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RESUMO

O desenvolvimento de materiais de embalagem, como filmes e revestimentos comestiveis a
base de biopolimeros, tem sido uma tendéncia promissora, pois além de manter a qualidade
dos alimentos, sdo também biodegradaveis, sendo uma alternativa eficaz frente ao uso de
materiais sintéticos, como os plasticos, por contribuir na redugdo do impacto ambiental que
estes tém causado por ndo serem biodegradaveis. O principal objetivo do estudo foi produzir
filmes e revestimentos comestiveis a base de quitosana e galactomanana de A. pavonina L.,
com a incorporacao de acetato de sodio e caracteriza-los quanto as suas propriedades fisicas e
antimicrobianas. Os filmes foram obtidos por casting e caracterizados quanto a
permeabilidade ao vapor de agua, permeabilidade ao oxigénio (O;) e ao didxido de carbono
(COy), tensdo maxima, tensdo na ruptura, deformacdo na ruptura e modulo de Young,
solubilidade em &gua, opacidade e cor. A atividade antimicrobiana dos revestimentos contra
Listeria monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 1026 e Salmonella Enteritidis ATCC 1132 também foi analisada. O filme
de quitosana-galactomanana com a adi¢do de acetato de sddio foi um dos filmes menos
solliveis em &gua e apresentou menores valores de permeabilidade ao vapor de agua e de
deformacéo na ruptura, sendo o filme mais rigido por apresentar o maior médulo de Young.
As blendas apresentaram os maiores valores de tensdo méxima e tensdo de ruptura. Foi
observada a reducdo da permeabilidade ao O, e 0 aumento da permeabilidade ao CO; nos
filmes de galactomanana com a incorporacao de acetato de sodio. Filmes com galactomanana
em sua composicdo sdo mais opacos e apresentam maiores valores de luminosidade. Os
filmes que contém quitosana apresentaram baixa solubilidade em &gua e altos valores do
componente b*. Nenhum dos revestimentos preparados foram efetivos contra o crescimento
de S. aureus e 0s revestimentos a base de galactomanana ndo apresentaram nenhuma
atividade antimicrobiana contra os micro-organismos estudados. O revestimento de quitosana
de alto peso molecular (1%) foi efetivo contra bactérias Gram negativas (P. aeruginosa e S.
Enteritidis) e Gram positiva (L. monocytogenes). Porém, observou-se que ndo ha efeito
bactericida da blenda contra S. Enteritidis, sugerindo-se que a atividade antimicrobiana da

quitosana foi diminuida.

Palavras-chave: Filme comestivel, Embalagem de alimentos, Filmes biodegradaveis.



ABSTRACT

The development of packaging materials such as edible films and coatings based on
biopolymer, has been a promising trend, as well as maintaining the quality of food, are also
biodegradable, being an effective alternative against the use of synthetic materials such as
plastics for contributing to reducing the environmental impact that these have caused by not
being biodegradable. The main objective of the study was to produce edible films and
coatings based on chitosan and galactomannan of A. pavonina L., with the incorporation of
sodium acetate and characterize them as to their physical and antimicrobial properties. The
films were obtained by casting and characterized as its water vapor permeability, oxygen
permeability (O,) and carbon dioxide (CO,), maximum stress, tensile strength, elongation at
break and Young's modulus, solubility in water, opacity and color. The antimicrobial activity
of the coatings against Listeria monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 1026 e Salmonella Enteritidis ATCC 1132 was also
analyzed. The film of chitosan-galactomannan with the addition of sodium acetate was one of
the least water solubility and showed lower water vapor permeability and elongation at break,
being the most rigid film for presenting the highest Young's modulus. The blends showed the
highest values of maximum stress and tensile strength. Reducing the permeability to O, and
the increase in CO, permeability films galactomannan with the addition of sodium acetate was
observed. Films with galactomannan in their composition are more opaque and have higher
brightness values. The films containing chitosan exhibited low water solubility and high b*
component values. None of the prepared coatings were effective against the growth of S.
aureus and coatings based on galactomannan showed no antimicrobial activity against the
microorganisms studied. The coating of high molecular weight chitosan (1%) was effective
against Gram negative (P. aeruginosa and S. Enteritidis) and Gram positive (L.
monocytogenes) bacteria. However, it was observed that no bactericidal effect against S.
Enteritidis blend, suggesting that the antimicrobial activity of chitosan was decreased.

