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Thaise da Silva Santos, Luciana Cristina Lins de Aquino Santana, Filme biodegradavel a
base de quitosana e amido de residuo agroindustrial para a conservacio de fruta
minimamente processada, Dissertacio de Mestrado, Programa de Pods-Graduacdo em
Biotecnologia (PROBIO), 2024

RESUMO:

A elaboracao de filmes biodegradaveis tem sido alvo de diversos estudos a fim de substituir os
polimeros convencionais de origem petroquimica, principalmente com aplicacdo como embalagens
na industria de alimentos. Diante do exposto, a presente pesquisa objetivou elaborar e caracterizar
um filme, através de diversas formulacdes, composto por um blend de amido do carogo do fruto do
abacate (Persea americana, Mill.) com quitosana, com e sem extrato hidroalcéolico da farinha da
semente do fruto do jatoba (Hymenaea courbaril, L) nas concentragdes de 5, 10 e 15%, como
embalagem bioativa para aplicagdo na conservacao de meldo minimamente processado. Os filmes
obtidos foram avaliados quanto as suas propriedades térmicas e fisico-quimicas de solubilidade em
agua, umidade, espessura, parametros visuais (cor ¢ opacidade), permeabilidade ao vapor de agua,
atividade antioxidante (in vitro) e atividade antibacteriana (in vitro), bem como a sua
biodegradabilidade. Pedacos de meldao contendo ou nao filmes selecionados foram avaliados quanto
aos teores de solidos soluveis, perda de massa, acidez tituldvel, pH, cor e contagens totais de
bactérias aerobias mesofilas e bolores e leveduras durante 14 dias de estocagem a 5 °C. As andlises
de determinacdo de compostos bioativos do extrato da semente de jatoba demonstraram os teores
de 8.833,33 (mg EAG/100g) e 36,43 (mg QCE/100 g) para compostos fenolicos totais e
flavonoides totais, respectivamente. A andlise da atividade antibacteriana do extrato demonstrou os
maiores halos de inibi¢do (<10 mm) frente ao B. cereus, P. aeruginosa e E. faecalis. As analises de
caracterizacdo realizadas demonstraram que a estabilidade térmica dos filmes foi influenciada pela
adicao de extrato, em que a maior resisténcia ao calor foi verificada nos filmes adicionados com
extrato. O teor de umidade e solubilidade foram menores para o filme com extrato (8% e 33%,
respectivamente) do que para o filme sem extrato (21% e 43%, respectivamente). Por outro lado, a
atividade antioxidante foi maior para o filme com a mais alta concentracdo de extrato (taxa de
inibi¢do de 58% e 81% pelos métodos ABTS e DPPH, respectivamente) em relacdo ao filme sem
extrato (44% e 32%, respectivamente). Também foi maior a atividade antibacteriana dos filmes
com concentragdo aumentada de extrato frente a nove bactérias. Em relagdo a andlise de
permeabilidade ao vapor, os filmes testados ndo apresentaram diferengas significativas. A anélise
de biodegradabilidade demonstrou que os filmes com extrato exigem um maior periodo de
biodegradacdo quando comparado ao filme sem adi¢do de extrato. Em relacdo a vida de prateleira
do meldo minimamente processado, foi observado que os filmes com extrato reduziram as
contagens de bactérias aerobias mesofilas em até 2 Log UFC/g em relacdo ao fruto com filme sem
extrato, entretanto, nao influenciaram a contagem de bolores e leveduras (mantendo entre 3,0 e 4,0
Log UFC/g), os teores de solidos soluveis (6,0-6,9 °Brix) e o pH (4-6) durante a estocagem. A
acidez (0,1-0,2%) dos meldes aumentou levemente durante a estocagem e a perda de peso
aumentou quando o filme com extrato foi usado. Os filmes sintetizados apresentaram potencial
para serem utilizados como embalagens bioativas de alimentos, particularmente na redugdo de
crescimento bacteriano durante a estocagem de meldes minimamente processados a 5°C por 14
dias.

Palavras-chaves: embalagem, extrato, residuo de fruta; fruta.



Thaise da Silva Santos, Luciana Cristina Lins de Aquino Santana, Biodegradable film based
on chitosan and agroindustrial waste starch for the preservation of minimally processed fruit,
Graduate Program in Biotechnology (PROBIO), 2024

ABSTRACT:

The development of biodegradable films has been the subject of several studies in order to replace
conventional polymers of petrochemical origin, especially for use as packaging in the food
industry. In view of the above, this research aimed to develop and characterize a film, through
various formulations, composed of a blend of starch from the pit of the avocado fruit (Persea
americana, Mill.) with chitosan, with and without hydroalcoholic extract from the flour of the seed
of the jatoba fruit (Hymenaea courbaril, L) at concentrations of 5, 10 and 15%, as bioactive
packaging for application in the preservation of minimally processed melon. The films obtained
were evaluated for their thermal and physicochemical properties of water solubility, humidity,
thickness, visual parameters (color and opacity), water vapor permeability, antioxidant activity (in
vitro) and antibacterial activity (in vitro), as well as their biodegradability. Melon slices containing
or not containing selected films were evaluated for soluble solids content, mass loss, titratable
acidity, pH, color and total counts of aerobic mesophilic bacteria and molds and yeasts during 14
days of storage at 5 °C. Analysis of the bioactive compounds in the jatoba seed extract showed
contents of 8,833.33 (mg EAG/100g) and 36.43 (mg QCE/100g) for total phenolic compounds and
total flavonoids, respectively. Analysis of the antibacterial activity of the extract showed the largest
inhibition halos (<10 mm) against B. cereus, P. aeruginosa and E. faecalis. The characterization
analyses carried out showed that the thermal stability of the films was influenced by the addition of
the extract, in which the greatest resistance to heat was seen in the films added with the extract. The
moisture content and solubility were lower for the film with extract (8% and 33%, respectively)
than for the film without extract (21% and 43%, respectively). On the other hand, the antioxidant
activity was higher for the film with the highest concentration of extract (inhibition rate of 58% and
81% by the ABTS and DPPH methods, respectively) compared to the film without extract (44%
and 32%, respectively). The antibacterial activity of films with an increased extract concentration
was also higher against nine bacteria. The vapor permeability analysis showed no significant
differences between the films tested. The biodegradability analysis showed that the films with
extract required a longer biodegradation period when compared to the film without added extract.
The vapor permeability analysis showed no significant differences between the films tested. The
biodegradability analysis showed that the films with extract required a longer biodegradation
period when compared to the film without added extract. Regarding the shelf life of the minimally
processed melon, it was observed that the films with extract reduced the counts of mesophilic
aerobic bacteria by up to 2 Log CFU/g compared to the fruit with film without extract, however,
they did not influence the count of molds and yeasts (maintaining between 3.0 and 4.0 Log CFU/g),
the soluble solids content (6.0-6.9 °Brix) and the pH (4-6) during storage. The acidity (0.1-0.2%) of
the melons increased slightly during storage and weight loss increased when the extract film was
used. The films synthesized showed potential for use as bioactive food packaging, particularly in
reducing bacterial growth during storage of minimally processed melons at 5°C for 14 days.

Keywords: packaging; extract; fruit residue; fruit.
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1. INTRODUCAO

Visando minimizar os prejuizos ecologicos da utilizagdo dos polimeros de fontes
petroquimicas, nos ultimos anos tem sido crescente a busca por novas alternativas que possam
substituir os polimeros convencionais em suas mais variadas aplicagdes. Neste sentido, nota-se a
utilizacao de rejeitos provenientes do processamento de alimentos como matéria-prima na obtengao
de polimeros naturais como celulose, amido e quitina (Pinku et al., 2024) para a sintese de
biopolimeros utilizados nos diversos campos da industria, principalmente a alimenticia.

O setor agroindustrial ¢ atualmente um dos mais importantes na geracao de residuos, cujo
descarte ocasiona varios problemas ambientais. Esse cenario motivou um interesse crescente na
busca por solugdes que ndo apenas minimizem o descarte de residuos agroindustriais, mas que
deem uma nova aplicacdo a eles (Greses et al., 2020). Neste contexto, podem ser citados os
residuos oriundos do processamento do abacate (Persea americana, Mill.) como as cascas e
carogos (Bhuyan et al., 2019), os quais foram alvo de alguns estudos que objetivaram analisar as
potencialidades do carogo do abacate como fonte de celulose para a sintese de filmes
biodegradaveis de celulose e gelatina (Amelia et al, 2024) e para o encapsulamento de 6leo
essencial de gengibre (Pires et al., 2024), contudo, nas bases patentarias e cientificas consultadas,
ndo foram encontradas patentes ou artigos cientificos sobre bioplasticos produzidos mediante o
blend de quitosana e amido do carogo de abacate, fato que evidencia o potencial inovador desta
pesquisa de Dissertagcdo. Diante desse cenario , o uso de polimeros naturais derivados de residuos
agroindustriais , como amido e quitosana , tem ganhado destaque como uma alternativa sustentavel
para a elaboragdo de embalagens biodegradaveis , capazes de aumentar a vida ttil de frutas frescas,
como o melao minimamente processado.

Levando-se em consideragdao ainda a necessidade crescente em reduzir a utilizagdo de
plasticos originados de petrdleo, o potencial de aplicacdo industrial dos biopolimeros,
principalmente na area de alimentos, o baixo custo de producdo destes materiais e a escassez de
pesquisas anteriores acerca da aplicacdo de filmes para a conservagdo de meldo minimamente
processado, objetivou-se neste estudo elaborar e caracterizar um filme produzido a partir do amido
do caroco de abacate e quitosana com incorporacdo de extrato de sementes do fruto do jatoba
(Hymenaea courbaril L.) para aplicacdo na conservacao de meldao minimamente processado. Do
ponto de vista social e ambiental, a pesquisa justifica-se ainda por estar atrelada a cinco dos 17
Objetivos do Desenvolvimento Sustentdvel (ODS) da ONU, promovendo a sustentabilidade na
producdo e conservagdo de alimentos, a0 mesmo tempo que oferece alternativas inovadoras para a
substitui¢do de plasticos convencionais.

A utilizacdo do extrato de sementes de jatoba foi baseada em estudos prévios do nosso
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grupo de pesquisa (Scaramussa et al., 2022), onde foi demonstrado o potencial antimicrobiano e

antioxidante de extratos da semente de jatoba. A escolha do melao minimamente processado, foi
baseada no aumento da comercializagcdo e consumo desse tipo de alimento, o qual possui alta taxa
de perecibilidade devido as suas caracteristicas, o que exige estratégias para o aumento da vida de
prateleira e para diminuir a suscetibilidade deste produto a rapida deterioracdo fisico-quimica e

microbioldgica, bem como a escassez de estudos que objetivaram aumentar a sua vida util.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Aproveitamento dos residuos agroindustriais do fruto do abacate

O crescente desenvolvimento populacional tem ocasionado o aumento da busca por servigos
e produtos que atendam as necessidades de subsisténcia. Neste sentido, as atividades agricolas
como agricultura, pecudria e agroindustria se desenvolvem de forma acelerada para atender a todas
as demandas e, consequentemente, ha o aumento proporcional do volume de residuos gerados
(Cremonez et al., 2021).

Atualmente, a agroindustria ¢ um dos setores que mais produz residuos, o que acarreta em
um grande impacto ambiental e elevados custos com a gestdo desses dejetos. Desta forma, a fim de
contribuir com o desenvolvimento sustentdvel e promover a economia circular, pesquisas se
dedicam a busca por alternativas que reduzam o descarte de residuos agroindustriais através da
utilizacao destes como matéria-prima para a obtengdo de novos produtos com alto valor agregado
(Greses et al., 2020; Ranganathan ef al., 2020; Koul ef al., 2021).

Anualmente, milhdes de toneladas de residuos agroindustriais sdo descartados,
principalmente oriundos do processamento de frutas e o Brasil ¢ um dos trés maiores produtores
desses residuos. Salienta-se que embora uma boa parcela dessa matéria residual seja
frequentemente ignorada, diversos estudos mostram que estes descartes vegetais se apresentam
como excelentes fontes de compostos bioativos (Melgar ef al., 2018; Sharma et al., 2022).

Os compostos bioativos sdo substancias capazes de desencadear respostas fisioldgicas em
organismos vivos, a depender de suas caracteristicas como dose, composi¢do quimica e
biodisponibilidade. Nos residuos agroindustriais de origem vegetal, os compostos bioativos podem
ser encontrados em diversas fontes como sementes, folhas, cascas e caules (Lopez et al., 2020).

O abacate (Persea americana Mill.) é um fruto pertencente a familia das lauraceas sendo
uma espécie originaria da América Central, principalmente do México, mas que também pode ser
encontrado em diversos outros paises de clima tropical e subtropical (Athaydes et al., 2022). De
acordo com dados coletados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2022, o
Brasil produziu cerca de 338.238 toneladas, estando naquele ano o estado de Sao Paulo
posicionado como o responsavel pela maior producao interna do fruto (146.377 toneladas). Em
relagdo ao Nordeste, a regido produziu aproximadamente 27.840 toneladas, dos quais os maiores
produtores foram o Ceard (23.183 toneladas), a Bahia (2.544 toneladas) e Alagoas (906 toneladas).
Cabe salientar ainda que ndo foram encontradas informag¢des disponibilizadas pelo Instituto quanto

as producgdes dos estados do Maranhdo, Piaui e Sergipe (IBGE, 2022).
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O abacate ¢ amplamente apreciado pelas industrias alimenticias, cosmética e farmacéutica

devido a sua composi¢do quimica e nutricional e estudos recentes enfatizam toda a potencialidade
dos seus compostos como sua acdo hipoglicemiante, anti inflamatdria, antioxidante,
cardioprotetora, antimicrobiana e antitumoral, entre outras (Ochoa-Zarzosa et al., 2021), entretanto,
as cascas e carocos (Figura 1) ainda sdo pouco exploradas pela indastria, mesmo que possuam
potencial para aplicagdo em bioenergia e na sintese de biocombustiveis e biopolimeros (Bhuyan et

al.,2019; Sandi et al., 2021).

