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RESUMO

Os filmes biodegradaveis sdo embalagens alternativas, de fontes renovaveis, com reduzido
impacto ambiental e podem atuar na conservagdo de alimentos. O objetivo deste trabalho foi
produzir filmes com misturas de gelatina (origem bovina), bagaco de mandioca e Spirulina
platensis, utilizando como base uma solugdo de amido de mandioca e glicerol. Por meio de
delineamento Simplex-Centroide para misturas de trés componentes e trés pontos centrais,
foram obtidas 10 formulacGes para a realizagdo do estudo. As propriedades avaliadas foram:
umidade, espessura, densidade, gramatura, opacidade, cor, permeabilidade ao vapor d'agua,
solubilidade em &gua, intumescimento e propriedades de tracdo. As respostas obtidas foram
modeladas para obtencédo das superficies de contorno. Os resultados mostraram que ndo houve
diferenca significativa entre as formulacfes para os parametros Aw, densidade, gramatura,
espessura, resisténcia a tracdo, solubilidade e permeabilidade. Para o pardmetro cor a
formulacdo contendo amido de mandioca e S. platensis, apresentou valor a* inferior devido a
presenca em maior concentracdo do componente S. platensis. O intumescimento foi crescente
no decorrer do periodo de 60 min. Nenhuma das formulagdes de filmes apresentou inibicdo do
crescimento microbiano pela técnica de disco difusdo. O teor de S. platensis nas composicdes
filmogénicas ndo foi suficiente para inibicdo microbiana. A formulacéo referente a mistura
ternaria em proporc¢oes iguais foi aplicada em pimenta Cambuci (Capsicum sp.) e por meio do
acompanhamento do armazenamento em temperatura ambiente e refrigeracdo observou-se
extensdo da vida util desta matéria-prima em 5 e 6 dias, respectivamente. Assim sendo, a
utilizacdo do revestimento desenvolvido mostrou-se viavel.

Palavras chave: embalagem polimérica, permeabilidade ao vapor d'dgua, solubilidade,
propriedades mecanicas, conservacdo pos-colheita.



ABSTRACT

Biodegradable films are alternative packaging, from renewable sources, with reduced
environmental impact and can act in food preservation. The aim of this study was to produce
edible films with mixes of gelatin (bovine origin), cassava bagasse and Spirulina platensis,
using as a basis a cassava starch solution and glycerol. By means of a Simplex-Centroid
design for mixtures of three components and three central points were obtained 10
formulations for the experiment. The properties evaluated were: moisture, thickness, density,
grammage, opacity, color, permeability to water vapor, water solubility, swelling, tensile
properties. The responses were modeled on mathematical model to obtain the response
surfaces. The results showed no significant difference between the formulations for water
activity parameters, density, weight, thickness, tensile strength, solubility and permeability.
The results showed no significant difference between the formulations for parameters, water
activity, density, weight, thickness, tensile strength, solubility and permeability. For the color
parameter the formulation containing cassava starch and S. platensis, presented a* value
higher due to the presence in greater concentration of the component S. platensis. The
swelling was increased during the 60 min. None of the film formulations showed inhibition of
microbial growth by disc diffusion technique. The content of S. platensis in the filmogenic
compositions was not sufficient for microbial inhibition. The formulation for the ternary
mixture in equal proportions was applied in Cambuci pepper (Capsicum sp.) and by
monitoring the storage at room temperature and refrigeration it was observed an extension of
shelf life of this raw material in 5 and 6 days, respectively. Thus, the use of the developed
coating proved to be feasible.

Key words: polymer packaging, permeability to water vapor, solubility, mechanical
properties, post-harvest conservation.
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Introducéo Geral

Alguns tipos de peliculas, biofilmes ou filmes biodegradaveis podem ser empregados
como coberturas ou revestimentos em alimentos, principalmente em frutas e vegetais. A
funcdo dessa aplicacdo consiste em estender a vida util dos alimentos por meio de barreiras a
agentes externos.

Diversas matérias-primas possuem capacidade de formar filmes, de forma isolada e
em combinacdo como é o caso de proteinas, lipidios e polissacarideos. A limitacdo do uso
dessas matérias-primas ocorre devido a alta absorcdo de umidade e por consequéncia,
alteracbes em suas propriedades. O desafio na producdo de filmes formados por matérias-
primas renovaveis é adaptd-los, para que possam atuar em substituicio as embalagens
sintéticas (PAULI et al., 2011). A técnica de casting pode ser usada para a formacdo desses
revestimentos. As técnicas utilizadas na caracterizacdo dos filmes biodegradaveis séo
adaptacOes das aplicadas a polimeros sintéticos e sdo necessarias devido a maior sensibilidade
a temperatura.

Aditivos alimentares podem ser adicionados com intuito de melhorar as propriedades
dos filmes e retardar o desenvolvimento microbioldgico. O uso de plastificantes é importante
para que a flexibilidade e escoamento do filme apresentem melhor desempenho. Filmes
plasticos de polimeros derivados de petréleo sdo amplamente utilizados pela industria, porém
apresentam como problema o descarte inapropriado gerando grande poluicdo ambiental. O
desenvolvimento de materiais biodegradaveis tem demonstrado avancos significativos,
contribuindo para o desenvolvimento sustentavel, reduzindo o impacto ambiental. A aplicacdo
de revestimentos biodegradaveis pode estender a vida Gtil de alimentos. Podem ser veiculos
de aditivos ao produto, como antioxidantes e antimicrobianos, atuando como embalagens
ativas.

Estudos vém sendo realizados testando diversas matérias-primas bem como
diferentes combinagdes de subprodutos, com o intuito de encontrar uma formulagcdo com
propriedades que satisfacam as necessidades do mercado. Leva-se em consideragéo o fator
biodegradabilidade, boa formacdo da pelicula, aparéncia, caracteristicas nutricionais e
econémicas. No presente trabalho teve-se como foco principal, o desenvolvimento de
biofilmes combinando matérias-primas com diferentes propriedades, capazes de formar
materiais de barreira ao vapor d’agua e caracteristicas mecanicas satisfatorias. A aplicagao
como revestimento de matéria-prima vegetal, como a pimenta Cambuci, além de aumentar o
valor agregado e extensdo de vida util, pode apresentar potencial atividade antimicrobiana
devido a incorporacdo de S. platensis.
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Objetivos
Obijetivo Geral

Desenvolver biofilmes a base de amido e bagaco de mandioca a partir de gelatina e S.

platensis pela técnica de casting e avaliar aplicacdo em pimenta Cambuci sp.

Obijetivos Especificos

Avaliar as propriedades subjetivas (homogeneidade, manuseabilidade e continuidade) e
fisicas dos filmes desenvolvidos.

Caracterizar os filmes quanto a densidade, permeabilidade ao vapor d'agua, solubilidade e
propriedades mecanicas.

Selecionar a melhor formulacdo levando em conta suas propriedades de barreira, fisicas e
mecanicas.

Avaliar a atividade antimicrobiana da S. platensis nas formula¢6es dos filmes.

Aplicar a melhor formulagcdo desenvolvida em pimentas Cambuci (Capsicum sp.) visando

extensdo da vida util.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Filmes biodegradaveis

Os filmes biodegradaveis também conhecidos como biofilmes, sdo embalagens que
podem atuar como coberturas ou revestimentos em alimentos. Sdo formados separadamente
dos alimentos e se apresentam como uma fina pelicula. Sdo produzidos com biopolimeros,
como polissacarideos, proteinas, lipidios e derivados (ESPITIA et al., 2014) e apresentam
grande facilidade de absorcdo de agua, o que torna seu uso limitado. A utilizacdo desses
compostos em embalagens na area de alimentos é de grande interesse, pois apresentam baixo
custo e facilidade de obtencdo. Dessa forma, o desafio é tornar esses filmes biodegradaveis
aptos a atuarem como embalagens ativas.

Para que o filme biodegradavel se forme é necessario fornecer energia na forma de
calor a solugdo, bem como agitacdo constante, por tempo pré-determinado. A adi¢do de
plastificante e a secagem adequada sdo fundamentais para a formacdo de filmes com boas
propriedades. A microestrutura e as propriedades dos filmes de amido dependem dos
constituites da formulagdo (JIMENEZ et al., 2012).

A adicdo de plastificantes como o glicerol ou sorbitol interfere na associacao entre as
cadeias poliméricas, tornando o biofilme mais flexivel e extensivel (MARAN et al., 2013). Os
plastificantes mais utilizados sdo os polidis, que proporcionam melhoria mecanica. Também
podem ser utilizados diversos aditivos, tais como agentes antimicrobianos, vitaminas,
antioxidantes, aromatizantes e pigmentos (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

O controle da espessura dos filmes biodegradaveis é importante para se avaliar a
uniformidade dos materiais utilizados, como critério de comparacdo com outros filmes, além
de garantir uma repetibilidade do método utilizado (LUCHESE et al., 2015). Este controle é
dificil nos processos de producdo do tipo casting devido a fatores como o nivelamento da
estufa de secagem sobre a bancada e disposicdo do filme na placa de acrilico, fatores que
exigem muita atencéo.

Os biofilmes podem ser utilizados para recobrir vegetais visando aumentar a vida
pos-colheita. No entanto, esse acréscimo na conservacdo vai depender das propriedades
funcionais (barreira a umidade, gases e solutos; solubilidade em &gua ou lipidios;
propriedades Opticas; caracteristicas mecanicas e reoldgicas e propriedades térmicas), do
polimero, do processo de obtencdo, modo de aplicacdo, do condicionamento e da espessura
(SILVA-WEISS et al., 2013). A matéria-prima que d& origem ao filme biodegradavel
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apresenta propriedades diferentes das sintéticas, o que dificulta o processo de sopragem e
laminacdo (PAULI et al., 2011).

A partir de um material, com caracteristicas diferenciadas, a producdo de filmes
biodegradaveis por laminacdo se torna mais facil (CORRADINI et al., 2007; PLOTEGHER;
RIBEIRO, 2013). Este material pode ser obtido por meio da incorporacdo de amido (maximo
50 %) ao polietileno de baixa densidade (PEBD) em extrusora. Na sequéncia o material passa
por uma segunda extrusdo ou prensagem, junto com o plastificante (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010), formando o amido termoplastico. O desafio é tornar o processo de
producdo viavel, adaptando-o conforme as limitagfes encontradas, visto que o amido é uma
matéria-prima prospera (BRANDELERO; DE ALMEIDA; ALFARO, 2015).

Os métodos utilizados para a determinacdo das propriedades dos filmes e
recobrimentos biodegradaveis sdo adaptacfes dos métodos classicos aplicados aos materiais
sintéticos. Biofilmes apresentam como caracteristicas inerentes, grande sensibilidade a
umidade relativa e a temperatura o que induz mudancas fisicas, quimicas e estruturais
(NOBREGA et al., 2012).

A atuacdo dos filmes biodegradaveis influencia positivamente a vida Gtil do produto,
formando uma barreira aos agentes externos, protegendo contra a¢gdes quimicas e fisicas do
ambiente e ainda em alguns casos, podem ser ingeridos de forma simultdnea com o alimento
sem qualquer problema. Os biofilmes produzidos somente com amido séo frageis e menos
flexiveis, possuem baixa resisténcia mecanica, alta hidrofilicidade quando comparados com
polimeros sintéticos (BRANDELERO; DE ALMEIDA; ALFARO, 2015).

Filmes plasticos de polimeros sintéticos sdo utilizados em grande quantidade pela
indUstria, onde a maioria dos produtos deve ser embalada. O grande problema é o descarte
inapropriado desse material, que gera poluicdo ambiental. Entretanto, o desenvolvimento de
materiais biodegradaveis tem demonstrado avancgos significativos, contribuindo para o

desenvolvimento sustentavel e redugédo de impacto ambiental.

1.2 Mandioca

A mandioca é um alimento com alto valor energético devido a sua grande quantidade
de amido, encontrando-se entre os 10 primeiros produtos agricolas do pais. A producéo
brasileira de mandioca no ano de 2015, segundo o IBGE (2015), foi de 24.108.000 t, enquanto
que a producdo paranaense das raizes ficou em 17,5 % em relacdo a producdo brasileira no
mesmo ano. A area e o cultivo de mandioca entre os anos de 2007 e 2015 podem ser

observados na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1 - Brasil e Parana - Area e producio de mandioca

BRASIL PARANA PRODUCAO COLOCACAO
Anos Area Produgéo Area Produgio ~ PR/BR % PR/BR
(1000 ha)  (1000t) (1000 ha) (1000 t)
2007 1.491 26.541 150 3.400 12,8 30
2008 2.009 26.703 179 3.900 14,6 30
2009 1.797 24.404 153 3.660 15,0 30
2010 1.817 24.967 172 4.013 16,1 20
2011 1.757 25.349 184 4.174 16,5 20
2012 1.758 23.045 178 4.087 17,7 20
2013 1.560 21.484 162 3.886 18,0 20
2014 1.571 23.142 152 3.673 15,9 20
2015 1.620 24.108 156 4.212 17,5 20

Fonte: IBGE, SEAB/DERAL (2015)

A mandioca é composta por agua, carboidratos, sais minerais (célcio, ferro e fosforo) e
vitaminas do complexo B. E uma planta de origem tropical, pertencente a familia das
Euforbiaceas. O cultivo e a industrializacdo ocorrem em todo o Brasil, sendo a base da
alimentacdo humana e animal em algumas comunidades rurais (DEMIATE; KOTOVICZ,
2011).

O consumo da mandioca in natura se expandiu devido ao surgimento do
processamento minimo, onde a raiz é disponibilizada ao consumidor limpa e sem casca.
Mesmo assim, o consumo de mandioca a partir de produtos industrializados, se comparada
com 0 consumo in natura, € maior. Podem ser observadas no Quadro 2.1 as diversas formas
de consumo da mandioca e seus derivados. A tecnologia de fabricacdo desses produtos €
simples, mas exige alguns cuidados no seu desenvolvimento, visto que a sele¢do da matéria-
prima, a higiene e os cuidados durante todo o processo de fabricacdo, sdo fatores
fundamentais para garantir um produto final de qualidade. Segundo Nunes; Santos; Cruz
(2009) o rendimento médio pode chegar a 20-33 ¢g/100 g e esta relacionado com o0s

equipamentos utilizados e com a variedade da mandioca.



Quadro 1.1 - Aplicacgdes da mandioca e seus derivados.
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Parte | Folhas Alimentacdo animal (triturada) e humana (suplemento)
Aérea | Hastes Alimentacdo Animal (silagens, fenos e in natura)
Alimentagao Cozidas, fritas, bolos, biscoitos, pées, tortas, roscas, cremes,
Humana pudins
Alimentagao Cruas
Animal Cozidas
Desidratas (Farinhas, Raspas e Pellets)
Raiz Amido (Fécula) | Uso alimenticio | Glucose
(amido nativo e | Maltose
amido modificado) Gelatinas
Féculas
Amido Industrial | Adesivos,  Téxtil,
(nativo e | Papel e celulose,
modificado) Farmacéutica,
explosivos,
< .
@) calgados, tintas,
Q embutidos
% Amido Uso Confeitarias,
<§E IndUstria Fermentado Humano/Alimenticio | padarias, Industria
de Biscoitos e paes
Farinhas Consumo Humano Farinhas de Mesa
Farinha Panificada
Consumo Animal RacOes
Balanceadas
Raspas Farinha de raspas Alimentacao
Animal
Alimentacao
Humana
Consumo Animal RacOes
Balanceadas
Alcool Combustivel
Desinfetante
Bebidas

Perfumarias/ Farmacéutica

Fonte: EMBRAPA (2013)

1.3 Componentes de filmes biodegradaveis

1.3.1 Amido de mandioca

Segundo Ferreira et al. (2009), o amido é a fonte de energia mais abundante, em se

tratando de glicose, disponivel aos humanos. O amido esta presente em caules, raizes e graos

de cereais em altas proporcdes. E uma matéria-prima renovavel, nio apresenta toxicidade e

pode ser degradada por micro-organismos (SHAH et al., 2016). O granulo de amido de

mandioca quando em sua forma natural ndo apresenta odor e gosto, 0 que o torna excelente

matéria-prima para uso nas industrias farmacéuticas e alimenticias (SANTOS; PIMENTEL,
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KLOSOSKI, 2015). O amido é constituido de unidades de glicose como mostrada na Figura
1.1

Figura 1.1 - Estrutura quimica do amido

& CH,OH "

HO
HO

n

Fonte: Chandra e Rustgi (1998)

A jungdo entre as moléculas de glicose formam dois polissacarideos: amilose e
amilopectina. A amilose € uma cadeia linear com baixo nimero de ramificacdes, responsavel
pelo poder de retrogradacdo e normalmente representa entre 20 e 30 % do granulo
(VILAPLANA et al., 2012). A amilopectina € uma molécula de cadeia ramificada, sendo a
responsavel pela insolubilidade e cristalinidade do amido em &gua, quando fria (BENINCA et
al., 2013), e corresponde a 80 g/100 g dos polissacarideos encontrados no granulo de amido.

As cadeias de amilose e amilopectina estdo representadas na Figura 1.2.



Figura 1.2 - Cadeias de amilose (A) e amilopectina (B)

Fonte: Bello-Pérez; Montealvo e Acevedo (2006)
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As proporgdes de amilose e amilopectina variam conforme a fonte botéanica da qual o
amido foi extraido, como se pode ver na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 - Teor de amilose de amidos nativos
Fonte Vegetal Amilose (g/100 g)

Aveia 16-33

Arroz 15-25
Batata 23
Inhame 30

Mandioca 16-20
Milho 25
Trigo 20

Fonte: Alves; Grossmann e Silva (1999); Garcia (2000) e Wang e White (1994)

Como a raiz de mandioca apresenta um alto teor de carboidratos, a extragdo do
amido se torna mais facil sem grande necessidade de purificacdo. O amido quando disperso
em agua na temperatura de 60 °C produz a goma de amido devido a gelatinizacdo do granulo,
produzindo pastas com elevada viscosidade e claridade (DEMIATE; KOTOVICZ, 2011).

A funcdo da extracdo do amido era conservar as caracteristicas nutricionais da raiz de
mandioca. Hoje, na industria alimenticia, 0 amido atua como espessante, estabilizante e
ligante, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas de expansdo, e tem a capacidade de
aumentar a viscosidade dos alimentos onde é aplicado (PERRONE et al., 2011).

Segundo Leal e Neto (2013), para se obter o amido de mandioca é necessario lavar e
descascar as raizes, fazer a desintegracdo das células por ralacao, separar as fibras, sedimentar
0 amido e secar o material no final do processo. A extracdo é simples, porém, as etapas do
processo geram aguas residuarias.

O amido, quando modificado por oxidacdo, d& origem ao povilho azedo, muito
utilizado em produtos como pdo de queijo e biscoitos. O processo de modificacdo tem como
objetivo alterar as caracteristicas do amido para atender as necessidades da industria de
alimentos. As modificacGes podem ser quimicas, utilizando reagentes como acidos organicos
e anidrido (SUI; HUBER; BEMILLER, 2013). O fluxograma do processamento é mostrado
na Figura 1.3.
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Figura 1.3 - Fluxograma do processamento do amido de mandioca
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Fonte: Bolanho e Danesi, 2014

1.3.1.1 Gelatinizagao

Quando o granulo de amido é aquecido em excesso de agua, ocorre 0 inchamento até
que as ligacbes de hidrogénio presentes nas cadeias de amilose e ramificacdes das cadeias de
amilopectina sejam rompidas, permitindo o intumescimento do granulo. A expansdo dos
granulos se torna irreversivel e o mesmo perde a sua birrefringéncia, ou seja, perde a
capacidade de refratar dois raios quando uma luz polarizada passa por ele. Este fenémeno
pode ser observado usando-se microscopia de luz polarizada ou observando o
desaparecimento da cristalinidade evidenciada pela difragdo de raios X (RATNAYAKE;
JACKSON, 2009).

Caso os granulos continuem a se expandir, a amilose é solubilizada para a fase
aquosa entre os granulos, iniciando o processo de gelatinizacdo (WANG; COPELAND,
2013). Tais propriedades estdo relacionadas a varios fatores, incluindo propor¢éo de amilose e
amilopectina, tipo de cristalinidade, tamanho e estrutura do grénulo (BERNARDO;
ASCHERI; DE CARVALHO, 2016). A gelatinizagdo pode ocorrer devido & pressao,
cisalhamento, solvente e moagem (SOPADE; HALLEY; JUNMING, 2004), ndo apenas com
tratamento térmico na presenca de agua. Além disso, ha uma temperatura especifica de

gelatinizacédo para cada fonte de amido.

1.3.1.2 Retrogradacao
Durante o processo de resfriamento as cadeias de amilose separadas durante a

gelatinizacdo, gradualmente véo se rearranjando em novas estruturas e, por consequéncia, a
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forca das ligacdes de hidrogénio entre moléculas adjacentes aumenta desencadeando o
fendmeno conhecido como retrogradagcdo (DENARDIN; DA SILVA, 2009). Esse fendmeno
envolve uma répida recristalizacdo da amilose e recristalizacdo lenta da amilopectina em
processo continuo (WANG et al., 2015).

O processo é melhor observado em temperatura de refrigeracdo, onde ocorre a
formacéo de uma rede tridimensional durante o resfriamento, resultando no aparecimento de
gel, que com o passar do tempo, apresenta a tendéncia de liberar &gua (DENARDIN; SILVA,
2009). A amilopectina, diferentemente da amilose, apresenta uma cadeia ramificada, o que
dificulta o seu rearranjo e empacotamento das cadeias, com isso a formacéo das ligacdes de
hidrogénio se torna mais dificil. Como resultado, tém-se filmes menos resistentes, devido a

sua pasta clara e estavel (XIE et al., 2014).