Keywords: Edible films, Food Packaging, Biodegradable films.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda do consumidor por alimentos com maior qualidade e
prolongado prazo de validade, em conjunto com politicas de gestdo do meio ambiente tém
intensificado a busca de novos métodos e tecnologias para a melhor conservacao de alimentos
(PEREDA et al., 2011; VASCONEZ et al., 2009).

Com o intuito de substituir parcialmente as embalagens plasticas, que por nao
serem biodegradaveis tem causado sérios problemas ambientais, as indUstrias de alimentos e
embalagens tém buscado alternativas. Alguns dos residuos de embalagens poderiam ser
reduzidos, por exemplo, se filmes e revestimentos comestiveis forem utilizados na industria
alimentar, devido a sua biodegradabilidade (AIDER, 2010; PINHEIRO et al., 2010; SCHOU
et al., 2005).

Sdo exemplos de materiais utilizados para produzir filmes e revestimentos
comestiveis e biodegradaveis os polissacarideos, como quitosana, que tem apresentado
atividade antimicrobiana contra alguns micro-organismos, e galactomanana, que é uma goma
presente no endosperma de espécies de vegetais, particularmente as leguminosas (AIDER,
2010; PINHEIRO et al., 2010; VICENTE et al., 2010).

Além de seus efeitos protetores, filmes e revestimentos comestiveis podem
também atuar como transportadores de uma ampla gama de aditivos alimentares, incluindo
antimicrobianos, como o acetato de sodio, que tém sido usado inclusive em pescado
(VICENTE et al., 2010; SALLAM, 2007 a e b).

Este trabalho teve o objetivo de produzir filmes e revestimentos comestiveis a
base de quitosana e galactomanana de A. pavonina L., com a incorporacdo de acetato de

sodio, e caracteriza-los quanto as suas propriedades fisicas e antimicrobianas.



12

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir filmes e revestimentos comestiveis & base de quitosana e galactomanana
de A. pavonina L., com a incorporacdo de acetato de sodio, e caracteriza-los quanto as suas

propriedades fisicas e antimicrobianas.

2.2 Objetivos especificos

e Elaborar filmes comestiveis a base de quitosana e galactomanana de A. pavonina L. e
realizar sua caracterizacgdo fisica;

e Estudar a interagdo de diferentes componentes (quitosana/ galactomanana/ acetato de
sodio) nos filmes/ revestimentos comestiveis elaborados;

o Verificar o efeito dos revestimentos comestiveis contra 0s micro-organismos (Listeria
monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 1026 e Salmonella Enteritidis ATCC 1132).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Filmes e revestimentos comestiveis

A embalagem desempenha um papel decisivo na melhoria da vida de prateleira de
alimentos (BOURBON et al., 2011), apresentando como fungdes a protecdo do conteudo em
relagdo ao ambiente externo e manutencdo da qualidade do produto durante o armazenamento.
Além disso, o retardo da deterioracdo do produto, devido a embalagem, significa uma reducéo
no desperdicio de alimentos, o que implica num significativo beneficio que deve ser
considerado na cadeia de fornecimento de alimentos (LECETA et al., 2013).

Por apresentarem excelentes propriedades termomecéanicas, sdo largamente
utilizados materiais de embalagem convencionais elaborados a partir de polimeros sintéticos a
base de petrdleo, tais como plasticos e seus derivados, e, embora sejam eficazes para a
conservacdo de alimentos, estes materiais tém causado sérios problemas ambientais,
mostrando-se na industria alimentar como uma fonte de poluicdo e de preocupacdo social,
pelo fato de ndo serem biodegradaveis (AIDER, 2010; PINHEIRO et al., 2010; SHARMIN et
al., 2012).