Figura 1 - Fruto do abacate e seus residuos (epicarpo e carogo)

_ Epicarp
Flour

Seed
Flour

Fonte: Grisales-Mejia et al. (2023).

O carogo do abacate pode representar até cerca de 20% do fruto e ¢é rica tanto em
componentes funcionais como lipidios, proteinas e polissacarideos como pectina, celulose e amido
(Merino et al., 2021), bem como componentes bioativos de interesse como compostos fenolicos,
flavonoides e taninos (Bangar et al., 2022). Na literatura, € possivel encontrar diversos trabalhos
realizados nos Ultimos anos que se propuseram a examinar a bioatividade deste residuo como os
estudos de Shi ef al. (2021), Soledad et al. (2021) e Hernandez-Martinez et al. (2022) comprovando
as atividades antioxidante, antibacteriana e antifingica, respectivamente.

No que diz respeito a utilizagdo do carogo do abacate como fonte alternativa para obtencao
de amido, um dos objetivos desta pesquisa, Wang et al. (2022), Salazar-Irrazabal et al. (2023),
Jiménez et al. (2021), Tesfaye et al. (2018), Martins et al. (2022), De Dios-Avila et al. (2022) e
Macena et al. (2020) demonstraram o elevado teor deste constituinte presente no carogo, bem como
a viabilidade da extracao de amido tanto por técnicas convencionais quanto ndo-convencionais de
extragao, obtendo valores entre 10,67% e 39,57% de rendimento. Também Merino et al. (2021),
Ramesh et al. (2021) e Alemu et al. (2022), demonstraram o potencial de utilizagdo do amido
extraido deste residuo para a elaboracao de filmes e revestimentos comestiveis, o que justifica a

sua aplicacao neste estudo para essa finalidade.
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2.2 Jatoba

O Hymenaea courbaril L. (Figura 2), conhecido popularmente como jatobd, ¢ uma espécie
botanica pertencente a familia Fabaceae que pode ser encontrada tanto em paises da América
Central quanto da Latina, sendo utilizada para alimentacdo humana e animal, além de ser aplicada
para fins medicinais, principalmente no tratamento de gripes e anemias (Anaya-Gil et al., 2022), e

depurativos devido a sua a¢do antibacteriana (Silva-Silva et al., 2023).

Figura 2 - (a) Arvore do jatoba; (b) frutos na arvore; ( c¢) Polpa e sementes de fruto de jatoba

coletado

Fonte: Dias et al. (2013).

No Brasil, esta planta nativa constitui a flora dos biomas do Cerrado e da Caatinga, fazendo
parte das espécies botanicas encontradas nos estados do Piaui, Goids, Bahia, Mato Grosso do Sul,
Bahia e Minas Gerais (Olivieri et al., 2024) e seus frutos sdo caracterizados externamente por
bainhas grandes de coloragdo marrom e aspecto amadeirado. No interior dos frutos, encontra-se a
polpa amarelada de textura farinhenta e odor caracteristico, parte mais apreciada do fruto, além das
sementes (Dias ef al., 2013). Botanicamente, a arvore do jatoba pode atingir de 8m a 20m de altura,
sendo caracterizada por troncos retos de forma cilindrica, lisos e acinzentados (Silva-Silva et al.,
2023). Quanto as suas propriedades, diversos estudos realizados como o de Da Cruz et al. (2023)
evidenciaram a acgdo bioativa dos compostos fitoquimicos, como oligossacarideos, terpenos,
compostos fendlicos e flavonoides, presentes nas diversas partes vegetais (Anaya-Gil ef al., 2022).

Os altos teores de compostos fendlicos encontrados em extratos da planta do jatoba estdo
relacionados a presenca das procianidinas, taninos condensados que compdem uma subclasse dos
flavonoides, que possuem diversas propriedades benéficas incluindo acdo antimicrobiana,
antifingica, antioxidante, antiinflamatoria, antidiarreicas, cicatrizantes e anticarcinogénicas, além

de exercerem efeitos protetores contra doengas renais e hepaticas (Vardanega et al., 2024).
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Nos ultimos anos, estd havendo o aumento do interesse de pesquisadores em explorar as

propriedades do jatoba, entretanto, a maioria desses estudos estd concentrada em analisar o
potencial das folhas e polpa, tornando os trabalhos com enfoque em seus residuos, como as cascas
e sementes, algo ainda escasso, principalmente em relacao a utiliza¢ao desses residuos como fontes
de bioativos. Neste contexto, pode ser destacado o trabalho de Scaramussa et al. (2022) que se
propuseram a determinar os teores fenolicos tanto da casca quanto da semente e sua agao
antibacteriana, apresentando estes residuos como sendo ricos em fitoquimicos com capacidade
antioxidante. Ja o estudo realizado por Alves-Silva ef al. (2022) evidenciou a utilizacdo da polpa
jatoba para a sintese de filmes para aplicagdo em alimentos como embalagens bioativas.

Devido as suas propriedades, os bioativos vegetais vém sendo incorporados como aditivos
naturais nas formulac¢des de filmes biodegradaveis e revestimentos comestiveis com capacidade de
melhorar as caracteristicas fisicas desses produtos, além de fornecer propriedades antimicrobianas e

antioxidantes (Capar, 2023; Ma ef al., 2024).

2.3 Filmes biodegradaveis

Na contemporaneidade, varias atividades dependem quase que exclusivamente de produtos
poliméricos devido a sua versatilidade e producdo financeiramente acessivel. No entanto, a
preocupacdo ambiental tem crescido devido a origem majoritariamente fossil, ndo renovavel e
altamente poluente de grande parte desses polimeros (Udayakumar et al., 2021). Diante desse
cenario, com o objetivo de mitigar os danos ambientais causados pelos polimeros derivados do
petrdleo, frentes de pesquisas biotecnologicas t€ém explorado alternativas mais sustentdveis para a
substitui¢do destes polimeros (Mtibe ef al., 2021).

A busca por novos materiais que possam substituir as embalagens plasticas convencionais
esta presente em diversos setores industriais, principalmente na industria alimenticia, que t€ém se
preocupado com o meio ambiente, e busca aumentar a vida de prateleira dos alimentos (Zhao et
al., 2023).

Os filmes biodegradaveis ou bioplasticos sao polimeros com capacidade de biodegradacao
relativamente mais elevada e rapida quando comparados aos polimeros convencionais produzidos a
partir de fontes petroquimicas (Zoungranan et al., 2020). Um material ¢ tido como biodegradavel
se este for capaz de ser degradado pelos microrganismos como fungos, algas e bactérias presentes
naturalmente no meio ambiente, principalmente no solo, e por isto tem-se aumentado a busca por
produtos de facil biodegradagdo como alternativa para a redugdo da utilizacdo de materiais

oriundos de combustiveis fosseis, ndo renovaveis e altamente poluentes (Kim et al., 2021).
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Os polimeros de natureza biodegraddvel podem ser classificados em trés grupos distintos,

de acordo com a sua origem e método utilizado na sua sintese: biopolimeros naturais (amido,
pectina, gelatina, quitosana); polimeros biodegradaveis sintéticos (polilactideo ou PLA, polidlcool
vinilico ou PVA); e polimeros provenientes da fermentagdo de microrganismos como o pululano e
o polihidroxibutirato ou PHB (Zhang et al., 2023).

De acordo com informagdes coletadas da European bioplastics (2022), a previsao € que a
producdo global de bioplasticos chegue a 6,30 mil toneladas em 2027. Este crescimento da
industria de bioplasticos estd concentrado principalmente no continente asiatico, que detém
aproximadamente 41% da capacidade de produgdo, enquanto na América do Sul, a participacao na
capacidade de producdo mundial ¢ de 12,6%.

Filmes elaborados sinteticamente a partir de fontes bioldgicas exigem geralmente baixo
custo de produgcdo e permitem uma gama de possibilidades de uso. Neste contexto, tem-se
observado nos ultimos anos a viabilidade da utilizagdo desses produtos pela industria alimenticia
em substituicdo as embalagens plésticas convencionais (Shaikh et al., 2021). Além de serem
aplicados em substituicdo das embalagens plasticas tradicionais, os filmes biodegradaveis também
podem ser utilizados como cobertura alimenticia, comestivel ou ndo, uma espécie de pelicula capaz
de manter as caracteristicas organolépticas, por um maior periodo de tempo, dos alimentos
submetidos a ela (Yaashikaa ef al., 2023).

A sintese de um bioplastico exige que um ou mais elementos da sua composi¢do sejam
capazes de formar uma matriz polimérica continua (Gontard; Guilbert, 1996). Neste sentido,
estudos mostram a frequente utilizagdo de polissacarideos como amido e quitosana, além de
proteinas como o coladgeno para a obten¢do de biopolimeros (Anand; Kumar, 2021).

O amido ¢ um dos polissacarideos mais abundantes na natureza, atras apenas da celulose, e
¢ utilizado como reserva energética pelas plantas. Devido ao fato de ser um material renovavel e as
suas caracteristicas como baixa toxicidade, biodisponibilidade e elevada biodegradagdo (Arooj et
al., 2024), diversos autores vém demonstrando que a utilizacdo de amido na sintese de polimeros
ecologicos pode ser promissora, entretanto, filmes de amido apresentam algumas desvantagens
como baixa resisténcia mecanica, fragilidade e elevada solubilidade em agua devido ao grande
numero de grupos hidroxilas hidrofilicos presentes na estrutura quimica do amido (Thakur et al.,
2019).

Os granulos de amido sdo formados por dois polimeros, a amilose composta por
mondmeros de glicose ligados por ligacdes helicoidais e a amilopectina, uma macromolécula

altamente ramificada (Othman et al., 2024), conforme mostra a Figura 3.

Figura 3 - Estrutura quimica da amilose e amilopectina no amido
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Fonte: Othman et al., 2024).

A origem bioldgica do amido exerce influéncia tanto no tamanho do granulo quanto na
relagdo amilose/pectina, fatores que afetam a qualidade e as caracteristicas finais dos biopolimeros
de amido (Datta; Halder, 2019). Neste sentido, com a finalidade de superar as limitagdes
tecnologicas dos biopolimeros sintetizados a partir da utilizacdo exclusiva de amido, tem-se
observado a adigdo de polimeros secundarios como a quitosana para melhorar suas propriedades
fisico-quimicas (Arooj et al., 2024).

A quitosana ¢ um polissacarideo hidrofobicamente cationico obtido a partir da desacetilagao
parcial da quitina, o principal constituinte do exoesqueleto dos crustaceos e artropodes e por isso,
de forma semelhante ao amido, esta distribuida largamente no mundo (Hong et al., 2023).
Mediante as suas propriedades, como a antimicrobiana e antioxidante, e disponibilidade, a
quitosana vem sendo utilizada em diversos estudos ao longo dos anos, sobretudo na elaboragao de
filmes (Mouhoub ef al., 2024; Atlar et al., 2023). A estrutura quimica da quitosana ¢ mostrada na

Figura 4.

Figura 4 - Estrutura quimica da quitosana
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Fonte: Wang et al. (2024).

A quitosana possui propriedades que permitem a formacao de filme e isto esta intimamente
relacionado a sua estrutura quimica, na qual encontra-se um numero significativo de grupos
hidroxilas e aminas, os quais podem criar ligacdes de hidrogénio com moléculas de agua
permitindo assim a formacao de coldides em meio aquoso (Wang et al., 2024).

Embora os filmes e revestimentos produzidos a partir de quitosana sejam considerados
potencialmente tUteis como material de embalagem nas areas de preservacdo de alimentos e
embalagens ativas, estes biopolimeros possuem algumas limitagdes quando feitos exclusivamente
de quitosana como altas taxas de absor¢do de dgua e permeabilidade ao vapor (Cabrera-Barjas et
al., 2024).

A partir de pesquisas realizadas no Google Patents, World Intellectual Property
Organization (WIPO), Japan Patent Office, Espacenet e no site oficial do Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI), constatou-se que ja ha patentes de filmes biodegradaveis e
revestimentos comestiveis feitos de quitosana, bem como bioplasticos sintetizados a partir de
amido. Dentre elas, foi encontrado o depdsito de uma patente de invengdo de um revestimento
comestivel utilizado para conservar frutas produzidas com a fracdo amilacea extraida do carogo de
abacate no acervo do INPI, sob o nimero de registro BR 10 2014 027807 9. No entanto, ¢é
importante observar que, até o momento do levantamento desta revisdo, nao havia publica¢des nas
bases de dados consultadas que relataram a existéncia de bioplasticos feitos com a mistura de

quitosana e amido, fato que evidencia a natureza inovadora desta pesquisa de Dissertacao.

2.4 Aplicacio de filmes para a conserva¢iao de meldo minimamente processado

O meldo (Cucumis melo L.), pertencente a familia das cucurbiticeas, ¢ uma fruta originaria
do Oriente Médio bastante apreciada devido ao seu aroma e sabor adocicados (Bhatt et al., 2024).
O melao ¢ consumido no Brasil e de acordo com o IBGE, em 2022, o pais produziu
aproximadamente 699.281 toneladas do produto, sendo o estado do Rio Grande do Norte o

principal responsavel por esse volume (442.107 toneladas), todavia, o seu consumo pode ser
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limitado por alguns fatores como, por exemplo, a necessidade do seu descascamento. Assim, a fim

de minimizar este inconveniente, tem-se observado o aumento da comercializagdo de melao
minimamente processado, mas ainda ha poucos achados acerca de estudos realizados utilizando-o
como objeto de pesquisa.

