de
PI-EO inibiram em 100% o crescimento micelial, enquanto PL-EO com 50 L inibiu
98,74%. Este € o primeiro relato da composicdo quimica de PI-EO e os resultados
sugerem que os 0Oleos essenciais avaliados tém elevado potencial no controle do fungo

patogénico S. sclerotiorum.

Palavras-chave: Piper aduncum, o6leo essencial, atividade antifungica,

Sclerotinia sclerotiorum.
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CHAPTER I - Essential oils from Piper aduncum inflorescences
and leaves (Piperaceae): chemical composition and antifungal activity
against Sclerotinia sclerotiorum

(Standards according to the journal Annals of the Brazilian Academy of
Sciences - Submitted article)

ABSTRACT

Even though essential oils from Piper aduncum (Piperaceae) have different
biological activities, little is known about their application to agricultural areas. White
mold is a plant disease caused by the phytopathogen Sclerotinia sclerotiorum, which
needs to be controlled by alternative measures. This study aimed evaluate the effect of
essential oils from P. aduncum leaves (PL-EO) and inflorescences (PI-EO) on the
mycelial growth of S. sclerotiorum. Essential oils from P. aduncum were obtained by
hydrodistillation by a Clevenger-type apparatus while their chemical composition was
analyzed by GC-MS and GC-FID. Piperitone (23.4 %), myristicin (12.4 %), terpinen-4-
ol (12.3 %), B-caryophyllene (7.2 %), a-humulene (6.9 %), germacrene-D (6.9 %) and
dillapiol (6.3 %) were the main constituents found in oils from P. aduncum. The in vitro
antifungal activity showed that PI-EO volume above 30 pL inhibited mycelial growth in
100 %, whereas PL-EO at 50 pL inhibited it in 98.74 %. This is the first report of the
chemical composition of PI-EO and results suggest that the essential oils under

evaluation have high potential to control the phytopathogenic fungus S. sclerotiorum.

Key words: Piper aduncum, essential oil, antifungal activity, Sclerotinia sclerotiorum.



22

1.1 INTRODUCAO
O controle de doencas em plantas é frequentemente realizado com fungicidas
sintéticos. Entretanto, o uso de fungicidas € proibido nos processos orgénicos de
producdo, conforme as instituicdes certificadoras, devendo ser substituidos por produtos
alternativos (Fonseca et al. 2015). O uso indiscriminado de defensivos agricolas no
controle de pragas e doencas pode causar sérios riscos a salde humana e contaminagdo
do meio ambiente, além dos possiveis problemas com agentes patogénicos resistentes

(Fonseca et al. 2015).

Sclerotinia sclerotiorum é um fungo fitopatogénico habitante de solos e que
causa danos em muitas plantas de interesse econdmico. Este fungo é conhecido como
mofo branco pelos sintomas causados por ele como a podriddo Umida de raizes que sdo
cobertas por um micélio de cor branca na superficie do solo e/ou tecido hospedeiro,
produzindo eventualmente estruturas de resisténcia denominadas esclerédios (Dildey et

al. 2014).

Pesquisas que visam ao controle alternativo de S. sclerotiorum através do
emprego de 6leos essenciais extraidos de diferentes espécies de plantas tém aumentado
nos ultimos anos, revelando um potencial promissor de aplicacdo (Soylu et al. 2007,
Chutia et al. 2009; Pansera et al. 2013). Fonseca et al. (2015) refor¢a a importancia de
estudos envolvendo 6leos essenciais, pois muitos apresentam potenciais fungicida e
fungistatico e menciona ainda que futuramente estes recursos naturais poderdo ser

utilizados pelo produtor rural.

Piper aduncum, popularmente conhecido como falso-jaborandi, jaborandi do
mato e pimenta-de-macaco, é uma espécie amplamente distribuida em regides tropicais.

Pertencente a familia Piperaceae, algumas espécies do género Piper como P. aduncum,
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P. brachystachyum, P. falconeri, P. guineese e P. hispidum sdo ricas em O0leos

essenciais que exibem importantes atividades bioldgicas (Oliveira et al. 2013a).

Dando continuidade a esta linha de pesquisa que visa conhecer a composi¢do
quimica e as atividades biologicas de 6leos essenciais (Oliveira et al. 2016; Lemes et al.
2017; Oliveira et al. 2017), o presente trabalho aborda a composicdo quimica e a
atividade antifingica in vitro contra S. sclerotiorum do 6leo essencial das folhas e

inflorescéncias de P. aduncum.

1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 MATERIAL VEGETAL

As inflorescéncias e folhas de Piper aduncum foram coletadas no més de
agosto de 2016 as 8h, no municipio de Rio Verde, Goias, no Campus da Universidade
de Rio Verde (UniRV) (17°47°22.776”S e 50°57°56,894”W). A planta foi identificada
pela boténica Luzia Francisca de Souza e a amostra foi depositada no Herbario Jataiense

Professor Germano Guarim Neto com a excicata nimero HJ 7872.

1.2.2 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS
Amostras de folhas e inflorescéncias de P. aduncum foram submetidas a

hidrodestilagcdo por 2 horas em aparelho tipo Clevenger (Carneiro et al. 2017). Para fins
de analise, 300 g de material vegetal foi dividido em trés amostras de 100 g cada, e
foram adicionados 500 mL de agua destilada em cada amostra. Apds a coleta manual
das amostras de oOleo essencial (EO), os vestigios de agua restante nos 6leos foram
removidos com sulfato de sédio anidro, seguido de filtragdo. O procedimento de
extracdo foi feito em triplicata. Os 0leos isolados foram armazenados sob refrigeragédo
até serem analisados e testados. Os rendimentos (p / p) foram calculados a partir do

peso das folhas frescas e expressos como a média da andlise triplicata.



24

1.2.3 IDENTIFICACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS
As analises de cromatografia gasosa (CG) foram realizadas em cromatografo a
gas da Shimadzu GC2010 Plus equipado com autoamplificador AOC-20s e equipado
com DIC e processador de tratamento de dados. Foi utilizada uma coluna de capilar de
silica fundida Rtx-5 (Restek Co., Bellefonte, PA, EUA) (30-m x 0,25 mm i.d., 0,25 pm
de espessura do filme). As condi¢cdes de operagdo foram as seguintes: temperatura da
coluna programada em uma rampa de 60 a 240 ° C a 3 °C/min e depois mantida a 240
°C durante 5 min; gas de arraste utilizado foi o He (99,999%), a 1,0 mL/min; modo de
injecdo; volume de injecdo foi de 0,1 uL (propor¢ao dividida de 1:10); e temperaturas
do injetor e do detector entre 240 e 280 °C, respectivamente. As concentracgdes relativas
dos componentes foram obtidas pela normalizacdo da &area do pico (%). As areas
relativas foram determinadas pela média das analises em triplicatas realizadas por CG-

DIC.

As analises por CG-EM foram realizadas em equipamento da Shimadzu QP2010
Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) equipado com autoamostrador AOC-20i.
Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida RTX-5MS (Restek Co., Bellefonte,
PA, EUA) (espessura de pelicula de 30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 pm). O modo de
ionizacdo foi por impacto de elétrons a 70 eV, utilizou-se Heélio (99,999%) como gés de
arraste a um fluxo constante de 1,0 mL/min. O volume de injecdo foi de 0,1 pL
(proporgéo dividida de 1:10). As temperaturas do injetor e a temperatura da fonte de
ions foram ajustadas entre 240 e 280 °C, respectivamente. O programa de temperatura
do forno foi 0 mesmo que o programa usado para CG. Os espectros de massas foram

obtidos com um intervalo de varredura de 0,5 s, na faixa de massa de 40 a 600 Da.
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A identificacdo dos componentes volateis das folhas e inflorescéncias de P.
aduncum (Tabela 1) baseou-se em seus indices de retencdo em uma coluna capilar Rtx-
5MS nas mesmas condicdes operacionais que a utilizada no caso do CG em relagéo a
uma série homologa de n-alcanos (C8-C20); os espectros das estruturas foram
comparados com os das bibliotecas Wiley 7, NIST 08 e FFNSC 1.2, e seus padrdes de

fragmentacdo foram comparados com os dados da literatura (Adams, 2007).