Tal problematica tem feito as industrias de alimentos e embalagens se esforcarem
com o proposito de reduzir a quantidade de materiais ndo biodegradaveis em embalagem de
alimentos, exigindo assim a busca de alternativas que superem este grave problema, a fim de
substituir parcialmente as embalagens plasticas. Alguns destes residuos de embalagens
poderiam ser reduzidos, por exemplo, se filmes e revestimentos comestiveis forem utilizados
na industria alimentar (AIDER, 2010; SCHOU et al., 2005). Acredita-se que os biopolimeros
constituem uma fonte alternativa promissora para o desenvolvimento de embalagens devido a
sua biodegradabilidade (MA et al.,, 2012; KHWALDIA, ARAB-TEHRANY, DESOBRY,
2010; PINHEIRO et al., 2010, TONGNUANCHAN, BENJAKUL, PRODPRAN, 2012)).

Sendo o uso de filmes e revestimentos comestiveis como materiais de embalagens
ainda uma das formas mais promissoras de manutencao da qualidade de alimentos, eles tém
sido investigados pela capacidade de evitar a desidratacdo ou a absor¢do de agua pelo
alimento, a perda de aromas e por limitar a penetragdo do oxigénio para o material alimentar,
reduzindo as reacbes de oxidacdo e, por estas razdes, tém atraido atencdo especial na
conservacao de alimentos, pois podem ser utilizados como materiais de revestimento para
prolongar a vida de prateleira de diferentes produtos (AIDER, 2010; DHANAPAL et al.,
2012, GOMEZ-ESTACA et al., 2007).
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Filmes e revestimentos comestiveis sdo finas camadas de materiais comestiveis
aplicadas em produtos alimentares que desempenham um papel importante na sua
distribuicdo, conservacdo e comercializacdo, pois protegem o produto contra danos
mecanicos, fisicos, quimicos e de atividades microbiolégicas (FALGUERA et al., 2011). Na
indUstria de alimentos, apresentam algumas vantagens, tais como comestibilidade, aparéncia
estética, biocompatibilidade com tecidos humanos, propriedades de barreira, sendo nao-
toxico, ndo-poluente e de baixo custo (VASCONEZ et al., 2009).

Revestimentos e filmes comestiveis sdo dois termos usados em embalagens de
alimentos, as vezes sem qualquer distin¢cdo. No entanto, é importante distingui-los: o filme,
também denominado de pelicula, € uma camada fina pré-formada, preparada separadamente
dos alimentos e mais tarde aplicada a ele, enquanto o revestimento (também conhecido como
solugéo formadora de filme ou solugédo filmogénica) pode ser uma suspensdo ou uma emulsédo
aplicada diretamente sobre a superficie do alimento, levando a posterior formagdo de um
filme (FALGUERA et al., 2011; VICENTE et al., 2010).

Alguns autores tém utilizado o termo “biofilme” para se referirem a filme
comestivel biodegradavel. Tal alusdo é feita erroneamente. Devido a falhas nos
procedimentos de higienizacdo, residuos acumulam-se em equipamentos e superficies,
tornando-se uma potencial fonte de contaminacdo. Os micro-organismos se aderem,
interagem com a superficie e iniciam o crescimento celular. Coldnias sdo originadas desta
multiplicacdo, e quando a massa celular é suficiente para agregar nutrientes, residuos e outros
micro-organismos, esta formado o que se denomina biofilme (MACEDO, 2000).

Além de seus efeitos protetores, filmes e revestimentos comestiveis podem
também atuar como transportadores de uma ampla gama de aditivos alimentares, incluindo
antioxidantes, agentes anti-escurecimento, antimicrobianos', corantes e sabores. Como
resultado, a vida til dos alimentos poderia ser estendida, o risco do crescimento de patdgenos
em superficies de alimentos poderia ser reduzido e a qualidade sensorial reforgada (VICENTE
et al. 2010).