1.3.2 Bagago de mandioca

As fibras vegetais séo estruturas complexas que podem ser obtidas como subprodutos
agroindustriais ou como atividade agricola (JACOMETTI et al., 2015). Dentre os subprodutos
gerados em grande quantidade destacam-se os subprodutos do processamento de raizes de
mandioca. O bagaco pode conter teores elevados de amido residual, podendo chegar a 50
0/100 g em base seca (SILVA et al.,, 2009). Quando seco ao sol, pode ser utilizado em
processos fermentativos, como a producdo de etanol e para alimentagdo animal
(PANICHNUMSIN et al., 2010; IYER et al., 2010).

As fibras lignocelul6sicas, quando ndo descartadas, podem ser incorporadas a outros
alimentos como forma de enriquecimento, porém, ainda sdo necessarios mais estudos para uso
mais eficiente (AKARACHARANYA et al., 2011). Sua utilizacdo é promissora na area de
embalagens, por ser matéria-prima sustentavel, renovavel, abundante e apresentar baixo custo.
Apresenta potencial como matéria-prima para a producdo de recipientes, pratos e tigelas, e
podem ser misturadas com poliéster para melhorar as propriedades de barreira e a
degradabilidade do produto final (LI; HUNEAULT, 2011; TEIXEIRA et al., 2012).

Vaérias pesquisas vém utilizando o bagaco de mandioca como matéria-prima em
processos biotecnolégicos (CHEN et al., 2015; LU et al., 2012; PEREIRA; FERRAZ, 2016).
Durante a etapa de biodegradacdo, a presenca de fibras induz a decomposi¢do mais rapida
devido a acdo de micro-organismos atraidos pelos componentes lignocelulésicos (CHIELLINI
et al., 2009).

A presenga de fibras atua como material de reforgo para embalagens aumentando a

resisténcia de forma consideravel, além de diminuir a solubilidade (DEBIAGE et al., 2010),
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tornando-os semelhantes aos filmes sintéticos. Segundo a literatura, as fibras vegetais
aplicadas em embalagens melhoram as propriedades fisicas e mecénicas (MOREIRA et al.,
2015; VERCELHEZE et al., 2012). O bagaco de mandioca pode ser aplicado na producéo de
bandejas biodegradaveis, obtendo-se materiais de boa qualidade mecéanica (DEBIAGI,
MARIM; MALLI, 2012). Sua utilizag&o tem como objetivo melhorar as propriedades finais do
filme biodegradavel e reducdo de custos. A estrutura de uma farinha obtida com bagaco €
mostrada na Figura 1.4.

Figura 1.4 - Estrutura tipica do bagaco de mandioca
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Fonte: Fiorda et al. (2013)

1.3.3 Coléageno hidrolisado

Dentre as proteinas mais utilizadas na producdo de filmes biodegradaveis estdo
gelatina, caseina, ovoalbumina, glaten de trigo, zeina e proteinas miofibrilares (FAKHOURI,
et al., 2007). Tais filmes apresentam excelentes propriedades mecanicas (flexibilidade e
resisténcia), Opticas e sensoriais e barreira as trocas gasosas, porém, ndo sdo eficientes em
conter o vapor de agua (ORTIZ-ZARAMA; JIMENEZ-APARICIO; SOLORZA-FERIA,
2014).

A organizagdo das cadeias peptidicas e seu enrolamento em forma de hélices fazem
com que 0 colageno apresente certa resisténcia mecanica. A grande concentracdo de
aminoéacidos hidrofobicos faz com que apresentem insolubilidade em agua, revertida apenas
com hidroélise parcial forte obtendo-se colageno hidrolisado ou gelatina (MARIOD; ADAM,
2013).

A gelatina é uma proteina de origem animal, de baixo custo, muito produzida no

Brasil e aplicada nas industrias alimenticias e farmacéuticas. Pode ser obtida por hidrélise
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parcial acida ou bésica do colageno presente em peles bovinas e suinas, 0ssos e tecidos
conectivos (GUERRERO et al., 2011). A obtencdo da gelatina é feita em etapas como
extracdo, purificacdo, concentracdo e secagem. Uma unidade tipica da gelatina tem como
sequéncia de  aminodcidos:  Alanina-Glicina-Prolina-Arginina-Glicina-Glutamato-4-
hidroxiprolina (residuo)-Glicina-Prolina (CHAPLIN, 2009). A estrutura da gelatina pode ser

observada na Figura 1.5.

Figura 1.5 - Unidade estrutural da gelatina
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Fonte: Chaplin (2009)

O colageno, quando hidrolisado, ndo contém odor e sabor, apresenta solubilidade em
agua em temperaturas acima de 50 °C e propriedades de formacdo de géis ap0s ser aquecido e
resfriado. Os filmes biodegradaveis produzidos a partir de gelatina tém boas caracteristicas de
formacdo de filmes flexiveis, barreira ao O, e CO, em umidades relativas baixas (ORTIZ-
ZARAMA; JIMENEZ-APARICIO; SOLORZA-FERIA, 2014). Os filmes biodegradaveis
podem ser obtidos por meio de solubiliza¢do, aquecimento, geleificacdo e desidratacdo da
solucdo filmogénica (BERGO; SOBRAL, 2007).

As coberturas a base de colageno hidrolisado sdo de facil manuseio, total digestéo,
aparéncia transparente e, quando comparadas aos polissacarideos, sdo superiores em relacdo
as propriedades mecanicas e de barreira aos gases (FAKHOURI, 2007; GUERRERO et al.,
2011).

Segundo Sobral (1999), a forca de ruptura, a permeabilidade ao vapor de 4gua e a cor
dos filmes sdo influenciados linearmente pelo aumento da espessura. Este autor desenvolveu
um biofilme a base de proteinas miofibrilares e plastificante glicerina, com objetivo de avaliar
a influéncia da espessura nas propriedades finais. Os filmes de proteinas miofibrilares de
tilapia-do-nilo foram mais resistentes a perfuracdo e menos permeaveis ao vapor de agua que

os biofilmes a base de proteinas de carne bovina.
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Sobral e Ocuno (2000) desenvolveram um trabalho cujo objetivo foi verificar a
influéncia de acidos sobre a permeabilidade ao vapor de 4gua de biofilmes a base de proteinas
miofibrilares em funcdo da concentracdo de glicerina. Observaram que a permeabilidade ao
vapor de agua aumenta com maiores concentracdes de plastificante.

Pesquisadores buscam estudar a formacdo de filmes biodegraddveis a base de
proteinas com o objetivo de melhorar as caracteristicas de permeabilidade ao vapor de agua.
A combinacdo de polissacarideos permite a combinacdo de boas propriedades de cada
composto, formando filmes de melhor qualidade (VICENTINO et al., 2011).

1.3.4 Spirulina platensis

A investigacdo de substancias naturais em detrimento das sintéticas, por questdes de
sustentabilidade e de seguranca alimentar, tem sido muito incentivada. Extratos naturais de
diversas fontes vém sendo explorados para esses fins, mas 0s micro-organismos, pela
diversidade que apresentam, sdo interessantes tanto para degradacdo de componentes bem
como fontes para isolamento de moléculas com diferentes fungdes. Sdo notaveis as vantagens
dos processos biotecnoldgicos frente a aspectos de rendimento, ambiental e econémico.

Dentre 0s micro-organismos explorados, as cianobactérias sdo fontes potenciais para
isolamento de substancias de alto valor agregado para aplicagdo na industria quimica,
farmacéutica, cosmética e de alimentos. A obtencdo de single cell protein foi muito
estimulada apds a segunda guerra. Na fase de crescimento logaritmico, algumas microalgas
podem dobrar a concentracdo celular em intervalo de 3 h. Sdo organismos encontrados em
condigcdes extremas e se adaptam com facilidade a condi¢bes ambientais de cultivo
produzindo grande variedade de metabdlitos secundarios com atividade bioldgica, nédo
observada em outros organismos (NEELAM; SHALINI; SINGH, 2012).

O cultivo de Spirulina platensis vem sendo muito estudado e a biomassa obtida
sendo investigada como fonte proteica de elevado valor biolégica. Tem sido consumida como
suplemento alimentar, mas o0 uso como componente para desenvolvimento de alimentos
funcionais se mostra promissor. Assim, os estudos tém sido direcionados para a avaliacdo de
moléculas bioativas com potenciais acdes promotoras da salde humana e animal (DE
MORAIS et al., 2015; HADDAR et al., 2012). As condi¢des de cultivo e processamento da
biomassa influenciam na composicdo quimica e funcionalidade dos produtos obtidos
(DANESI et al., 2016; BENELHADJ et al., 2016; BOLANHO et al., 2014).

Este género de micro-organismo pertence a familia Oscillatoriaceae do grupo das

cianobactérias filamentosas e esta classificada no Bergey’s Manual of Systematic
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Bacteriology como Arthrospira (BELAY, 2008). Apresenta coloracdo verde azulada e cresce
em ambientes quentes (35 °C) sendo a temperatura minima de crescimento entre 15 e 18 °C,
em pH alcalino (MAO; VAN DE WATER; GERSHWIN, 2005). Ha 2500 espécies de
cianobactérias e as mais estudadas sdo segundo Al-Dhabi (2013) a Spirulina platensis e a
Spirulina maxima. Além do interesse como fonte proteica, destaca-se possibilidade de fixagdo
de gas carbonico atmosférico e/ou industrial e por atuarem no tratamento terciario de
efluentes (BEZERRA et al., 2013).

Ha relatos de que Spirulina sp. foi utilizada no México durante a civilizacdo asteca
h& mais de 400 anos (AL-DHABI, 2013). As microalgas se acumulavam nas margens devido
ao vento que as empurrava. A biomassa era seca ao sol e amassada com as maos, formando
blocos cortados em pequenos tabletes. Com essa biomassa, também era possivel preparar o
“dihé”, mistura de Spirulina com molho de tomate e temperos (CARCEA et al., 2015).

A Spirulina sp. é fonte renovavel, com alto teor de proteinas digestiveis,
carotenoides, acidos graxos essenciais (gama-linolénico), vitaminas do complexo B, E, cobre,
manganés, magnésio, ferro, selénio e zinco na sua composi¢do (BELAY, 2008; TEIMOURI,
AMIRKOLAIE; YEGANEH, 2013).

Spirulina sp. sdo comercializadas e consumidas na Alemanha, Brasil, Chile,
Espanha, Franca, Paises Baixos, Canada, Bélgica, Egito, Estados Unidos, Irlanda, Argentina,
Filipinas, India, Africa e outros paises onde a administragdo plblica e os organismos
sanitarios aprovaram o seu consumo pelos humanos (ROJAS; AVILA; PARADA, 2012).
Devido ao sol em abundancia, temperatura ideal, e, em alguns casos, aguas salobras, o
nordeste é o local no Brasil onde o desenvolvimento e o cultivo de microalgas é viavel
tecnicamente (SILVA, 2008).

Segundo Falquet (2006), devido as propriedades da S. platensis, a ingestdo de 2a 4 g
da microalga seria suficiente para suprir as necessidades nutritivas de ferro, vitamina A, zinco
gue uma crianga necessita, com custo relativamente baixo comparado a suplementos
tradicionais. Ressalta-se que nenhum estudo mostrou até hoje efeitos colaterais ou toxicos na
ingestdo da Spirulina sp., que é conhecida como GRAS (Generally Recognized as Safe)
(GRAS, 2013; MALLIKARJUN GOUDA; KAVITHA; SARADA, 2015).

A biomassa de S. platensis pode ser obtida de cultivos em tanques de pequena
profundidade a céu aberto, com elevada capacidade de producéo, sdo duraveis, apresentam
funcionamento simples, mas dificeis de operar em condigdes constantes e apresentam riscos
de contaminacdo. Ja nos fotobioreatores fechados é possivel controlar o processo, a

produtividade é elevada tornando viavel a producdo em escala comercial. Os principais
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fatores que devem ser controlados nos cultivos sdo a intensidade luminosa, a temperatura, 0
pH e os nutrientes (CARVALHO et al., 2014). O sistema descontinuo alimentado com uréia
como fonte de nitrogénio tem sido indicado (DANESI et al., 2013). Segundo Andrade e Costa
(2008), os meios padrdes de producdo da Spirulina usam bicarbonato de sédio para fornecer
€0, para a fotossintese e manter o pH na faixa da alcalinidade requerida.

Estéo presentes na S. platensis alguns pigmentos de alto valor agregado para aplicacéo
como corantes alimenticios (DANESI et al., 2011), como é o caso da clorofila, composto
bioativo com atividade antioxidante (HOSIKIAN, 2010). A presenca de pigmentos tende a
aumentar a exploracdo das microalgas, devido a necessidade de substituicdo de corantes
sintéticos por naturais. No Brasil, a clorofila é utilizada como corante verde obtido a partir de
espinafres. Além da clorofila, ha ficobilinas, a ficoeritrina, aloficocianina e a ficocianina, a
mais abundante, de cor azul e mais estavel que as demais, utilizada em ensaios imunoldgicos
devido as propriedades fluorescentes e boa estabilidade ao armazenamento entre 4-10 °C
(WALTER etal., 2011).

Com relacdo aos efeitos benéficos, terapéuticos ou funcionais da S. platensis destaca-
se a reducdo da hipercolesterolemia, prevencdo de canceres oral e de estbmago, atividade
antialérgica, antiplaquetaria, imunomoduladora, e diminui os efeitos da diabetes. Os acidos
graxos poli-insaturados e compostos fendlicos presentes possuem poder antioxidante
(HELENO et al., 2015). Um complexo de polissacarideos é responsavel pelo poder
antitumoral (KAWANISHI; TOMINAGA; OKUYAMA, 2013) e a sua funcdo antiviral é
atribuida as proteinas, acidos graxos e minerais (DAOUD; SOLIMAN, 2015). A alta
proporcdo de acido linolénico estimula a sintese de prostaglandinas, hormonio reconhecido
por influenciar o colesterol sanguineo. Tem a capacidade de melhorar a flora intestinal e
propriedades anti-inflamatdrias, anti-hipertensiva, inibindo a liberagdo de histamina dos
mastocitos, propriedades imunoldgicas, sendo uma alternativa na producdo de compostos
nutracéuticos (JAFARI et al., 2014; KURD; SAMAVATI, 2015; MA et al., 2016; NGO-
MATIP et al., 2014; PHAM; PARK; LEE, 2016; MALLIKARJUN GOUDA, KAVITHA;
SARADA, 2015).

Metabdlitos extra e intracelulares de S. platensis foram testados e apresentaram
atividade antibacteriana (DE MORAIS et al., 2015). Extratos produzidos a partir de cultivos
de Spirulina platensis apresentaram elevada atividade antimicrobiana frente a S. aureus,
indicando o potencial para produgéo intracelular de compostos com atividade antimicrobiana
(PARISI et al., 2009).
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Os compostos fendlicos e flavonoides retardaram ou inibiram a oxidagdo pela acao
de radicais livres e tém sido relatados mecanismos de defesa desses componentes contra
micro-organismos patogénicos. No trabalho de Mallikarjun Gouda; Kavitha e Sarada (2015) a
atividade antimicrobiana de extratos butandlicos de S. platensis foram testados contra quatro
diferentes bactérias patogénicas: 2 gram-positivas S. aureus FRI 722 e B. cereus F 4810 e 2
gram-negativas E. coli MTCC 108 e Y. enterocolitica MTCC 859. Os resultados foram
promissores e observaram significativa relacdo entre compostos fendlicos e atividade
antimicrobiana.

A propriedade antibacteriana de S. platensis também foi avaliada no estudo de
Kumar et al. (2011). Extratos de metanol ou acetona (250 a 7.000 mg/L) foram testados frente
a Staphylococcus aureus e Salmonella typhymurium e mostrou-se que quanto maior a
quantidade de extrato no meio de cultura, mais 0s micro-organismos foram inibidos.

Shaieb et al. (2014) estudaram a atividade antibacteriana e antifingica dos extratos
aquosos e etanolicos de S. platensis frente a S. aureus, Micrococcus luteus, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae e
Aspergillus flavus. Observaram efetiva inibicdo de crescimento de S. marcescens, E. coli, e P.
aeruginosa, A. flavus e M. luteus, mas somente o extrato alcodlico inibiu o crescimento de S.
aureus. Nos outros micro-organismos ocorreu resisténcia aos extratos.

A Spirulina sp. vém sendo muito estudada visando aplicagdo em desenvolvimento de
produtos, como alimentos para viagens espaciais. Sua estabilidade térmica a tornam
compativel para a producdo de filmes biodegradaveis ampliando as possibilidades de
aplicacdo (MANRICH et al., 2014). A estratégia de exploracdo de microalgas foi também
estudada por Neelam; Shalini e Singh (2012), contra vérias bactérias patogénicas e fungos

mostrando potencial positivo.

1.3.5 Agente plastificante

Os plastificantes sdo moléculas pequenas, pouco volateis e sdo adicionados aos
polimeros de alto peso molecular para abaixar seu ponto de fusdo durante o processamento
(SANTACRUZ; RIVADENEIRA; CASTRO, 2015). Tém a capacidade de melhorar o
escoamento e a flexibilidade dos filmes e torna-los menos frageis, pois sdo constituidos de
moléculas que tem facilidade de ligacdo com a agua e dessa forma impedem as interacdes de
hidrogénio nos polimeros (JIMENEZ, 2012).

Segundo Zactiti (2006), os plastificantes diminuem as forgas intermoleculares entre

as cadeias de macromoléculas, provocando reducdo da temperatura da transicao reversivel em
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materiais amorfos (transicdo vitrea). O uso de plastificante como o propilglicerol, que possui
carater higroscopico, apresenta capacidade de aumentar o espaco livre entre as cadeias e
facilitar a afinidade e solubilidade dos filmes biodegradaveis em agua (MACHADO et al.,
2014; MONTANO-LEYVA et al., 2008). Ocorrem alteracbes nas propriedades frente aos
vapores e solutos devido a reducédo das forcas intermoleculares entre as cadeias dos polimeros
que o compdem (ALMEIDA, et al., 2013; ORTIZ-ZARAMA; JIMENEZ-APARICIO;
SOLORZA-FERIA, 2014).

O glicerol é um produto resultante da reacdo de hidrolise e saponificacdo de 6leos
vegetais, considerado matéria-prima renovavel e solvente seguro para uso em produtos
farmacéuticos e inddstria de alimentos (UEOKA; KATAYAMA, 2001; OLIVEIRA et al.,
2014). Quando obtido por hidrolise, contém sais organicos e inorganicos, agua, glicerol,
acidos graxos livres, triglicérides ndo reagentes (UEOKA; KATAYAMA, 2001) e quando
obtido por saponificagdo contém 0leo, glicerol bruto, &cidos graxos e sais (OOl et al., 2001).
Para se obter glicerol purificado é necessario combinar técnicas como filtracdo e destilagdo
(TAN; ABDIL AZIZ; AROUA, 2013). A molécula de glicerol esta representada na Figura
1.6.

Figura 1.6 - Estrutura quimica do glicerol
Ho/\/\OH
OH
Fonte: Chaplin (2009)

Plastificantes como glicerol e sorbitol sdo substancias ndo volateis e quando
adicionados ao filme biodegradavel podem alterar suas propriedades mecanicas e fisicas. A
estrutura, composic¢ao, massa molecular e grupos funcionais dos plastificantes podem afetar o
grau de plasticidade dos filmes biopoliméricos (CAO et al., 2009). Segundo Rocha (2008) a
escolha do plastificante e o ajuste da sua concentracdo sdo fatores de grande importancia para
a qualidade do filme. Deve ser compativel, em questdo de afinidade com o polimero, para que

atue da maneira desejada.

1.4 Propriedades dos filmes biodegradaveis
As propriedades de barreira ao vapor de agua, ao oxigénio, aromas, 6leos, gorduras
propriedades mecanicas e Opticas variam dependendo da composicdo dos filmes

biodegradaveis. S&o essas caracteristicas que vao permitir que os filmes atuem
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adequadamente em diferentes tipos de alimentos. Cada tipo de filme tem propriedades que se

encaixam melhor em determinados alimentos, por isso a importancia de caracteriza-los.

1.4.1 Biodegradabilidade

Os materiais biodegradaveis devem manter-se estaveis durante processamento,
armazenamento e uso, e devem ser decompostos quando devolvidos ao meio ambiente. O
processo de biodegradacdo é natural, onde 0s compostos organicos sdo convertidos em
compostos simples, sendo mineralizados e distribuidos por meio de ciclos como o de carbono,
de nitrogénio e enxofre (ciclos elementares), com a presenca fundamental dos micro-
organismos (KASIRAJAN; NGOUAJIO, 2012; WEIBEIL, 2012). E esperado que a
degradacdo dos filmes biodegradaveis seja rapida por serem produzidos a partir de
ingredientes renovaveis, sendo este o interesse crescente da industria (BOURTOMM, 2008;
SOUZA et al., 2010).

1.4.2 Formacao de filme

Quando produzidos em escala laboratorial, os filmes se formam apds a solubilizagéo
do amido em um solvente, com geracdo da solugdo filmogénica. Apds o preparo, estas
coberturas devem passar por uma operacdo de secagem para a formacdo dos filmes ou
coberturas tipo casting (GONTARD et al., 1998).