Os minimamente processados (MP) sdo alimentos, geralmente frutas e outros vegetais, que
mesmo sendo submetidos a algum tipo de beneficiamento, sdo considerados frescos e suas
caracteristicas in natura preservadas, mas que apresentam uma durabilidade reduzida devido a
maior exposi¢cdo dos tecidos vegetais a fatores externos deteriorantes (Teixeira et al., 2022) como
alteragdes fisico-quimicas incluindo a perda de textura, o escurecimento e desenvolvimento de
bolores. Desta forma, com o intuito de aumentar a vida util dos MP, faz-se necessaria a utilizagao
de algumas estratégias como a refrigeracdo e embalagens especiais capazes de retardar a
deterioragdo desses alimentos, principalmente por processos oxidativos e acdo microbioldgica.

Na literatura consultada, observou-se que ainda ndo é possivel encontrar um nimero
significativo de trabalhos que apresentam a caracterizagao e aplicacao de filmes biodegradaveis
como embalagem ativa com o objetivo de conservar especialmente frutas minimamente
processadas, principalmente o meldo, fruta alvo desta pesquisa, pois os estudos se concentram em
averiguar os efeitos dos biopoliméricos frente a oxidagdo lipidica de produtos de origem animal
(Khan et al., 2021). De forma semelhante, também ha poucos relatos sobre filmes incorporados
com extratos de residuos de frutas.

Raybaud-Massilia et al. (2008) avaliaram a a¢do de um revestimento a base de alginato e
incorporado com o6leos essenciais de palmarosa, canela e capim-limdo e conseguiram aumentar a
vida de prateleira do meldo minimamente processado do ponto de vista microbiologico e
fisico-quimico em 9 e <14 dias, respectivamente. De forma semelhante, Teixeira et al. (2022)
analisaram os efeitos de coberturas a base de quitosana contendo 6leo essencial de girassol e
constataram o aumento da vida de prateleira e redugdo da contagem de bactérias mesofilas aerobias

de meldes revestidos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Elaborar e caracterizar filmes produzidos a partir do amido do caroco de abacate da
variedade “Margarida” e quitosana com incorporagdo de extrato da semente do fruto de jatoba para

a conservacao de melao minimamente processado.

3.2. Especificos

e Obter o extrato hidroalcoolico da semente do jatoba;

e Determinar os compostos fendlicos do extrato da semente de jatobd, bem como avaliar a
sua acdo antibacteriana e antioxidante;

e [Extrair o amido do caroco do abacate da variedade “Margarida’;

e Determinar a composi¢ao centesimal do amido obtido;

e Elaborar diferentes formulacdes de filmes contendo amido, quitosana e extrato;

e C(aracterizar os filmes quanto as propriedades fisico-quimicas, antioxidante e
antibacteriana;

e Seclecionar formulagdes de biopolimeros para aplicar na conservagdo de melao
minimamente processado;

e Aplicar diferentes filmes como embalagem priméria de meldo minimamente processado.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Meldes amarelos maduros e abacates maduros de textura firme, da variedade “Margarida”,
sem injurias mecanicas foram adquiridos em estabelecimento comercial no municipio de Sao
Cristovado (Sergipe, Brasil). Solo vegetal da marca Mogifertil® (Mogi das Cruzes, Sao Paulo,
Brasil) composto por turfa, serragem de madeira e bagagco de cana foi adquirido em
estabelecimento agricola na cidade de Aracaju (Sergipe, Brasil). Frutos do jatoba foram adquiridos
no municipio de Campo Verde - MT. Todos os reagentes utilizados nas analises desta pesquisa
foram de grau analitico: Alcool Etilico 99,8% P.A (Neon, Brasil), Alcool Metilico P.A ACS (Vetec,
Brasil), Agar Mueller Hinton (Kasvi, Espanha), Caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi, Italia),
Carbonato de s6dio P.A (ACS, Washington, DC), Glicerina, Sulfato de so6dio, Cloroférmio PA,
Persulfato de potéssio, Acido acético, Acido sulftrico, Acido bérico, Acido cloridrico, Cloreto de
Aluminio P.A e Cloreto férrico III (Dinamica, Brasil), Folin Ciocalteau (Perfyl Tech, Sdo Paulo,
Brasil), Trolox, FRAP, Hidréxido de sodio, DPPH, ABTS (Sigma-Aldrich, MO, EUA), Acido
galico e Quercetina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), Sulfato de cobre, Didxido de titdnio, Sulfato
de potassio e Metabissulfito de sddio (Neon, Sao Paulo, Brasil). Além disso, também foi utilizada

quitosana adquirida da empresa Polymar (Fortaleza, Ceara, Brasil) com 82,89% de desacetilagdo.

4.2. Cepas bacterianas

Cepas de Bacillus subtilis (CBAM 0441), Enterococcus faecalis (INCQS 00531), Bacillus
cereus (CBAM 0353), Pseudomonas aeruginosa (CBAM 0679), Escherichia coli (CBAM 0002),
Serratia marcescens (CBAM 0519), Salmonella typhimurium (CBAM 0018), Staphylococcus
aureus (CBAM 0629) e Salmonella enteritidis (INCQS 00258) adquiridas na Fundag¢do Oswaldo
Cruz (Manaus e Rio de Janeiro, Brasil) foram utilizadas para analisar o potencial antibacteriano do

extrato da semente do jatoba, bem como o dos filmes elaborados.

4.3. Obtencao do extrato hidroalcoolico da semente do fruto de jatoba

Frutos maduros de jatoba foram coletados do municipio de Campo Verde - MT, os quais
tiveram sua polpa, casca e semente separadas. As sementes foram trituradas em liquidificador

industrial Skymsen® até obten¢do de uma farinha. O extrato foi obtido misturando-se solugdo
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aquosa de etanol a 80% com a farinha na proporcao 1:5 (farinha:solvente), sendo em seguida

mantido sob agitacdo em agitador do tipo Shaker (modelo TE-420, Tecnal, Brasil) a 200 rpm e
temperatura de 30 °C por 60 minutos (Scaramussa et al., 2022). O extrato foi filtrado em papel
filtro qualitativo e a fracdo liquida foi analisada quanto aos teores de fendlicos totais e flavonoides

totais.

4.4. Quantificacao dos compostos fenolicos totais e flavonoides totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais a fim de verificar a presenca de bioativos de
interesse foi realizada baseando-se na metodologia executada por Shetty et al. (1995), de
Folin-Ciocalteau. Em tubos de ensaio, foram transferidos 0,5 mL do extrato diluido seguido da
adicao de 0,5 mL de etanol P.A. a 95%, 2,5 mL de agua destilada, 0,25 mL de solugdo de Folin e
0,5 mL de carbonato de sodio a 5%. Apos homogeneizacdo em vortex, as amostras em triplicata
foram mantidas em repouso 60 minutos no escuro. Para o branco, o extrato foi substituido pelo
solvente.

As amostras tiveram suas absorbancias lidas a 725 nm em espectrofotdmetro 6705 UV/Vis -
Jenway® e para a determinagio do teor de compostos fenélicos totais, uma curva de calibracio foi
construida a partir de concentragdes de acido galico (0-100 mg/L) (equacdo: y = 0,0039x + 0,0045)
para que as absorbancias fossem convertidas e expressas em miligramas de equivalente em acido
galico (EAG) por 100 g do residuo (mg EAG/100g).

A quantificagdo dos flavonoides totais foi executada a partir de uma curva padrao de
quercetina (0-20 mg/L) (equagdo: y = 0,0312x + 0,1033). Para anélise de flavonoides totais foram
transferidos 2 mL do extrato diluido e 2 mL de cloreto de aluminio a 2% em tubos de ensaio
(triplicata). Apods homogeneiza¢do em vortex, as amostras ficaram em repouso no escuro por 30
minutos (Boroski et al., 2015, com modificagdes). Para o branco, o extrato foi substituido pelo
solvente extrator e em seguida, as amostras tiveram suas absorbancias lidas em espectrofotdmetro
6705 UV/Vis - Jenway® com comprimento de onda de 415 nm. Os resultados foram expressos em

miligramas de quercetina (QCE) por 100 g do residuo (mg QCE/100g).

4.5. Atividade antibacteriana do extrato

A atividade antibacteriana do extrato da semente do jatoba frente as nove cepas testadas foi

avaliada através da técnica de disco-difusdo, em triplicata, segundo a metodologia descrita pelos
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Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, 2015). Placas de Petri contendo dgar Mueller-Hinton (MH)

solidificado foram inoculadas com suspensdes bacterianas em solucdo salina a 0,9% na
concentragdo de 1,5x10* UFC/mL (0,5 na escala de Mcfarland) e em seguida, foram dispostos
discos de papel de 6 mm estéreis contendo 10 ul do extrato. O solvente extrator foi utilizado como
“controle negativo” e antibioticos comerciais Gentamicina (10 pg) e Cloranfenicol (30 pg) foram
utilizados como “controle positivo”. As placas foram incubadas a 35 °C por 24h e os diametros dos
halos de inibigdo foram mensurados.

A sensibilidade das bactérias ao extrato foi definida segundo Ponce et al. (2003), no qual
diametro <8 mm foram classificados como “ndo sensivel”; didmetro entre 9,0 ¢ 14,0 mm, como
“sensivel”; diametro entre 15,0 ¢ 19,0 mm, “muito sensivel”; e didmetro >20 mm como

“extremamente sensivel”.

4.6. Extracio do amido do caroco de abacate

O amido do caro¢o de abacate da variedade “Margarida” foi obtido a partir de frutos
maduros adquiridos em casa comercial no municipio de Sao Cristovao - Sergipe, os quais tiveram
suas polpas separadas dos carogos ¢ estas foram sanitizadas em solugdo de hipoclorito de sodio a
200 mg/L por 15 minutos. As sementes foram cortadas em cubos de aproximadamente 1 cm® e
mantidas sob refrigeracdo em infusdo de metabissulfito de soédio e dgua destilada a 0,03% por 72 h.
Para extrair a por¢do amilacea, os carogos hidratados foram triturados com solugdo de
metabissulfito de sddio a 0,03% em liquidificador industrial da marca Skymsen® por 15 minutos.
Posteriormente, a mistura foi peneirada e a fra¢do liquida foi submetida a cinco decantagdes, cada
uma por 24 h, sendo a solugdo formada filtrada em uma malha de voil para a retirada da mucilagem
formada no interior do amido e ressuspensa em nova solucao de metabissulfito. Apds o periodo de
decantacdo, o amido foi lavado trés vezes com agua destilada refrigerada, espalhado em placas de
Petri e seco em estufa de secagem a 50 °C por 24 h. O amido seco foi triturado em almofariz e
pistilo, peneirado ¢ mantido em pote hermético sob refrigeracdo até a sua utilizagao (Loos, Hood e
Graham, 1981, com modificagdes). As etapas de extragdo estdo apresentadas na Figura 5.

Apos a extragao do amido do caro¢o do abacate, seu rendimento foi calculado através da
seguinte formula:

Rendimento (%) = [Massa de amido obtida (g) / Peso inicial dos carocos (g)] x 100
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Figura 5 - Etapas da extra¢do do amido do carogo do abacate

\\ao
o

1 - Sanitizacdo dos carogos de abacate; 2- Retirada do revestimento interno e corte; 3 - Inicio do processo de
decantac@o; 4 - Final do processo de decantagfo e lavagem; 5 - Amido iimido para secagem; 6 - Amido apds secagem,
triturado e peneirado para armazenamento.

Fonte: a autora (2024).

4.7. Determinaciao da composicio centesimal do amido do caroco de abacate

A composi¢ao centesimal do amido do caroco de abacate foi determinada a partir dos

métodos analiticos para analises fisico-quimicas de alimentos, elaborados pelo Instituto Adolfo

Lutz (2008).

4.7.1. Teor de umidade

Para a determina¢do do teor de umidade, 2 g de amido (em triplicata) foram pesados em
capsulas de porcelana previamente aquecidas, resfriadas e pesadas e foram submetidos a secagem
em estufa a 105 °C por 24 h, sendo pesados até o seu peso constante. O célculo do teor de umidade

da amostra se deu a partir da seguinte formula:

Teor de umidade (%): [N/ P] x 100
Onde:

N = Numero de g de umidade da amostra (perda de massa da amostra durante a secagem);
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P = Numero de g da amostra antes da secagem.

4.7.2. Teor de cinzas

Para a determinagdo do teor de cinzas, 2 g de amido (em triplicata) foram colocados em
capsulas de porcelana previamente aquecidas, resfriadas e pesadas e as amostras foram aquecidas
em chapa elétrica até a sua carbonizacdo. Posteriormente, as capsulas foram levadas ao forno do
tipo mufla a 550 °C por 6 h. Apos resfriadas, as amostras foram pesadas e o teor de cinzas foi

calculado a partir da seguinte férmula:

Teor de cinzas (%): [N x 100]/P
Onde:
N = Numero de g de cinzas;

P = Numero de g da amostra.