! O uso de antimicrobianos em filmes e revestimentos comestiveis pode ser mais eficiente do que a adicéo de
agentes antimicrobianos diretamente no alimento, uma vez que estes podem seletivamente e gradualmente
migrar do filme e revestimento para a superficie dos alimentos, mantendo assim altas concentragdes (ELSABEE,
ABDOU, 2013).
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3.1.1 Materiais utilizados na elaboracgéo de filmes/revestimentos comestiveis

Os materiais utilizados para elaborar filmes e revestimentos comestiveis e
biodegradaveis podem ser originarios de diversas fontes naturais, que sdo em muitos casos
residuos da pesca, agricultura ou pecuaria (GOMEZ-ESTACA et al., 2010). Esses materiais
caracterizam-se pela sua complexidade estrutural e diversidade funcional e sdo classificados
como lipidios e hidrocoldides (proteinas e polissacarideos), com a adicdo de plastificantes e
surfactantes (DHANAPAL et al., 2012; PINHEIRO et al., 2010, VICENTE et al., 2010).

3.1.1.1 Lipidios

Normalmente, os compostos hidrofébicos, tais como Gleos essenciais, acidos
graxos e ceras, sao incorporados a filmes a base de hidrocol6ides para melhorar as suas
propriedades de barreira a agua (RUIZ-NAVAJAS et al., 2013; TONGNUANCHAN,
BENJAKUL, PRODPRAN, 2012). Existem desvantagens de empregar lipidios em materiais
de embalagem comestivel, pois podem conferir ao alimento sabor e textura de cera, superficie
gordurosa e potencializar o desenvolvimento de rango (JANJARASSKUL, KROCHTA,
2010).

3.1.1.2 Hidrocoldides

Sdo polimeros hidrofilicos de origem vegetal, animal, microbiana ou de origem
sintética, que geralmente contém muitos grupos hidroxila e podem ser polieletrolitos (por
exemplo, alginato, carragenana, carboximetilcelulose, goma arabica, pectina e goma de
xantana). Todos os hidrocoldides utilizados sdo total ou parcialmente solGveis em agua e sdo
usados principalmente para aumentar a viscosidade da fase continua (fase aquosa), ou seja,
como agente de gelificagdo ou espessante. Eles também podem ser utilizados como agentes
emulsionantes, devido ao seu efeito de estabilizacdo de emulsdes derivado de um aumento na
viscosidade da fase aquosa da pelicula comestivel (DHANAPAL et al., 2012; SCIARINI et
al., 2009).

a) Proteinas: como colageno, gelatina, proteinas do leite e gluten do trigo, sdo
heteropolimeros contendo uma variedade de aminoacidos, que podem ser

submetidos a uma ampla gama de interacGes e de reacfes quimicas. Filmes a base
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de proteinas geralmente tém boas propriedades mecénicas, Opticas e sdo
excelentes barreiras contra o transporte de oxigénio e dioxido de carbono, aromas
e lipidios, porem possuem elevada permeabilidade ao vapor de agua. Devido a
natureza hidrofilica das proteinas, as propriedades de barreira e as mecanicas dos
filmes a base deste polimero sdo comprometidas pela umidade
(JANJARASSKUL, KROCHTA, 2010; TONGNUANCHAN, BENJAKUL,
PRODPRAN, 2012).

b) Polissacarideos: sdo polimeros naturais que dependendo da sua fonte podem
ser neutros ou carregados. Estdo envolvidos no metabolismo energético de plantas
(amido) e animais (glicogénio), agindo também na funcdo estrutural de células
vegetais (celulose, pectina) ou no esqueleto de insetos e outros animais (quitina)
(NELSON, COX, 2000). Os polissacarideos usados na producdo de filmes e
revestimentos incluem: amido, alginatos, carragenatos, quitosana e gomas. Como
fonte de gomas naturais existe, por exemplo, os extratos de algas marinhas
(alginatos, &gar), as gomas de sementes (galactomananas) ou raizes (PINHEIRO
et al., 2010). Uma variedade de polissacarideos e seus derivados tém sido testados
para 0 uso potencial como embalagem comestivel por serem abundantes, de baixo
custo e de facil manuseio. Os polissacarideos apresentam boas propriedades de
formacao de filme, mecanicas e de barreira a gas, sendo também barreiras eficazes
contra bleo e lipidios, mas oferecem pouca resisténcia a umidade, o que afeta suas
propriedades funcionais, pois sao hidrofilicos (BOURBON et al., 2011;
JANJARASSKUL, KROCHTA, 2010).