A técnica casting consiste no espalhamento da solucdo filmogénica
(macromoléculas, solvente e plastificante) em um suporte, seguido de desidratacdo lenta a
baixa temperatura (DOLE et al., 2004; MULLER; YAMASHITA; LAURINDO, 2008). O
amido gelatinizado, quando resfriado, forma uma pelicula fina semelhante a um filme de
celulose que é resistente e transparente (PAULI et al., 2011). A mudanca que ocorre durante
essa gelatinizacdo é determinante para 0 comportamento da pasta de amido e formacédo de
filme.

Trés tecnicas de aplicacdo de filme podem ser usadas em alimentos: imersao,
espalhamento e pulverizagdo, porém, independente do método aplicado, a producéo do filme
biodegradavel deve ser controlada, pois alteracbes no tratamento e reacGes de cinética
interferem nas condicGes finais do filme (TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH;
MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016). Diversas modificagdes quimicas e fisicas podem ser
feitas nas matérias-primas, para que haja modificacdo na pelicula formada, bem como

adaptacdes nas condigdes do processamento (WATERSCHOOT et al.,, 2015). Forgas
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intermoleculares, eletrostaticas e as interacBes idnicas participam do mecanismo de formacéo
de peliculas (SOUZA et al., 2010).

1.4.3 Propriedade de barreira

A barreira a compostos externos influencia a vida atil do produto. A temperatura, as
caracteristicas do polimero, a umidade relativa e a interagdo com o alimento, o filme
biodegradavel e sua polaridade, interferem nas propriedades de barreira do biopolimero
produzido (MATTA JUNIOR et al., 2011).

Para que haja transporte de massa por um filme biodegraddvel o mesmo deve
apresentar em suas propriedades facilidade de difusdo, solubilidade e permeabilidade. A
difusdo estd relacionada com o tamanho das particulas e estrutura dos polimeros. A
solubilidade esta relacionada com o comportamento da molécula permeante e 0 espaco vazio
ao redor da pelicula. A permeabilidade ¢ um efeito combinado dos fatores solubilidade e
difusdo em forma de taxa de transporte (MILLER; KROCHTA, 1997; ROCHA et al., 2014).

A taxa de permeabilidade é a medida do ganho de massa durante um tempo
estabelecido, quando a mesma € exposta a diferentes concentracdes de um agente permeante.
A barreira @ umidade é uma das mais importantes para que o alimento seja conservado, pois
quanto maior o teor de agua disponivel, maior sera a taxa de crescimento microbiol4gico.
Essa barreira € importante tanto para aqueles alimentos que ndo devem perder nem absorver
umidade do meio externo.

Filmes biodegradaveis constituidos com elevada concentracdo de proteinas
apresentam maior permeabilidade ao vapor de agua devido aos grupos polares que a
constituem (DI PIERRO et al., 2006; ZAVAREZE et al., 2012). O oxigénio e o gas carbdnico
sdo gases que, em geral, devem ter sua migracdo controlada em produtos alimenticios, de
forma a evitar danos ou deterioracBes indesejaveis e a permeabilidade exerce influéncia nas
trocas gasosas (LUVIELMO, 2012). As medidas de temperatura, umidade relativa e espessura
do filme devem ser determinadas, pois influenciam nas propriedades de barreira.

Em alguns alimentos a perda de umidade é indesejada, pois provoca perda de massa,
ressecamento, alteracdes de cor e de textura (SARANTOPOULOS et al., 1996), como € o
caso de queijos, carnes frescas e produtos congelados. Outros alimentos deterioram-se devido
ao ganho de umidade, como € o caso de biscoitos, que perdem crocéncia, ou de alimentos
desidratados. Dessa forma, as embalagens atuam como barreira, evitando saida ou entrada de

agua conferindo estabilidade ao alimento. As caracteristicas da superficie do filme
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biodegradavel é um fator que tem influéncia direta na transferéncia de massa, sendo que,
maiores irregularidades facilitam a difusdo de umidade (BERBARI et al., 2011).

Segundo Sarantopoulos et al. (1996), a eficiéncia da embalagem pode ser avaliada
pelo fluxo de umidade que passa por unidade de tempo em uma determinada area do material,
que é a taxa de permeabilidade ao vapor de 4gua. A permeabilidade vai depender da espessura
do filme, das caracteristicas de seus componentes, da sua integridade, da interacdo entre o
polimero formador do filme e do plastificante (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000).

1.4.4 Propriedades mecéanicas

Quando o filme biodegradavel é produzido, a composicdo e método de
processamento resultam na orientacdo final das moléculas presentes e vao determinar as
caracteristicas e propriedades do material formado. Dessa forma deve-se controlar a espessura
do filme, a presenca ou ndo de bolhas e grau de cristalinidade. Essas caracteristicas interferem
na atuacdo mecanica dos filmes, podendo ter maior ou menor rigidez, resisténcia ao impacto,
perfuracdo, elongamento e propagacio de rasgo (SARANTOPOULOS et al., 2002).

A natureza do material determina a sua forma e intensidade de ligacdo. O tamanho
das cadeias poliméricas, o peso molecular e a posicdo dos grupos laterais, interferem na
dificuldade ou facilidade de extensdo, quando submetido a uma tensdo mecénica
(TABOADAI; CARVALHO; SOBRAL, 2008). As propriedades mecéanicas de filmes
flexiveis estdo associadas com o desempenho desses materiais nas maquinas de
acondicionamento e ambientes de estocagem e distribuicdo (SARANTOPOULOS et al.,
2002).

ReacOes entre os componentes que formam o filme e uso de extruséo séo capazes de
alterar de forma positiva as propriedades fisico-quimicas e mecéanicas dos filmes
biodegradaveis (GARCIA et al., 2009). A analise de resisténcia & tracdo mede a tensdo
maxima que a pelicula suporta até o rompimento. O alongamento-a-ruptura é definido como a
capacidade de deformacdo antes do colapso, sendo esta caracteristica inerente do filme
biodegradavel (SOUZA, et al., 2010).

1.4.5 Solubilidade em &gua
A porcentagem de material que se dissolve em um volume especifico de agua em
determinada temperatura é chamada de solubilidade (SOUZA et al., 2010). E uma

caracteristica importante do filme biodegradavel para que haja a conservacdo dos alimentos.
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A capacidade de se dissolver faz com que se tenha grande permeabilidade ao vapor de &gua, 0
que ndo é interessante quando se deseja proteger o alimento com filme biodegradavel.

1.4.6 Microestrutura

A andlise da microestrutura permite obter as informacGes sobre a superficie de
estruturas organicas e inorganicas, como os filmes biodegradaveis de misturas de polimeros.
A microestrutura formada pelo filme e suas propriedades dependem do tipo de material
utilizado para a sua producdo (JIMENEZ et al., 2012). A visualizacdo dessa superficie
permite identificar irregularidades ou homogeneidade na mistura em escala nanométrica
(SCHONHERR et al., 2016).

1.5 Atividade antimicrobiana

A busca por compostos naturais capazes de inibir o desenvolvimento de micro-
organismos ganhou destaque, devido ao aparecimento de espécies resistentes a antibidticos, e
para substituicdo aos conservantes sintéticos em alimentos (SILVA-WEISS et al., 2013). O
interesse no isolamento de substdncias naturais antimicrobianas é emergente e vem sendo
testada frente a varios micro-organismos patogénicos (OZDEMIR et al., 2004).

Os agentes antimicrobianos sdo compostos adicionados as formulagbes de
revestimentos biodegraddveis com o objetivo de inibir o desenvolvimento de micro-
organismos patogénicos e melhorar a integridade mecénica dos alimentos (ASSIS; BRITTO,
2014; PEREDA et al.,, 2011). Os antimicrobianos naturais mais utilizados sdo extratos
vegetais, 6leos essenciais e acidos organicos, capazes de controlar o crescimento microbiano e
atribuir boas caracteristicas sensoriais e de armazenamento (BRANDELERO; DE
ALMEIDA; ALFARO, 2015).

Filmes biodegradaveis contendo agentes antimicrobianos permitem a passagem de
maneira controlada desses compostos para a superficie do alimento, sendo esta uma estratégia
de incorporacdo de compostos ativos (GLINEL et al., 2012; TAMMINENI; UNLU; MIN,
2013). A interacdo entre a matriz polimérica e o alimento depende da taxa respiratdria do
vegetal, da evaporagdo e absorcdo na interface e da interagcdo entre o revestimento e o
alimento (PEREDA et al., 2011).

A biomassa de S. platensis € um antimicrobiano composto de aminoacidos
essenciais, como a leucina e lisina (RAMIREZ-MERIDA et al., 2015) e pigmentos como a C-
ficocianina, clorofila e carotenoides (DEY, RATHOD, 2013). Além disso, a S. platensis
contém compostos fenolicos, tocoferdis e &cido ascorbico (EL BAKY et al., 2015).
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Os antimicrobianos devem apresentar atividade contra micro-organismos causadores
de intoxicacgdes alimentares. As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram positivos
associados as doencas estafilococicas, que podem provocar intoxicacfes alimentares no
consumidor com a ingestdo de uma dose menor que 1 pg (SILVA et al., 2010). Aos Bacillus
subtilis sdo atribuidas gastroenterites. Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa sdo agentes etiologicos de mastite e infecgdes respiratdrias. Os
fungos séo oportunistas e alguns patogénicos causando problemas no sistema imune (ARUN;
GUPTA; SINGH, 2012). O género Salmonella compreende bacilos Gram negativos nao
produtores de esporos responsaveis por doencas de origem alimentar contraidas por meio de
alimentos contaminados e podem ser fatais (SILVA et al., 2010). A Escherichia coli é um
micro-organismo Gram negativo ndo esporulado indicador de méas condicBes higiénico-
sanitérias na producao de alimentos (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

1.6 Pimenta Cambuci (Capsicum sp.)

A pimenta conhecida como Cambuci (chapéu-de-bispo) (Capsicum sp.), apresenta o
formato de sino de coloragdo branca, vermelha, amarela ou laranja quando madura e verde
guando ndo madura (SIMONNE et al., 1997; VAN MAN et al., 2014). Pesam em torno de 50
g (CARNEIRO et al, 2010). O México é o maior produtor e consumidor, desta pimenta (1
kg/habitante/ano), enquanto que o Brasil apresenta consumo reduzido, de 80 g/habitante/ano
(PINTO et al., 2014). E uma hortalica cultivada em regides tropicais (VAN MAN et al.,
2014), apresenta alta perecibilidade e, por consequéncia, elevadas perdas. Para incentivar o
agronegocio, técnicas de conservacdo poés-colheita que prolongue a sua vida Util sdo
importantes (GUINE; BARROCA, 2011).

As pimentas sdo consideradas ndo climatéricas e por isso sdo colhidas quando
maduras, apresentando taxa respiratoria elevada no inicio do seu desenvolvimento e pequenas
modificacbes nos teores de aglcares (SALTVEIT, 1977; LURIE; SHAPIRO; BEN-
YEHOSHUA, 1986). S&o comercializadas processadas na forma de geleias, molhos e
conservas e na forma in natura, e séo sensiveis a baixas temperaturas. Por outro lado, 0 uso
de embalagem adequada proporciona maior vida Util aos frutos bem como facilidade de
distribuicdo sem alteracGes de qualidade (FINGER; CASALLI, 2006).

Os frutos ndo-climatéricos ndo apresentam aumento na taxa respiratoria e producdo de
etileno, desta forma ndo amadurecem apés a colheita, ou seja, ndo ficam mais doces nem
melhoram de sabor (LURIE; SHAPIRO; BEN-YEHOSHUA, 1986). Se forem colhidos

verdes permanecerdo desta forma até a senescéncia. Em alguns casos sdo capazes de amolecer
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e alterar sua cor (SALTVEIT, 1977). O processo do amadurecimento pode apresentar
dependéncia parcial do etileno, incluindo a perda de firmeza (ROMANI, 1984). O resultado
dos processos fisioldgicos pode ser correspondente a sensibilidade dos tecidos ao etileno e
ndo exclusivamente ao aumento da sua producao.

A transpiracdo e a respiragdo podem ser reduzidas por meio de aplicacdo de
revestimentos em frutas, a qual atua como cobertura no alimento preenchendo os estomatos e
lenticelas (LUVIELMO; LAMAS, 2012). O CO: produzido devido ao consumo de Oz no
processo respiratério, mesmo que em baixas taxas, € mantido, modificando a atmosfera de
armazenamento (CHITARRA; CHITARRA, 2005). A atmosfera formada e retida pelo filme
pode ndo ser tolerdvel pelas pimentas, causando desordens fisioldgicas, como perda de peso.
Ao mesmo tempo em que os filmes podem estender a vida util devido a protecdo do alimento
ao meio externo, pode haver a condensacdo de agua proveniente da respiracdo, o que auxilia

no desenvolvimento microbiano e reducéo da conservacao do produto (MOLINARI, 2007).

1.7 Delineamento de experimentos

O planejamento experimental tem como objetivo fornecer as informacdes
procuradas, sobre as variaveis do processo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).
Para isso, € necessario avaliar a influéncia de cada variavel, bem como a interagdo entre esses
fatores, em relacdo a resposta desejada. A utilizacdo de planejamento de misturas permite
reduzir gastos com reagentes e tempo de experimentos, devido a constru¢do de em um modelo
matematico que permitira chegar a melhor formulacédo para determinada resposta (NANO et
al., 2009). Dessa forma, é possivel observar as interacbes entre os fatores no dado
experimento. A validagdo do modelo deve ser realizada por meio de uma anélise residual
(RODRIGUES; IEMMA, 2009).

A proporcdo de ingredientes da mistura determinara as propriedades da mesma,
sendo que a soma dos ingredientes ou variaveis sdo dependentes umas das outras e devem
somar 100 %, como mostrado na Equacdo 1.1 (HARE, 1974). Desta forma ao reduzir uma

variavel, aumenta-se a outra.

fm1Xi = X1 +x4x3 + -+ x, =1 (Eq. 1.1)

[P

Onde “Xi* representa a propor¢do do i-€simo componente e¢ “q” € o nimero de

ingredientes da mistura.
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1.8 Superficie de contorno

A metodologia de superficie de contorno é uma técnica de otimizacdo que inclui os
efeitos isolados e os efeitos de interacdo entre as variaveis independentes (BAS; BOYACL,
2007). Na superficie de resposta, a tendéncia das variaveis € observada por meio das curvas
obtidas, onde, a auséncia de curvatura das linhas indica que ndo houve interacdo entre as
variaveis estudadas (CALADO; MONTGOMERY, 2003). O modelo quadratico resultante
deve ser ajustado para que a formulacdo seja otimizada, testada e comparada com as demais
formulacBes, seguindo os mesmos parametros (GRANATO et al.,, 2010). O modelo de

regressdo usado para um planejamento fatorial com trés fatores é dado por:

Y = B0 + B1X1 + B2Xz + B3Xs + P12X1 X2 + B13X1 X3 + P23X2X3 + P123X1 X2 X3 + €
(Eq. 1.2)

O modelo é capaz de prever novas observacdes dentro da faixa experimental. A fim
de verificar a adequacdo do modelo, toda a analise residual deve ser realizada (RODRIGUES;
IEMMA, 2009). Quando o objetivo do planejamento € maximizar ou minimizar a resposta de
interesse, segundo algum critério-base, como aumentar o rendimento, reduzindo o custo ou o
tempo, utiliza-se a metodologia de superficies de resposta (MSR) (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001).

O uso de planejamento experimental na producdo de filmes biodegradaveis é
crescente devido a sua funcionalidade. Chiabrando e Giacalone (2015) utilizaram um
planejamento 22, sendo o teste aplicado em triplicata. Em estudo realizado por Rocha et al.
(2014) o delineamento utilizado foi o central composto rotacional de 22 ordem, com trés
varidveis independentes e seis repeticdes no ponto central (20 tratamentos). As variaveis
dependentes foram utilizadas para a otimizacdo do processo. Planejamento semelhante foi
utilizado em estudo por Danalache et al. (2016), onde, a partir de 20 tratamentos foram
obtidos as respostas para as variaveis dependentes e as mesmas foram modeladas para
obtencéo da superficie de resposta correspondente.

Diante do exposto, o estudo da agdo antimicrobiana e de formacdo de filmes
biopoliméricos de Spirulina platensis por casting visando aplicacdo em revestimentos de
alimentos € inovador e constitui objetivo deste trabalho. A aplicacdo do material formado foi

testada visando extensdo da vida util de pimentas Cambuci.
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CAPITULO 2 — AVALIACAO DE FILMES PRODUZIDOS A PARTIR DE AMIDO E
BAGACO DE MANDIOCA, GELATINA E Spirulina platensis POR MEIO DE
DELINEAMENTO DE MISTURAS SIMPLEX-CENTROIDE

RESUMO

A necessidade de aumentar a vida til de vegetais frescos devido a elevada perecibilidade
impulsiona o desenvolvimento de embalagens biodegradaveis, com matérias-primas
alternativas renovaveis, como é o caso da S. platensis a qual apresenta propriedades
funcionais. Estudos com aproveitamento de subprodutos agroindustriais em formulag¢des séo
interessantes tanto no aspecto ambiental quanto econdmico e tecnoldgico. O bagago de
mandioca é uma possibilidade inovadora nesse sentido. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
uso de amido e bagaco de mandioca, gelatina e S. platensis para produzir biofilmes pela
técnica de casting, utilizando delineamento experimental, e testar sua atividade antibacteriana.
Os biofilmes foram caracterizados quanto as propriedades fisicas, mecanicas, Opticas, de
barreira, solubilidade, intumescimento, além da atividade antimicrobiana. Glicerol foi
utilizado como plastificante para a formacdo das peliculas. As respostas obtidas foram
modeladas para obtencao das superficies de contorno. Os resultados mostraram que néo houve
diferenca significativa entre as formulacdes (p>0,10) para os parametros Aw, densidade,
gramatura, espessura, resisténcia a tracdo, solubilidade e permeabilidade ao vapor d’agua.
Para o parametro cor, a formulacdo contendo 4 g/100 g de amido de mandioca e 2 g/100 g de
S. platensis, apresentou valor a* superior devido a presenca, em maior concentra¢do, do
componente S. platensis. O intumescimento foi crescente no decorrer do periodo de 60 min,
sendo 0s maiores valores registrados em meio &cido, para as formulagbes que continham
elevados teores de proteinas. Nenhuma das formulacdes de filmes inibiu o crescimento
microbiano pela técnica de disco difusdo frente aos micro-organismos E.coli, Enterococcus
faecalis e Salmonella enterica. A caracterizacdo dos filmes comprovou que as formulacdes
apresentaram potencial de aplicacdo como revestimentos devido a formacéo das peliculas com
resisténcia mecanica. O teor de S. platensis nas composic¢des filmogénicas ndo foi suficiente
para inibicdo microbiana.

Palavras-chaves: embalagens ativas, permeabilidade ao vapor d'agua, solubilidade,

propriedades mecanicas, atividade antimicrobiana.
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2.1 Introducao

O desenvolvimento de embalagens biodegradaveis tem sido estimulado devido a
necessidade de extensdo da vida util de alimentos pereciveis bem como reducdo do uso de
materiais derivados de petroleo (TURBIANI; KIECKBUSCH, 2011). O processo de
degradacdo dos compostos no solo acontece com auxilio dos micro-organismos presentes, 0s
quais decompbdem com mais rapidez materiais organicos. Filmes biodegradaveis podem ser
formados a partir de matérias-primas de origem renovavel, como polissacarideos, proteinas e
lipidios (TURBIANI; KIECKBUSCH, 2011). Entre os diversos materiais pesquisados para a
producdo de filmes biodegradaveis, a gelatina e 0 amido ganham destaque.

O amido vem sendo utilizado para compor materiais biodegradaveis pelas suas
propriedades fisicas inerentes, sendo estas similares aos plasticos, sem odor e cor,
transparentes e nao toxico, com baixo custo. Os tipos de amido podem ser 0s naturais, obtidos
de diversas fontes vegetais, ou modificados por via quimica ou fisica, adquirindo
conformac0es especiais que ampliam possibilidades de aplicagdes (HENRIQUE et al., 2008;
DAUDT et al., 2016).

A gelatina utilizada em alimentos como espessante e estabilizante, apresenta baixo
custo por ser extraida de peles e ossos de bovinos e suinos. E uma proteina que vem sendo
testada em embalagens ndo sintéticas por apresentar flexibilidade e barreira a O, e CO, em
umidades relativas baixas (NUR HANANI; ROOS; KERRY, 2014; JRIDI, et al., 2013).

O bagaco de mandioca é um material complexo gerado pela agroindustria como
subproduto (TEIXEIRA et al., 2012) e pode ser considerado fator importante na etapa de
biodegradacdo. Este residuo pode induzir a degradacdo mais rapida devido a acdo de micro-
organismos atraidos pelos componentes lignocelulésicos, além de apresentar elevada retencao
de agua (JACOMETTI et al., 2015).

A Spirulina sp. € uma microalga filamentosa que possui propriedades anti-
inflamatdrias, imunomoduladoras e antialérgicas (MORAES et al., 2013). Apresenta poder
antioxidante devido aos acidos graxos, compostos fenolicos, clorofila, ficobilinas, ficoeritrina,
aloficocianina e a ficocianina presentes (WALTER et al., 2011). A S. platensis vem sendo
estudada para aplicagdo em novos produtos e embalagens para alimentos devido as suas
propriedades antimicrobianas e de estabilidade térmica (MANRICH et al., 2014).

Os filmes biodegradaveis sdo produzidos a partir de macromoléculas capazes de
formar matrizes continuas e coesas. A possibilidade de misturar polissacarideos permite
combinar as caracteristicas positivas de cada um deles (JIMENEZ et al., 2012), o que

representa uma oportunidade de desenvolvimento de novas matérias-primas de cunho
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sustentavel e produtos com aplicag¢des no setor alimenticio.