1.2.4. ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE P.
aduncum CONTRA O FITOPATOGENO S. sclerotiorum

O isolado de Sclerotinia sclerotiorum Ss12 (BRM 29673) foi cedido pela
Embrapa Arroz e Feijao, com sede em Santo Anténio de Goias - GO. Os ensaios foram
realizados no laboratério de microbiologia agricola do IF Goiano - Campus Rio Verde e
a atividade antifungica dos 6leos essenciais das folhas e inflorescéncias de P. aduncum
foi avaliada seguindo a metodologia de difusdo em disco descrita por Xavier et al.
(2016), utilizando volumes de 6leo essencial de 10 — 50 pL para PI-EO e PL-EO. Como
controle negativo foram utilizadas placas sem adicdo de 6leo essencial (testemunha), e
como controle positivo foi utilizado o fungicida frowncide 500 SC, na concentracdo de
10 pg/mL do ingrediente ativo. Placas de Petri foram previamente esterilizadas e
preparadas com meio de cultura BDA. Apds a solidificagdo do meio, o 6leo essencial
nos volumes citados foi adicionado e espalhado com auxilio de uma alga de Drigalski
na superficie de toda a placa. Posteriormente, foram depositados discos de 5 mm de
didmetro de meio BDA contendo micélio de 10 dias de idade no centro da placa. As
placas foram incubadas a temperatura de 28 + 2 °C, e as medidas de crescimento
micelial foram tomadas diariamente até o completo crescimento do fungo nas placas

controle. O tratamento foi realizado em quadruplicada e o delineamento experimental
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utilizado foi inteiramente ao acaso, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias dos tratamentos foram avaliadas por meio do teste de Scott-

Knott a 5 % de significancia pelo software ASSISTAT.

O percentual de inibicdo de crescimento micelial (PIC) foi calculado usando a
seguinte férmula:

(crescimento do controle — crescimento do tratamento)
PIC (%) = , x100
crescimento do controle

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Através da andlise por GC-EM e GC-DIC foram identificados quarenta e cinco
compostos para o 6leo essencial das inflorescéncias de P. aduncum e quarenta e um
compostos para 0 6leo essencial das folhas, correspondendo a 99.4 % e 99.1 % do total
de compostos, respectivamente (Tabela I).
Tabela | — Composicdo quimica dos 6leos essenciais das inflorescéncias (PI-

EO) e folhas (PL-EO) de P. aduncum coletadas em Rio Verde - Goias.

5 ——
?nTm) Compostos Rleg Rl Plf{é\o/0 PL-EO dentificagao
11.54 Mirceno 993 991 0.2 RL MS
12.17  a-Felandreno 1007 1005 0.3 RL MS
12.73  a-Terpineno 1019 1018 0.1 0.3 RL MS
13.12 p-Cimeno 1028 1026 0.3 1.0 RL MS
13.32  B-Felandreno 1032 1031 0.7 1.2 RL MS
13.74  cis-B-Ocimeno 1041 1040 0.1 1.9 RL MS
14.27  trans-pB-Ocimeno 1053 1050 0.5 4.1 RL MS
14.75  y-Terpineno 1063 1059 1.5 1.9 RL MS
15.17 trans-Hidrato de sabineno 1073 1068 2.0 0.4 RL MS
16.16  a-Terpinoleno 1094 1084 1.0 0.9 RL MS
16.67 cis-Hidrato de sabineno 1105 1097 2.8 0.2 RL MS
17.79  cis-p-Ment-2-en-1-ol 1127 1129 3.2 0.9 RL MS
18.12  Alocimeno 1134 1140 0.2 RL MS
18.67 trans-p-Ment-2-en-1-ol 1145 1142 25 0.9 RL MS
19.98 «a-Borneol 1171 1165 0.4 0.1 RL MS

20.57  Terpinen-4-ol 1183 1179 123 6.3 RL MS
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21.14  o-Terpineol 1194 1189 1.1 0.3 RL MS
21.95 p-Ment-1-en-3-ol 1211 1203 1.0 0.8 RL MS
24.31 Piperitona 1262 1254 234 11.8 RL MS
25.67  Safrol 1292 1285 0.9 1.8 RL MS
27.74  Bicicloelemeno 1339 1345 0.6 2.5 RL MS
28.27  o-Cubebeno 1351 1351 0.3 RL MS
29.08 Ciclosativeno 1370 1367 0.8 RL MS
29.25 o-llangeno 1373 1373 0.1 RL MS
29.44  a-Copaeno 1378 1376 3.8 1.7 RL MS
30.05 B-Cubebeno 1392 1389 1.8 RL MS
30.13 B-Elemeno 1394 1391 1.4 RL MS
30.90 o-Gurjuneno 1412 1409 0.2 RL MS
31.37  B-Cariofileno 1423 1418 7.2 5.4 RL MS
31.71 Desconhecido 1432 0.5 0.8 RL MS
31.87  y-Elemeno 1436 1433 04 RL MS
32.13 Aromadendreno 1442 1439 05 RL MS
32.77  a-Humuleno 1458 1456 6.9 3.9 RL MS
32.97 B-Santaleno 1463 1461 0.8 RL MS
33.70  Desconhecido 1481 0.3 RL MS
33.96 Germacreno-D 1487 1480 3.3 6.9 RL MS
34.11 B-Selineno 1491 1485 14 0.8 RL MS
34.57 Biciclogermacreno 1502 1494 0.3 3.1 RL MS
34.89 (E.E)- a-Farneseno 1510 1508 1.0 1.0 RL MS
35.20 y-Cadineno 1519 1512 0.6 RL MS
35.37  Hidrato de sesquisabieno 1523 1530 2.4 RL MS
35.79  Miristicina 1534 1520 6.5 12.4 RL MS
35.92 Cadina-1.4-dieno 1538 1531 0.5 RL MS
36.90 Elemicina 1563 1556 0.4 1.8 RL MS
37.64  Germacreno D-4-ol 1582 1574 1.1 RL MS
37.79  Espatulenol 1586 1576 1.5 RL MS
37.99  Oxido de cariofileno 1591 1581 1.0 2.1 RL MS
38.37  Viridiflorol 1601 1590 1.0 4.4 RL MS
38.98 1.2-Epoxido-humuleno 1618 1607 1.4 2.1 RL MS
39.62 Dilapiol 1635 1644 2.2 6.3 RL MS
40.32  t-Cadinol 1644 1644 0.9 0.7 RL MS
40.63  «-Cadinol 1663 1653 0.9 1.3 RL MS
Hidrocarbonetos Monoterpénicos 9.0 12.6
Monoterpenos Oxigenados 43.9 21.1
Hidrocarbonetos Sesquiterpénicos 30.5 29.1
Sesquiterpenos Oxigenados 5.2 13.2
Fenilpropanoides 100 223

Né&o identificados 0.8 0.8

Total 99.4 99.1
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RT: Tempo de retengdo; Rle,: Indice de retengdo determinado em relagéo aos n-alcanos (Cg—
C,) Na coluna Rtx-5MS; Rl Indice de retengdo da literatura (Adams, 2007); RA%: area relativa (area
do pico relativa a area total do pico no cromatograma CG-FID), média de trés repeticdes; RL:
comparagdo do RLe, com a literatura (Adams, 2007); MS: comparacdo dos espectros de massa com 0s
das bibliotecas Wiley 7. NIST 08. e FFNSC 12 bem como com as da literatura (Adams, 2007).

O rendimento dos 6leos essenciais das inflorescéncias (PI-EO) e folhas (PL-EO)
de P. aduncum apds as extracdes foi de 0,42 % e 0,34 %, respectivamente. De maneira
geral, o rendimento obtido foi bastante inferior ao teor anteriormente descrito na
literatura para 6leos essenciais de P. aduncum que é de 2,5 a 4,0 % (Silva et al. 2013).