3.1.1.2.1 Quitosana

A quitina, que é o principal componente do exoesqueleto de artrépodes, como
lagostas, camardes e caranguejos, tem sido extraida a partir destes residuos solidos gerados
devido ao processamento na industria de pescado. Atraves do processo de desacetilagdo, a
quitina pode ser convertida em um outro polissacarideo denominado quitosana® (FIGURA 1)

e, desta forma, a utilizacdo de quitosana traria uma vantagem adicional por minimizar os

2 A Unica diferenca entre a quitosana e a quitina é a substituicdo do grupo acetoamino, na posicao 2, pelo grupo
amino (GONCALVES, 2011).
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residuos sélidos gerados pela industria pesqueira, além de ser economicamente viavel
(PINHEIRO et al., 2010; ZIANE et al., 2008).

A quitosana é o segundo polissacarideo mais abundante encontrado na natureza
depois da celulose, conhecida por ser biodegradavel, biofuncional, biocompativel e ndo-toxica
(ABDOLLAHI, REZAEI, FARZI, 2012; DUTTA et al., 2009). E insoltvel na maioria dos
solventes, mas é solivel em &cidos organicos diluidos, tais como acido acético®, 4cido
formico, acido succinico, acido latico e acido malico. Apresenta uso limitado devido a sua
insolubilidade na &gua, alta viscosidade e tendéncia a coagular com proteinas a um pH
elevado (RABEA et al., 2003).

Figura 1 - Representacdo das estruturas primarias de quitina e quitosana, onde n é o grau de

polimerizagéo.

CH,OH NHCOCH:
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NHCOCH; CH,0H n
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CH;OH N
7 - -”"D.__ uryf "'*wf*f[ ‘1
A Ho— —O— 0
NH,
CH,0H n

QUITOSANA

Fonte: BATTISTI, M. V., CAMPANA-FILHO, 2008.

Os materiais a base de quitosana podem ser utilizados para produzir filmes e
revestimentos comestiveis devido as suas caracteristicas viscoelasticas, dando origem a filmes
resistentes, duradouros e flexiveis e a maioria das propriedades mecanicas de filmes de
quitosana sdo comparaveis as de muitos polimeros comerciais (PINHEIRO et al., 2010;
RABEA et al., 2003). Além disso, a quitosana traz algumas vantagens sobre outros polimeros
utilizados como materiais de embalagem devido ao seu comportamento antibacteriano e a sua

capacidade quelante de minerais bivalentes (AIDER, 2010). Porém, os filmes de quitosana

% 0 4cido acético tem sido frequentemente utilizado como um solvente para o producéo de filmes de quitosana,

mas confere um forte aroma e sabor acido aos alimentos (CASARIEGO et al., 2008).
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apresentam uma baixa permeabilidade a gases (CO, e O,) e sdo altamente permeavéis ao
vapor de agua (BOURBON et al., 2011).

Apesar do conveniente e universal uso de conservantes, os processadores de
alimentos e os consumidores tém desejado reduzir o uso de produtos quimicos sintéticos em
conservacao de alimentos. Por conseguinte, tem havido um interesse crescente na aplicagéo
de agentes naturais como bio-conservantes (CAO et al., 2012).

Filmes de quitosana tém sido utilizados com sucesso como material de
embalagem para conservacdo da qualidade de uma variedade de alimentos, pois Varios
estudos mostraram que a quitosana é caracterizada por uma atividade antimicrobiana contra
uma ampla gama de microrganismos, incluindo fungos, algas e algumas bactérias, podendo
ser utilizada a fim de aumentar o tempo de armazenamento de produtos (RABEA et al., 2003;
AIDER, 2010; JAYATHILAKAN et al., 2012; LI et al., 2013).

A atividade antimicrobiana da quitosana varia consideravelmente com o tipo de
quitosana, particularmente com o grau de desacetilacdo, peso molecular, o organismo alvo e
as condicdes do meio no qual € aplicada, especialmente o pH, a forca i6nica e presenca de
solutos susceptiveis a reagir com a quitosana através da interacdo eletrostatica e/ou ligacao
covalente, que podem bloquear totalmente a reatividade do grupo amina ativo, tendo
demonstrado maior efeito bactericida contra bactérias Gram positivas (AIDER, 2010;
ELSABEE, ABDOU, 2013).