Os revestimentos podem conter diferentes extratos que impegam o crescimento
microbiano como enzimas e produtos quimicos diversos (BRANDELERO; DE ALMEIDA,
ALFARO, 2015). Os extratos e seus Oleos essenciais em combinacdo com outros
biopolimeros apresentam potencial como agentes antimicrobianos e antioxidantes (DZAMIC
et al., 2015). Produtos naturais sdo os mais pesquisados, sendo fontes alternativas de
antimicrobianos e antioxidantes (VIJAYALAXMI; JAYALAKSHMI; SREERAMULU,
2014). As condigdes de processamento do revestimento biodegradavel, sua composicdo e
temperatura de armazenamento sdo fatores que influenciam na atuagdo dos compostos com
potencial antimicrobiano (BRANDELERO; DE ALMEIDA; ALFARO, 2015).

O objetivo deste estudo foi elaborar filmes biodegradaveis a base de amido e bagaco
de mandioca na presenca de gelatina e Spirulina platensis pela técnica casting e caracteriza-

los quanto a propriedades fisicas, quimicas e antibacterianas.

2.2 Materiais e Métodos
2.2.1 Producéo do biofilme

Para as diferentes formulagdes de biofilmes elaboradas, foram utilizados o amido de
mandioca comercial da marca Yoki®, bagaco de mandioca coletado dentro de padrdes de
higiene na indGstria processadora de mandioca Lorenz® em Umuarama/PR e desidratado,
gelatina comercial (origem bovina) sem sabor da marca Apti® 002 LC, biomassa de Spirulina
platensis comercial da marca Fazenda Tamandua® 0023/2014, glicerol P.A Reactif®e placas
redondas de acrilico de raio = 4,6 cm para a formacdo do filme, pela técnica casting, descrita
por Pauli et al. (2011). Para a caracterizacdo dos filmes foram utilizados como reagentes o
cloreto de calcio anidro (CaCl,) Biotec®, cloreto de sodio (NaCl) Vetec®, acido cloridrico
(HCI) Synth® e bicarbonato de sodio (NaHCO3) Vetec®.

Para a determinacdo da atividade antibacteriana dos filmes biodegradaveis, foram
utilizadas as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 25922),
Enterococcus faecalis (ATCC 19433) e Salmonella enterica (ATCC 14028) ativadas em
caldo cérebro e coracdo (BHI) e diluidas em solugéo salina. Para a aplicacao da técnica foram
utilizados agar Muller Hinton (Merck®), placas de petri e swabs. Como reagente foi utilizado
corante tetrafeniltetrazolio (TFT) (0,1 %).
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- Teste preliminar

Foram produzidas amostras de filmes de amido de mandioca e glicerol (filme base
considerado como controle) para verificar caracteristicas de formacdo. Estes filmes foram
utilizados para comparacdo com as formulacbes do planejamento experimental. Foram
realizados testes de formulagdes utilizando além do amido de mandioca e glicerol, compostos
como: S. platensis, bagaco de mandioca e gelatina. Tais testes tiveram como objetivo
determinar a viabilidade de formacéo das formulacGes e as proporc¢des ideais entre a mistura
ternaria da Tabela 2.2 (33,3 g/100 g de bagaco de mandioca, 33,3 g/100 g de gelatina e 33,3
0/100 g de biomassa de S. platensis) e o amido presente na formulagéo base. Foi realizado um

delineamento experimental (DOE) 22 com repeticdo do ponto central, conforme a Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Delineamento experimental (DOE) 22 com repeticdo do ponto central

Proporcéo dos componentes ProporgGes dos componentes
Amostra codificados reais

Amido Mistura* Amido (g/100 g) Mistura *(g/100 g)

Al -1 -1 3 1

A2 1 -1 5 1

A3 -1 1 3 3

A4 1 1 5 3

A5 0 0 4 2

A6 0 0 4 2

*=33,3 ¢g/100 g de bagago de mandioca, 33,3 g/100 g de gelatina e 33,3 g/100 g de biomassa de S.platensis

A utilizacdo da mistura ternaria no teste preliminar teve como objetivo evitar a
sobressaliéncia dos componentes, testando o teor de matéria seca ao invés da funcionalidade
de cada um dos constituintes da formulac¢do. A amostra de melhor resultado foi a “A5” sendo

constituida de 4 g/100 g de amido de mandioca de 2 g/100 g de mistura ternéria.

- Planejamento de misturas

No planejamento de misturas a soma das proporc¢des dos componentes € 100 %. As
propriedades das misturas sdo determinadas pelas proporc¢des dos ingredientes (BARROS-
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2002). Eeste estudo foi realizado por meio de um
delineamento Simplex-Centroide aumentado para misturas de trés componentes, com trés
pontos interiores, resultando em 10 experimentos, como mostrado na Tabela 2.2. Filme
produzido com amido de mandioca e glicerol foi utilizado como controle para comparacéo

com as formulagdes testadas.



38

Tabela 2.2 - Planejamento Simplex-Centroide para mistura de componentes nas proporc¢des

estudadas
Varidveis codificadas Varidveis reais
Mistura S.platensis Bagaco Gelatina  S.platensis Bagaco  Gelatina
(9/1009)  (9/100g) (9/100g)
A 1,00 0,00 0,00 100 0 0
B 0,00 1,00 0,00 0 100 0
C 0,00 0,00 1,00 0 0 100
D 0,50 0,50 0,00 50 50 0
E 0,50 0,00 0,50 50 0 50
F 0,00 0,50 0,50 0 50 50
G 0,66 0,17 0,17 66 17 17
H 0,17 0,66 0,17 17 66 17
I 0,17 0,17 0,66 17 17 66
J 0,33 0,33 0,33 33 33 33

Com o auxilio do programa Statistica 12.7 (StatSoft, Tulsa OK, EUA) foi realizado
um delineamento experimental onde os componentes utilizados na mistura foram a S.
platensis, bagaco de mandioca e gelatina. Quando ha trés componentes de mistura (q = 3), 0
espaco simplex é um triangulo de lados iguais. Os vértices correspondem aos componentes
puros, os lados as misturas binarias e o interior do tridngulo as misturas ternarias, como
representado na Figura 2.1 (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Figura 2.1 - Delineamento Simplex-Centroide aumentado para misturas de trés componentes

x2 = Bagaco de Mandioca

x3= Gelatina

Fonte: A autora
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A proporcdo dos componentes de cada ensaio de mistura foi pesada como proposto
no planejamento da Tabela 2.2. A mistura foi homogeneizada durante 3 min em um agitador
mecanico representado na Figura 2.2. O misturador é composto por um copo metalico com
duas pas internas. Contém um motor elétrico, capaz de rotacionar o copo metalico com
velocidade constante. Ap6s a homogeneizagdo as amostras foram armazenadas em frascos de
vidro, identificados e mantidas a temperatura ambiente até o momento da elaboracdo dos

filmes.

Figura 2.2 - Agitador mecénico para homogeneizacao das misturas

Fonte: A autora

Para a elaboracdo dos filmes a base de amido e mistura (bagaco de mandioca,
gelatina e S. platensis), foi utilizado o equipamento RVA (Rapid Visco Analyser®, Newport
Scientific Narabeen, Australia). As porcentagens dos componentes utilizados foram
calculadas sobre o valor de 0,028 kg de suspensdo, que corresponde ao valor utilizado no
porta amostras do equipamento RVA. A formulacdo de mistura (2 g/100 g), amido (4 g/100 g)
e glicerol (1 g/100 g) foi adicionada ao porta amostras de aluminio e completado com agua
destilada (0,02632 kg). Em seguida, foi colocado no RVA conforme instruc6es do aparelho.

A solucéo filmogénica foi gelatinizada com agquecimento crescente de 50 °C até 95
°C em 13 min, com agitacdo constante de 160 rpm (método padrdo do equipamento). Do
equipamento foram retirados os dados de viscosidade para cada uma das formulacGes
preparadas. Na sequéncia, as amostras foram vertidas sobre as placas acrilicas e secas em
estufa com circulacdo forcada de ar a 40 °C por 3 h. Apos a secagem, os filmes foram
acondicionados em dessecador, com atmosfera saturada de NaCl, em temperatura ambiente,

de acordo com o descrito por Henrique et al. (2008).
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2.2.2 Caracterizacdo dos filmes
A caracterizacdo dos filmes biodegradaveis é de grande importancia para verificar o
seu comportamento como revestimentos de alimentos e foi realizada considerando-se 0s

parametros abaixo descritos.

- Composicédo proximal dos constituintes das formulagdes

A composicdo proximal dos constituintes das formulacdes (amido de mandioca, S.
platensis, bagaco de mandioca e gelatina) foi determinada em triplicata (AOAC, 2005). Os
teores de umidade foram realizados em estufa a 105 °C, as cinzas, por incineragcdo em mufla a
550 °C durante 5 h, proteinas, pelo método Micro-Kdjedahl, utilizando 6,25 como fator de
conversdo de nitrogénio para proteina bruta, teores de lipidios foram determinados por
extracdo em Soxhlet com hexano como solvente e as fibras foram determinadas por método
gravimétrico ap6s hidrolise acido-basica. Os resultados foram expressos por médias seguidas
dos respectivos desvios padroes.

- Umidade e atividade de 4gua

A umidade dos biofilmes foi determinada de acordo com metodologia proposta pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005). Para isso, amostras de 0,001 kg
de cada formulacéo de biofilme foram colocadas em estufa a 105 °C durante 24 h. A Ay foi
determinada a 25 °C por leitura direta em Aqualab 3TE® (Decagon, Aqualab, Inc, Pullman,
EUA), 0,0004 kg de cada amostra foi colocada na capsula do aparelho e preparadas para

leitura ap0s calibracdo do equipamento.

- Propriedades fisicas

A determinacdo da espessura foi determinada segundo o descrito por Fakhouri et al.
(2007) como sendo a média de cinco medicOes em diferentes partes do biofilme. Para esta
analise foi utilizado paquimetro digital (Insize®-150, China) com precis&o de 0,01 mm.

As amostras com area de 0,0016 m? foram pesadas em balanca analitica e a
densidade foi determinada como sendo a raz&o entre a massa e o volume do biofilme. A
gramatura do filme biodegradavel corresponde ao peso de uma determinada area do material e
esta relacionada de forma direta a resisténcia mecéanica dos filmes, portanto, quanto maior a
gramatura maior a resisténcia mecanica (ALMEIDA et al., 2013). A mesma foi determinada
segundo Sarantdpoulos et al. (2002) por meio da pesagem de 0,0016 m2 de biofilme, em

balanca analitica (Shimadzu®, mod. AY 220, Kyoto Japdo), com precisdo de 0,0001 g. As
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andlises foram feitas em triplicata e os resultados expressos por médias seguidas dos
respectivos desvios padroes.

- Propriedades 6pticas

A cor estd relacionada com a matéria-prima utilizada na elaboracdo do filme
biodegradavel. A apresentacdo visual é importante, mesmo ndo sendo um fator que limite a
sua aplicacdo. A determinacdo da cor foi realizada utilizando-se colorimetro (Hunterlab®,
Miniscan EZ, EUA) operando no sistema CIELab (L*, a*, b). Por questdo de padronizacao, a
medida foi realizada na regido central do filme. O sistema CIELab, a coordenada “L*”
expressa o grau de luminosidade, da cor medida [L* = O (preto) a 100 (branco)]; os valores de
“a*” expressam o grau de variacdo entre o vermelho e o verde (a* positivo = vermelho, a*
negativo = verde); e a coordenada “b*” o grau de variag¢do entre a cor azul e o amarelo (b*
positivo = amarelo, b* negativo = azul) (MINOLTA, 1998).

A transparéncia foi calculada como sendo a raz&o entre a absorbancia a 600 nm e a
espessura do biofilme. A medida de opacidade dos filmes biodegradaveis foi feita em
espectrofotdmetro UV-Vis NIR (VarianCary® 50). As amostras de 0,000625 m? foram fixas
no acessorio de refletdncia do equipamento para a leitura em absorbancia. As analises foram

feitas em triplicata.

- Propriedades de barreira

A permeabilidade do filme ao vapor de agua esta relacionada com a capacidade de
difusdo da agua através do filme e foi determinada gravimetricamente segundo teste da
ASTM E96 apresentado por Espinel Villacres; Flores e Gerschenson (2014) com adaptagdes.
Em uma capsula de permeabilidade (recipiente de vidro) foi adicionado 5 x10 kg de cloreto
de calcio anidro (CaCl,), previamente seco a 105 °C por 24 h. Na parte superior do recipiente
foi fixado o biofilme com &rea de 1,38 x10 m?, area correspondente & boca do frasco de
vidro. As capsulas foram colocadas em dessecador com umidade relativa de 75 % devido a
presenca de solucdo saturada de NaCl. O dessecador foi mantido a 25 °C £ 0,5 °C em estufa
incubadora BOD (Tecnal®, Piracicaba, Brasil). O ganho de umidade foi determinado por meio
de pesagens sucessivas a cada 24 h durante um periodo de 10 dias. A analise foi realizada em

triplicata, sendo a Equacéo 2.1 utilizada para o calculo de permeabilidade ao vapor d’agua.

. _ W.L
Permeabilidade = INTTOR (Eq. 2.1)
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Onde:

W= quantidade de &gua ganha em peso pelo tempo (g/s)
L= espessura (m)

A= area (m?)

p, = pressdo de saturagdo de vapor de agua a 25 °C (Pa)

a1 € a,,= atividades de 4gua dentro e fora da capsula.

- Solubilidade

Galietta et al. (1998) definem solubilidade em &gua como a quantidade de matéria
seca que € solubilizada pela dgua ap6s 24 h em imersdo em agitacdo constante. As amostras
com éarea de 0,0004 m? foram previamente secas em estufa a 105 °C por 24 h, em seguida
imersas em recipiente com tampa contendo 25 x10°® m® de 4gua destilada, agitando-se por 24
h a temperatura ambiente (25 °C). Na sequéncia a solucdo foi filtrada em papel filtro
dessecado a 105 °C por 2 h. O material retido foi seco em estufa Tecnal® a 105 °C por 24 h,
em seguida resfriado e pesado. A solubilidade do biofilme foi expressa em (g/100 g) massa
solubilizada em relacdo a massa inicial da amostra, como mostra a Equacdo 2.2. As analises

foram feitas em triplicata com adaptacGes do método de Gontard; Guilbert e Cuq (1998).

M = MiiciManat 10 (Eq. 22)

inicial

Onde:
MS = solubilidade em &gua
M;,icia = Matéria seca inicial

M5, = Matéria seca final apos as 24 h de solubilizacéo

- Intumescimento

O intumescimento de filmes € o resultado da difusdo de moléculas de solvente para o
interior dos mesmos e que permanecem acomodadas na fase polimérica, resultando em um
aumento de volume da amostra (TURBIANI; KIECKBUSCH; GIMENES, 2011). O teste foi
realizado segundo descrito por Bunhak, (2007). Os biofilmes com 0,0009 m?2 foram dispostos
em duas solucgdes: uma com acido cloridrico, pH 1,8, e outra com bicarbonato de sddio, pH
8,4, a temperatura ambiente. Em intervalos de tempo de 5, 30 e 60 min, amostras dos

biofilmes foram retiradas e o excesso de agua removido com papel absorvente e pesadas. O
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intumescimento dos biofilmes foi calculado por intermédio da Equacao 2.3. As anélises foram
feitas em triplicata.

Ii— %moo (Eq. 2.3)

Onde:
li (9/100 g) = porcentagem de intumescimento
Wi (g) = peso do filme apos periodo de intumescimento (peso Umido)

Ws (g) = peso do filme seco

- Propriedades mecénicas

Os ensaios mecanicos foram realizados em oito repeticdes, com adaptacdes do
método descrito por Carvalho e Grosso (2004). A resisténcia maxima a tracdo (MPa) e
elongacdo na ruptura (g/100 g) foram determinadas utilizando um equipamento Shimadzu®
AG-I 10KN (Quito, Japdo) operando de acordo com o método padrdo ASTM D882-02, com
adaptacdes. Os filmes foram cortados formando corpos de prova de 0,10 m de comprimento e
0,025 m de largura, sofrendo uma tragdo em velocidade de 8 x10* m/s, sendo a distancia
inicial entre as garras de 0,050 m. A tensdo de ruptura pode ser calculada através da relacdo
entre a forca e a area minima da secdo transversal do filme dada pela Equagdo 2.4 e a
elongacéo na ruptura foi calculada por meio da razdo entre o elongamento total da amostra até

a ruptura e a distancia inicial entre as garras, segundo a Equacdo 2.5:

s A . ;o= B ~ Fmax
Resisténcia maxima a tragdo = AL (Eq. 2.4)

min

Onde:
Fmax = forca maxima (N)

Anmin = area minima inicial da amostra (mm?2).
Elongac¢@o na ruptura = %xlOO (Eq. 2.5)
Onde:

Ar = elongagéo na ruptura (mm)

DG = distancia inicial entre as garras (mm)
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- Microscopia eletronica de varredura por efeito de campo- FEG

A andlise de microscopia eletronica de varredura por efeito de campo (FEG) permite
obter informacgdes sobre as caracteristicas da superficie dos materiais (HOSSEINI et al.,
2015). Para a realizagdo da analise no equipamento Tescan MIRA3 (TESCAN®,
Kohoutovice, Republica Checa), foi utilizado elétrons secundarios (SE) com operacdo de
voltagem entre 7 kV e 15 kV e ampliagdo de 2500 vezes. Os filmes foram cortados em
amostras de 25 x10® m? e recobertos com um material eletricamente condutivel (ouro), para

melhoramento do contraste e sem seguida acoplados ao equipamento.

2.2.3 Atividade antimicrobiana

As cepas padrdes utilizadas para as analises foram: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 19433 e Salmonella
enterica ATCC 14028. Inicialmente as bactérias foram reativadas em caldo cérebro e coracao
(BHI) a 37 °C por 24 h. Na sequéncia cada micro-organismo foi diluido em solugdo salina
(0,9 %) até atingir concentracdo de 108 UFC/mL, equivalente a solucio padrdo de McFarland
de 0,5 (80 % de transmitancia) (BAUER et al., 1966).

A técnica utilizada foi a de disco difusdo que consiste em aplicar um determinado
volume de extrato diluido em diferentes concentracdes em discos de papel de filtro com 6 mm
de didmetro descrito por Bauer et al. (1996). No presente estudo, os discos de papel foram
substituidos por discos formados a partir de filmes biodegradaveis, os quais ja continham os
extratos de interesse. A técnica foi realizada por meio de suspensao agar Muller Hinton (25
mL) em placas de petri, inoculadas em superficie utilizando swab estéril com 0,1 mL dos
micro-organismos (108 UFC/mL). Na superficie do agar inoculado, foram adicionados os
discos de 2 mm de didmetro formados a partir de cada formulacdo dos filmes biodegradaveis
(produzidos conforme planejamento experimental mostrado na Tabela 3.2). As placas foram
incubadas invertidas a 37 °C por 24 h. A determinacg&o da inibicdo do crescimento microbiano
foi feita por meio da medida dos halos inibitérios (BAUER et al., 1966).

2.2.4 Andlise estatistica

Os métodos para decisdo de uso dos testes estatisticos foram realizados segundo
Granato; Calado e Jarvis (2014). Os resultados foram expressos por médias seguidas dos seus
respectivos desvios padrdes. Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a
normalidade dos resultados obtidos na caracterizagdo dos filmes, o teste de Levene para

verificar a homogeneidade de variancias (95 % de significanica para o valor de p) e ANOVA
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para verificar a diferenca estatistica entre as medias dos dados gerados, utilizando fator Unico
com 90 % de significancia para o valor de p.

O teste de Fisher foi usado para comparacdo das médias, considerando o valor de
p<0,10 como significativo. Dados que nao seguiram a normalidade (p<0,05) passaram por
transformacdo Box-Cox, para entdo ser aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov e Levene.
Para correlagdo entre parametros foi utilizada a correlacdo linear de Pearson, sendo a
significancia adotada de 0,05 (p<0,05). As respostas foram modeladas segundo metodologia

descrita por Barros-Neto; Scarminio; Bruns, (2001), utilizando-se a equacéo 2.6:

Y = BIX1 + B2X2 + B3X3 + PI2X1X2 + PI3X1X3 + P23X2X3 +
B123X1X2X3  (Eg.2.6)

Onde Y é a resposta estimada, B1, B2 e B3 sdo os coeficientes de regressdo para o
modelo linear, f12, 13 e 23 sdo os coeficientes de regressdo para o modelo quadratico e
B123 ¢ o coeficiente de regressdo para o modelo cubico especial. Os modelos matematicos
obtidos para cada uma das respostas experimentais foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). Foi verificada a significancia do modelo de regressao ao nivel de 10 % (p<0,10).
O programa Statistica 12.7 (StatSoft® Tulsa OK, EUA) foi utilizado para gerar os modelos
matematicos e os graficos de superficie de contorno.

2.3 Resultados e Discusséo
2.3.1 Caracterizacao dos filmes

Como se pretendia estudar a incorporacdo de bagaco de mandioca, gelatina e S.
platensis na formulacdo de filmes, foram realizados testes preliminares para verificar o
comportamento da solucdo filmogénica com esses componentes formando misturas em
diferentes propor¢des como mostra a Tabela 2.1. Por meio de comprovagéo visual verificou-
se viabilidade de formacéo de filmes de amido com as matérias-primas alternativas testadas.
As caracteristicas do filme, como a facilidade de manuseio, formacdo moderada de bolhas e
facilidade de retirada da placa de acrilico possibilitou eleger a melhor proporcéo entre amido
e mistura (33,3 g/100 g de bagaco de mandioca, 33,3 g/100 g de gelatina e 33,3 g/100 g de
biomassa de S. platensis), sendo esta de 4 e 2 g/100 g, respectivamente.