O dleo essencial das inflorescéncias de P. aduncum (PI-EO) foi composto
predominantemente por monoterpenos oxigenados (43.9 %), seguido de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (30.5 %) e fenilpropanoides (10.0 %). Ja o 6leo essencial das folhas
(PL-EO) exibiu composicdo majoritaria de hidrocarbonetos sesquiterpénicos (29.1 %),
sequido de fenilpropanoides (22.3 %) e monoterpenos oxigenados (21.1 %) (Tabela I).
Os constituintes majoritarios identificados no 6éleo essencial das inflorescéncias foram:
piperitona (23.4 %, 1), terpinen-4-ol (12.3 %, 2), p-cariofileno (7.2 %, 3), a-humuleno
(6.9 %, 4) e miristicina (6.5 %, 5) (Figura 1). No 6leo essencial das folhas de P.
aduncum foram identificados os seguintes constituintes majoritarios: miristicina (12.4
%), piperitona (11.8 %), germacreno-D (6.9 %, 6), terpinen-4-ol (6.3 %) e dilapiol (6.3
%, 7) (Figura 1). A composicdo quimica do oleo essencial das inflorescéncias de P.

aduncum foi descrita pela primeira vez por este estudo.
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Figura 1 - Estruturas quimicas dos constituintes majoritéarios identificados nos
6leos essenciais das inflorescéncias e folhas de P. aduncum: piperitona (1), terpinen-4-
ol (2), pB-cariofileno (3), a-humuleno (4), miristicina (5), germacreno-D (6) e dilapiol

(7).

Especificamente, a composicdo quimica do 6leo essencial das folhas (PL-EQ)
mostrou-se semelhante a outras composicdes quimicas ja reportadas na literatura para
outras populacdes de P. aduncum ocorrentes em outras localidades do Brasil (Oliveira et
al. 2006; Oliveira et al. 2013b).

Os principais constituintes foram previamente identificados no dleo essencial de
quatro populagdes de folhas de P. aduncum encontradas no Distrito Federal, no Brasil
(Potzernheim et al., 2012). Observou-se também similaridade quando se compara a
composi¢do quimica dos 6leos essenciais de P. aduncum com os 6leos essenciais de
outras espécies da familia Piperaceae como P. manausense, P. demeraranum, P.
malacophyllum e P. tuberculatum (Andrade et al. 2005; Andrade et al. 2006; Santos et
al. 2012; Sales et al. 2017).

A comparagdo entre as composi¢des quimicas de PL-EO e o 0Oleo essencial de

folhas de P. aduncum encontradas em Bocailva, uma cidade localizada no estado de
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Minas Gerais, Brasil (Oliveira et al. 2013a) mostrou que eram muito diferentes. Isto
pode ser evidéncia da existéncia de um novo quimiotipo da espécie P. aduncum no
sudeste do estado de Goias, no Brasil. Além disso, um estudo recentemente publicado
descreve nove diferentes quimiotipos das espécies P. aduncum e um novo que foi
encontrado em Cuba (Monzote et al., 2017). No 6leo essencial das partes aéreas de P.
aduncum em Cuba, foram identificados os seguintes constituintes principais: piperitona
(23,7%), canfora (17,1%) e viridiflorol (14,5%) (Monzote et al., 2017). Apenas a
piperitona foi identificada como constituinte principal de PI-EO e PL-EO, com 23,4% e
11,8%, respectivamente (Tabela I).

A atividade antifangica in vitro dos 6leos essenciais das inflorescéncias e das
folnas de P. aduncum foi avaliada contra o fungo fitopatogénico Sclerotinia
sclerotiorum. Os valores do percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIC) dos
oOleos essenciais das inflorescéncias e folhas de P. aduncum sdo exibidos nos gréaficos 1

e 2, respectivamente.

105 . . A a
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99.83%  100% 100% 100% 100%

100
95
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500 SC

PIC (%)

Volumes de éleo
Gréfico 1 — Percentual de inibicdo micelial do crescimento de Sclerotinia

sclerotiorum em diferentes volumes de 6leo essencial das inflorescéncias de P.
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aduncum. As médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott (p<0,05).
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Controle 10 pL 20 uL 30 uL 40 uL 50 uL Frowncide 500
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Gréfico 2 — Percentual de inibicdo micelial do crescimento de Sclerotinia
sclerotiorum em diferentes volumes de 6leo essencial das folhas de P. aduncum. As

médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Os resultados da andlise de inibi¢do do crescimento micelial demonstraram o alto
potencial antifngico dos 6leos essenciais extraidos das inflorescéncias e folhas de P.
aduncum. O estudo das médias pelo teste de Scott-Knott revelou que as doses a partir de
20 pL do dbleo essencial das inflorescéncias ndo diferiram estatisticamente do fungicida
comercial Frowncide 500 SC, utilizado como controle positivo (Gréfico 1). Quanto ao
6leo essencial das folhas de P. aduncum, as doses acima de 10 pL exibiram resultados
semelhantes apresentando valores de inibi¢do acima de 95 % (Gréfico 2). Em adicdo, a
atividade antifngica do 6leo essencial das inflorescéncias de P. aduncum é digna de
nota, tendo em vista que a partir 30 puL de 6leo o potencial de inibi¢cdo do crescimento
micelial do fungo S. sclerotiorum foi de 100 %, se igualando ao fungicida comercial

Frowncide 500 SC.
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E descrito na literatura que o extrato aquoso dos frutos de P. aduncum inibiu em
42.86 % o crescimento micelial de S. sclerotiorum e que o Oleo essencial desta
Piperaceae por apresentar em sua composicdo quimica o constituinte dilapiol faz com
que este Oleo exiba acdo fungicida (Garcia et al. 2012). Em adicdo, os constituintes
quimicos majoritarios  piperitona, terpinen-4-ol, B-cariophileno, a-humuleno,
germacreno-D e miristicina identificados nos 6leos essenciais de P. aduncum ocorrente
no estado de Goias, juntamente com o dilapiol podem justificar a atividade anti-
Sclerotinia sclerotiorum promissora observada no presente trabalho, tendo em vista que
estes compostos ja possuem suas atividades antifungicas bem descritas na literatura
(Costa et al. 2000; Mondello et al. 2006; Francescato et al. 2007; Maxia et al. 2012;
Benmansour et al. 2016).

Ainda neste segmento, Silva e Bastos (2007) descreveram a significativa
atividade inibitoria de Oleos essenciais de folhas de espécies de Piper sobre o
crescimento micelial de outros fungos como Crinipellis perniciosa, Phytophthora
palmivora e Phytophthora capsici. O 6leo essencial das folhas secas de P. aduncum
também exibiu atividade promissora quando testado frente ao fungo Colletotricum
musae, e em concentracfes acima de 100 pg/mL, o 6leo inibiu em 100 % o crescimento
micelial e a germinagdo dos conidios (Bastos e Albuquerque 2004). Em suma, os 6leos
essenciais das inflorescéncias e folhas de P. aduncum apresentaram-se mais ativo que 0
Oleo essencial de Cardiopetalum calophyllum, outra espéecie ocorrente no Cerrado
goiano, em que 300 pL de dleo essencial inibiu em 87.63 % o crescimento micelial de S.
sclerotiorum (Xavier et al. 2016). Este € o primeiro relato da avaliacdo da atividade
antifungica dos 0leos essenciais das inflorescéncias e folhas de P. aduncum contra S.

sclerotiorum.
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Em suma, os resultados deste estudo mostram que os Oleos essenciais de
inflorescéncias e folhas de P. aduncum possuem forte atividade antimicrobiana contra
S. sclerotiorum, um patégeno fungico que causa danos a muitas plantas de interesse
econbmico. Estudos anteriores da composi¢cdo quimica e constituintes quimicos
principais identificados em o0leos essenciais de P. aduncum também corroboram o
potencial observado nesta investigacdo in vitro. Portanto, os resultados deste estudo
mostram que ha uma boa perspectiva de usar esses 6leos essenciais experimentalmente

para controlar os fitopatdgenos em condicdes de estufa e de campo.
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CAPITULO 2 - Desenvolvimento de filmes biodegradaveis de
fécula de araruta incorporados com 6leo essencial de Piper aduncum