O grau de polimerizacdo de sete unidades monoméricas, no minimo, é necessario
para obter efeito antibacteriano significativo. Fragdes de peso molecular muito baixo tém
pouca ou nenhuma atividade antimicrobiana. Também foi demonstrado que a quitosana
altamente desacetilada apresentou atividade antimicrobiana maior do que a quitosana com
maior propor¢do de grupos amino acetilados. A solubilidade da quitosana e densidade de
carga que permitem o aparecimento do efeito antimicrobiano é diretamente afetada pelo grau
de desacetilagéo, pois o alto grau de desacetilagdo aumenta a solubilidade da quitosana e a
densidade de carga. Estes dois fatores sdo importantes para a adesdo da quitosana a célula
bacteriana (AIDER, 2010).

A viscosidade das solucBes contendo quitosana é afetada pelo grau de
desacetilacdo, pelo peso molecular, pela concentracdo, pela forca idnica, pelo pH e pela
temperatura. Geralmente, @ medida que a temperatura aumenta, a viscosidade da solugéo de
quitosana diminui. O efeito do pH na viscosidade das solu¢bes depende do acido usado, o que
pode afetar o filme ou revestimento resultante (RABEA et al., 2003, NO et al., 2007).



19

Devido ao seu carater catidnico, a quitosana tem a particularidade de se ligar a
parede celular bacteriana através de interacao eletrostatica e pode causar danos por perturbar o
transporte de nutrientes para a célula. A quitosana tem o potencial de se ligar a muitos
componentes de alimentos diferentes, tais como alginatos, pectinas, proteinas, polieletrolitos
inorganicos, tais como polifosfatos e espécies de ions carregados positivamente. Em matrizes
alimentares complexas, a particularidade acima mencionada pode diminuir o efeito
antimicrobiano da quitosana, sendo este fator uma boa indicacdo de que os resultados
promissores obtidos in vitro, com sistemas modelo em tampdes ou meios microbiolégicos,
ndo sdo necessariamente aplicdveis em sistemas alimentares reais, que sdo matrizes
complexas (AIDER, 2010).

Tem sido demonstrado que a atividade antimicrobiana da quitosana e
filmes a base de quitosana aumenta quando se diminui o pH. Os valores de pH baixos (até
5,5) aumentam a atividade antimicrobiana de quitosana devido a sua maior solubilidade e
protonacao no intervalo de pH acido (AIDER, 2010).

Como teoria, tem-se sugerido que a carga positiva do grupo amina (NH3") a
valores de pH mais baixo do que o pKa (pH <6,3), em que este grupo funcional carrega 50%
da sua carga elétrica total, permite interacGes com a carga negativa das membranas celulares
microbianas, um fendbmeno que é suscetivel de causar um vazamento de constituintes
intracelulares. No entanto, mesmo sendo esta uma explicacdo bem reconhecida quanto ao
efeito antimicrobiano da quitosana, ndo ha evidéncia direta que demonstre este

comportamento contra as bactérias (AIDER, 2010).

3.1.1.2.2 Galactomananas

Entre os varios tipos de polissacarideos encontrados na natureza estdo as
galactomananas, também conhecidas como gomas. Quimicamente, sdo polissacarideos
constituidos por uma cadeia linear de unidades de manose unidas por ligacdes a-(1—4),
ramificados por unidades de D-galactose unidas por liga¢des B-(1—6) (FIGURA 2). Presentes
no endosperma de varias espécies de vegetais, particularmente em leguminosas, possuem
diferentes fungdes, incluindo reserva de carboidratos. Estes hidrocol6ides ndo sdo toxicos e
nem poluem durante a producdo e a aplicacdo (JIANG et al., 2011; PINHEIRO et al., 2010).