4.7.3. Teor de lipidios

A fracao lipidica total do amido foi determinada a partir de adaptacdes realizadas na
metodologia desenvolvida por Bligh e Dyer (1959). Em triplicata, 2 g de amido foram dissolvidos
em solucdo contendo cloroférmio, metanol e dgua nas quantidades de 8 mL, 16 mL e 1 mL
(respectivamente). A solucdo foi agitada em agitador orbital em temperatura ambiente por 30
minutos. Em seguida, foram adicionados mais 8 mL de cloroférmio e 8 mL de solugdo de sulfato
de sodio a 1,5% e esta foi homogeneizada por 2 minutos. Posteriormente, as amostras foram
deixadas em repouso para decantacdo da fragdo apolar que em seguida foi coletada com o auxilio
de uma pipeta de Pasteur. Foi adicionado aproximadamente 1 g de sulfato de sédio anidro para
retirada das impurezas que porventura estivessem na amostra coletada, filtrou-se com papel filtro e
4 mL das amostras foram levadas a estufa até evaporacdo total do solvente, em cépsulas de
porcelana previamente pesadas, a 60 °C. O teor de lipidios da amostra foi calculado por meio da
seguinte equagao:

Teor de lipidios (%) =[P x 100] / G

Onde:
P = Massa de lipidios (g) da amostra;
G = Massa (g) da amostra.
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4.7.4. Teor de proteinas

Para a determinagdo das proteinas, foi considerado o teor de nitrogénio total da amostra
obtido a partir de modificacdes realizadas no método convencional de Kjeldahl. Em triplicata, 1 g
de amido foi pesado e embrulhado em papel de seda, sendo colocado em um frasco de Kjeldahl
seguida da adigdo de 25 mL de acido sulfurico e 5 g de mistura digestora elaborada com dioxido de
titdnio anidro, sulfato de cobre anidro e sulfato de potassio anidro, na propor¢ao 0,3:0,3:6. A
amostra foi digerida sob aquecimento em bloco digestor, com aumento gradual da temperatura
(aumento de 50 °C a cada 30 minutos) até atingir 400 °C, mantendo-se por 60 minutos.

Com a amostra ja resfriada, esta foi transferida ao frasco do destilador com adigao de 20 mL
de 4gua. Em um erlenmeyer acoplado ao destilador, foi colocado 10 mL de solugao de acido bérico
a 2% e 5 gotas de indicador misto. No copo dosador do destilador, foram adicionados 15 mL de
solucdo de hidroxido de sodio a 50% e o sistema foi ligado até o erlenmeyer marcar 75 mL de
solugdo. A amostra foi titulada com 4acido cloridrico concentrado até obter cor vermelha.

Para determinar o teor de proteinas do amido, foi utilizada a seguinte equacgao:

Teor de proteinas totais (%) =[V x 0,14 x f] / P

Onde:
V =n°de mL de 4cido cloridrico gastos na titulagao;
P =n° de g da amostra;

f = fator de conversao (6,25).

4.7.5. Teor de carboidratos

O teor de carboidratos foi determinado pela diferenca da soma dos teores de agua

(umidade), cinzas, lipideos e proteinas.

4.8. Elaboracao de filmes a base de amido do caroco de abacate e quitosana

A obteng¢do dos biofilmes de amido do carogo de abacate com quitosana se deu através da
técnica de Casting caracterizada pela evaporagdao do solvente da solucao filmogénica, baseando-se
na metodologia descrita por Gontard et al. (1992), com modificagdes. Foram inicialmente
preparadas 10 formulagdes, variando as quantidades de amido do caroco de abacate, quitosana , e

glicerol. Foi considerada como “mais vidvel” a formulacdo cujo filme apresentou maior
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transparéncia/menor opacidade e maior resisténcia a manipulagdo tatil. A formulacdo selecionada

foi utilizada como base para a obtencao dos filmes com adicao de extrato da semente de jatoba (a
descri¢do da metodologia estd sob sigilo de patente a ser depositada). Foram elaborados filmes com
trés concentragdes diferentes de extrato, os quais foram codificados como EO1 (filme com 5% de
extrato ), E02 (filme com 10% de extrato) e EO3 (filme com 15% de extrato), além do filme que
ndo recebeu nenhuma concentragdo de extrato (codificado como E00), sendo este utilizado como
“controle” para as andlises de caracterizagdo realizadas posteriormente. Para incorporagdo aos
filmes o extrato de semente de jatoba foi filtrado e submetido a rotaevaporagao a 40°C e sob 50

rpm, em rotaevaporador (Fisatom, modelo-208), para remocao do solvente.

4.9. Analises fisico-quimica dos filmes

4.9.1. Umidade

Para a determinacao da umidade, quadrados em triplicata dos filmes medindo 4x4cm foram
pesados e secos em estufa de secagem a 105 °C por 24 horas (AOAC, 2012). O teor de umidade foi

calculado através da seguinte equagao:

Umidade (%) = (P1 - P2) / P1 . 100

Onde:
P1 = peso inicial dos filmes, em gramas, antes da secagem;

P2 = valor da massa seca inicial + peso do filme apds secagem.

4.9.2. Solubilidade em 4gua

Para a determinacdo da solubilidade em agua, quadrados em triplicata dos filmes medindo
4x4 cm foram pesados e imersos por 24 horas em agua destilada e em seguida, foram secos em
estufa de secagem a 105 °C por 24 horas (Sothornvit et al., 2010). A solubilidade foi calculada
através da seguinte equacao:

Solubilidade (%) = (P1 - P2) / P1 x 100

Onde:
P1 = peso inicial dos filmes, em gramas, antes da secagem;

P2 = peso final do filme apds secagem.

4.9.3. Permeabilidade do vapor de agua (PVA)
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Béqueres de 50 mL foram preenchidos com silica gel azul (UR 0%) e suas bordas foram
cobertas com os filmes. Os recipientes foram colocados em dessecador com agua destilada em seu
interior (UR 100%) a 25 °C por 24 h (ASTM E96, adaptada). A permeabilidade ao vapor de agua
(PVA) foi determinada a partir do calculo do ganho de massa e o tempo através da férmula abaixo e
1

os resultados expressos em g m'm 2 -Pa ' -s 7,

PVA=(Pxe)/(PSxtx A)

Onde:

P = massa (g);

e = espessura do filme;

t = tempo (s);

A = Area do filme (m?).

PS = pressao de saturagao a 25°C

4.9.4. Espessura

A espessura dos filmes foi realizada em seis pontos diferentes através de paquimetro digital

Pantec modelo 11112B-150, em triplicata.

4.9.5. Cor

A cor dos filmes foi verificada em seis pontos aleatérios com auxilio de um colorimetro
digital (KONICA MINOLTA, CR-10, Téquio, Japao), através das coordenadas a* (vermelho e
verde, onde +a indica vermelho ¢ -a indica verde), b* (amarelo ¢ azul, onde +b indica amarelo ¢ -b

indica azul ) e L* (brilho), em triplicata.

4.9.6. Opacidade

Para a andlise da opacidade dos filmes, retangulos dos mesmos foram recortados e
colocados em cubeta de vidro. A leitura das amostras foi realizada através de espectrofotometro
UV-KAZUAKI, IL-226-NM (Téquio, Japao) a 540 nm, em triplicata. Para a determinacdo da

opacidade dos filmes, foi considerada a seguinte formula (Rocha et al., 2014):

Opacidade = Abss,y/T
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Onde:

Abss,, = absorbancia dos filmes a 540 nm;

T = espessura dos filmes

4.10. Analise da atividade antibacteriana dos filmes

Para a andlise da atividade antibacteriana, foram preparadas suspensdes de bactérias em
solugdo salina a 0,9% na concentragdo de 1,5x10® UFC/mL em seguida, adicionou-se 500 uL de
cada suspensado bacteriana, 500 uL. de meio de cultura liquido Brain Heart Infusion Broth (BHI) e
um pedago de filme medindo 1 cm? em tubos eppendorf de 2 mL, sendo mantidos sob incubacdo a
35°C por 24 horas. Para o controle negativo, foram adicionados aos microtubos apenas a suspensao
bacteriana e o caldo BHI. A leitura da densidade Optica foi realizada em espectrofotometro
UV-KAZUAKI, IL-226-NM (Toquio, Japao) a 600 nm, em duplicata. A taxa de inibi¢ao bacteriana
dos filmes se deu através da equagao seguinte:

Taxa de inibicao = (1 - A,/A,) x 100

Onde:
Ay= Equivale a absorbancia do controle negativo;

A, = Equivale a absorbancia das amostras com os filmes.

4.11. Atividade antioxidante dos filmes

A atividade antioxidante dos filmes foi determinada conforme descrito por Soares e Santana
(2023). Pedagos dos filmes (250mg) foram diluidos em 5 mL de alcool metilico e agitados por 3h
em agitador orbital do tipo Shaker. As solucdes foram filtradas em papel filtro e a fragdo
sobrenadante utilizada nas andlises pelos métodos FRAP, ABTS e DPPH, em duplicata. Para o
FRAP, 150 pl do sobrenadante foram homogeneizados com 2.850 ul do reagente FRAP constituido
de tampao acetato, solugdo de TPTZ e solucdo de cloreto férrico. A leitura da absorbancia foi
realizada a 593 nm. Os resultados foram expressos em pmol de Trolox/g. Para o ABTS, 1 mL do
radical ABTS foi adicionado a 55 mL de 4lcool etilico para obten¢ao de uma absorbancia inicial de
0,700 em 734 nm. Posteriormente, 2.970 pl do radical foram misturados com 30 ul do sobrenadante
e foram deixados sob repouso no escuro por 6 minutos. Como “branco”, utilizou-se metanol puro e
as amostras foram lidas a 734 nm. Para o DPPH, 500 pl do sobrenadante (metanol puro foi
utilizado como “branco”) foram homogeneizados com 2 mL de reagente DPPH a 0,06 mM,
agitados em vortex e deixados em repouso sobre o abrigo da luz por 30 minutos. Em seguida a

leitura da absorbéncia foi realizada em comprimento de onda de 517 nm.
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As taxas de inibi¢do dos métodos ABTS e DPPH foram calculadas de acordo com a

equacao:

Taxa de inibicao = (1 - A;/Ay) x 100

A,= Equivale a absorbancia do “branco”;

A, = Equivale a absorbancia das amostras com os sobrenadantes dos filmes.

4.12. Analise termogravimétrica (TGA) dos filmes

A estabilidade térmica dos filmes foi avaliada através de analisador termogravimétrico
(Hitachi, STA720RV, Toéquio, Japao), operando na faixa de temperatura de 0 a 600°C utilizando
atmosfera de nitrogénio com vazdo de 30 mL/min e aquecimento na taxa de 10°C/min. Os
termogramas de perda de massa foram expressos em funcdo da faixa de temperatura (Sueiro et al.,

2016).

4.13. Analise térmica de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) dos filmes

As caracteristicas térmicas dos filmes por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) por
meio de um equipamento TA instruments, modelo Q20, sob atmosfera de nitrogénio (vazao de 30
mL/min) e temperatura de 0 a 300°C, com intervalos de aquecimento de 10 °C/min de acordo com a

metodologia executada por Campagner et al. (2014).

4.14. Analise da biodegradabilidade dos filmes

A capacidade de biodegradagdo dos filmes foi avaliada por cinco semanas de forma
qualitativa de acordo com modificagdes realizadas na metodologia executada por Lucena et al
(2017), baseando-se no aspecto visual dos filmes. Em triplicata, quadrados de filmes medindo
aproximadamente 3 cm? foram enterrados a uma profundidade 4 cm da superficie em copos
plasticos biodegradaveis do tipo PET (Polietileno Tereftalato) PCR (Post-Consumer Recycled-
100% reciclado pds consumo) contendo solo vegetal para hortas e jardins (Figura 6). Os corpos de
prova foram acondicionados em temperatura de 25°C, sendo acompanhados e regados
semanalmente com 10 mL de 4gua destilada para manter a umidade do solo. A cada 7 dias, os
filmes foram desenterrados, lavados com agua destilada para a retirada de solo residual, secos

naturalmente e foram submetidos a registros de imagens através de fotos para comparagdes



36
posteriores com o intuito de se observar, a partir de seu aspecto visual, se o filme estava se

degradando na condigao proposta.

Figura 6 - Filmes sendo enterrados para a anélise de biodegradagao

Fonte: a autora (2024).

4.15. Aplicacio dos biofilmes na conservac¢io de meldo minimamente processado

Frutos maduros de melao amarelo (Cucumis melo, L), sem injarias mecanicas foram
adquiridos em estabelecimento comercial no municipio de Sdo Cristévao - Sergipe e foram
minimamente processados de acordo com o fluxograma recomendado por Bastos e Alves (2004),
com pequenas modificacdes.

Os frutos foram lavados com detergente neutro e mantidos sob refrigeracao por 24 h para
diminui¢do da temperatura interna antes do processamento. Posteriormente, os meldes foram
sanitizados com solugdo de sanitizante proprio para vegetais da marca StartClor®, na concentragao
de 150 mg/L, por 20 min, seguidos de descascamento e corte em cubos de aproximadamente 2 cm,
enxague em uma nova solu¢do a 3 mg/L do mesmo sanitizante utilizado anteriormente e drenagem.

Por¢des de 80 g de melao foram acondicionadas em potes de plasticos biodegradaveis e em
seguida, cobertos com o filme EO00 (filme sem extrato) e com o filme com extrato, o qual foi
selecionado apo6s os resultados da caracterizagdo fisico-quimica e atividade antimicrobiana e
antioxidante dos filmes (Figura 7). Potes nos quais os meldes ndo foram recobertos com nenhum
dos dois filmes foram utilizados como ‘“controle”. Os corpos de prova foram mantidos em
refrigerador a 5°C por 14 dias, tendo seus parametros de sélidos soluveis totais, pH, acidez

titulavel, perda de massa e contagens de bactérias aerdbias mesofilas e bolores e leveduras totais)
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nos dias 0, 4, 7, 11 e 14 de armazenamento. Para cada tempo de estocagem foram realizadas

triplicatas e os experimentos foram realizados em duplicata. Para as analises referentes ao tempo 0,
as amostras foram coletadas ao término do processamento dos meldes.