RESUMO

As embalagens desempenham papel fundamental na industria de alimentos,
porém, o grande volume de residuo gerado por esses materiais é grave problema
ambiental. Ha, portanto, a real necessidade do desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis e ativas. O amido é uma promissora fonte de biopolimeros e a
incorporacdo de Oleos essenciais, pode melhorar algumas propriedades dos filmes. O
objetivo deste estudo foi entdo, desenvolver e caracterizar filmes biopoliméricos a base
de fécula de araruta e incorporar 6leo essencial (OE) extraido das folhas e das
inflorescéncias de Piper aduncum. O OE foi extraido em aparelho tipo Clevenger. O
desenvolvimento dos filmes de fécula de araruta e a incorporacdo do OE se deu pelo
método de Casting. Os filmes foram caracterizados quanto a propriedades de barreira,
biodegradabilidade, propriedades épticas e atividade antimicrobiana frente aos fungos
Rhizopus microsporus e Colletotrichum gloeosporioides. Os filmes biodegradaveis
obtidos apresentaram boa propriedade de barreira, baixa permeabilidade ao vapor de
agua, transparéncia e boa propriedade de barreira a luz UV-Vis, foram 100%
biodegradados e apresentaram, nas concentracbes de 0,75% e 1,0%, atividade
antifangica frente aos microrganismos avaliados. Assim, pode-se perceber o potencial
da fécula de araruta no desenvolvimento de filmes biodegradaveis e a promissora
atividade antifungica dos filmes com a incorporacdo dos Oleos essenciais de P.

aduncum.

Palavras-chave: Embalagens ativas, Piper aduncum, filmes biopoliméricos, atividade
antifungica.
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CHAPTER 2 - Development of biodegradable arrowroot starch
films incorporated with Piper aduncum essential oil

ABSTRACT

Packaging plays a main function in the food industry, but the high volume of
waste generated by these materials is a serious environmental problem. There is
therefore a real need for the development of biodegradable and active packaging. Starch
Is a promising source of biopolymers and the incorporation of essential oils can improve
some properties of the films. The objective of this study was to develop and characterize
biopolymer films based on arrowroot starch and to incorporate essential oil (EO)
extracted from the leaves and inflorescences of Piper aduncum. EO was extracted in
Clevenger type apparatus. The development of the arrowroot starch films and the
incorporation of EO was by Casting method. The films were characterized as barrier
properties, biodegradability, optical properties and antimicrobial activity against the
fungi Rhizopus microsporus and Colletotrichum gloeosporioides. The biodegradable
films obtained showed good barrier properties, low permeability to water vapor,
transparency and good barrier properties to UV-Vis light, were 100% biodegradable and
presented activity at concentrations of 0.75% and 1.0% antifungal activity against the
evaluated microorganisms. Thus, the potential of arrowroot starch in the development of
biodegradable films and the promising antifungal activity of the films with the

incorporation of the essential oils of P. aduncum can be seen.

Key words: Active packaging, Piper aduncum, biopolymer films, antifungal activity
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2.1. INTRODUCAO

Na industria de alimentos, as embalagens desempenham fun¢fes fundamentais
na manutencdo da qualidade e integridade dos produtos alimenticios até o consumo,
evitando injdrias e danos no transporte e armazenamento, além de fornecer recursos
estéticos e informacBes sobre os produtos embalados (KECHICHIAN et al., 2010;
HAQ, JAFRI, HASNAIN, 2016). O uso de embalagens tradicionais, a base de petroleo,
vém crescendo ao longo do tempo, principalmente pelas suas caracteristicas favoraveis
como baixa densidade, e altas propriedades mecanica e de barreira, porém, por causa da
grande quantidade de residuo gerado por esse tipo de material ndo degradavel,
tecnologias de obtencdo de polimeros biodegradaveis e de fontes renovaveis,
principalmente a base de polissacarideos, proteinas e lipidios vém despertando o
interesse de pesquisadores e empresas de alimentos e embalagens (DE DICASTILHO et
al., 2016; SHEN & KAMDEM., 2015; FERREIRA et al., 2015; HAFSA et al., 2016).

O amido é um tipo de biopolimero muito promissor no desenvolvimento de
filmes biodegradaveis pela sua alta disponibilidade e baixo custo (DAVOODI,
KAVOOSI & SHAKERI, 2017; PERAZZO et al., 2014). Filmes a base de amido sdo
biodegradaveis, ndo toxicos, apresentam alto brilho e transparéncia (GORDILLO et al.,
2014). Tipica da América Latina, a araruta (Maranta arundinacea) apresenta rizomas
dos quais se obtém elevado teor de amido. No Brasil, existem trés cultivares de
importancia comercial: a crioula, a banana e a comum (LEONEL & CEREDA, 2002).
Devido ao alto teor de amido em seus rizomas, a extracdo do amido de araruta é
economicamente interessante. O amido extraido da araruta apresenta caracteristicas
vantajosas como excelente digestibilidade, capacidade de gelatinizagdo em temperaturas
relativamente baixas, além de caracteristicas fisico-quimicas especiais, como o alto teor
de amilose, necessario para o desenvolvimento de filmes com boas propriedades
(NOGUEIRA, FAKHOURI & DE OLIVEIRA, 2018; CHARLES et al., 2016).

Além da biodegradabilidade, propriedades mecéanicas e de barreira, 0s
biopolimeros podem funcionar como embalagens ativas, transportando agentes
antimicrobianos, antioxidantes ou substancias nutricionais, como vitaminas (JAHED et
al., 2017; DEBEAUFORT, QUEZADA-GALLO, VOILLEY, 1998; FLORES-LOPEZ
et al., 2015). Nesse aspecto, os Oleos essenciais (OEs) tém demonstrado potencial
aplicabilidade em filmes e revestimentos biopoliméricos por apresentarem propriedades

antimicrobianas e antioxidantes, sendo a maioria deles, substancias consideradas GRAS
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(“Generally Recognized as Safe” ou, na tradugdo literal, “Geralmente Reconhecido
como Seguro”) (NOSHIRVANI et al., 2017).

O Oleo essencial de Piper aduncum tem apresentado elevado potencial
antifangico, antibacteriano e antioxidante (OLIVEIRA et al., 2013, BASTOS &
ALBUQUERQUE, 2004; GUTIERREZ et al., 2016; POHLIT et al., 2013). Entretanto,
ainda sdo escassos na literatura, os trabalhos utilizando a fécula de araruta no
desenvolvimento de filmes biopoliméricos, e nenhum trabalho realizou a incorporagéo
de 6leos essenciais em filmes a base de fécula de araruta, portanto, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver e caracterizar filmes biodegradaveis a partir da fécula de
araruta, incorporados com Oleo essencial das folhas e das inflorescéncias de Piper

aduncum.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas e inflorescéncias de Piper aduncum foram coletadas no municipio de
Rio Verde, Goias, no Campus da Universidade de Rio Verde (UniRV) (17°47°22.776S
e 50°57°56,894”W). A planta foi identificada pela boténica Luzia Francisca de Souza e
uma amostra foi depositada no Herbario Jataiense Professor Germano Guarim Neto,

com a exsicata niimero HJ 7872.

2.2.2 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Amostras de folhas e inflorescéncias de P. aduncum foram submetidas a
hidrodestilagdo por 2 horas em aparelho tipo Clevenger (CARNEIRO et al., 2017).
Apobs a coleta das amostras dos 6leos essenciais (EOs), os vestigios de agua ainda
presentes no oOleo essencial foram removidos com sulfato de sodio anidro, seguido de
filtracdo. Os dleos essenciais purificados foram armazenados sob refrigeracédo a 4 +

2°C, ateé serem incorporados as solugdes filmogénicas.

2.2.3 DESENVOLVIMENTO DO FILME BIODEGRADAVEL
Foram realizados testes prévios para avaliar as melhores condi¢6es de obtencdo

dos filmes a base de fécula de araruta, observando parametros como concentracdo de
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fécula, temperatura, velocidade de agitacdo e tempo de gelatinizacdo da solucdo
filmogénica, melhor temperatura para incorporagéo dos OEs, temperatura e tempo de
secagem, além de melhores condic¢des de armazenamento.