A sua estrutura polimérica das galactomananas € principalmente influenciada pela
proporcdo de unidades de manose/galactose, pela distribuicdo de residuos de galactose na

cadeia principal e pelo peso molecular, o que também difere uma galactomanana de outra e
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causa variagOes reologicas, na solubilidade e em outras propriedades (AZERO, ANDRADE,
2002; FALGUERA et al., 2011; VIEIRA et al., 2007).

Em geral, galactomananas com valores mais elevados de galactose (G) séo
prontamente soltveis em H,O, porém apresentam menor capacidade de formacdo de gel,
enquanto galactomananas com superior contetdo de manose (M) tém a tendéncia de interagir
com polissacarideos gelificantes. Fatores como o grau de maturagdo das sementes, o local de
cultivo e as diferencas nos procedimentos de extracdo e purificacdo sdo conhecidos por
desempenhar um papel determinante na relacdo M/G e podem justificar as diferencas
encontradas na literatura (SRISVASTAVA, KAPOOR, 2005; CERQUEIRA et al., 2009a).
Galactomananas extraidas de A. pavonina L. por Cerqueira et al. 2009a apresentaram uma
relacdo de manose/galactose de 1,35, sendo este valor inferior ao relatado por Tavares (1999),
que foi de 1,8.

As galactomananas sdo ingredientes extremamente importantes na industria
alimentar, uma vez que resultam em solucBes com elevada viscosidade, atuam como
emulsificantes e interagem efetivamente com outros polissacarideos para formar géis. Uma
das maiores vantagens dos galactomananas € a sua capacidade de formar solucGes bastante
viscosas a baixas concentragdes, sendo ligeiramente afetadas pelo pH, pela forca i6nica e pelo
calor (CERQUEIRA et al., 2011; MARTINS et al., 2010; PINHEIRO et al., 2010). O
aquecimento de galactomananas a temperaturas superiores a 60 °C proporciona uma elevada
viscosidade inicial, mas ocasiona uma baixa estabilidade (CERQUEIRA et al., 2011).

Devido ao carater neutro de suas moléculas, a viscosidade das solucBes de
galactomananas tende a permanecer constante ao longo de uma ampla faixa de pH (1-10,5)
(CERQUEIRA et al., 2011).

A Carolina (Adenanthera pavonina L.), espécie arbdrea que apresenta até 15
metros de altura, pertencente a familia das leguminosas, nativa da Asia tropical e
popularmente também conhecida como olho-de-dragéo, € usada em reflorestamento e também
constitui uma importante fonte de madeira. O cozimento das sementes e da madeira permite a
sua utilizacdo no tratamento de infeccGes pulmonares e também no tratamento da oftalmia
crénica. Além disso, foi recentemente utilizada para desenvolver revestimentos de novas
fontes de galactomananas (CERQUEIRA et al., 2009a, FONSECA, PEREZ, 2003; LIMA et
al., 2010). As folhas e sementes de Adenanthera pavonina L. sdo mostradas na FIGURA 3.



Figura 2 - Estrutura molecular geral de galactomananas.
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Fonte: CERQUEIRA et al., 2011.

Figura 3 - Folhas e sementes de Adenanthera pavonina L.

Fonte: http://www.jacarandamimoso.com.br/2012/08/pau-brasil-madeira-e-resina-uma-patria.html.
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Na obtencdo do endosperma bruto de sementes quiescentes de A. pavonina L.,
ocorre uma etapa de secagem. Este processo pode determinar a cor do produto final. De
acordo com Frank e Hofmann (2000), a combinacdo de uma atividade de agua relativamente
baixa e temperatura elevada pode favorecer a reacdo de Maillard, causando o escurecimento
da galactomanana, no caso de secagem realizada em estufa, por exemplo. No presente
trabalho, a galactomanana de A. pavonina L. foi liofilizada, minimizando assim o

escurecimento e a umidade durante o armazenamento a longo prazo.

3.1.1.3 Compdsitos ou blendas

A mistura de biopolimeros ou blenda, isto é, a producéo de filmes e revestimentos
comestiveis combinando diferentes polissacarideos, proteinas e lipidios, € um dos métodos
Uteis para a obtencdo de novos materiais com propriedades funcionais desejadas e tem
havidogrande progresso cientifico e comercial nas aplicacbes realizadas na area de
alimentos(RAO et al., 2010).