Figura 7 - Aplicagdo dos filmes sem extrato (A) e com extrato da semente de jatoba (B) em

meldo minimamente processado

Fonte: a autora (2024).
4.15.1. Solidos soluveis totais

Em triplicata, 10 g de meldo minimamente processado de cada tempo de avaliagdo foram
macerados e com um conta-gotas, uma aliquota de amostra foi coletada. O teor de s6lidos soluveis
totais foi medido em °Brix através de um refratdmetro 6ptico manual com precisdao de 5+% (IAL,

2008).
4.15.2. pH

Em triplicata, 10 g de meldo minimamente processado de cada tempo de avaliagdo foram
macerados, seguido da adicdo de 90 mL de &4gua destilada e homogeneizacdo. O potencial
hidrogenidnico foi determinado através de um pHmetro digital previamente calibrado (IAL, 2008).

4.15.3. Acidez titulavel

Em triplicata, 10 g de meldo minimamente processado de cada tempo de avaliagdo foram

macerados, seguido da adi¢cdo de 90 mL de agua destilada, 3 gotas de solugao de fenolftaleina a 1%
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e homogeneizagdo. Posteriormente, as amostras foram tituladas até obtencao de coloracdao rdsea

persistente com solugdo padronizada de NaOH a 0,1 M e o teor de acido citrico determinado
através da seguinte formula (IAL, 2008):
Acidez (mL/100 g) = Vx fx Mx PM/1I0x P x n
Onde:
V = volume de NaOH gasto na titulagao;
f = fator de corre¢ao da solugao de NaOH;
M = molaridade da solu¢ao de NaOH;
PM = peso molecular (g) do 4cido correspondente (acido citrico);
P = massa da amostra;

n = niimero de hidrogénios ionizaveis do acido citrico

4.15.4. Cor

A andlise da cor do meldo minimamente processado submetido aos filmes foi realizada de
forma qualitativa por meio de andlise visual comparando as amostras submetidas aos filmes com as

amostras do grupo controle (amostras sem filmes).

4.15.5. Analises microbioldgicas

4.15.5.1. Contagem de bactérias aerobias mesofilas

Em triplicata, 10 g de meldo minimamente processado de cada tempo de avaliagdo foram
macerados e diluidos em 90 mL de solugdo salina estéril, seguido de homogeneiza¢do. Foram
realizadas diluigdes seriadas até a 10® ¢ 1 mL de cada dilui¢do foi inoculada em placas de petri
através do método “pour plate” com Agar Padrio para Contagem (PCA). As placas foram
incubadas por 48 h a 35 °C e as coldnias foram contabilizadas. O numero de bactérias foi expresso

em log de Unidade Formadora de Coldnias (UFC)/g.

4.15.5.2. Contagem de bolores e leveduras

Em triplicata, 10 g de meldo minimamente processado de cada tempo de avaliagdo foram
macerados e diluidos em 90 mL de solugdo salina estéril, seguido de homogeneizagdo. Foram
realizadas diluigdes seriadas até a 10® ¢ 1 mL de cada dilui¢do foi inoculada em placas de petri

através do método “pour plate” com Agar Sabouraud Dextrose contendo Cloranfenicol. As placas
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foram incubadas por 7 dias a 35 °C e as colonias foram contabilizadas. O niimero de bolores e

leveduras totais foram expressos em log de UFC/g.

4.15.6. Perda de massa

A analise da perda de massa do meldo minimamente processado em cada tempo de
armazenamento foi obtida considerando a seguinte formula (Firdaus ef al., 2024):

Perda de massa = [(massa inicial - massa final)/(massa inicial)] x 100

4.16. Analise estatistica

Os resultados foram analisados usando Stat Software Inc. (1984-2007) Versao do programa
8.0. As amostras de melao (80 g) foram avaliadas (duas repeti¢des x trés tratamentos X trés
amostras em cada tratamento por tempo) por 0, 3, 7, 11 e 14 dias de armazenamento. Os
tratamentos foram utilizados em blocos completos casualizados. Todos os parametros
fisico-quimicos e microbiologicos foram determinados em triplicata. Foi realizada analise de
variancia Two-way (ANOVA) com dois fatores (tratamentos e tempo de armazenamento) para
todas as variaveis dependentes (parametros), ¢ os resultados foram expressos como médias e
desvios padrdo. A significancia estatistica dos dados experimentais foi avaliada usando um nivel de
probabilidade de p < 0,05. A significancia dos valores médios para comparagdes multiplas foi

analisada pelo teste post-hoc de Tukey em p < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Compostos bioativos do extrato da semente do fruto do jatoba

O extrato de sementes de jatoba foi obtido em solugdo aquosa de etanol 80% e os teores de
compostos fenolicos totais e os flavonoides totais foram de 8.833,33 (mg EAG/100g) e 36,43 (mg
QCE/100 g), respectivamente. Scaramussa et al. (2022) obtiveram valor inferior de 5.135,61 mg
EAG/100 g de fenolicos totais no extrato em etanol 80% para a semente de jatoba. Provavelmente
este resultado pode ser devido a concentracdo dos compostos durante o tempo que as sementes

ficaram armazenadas em geladeira antes de serem utilizadas para as analises.

5.2. Atividade antibacteriana do extrato da semente do jatoba
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O extrato foi avaliado quanto a atividade antibacteriana e observou-se diferencas

significativas entre os didmetros dos halos de inibicdo (Tabela 1). B. cereus, P. aeruginosa, S.
aureus e E. faecalis foram sensiveis ao extrato da semente de jatoba, contudo, os maiores diametros
dos halos de inibi¢do formados (10 mm) foram observados em B. cereus, E. faecalis ¢ P
aeruginosa sendo para esta ultima bactéria obtido maior inibi¢do do que com o antibidtico
Gentamicina e préoximo ao valor obtido com Cloranfenicol (10,5 mm). Os resultados foram
similares aos obtidos por Scaramussa et al. (2022), cujos halos de inibi¢cdo foram entre 7,0 e 10,5
mm para o extrato em etanol a 80% da semente do fruto do jatoba. Boniface et al. (2017)
constataram a presenca de terpenos, compostos quimicos com acao bactericida e fungicida, nas
sementes de jatobd. Com base nisso, o potencial antimicrobiano do extrato da semente do jatoba
aqui verificado pode estar associado a estes compostos. Corroborando, Veggi et al. (2014)
relacionaram a capacidade de inibir o desenvolvimento bacteriano as procianidinas presentes tanto

nas cascas quantos nas sementes do jatoba.

Tabela 1 - Atividade antibacteriana do extrato da semente de jatoba

Diametro dos halos de inibi¢ao (mm)

Bactéria Extrato da semente Gentamicina Cloranfenicol

do jatoba (12 (10 pg/mL) (30 png/mL)
mg/mL)

B. cereus 10,1 +0,2< 23,3+0,94 B 24,6 0,47 A

S. enteritidis 8,0+0,0 26,1 £0,23 4 14,3+ 0,23 B¢

E. coli 8,0+0,0" 8,5+0,40 " 23,6 £ 0,47 4°

S. marcescens 8,3+0,2 b 16, 5+ 0,40 B 27,3+ 0,47 A
B. subtilis 7,8 +£0,25¢ 25,0+ 0,04 24,0 £0,0 A°
P. aeruginosa 10,1 £0,2 4 8,0+£0,05B 10,5+ 0,0 2¢
S. typhimurium 7,0 £0,0 ¢ 85+0,0% 12,0 +£ 0,0 A4
S. aureus 9,5+ 0,4 B 26,0041 26,8 £ 0,62 A

E. faecalis 10,0 +0,0 < 20,8 + 0,62 B 26,16 + 1,54 4

Média + Desvio Padrao.

Médias seguidas de mesmas letras maitsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
Mé¢dias seguidas de mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Fonte: a autora (2024).
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5.3. Rendimento da extracdo e determinacido da composi¢cao centesimal do amido do carogo

de abacate

O amido extraido do caro¢o de abacate apresentou coloracdo branca (Figura 8) e sua
extra¢do correspondeu a um rendimento de 7,13%, sendo inferior ao encontrado por Martins et al.
(2022) que obtiveram 19,54% de rendimento do amido extraido a partir de uma metodologia
semelhante. No presente estudo, uma das etapas de extracdo consiste em lavagens sucessivas apos a
decantagdo, sendo observada perda de amido durante esse processo, fato que poderia explicar o
rendimento final relativamente baixo de amido obtido. Além disso, alguns fatores podem
influenciar o amido e, possivelmente, a sua quantidade no caroco de abacate como a genética,
variedade do fruto, técnica de extragdo utilizada, além da composi¢ao do solo e das condi¢des de
pré-colheita nas quais o fruto foi submetido (Salazar-Irrazabal ef al., 2023; Nunes et al., 2009).
Wang ef al. (2022) avaliaram os rendimentos da extracdo de amido dos carocos de oito diferentes
variedades de abacates, observando uma variagdo na taxa de rendimento de extragdo de

12,6%-26,3% entre elas e ligaram o fato as variedades distintas de abacate testadas.

Figura 8 - Amido extraido do caroco de abacate

]

Fonte: a autora (2024).

Na Tabela 2 esta representada a composi¢do centesimal do amido obtido. O amido do
abacate demonstrou teor de carboidratos de 87,85%, os teores de proteinas de 2,68%, os de lipidios
de 2,54% e de umidade de 6,86%, quantidades maiores do que as encontradas por Martins et al.
(2022) que obtiveram 55,07% para carboidratos, 1,60% para proteinas e 1,68% para lipidios. Em

relacdo ao teor de cinzas, os autores quantificaram 0,33% enquanto neste trabalho o amido extraido
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apresentou apenas 0,05% de matéria inorganica. Estas diferencas podem ser devido também as

diferencas na variedade do abacate, condi¢des de cultivo e composi¢ao do solo.

Tabela 2 - Composi¢ao centesimal do amido

Constituintes Teor (%) (média £ desvio padrao)
Carboidratos 87,85 +0,42
Proteinas 2,68 +£0,03
Lipidios 2,54 +£0,04
Cinzas 0,05+ 0,01
Umidade 6,86 + 0,40

Média + Desvio Padrio.
Fonte: a autora (2024).

5.4. Selecao das formulacoes dos filmes

Inicialmente, foram elaboradas dez formulac¢des de filmes utilizando quantidades distintas

de amido da semente do carogo do abacate e quitosana e glicerol (Figura 9).

Figura 9- Filmes elaborados a partir de diferentes formula¢des de amido do caroco de abacate,

quitosana e glicerol

Fonte: a autora (2024).

As formulagdes analisadas foram enumeradas de A1-A10, nas quais as amostras Al ¢ A6

continham em sua composi¢do mais amido do que quitosana; as amostras A3 e A8 continham mais
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quitosana do que amido; A2 ¢ A7 com amido e quitosana nas mesmas propor¢des, sendo A2 com

menos glicerol que A7; A4 e A9 somente com quitosana, sendo A4 com menos glicerol que A9 ; e
A5 e A10 somente com amido, sendo A5 com menos glicerol que A10.

Ao analisar os filmes de forma visual e tatil, observou-se diferengas entre os filmes quanto
as caracteristicas analisadas. Em relacdo a cor, embora ambas formulagdes tenham apresentado
filmes translicidos, observou-se que a adicao de quitosana a formulacgao possibilitou a formagao de
filmes menos esbranquicados e, consequentemente, mais transparentes quando comparados aos
filmes compostos somente por amido (Figura 10). A transparéncia é uma caracteristica importante
quando se trata de filmes, principalmente de sua aplicagdo pela industria de alimentos (Yasunaga et
al.,2023).

Figura 10- A - Filme elaborado somente com amido do carogo do abacate; B - Filme elaborado

com o blend de amido e quitosana

Fonte: a autora (2024).

Os filmes elaborados com a maior concentragdo de quitosana em relacdo a concentracao de
amido (ou auséncia deste), se apresentaram mais amarelados (formulagoes A3, A4, A8 ¢ A9)
enquanto aqueles obtidos com a maior concentragdo de amido (formulagdes Al e A6), possuem
coloragdo acinzentada (Figura 10). Uma hipdtese para isto ter sido verificado, € o fato da coloragao
de filmes biodegradaveis sofrer influéncia da cor dos constituintes da sua matriz polimérica, como
neste caso, do amido e da quitosana. Além disso, ao averiguar a coloracao dos filmes produzidos
com as mesmas quantidades de quitosana e amido, constatou-se que ambos apresentaram o mesmo

tom de cinza levemente amarelado, divergindo também dos filmes que possuem em sua
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composi¢dao somente amido (formulagdes AS e A10) os quais foram definidos como filmes mais

esbranquicados.

No que diz respeito a maleabilidade dos filmes, as dez formulagdes possibilitaram a
obtencdo de filmes maleédveis, contudo, naqueles com a menor concentracdo de glicerol em sua
composi¢do (formulagdes A1-AS) foi observada uma diminui¢do sutil da sua flexibilidade em
relagdo as formulagdes com uma maior concentragao de plastificante (formulagdes A6-A10). O
glicerol ¢ um dos plastificantes mais utilizados na sintese de filmes biodegradaveis a base de
polissacarideos por ser de natureza polar e ndo volatil, além de apresentar caracteristicas como alto
ponto de ebulicdo e solubilidade que, quando adicionado aos filmes, altera as propriedades
mecanicas da matriz polimérica, conferindo-lhe uma diminui¢do da rigidez ¢ aumento da sua
flexibilidade (Montoille et al., 2021). Um ponto a ser destacado ¢ que, embora os filmes
sintetizados com mais glicerol tenham se mostrado mais flexiveis, essa flexibilidade também
acarretou em filmes menos resistentes a manipulagdo tatil, os quais tendem a se romper mais
facilmente ao serem manipulados quando comparados aos filmes elaborados com as cinco
primeiras formulagdes. Desta forma, levando em consideragdo os pardmetros visuais e tateis
analisados, a formulagdo Al (formulacdo com quantidade de amido maior que a de quitosana) foi a
formulagdo selecionada para os experimentos seguintes, uma vez que apresentou um filme mais
translucido, mais maleavel e, aparentemente, resistente.