Os filmes biodegradaveis foram obtidos pela técnica de Casting, segundo
metodologia proposta por Issa e colaboradores (2017), com algumas modificagdes. Para
obtencédo de cada filme, dissolveu-se 5 g de fécula de araruta comercial em 100 mL de
agua destilada, agitando moderadamente a temperatura ambiente. Posteriormente, essa
solucdo foi aguecida a 80°C, sob agitacdo constante, durante 30 minutos. Apos a
gelatinizacdo do amido, adicionou-se glicerol como plastificante (30% p/p), e essa
disperséo foi agitada por mais 5 minutos. No momento em que a solugéo filmogénica
atingiu a temperatura de 40°C, uma suspensdo de 6leo essencial de Piper aduncum em
Tween 80 (0,25 g/g de OE) previamente preparada foi incorporada, em constante
agitacéo por 15 minutos.

As solucdes filmogénicas a base de fécula de araruta e incorporadas com 0s
OEs das folhas e inflorescéncias de Piper aduncum, foram vertidas em placas de
poliestireno e submetidas a secagem em estufa com circulacdo de ar (35 °C) por
aproximadamente 48 horas, até que os filmes comecassem a se soltar das placas. As
concentracdes finais dos OEs das folhas e inflorescéncias de P. aduncum foram de
0,25%, 0,50%, 0,75% e 1% (v/v), e um tratamento controle (sem adicdo de OE).

2.2.4 CARACTERIZACAO DOS FILMES

2.2.4.1 ESPESSURA E UMIDADE

A espessura dos filmes foi aferida com o auxilio de um micrometro digital,
com precisdo de 0,01 mm. As medidas foram realizadas em 10 pontos de cada filme,
entdo foi calculada a média da espessura. O teor de umidade foi determinado através da
perda de massa dos filmes, submetidos a secagem em estufa a 110 °C, até atingir peso
constante. Foram utilizadas trés repeticGes por tratamento de filme (SALARBASHI et
al., 2013).

2.2.4.2 SOLUBILIDADE EM AGUA
Para determinacdo da solubilidade em &agua dos filmes ativos produzidos,
amostras com cerca de 2 cm? foram secas em estufa, a 105°C por 3 horas e entéo
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pesadas para determinar a massa inicial (Mi). Essas amostras foram entdo imersas em
50 mL de 4gua destilada, e mantidas sob constante agitacdo, a 25°C, durante 24 horas.
Apds esse periodo, as amostras foram filtradas em papel de filtro Whatman No. 1. Os
papéis contendo os filmes foram secos a 105°C por 24 horas e pesados (Mf) (JAHED et
al., 2017). Cada tratamento foi analisado em triplicata. A solubilidade dos filmes (%) foi

calculada usando a equagéo:

. (Mi-Mf)
Solubilidade em agua (%)= X 100

(1)

2.2.4.3 PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA

A taxa de transmissdo de vapor de &gua (TTVA) e a permeabilidade ao vapor
de agua (PVA) foram avaliadas de acordo com ASTM E 96/E 96 M (ASTM, 2013),
utilizando o método da agua.

Para tanto, béqueres de 10 mL foram preenchidos com 50 g de agua
deionizada, selados com os filmes, e entdo colocados em dessecador contendo solugédo
saturada de nitrato de potassio. A massa dos béqueres foi medida de hora em hora,
durante 8 horas, e posteriormente com 24 horas (MA et al., 2016). O experimento foi

realizado em triplicata. A TTVA e a PVA foram calculadas segundo as equagdes:

TTVA= —
TtXA

)
Em que, m é a perda de massa, t é o tempo e A € a area do filme. O célculo da
PVA foi realizado multiplicando a TTVA pela espessura dos filmes (E) e dividindo pela

diferenca de pressao (AP):

TTVA
A= x E
(AP)

(3)

2.2.4.4 BIODEGRADABILIDADE

A analise da biodegradabilidade foi realizada seguindo metodologia proposta
por Martucci e Ruseckaite (2009), com algumas modifica¢Oes. Para tanto, amostras de
filme (2 x 3 cm) foram secas até peso constante para obtencdo da massa inicial (Mi). As

amostras foram entdo colocadas em pacotes de polietileno vazado, permitindo que os
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microrganismos e umidade tenham acesso as amostras, porém as embalam de forma que
elas possam ser posteriormente recuperadas.

As amostras foram entdo enterradas em solo organico, previamente preparado
em uma caixa de plastico, mantendo-se a umidade relativa em torno de 40% a
temperatura ambiente.

Quinze dias apés a montagem do experimento, os pacotes contendo as
amostras biodegradadas foram retiradas do solo, lavadas com agua destilada e secas até
peso constante (Mf). A biodegradabilidade (%) foi calculada de acordo com a seguinte
equacéo:

. .. (Mf-Mi)
Biodegradabilidade (%)= Y7 *100

4)

2.2.4.5 ANALISE DE COR

A anélise de cor dos filmes foi realizada em Colorimetro (HunterLab, Color
Quest Il, Reston, EUA) e os parametros avaliados foram L* (luminosidade) e
parametros de cromaticidade (a* e b*). As medicdes foram realizadas colocando o
padrdo branco sobre a amostra do filme (L* = 99,94, a* = -0,52 e b* = 1,43). A
diferenca de cor (AE) foi calculada de acordo com a seguinte equagao:

AE: [(AL)? + (Aa)? + (Ab)?]¥2
()

AE foi relacionado pela média de cinco medicdes por filme (NOSHIRVANI et

al., 2017).

2.2.4.6 ANALISE DE TAXA DE TRANSMISSAO DE LUZ UV-VIS

A transmissdo de luz ultravioleta (UV) e visivel dos filmes foi realizada em
espectrofotometro UV-Vis (Modelo LAMBDA 750, PerkinElmer). As amostras de
filme foram colocadas em um suporte para filme, e a transmitancia foi medida em
comprimentos de onda selecionados entre 250 e 850 nm (HOSSEINI et al., 2015).

2.2.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA
A atividade antifangica dos filmes foi analisada frente aos fungos

fitopatogéncos Colletotrichum gloeosporioides (CCT 5177) e Rhizopus microsporus
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var. oligosporus (I0C 3801), utilizando ensaio de difusdo em disco (MA et al., 2016).
Placas de Petri contendo meio BDA foram inoculadas com 100 pL de suspensdo com
10° UFC/mL, trés amostras de filmes previamente cortados em circulos com
aproximadamente 5 mm de didmetro, foram depositados em cada placa. As placas
foram incubadas a 25 £ 2 °C, por 5 dias. Os diametros da zona de inibicdo (mm) foram
entdo medidos.

2.2.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
A andlise da microestrutura dos filmes foi realizada em microscépio eletrénico
de varredura (modelo JSM — 1T300, Jeol), no Laboratério de Microscopia do Centro
Regional para o Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovacdo de Goias (CRTI — GO). As

aproximagoes realizadas foram de 1000x.

2.2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente ao acaso
(DIC), os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias das
repeticdes foram analisadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o
software ASSISTAT.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes prévios realizados serviram para aperfeicoar a metodologia de
desenvolvimento dos filmes a base de fécula de araruta, visto que parametros como
concentracdo de fécula em solucdo, tempo de agitacdo, temperatura de aquecimento,
concentracdo de OE, temperatura de incorporagéo e até mesmo temperatura de secagem
influenciaram significativamente na obtencdo de filmes com caracteristicas adequadas.
Antes de acertar os detalhes metodoldgicos os filmes ficavam, por muitas vezes, turvos,
quebradicos e/ou apresentavam profundas rachaduras, ou simplesmente ndo secavam de
maneira adequada.