- Composicéo proximal
Os dados obtidos para a composi¢do proximal dos constituintes dos filmes estéo

expressos na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3 - Composicdo proximal dos constituintes das formulacbes de filmes (média
+desvio padréo)

Parametros Amido de S. platensis Gelatina Bagaco de
(9/100 g) Mandioca Mandioca
Umidade 11,76+0,79 10,30+0,24 13,51+0,11  10,63+0,79

Cinzas 0,11+0,01 11,40+1,12 0,32+0,06 1,58+0,07
Proteinas 0,61+0,23 50,22+4,03 72,15+0,45 1,54+0,25
Lipidios <0,01 3,54+0,66 <0,01 0,46+0,11

Fibras Totais 0,6+0,02 *6,66 <0,01 24,09+1,48
Carboidratos 86,92 17,85 14,02 62,01
Totais**

*Valor do rotulo - Fabricagdo 10/102014 Lote 0023/2014 **por diferenca

O amido de mandioca é o principal responsavel pela formacéo do filme devido a sua
conformacdo estrutural que possibilita o processo de gelatinizacdo. Apresenta na sua
composicdo teores baixos de proteinas e lipidios, sendo constituido basicamente de
carboidratos. Em estudo realizado por Alves; Klososki e Montanhini (2015) os valores
obtidos para a umidade (12,3+0,35 g/100 g) e teor de carboidratos (85,64 g/100 g) do amido
de mandioca apresentam-se semelhantes aos do presente trabalho. O teor de fibras encontra-se
semelhante ao estudo realizado por Vieira et al. (2015) cujo valor foi de 0,61 £ 0,03 g/100 g.

O bagaco de mandioca é constituido de fibras e carboidratos residuais. Sua presenca
nas formulagdes permite aumentar a resisténcia dos materiais formados devido a disposi¢do
das fibras (DEBIAGI et al., 2012). A andlise de composicdo proximal para o bagaco de
mandioca foi realizada por Fiorda et al, (2013), onde o teor de fibras encontrado foi superior
ao estabelecido no presente estudo, sendo este valor de 56,84+2,78 (g/100 g). A variacdo da
composicdo proximal do amido e do bagago de mandioca esta relacionada a fatores
ambientais de cultivo, fatores genéticos da mandioca e otimizacdo da extracdo do amido na
industria processadora (extracdo mais eficiente acarreta em menores teores de fibra total)
(FIORDA et al., 2013).

A S. platensis e a gelatina apresentam elevada quantidade de proteinas. A S. platensis
apresentou valores semelhantes ao presente estudo quando cultivada em pH de 9, sendo seus
valores de proteinas e cinzas respectivamente 48,23+1,1 e 10,11+0,36 g/100 g (OGBONDA,;
AMINIGO; ABU, 2007). O teor de lipidios apresentou valor reduzido quando comparado
com estudo realizado por Gai et al. (2015). Variagdes nos teores obtidos de composi¢édo
proximal estdo relacionadas as condigdes de cultivo da Spirulina platensis. Relacionando os
valores obtidos para a composicdo proximal da gelatina com a literatura

(JONGJAREONRAK et al., 2006), observa-se valores reduzidos para proteinas, cinzas e
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lipidios no presente estudo, fato este explicado pela fonte de extragdo do coldgeno e método
de processamento.

- Viscosidade das solugdes filmogénicas

A viscosidade a 95 °C foi estabelecida antes do inicio do resfriamento, e em alguns
casos este valor ndo correspondeu & méaxima viscosidade durante o periodo de corrida do
programa (13 min). Os maiores valores para as viscosidades a 95 °C foram registradas para
as formulacbes B e H dentro do planejamento, as quais contém além do amido de mandioca,
0 bagaco de mandioca. Este subproduto foi responsavel por maiores valores de viscosidade
por conter amido residual na sua composi¢do. A amostra controle (amido de mandioca e
glicerol) apresentou a maior viscosidade a 95 °C (393,3 cP) e um dos menores valores de
viscosidade final (213 cP).

Na maioria das formulagdes, a viscosidade final das solugdes filmogeénicas, obtida
ao fim do processo de gelatinizacdo na temperatura de 50 °C foi superior a viscosidade a 95
°C, 0 que era esperado. Os maiores valores foram correspondentes as formulacdes B e D
devido ao amido residual contido no bagaco de mandioca. Tanto para a viscosidade a 95 °C
quanto para a viscosidade final, os menores valores foram registrados para as formulagdes
com gelatina. Em temperaturas elevadas a gelatina permanece com baixa viscosidade e
conforme ocorre o seu resfriamento tende a aumentar. Segundo ANOVA fator Unico para as
duas viscosidades analisadas, ndo houve diferenca significativa entre as amostras. As
viscosidades obtidsa para cada uma das formulacGes estdo expressas na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 - Viscosidades de pico e final para as formulacdes filmogénicas

Formulacéo Viscosidade a 95 °C (cP)  Viscosidade Final a 50 °C (cP)
A 292,746,0 357,04£9,5
B 664,0+£39,6 740,3+£29,0
C 163,0+3,6 209,3+0,6
D 427,045,3 493,3+16,4
E 218,3+£29,7 272,31£24,9
F 344,0+£3,6 479,3+8,9
G 282,0+7,8 348,0£12,3
H 502,3£20,5 420,7+314,1
I 207,0+£7,2 294,0£5,2
J 315,316,6 412,7+12,4
p-valor (*I_(olmogorov- 0,38 0,32
Smirnov)
p-valor (**Levene) 0,40 0,52
p-valor (one way) 0,26 0,13

ANOVA

*Teste de Normalidade; **Teste de Homocedasticidade
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- Umidade e Aw

O teor de umidade de filmes esta relacionado com os constituintes da formulacéo e
etapas de processamento. Foi observado, para filmes de amido de mandioca e S. platensis (A),
umidade em torno de 11 g/100 g. Para filmes constituidos de amido de mandioca e mistura
ternaria (em proporcdes iguais) (J), o teor de umidade foi de 18,81 g/100 g. A amostra
controle, produzida com amido de mandioca e glicerol, apresentou o0 maior teor de umidade,
em torno de 21,93 ¢/100 g. Houve diferenca significativa entre as formulacdes segundo
ANOVA fator unico com p<0,10.

Dantas et al. (2015) encontraram como valor de umidade 15,53 g/100 g para filmes
de amido de mandioca. Para filmes a base de gelatina o teor de umidade ficou em torno de 12
0/100 g em estudo realizado por Moreno et al. (2016), valor inferior ao encontrado neste
estudo para amostra contendo amido de mandioca e gelatina (15,86 g/100 g). A presenca da
gelatina aumenta a quantidade de agua retida nos géis de amido de mandioca, pois proteinas
contém grupos capazes de se ligarem ao solvente, tornando a mobilidade molecular menor
devido a dificuldade de formacdo e quebra de ligacbes (NUR HANANI; ROOS; KERRY,
2014). Todos os autores citados utilizaram como agente plastificante o glicerol em
concentragcfes variadas. Os valores encontrados neste estudo estdo proximos aos dados da
literatura (CIAN et al., 2015; DANTAS et al., 2015).

Amostras com elevado teor de umidade estdo mais susceptiveis ao desenvolvimento
de micro-organismos enquanto que filmes com baixo teor de umidade, devido a sua
higroscopicidade, podem absorver agua de forma rapida. Tais fatores interferem na estrutura
do filme formado, bem como nas propriedades mecénicas. Filmes com baixa umidade tendem
a se tornarem quebradicos e impréprios para aplicacdo, deixando de atuar como barreira.

Em estudo realizado por Dantas et al. (2015) a Aw para filmes de amido de mandioca
apresentou valor médio de 0,69. Os valores encontrados estdo préximos a este valor, porém,
ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,10) entre si. Os resultados estdo expressos na
Tabela 2.5.

Para que ocorra o desenvolvimento da maioria das bactérias, incluindo as
patogénicas, o valor de Aw deve ficar entre 0,93-0,98, enquanto para leveduras e fungos o
crescimento ocorre em Aw entre 0,61 e 0,65 (TERRA; FREITAS; CICHOSKI, 2007). Os
valores encontrados para as diferentes formulacdes de filmes estdo no limite requerido para o
desenvolvimento de fungos e leveduras, mas ndo suficiente para o desenvolvimento de
bactérias. A amostra controle, contendo amido de mandioca e glicerol, apresentou a menor Aw

dentre as formulagdes testadas, sendo de 0,487. Este parametro estabelece o teor de agua
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disponivel para o crescimento microbiano e por consequéncia determina a estabilidade do
produto final (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010). A quantidade de &gua presente
em um produto, ndo estd completamente disponivel para o desenvolvimento dos micro-
organismos. Desta forma, o teor de umidade é a agua total presente, enquanto que, a Aw € a

quantidade disponivel para o crescimento microbiano.

- Propriedades fisicas

As propriedades de barreira e mecanicas sdo influenciadas pela espessura do filme e
pelos materiais que o compdem. A determinacdo da medida entre as duas principais
superficies do material (as duas maiores areas) € um parametro de controle para o bom
desempenho da pelicula formada (HENRIQUE et al., 2008). A amostra de menor espessura
foi a controle (amido de mandioca e glicerol), com 0,09 mm.

Em estudo realizado por Dantas et al. (2015) a incorporagéo de polpa de fruta no
filme produzido com amido de mandioca acarretou em aumento na espessura bem como nas
propriedades de barreira. O filme de amido de mandioca foi considerado o controle para 0s
autores, apresentando espessura de 0,08 mm. A espessura das peliculas de gelatina e amido
milho variou entre 0,061 e 0,227 mm para as formulagdes de filmes testadas por Moreno et al.
(2016). Filmes sintéticos de polietileno de baixa densidade utilizados em estudo com
morangos apresentaram espessura de 0,15 mm (COSTA et al., 2011), indicando proximidade
entre embalagens sintéticas e os filmes produzidos no presente estudo.

Maiores quantidades de sélidos presentes nas formulacdes fazem com que a
espessura do filme formado seja maior apds o processo de secagem. Neste estudo, a
quantidade de matérias-primas adicionadas bem como a quantidade de agente plastificante,
ndo variou entre as formulacdes. Sendo assim, as amostras analisadas ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si (p>0,10). Maiores valores de espessura tornam o produto final
mais resistente a tracdo e com maior permeabilidade ao vapor de agua, parametro que deve
ser controlado dependendo do alimento ao qual sera aplicado.

A uniformidade do biofilme €é estabelecida segundo a sua densidade. Quando
ocorrem mudangas pode ter ocorrido alteracdo na cristalinidade e absor¢do do solvente no
material (SARANTOPOULUS et al., 2002). Menores valores de densidade estio relacionados
com maior solubilidade, fato explicado pela alta porosidade, a qual aumenta a capacidade de
absorcdo de compostos liquidos (VERCELHEZE et al., 2012). Segundo ANOVA fator Unico
(p>0,10), ndo houve diferenca estatistica entre os dados. A amostra controle apresentou

resultado semelhante as amostras do planejamento. A densidade apresenta correlacdo negativa
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(r = -0,79; p<0,01) em relacdo a espessura, compreendida quando se utiliza um material de
mesma area e massa, onde maiores espessuras implicam em materiais menos densos.

A resisténcia do filme biodegradavel esta relacionada com a gramatura, definida por
Oliveira et al. (1996), como sendo o0 peso de uma area pré-estabelecida do material estudado.
A gramatura, assim como a densidade, deve ser baixa, para que ocorra melhor solubilizagéo
do material formado. N& houve diferenca estatistica segundo ANOVA fator Unico com
p>0,10 para esses parametros. Os valores médios de umidade, espessura, densidade e

gramatura para as formulacOes testadas estdo representados na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 - Valores médios para as variaveis: umidade, Aw, espessura, densidade e gramatura

dos biofilmes produzidos com S. platensis, bagaco de mandioca e gelatina

Formulagio Umidade A Espessura  Densidade Gramatura
9/100 g W m (x10) kg/m3 kg/m?2 (x10°%)
A 11,00+1,46° 0,71+0,01 0,21+0,04 31,0+0,01 68,27+18,03
B 14,84+2,30% 0,70+0,01 0,24+0,03  30,4+0,01  73,06+25,18
C 15,86+1,58% 0,70+0,01 0,14+0,01  67,9+0,00  92,64+3,89
D 15,74+1,34% 0,68+0,01 0,22+0,03  39,240,01  88,44+21,15
E 16,49+0,68° 0,67+0,01 0,24+0,02  32,4+0,01  76,52+24,42
F 14,17+0,33Y 0,66x0,03 0,24+0,07 38,2+0,01  88,98+18,04
G 15,68+1,24 0,63+0,01 0,25+0,02  41,8+0,00  104,21+7,75
H 15,97+0,84% 0,64+0,02 0,24+0,05  41,4+0,00 100,37+23,45
I 15,43+1,30% 0,66+0,02 0,23+0,03  41,2#0,01  90,98+3,14
J 18,81+1,32* 0,66+0,02 0,22+0,01  50,4+0,01 109,89+25,53
p-valor (*Kolmogorov- 5 4 0,63 0,14 0,27 0,89
Smirnov)
p-valor (**Levene) 0,97 0,83 0,78 0,85 0,96
p-valor (ANOVA) 0,05 0,24 0,85 0,80 0,21
p-modelo 0,10 0,38 0,89 0,94 0,34

*Teste de Normalidade; **Teste de Homocedasticidade
Letras diferentes na mesma coluna séo diferentes segundo teste de Fisher (p < 0,10)

O parametro umidade foi ajustado com o intuito de se obter um modelo matematico
representativo (Eg. 2.7). A superficie de contorno estd representada na Figura 2.3 para
explicacdo dos dados experimentais obtidos.

U =10,64S + 12,58B + 10,39G + 7,44S.B + 29,36S.G + 7,56B.G (EQ. 2.7)

Onde:

U = umidade

S =S. platensis
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B = bagaco de mandioca

G = gelatina

Figura 2.3 - Superficie de contorno para o parametro umidade das formulagdes de filmes

Bagaco de Mandioca
0,004 1,00

17

Il 16

il 15

A 0,00 114

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 E B

S. platensis Gelatina — Bk

Fonte: A autora

Por meio da superficie de contorno mostrada na Figura 2.3 é possivel observar que o
maior valor de umidade estd relacionado com propor¢des iguais dos trés componentes
(mistura ternaria) e o menor valor corresponde a formulacdo com 100 % S. platensis. O

modelo apresentou p significativo, explicando 90 % da variabilidade dos dados experimentais.

- Propriedades Gpticas

Cor e opacidade podem ndo ser interessantes em se tratando de embalagens ou
revestimentos alimenticios, pois 0s consumidores tem necessidade de visualizar o produto
dentro da embalagem (CIAN et al., 2014). Em produtos que apresentem sensibilidade a luz, a
presenca da cor e da opacidade na embalagem se torna uma protecéo ao alimento, como nos
destinados a bebés e produtos lacteos (KRIKOR; TARRAGO; JANSEN, 2010). Quando em
propor¢des adequadas e em produtos especificos, a coloragdo da embalagem valoriza o

produto final.
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A opacidade esta relacionada a quantidade de luz absorvida devido a dispersdo dos
compostos na matriz polimérica, sendo a aparéncia e a cor dependentes desse pardmetro
(FADINI et al., 2013). A formulacdo A apresentou parametro a* menor que as outras
formulacGes (a* negativo tendéncia ao verde), dado que pode ser explicado pela presenca da
S. platensis em maiores concentragdes que tornam o filme de coloragdo esverdeada. Filmes a
base de gelatina e os filmes controle apresentaram maior transparéncia quando comparados
com filmes constituidos de S. platensis (maior valor de L*), porém, os filmes, frente aos
parametros L* e b*, ndo apresentaram diferenca entre si. Nas formulagdes H, | e J, formadas
pelos trés componentes da mistura, mesmo que em diferentes propor¢des, os valores de a* e
b* foram similares.

No presente estudo, a luminosidade, correlaciona-se de forma negativa com a
elongacdo (r = -0,74; p = 0,13), representado pelo filme composto com gelatina, que apresenta
um dos maiores valores para esse fator e um dos menores valores para elongagéo. Enquanto
que, uma correlacdo positiva é observada em relacdo a resisténcia a tracdo (r = 0,81; p =
0,10).

As amostras apresentaram diferenca visual em relacéo a cor e opacidade. Em termos
numeéricos, a menor opacidade foi registrada para a formulacdo C composta de amido de
mandioca e gelatina. A amostra controle, com amido de mandioca e glicerol, apresentou
opacidade proxima ao estabelecido para o filme com amido de mandioca e gelatina (C). O
filme biodegradavel mais opaco foi a formulacdo D, justificado pela presenca de bagaco de
mandioca e S. platensis e auséncia de gelatina. Maiores concentracGes de S. platensis
representaram maiores valores de opacidade para os filmes devido a sua coloragdo e a
presenca do bagaco de mandioca, 0s quais interferiram nos valores de opacidade e deveriam
ser particulados por meio de micronizacdo (LAVOINE et al., 2012; WAN et al, 2015). No
entanto, as amostras ndo apesentaram diferenca significativa (p>0,10).

Segundo estudo realizado por Al-Hassan e Norziah (2012), o aumento no teor de
gelatina ndo apresentou efeito significativo em relacdo a absorcdo de luz em filmes
biodegradaveis, sendo o valor de opacidade encontrado igual a 2,00. Baixos valores de
opacidade (ABS/mm) representaram peliculas de alta transparéncia, fator importante quando
aplicado em produtos alimenticios (CIAN et al., 2014). No presente estudo, a opacidade para
filmes a base de gelatina apresentou valor igual a 1,82, valor proximo ao encontrado por Al-
Hassan e Norziah (2012).

A opacidade é um parametro importante a ser estudado, pois tem influéncia na
visualizacdo do produto antes da compra (CHANG; NICKERSON, 2014). Este parametro
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apresentou correlagéo significativa e positiva em relagéo ao parametro de cor b* (r = 0,68; p =
0,03) e a elongacdo (r = 0,68; p = 0,26). Filmes menos opacos, compostos de gelatina,
apresentaram menores valores de elongacgéo. Peliculas opacas e coloridas podem ser aplicadas
a produtos sensiveis a luz, que ndo exijam a transparéncia da embalagem como apelo de

compra. Os trés parametros de cor e a opacidade estdo representados na Tabela 2.6.

Tabela 2.6 - Parametros de luminosidade e cor para as diferentes formulacdes de filmes

biodegradaveis

Amostra Parametros de Cor Opacidade

L* a* b* ABS/mm

A 13,08+0,44  -1,71+0,16*  9,04%0,23 4,59+0,22

B 53,09+0,50  0,66+0,05" 6,25+0,26 2,24+0,49

C 52,88+0,46  0,40%0,05° 0,90+0,11 1,82+0,54

D 27,88+0,65  0,75+0,24°  20,59+0,57 4,83+1,38

E 48,94+0,62  -0,86+0,06° 16,05+0,93 3,95+0,99

F 58,84+1,96  0,69+0,07° 3,50+0,97 2,37+0,60

G 32,34+1,90  -0,39+0,08¢  12,48+0,37 3,69+0,03

H 45,42+0,57  -1,58+0,02"  13,76+0,06 3,26+1,11

I 43,99+0,80 -0,72+0,06°  16,18+0,19 2,63+0,19

J 38,69+0,70  -0,31+0,04¢  19,05+0,42 3,56+0,21
p-valor (*Kolmogorov-Smirnov) 0,07 0,21 0,28 0,94
p-valor (**Levene) 0,72 0,43 0,27 0,78
p-valor (one-way ANOVA) 0,17 0,01 0,99 0,85
p-modelo 0,31 0,02 0,99 0,96

*Teste de Normalidade; **Teste de Homocedasticidade
Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa de acordo com o teste de Fisher LSD

(p<0,10).

O parametro de cor (a*) foi ajustado para obtencdo do modelo matematico (Eq. 2.8)

e superficie de contorno (Figura 2.4).
A =1,855+ 1,58B + 1,61G — 4,555.B — 4,70S.G — 3,72B.G (Eq. 2.8)

Onde:

A =cor a*

S =S. platensis

B= bagago de mandioca

G = gelatina.
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Figura 2.4 - Superficie de contorno para o parametro cor a* dos filmes formulados

Bagaco de Mandioca
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Fonte: A autora

Observando-se a superficie de contorno para o parametro cor a* pode-se observar
que os maiores valores foram obtidos para os compostos isolados, correspondendo aos
positivos como mostrado na Tabela 2.6. Os menores valores sdo visualizados na superficie
de contorno (a*) com a coloracgdo verde, confirmando os dados apresentados na Tabela 2.6.
Segundo valor de p obtido para 0 modelo matematico, os dados amostrais séo explicados em
98 %.