Apos a escolha da formulagdo, elaborou-se filmes com trés concentracdes diferentes do
extrato rotaevaporado da semente do fruto do jatoba. Os filmes E0O (filme sem adi¢do de extrato,
formulagdo “controle”), EO1 (concentragdo de 5% de extrato), E02 (concentragdo 10% de extrato) e

EO3 (concentracdo de 15% de extrato) estdo apresentados na Figura 11.

Figura 11 - Filmes elaborados com adi¢@o de extrato da semente de jatoba em diferentes

concentracoes.



45

E00 El
-

Eo2 K04

Fonte: a autora (2024).

5.5. Analises fisico-quimica dos filmes

5.5.1. Umidade e solubilidade em agua

Os teores de umidade dos filmes variaram entre 8,53% e 21,23%, sendo maior no filme
controle e menor no filme com 15% de extrato, (p<0,05). Foi observado que os filmes tiveram a
umidade reduzida a medida que concentragdes aumentadas de extrato foram adicionadas. Karkar et
al. (2023) também obtiveram redu¢do de umidade em filmes de quitosana para a conservagao de
uvas ao adicionar extrato de Nigella sativa L. Apesar de filmes de quitosana e de amido serem
caracterizados pelo alto teor de umidade devido ao comportamento hidrofilico desses dois
polimeros, a incorporagdo de extratos reduziu a umidade. De acordo com Rambabu et al. (2019)
isso € possivel devido a adicdo de substancias hidrofobicas contidas no extrato a estrutura do filme,
0 que acarreta no aumento da propriedade de barreira e consequentemente, reduz a umidade do
polimero. J& Soares e Santana (2023) e Crizel et al. (2018) obtiveram aumento da umidade em
filmes de quitosana contendo extrato da casca de roma, e filme de quitosana e carotenoproteinas,
respectivamente, devido a possivel adi¢ao de moléculas hidrofilicas presentes no extrato utilizado.

Por se tratar de uma embalagem bioativa, a diminuicdo da umidade com a incorporacgdo do
extrato de semente de jatoba confere uma caracteristica interessante aos filmes de amido do caroco
de abacate obtidos, uma vez que, de acordo com Mouhoub et al. (2023), um material destinado a

ser utilizado como embalagem para alimentos deve reduzir o contato destes com a dgua.


https://www-sciencedirect.ez20.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1878818123001093#bib32
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Quanto a solubilidade em &gua, foi observada uma redugdo da solubilidade dos filmes

incorporados com extrato em relagcdo ao filme controle, diferindo estatisticamente (p<0,05), sendo a
menor solubilidade apresentada pela formulagdo E02 (contendo 10% de extrato) (32,29%) e a

maior pelo filme controle (43,62%).

Tabela 3 - Teor de umidade (%) e de solubilidade (%) dos biopolimeros produzidos

Filmes Teor de Umidade (%) Solubilidade em agua (%)
E00 21,23 £0,164* 43,62 £0,049*
EO1 16,22 £0,157° 37,43 £0,172°
E02 9,39 +0,168°¢ 32,29 +0,114 ¢
EO03 8,53 +£0,25¢ 33,20 £0,164¢

Meédia + Desvio Padrio.
Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa entre os filmes (p <0,
05) pelo Teste de Tukey. Fonte: a autora (2024).

Similar ao observado com a umidade, a solubilidade em agua dos filmes também foi
influenciada pela adicdo do extrato. Foi possivel observar que o filme controle (E00) apresentou
maior solubilidade. Para os filmes com extrato, a solubilidade diminuiu com o aumento da
concentragdo do extrato sendo esta maior no filme EO1 (com 5% de extrato). Uma explicacdo seria
o aumento das interagdes entre os polifendis presentes no extrato e a matriz polimérica do filme,
resultando em uma redugdo da hidrofilicidade (Bertolo et al., 2022) acarretando entdo na
diminuic¢do da solubilidade, uma vez que reduz a interagdo do filme com a agua. Além disso, para
Florez et al. (2023), a solubilidade do filme estd associada as modificacdes que ocorrem nas
ligacdes de hidrogénio, assim como na ioniza¢ao dos grupos amino e carboxila.

A verificagdo da solubilidade em agua ¢ crucial quando se trata de filmes biodegradaveis,
para verificar a resisténcia do bioplastico a uma substancia aquosa. Em se tratando da sua aplicacdo
como embalagens para alimentos, principalmente frutas minimamente processadas que possuem
em sua composi¢ao um alto teor de dgua, filmes ndo muito soltiveis apresentam um maior potencial
de aplicacdo quando comparados a filmes que se dissolvem com facilidade em contato com a agua
(Agarwal et al., 2023). Desta forma, a diminuicao da solubilidade dos filmes aqui observada com o

aumento da adicdo de extrato, ¢ um fato interessante a ser considerado.

5.5.2. Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)
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A permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) dos filmes ndo apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos do ponto de vista estatistico (p < 0,05) (Tabela 4), mas os valores foram bem
menores do que os obtidos por Menezes ef al. (2021) que observaram em filmes de quitosana e
amido de mandioca com e sem incorporacao de dioxido de titdnio, taxas de permeabilidade ao

', sendo o maior valor no filme exclusivamente de quitosana e o

vapor entre 9 € 20 g m'm “Pa’'s ~
menor em filmes elaborados somente com amido. A permeabilidade ao vapor de dgua ¢ um
parametro crucial a ser avaliado quando trata-se de embalagens alimenticias. Em filmes com
valores altos de PVA pode ocorrer a troca do vapor de dgua dos alimentos € o meio externo
causando perda de dgua do alimento ou estimular a deterioragdo de alimentos secos ao possibilitar
que alguma umidade presente no meio externo entre em contato com o alimento. Em ambos os
casos, ocorre uma diminuicdo da qualidade alimentar, tanto do ponto de vista microbioldgico

quanto organoléptico (Ma et al., 2024). Neste caso ¢ desejavel filmes com menores valores de PVA

como os obtidos neste estudo.

Tabela 4 - Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes

Filmes PVA(gm'm 2-Pa'-s7™")
EO00 5,01 x 107 ®
EO1 2,47 x 107 @
E02 3,66 x 107 ?
EO03 2,46 x 107 2

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significéncia.
Fonte: a autora (2024).

5.5.3. Espessura

A espessura dos filmes ¢ determinada ao avaliar a distancia perpendicular entre as duas
superficies principais do material e através dela, ¢ possivel obter dados sobre a resisténcia
mecanica, as propriedades de barreira contra os gases e a vaporizac¢do do polimero (Henrique ef al.,
2008).

A espessura apresentada pelos filmes em triplicata, conforme a tabela 5, estiveram entre
0,002 mm e 0,003 mm, as quais nao diferiram estaticamente (p < 0, 05) entre si. De forma

semelhante, Soares e Santana (2023) também ndo observaram aumento da espessura em filmes de
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quitosana incorporados com diferentes concentracdoes de extrato da casca de romad. Resultado

diferente foi obtido por Guo et al. (2024) que verificaram o aumento da espessura dos filmes de
quitosana incorporados com acroleina, provavelmente devido ao aumento do teor de solidos
presentes na matriz polimérica. De forma semelhante, Rambabu et al. (2019) e Sun et al. (2019)
também observaram o aumento na espessura em filmes de quitosana ao incorporar componentes

funcionais como extrato da folha de manga e lisozimas e taninos, respectivamente.

Tabela 5 - Espessura dos filmes

Filmes Espessura
E00 0,003 +0,00*
EO1 0,003 +0,00*
E02 0,0033 +£0,00°
E03 0,002 + 0,00 *

Média + Desvio Padréo.
Letras mintisculas iguais na mesma coluna indicam que nao houve diferenca significativa entre os filmes (p <0,
05) pelo Teste de Tukey. Fonte: a autora (2024).

5.5.4. Caracteristicas visuais (cor e opacidade)

As caracteristicas visuais, como a cor e opacidade, de filmes utilizados como embalagens de
alimentos ¢ essencial para avaliar a sua influéncia na aceitagdo dos mesmos por parte do
consumidor, bem como a sua capacidade e proteger os alimentos dos raios UV aos quais sdo
submetidos (Bhatia et al., 2024). Na tabela 6 estdo apresentados os valores referentes aos

parametros analisados para a cor dos filmes, assim como os dados obtidos a partir da analise da sua

opacidade.
Tabela 6 - Cor e opacidade dos filmes
Cor
Filmes Opacidade
a* b* L*
E00 8,706 £0,016¢ 25,803 +0,047¢ 59,400 + 0,028°* 47,55 +0,015¢

EO1 20,203 +£0,059°¢ 39,206 +0,026* 40,603 £0,020° 70,77 0,090 °
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E02 26,906 +0,026° 26,800 +0,037° 30,503 +£0,024°¢ 252,22 +£0,015°

EO3 30,403 £0,016* 33,806 +0,026°¢ 26,700 +0,037¢ 421,16 +0,235°

Legenda: *a = +a (vermelho)/ -a (verde); *b = +b (amarelo)/ -b (azul); *L = luminosidade.

Meédia + Desvio Padrao.

Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa entre os filmes (p <0,
05) pelo Teste de Tukey.

Fonte: a autora (2024).

Os atributos visuais referentes a cor e a opacidade dos biofilmes tiveram suas caracteristicas
influenciadas pela incorporacdo e aumento da concentracdo do extrato da semente do jatobd, sendo
observado, do ponto de vista estatistico, diferencas significativas (p<0,05) entre as amostras em
relacdo aos parametros de coloragao.

Em relagdo ao parametro *a (vermelho e verde), que variou entre 8,8 e 30,4, as trés
amostras de filmes incorporados com o extrato apresentaram a cor avermelhada a qual pode estar
relacionada aos compostos fendlicos e antocianinas presentes no extrato da semente do jatoba
(Kumar et al., 2021), que conferem ao extrato uma colora¢do vermelho escuro.

Em relagdo ao parametro *b (amarelo e azul), obtidos entre 25,8 e 33,8, ¢ possivel observar
que o filme com a menor concentracdo de extrato incorporado (5% de extrato) (EO1) teve maior
valor de b*, diferindo estatisticamente dos demais (p<0,05), ou seja apresentou uma coloracdo mais
amarelada.

Em relagdo ao parametro L* (luminosidade), que variou entre 26,7 ¢ 59,4, o maior valor de
luminosidade/brilho foi obtido pelo filme sem extrato e consequente menor opacidade (p<0,05). Os
maiores valores de opacidade e menor luminosidade dos demais filmes deve-se a presenca do
extrato, o qual contém coloracdo escura.

Apesar de aparéncia translicida das embalagens alimenticias ser um fator muitas vezes
determinante na escolha do consumidor, cabe salientar que embalagens transparentes podem
acelerar a deterioracdo oxidativa dos alimentos, uma vez que permite a passagem de uma maior
quantidade de luz através delas (Tilwani et al., 2023). Além disso, a transparéncia de um polimero
pode ser avaliada através da sua opacidade (quanto mais opaco, menos transparente) € os dados
obtidos demonstraram que a opacidade dos filmes aumentou a medida que o extrato foi

incorporado. Este resultado deve-se a coloragao escura do extrato.

5.6. Atividade antibacteriana dos filmes

As taxas de inibicdo antibacteriana dos filmes frente as nove cepas testadas estdo

representadas na tabela 7.A taxa de inibi¢do variou entre 2,76% e 85,99%, sendo observado que
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todos os filmes amostras foram capazes de inibir o desenvolvimento bacteriano. O filme sem

extrato apresentou maior desempenho contra B. cereus (% de inibicao de 42,18%) um patdgeno de
origem alimentar capaz de desencadear sindromes diarreicas e eméticas graves (Morandini ef al.,
2024). A capacidade de inibicdo antibacteriana do filme sem incorporacdo de extrato pode estar
ligada a quitosana presente em sua composicao, a qual ja foi evidenciada por alguns autores
(Bhuimbar et al., 2019; Casalini; Baschetti, 2023) como agente antimicrobiano, uma vez que pode
aumentar a permeabilidade das células microbianas ao interagir com as cargas negativas presentes
em sua membrana (Amankwaah et al., 2020, Lozano-Navarro et al., 2017).0s filmes com extrato
demonstraram maior eficiéncia para inibir as bactérias do que o filme sem extrato, sendo as
maiores taxas de inibicdo para a maioria das bactérias nos filmes com maior concentragao de
extrato (E02 e E03).Foi observado aumento gradativo da inibicdo de sete cepas a medida que a
concentragdo de extrato incorporado foi aumentando, com destaque para E. coli, comumente
utilizada como indicador de qualidade higiénico-sanitaria de alimentos, uma vez que estar ligada a
contaminagdo por matéria fecal (Chen et al., 2024); S. marcescens, bastonetes gram-negativos
responsaveis por infec¢des do trato urindrio, conjuntivite € pneumonia, bem como o agravamento
de infeccdes em ambientes hospitalares desencadeando casos de sepse (Toorop et al., 2024); B.
subtilis, uma bactéria natural do solo (Jiao et al., 2024) e S. aureus, um dos maiores responsaveis
por infec¢des pds-cirurgicas e septicemia (Barada et al., 2007),

Em relagdo aos filmes com extrato, as amostras EO1 e E02 foram mais eficientes ao inibir a
P aeruginosa enquanto o E03, possibilitou uma maior taxa de inibi¢do contra S. aureus. Soares e
Santana (2023) obtiveram que filmes a base de quitosana e extrato da casca de roma demonstraram
maior inibicdo de B. subtilis (65,4%) e S. typhimurium (63,8%). Nota-se que os filmes de
quitosana incorporados com o extrato da semente de jatoba foram mais eficientes para inibir o
desenvolvimento bacteriano do que os filmes nos quais foram adicionados extrato da casca de
roma. O filme E03 contendo 15% de extrato destacou-se com maior inibi¢ao das bactérias E. col,
P aeruginosa e E. faecalis. A provavel presenca de compostos antimicrobianos no extrato
potencializou o efeito antibacteriano dos filmes quando comparado aos filmes sem extrato.
Pesquisas tém comprovado a a¢do antimicrobiana da quitosana (Hasibuan et al., 2021; Botezatu et
al., 2023), do caroco do abacate (Soledad et al., 2021) e do extrato da semente de jatoba

(Scaramussa et al., 2022).