Os filmes produzidos a base de fécula de araruta apresentaram, visualmente,
aspecto transparente e brilhoso conforme pode-se observar na figura 1. Segundo
Gordillo et al. (2014) a araruta (Maranta arundinacea L.) apresenta alto teor de amido
(>99%), sendo que o teor de amilose é maior que 40%, responsaveis pela formacéo de

matrizes poliméricas fortes para a producdo dos filmes, sendo assim, a fécula de araruta
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é uma opc¢do promissora no desenvolvimento de filmes biodegradaveis, sendo o glicerol
o melhor plastificante (HAQ, JAFRI, HASNAIN, 2016).

Com a adicdo de OEs das folhas e inflorescéncias de P. aduncum os filmes
passaram a ficar menos transparentes visualmente e, conforme a concentracdo dos OEs
incorporado foi aumentada, as solugdes filmogénicas ficavam mais brancas e os filmes
mais turvos. A fim de obter solugfes filmogénicas homogéneas, houve a necessidade da
incorporacdo de emulsificante Tween 80 nas formulacdes de filmes de fécula de araruta,
o0 volume de emulsionante utilizado variou de acordo com a concentracdo de 6leo, a fim

de garantir maior homogeneizag&o, como foi sugerido por Souza et al. (2013).

2.3.1 PROPRIEDADES FISICAS E DE BARREIRA

As espessuras (mm) dos filmes produzidos ndo diferirem significativamente (p
> (0,05) entre si, apresentando valores entre 0,108 mm a 0,122 mm com a incorporac¢ao
dos OEs de P. aduncum, conforme demonstrado no grafico 1. Pode-se entender,
portanto que as aglomeracdes das particulas de OE no filme tiveram pouco efeito sobre
a variagéo da espessura (SONG, ZUO & CHEN, 2018).
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Gréafico 1 — Espessura (mm) dos filmes a base de fécula de araruta
incorporados com 0leo essencial das folhas (OE — PL) e das inflorescéncias (OE — PI)

de Piper aduncum.
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O teor de umidade dos filmes apresentou tendéncia a diminuir, com o aumento
da concentracdo de OEs incorporados, tanto para OEs das folhas, quanto para os OEs
das inflorescéncias (Grafico 2). Esse comportamento era esperado pelo carater
hidrofobico dos OEs, e as interagcdes entre os grupos funcionais dos OEs e o amido,
limitando as interagcBes polissacarideo-agua, resultando em menor teor de umidade.
Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Song, Zuo & Chen (2018), em
filmes de amido de milho e trigo incorporados com 6leo essencial de limdo, e por Shen

& Kandem (2015) em filmes de quitosana incorporados com 06leo essencial de citronela
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Gréafico 2 — Umidade (%) dos filmes a base de fécula de araruta incorporados
com Oleo essencial das folhas (OE — PL) e das inflorescéncias (OE — PI) de Piper

aduncum.

A solubilidade é um parametro importante na caracterizacdo de filmes
biopoliméricos, principalmente porque potenciais aplicacbes como embalagens de
alimentos podem exigir que os filmes apresentem baixa solubilidade, ou seja, uma alta
resisténcia a agua (KHAZAEI et al., 2014; LOPEZ-MATA, et al., 2015). De acordo
com os resultados apresentados no grafico 3, a incorporacdo de OEs das folhas e
inflorescéncias de P. aduncum diminuiu da solubilidade dos filmes em relacdo ao
controle (filme com 0% de OE), sendo que o filme controle apresentou 38,04% de

solubilidade, enquanto os filmes com 1,0% de OEs das folhas e inflorescéncias (filmes
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de maior concentracdo de OE) apresentaram 33,99 e 32,92%, respectivamente. Os
resultados obtidos demonstram diminuicdo na natureza hidrofilica dos filmes. Essa
reducdo ocorreu porque os componentes dos OEs interagem com os grupos hidroxila do
filme, reduzindo a disponibilidade de hidroxilas que interagiriam com a &gua,
resultando em filme mais resistente a agua (SONG, ZUO & CHEN, 2018; JOUKI et al.,
2014). Jahed et al. (2017) também observaram reducdo na solubilidade em &gua de
filmes de quitosana quando incorporado o OE de C. copticum. Em outro estudo,
Ghasemlou et al. (2013) também observaram reducdo na solubilidade em agua de filmes
de amido de milho incorporados com dois tipos de OEs: Zataria multiflora Boiss e
Mentha pulegium. Segundo Kavoosi, Dadfar & Purfar (2013), os efeitos da
incorporacdo de aditivos a matriz polimérica sobre a solubilidade dependem do tipo de
aditivos, as concentragdes utilizadas, e seus indices de hidrofilicidade e hidrofobicidade.
Portanto, espera-se que compostos hidrofilicos aumentem a solubilidade dos filmes,

enquanto compostos hidrofobicos, como os Oleos essenciais, supostamente devem
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Gréafico 3 -Solubilidade (%) dos filmes a base de fécula de araruta
incorporados com Oleo essencial das folhas (OE — PL) e das inflorescéncias (OE — PI)
de Piper aduncum.

Os resultados da analise de permeabilidade ao vapor de agua seguiram a
tendéncia observada nas analises de teor de umidade e solubilidade em agua, com uma

diminuicdo significativa (p < 0,05) na permeabilidade dos filmes como aumento na
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concentracdo dos OEs das folhas e inflorescéncias de P. aduncum incorporada (Gafico
4). Essa diminui¢do na permeabilidade foi maior com a incorporacdo do 6leo essencial
das folhas do que nos filmes incorporados com o 6leo essencial das inflorescéncias.
Esse resultado pode ser associado ao fato de que duas partes de uma mesma planta
podem apresentar Oleos essenciais com composicdo quimica diferente. A
permeabilidade ao vapor de agua de filmes é um valor constante de permeacdo do vapor
de 4gua em determinada temperatura. Esse parametro depende da estrutura quimica e da
morfologia do material analisado (PERAZZO et al., 2014). Uma vez que uma das
principais fungdes de embalagens em alimentos é evitar ou, pelo menos minimizar, a
transferéncia de umidade entre os alimentos e a atmosfera circundante, a permeabilidade
ao vapor de agua (PVA) deve ser a menor possivel (HOSSEINI et al., 2013). Os
resultados de PVA dos filmes de fécula de araruta incorporados com Gleos essenciais
das folhas e inflorescéncias de P. aduncum foram semelhantes aos obtidos por
Salarbashi et al. (2013) em seu estudo com filmes de quitosana incorporados com OE de
Zataria multiflora Boiss e Mentha pulegium, no qual foi observado que o aumento na

concentracdo de OE incorporado ao filme resultou na reducéo da PVA.
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Gréfico 4 — Permeabilidade ao vapor de 4gua (x10% g mm/h m2 kPa) dos filmes
a base de fecula de araruta incorporados com 6leo essencial das folhas (OE — PL) e das

inflorescéncias (OE — P1) de Piper aduncum.
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2.3.2 BIODEGRADABILIDADE

A andlise da biodegradacao dos filmes de araruta incorporados com OEs das
folhas e inflorescéncias de P. aduncum foi realizada em solo e a umidade relativa do
solo mantida a 40% a fim de expor os filmes a condi¢fes as mais proximas possivel das
encontradas em ambientes naturais. A microflora mista presente no solo organico
(bactérias, actinobactérias, fungos e protozoarios, entre outros) pode atuar durante a
degradacdo dos filmes (MARTUCCI & RUSECKAITE, 2009). Quinze dias apds a
instalacdo do experimento, foi visivel a completa (100%) degradacdo dos filmes de
araruta (dados ndo apresentados) durante a retirada das amostras do solo organico. Stoll
et al. (2011), relataram 96,27% de degradacdo de filmes a base de fécula de mandioca
com antocianinas, com 10 dias de experimento, demonstrando a capacidade de

degradacdo de filmes a base de féculas e amidos.

2.3.3 PROPRIEDADES OPTICAS

E importante avaliar a cor de filmes biopoliméricos para embalagens de
alimentos porque o aspecto visual desses materiais pode influenciar na aceitacdo dos
consumidores (SONG, ZUO & CHEN,2018). A Tabela 1 apresenta os resultados da
analise de cor dos filmes de araruta incorporados com OEs das folhas e inflorescéncias

de P. aduncum.