A cor verde proveniente da S. platensis em filmes biodegradaveis € interessante
guando aplicado em alimentos de mesma cor, porém, filmes transparentes como a
formulacdo C representam a preferéncia do consumidor, para visualizar o produto
(ZAVAREZE et al., 2012; AKHTAR et al., 2013). A coloragdo ndo é um fator limitante
(CIAN et al., 2015). Azeredo et al. (2016) estudaram filmes a base de suco de roma e acido
citrico, destacando que a presenca da cor vermelha viva do filme direciona a aplicacdo para
uma variedade de produtos da mesma coloracdo. Este € um dos diferenciais na producdo de
filmes a base de S.platensis, onde a coloracdo verde torna possivel a aplicacdo em uma série

de alimentos da mesma cor, agregando valor ao produto final.
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- Propriedade de barreira ao vapor d’agua

A aplicacdo do filme biodegradadvel pode ser estimada pelo parametro
permeabilidade ao vapor de agua (PVA), sendo ideal baixa permeabilidade para produtos
desidratados (ASSIS; BRITTO, 2014). Diversos fatores podem interferir na permeabilidade
dos filmes, relacionados ao processamento, como tratamentos enzimaticos, tratamentos de alta
pressio e processo de extrusdo (CAZON et al., 2016; MATTA JUNIOR et al., 2011;
WIHODO; MORARU, 2013).

Segundo Vieira et al. (2011), quando o filme é produzido com matéria-prima rica em
proteinas, a rede formada é menos densa e com maior volume livre, o que facilita a
permeacdo do agente plastificante e por consequéncia difusdo de agua através do filme.
Mesmo apresentando teores de proteinas superiores na formulacdo C, os valores para a
permeabilidade ao vapor de &gua dos biofilmes produzidos ndo apresentaram diferenca
significativa ao nivel de 10 % para ANOVA fator Unico.

Cian et al. (2014) relatam em estudo que, 0 aumento do teor de plastificante aumenta
a permeabilidade ao vapor de agua, encontrando valores de permeabilidade em torno de 4,2
x10* gH,O/Pa.s.m para filmes a base de algas vermelhas e glicerol na proporcio de 12,5
9/100 g. Filmes biodegradaveis produzidos com fibras dietéticas apresentaram permeabilidade
em torno de 6,2 x10*? g/Pa.m.s segundo estudo realizado por Wan et al. (2015). Filmes de
gelatina incorporados com dialdeido carboximetil celulose apresentaram permeabilidade ao
vapor de agua entre 1,49 x101° g/Pa.m.s e 2,27 x101° g/Pa.m.s (MU et al., 2012).

Os valores de permeabilidade ao vapor d’agua no presente estudo variaram de 2,77 a
6,12 x101% g H.0/Pa.m.s. Enquanto, que a amostra controle, composta de amido de mandioca
e glicerol apresentou 1,99 x101° g/Pa.m.s. Estes valores sio maiores quando comparados aos
estudos de Cian et al. (2014), 3,47 x10"** g H.0/Pa.m.s , e Wan et al. (2015), 6,21 x10*? g
H>0/Pa.m.s.

Pela Figura 2.5 é possivel visualizar que o maior ganho de massa foi estabelecido
para a formulacdo E, sendo esta composta de propor¢des iguais de S. platensis e gelatina. O
filme com menor ganho de agua foi a formulacdo D. A amostra controle (amido de mandioca
e glicerol) apresentou baixa absor¢do de umidade durante o periodo de anélise. A Figura 2.5

mostra o ganho de massa das 10 formulagdes testadas no periodo de 10 dias.
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Figura 2.5 - Permeabilidade ao vapor de agua das formulagdes de filmes

Massa de agua absorvida (g)
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Fonte: A autora

Tratando-se de alimentos desidratados o revestimento deve ser feito em filmes
biodegradaveis de baixa permeabilidade ao vapor de agua, garantindo que o produto chegue
ao consumidor com aspecto adequado. Baixa permeabilidade também pode ser um indicador
de que a pelicula ndo apresenta fissuras e poros (KESTER; FENNEMA, 1986). Alguns
autores relatam que o aumento da espessura aumenta a permeabilidade ao vapor de agua
(FARIAS et al., 2012; MATTA JUNIOR et al., 2011). Este parametro se correlacionou de

forma positiva com a espessura (r = 0,69; p = 0,03).

- Solubilidade

Altas solubilidades para as peliculas s@o vantajosas quando a embalagem € ingerida
com o alimento, e quando se deseja retirar a pelicula do produto por lavagem ou cocgéo
(FAKHOURI et al., 2015). No trabalho de Vercelheze et al. (2012) observaram-se relatos
comparando filmes de proteinas isoladas de soja, proteinas de soro de leite e filmes de
amilose-carboximetilcelulose e verificaram valores de permeabilidade ao vapor de &gua muito
baixos. Segundo os autores, a adicdo de fibras de celulose a filmes a base de amido foi viavel

para melhorar as propriedades de barreira dos filmes, com aumento da cristalinidade da
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pelicula de amido, devido a natureza cristalina destas fibras. Este comportamento pode ter
efeito estabilizador sobre a matriz polimérica, reduzindo a mobilidade das moléculas com
excelentes propriedades de barreira e se dissolveram rapidamente em agua a 25 °C.

No presente estudo, as formulagdes de filmes compostas com gelatina em maiores
proporcOes, apresentaram maior solubilidade quando comparada as demais amostras
analisadas. A amostra controle (amido de mandioca e glicerol) apresentou solubilidade
intermediaria (55,26 g/100 g) aos valores obtidos para as amostras do planejamento
experimental. As amostras frente a solubilidade em &gua ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (p > 0,10).

Em estudo de filmes a base de amido de mandioca e gelatina nas proporgdes 4:1 e
1:4, os valores de solubilidade foram iguais a 20,81 g/100 g e 28,88 g/100 g, respectivamente,
sendo a solubilidade maior com 0 aumento do teor de proteinas na composicéo, fato explicado
pela conformacdo das proteinas que resultam em um material de menor densidade
(FAKHOURY et al., 2012). Filmes biodegradaveis a base de fibras apresentaram como
valores de solubilidade 29,3 g/100 g (WAN et al., 2015). As amostras contendo bagaco de
mandioca apresentaram valores semelhantes aos encontrados por Wan et al. (2015). Os
valores médios para a solubilidade em &gua para os biofilmes produzidos estdo expressos na
Tabela 2.7.

Tabela 2.7- Valores médios para a variavel solubilidade em agua dos biofilmes produzidos

com S. platensis, bagaco de mandioca e gelatina

Ensaios Solubilidade
(9/100 g)
19,51+3,21
30,94+9,91
77,63£2,19
20,60+2,57
33,2241,21
32,99+4,16
22,77+4,23
22,50+2,43
69,40+3,11
33,51+1,34

p-valor (*Kolmogorov-Smirnov) 0,37
p-valor (**Levene) 0,54
p-valor (one-way ANOVA) 0,37
p-modelo 0,54
*Teste de Normalidade; **Teste de Homocedasticidade

«—=—TOTMOO ™Y
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- Intumescimento

O intumescimento esta relacionado com o comportamento do material frente a um
meio, sendo dependente da concentracdo e do pH, da temperatura e da composicdo do
solvente (DA SILVA et al., 2016; TANG et al., 2008; AOUADA et al.,, 2009). As
formulagdes apresentaram aumento do intumescimento no decorrer do periodo de 60 min, o
que era esperado ja que os filmes ficaram expostos a solu¢do por maior periodo de tempo. Os
maiores valores de intumescimento em meio acido registrados foram para as formulagdes | e
C (amostras com maior teor de gelatina na sua composicao). A amostra controle (amido de
mandioca e glicerol) apresentou um intumescimento final superior as amostras do
planejamento. O menor intumescimento final em &cido ocorreu para a formulagdo A,
composta de S. platensis como mostra a Figura 2.6. Ndo houve diferenca estatistica entre as

formulac@es (p > 0,10) para os tempos de 5 e 30 min.

Figura 2.6 - Intumescimento em HCI para as formulacgdes de filmes
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FormulagBes (S. platensis: Bagaco de mandioca: Gelatina): A-100:0:0; B-0:100:0; C-0:0:100; D-
50:50:0; E-0.50:0:50; F-0:50:50; G-66:17:17; H-17:66:17; 1-17:17:66; J:33:33:33 (9/100 g)
Fonte: A autora

O parémetro intumescimento em meio acido a 60 min foi ajustado para obtencgéo do

modelo matematico (Eq. 2.10) e superficie de contorno (Figura 2.7).

li = 559,07S + 509,76B + 535,87G + 1539,25S.B + 1350,08S.G + 1703,23B.G
(Eq. 2.9)
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Onde:

li = intumescimento em meio &cido 60 min
S = S. platensis
B = bagaco de mandioca

G = gelatina

Figura 2.7 - Superficie de contorno para o intumescimento em meio acido 60 min das

formulac@es de filmes

Bagaco de Mandioca
0,004 1,00

Il 1000
Il 900
[ 800

' [ 700
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 B 600

S. platensis Gelatina

Fonte: A autora

Segundo a equagéao 2.9 todos os componentes da formulacdo quando isolados ou em
interacdo relacionam-se positivamente. Pela superficie de contorno (Figura 2.7) os dados
numéricos obtidos para o parametro intumescimento em meio &cido no tempo de 60 min séo
confirmados, onde o maior valor é obtido para a formulagdo | e o menor valor é
correspondente a amostra contendo 100 ¢g/100 g de S. platensis (A). Maiores valores de
intumescimento sdo positivos para que ocorra degradagdo mais rapida do material
biopolimérico formado, pois é necessaria afinidade com a &gua, para que ocorra acao de
micro-organismos (ROSINA; BARONI; CAVALCANTI, 2004, CAVALCANTI et al., 2002).



60

O bagaco tem alta capacidade de inchamento, sendo a composi¢do quimica variavel
de acordo com a origem da mandioca e com o método de processamento (BOUCHONNEAU
et al., 2010). O amido residual contido no bagaco interfere nas formulac6es que o contém.

Assim como no meio acido, no meio alcalino ocorreu intumescimento proporcional
ao tempo de exposicdo tanto para as amostras do planejamento experimental, quanto para a
amostra controle (amido de mandioca e glicerol). Em estudo realizado por Bigi; Panza e
Rubini (2004) com filmes biodegradaveis a base de gelatina, o valor obtido para o
intumescimento em 5, 30 e 60 min foi de 300, 620 e 780 g/100 g, respectivamente. A Figura
2.8 mostra o indice em intumescimento em meio alcalino no periodo acompanhado para as

formulages testadas.

Figura 2.8 - Intumescimento em NaHCO3 para as formulacdes de filmes

2000 -
o~
=11}
(==l
(=
w= 1500 -
B
-’
=
=
S 1000 -
E
)
N
)
S 500 -
—}
R
=
—
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)
—+—A —a—B -4a-C =D - E -e=-F —+-G H | —»—) —8&—Controle

FormulagBes (S. platensis: Bagaco de mandioca: Gelatina): A-100:0:0; B-0:100:0; C-0:0:100; D-
50:50:0; E-0.50:0:50; F-0:50:50; G-66:17:17; H-17:66:17; 1-17:17:66; J:33:33:33 (9/100 g)
Fonte: A autora
Em se tratando de uma estrutura formada por elevado teores de proteinas
incorporadas a um agente plastificante, o inchamento é explicado pela redugdo da densidade
do material, o qual se torna mais permeavel (DE SOUZA; SOBRAL; MENEGALLI, 2012).
O intumescimento em base no tempo de 30 min apresentou correlagdo linear positiva em

relacdo a resisténcia a tracao (r = 0,86; p<0,01) e negativa em relacdo a elongacéo (r = -0,74;
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p = 0,08). Maiores indices de intumescimento representam filmes de maiores resisténcia a

tracdo e menores valores de elongagdo na ruptura, devido a estrutura proteica da gelatina.

- Propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas dependem de fatores pré-estabelecidos do processamento
como tempo de agitacdo e condicOes de secagem. Fatores como o tamanho das cadeias
poliméricas e sua massa molar bem como a posi¢cdo dos grupos laterais, interferem na
capacidade de extensdo dos filmes biodegradaveis, quando submetidos a tensdo mecanica
(MEHYER, 2012).

As fibras naturais desempenham importante papel em processos fisioldgicos devido a
sua estabilidade fisico-quimica, sendo matérias-primas abundantes, baratas e biodegradaveis
(JACOMETTI et al., 2015; MARTINEZ et al., 2012). A elaboracédo de filmes biodegradaveis
utilizando fibras é de dificil execucdo devido a textura e granulometria, que conferem
propriedades distintas. Métodos de micronizagdo podem reduzir o tamanho de particula
melhoram o desempenho das fibras para essa funcdo, além de hidratacao e dilatacdo em agua
(WAN et al. 2015). As propriedades mecanicas de filmes conforme a literatura é favorecida
por esse componente (VERCELHEZE et al., 2012).

Filmes ideais devem apresentar alta resisténcia a quebra e serem flexiveis para que
possam se moldar ao alimento. A amostra controle apresentou alta resisténcia, com valor de
13,81 MPa. O resultado obtido para a elongacdo méaxima foi inversa ao resultado obtido para
a resisténcia maxima a tracdo. Desta forma, o filme de maior elongacéo foi o de formulacédo G
(11,77 %) e as menores elongagdes ocorreram para as formulagbes B e C (2,63 e 3,29 %
respectivamente). Baixos valores de elongagdo fazem com que os filmes tenham dificuldade
de se aderir a superficie do alimento, quando usado como revestimento.

De acordo com estudo de Teixeira et al. (2012), filmes que continham maior teor de
bagaco de mandioca apresentaram maior resisténcia durante os ensaios de tensdo se
comparados a filmes de amido de mandioca. Os mesmos autores relataram que a presenca de
fibras diminui a elongacao do filme biodegradavel e desta forma o torna quebradigo. Filmes a
base de gelatina apresentam elevada resisténcia mecanica (45,4 MPa) devido a estrutura em
paralelo das cadeias longas (JIANG et al. 2010).

A resisténcia maxima a tracdo e a elongagdo méaxima na ruptura encontrada por
Bersaneti et al. (2016) para filmes de amido de mandioca foram respectivamente 13,30 MPa e
13,69 %. As formulagGes B e C apresentaram valores de elongagdo maxima na ruptura

proxima ao valor encontrado por esses autores para filmes de amido de mandioca. A
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elongacéo apresentou elevada correlagdo linear negativa com a resisténcia a tragdo (r = -0,91;
p = 0,16), fato esperado. Os valores obtidos neste estudo estdo expressos na Tabela 2.8.

Tabela 2.8 - Valores médios para as variaveis: resisténcia maxima a tracdo e elongacao

méaxima na ruptura dos biofilmes produzidos com S. platensis, bagaco de mandioca e gelatina

Resisténcia Maxima a Elongacdo Méaxima na

Ensaios Propor¢des dos componentes reais Tragéo Ruptura
S. platensis F. Mandioca Gelatina (MPA) (%)
(9/100 g) (9/100 g) (9/100 g)
4,50+0,72 9,21+2,10P
A 100 0 0 _
12,02+3,37 2,63+0,52'
B 0 100 0
14,82+2,77 3,29+0,58"
C 0 0 100
6,13+1,38 4,53+0,48°f
D 50 50 0
6,50+0,82 7,29+1,75°
E 0 50 50
10,45+1,64 3,58+0,43%"
F 50 50 0
4,38+0,67 11,77+2,262
G 66 17 17
6,72+1,14 5,27+0,51%
H 17 66 17
10,17+1,68 4,15+0,55
| 17 17 66
6,35+0,93 5,34+0,40¢
J 33,3 33,3 33,3
p-valor (*Kolmogorov- 0,64 0,09
Smirnov)
0,58 <0,001
p-valor (**Levene)
0,70 ***<0,001
p-valor (ANOVA)
0,89 0,77

p-modelo

*Teste de Normalidade; **Teste de Homocedasticidade *** ANOVA Welch
Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga significativa de acordo com o teste de Fisher LSD (p <
0,10).

O parametro elongacgéo na ruptura foi ajustado para obtencdo do modelo matematico
(Eq. 3.10) e grafico de superficie de contorno (Figura 2.9).

E=1,02S+0,92B + 1,26G — 1,65S.B—0,17S.G — 2,74B.G (Eq. 2.10)
Onde:

E = elongagdo maxima na ruptura



63

S =S. platensis
B = bagaco de mandioca

G = gelatina.

Figura 2.9 - Superficie de contorno para o parametro elongacdo na ruptura dos filmes

biodegradaveis
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Fonte: A autora

Pela Figura 2.9 confirmam-se os dados obtidos para o parametro elongacdo na
ruptura para as amostras analisadas. E possivel visualizar que a maior elongag&o ocorre para a
amostra contendo S. platensis de forma isolada e a menor elongacdo é correspondente a
terceira formulacdo (C) a qual continha gelatina. Pela equacdo 3.10 é possivel observar que 0s
componentes da formulacdo atuam de forma negativa quando em interacdo e positiva quando

isolados frente ao pardmetro elongacao.

- Microscopia eletronica de varredura por efeito de campo - FEG

A formulacdo A contém amido de mandioca e S. platensis. E possivel visualizar na
Figura 2.11 (A) os granulos de amido de mandioca arredondados e a S. platensis representada
pela estrutura retangular. A presenga dos componentes ndo solubilizados diminuiu a

resisténcia do material. A formulagdo B contém além do amido de mandioca, o bagago de
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mandioca. O amido apareceu na forma gelatinizada e o bagaco aparece na forma de pequenos
pontos. A estrutura das fibras naturais fez com que este filme apresente o menor valor para a
elongacdo maxima na ruptura. A terceira formulacdo (C) apresentou estrutura mais
homogénea, devido a alta solubilidade do amido e da gelatina em altas temperaturas. A
capacidade de solubilizagéo da gelatina devido a sua estrutura proteica permite a formacao de
filmes com maior espaco vazio para a incorporacdo de substancias liquidas, bem como maior
resisténcia do material. A quarta formulacdo (D) contém proporcfes semelhantes de S.
platensis e bagaco de mandioca. Na figura (D) € destacado granulos de amido desestruturados
devido a gelatinizacdo. A formulagdo (E) contém os granulos retangulares da S. platensis,
grénulos circulares e alguns concavos ou convexos de amido de mandioca, enquanto que a
gelatina é solubilizada. A gelatina foi miscivel em diferentes niveis nos filmes que a
continham.

A formulacdo F contém fibras, com estrutura mais espacada e cheia de lacunas,
sendo responsdvel por poros de grande absorcdo de agua (FIORDA et al., 2013). A
formulacdo G, H, | e J contém diferentes proporcdes de S. platensis, bagaco de mandioca e
gelatina. Na formulacdo G destaca-se a S. platensis com sua estrutura retangular, assim como
a amostra (A). A Figura H apresenta diversos pontos ndo solubilizados, sendo estes, o bagaco
de mandioca. Nas formulages | e J ha visualizacdo da mistura por completo, com excecao da
gelatina que se solubiliza de forma homogénea sobre a estrutura do filme. Todos os filmes,
devido a viscosidade, apresentaram microbolhas. As microscopias das superficies dos filmes

biodegradaveis estdo representadas na Figura 2.10.
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Figura 2.10 - FEG - Foto-micrografias da superficie morfoldgica dos filmes
biodegradaveis

10 pm

Formulacg®es (S. platensis: Bagaco de mandioca: Gelatina): A - 100:0:0; B - 0:100:0; C - 0:0:100; D -
50:50:0; E - 0.50:0:50; F - 0:50:50 (g/100 g)
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Formulagbes (S. platensis: Bagaco de mandioca: Gelatina): G - 66:17:17; H - 17:66:17; | - 17:17:66; J
- :33:33:33; K: 0:0:0 (Controle Amido de Mandioca) (g/100 g)
Fonte: A autora
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2.3.2 Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana, segundo alguns estudos, esta relacionada com o teor de
compostos fendlicos contidos no extrato de forma direta (KUMAR et al., 2011). Todos os
materiais utilizados neste experimento foram autoclavados para evitar contaminacGes, porém,
os filmes biodegradaveis ndo poderiam passar por tal processo devido a estrutura. As placas
contendo &gar Muller Hinton apresentaram crescimento uniforme dos micro-organismos
testados. Nenhuma das formulagdes de filmes inibiu o crescimento microbiano, ou seja, ndo
houve formacao de halos.

Dentre as dez formulacOes testadas (Tabela 2.2), a menor e a maior concentracdo de
S. platensis presente foi de 7,168 mg/mL e 21,505 mg/mL, devido a adigdo de 0,186 g de S.

platensis em 26,04 mL de agua e 0,56 g de S. platensis em 26,04 mL de 4gua, como mostrado

a sequir:
= % = % = 7,168%
c =%= 22"3%: 21,505%
Onde:

C = concentracdo (mg/mL)
M = massa de S. platensis (g)

V = volume de agua destilada (mL)

Segundo estudo realizado por Parisi et al. (2010) utilizando a técnica da diluicdo em
microplaca (CIM) e disco difusdo foi estabelecido a Concentracao Inibitéria Minima para o
extrato de S. platensis em metanol de 47,46 mg/mL. Desta forma, foi possivel calcular a
quantidade de S. platensis necessaria na formulacdo dos filmes, que atuasse como

antimicrobiano. Logo:

0,56 g S. platensis — 21,505 mg/mL
X — 47,460 mg/mL
X=123¢g

A quantidade suficiente para atuar como antimicrobiano na formulagéo foi de 1,23 g

de S. platensis. Porém, a concentracdo adicionada nas formulagdes ndo foi suficiente para tal
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inibicdo. O processamento térmico pode ter alterado a atividade da S. platensis, visto que sua
atuacdo foi comprovada em vérios estudos (MALLIKARJUN GOUDA; KAVITHA,;
SARADA, 2015; PARISI et al., 2010). A composicdo da biomassa de S. platensis apresenta
variacdo em funcéo das condicdes de cultivo (ROJAS; AVILA; PARADA, 2012; TRABELSI
etal., 2013).