Tabela 7 - Taxa de inibi¢do (%) bacteriana dos filmes

Filmes
Bactérias
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E00 E01 E02 E03
B. cereus 42,18 +2.81°" 50,53 £ 0,53 * 60,0 + 0,319 71,17+ 0,63 *
S. enteritidis 2,76 +1,04°¢ 71,14 £ 0,666 * 49,04 +£0,28° 52,28 £ 0,857 °
E. coli 14,50+ 1,76 ¢ 3496 +0,17 ¢ 35,02+0,117° 83,19+0,410*
S. marcescens 13,51 £4,50¢ 41,16 0,684 ° 79,76 £ 0,399 * 61,34+£0,114°
B. subtilis 7,54+ 0,384 45,57+£2,59°¢ 59,29 + 0,304 ° 71,34 +1,52*°
P. aeruginosa 37,16 £3,60 © 79,38 £0,40° 77,58 £0,232® 85,83 £0,69*
S. typhimurium 34,46 +1,454 53,15+£0,242° 85,67 +0,121* 48,60 = 0,300 °
S. aureus 38,32+2,101 65,48 £0,227 ¢ 85,99 +0,227* 74,20 +0,170 °
E. faecalis 40,21 £2,43°¢ 65,77 £0,62° 63,65+ 0,056 ° 83,22 + 0,062 *

Média + Desvio Padrio.

Letras mintisculas diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca significativa entre os filmes (p < 0, 05)
pelo Teste de Tukey.

Fonte: a autora (2024).

5.7. Atividade antioxidante dos filmes

A capacidade antioxidante dos filmes foi avaliada de acordo com as técnicas FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), ABTS (2,2'- azino-bis(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) e
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). Destaca-se que os trés métodos de determinacdo de
antioxidantes foram avaliados individualmente, sendo entdo os valores obtidos pelos filmes em
cada um deles comparados entre si pelo Teste de Tukey (p < 0, 05), ndo havendo assim nenhuma
comparagdo estatistica de método para método. As taxas (%) de inibicdo oxidante dos filmes
obtidas por ABTS e DPPH estao apresentadas na tabela 8, enquanto os dados obtidos pelo método

FRAP estao representados em pmol de Trolox/g na tabela 9.

Tabela 8 - Atividade antioxidante dos filmes pelos métodos ABTS e DPPH

Método Filmes Taxa de inibicao (%)
EO00 44,35 £0,564 °
ABTS EO1 50,84 + 0,564 °

E02 55,57+0,776 *
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EO3 58,05 +0,847 *
EO00 31,95+0.211¢
DPPH EO1 44,56 £0,21°
EO02 60,0 +0,435°
EO03 81,52 +0,655*

Média =+ Desvio Padrio.

Letras mintisculas diferentes no mesmo método indicam que houve diferenga significativa entre os filmes (p <0,
05) pelo Teste de Tukey.
Fonte: a autora (2024).

No método de eliminacdo de radicais livies DPPH foi verificada diferenga significativa
entre as quatro amostras (p < 0, 05), o que também foi verificado ao analisar a atividade
antioxidante determinada pelo método ABTS, estando o filme com 15% de extrato (E03)

responsavel pela maior taxa de inibi¢do de 81,51% e 58,05% respectivamente.

Tabela 9 - Atividade antioxidante dos filmes pelo método FRAP

Meétodo Filmes pmol de Trolox/g
E00 0575+ 0,010 °¢

FRAP EO1 0,604 + 0,003 ©
E02 1,029+ 0,014 °
EO03 1,857 +£ 0,005 *

Média + Desvio Padrio.

Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam que houve diferen¢a significativa entre os filmes (p <0,
05) pelo Teste de Tukey.

Fonte: a autora (2024).

Também a atividade antioxidante pelo método FRAP foi maior no filme E03 (1,857 umol
de Trolox/g) , diferindo dos valores dos demais filmes (p>0,05).

O aumento do potencial anti radicalar observado nos filmes com a incorporagdo do extrato,
esta relacionado aos teores de compostos fenolicos e flavonoides encontrados como parte da
constituicdo dos vegetais, os quais apresentam grupos hidroxilas nos anéis aromaticos da sua
estrutura, que lhes conferem a propriedade de combater os radicais livres (Sahu et al., 2024). Chen

et al. (2022) tém também destacado que o grupo amino livre (NH,) presente na quitosana pode
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eliminar radicais livres. Isto pode justificar o fato do porque que todas as amostras, até mesmo o

filme controle, apresentaram atividade antioxidante.

5.8. Analise termogravimétrica (Thermogravimetric analysis (TGA) e de Calorimetria

Diferencial de Varredura (Diferencial Scanning Calorimetry- DSC) dos filmes

A estabilidade térmica dos filmes com ou sem extrato da semente do jatoba foi verificada

pela perda de massa sob aumento da temperatura pelo método termogravimétrico e por DSC
(Figuras 12 e 13 (A-D)).

Figura 12 - Curvas TGA dos filmes de amido de abacate e quitosana com e sem extrato da semente
de jatoba (ESJ).
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Fonte: a autora (2024).

Através da andlise termogravimétrica, ¢ possivel determinar a redu¢do de massa dos filmes
e que, em filmes de quitosana, geralmente ocorre em trés momentos distintos (Bi et al., 2019) como
o que foi observado neste estudo. O primeiro em temperatura de 30 a 120 °C relacionado a
evaporacao da agua presente nos filmes; o segundo que ocorre em temperatura de 120 a 240 °C
devido a degradacdo da quitosana e o terceiro (300-500 °C), provavelmente relacionado a

degradacdo do extrato que foi incorporado a matriz polimérica dos filmes (Wang et al., 2024)
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(Figura 12). Os mesmos autores, ao analisarem a estabilidade térmica de biopolimeros elaborados

com quitosana e incorporados com extrato da casca de pinheiro, observaram diferengas nas curvas
da TGA, as quais atribuiram ao extrato adicionado. Também foi observado que quanto maior a
concentracdo de extrato menor foi a perda de massa dos filmes, significando que a incorporacdo do
extrato aumentou a estabilidade térmica.

Em relagdo as transigdes térmicas de materiais biopoliméricos contendo amido em sua
composi¢do, Aguirre-Loredo et al. (2023) afirmam que estas estdo relacionadas a degradagdo que
ocorre no granulo ocasionada pelas altas temperaturas que separam as unidades da amilose e da
amilopectina através do processo de gelatinizagcdo, acarretando em um novo alinhamento das
cadeias poliméricas na forma de redes.

Soares e Santana (2023) e (2024) ao caracterizarem filmes de quitosana contendo diferentes
concentragdes de extrato da casca de roma e de jatobd, respectivamente obtiveram maiores perdas
de massa nos filmes com maiores concentragdes de extrato, resultado contrario ao que foi
observado nesta pesquisa em que os filmes incorporados com extrato se mostraram mais
resistentes, provavelmente devido a interacdo de amido, quitosana e extrato na matriz polimérica.
Possivelmente, os compostos bioativos presentes no extrato de sementes de jatoba, como
polifendis, taninos, flavonodides, saponinas, terpenodides e acidos graxos, desempenham papéis
fundamentais no aumento da resisténcia térmica dos filmes de quitosana e amido ao interagirem
com a matriz polimérica, formando ligacdes intermoleculares e atuando como barreiras térmicas e
antioxidantes, o que retarda a degradacdo dos materiais sob altas temperaturas. Assim, o extrato
ndo s6 melhora a funcionalidade bioativa do filme, mas também contribui para sua integridade
estrutural em aplicagdes industriais que envolvem temperaturas mais elevadas.

Em filmes compostos por carboximetilquitosana, carboximetilamido e extrato de tamara,
Zidan et al. (2023) verificaram que a estabilidade térmica dos filmes foi maior do que a do filme
sem adi¢do de extrato e que esta era aumentada a medida que a concentracdo de biocomponentes
incorporados também era aumentada. Para os autores, este fendmeno se deu provavelmente por
haver uma interacdo significativa entre os constituintes do filme e do extrato, principalmente os

grupos fenolicos devido as hidroxilas, o que deve também ter ocorrido no presente estudo.

Figura 13- Curvas DSC dos filmes com quitosana e amido de abacate (formulagdo E00), quitosana,
amido de abacate e 5% de ESJ (formulagdo EO1), filme de quitosana, amido de abacate e 10% de
ESJ (formulagdo E02), filme de quitosana, amido de abacate e 15% de ESJ (formulagao E03).
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Fonte: a autora (2024).

A Calorimetria Diferencial de Varredura é uma técnica de andlise térmica que avalia quanto

de calor ¢ absorvido ou liberado por uma amostra em fun¢do da temperada ou tempo (Zidan et al.,

2023). Ao analisar os termogramas obtidos, observou-se picos endotérmicos entre 100 e 150 °C

para os 4 filmes, provavelmente relacionados a mudanca na forma cristalina do amido,

caracterizada pela retrogradacdo dos granulos e/ou pela desintegragdo das unidades de

acetil-glucosamina da quitosana (Alimi et al., 2023). De acordo com Barroso e Del Mastro (2019),

quanto maior a temperatura na qual o amido estd submetido, maior sera o movimento das suas

cadeias amorfas, comportamento comum em materiais de natureza polimérica.
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Tanto os picos endotérmicos quanto os exotérmicos observados para os filmes de amido e

quitosana com e sem adi¢do de extrato da semente do jatoba equivalem ao inicio da degradacao e
seu pico, respectivamente. Foi observado que os filmes sem adicdo de extrato e com adigdo de
extrato iniciaram a degradacdo térmica em temperaturas entre 139,68 e 147,61°C. Os filmes sem
extrato e com 5 ¢ 10% de extrato demonstraram pico maximo de degradacao térmica entre 190,76 ¢
197,24 °C. Ja o filme com 15% de extrato apresentou o pico maximo a 203, 85 °C, indicando sua
maior resisténcia térmica. . Em filmes contendo apenas quitosana e adicionados de extrato da casca
de roma, Soares e Santana (2023) constataram que o primeiro pico de degradagdo ocorreu de 109 a
128 °C, temperaturas menores do que as observadas no presente estudo, sugerindo que ambos
amido e extrato da semente de jatoba retardaram a degradagao térmica dos filmes. Este retardo na
degradacdo térmica pode ser devido a alteragdes na estrutura dos polimero quando incorporado
amido e o extrato, que torna a matriz polimérica mais compacta do que a do filme de quitosana

pura e, consequentemente, torna o filme mais estavel ao calor (Khan et al., 2024).

5.9. Analise da biodegradabilidade dos filmes

A biodegradabilidade dos filmes em solo fértil foi acompanhada pelo periodo de 5 semanas
e mudancas na aparéncia dos filmes pdde ser notada a partir da primeira semana apos o
enterramento (Figura 14). A biodegradacdo ¢ um processo que ocorre naturalmente e exerce um
importante papel no ciclo energético do planeta. Isto se d4 devido as bactérias e fungos presentes
no solo que degradam moléculas maiores através de alteragdes fisico-quimicas e/ou enzimaticas na
estrutura dos polimeros (Malekzadeh et at., 2023). Em seguida, os microrganismos utilizam os
fragmentos como fonte de energia para a execucdo das suas atividades fisiologicas, gerando agua,
metano, CO,, dentre outros produtos metabodlicos (Kabir et al., 2020).

Ao observar a figura, notou-se que os filmes avaliados sofreram modificacdes em sua
aparéncia inicial a partir da primeira semana de enterramento, apresentando superficies enrugadas e
mais asperas, o que indica possivelmente o inicio da biodegradacio pela acdo de microrganismos
presentes no solo (Deshmukh et al., 2021). De acordo com Pires et al. (2022), cada polimero
biodegradavel tem sua forma de se decompor que varia de acordo com caracteristicas proprias
como estrutura quimica, cristalinidade, area superficial, peso molecular e ligagdes quimicas, além
de fatores do ambiente como umidade, pH, temperatura e tipos de microrganismos presentes no
solo.

Figura 14 - Aspecto dos filmes durante o processo de biodegradacdo
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O filme sem adicdo de extrato (E00) apresentou decomposi¢do total da segunda para a

terceira semana de andlise (sem fotos nas semanas 3 e 4), enquanto que os filmes com extrato
demonstraram maior degradagdo a partir da semana 4. Também observou-se que os filmes com
menos extrato se degradaram mais rapido do que o filme 003. Uma justificativa para que isso tenha
ocorrido € que a composi¢ao quimica do extrato tornou a superficie dos filmes mais hidrofébicas e,
consequentemente, reduziu a absorcdo de 4agua, dificultando a acdo dos microrganismos que
provavelmente estdo presentes no solo, na biodegradagao (Mustapha ef al., 2019).

A natureza biodegraddvel dos filmes sintetizados, a qual foi comprovada durante esta

analise, justifica-se pela composicdo da sua matriz polimérica (Mustapha et al., 2019). No caso do
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filme contendo apenas quitosana e amido a rapida biodegradacdo pode ser devido ao carater

biodegradavel da quitosana, bem como a a¢do de enzimas na fécula, como as amilases e as
glicosidases, que catalisam a hidrolise de ligacdes glicosidicas favorecendo a degradacdo deste

carboidrato (Polman et al., 2021).