Tabela 1: Parametros CIE Lab de cor L* (luminosidade), a* e b*
(cromaticidade), e a diferenca total de cor (Ae) dos filmes de fécula de Araruta

incorporado com OE das folhas (PL) e inflorescéncias (PI) de P. aduncum.

Tratamento L* a* b* de
CONTROLE |87,91+0,48% -1126+0,005" 3,244+0,16° 12,179+ 0,47
OE PL 0,25% | 88,24 +0,01° -1,264 +0,005" 3,37 0" 11,885 + 0,01
OE PL 0,50% | 88,43 +0,008" -1,394+0,01°  3,492+0,01° 11,727 + 0,006
OE PL0,75% | 88,43+0,02° -1,432+0,004° 3,504+0,01° 11,727 +0,01°
OEPL1,0% |88,92+0,007° -1,484+0,005* 3,272+0,44° 11,223 +0,06°
OE P10,25% | 87,89 +0,007" -1,15+0,01¢ 3,408 + 0,008" 12,227 + 0,005"
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OE PI10,50% ‘ 87,65 + 0,008% -1,18 + 0,007 3442 +0,01° 12,465 + 0,009%
OE PI 0,75% ‘ 87,561 +0,01° -1,198+0,008° 3,512+0,05° 12,619 +0,01°
OE PI 1,0% ‘ 87,59 + 0,004 -1,15+0,007° 3,904 +0,01* 12,609 + 00,0072

A incorporagdo dos OEs das folhas de P. aduncum em filmes de araruta
provocou leve aumento nos valores de L* dos filmes em comparacdo com o filme
controle e esse aumento foi significativo a partir da concentracdo de 0,50% de OE PL,
indicando que os filmes se tornaram mais claros. Os filmes incorporados com os OEs
das inflorescéncias de P. aduncum apresentaram leve reducdo nos valores de L* e essa
reducdo foi significativa apenas para a concentracédo de 0,75% de OE PI. Os valores de
L* de todos os filmes ficaram proximos de 100 (branco), indicando que os filmes de
araruta incorporados com OE de Piper aduncum tem aspecto brilhante (SOUZA et al,
2017). Além disso, a incorporagdo dos OEs aumentou significativamente os valores
negativos de a*. Os maiores valores de a* foram observados para o filme adicionado
com OEs das folhas de P. aduncum na concentracdo de 1% (-1,48). Exceto o filme OE
P1 1,0%, ndo houve diferencas significativas (p <0,05) nos valores de b* entre os filmes
incorporados com OE de P. aduncum e o filme controle. Os valores de AE variaram
amplamente com a incorpora¢do do OE, no entanto, os filmes incorporados com o OE
das inflorescéncias de P. aduncum apresentaram valores mais proximos aos dos filmes
controle.

Hafsa et al. (2016) observaram influéncia direta nos parametros de cor de
filmes de quitosana com a incorporacdo de OE de Eucalyptus globulus. Em seu estudo,
0s autores utilizaram concentragdes de OE de 0, 1, 2, 3 e 4%, e 0 aumento da
concentracdo causou diminuig¢do na luminosidade do filme, e mudancas na coloragdo

em direcdo ao vermelho (a*) e ao amarelo (b*).
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Figura 1: Taxa de transmissdo de luz UV-vis de filmes de araruta incorporados

com OE das folhas (A) e inflorescéncias (B) de P. aduncum.

A Figura 1 apresenta a taxa de transmissdo de luz (%) dos filmes de araruta
incorporados com OEs das folhas e das inflorescéncias de P. aduncum,
respectivamente, na faixa de 250 a 850 nm. Os resultados obtidos na regido da luz UV
(entre 250 e 370 nm), mostraram que o filme a base de fécula de araruta controle (sem
adicdo de OE) apresentou boa propriedade de barreira a luz UV, reduzindo até 85% a

transmissdo de luz UV nessa faixa. A adicdo dos OEs das folhas e inflorescéncias de P.
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aduncum reduziu a transmissdo de luz na faixa do UV, em até 100% para todas as
concentragdes testadas. Guerrero et al. (2011) avaliaram a transmissao de luz de filmes
de proteina de soja incorporados com Gleo de soja epoxidizado, 6leo de oliva Picual e
acido latico, em comparacdo com alguns filmes plasticos comuns: polipropileno
orientado e polietileno de baixa densidade, que apresentaram taxa de transmissao de luz
de 71,78% e 27,64%, respectivamente, em 280 nm, e obtiveram taxas de transmissao de
luz marcadamente menores de seus filmes, em comparacéo.

A mesma reducdo na taxa de transmissdo de luz com a adi¢cdo dos OEs também
foi observada na regido do visivel, mais acentuadamente na concentracdo de 1% do OE
das inflorescéncias. Esses resultados demonstram a capacidade dos OEs em reduzir a
taxa de transmissao de luz na regido do UV-Vis, possivelmente pela dispersao da luz na
interface das goticulas de OE na matriz do filme (HOSSEINI et al., 2015;
TONGNUANCHAN, BENJAKUL & PRODPRAN, 2012)

As embalagens para alimentos com alto teor de gordura precisam apresentar
baixa taxa de transmissao de luz, por causa do processo de oxidacdo lipidica que causa

deterioracdo nesse tipo de alimento (STOLL et al., 2017).

2.3.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A incorporagdo de agentes antimicrobianos, como os 6leos essenciais, em
matrizes biopoliméricas tem a intencdo de evitar a deterioracdo causada por
contaminacdo microbiana, na superficie dos alimentos, diminuindo assim, a necessidade
de utilizacdo de antimicrobianos que sdo geralmente incorporados na maioria dos
alimentos (VAN LONG, JOLY & DANTIGNY, 2016). A tendéncia dos filmes
incorporados com agentes antimicrobianos é liberar essas substancias no meio em que
foram colocados (BDA neste caso), resultando em uma zona de inibi¢do limpa ao redor
dos cortes de filme (OJAGH et al., 2010; LOPEZ et al., 2007).

A Figura 2 apresenta as imagens das placas de Petri contendo os fungos e 0s
filmes, apos o periodo de 5 dias de incubacdo. Foi possivel observar que os filmes
controle (sem adicdo de OE) ndo apresentaram nenhuma inibi¢cdo do crescimento de
ambos os fungos testados (R. microsporus e C. gloeosporioides) e os fungos cresceram
sobre os filmes. Os filmes incorporados com OEs das folhas (PL) e inflorescéncias (P1)
de P. aduncum nas concentracdes de 0,75% e 1,0% de OE Pl e 1,0% de OE PL foram

bem efetivos no controle do crescimento do fungo R. microsporus, ndo apresentando
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crescimento fungico sobre os filmes. O mesmo ndo foi observado nas concentracdes
mais baixas (0,25% e 0,50%), nas quais o fungo cresceu em toda placa, inclusive sobre
os filmes. Nas placas inoculadas com o fungo C. gloeosporioides, os filmes nas
concentracdes 0,50%, 0,75% e 1,0% de OE PL e 0,75% e 1,0% de OE PI foram efetivas
na inibigdo do crescimento do fungo sobre os filmes, os filmes controle e 0,25% nao
apresentaram inibigdo no crescimento do fungo, que cresceu sobre 0s mesmos.

Souza et al. (2013) avaliaram a atividade antifungica de filmes de fécula de
mandioca incorporado com OEs de canela e cravo frente aos fungos P. Commune e E.
amstelodami, e também observaram que os filmes controle (sem adi¢cdo de OE) nédo
apresentaram nenhuma atividade inibitoria ao crescimento de nenhum dos fungos
testados, enquanto o aumento da concentracdo dos OEs avaliados, aumentou a area de
inibicdo dos filmes.