2.4 Concluséo

Né&o houve diferenca estatistica entre as formulagfes (p>0,10) para os parametros
Aw, densidade, gramatura, espessura, permeabilidade ao vapor d’agua, solubilidade,
parametros de cor b*, L* e opacidade e resisténcia a tragdo.

Da formulacdo (A) pode-se afirmar que apresenta o apelo das caracteristicas
conferidas pela S. platensis, como coloracdo e opacidade, da formulacéo (B) atribui-se bom
desempenho devido a presenca das fibras provenientes do bagaco de mandioca, que além de
aumentar a resisténcia do material, apresenta baixo custo e a formulacéo (C) é a menos opaca
e apresenta propriedades mecanicas interessantes para aplicacdo em alimentos.

Cada formulacdo, incluindo as misturas binarias e terndrias, apresentaram
caracteristicas especificas e importantes para aplicacdo. O teor de S. platensis, nas

composicdes filmogénicas ndo foi suficiente para inibicdo microbiana.
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CAPITULO 3 - REVESTIMENTO DE PIMENTA CAMBUCI (Capsicum sp.) COM
MATERIAL BIODEGRADAVEL

RESUMO

A aplicacdo de revestimentos biodegradaveis em pimentas Cambuci teve como objetivo
avaliar a extensdo da vida util, reducdo de perdas e de descarte de embalagens de dificil
decomposicdo. As pimentas foram lavadas, sanitizadas e separadas em quatro grupos. Dois
grupos foram revestidos com filmes biodegradaveis constituidos de amido de mandioca
comercial, bagaco de mandioca, gelatina comercial sem sabor, biomassa de Spirulina
platensis comercial e glicerol. Os outros dois grupos foram utilizados como controle, ou seja,
sem revestimento. O armazenamento ocorreu em temperatura ambiente, 19,8+2,8 °C, com
revestimento e controle, e temperatura de refrigeracdo, 3,6+1,6 °C, com revestimento e
controle. Os grupos foram analisados no dia inicial, 3°, 6°, 8° e 14° dias, quanto a aparéncia
geral, pH, acidez titulavel, sélidos solUveis, perda de massa, cor e textura instrumentais. A
luminosidade ndo apresentou diferenca significativa para as amostras em temperatura
ambiente e foi intensificada para as amostras refrigeradas. As amostras no geral apresentaram
reducdo do angulo Hue apenas no 14° dia. Para o parametro croma, as quatro amostras nao
apresentaram diferenca significativa (p>0,10) entre si no periodo avaliado ocorrendo
intensificacdo da coloracdo para a amostra controle em temperatura ambiente ao fim dos 14
dias. Em temperatura de refrigeragdo as pimentas apresentaram maturagdo menos acelerada
guando comparada com as amostras mantidas em temperatura ambiente. O revestimento teve
interferéncia nas amostras a partir do 6° dia. As amostras com aplicagcdo do revestimento
armazenada em temperatura ambiente apresentaram menores perdas de massa quando
comparadas ao seu controle. A reducédo da acidez foi significativa (p<0,10) para todas as
amostras, com exce¢do da amostra controle armazenada em refrigeracdo. A amostra revestida
em temperatura ambiente e a amostra controle armazenada em refrigeracdo apresentaram
manutencdo do pH ao longo do periodo de analise. A reducdo dos valores de solidos soluveis
foi significativa para todas as amostras analisadas. A combinacao das técnicas de conservacgédo
avaliadas, permitiu estender a vida atil de pimentas do tipo Cambuci em 5 e 6 dias para
amostras armazenadas em temperatura ambiente e refrigeragéo, respectivamente.

Palavras-chave: Textura, perda de massa, cor, conservacao pos-colheita, gelatina, Spirulina

platensis, amido e bagaco de mandioca.
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3.1 Introducgéo

As frutas e hortalicas apresentam rapida deterioracdo devido a elevada atividade
metabolica pos-colheita, que pode ser retardada pelo uso de embalagens adequadas (BRASIL
et al., 2012). O uso de revestimentos biodegradaveis propicia extensdo da vida util de
alimentos, devido a diminuicdo da perda de umidade, retardo da transferéncia de oxigénio,
diéxido de carbono e umidade entre o alimento e o ambiente (LECETA et al., 2013;
CORTEZ-VEGA et al., 2014). Este setor busca o desenvolvimento de novos materiais
capazes de atender aos requisitos de preservacao do alimento e questdes ambientais (DHALL,
2013).

Os revestimentos aplicados em alimentos se apresentam em finas camadas que
desempenham papel de conservacdo durante o processo de distribuicdo e comercializagéo,
pois podem evitar danos mecéanicos, contaminacdo por agentes externos e crescimento
microbiano (TREVINO-GARZA et al., 2015). A taxa de respiracio de frutas e vegetais
influencia na conservacdo e na qualidade pos-colheita (IQBAL et al., 2009) e depende da
temperatura de estocagem, umidade relativa, composi¢do gasosa, metabolismo e composicéo
do vegetal (GOYETTE et al., 2012; MANGARAJ; GOSWAMI, 2011). Quanto mais alta a
taxa de respiracdo, mais acelerado sera o processo de deterioracdo do produto, sendo assim, a
aplicacdo de revestimentos pode atuar reduzindo esses valores caso apresentem barreira ao
oxigénio (GOYETTE et al., 2012).

Dentre 0os métodos de conservacdo de alimentos, o abaixamento da temperatura é
importante, pois desacelera reacdes enzimaticas e quimicas e inibe o crescimento microbiano
(MANTILLA et al., 2013; MARTINON et al., 2014). A aplicacdo do revestimento e a
reducdo da temperatura podem ser efetivas na manutencdo da qualidade dos produtos, pois
atuam em sinergia. A cadeia de frio reduz a respiracdo e a transpiracdo retardando a
senescéncia (EL-BELTAGY; YMAN; EL-SAYED, 2013). Assim, pela particularidade
inerente de vegetais e composi¢cdo especifica dos revestimentos, estudos para determinar a
viabilidade de aplicacdo sdo necessarios para cada caso.

A importancia econdmica das pimentas Capsicum esta relacionada as diversas
formas de utilizagcdo na alimentagcdo humana como, por exemplo, na forma desidratada, em
molhos e geleias, fermentados e o préprio consumo in natura (PEREIRA et al., 2015). A
aplicacdo de revestimentos biodegradaveis em pimenta do tipo Cambuci tem como finalidade
a conservacao do produto por meio de barreiras a compostos externos além de aumentar o

valor agregado.



71

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi aplicar a melhor formulagéo de filme
produzida no capitulo 3, em pimentas do tipo Cambuci (Capsicum sp.), para extensdo de vida

atil em temperatura ambiente e refrigeracéo.

3.2 Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual de Ponta Grossa, na cidade
de Ponta Grossa/PR no segundo semestre de 2016. As pimentas foram obtidas no mercado
local da mesma cidade. Para a producdo dos revestimentos foram utilizados amido de
mandioca comercial (Yoki®), bagaco de mandioca coletado em industria processadora de
mandioca Lorenz® em Umuarama/PR e desidratado, gelatina comercial incolor (Apti® 002
LC), biomassa de S. platensis comercial (Fazenda Tamandua® 0023/2014) e glicerol P.A.

Reactif® com aplicacio em pimentas comerciais do tipo Cambuci (Capsicum sp.).

3.2.1 Preparo das pimentas e elaboracéo da solucéo filmogénica

Foram selecionadas pimentas Cambuci (Capsicum sp.) firmes e homogéneas com
relacdo a cor e tamanho médio para o experimento (6 °Brix € 5 cm de diametro). A seguir
foram lavadas em &gua corrente e imersas em solucdo clorada (200 ppm) por 3 min. Foram
enxaguadas e secas em temperatura ambiente.

A cobertura foi obtida hidratando as matérias-primas (amido e bagaco de mandioca,
S. platensis, gelatina e glicerol) em agua destilada, conforme formulacdo da Tabela 3.1,
definida no Capitulo 3. A solucdo foi aquecida sobre placa de amianto e agitacdo até atingir

ponto de ebulicdo, sendo mantida nessas condi¢fes por mais 15 min.

Tabela 3.1 - Formulagdo dos biofilmes aplicados as pimentas

Componente Tratamento (g/100)  Controle (g/100 g)
Glicerol 1 —

Amido de Mandioca 4 -

Bagaco de Mandioca 0,66 —

S. platensis 0,66 -
Gelatina 0,66 —

Agua 93 100

3.2.2 Revestimento
Os frutos foram recobertos por imersdo, permanecendo em solugéo a temperatura
ambiente por 2 min. Na sequéncia, a solucdo foi drenada durante 2 min por suspensdo dos

frutos por meio do peddnculo e secagem a temperatura ambiente (25 °C) durante 3 h. Apds a
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secagem, foram acondicionados em bandejas em temperatura de 3,6£1,6 °C, geladeira
Prosdocimo 340L, e ambiente 19,8+2,8 °C, para o estudo de vida atil durante 14 dias. As
amostras foram avaliadas no tempo 0, 3° 6°, 8° e 14° dias de armazenamento. As amostras
foram denominadas como: R(A) - com revestimento temperatura ambiente, 19,8+2,8 °C, R(R)
- com revestimento refrigeracdo, 3,6+1,6 °C; C(A) - controle temperatura ambiente, 19,8+2,8
°C, e C(R) - controle refrigeracdo, 3,6+1,6 °C.

3.2.3 Anadlises para acompanhamento da estabilidade das pimentas nas condicGes
experimentais
- Cor instrumental

A cor foi medida em espectrofotdmetro portatil (Hunterlab, Miniscan EZ, USA)
operando no sistema CIELab (L*, a*, b*). Os valores absolutos das coordenadas L*
(claridade), a* (vermelho) e b* (amarelo) foram obtidos. As amostras foram dispostas em
placas de petri e a analise feita para os grupos testados em triplicata, na superficie do fruto nos
dias pré-estabelecidos. As coordenadas a* e b* foram utilizadas para calcular a cromaticidade
(quanto maior o valor, mais intensa é a cor) e 0 angulo Hue medido em graus (BOTREL et al.
2010; FERNANDES et al., 2015). A Equacdo (3.1) calcula o croma e a Equacdo (3.2)

determina o angulo Hue.

Croma = +/(a*)2+ (b*)?2 (EQ.3.1)
— b+
Hue = arc tan (a*) (Eq. 3.2)
- Aparéncia geral
Durante o periodo de armazenamento, ao longo de 14 dias as amostras foram

fotografadas para comparacdo da aparéncia geral nos diferentes estadios de maturacéo.

- Perda de massa
A perda de massa dos frutos foi determinada segundo metodologia adaptada de Han
et al. (2004) em balanga semi-analitica com precisdo de 0,0001 g, onde cinco frutos por

ensaio foram pesados ao longo dos 14 dias de armazenamento.

- Analise do perfil de textura

A avaliacdo da textura foi realizada por texturdmetro modelo TA-XT Plus Texture
Analyser (Stable Micro Systems, Godalming, U.K.) operando em temperatura de 25 °C. No
teste de compressédo foi utilizado probe de 2 mm de diametro, célula de carga de 25 kg, com
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velocidade de 1,5 mm/s, na regido central do fruto. A distancia de compressao utilizada foi 40
mm e a forgca de contato 5.0 g segundo metodologia adaptada de Bolzan et al., 2011. O
parametro em Newtons (N) foi avaliado cinco vezes durante os 14 dias de armazenamento. Os
testes foram feitos em seis replicatas. A firmeza foi estipulada como sendo o valor obtido no

pico maximo da andlise.

- Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada segundo normas do AOAC (2005), com pequenas
adaptacdes. Em erlenmeyer foi adicionado 1 g de amostra previamente preparada com 100
mL de &gua destilada e 3 gotas de fenoftaleina. As amostras foram tituladas com solucdo de
NaOH 0,01 N até atingir a coloracdo rosa. A acidez final (g acido citrico/ 100 g de amostra)

foi calculada por intermédio da Eq. 3.3.

Vxfx100
Pxc

Acidez Tituldvel = (Eq. 3.3)
Onde:

V = volume (mL) de NaOH (0,01 N) gasto na titulacédo

f = fator de correcdo da solucdo de NaOH (0,01N)

P = peso de amostra (g) utilizada na titulacéo

¢ = correcdo para a solucdo de NaOH 1 M (sendo este valor de 100 para a solucéo

0,01 N de NaOH).

- pH
Em erlenmeyer foi pesado 1 g de amostra diluida em 100 mL de &gua destilada. A
leitura foi realizada utilizando-se pHmetro digital de bancada (Labmeter model pH PHS — 3B)

previamente calibrado.

- Determinacdo de sdlidos soluveis totais
A amostra homogeneizada foi adicionada em gotas (2) no prisma do refratdbmetro
portatil ATAGO (N-la Brix 0-32%) para a leitura direta de acordo com as instrugdes do

fabricante. A leitura foi feita em escala de graus Brix.

3.2.4 Andlise estatistica
Os dados foram avaliados por analise de variancia e teste de Fisher LSD (p < 0,05) a

fim de verificar a existéncia de diferencas significativas entre as condi¢cdes estudadas a 95 %
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de confianga (p<0,05). O tratamento estatistico dos dados foi feito utilizando o suplemento
Action 2.8 do Excel (Microsoft, Sdo Paulo, Brasil).

3.3 Resultados e Discussao
3.3.1 Andlises para acompanhamento da estabilidade das pimentas nas condicGes

experimentais

O armazenamento a temperatura ambiente, 19,8+2,8 °C, e de refrigeracdo, 3,6+1,6
°C foi acompanhado com o intuito de detectar variagdes que poderiam interferir na qualidade
das pimentas. A temperatura de refrigeracdo apresentou variagdo de 1 a 5 °C nos 14 dias de
armazenamento. Maior variacdo foi observada em temperatura ambiente entre 14 e 21 °C. A

Figura 3.1 representa estas variacdes de temperatura durante o periodo de armazenamento.

Figura 3.1 - Variacdo das temperaturas ambiente e de refrigeracdo durante o periodo de

armazenamento

15 N/

10

Temperatura (°C)

0 5 10 15
Tempo (dias)

—e —Temperatura Ambiente =—s==Temperatura de Refrigeracdo

Fonte: A autora

- Cor instrumental

Segundo o parametro de luminosidade (L) foi possivel observar que as amostras
refrigeradas apresentaram maiores valores quando comparadas com as armazenadas em
temperatura ambiente. Porém, as mesmas ndo apresentaram diferenca significativa entre si
nos dias 0, 6 e 8. As luminosidades ndo apresentaram diferenca significativa para as amostras
com e sem revestimentos armazenados em temperatura ambiente entre os dias 0 e 14
(p>0,05), mostrando que a coloragdo foi mantida nesta condicdo. O processo de

maturacao/respiracdo ocorreu em velocidades diferentes entre as pimentas, fato evidenciado
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pela luminosidade da superficie do fruto no 3° e 8° dia. Os dados das anélises ndo destrutivas

de cor para os ensaios realizados estdo representados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Analises ndo destrutivas de cor de pimentas com e sem revestimento

armazenadas a temperatura ambiente e refrigeradas

Croma
Armazenamento p-valor
(dias) R(A) R(R) C(A) C(R) (ANOVA)
0 28,5442 477D 27,7442 572 25,02+4,82%%  26,3+9,0742 0,747
3 37,414,897 29,9442 448Ca 25,46+7,08%%®  34,28+3,09782 0,006
6 25,51+9,794° 30,04+8,09%2 28,11+2 8442 28,52+1,53% 0,933
8 29,90+10,354 29,77+5,25% 17,97+7,095° 23,01+7,38"82 0,075
14 28,08+8,487%® 31,35+4,974 30,66+2,1742 34,555,042 0,371
p-valor ANOVA) 0,100 0,860 0,075 0,225
Hue (°)
0 286,26+2,524® 284,54+1,404%® 284,35+3,54*° 285,93+2,48% 0,573
3 288,66+4,24782 283,68+1,645° 289,79+6,524° 286,56+0,86"% 0,021
6 284,96+2,974%® 286,24+1,63% 285,05+4,884° 298,47+27,91% 0,934
8 283,92+5,544® 284,07+2,054% 290,02+10,774° 285,63+2,25% 0,403
14 281,80+4,57¢ 283,45+2,498¢P 273,46+0,88" 285,84+1,148 <0,001
p-valor (ANOVA) 0,102 0,072 0,034 0,434
L*
0 27,553,642 24,36+3,96"° 24,71+£3,177 26,02+1,86"¢ 0,424
3 22,13+4,358C2 26,27+3,91A8abc 18,03+8,36% 32,242,014 0,004
6 24,837,482 24,83+4,867° 22,769,262 25,41+3,64%° 0,927
8 29,09+6,402 31,5345,7742 20,63+5,01¢ 23,69+4,398¢¢ 0,023
14 24,4146,16"2 30,22+2,034® 25,04+5,58%2 29,53+1,567%® 0,108
p-valor ANOVA) 0,373 0,050 0,444 0,001

* Letras maiusculas diferentes representam diferengas significativas na linha e letras minusculas diferentes na
coluna representam diferengas significativas na coluna segundo teste de Fisher LSD (p < 0,05). R(A) - com
revestimento temperatura ambiente; R(R) - com revestimento em temperatura de refrigeragdo; C(A) - controle
temperatura ambiente e C(R) - controle em temperatura de refrigeracéo.

Em estudo realizado por Carvalho et al. (2015), frutos de Physalis peruviana L.
revestidas com filmes de alginato ndo apresentaram diferenca significativa para o parametro
coloracgéo, durante o periodo de estocagem refrigerada (21 dias). Em contrapartida, no estudo
realizado por Moreira et al. (2015), os valores L* e angulo Hue foram reduzidos em todas as
amostras analisadas com filmes de polissacarideos enriquecidos com fibras aplicados em
macas. Hedayati e Miakousar (2015) analisaram pimentas Cambuci verdes armazenadas a
temperatura ambiente e as mesmas apresentaram alteragdes notorias de cor, passando a laranja
e vermelho. Isso pode ter ocorrido devido a reducdo dos teores de clorofila e aumento de
carotenoides. Resultado semelhante foi obtido por Hojo et al. (2007) em estudo com

pimentdes, 0s quais apresentaram um aumento do parametro L* a partir do 6° dia, indicando
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clareamento dos frutos. Observou-se alteracdo na coloracdo durante o periodo de
armazenamento dos pimentdes para verde claro e em alguns frutos alteragéo para vermelho.

O angulo Hue (h*) corresponde a tendéncia de coloracdo da amostra sendo a cor
amarela caracterizada como 90°, verde como 180° e azul como 270° (MARIN et al., 2015).
No ultimo dia de analise (14) foi estabelecida diferenca significativa (p>0,05) no Hue para
todas as amostras analisadas. Em estudo de aplicacdo de nanoemulsdes atuando como
biofilmes em macas, realizado por Salvia-Trujillo et al. (2015), foi observada mudanca
progressiva tanto no parametro L* quanto no angulo hue durante o periodo de
armazenamento.

O Croma (C*) é um pardmetro que mede a intensidade da coloracdo (saturacdo de
cor), sendo valores altos obtidos para cores vivas ou intensas (GOYENECHE et al., 2014). As
guatro amostras analisadas ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre si no
inicio, 6° e 14° dias de andlise. A amostra controle ambiente C(A) apresentou sua coloracdo
mais intensa ao fim dos 14 dias de armazenamento, enquanto as demais permaneceram
constantes segundo analise estatistica.

As amostras controle armazenadas em refrigeracdo apresentaram maior intensidade
de coloracdo apo6s os 14 dias de acompanhamento e as amostras em temperatura ambiente
apresentaram os menores valores de croma. Em estudo realizado por Fai et al., (2015) os
valores de croma variaram entre 59 e 46 para revestimentos produzidos com residuos de
frutas e hortalicas. De forma geral, o tempo de armazenamento em refrigeracdo exerceu
influéncia significativa na cor dos frutos, sendo que os tratamentos com revestimento nao
afetaram de forma marcante os parametros de cor. Este fato pode ser explicado pela
diminuicdo das taxas de reacdo pelo efeito da temperatura, inibindo o metabolismo pds-
colheita (MILAGRES et al., 2012).

- Aparéncia geral

Durante o periodo de acompanhamento ocorreram mudancgas fisioldgicas nas
pimentas e a aplicacdo do revestimento tinha como objetivo desacelerar esse processo. Alguns
processos de amadurecimento ndo estdo relacionados a taxa de respiracdo e séo independentes
do aumento da producéo de etileno (ABDI et al., 1998). O processo do amadurecimento pode
apresentar dependéncia parcial do etileno, incluindo a perda de firmeza (ROMANI, 1984). O
resultado dos processos fisioldgicos pode ser correspondente a sensibilidade dos tecidos ao

etileno e ndo exclusivamente ao aumento da sua producao.



A andlise visual permitiu destacar que até o oitavo dia, as amostras revestidas
apresentavam aparéncia satisfatoria enquanto as amostras controle iniciaram perda de turgidez
no terceiro dia e no sexto dia ja apresentavam aparéncia inadequada para consumo em
temperatura ambiente. A deterioracdo aparente € condizente com a perda de massa durante o
periodo de armazenamento. As imagens capturadas das amostras com revestimento e controle

na temperatura ambiente s&o mostradas na Figura 3.2.