5.10. Aplicacao dos filmes na conservac¢iao de meldo minimamente processado

Para a aplicagdo na conserva¢ao de meldo minimamente processado, foi selecionado o filme
E02 (contendo amido, quitosana e 10% de extrato) e para fins de comparagdo o filme sem extrato.
Apesar da formulacdo com maior adicao de extrato ter apresentado maior atividade antioxidante e
antibacteriana (formulacdo E03), durante as andlises de caracterizacdo foi notado que a adicdo
aumentada da concentracdo de extrato a matriz polimérica deixou os filmes mais rigidos e
quebradi¢os, o que limitou a sua utilizacdo. Desta forma, optou-se por utilizar o filme contendo
10% de extrato, o qual demonstrou taxas de inibi¢do de crescimento bacteriano proximas as obtidas
com a formulagao E03 contendo maior concentragdo de extrato.

O teor de solidos soluveis totais (SST) € um dos pardmetros que indica o grau de maturacao
da fruta (Singh et al., 2023). De acordo com a analise estatistica os parametros tipos de filmes ¢ o
tempo ndo foram significativos (p>0,05), ou seja o °Brix dos meldes minimamente processados
contendo os filmes com e sem extrato ndo variou significativamente durante 14 dias de estocagem a
5°C. Chevalier et al. (2016) obtiveram resultados opostos em meldo minimamente processado
revestidos com coberturas comestiveis de quitosana e 6leo de cravo onde os frutos analisados
apresentaram teores de solidos soluveis crescentes do primeiro dia ao Gltimo de experimento. Nao

foram encontrados na literatura relatos sobre efeito de filmes em meldes minimamente processados.

Figura 15 - Teor de Solidos Soluveis Totais (° Brix) dos meldes minimamente processados com e
sem filmes durante 14 dias de armazenamento a 5 °C
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Fonte: a autora (2024).

Nas frutas, a acidez justifica-se pela presenca de acidos organicos dissolvidos nos vactolos
das células vegetais. Ao longo do periodo de armazenamento, ¢ possivel que haja a utilizagdo
desses acidos como substrato para respiracdo dos vegetais ou convertidos em carboidratos,
acarretando no aumento de pH (Brody, 1996; Moraes et al., 2012) e diminuicdo da acidez,
entretanto, também ¢ possivel observar o comportamento contrario. Neste caso, o aumento da
acidez e diminuicdo do pH em alimentos pode estar ligado ao desenvolvimento microbiano, uma
vez que ao se desenvolverem, algumas bactérias produzem acidos como um dos produtos do seu
metabolismo (Freire et al., 2021).

Os tipos de filmes e o tempo de armazenamento nao influenciaram o pH dos meldes, os
valores ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05) (Figura 16). Resultado semelhante foi
observado por Lamikanra et al. (2000) ao avaliarem meldo minimamente processado sob
refrigeragdo por 14 dias. Em relagdo a acidez total do fruto analisado, verificou-se que apenas o
tempo de armazenamento influenciou este parametro, sendo os menores valores obtidos em 11 dias
de estocagem, diferindo estatisticamente dos demais (p>0,05) (Figura 17). Embora o menor teor de
acidez titulavel obtido tenha sido verificado no 11° e ndo no 14° dia como esperado, a redugdo da
acidez de frutas ao longo do seu periodo de armazenamento ¢ explicada pelo seu amadurecimento
que acarreta na utilizacdo dos acidos para a conversao de actcares (Magri et al., 2024). Pizarro et
al. (2006) com o intuito de verificar a qualidade de meldes minimamente processados mantidos por

15 dias sob diferentes temperaturas de 4 °C e 10 °C e embalagens (tereftalato de poliestireno ou
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bandeja de poliestireno), os autores constataram que a acidez dos frutos se manteve estavel durante

o tempo de analise.

Figura 16 - pH dos meldes minimamente processados com e sem filmes durante 14 dias de
armazenamento a 5 °C.
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Fonte: a autora (2024)

Figura 17 - Acidez (%) dos meldes minimamente processados com e sem filmes durante 14 dias de

armazenamento a 5 °C
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Fonte: a autora (2024).

A cor dos meldes minimamente processados foi analisada visualmente durante o tempo de

armazenamento (Figura 18). Observou-se um ligeiro escurecimento nos frutos dos trés tratamentos
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a partir do 7° dia de armazenagem, principalmente nos meldes com o filme adicionado com o

extrato da semente de jatoba. O escurecimento de frutas, apesar de indesejado do ponto de vista
organoléptico, ¢ um processo natural o qual ocorre pela acdo de enzimas como as
polifenoloxidases, entretanto, frutos mantidos sob baixas temperaturas (como as de refrigeracdo)
podem ter sua atividade enzimatica reduzida e, consequentemente, a sua mudanga de cor (Arruda et
al., 2003). Em seu trabalho sobre a sintese e aplicagdo de filmes fibrosos para a conservagao de
macas minimamente processadas, Shen et al. (2024) observaram o escurecimento gradativo das
frutas revestidas durante o tempo de armazenamento. Os meldes com os filmes com extrato
estavam levemente mais escuros que os meldes com o filme sem extrato e os do grupo controle,

provavelmente devido a transferéncia de pigmentos dos filmes para os frutos durante a estocagem.

Figura 18- Cor dos meldes minimamente processados com e sem filmes durante 14 dias de
armazenamento a 5 °C
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Fonte: a autora (2024).
A perda de massa ¢ um comportamento natural que ocorre com vegetais ao longo do seu

amadurecimento incentivado por diversos processos bioquimicos apdés o momento em que s3ao

colhidos e isso afeta na qualidade dos alimentos, uma vez que a perda de agua deixa os vegetais
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mais susceptiveis as injurias mecanicas durante o transporte e armazenamento e a proliferacao de

microrganismos, afetando também nas suas caracteristicas organolépticas, principalmente nos
frutos climatéricos (Abdi et al., 1998). Para a perda de massa a interacao entre os filmes e o tempo
de estocagem e os parametros isolados foram significados (p<0,05). Como consequéncia, o teste de
tukey foi realizado considerando o fator interagcdo entre os paradmetros. Os resultados indicaram que
a maior perda de massa ocorreu nos meldes com filme contendo 5% de extrato a partir de 4 dias de
estocagem (p>0,05). Em 11 dias de estocagem os filmes com e sem extrato demonstraram maiores
perdas de massa do que a amostra controle. Os meldes controle foram os que demonstraram os
menores valores de perda de massa ao longo do tempo, resultado oposto a maioria dos trabalhos
onde as frutas com filmes demonstram menores perdas de massa do que as amostras controle como
o estudo de Silva et al. (2018) que, ao revestirem goiabas com filmes de quitosana incorporados
com extrato da casca de tamarindo, constataram que os frutos revestidos apresentaram menor perda
de massa quando estes foram comparados aos frutos do grupo controle. Jacobs et al. (2020) ao
revestirem péras com filmes de amido e polpa de acerola, constataram que os frutos recobertos com
os filmes de amido de mandioca incorporados com 20% e 40% de polpa de acerola sofreram maior
perda de massa do que os frutos com filme sem adi¢do da polpa, porém essa perda foi menor do
que os das frutas sem filmes. A maior perda de massa verificada nos frutos revestidos pode estar
ligada ao carater higroscopico dos filmes obtidos a partir da mistura de amido e quitosana por
potencializarem, através da superficie de contato, a perda de 4gua contida nos meldes minimamente

processados (Oliveira et al., 2011).

Figura 19 - Perda de massa (%) dos meldes minimamente processados com e sem filmes durante 14
dias de armazenamento a 5 °C.
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5.10.1. Contagem de bactérias aerobias mesofilas e de bolores e leveduras

A contagem de microrganismos ¢ imprescindivel quando se trata de produtos destinados ao
consumo, uma vez que estes podem indicar a qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos (Singh et
al., 2023).

Ao observar a Tabela 10, verificou-se que as contagens de bactérias totais variaram entre
3,50 e 5,37 log UFC/g de bolores e leveduras entre 2,96 e 4,56 log UFC/g. Os meldes revestidos
com os filmes demonstraram menores contagens de bactérias totais ao longo da estocagem. No
ultimo dia houve uma reducdo de quase de 2 Log nos meldes com o filme contendo o extrato
quando comparado aos meldes controle. Resultado semelhante foi obtido por Wang et al. (2024)
que ao analisarem do ponto de vista microbiologico, fatias de carpas frescas embaladas com filmes
de quitosana incorporados ou ndo com extrato da casca de pinheiro, obtiveram menores contagens
de bactérias totais nas amostras contendo os filmes com extrato. De acordo com os autores, a maior
eficiéncia destes filmes pode ser explicada devido aos terpenos presentes no extrato, fitoquimicos
com acdo bactericida que atuam decompondo os lipidios e proteinas da membrana das células
bacterianas, os quais também podem ser encontrados no extrato da semente jatobd. A presenga de
terpendides nas sementes de casca do fruto do jatoba também foram associados por Scaramussa et
al. (2022) como sendo os principais responsaveis pela a¢do antimicrobiana do extrato obtido a
partir desses residuos.

Em relagdo aos bolores e leveduras, os dados obtidos demonstraram que ndo houve
influéncia dos tratamentos nem do periodo de armazenamento no nimero desses microrganismos
(p £ 0, 05) para os meldes com filme contendo ou ndo extrato. As contagens foram mantidas na
ordem de 3,0 Log a 4,0 Log. No Brasil ainda ndo ha uma legisla¢do especifica que determine os
parametros microbioldgicos de alimentos minimamente processados para bactérias aerobias
mesofilas e bolores e leveduras, entretanto, paises como Alemanha e Japao limitam os valores de
7,7 Log UFC/g e <5,0 Log UFC/g, respectivamente, para bactérias totais mesofilas, porém nao
foram encontrados nenhum relato acerca da contagem maxima para bolores e leveduras (Santos et
al., 2010). De acordo com Beuchat (1998), as bactérias mesoéfilas encontradas em frutas e outros
vegetais sdo provenientes da propria matéria-prima e geralmente, encontra-se entre 4,0 ¢ 6,0 Log

UFCl/g.

Tabela 10- Contagem de mesofilos aerdbios e bolores e leveduras dos meldes minimamente
processados com filmes com e sem extratos durante 14 dias de estocagem a 5 °C
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Contagens
(Log UFC/g)
Microrganismo Dias Controle E00 E02
0 4,38 £0,16° 4,40 £0,14® 427 £0,04°¢
4 4,23 £0,13° 4,12 £0,03 ® 4,14 £0,06°¢
Bactérias aerobias 7 5,37 £0,73 ¢ 4,61 £0,44 * 4,28 +£0,40°
mesofilas
11 4,67 £0,17° 4,56 +£0,01 * 3,50 £0,33°¢
14 529 +£04° 435 +0,29 @ 3,70 £0,5°¢
0 397 £0,41 ° 4,04 +0,06 ° 4,13 £0,18 @
4 4,36 £0,06 * 4,33 £0,08 * 4,05 £0,30 °
Bolores e leveduras 7 4,56 +£0,78 4,12 £0,68 *® 4,01 £0,63 ®
11 3,92 +£0,83 ® 3,75 £0,76 ® 328 +£0,42 *®
14 3,99 £0,50 ° 345 +£0,49 © 2,96 +0,59 @

Média + Desvio Padrao.

Letras mintsculas iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenga significativa entre os filmes (p < 0, 05) pelo
Teste de Tukey.
Fonte: a autora (2024).

6. CONCLUSOES

Diferentes formulagdes de filmes de quitosana, amido do carogco de abacate, extrato
etandlico de sementes de jatoba e glicerol foram eficientemente elaboradas. O extrato da semente
de jatoba apresentou teores significativos de compostos fendlicos, o quais demonstraram potencial
para inibir a atividade bacteriana e captar radicais livres.

O amido extraido do carogo de abacate em sinergia com a quitosana apresentou viabilidade
para compor biopolimeros transparentes e maledveis em todas as formulacdes testadas. A
incorporagdo de concentragdes aumentadas de extrato a matriz polimérica dos filmes exerceu forte
influéncia nas propriedades dos biopolimeros. Foi observado o aumento da estabilidade térmica dos
filmes, da atividade antioxidante e antibacteriana, e a redugdo das taxas de umidade e solubilidade
em agua, propriedades importantes quando trata-se de embalagens bioativas. Todos os filmes

apresentaram rapida biodegradabilidade em solo fértil nas condi¢des testadas, contudo, os filmes
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com extrato da semente do jatobd exigiram um tempo um pouco maior quando comparados ao

filme sem extrato.

O filme com 15% de extrato (E03) apesar de ter demonstrado a atividade antimicrobiana
frente a um maior nimero de cepas quando comparado as demais formulagdes, sua estrutura menos
flexivel limitou a aplicacdo para a conservagao dos meldes minimamente processados, sendo mais
adequado a aplicacdo do filme EO02 contendo 10% de extrato, uma vez que este demonstrou
potencial de inibi¢do bacteriana semelhante.

A aplicagdo de filmes E02 e sem extrato , ndo alterou o teor de so6lidos soluveis e o pH e
nao influenciou a acidez dos meldes minimamente processados durante a estocagem a 5 °C por 14
dias. No entanto, o filme com extrato demonstrou excelente potencial para a redugdo de bactérias
aerobias mesofilas em até 1 Log a carga e controlou o crescimento de bolores e leveduras durante o
periodo de estocagem.

Tais resultados demonstraram que os filmes biodegradaveis constituidos de amido do
caroco de abacate e quitosana com ou sem adicdo de 10% de extrato da semente de jatoba
apresentaram potencial para serem utilizados como embalagens bioativas antimicrobianas para a
conservagdo de meldo minimamente processado. Pesquisas futuras podem ser realizadas com o
intuito de explorar o mesmo potencial verificado neste estudo na conservagdo de outros tipos de

alimentos.
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