A atividade antimicrobiana de filmes incorporados com OE depende das
concentragdes dos OE. Baixas concentracbes podem ndo apresentar inibicdo do
crescimento microbiano, além de afetar a capacidade de difusdo de OE da matriz do
filme para 0 meio (BDA), influenciando na formacéo dos halos de inibicdo (WANG et
al.,, 2011). O fato dos filmes de araruta incorporados com OEs das folhas e
inflorescéncias de P. aduncum ndo apresentarem halo de inibi¢do, apds o periodo de
incubacdo, pode estar associado as baixas concentracbes de OE incorporado,
dificultando a formacdo de halos visiveis, porém, € perceptivel que, as maiores
concentracdes testadas permaneceram sem o crescimento dos fungos sobre os filmes,
indicando que, possivelmente, concentragdes acima de 1% de OE incorporados a matriz
polimérica a base de fécula de araruta, poderdo apresentar formacdo de halos de

inibic&o.
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Figura 2: Atividade antifungica de filmes de fécula de araruta incorporados
com OEs das folhas (OE PL) e das inflorescéncias (OE PI) de P. aduncum frente aos

fungos Rhizopus microsporus e Colletotrichum gloeosporioides.

2.3.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
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Figura 3. Imagens de MEV (ampliagdo 1000x) dos filmes de fécula de araruta
controle (A), e incorporados com 0,25% (B), 0,50% (C), 0,75% (D) e 1,0% (E) de OE —
PL.

Figura 4. Imagens de MEV (ampliacdo 1000x) dos filmes de fécula de araruta
controle (A), e incorporados com 0,25% (B), 0,50% (C), 0,75% (D) e 1,0% (E) de OE —
PI.

As figuras 3 e 4 apresentam as imagens de microscopia eletronica de varredura
(MEV) dos filmes de araruta incorporados com 0leo essencial das folhas (figura 3) e
inflorescéncias (figura 4) de Piper aduncum na mesma amplia¢do (1000 x).

E possivel observar nas imagens a presenca de granulos de amido que n&o foram
geleificados durante o aquecimento, principalmente nos filmes controle e 0,25% de OE-PI.
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Os filmes controle, 0,25% e 0,50% de OE — PL e o filme com 0,25% de OE — PI
apresentaram caracteristicas semelhantes, com microestrutura homogénea. No entanto, nas
concentracdes 0,75% e 1,0% de OE — PL os filmes apresentaram microestrutura com
algumas rachaduras. Os filmes incorporados com 0,50%, 0,75% e 1,0% de OE - PI
apresentaram rachaduras mais profundas em sua microestrutura.

A incorporacdo de alguns aditivos na solugdo filmogénica pode alterar o
mecanismo da formacdo dos filmes. O aumento da distancia entre as unidades de
polissacarideos dos filmes pode estar relacionado com a segregacéo de fases, uma vez que
o amido é um polimero hidrofilico e o 6leo essencial um ativo hidrofébico. Além disso, a
presenca de Oleo essencial causa perturbacdo no processo de evaporacdo do solvente
(4gua), alterando os padrdes de formacéo do filme.

Mudangas na microestrutura de filmes causadas pela incorporacdo de oOleos
essenciais também foram observadas por Ghasemlou et al. (2013) em filmes de quitosana
incorporados com 6leo essencial de Zataria multiflora Boiss e Mentha pulegium.

Hafsa et al. (2015) relataram que a incorporacdo de dleo essencial de Eucalyptus
globulus em filmes de quitosana, principalmente nas concentracdes mais altas testadas (3 e
4%), alterou consideravelmente a microestrutura dos filmes, que passaram a apresentar
superficie heterogénea, na qual as goticulas de 6leo foram aprisionadas na rede continua de
polissacarideos. As concentracdes de OEs utilizadas no presente estudo (0,25%, 0,50%,
0,75% e 1,0%) foram baixas se comparadas com as concentracdes utilizadas por Hafsa et
al. (2015) (1%, 2%, 3% e 4%), assim, ndo foi possivel diferenciar as goticulas de 6leo
essencial na estrutura dos filmes através das imagens de MEV.

2.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo apresentam o potencial da fécula de araruta
(Maranta arundinacea) como base para o desenvolvimento de filmes biopoliméricos e
biodegradaveis que podem ser incorporados com os OEs das folhas e inflorescéncias de P.
aduncum. As andlises das propriedades fisicas e mecanicas dos filmes demonstraram que a
incorporagdo dos OEs na matriz polimérica melhora suas propriedades de barreira,
tornando os filmes menos solGveis em agua e menos permeaveis ao vapor de agua. Os
filmes também apresentaram boa barreira a luz UV-Vis, caracteristica relevante em filmes

biopoliméricos para alimentos. Em suma, é importante salientar a completa biodegradacao
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dos filmes em solo e o seu potencial antifungico frente aos fungos R. microsporus e
Colletotrichum gloeosporioides, caracterizando assim, os filmes a base de fécula de araruta

e incorporados com OEs de P. aduncum como biodegradaveis e ativos.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram o potencial do éleo
essencial extraido das folhas e inflorescéncias de P. aduncum como agente antifangico

tanto no teste in vitro quanto incorporado em filmes biopoliméricos.

A analise da composicdao quimica dos OEs de P. aduncum identificou a
piperitona (23,4%), miristicina (12,4%), terpinen-4-ol (12,3%), B-cariofileno (7,2%), a-
humuleno (6,9%), germacreno-D (6,9%) e o dilapiol (6,3%) como constituintes
majoritarios nos OEs das folhas e inflorescéncias, esses resultados, comparados com 0s
da literatura, sugerem que hd um quimiotipo diferente de P. aduncum no sudeste
goiano, visto que, em grande parte dos estudos envolvendo OE das folhas de P.
aduncum, o dilapiol ou o linalol sdo apontados como constituintes majoritarios. A
composicdo quimica do OE das inflorescéncias de P. aduncum foi relatado pela

primeira vez por este estudo.

A atividade antifungica in vitro frente ao fungo S. sclerotiorum demonstrou
forte atividade antimicrobiana do 6leo essencial de P. aduncum. Doses a partir de 20 pL
do dleo essencial das inflorescéncias apresentaram inibicdo do crescimento micelial
maior que 99%. Quanto ao 0Oleo essencial das folhas de P. aduncum, as doses acima de
10 pL exibiram resultados semelhantes, apresentando valores de inibicdo acima de 95
%. A diferenca na composic¢ao quimica das folhas e das inflorescéncias pode explicar o
fato de as inflorescéncias terem apresentado atividade antifingica com doses menores
de OE.

Foram necessarios varios testes prévios para definicdo da metodologia de
obtencdo dos filmes a base de fécula de araruta. Os parametros envolvidos no processo
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(concentracdo de fécula, temperaturas, velocidade de agitacdo, tempo de agitacédo)
definem a qualidade dos filmes obtidos. Quando a solucéo filmogénicas néo era agitada
por tempo suficiente e na temperatura adequada, por exemplo, o amido ndo completava
seu processo de gelatinizacdo e o filme ficava com aspecto turvo e/ou ndo secava
completamente. A temperatura da solugdo filmogénica no momento da incorporagéo
dos OEs também influenciou significativamente no desenvolvimento dos filmes

incorporados com OE.

O desenvolvimento de filmes biodegradaveis e ativos a base de fécula de
araruta, incorporados com o6leo essencial das folhas e inflorescéncias de P. aduncum,
resultou na obtencdo de filmes de aspecto brilhoso e transparente, que apresentaram
boas propriedades de barreira, baixa solubilidade em agua e baixa permeabilidade ao
vapor de &gua. A incorporacdo dos OEs melhorou a propriedade de barreira a luz UV-
Vis, caracteristica importante em filmes para embalagens de alimentos com alto teor de
gordura. Além disso, os filmes apresentaram atividade antifungica frente aos fungos C.

gloeosporioides e R. microsporus, nas concentracdes de 0,75% e 1,0% de OE.

Pode-se concluir, entdo, que os OEs extraido das folhas e inflorescéncias de P.
aduncum apresentaram grande potencial para utilizacdo, tanto no controle direto do
crescimento miscelial de fungos patogénicos, quanto incorporados em matrizes
biopoliméricas. A fécula de araruta € uma boa matéria-prima na obtencdo de filmes
biodegradaveis e ativos com a incorporacao de ativos antimicrobianos, como os 6leos

essenciais.