Figura 3.2 - Aparéncia geral das pimentas armazenadas em temperatura ambiente
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A - amostras revestidas e B - amostras controle (sem revestimento); 0, 3°, 6°, 8° e 14° dias de armazenamento
Fonte: A autora

Em temperatura de refrigeracdo (3,6+1,6 °C) as pimentas apresentaram maturacao
menos acelerada quando comparadas com as amostras mantidas em temperatura ambiente
(19,8+2,8 °C). As imagens capturadas das amostras com revestimento e controle na

temperatura de refrigeracdo sdo mostradas na Figura 3.3.

Figura 3.3 - Aparéncia geral das pimentas armazenadas em temperatura de refrigeracéo
“c6 | 8 I Cc14 l
D3 D6 l D8 ‘ l K D14

Cco |
i
C - amostras revestidas e D - amostras controle (sem revestimento); 0, 3°, 6°, 8° e 14° dias de armazenamento
Fonte: A autora
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O uso do revestimento teve interferéncia nas amostras a partir do 6° dia. As
alteracbes ndo foram tdo notoérias quanto em temperatura ambiente devido a redugdo do
enrugamento superficial. Percebem-se alteracBes nas pimentas a partir do 6° dia para a
amostra controle e para a amostra com revestimento foi observada alteracdo apenas no 14°
dia.

Segundo Ozden e Bayindirli (2002) a perda de agua de frutos com revestimento
ocorre devido a acelerada evaporacdo da agua da superficie causada por baixa umidade
relativa, entre 40 e 50 % do ambiente. Neste estudo as amostras mantiveram-se armazenadas
com umidade relativa de 50+12 %. Milagres et al. (2012) constataram que mesmo ocorrendo
perda de massa nas pimentas, a umidade foi mantida devido a formacéo de agua do processo
respiratdrio. Souza et al. (2009) observaram apdés 15 dias de armazenamento de berinjelas que
a perda de massa foi mais acentuada para os frutos tratados com fécula de mandioca se
comparado a amostra controle e filme plastico, porém o efeito da perda de massa ndo foi
visivel a olho nu. Justifica-se que as pimentas revestidas e armazenadas em refrigeracdo
apresentaram maior perda de massa, e a0 mesmo tempo, melhor aparéncia quando
comparadas ao controle.

No trabalho de Xing et al., (2011) foi feito o acompanhamento da vida Util de
pimentas doces (Capsicum annuum L.) estocadas a 8 °C por 35 dias com revestimentos de
quitosana e de quitosana com 6leo de canela. Verificaram que o contetdo de clorofila foi mais
baixo no ensaio controle, demonstrando que os tratamentos inibiram o amadurecimento dos
frutos. A tonalidade vermelha observada no decorrer do periodo analisado, como evidenciado
nas Figuras 3.3 e 3.4 estd em consonancia com esses resultados. A aparéncia da fruta e da
hortalica é de extrema importancia no momento da compra, o consumidor deve ficar atento a
atributos de cor, firmeza, aroma e auséncia de danos mecéanicos. Além disso, € necessario ter
conhecimento do periodo de exposicdo do alimento nas gdndolas de comercializagdo,
garantindo produtos seguros para consumo (CHAVES; FURTADO, 2015).

- Perda de massa

A perda de massa € um dos fatores limitantes ao uso de revestimentos
biodegradaveis, pois em geral, apresentam baixa barreira a umidade e vapor d’agua e
problemas relacionados as propriedades mecanicas (OGUR; ERKAN, 2015; ACEVEDO-
FANI et al., 2015). A perda de peso e aroma em frutos esté relacionada a respiragdo, sendo
este um processo fisiolégico que tem como consequéncia o consumo de agucares e amido
(CHAVES; FURTADO, 2015). Em se tratando de frutos ndo-climatéricos, a respiracao
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apresenta decréscimo gradual durante o amadurecimento. Reducédo de peso implica em perdas
de qualidade para consumo, relacionados a textura (MATTOS et al., 2008).

A perda de massa de frutos e vegetais é aceitavel até 5 % do seu peso inicial
(SANTOS et al., 2008.). Maiores perdas estdo relacionadas a frutos e vegetais improprios para
consumo. E toleravel quando ndo interfere na turgidez dos frutos (SOUZA et al., 2009),
porém, deve ser evitada pois causa perda de turgescéncia ou enrugamento. A perda de massa
pode ser controlada reduzindo a taxa de transpiracdo dos frutos por meio de aplicacdo de
revestimentos, controle da umidade relativa do ar ou reducdo de temperatura (BARROS;
GOES; MINAM, 1994).

Bussel e Kenigsberger (1975) mostraram em seu estudo que o uso de filmes
plasticos como protecdo em pimentdo causou condensacdo de vapor d'agua e aumento da
deterioracdo devido ao desenvolvimento da bactéria Erwinia carotovora. E possivel observar
na Figura 3.4 que a reducgéo da perda de massa ocorreu nas amostras refrigeradas durante 0s
14 dias de armazenamento e essa perda foi significativa (p<0,05) entre os dias de analise.

Figura 3.4 - Perda de massa das amostras de pimenta Cambuci durante o periodo de

armazenamento em temperatura ambiente e de refrigeracdo com e sem revestimento
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Onde: R (A) - amostra com revestimento em temperatura ambiente; R (R) - amostra com revestimento em
temperatura de refrigeragdo; C (A) - amostra controle em temperatura ambiente; C (R) - amostra controle em
temperatura de refrigeracéo.
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Gol; Chaudhari e Rao, (2015) fizeram um estudo de aplicagdo de filmes com
concentragdes variadas em carambolas e observaram que maiores concentragdes de quitosana
e goma arabica nos filmes ocasionaram maior perda de massa durante o periodo de
armazenamento, fato explicado pelo aumento da respiracdo anaerébia. Em estudo realizado
por Sipahia et al. (2013), filmes de alginato aplicados em melancia minimamente processadas
apresentaram bom resultado em relacdo a perda de massa durante o periodo de estocagem,
guando comparado com a amostra controle. Esses resultados evidenciam que as
caracteristicas peculiares da matéria-prima exercem influéncia decisiva na tecnologia de
aplicacdo de revestimentos biodegradaveis de diversas composigdes.

Produtos minimamente processados devem passar por etapa de sanitizacdo para
reducdo de micro-organismos, uso de embalagens e sistema de refrigeracdo (COELHO et al.,
2015). Filmes plasticos (PVC), atmosfera modificada e baixas temperaturas sdo comumente
utilizados em frutos para exportacdo (OLIVEIRA et al., 2015). Todos esses fatores interferem
na perda de massa dos produtos comercializados e 0s revestimentos biodegradaveis podem
atuar potencializando o efeito desses tratamentos, dependendo das caracteristicas inerentes de
cada matéria-prima em relacdo ao metabolismo. Os dados numéricos da perda de massa para

as diferentes amostras estéo representados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Perda de massa durante 14 dias de armazenamento das amostras de pimenta

Cambuci com e sem revestimento em temperatura ambiente e refrigeracao

Perda de massa (g/100 g)
Armazenamento p-valor
(dias) R(A) R(R) C(A) CR)  (ANOVA)
0 - - - -
3 5,92+1,74°¢ 2,01+0,428¢  6,67+0,68"*  1,89+0,255¢ <0,001
6 9,87+2,08B¢ 3,45+0,37¢¢ 11,92+1,83~° 2,58+0,34% <0,001
8 14,8742,82%  4,51+0,42°° 17,60+3,05° 4,53+0,56° <0,001
14 23,09+4,528  6,52+0,51°® 24,55+1,09% 7,23+0,99 <0,001
p-valor (ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

* Letras mailsculas diferentes representam diferencas significativas na linha e letras mindsculas diferentes
representam diferencas significativas na coluna segundo teste de Fisher LSD (p < 0,05).

R(A) - com revestimento temperatura ambiente, R(R) - com revestimento refrigeracdo; C(A) - controle
temperatura ambiente e C(R) - controle refrigeracdo.

Segundo Melo et al. (2016), que aplicaram recobrimentos de fécula de batata em
tomates e armazenaram em temperatura ambiente, 19,8+2,8 °C, a perda de massa foi maior
em mais elevada concentracdo de fécula de batata, sendo que no controle sem revestimento

observaram valores menores, embora ndo tenham sido significativas. As membranas celulares
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atuam como barreiras aos movimentos de solutos, assim a perda de massa pode ser atribuida a
degradacdo dessas estruturas devido a senescéncia do fruto ocorrendo desintegracdo e
comprometimento do controle dos processos bioquimicos e fisioldgicos da célula.

Alteracdes de cor estdo relacionadas em alguns produtos a desidratacdo superficial,
que ocorre devido a perdas de umidade na forma de vapor (ASSIS; BRITO, 2014). No
presente estudo, assim como no estudo realizado por Milagres et al. (2012), a temperatura de
armazenamento teve influéncia em relacéo a perda de peso de pimentas, mostrando que 0 uso
de refrigeracdo é capaz de controlar este parametro. Foi observado que as pimentas revestidas
armazenadas em refrigeracdo apresentaram diminuicdo na transpiragdo quando comparadas
com as amostras controle nas mesmas condi¢des. O mesmo foi observado em estudo realizado
por Ozden e Bayindirli (2002) onde pimentdes verdes foram beneficiados com o uso da

refrigeracdo e alta umidade relativa.

- Perfil de textura

No presente estudo, 0s controles em ambas as temperaturas apresentaram reducéo da
firmeza ao longo dos 14 dias de acompanhamento. Os processos metabolicos podem
ocasionar degradacdo do amido e conversdo de acidos a agucares, acarretando alteracGes na
firmeza (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Todas as amostras apresentaram diferenca
significativa entre si. A amostra com aplicacdo de revestimento em temperatura ambiente
mantiveram as caracteristicas de firmeza inalteradas. Ja as pimentas revestidas e armazenadas
em refrigeracdo adquiriram maior firmeza com o passar dos dias. Ao fim do periodo de
analise, os maiores e menores resultados para a firmeza foram registrados para as amostras
revestidas e mantidas em refrigeracéo e controle em temperatura ambiente, respectivamente.

Em estudo realizado por Martifion et al. (2014), amostras frescas de meldo
necessitaram de forca média de compressdo 35 N para que a deformacéo fosse de 50 %, e as
amostras revestidas de quitosana necessitaram de forca entre 45 e 54 N, indicando que o
revestimento foi eficiente na reducdo do amolecimento dos frutos. Resultado semelhante foi
obtido por Poverenov et al., (2014), onde amostras de pimentas vermelhas (Capsicum annum
L. cv. Vergasa) sem tratamento mostraram degradacdo consideravel na firmeza, enquanto as
amostras revestidas com quitosana e gelatina mantiveram-se inalteradas durante o periodo de
armazenamento.

Os dados apresentados na literatura por Souza et al. (2009) mostraram que, a perda

de firmeza de berinjelas revestidas com filmes de mandioca ndo esteve relacionada com a
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perda de massa, mas possivelmente a hidrdlise do amido. Os dados sdo mostrados na Tabela
3.4.

Tabela 3.4 - Textura ao longo dos 14 dias de armazenamento das amostras de pimenta

Cambuci com e sem revestimento, em temperatura ambiente e em refrigeracao

Textura (N)
Armazenamento p-valor
(dias) R(A) R(R) C(A) CR)  (ANOVA)

0 9,19+0,59¢B2 8,50+0,478¢ 9,64+0,50%* 9,78+0,88%2 0,004

3 9,60+1,4582 10,68+0,9172 8,85+0,308° 554+1,08¢¢ <0,001

6 9,04+0,93B2 10,41+0,607% 9 60+0,7082 7,70+0,42¢P <0,001

8 8,68+0,5082 9,25+0,65"¢ 7,6140,27°¢ 9,14+0,36"82  <0,001

14 9,19+0,4682 9,92+0,46Ab¢ 7,6140,74Pc 8 26+0,42¢P <0,001
p-valor (ANOVA) 0,413 <0,001 <0,001 <0,001

* Letras mailsculas diferentes representam diferencas significativas na linha e letras mindsculas diferentes
representam diferencas significativas na coluna segundo teste de Fisher LSD (p < 0,05).

R(A) - com revestimento temperatura ambiente, R(R) - com revestimento refrigeracdo; C(A) - controle
temperatura ambiente e C(R) - controle refrigeracéo.

- Acidez titulavel

A reducdo da acidez esta associada ao processo de amadurecimento e senescéncia de
frutas e vegetais, podendo resultar de estresse pds-colheita. Na via respiratdria os acidos
organicos sdo metabolizados em outros compostos ndo acidos (OLIVEIRA et al., 2010). No
presente estudo, o teor de &cidos foi reduzido durante o periodo de armazenamento para todas
as amostras, como mostrado na Tabela 4.6. A amostra controle armazenada em temperatura
ambiente apresentou a maior reducdo da acidez ao fim do periodo analisado, resultado
esperado, devido a senescéncia mais acelerada causada pela temperatura.

A reducdo do teor de acidos organicos foi significativa (p<0,05) para todas as
amostras, com excegdo da amostra controle armazenada em refrigeracéo (3,6+1,6 °C), a qual
apresentou manutencdo da acidez nos 14 dias. Este resultado indica que a amostra controle
armazenada em temperatura reduzida, apresentou melhor conservagdo. No ultimo dia de
analise as amostras comparadas entre si ndo apresentaram diferenca significativa quanto a
acidez titulavel.

Em estudo realizado por Brasil et al. (2012), a acidez titulavel total (ATT) de maméo
papaia (fruto climatérico) minimamente processado, revestido com filme de quitosana e
pectina mantiveram-se constantes durante o periodo de armazenamento quando comparado
com o controle. Resultado semelhante foi encontrado por Fai et al. (2015), onde cenouras

revestidas com pelicula a base de residuos de frutas e hortalicas apresentaram tendéncia ao
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aumento dos teores de ATT, seguida de redugdo durante o armazenamento e, ao final, quando

comparadas com o controle ndo apresentaram diferenca significativa.

- pH

A determinacdo dos ions de hidrogénio em solucdo apresenta interferéncia da
temperatura, presséo e viscosidade, o que pode justificar os resultados apresentados na Tabela
3.7 (ANDRES-BELLO et al., 2013). A amostra refrigerada com revestimento apresentou
reducdo significativa do pH no periodo de 14 dias, sendo este valor entre 6,15 e 5,4. O valor
obtido para a amostra controle em temperatura ambiente foi condizente com a acidez obtida
para a amostra, onde houve aumento do pH e reducdo da acidez no periodo de
armazenamento.

A amostra revestida em temperatura ambiente e controle em temperatura de
refrigeracdo ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) durante os 14 dias de analise.

Cenouras recobertas com filmes provenientes de residuos de frutas e hortalicas
apresentaram pH inicial mais acido quando comparado ao controle e durante o periodo de
armazenamento os valores sofreram pequenas variacdes (FAI et al., 2015). De acordo com
Brasil et al. (2012), a utilizagdo de revestimentos de quitosana e pectina aplicados a maméo
papaia ndo influenciaram na determinacdo dos ions hidrogeni6nicos dos frutos, o qual se

manteve estavel durante o periodo de andlise.

- Determinacdo de solidos soluveis totais (°Brix)

O processo respiratorio de frutas e vegetais faz com que os sélidos sollveis sejam
consumidos em maior quantidade do que produzidos, porém, um aumento pode ocorrer
guando apresentam injurias pelo frio (HUERTAS et al. 1999; WANG, 1990). Segundo dados
da literatura, cenouras revestidas apresentaram 1,8 °Brix iniciais e as amostras controles
apresentaram 2,4 °Brix, sendo estes valores reduzidos linearmente durante o armazenamento
(FAI et al., 2015). Resultado diferente foi obtido por Brasil et al. (2012), onde o teor de
solidos sollveis totais foram superiores nas amostras com revestimento do que nos controles.
Estes dados permitem observar a peculiaridade de maturagéo entre os diferentes frutos.

No presente estudo, a redugdo dos valores de sdlidos soliveis (°Brix) foi
significativa para todas as amostras analisadas, demonstrando que o processo metabolico teve
seu curso, influenciado pela temperatura e revestimento, pois a maior redugéo dos valores de
solidos sollveis ocorreu para a amostra controle armazenada em temperatura ambiente, como

mostrado na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5 - Acompanhamento de acidez, pH e solidos sollveis de amostras de pimenta

Cambuci com e sem revestimento armazenadas em temperatura ambiente e de refrigeragéo

Acidez Titulavel (mg &cido citrico/100 g)

Armazenamento p-valor
(dias) R(A) R(R) C(A) CR)  (anOVA)
0 1,54+0,18% 1,58+0,12% 1,79+0,14"  1,20+0,085%® 0,005
3 1,9596+0,13"% 1,79+0,06"®  1,79+0,16"° 1,54+0,125% 0,025
6 1,59+0,15%¢  1,48+0,21°B 1 20+0,065¢ 1,30+0,175% 0,071
8 1,46+0,11°%  1,36+0,32"%  0,91+0,018¢  1,20+0,29°% 0,072
14 0,95+0,224° 1,02+0,03"°  0,88+0,03"° 0,96+0,06"* 0,584
p-valor (ANOVA) 0,006 0,013 <0,001 0,143
pH
0 6,06+0,018% 6,15+0,1148%  6,17+0,11782  6,2+0,03" 0,0986
3 5,95+0,18%8%  506+0,06"82  589+0,128¢  6,12+0,03"*  0,1085
6 6,17+0,16°% 5,92+0,084% 5,78+0,248¢  5,97+0,06"% 0,075
8 6,10+0,144%® 6+0,03AB 6,02+0,04%%c  6,05+0,01%  0,1098
14 6,21+0,12A% 5,40+0,585° 6,18+0,06"®  5,46+0,07* 0,038
p-valor (ANOVA) 0,2219 0,0526 0,0404 <0,001
Sélidos soluveis (°Brix)
0 5,93+0,25% 4,8+0,2852 6,0+0,3% 4,17+0,15%¢  <0,001
3 60,2/ 5+0,182 4,5+0,2¢P 3,87+0,30°  <0,001
6 3,13+0,15"° 2,13+0,155° 2,370,165  2,2+0,2B¢ <0,001
8 2,00+0,1B¢ 1,92+0,188¢¢  1,71+0,11°  2,57+0,06°°  <0,001
14 2,97+0,25% 1,80+0,09¢¢ 1,9+0,1¢ 2,2+0,055¢ <0,001
p-valor (ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

* Letras mailsculas diferentes representam diferencas significativas na linha e letras mindsculas diferentes
representam diferencas significativas na coluna segundo teste de Fisher LSD (p < 0,05).

R(A) - com revestimento temperatura ambiente, R(R) - com revestimento refrigeracdo; C(A) - controle
temperatura ambiente e C(R) - controle refrigeracéo.

3.4 Concluséo

Resultados positivos foram encontrados para as amostras revestidas em ambas as
temperaturas quanto a aparéncia geral. O revestimento auxiliou na manutencdo da coloragéo,
textura e preveniu o enrugamento superficial. Em temperatura de refrigeracéo (3,6+1,6 °C) as
pimentas apresentaram maturacdo menos acelerada quando comparada com as amostras
mantidas em temperatura ambiente (19,8+2,8 °C). Foi possivel confirmar que a combinacéo
de métodos de conservacdo como aplicacdo de revestimentos e baixas temperaturas foram

positivos para extensdo do periodo de conservagao das pimentas Cambuci.
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CAPITULO 4 - CONCLUSOES GERAIS

Parametros analisados, como Aw, densidade, gramatura, espessura, solubilidade e
permeabilidade ao vapor de agua nao apresentaram diferenca estatistica entre as formulacdes
de filmes testadas (p>0,10). O parametro cor ndo é um fator tecnolégico limitante para o uso
em embalagens, porém, é desejavel o contato visual com o produto.

O teor de S. platensis adicionado as formulagdes filmogénicas néo foi suficiente para
inibicdo microbiana nas formulacdes.

A caracterizacdo dos filmes comprovou que as formulacdes apresentaram boa
formacdo das peliculas e facilidade de remocéao das placas de acrilico, sendo que, cada uma
delas, incluindo as misturas binarias e ternarias, apresentaram caracteristicas especificas e
importantes para aplicacéo.

Quando aplicado em pimenta Cambuci, o uso do revestimento apresentou resultado
satisfatorio nas temperaturas ambiente (19,8+2,8 °C) e de refrigeragdo (3,6+1,6 °C) quanto a
sua aparéncia geral e coloragdo. O revestimento auxiliou na manutencdo da textura das
amostras analisadas ao longo do periodo de armazenamento. O uso combinado de baixas
temperaturas e aplicacdo de revestimento permitiram prolongar o tempo de conservacao das

pimentas.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos para desenvolvimentos de matrizes biopoliméricas biodegradaveis com
subprodutos agroindustriais sdo emergentes. A exploracdo de compostos bioativos de S.
platensis configura-se como promissora requerendo aprofundamento em termos de cultivo,
processamento e aplicacBes. O material biopolimérico formado é dependente de um conjunto
de variaveis intrinsecas e extrinsecas as quais podem ser exploradas com maior profundidade
para obtencdo de uma formulacdo otimizada (UR ambiente/armazenamento, técnicas de
processamento, concentracdo de plastificante).

O crescente interesse em consumir frutas e hortalicas minimamente processadas
impulsionam exploracgdes de tecnologias para extensao de vida util, reduzindo perdas.

Os compostos bioativos podem ser estudados quanto & forma de extragdo (técnica e
solvente), para determinacdo de atividade antimicrobiana. Da mesma forma que os extratos
obtidos das amostras de pimenta podem ser averiguados quanto a atividade antioxidante,
carotenoides e clorofila.

Teste de biodegradabilidade em meio ambiente pode ser aplicado para comprovagéo

de decomposicéo acelerada quando comparada a materiais sintéticos.
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