Do ponto de vista tecnoldgico, as blendas sdo normalmente classificadas em
compativeis e incompativeis. Diz-se que sdo compativeis quando suas propriedades finais
apresentam um comportamento aditivo ou sinérgico em relacdo aos valores apresentados
pelos componentes individuais. J& um sistema incompativel é aquele que apresenta valores
das propriedades inferiores aos apresentados pelos componentes em separado, tratando-se de
um efeito antagbnico (JACOB, 2006).

O objetivo de produzir filmes e revestimentos comestiveis a partir de blendas de
biopolimeros é o de potencializar as diferentes caracteristicas funcionais (propriedades) de
cada composto, alcancando assim um efeito de sinergia entre eles. A partir de mudancas
conformacionais e de interacbes quimicas entre os dois polimeros, propriedades fisicas e
mecénicas podem ser melhoradas, em comparacdo com aqueles obtidos a partir de polimeros
puros (CAMPOS, GERSCHENSON, FLORES, 2011). Isto ndo depende apenas dos
compostos utilizados na matriz polimérica, mas também da compatibilidade destes
(ELSABEE, ABDOU, 2013; FALGUERA et al., 2011; GALUS, LENART, 2013; MARTINS
etal., 2012).
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3.1.1.4 Aditivos usados em filmes e revestimentos comestiveis

Os aditivos sdo incorporados a solucdo formadora de filme para melhorar as
propriedades estruturais, mecanicas e de manuseio (JANJARASSKUL, KROCHTA, 2010).
Alguns aditivos utilizados estéo relacionados abaixo:

a) Plastificantes: sdo uma importante classe de compostos de baixo peso
molecular (n&o-volatil) que sdo amplamente utilizados em inddstrias de polimeros
como aditivos. E de grande importancia a compatibilidade entre o plastificante e o
polimero e varios parametros podem indicar esse recurso, incluindo a polaridade,
ligacGes de hidrogénio, constante dielétrica e parametros de solubilidade (VIEIRA
et al., 2011). Os mais comumente usados sdo os oligossacarideos (sacarose),
poliois (propilenoglicol, sorbitol, polietilenoglicol, glicerol), e &gua. Na verdade, a
agua é um diluente natural, que plastifica ou ndo plastifica alguns filmes
dependendo da quantidade sorvida sobre a matriz de filmes (SKURTYS et al.,
2012). O plastificante mais utilizado é o glicerol (FIGURA 4), por causa da sua
maior estabilidade e compatibilidade com as cadeias biopoliméricas hidrofilicas,
em comparacdo com sorbitol, polietileno glicol (PEG) e os aclcares (CAMPOS,
GERSCHENSON, FLORES, 2011). Com o objetivo de aumentar a flexibilidade,
diminuir a fragilidade e melhorar o seu manuseio, os plastificantes s&o
adicionados em filmes de polissacarideos, pois reduzem as forcas
intermoleculares e aumentam a mobilidade das cadeias poliméricas, permitindo
uma maior absor¢do de moléculas de agua. Alguns dos filmes de polissacarideos
sem plastificantes na sua constituicdo tornam-se bastante quebradigos
(BOURBON et al., 2011, CERQUEIRA et al., 2011, PINHEIRO et al., 2010).
Sabe-se que a adigdo de plastificante diminui a presenca de fendas e poros,

melhora a disperséo e reduz a permeabilidade a gases (LIMA et al., 2010).
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Figura 4 - Representacdo da estrutura quimica do glicerol.
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Fonte: http://isite.Ips.org/sputnam/biclogy/u2biochemistry/lipid_lab htm.

b) Antimicrobianos: muitos agentes antimicrobianos tém sido utilizados na
formulagdo de filmes e revestimentos comestiveis a fim de inibir a microbiota
deteriorante e reduzir o risco de patdgenos. Os antimicrobianos mais comumente
usados sdo alguns polipeptideos como a nisina, o sistema lactoperoxidase, alguns
extratos vegetais e seus 6leos essenciais e acidos organicos, tais como acetato de
sodio. O acetato de sodio, também chamado de etanoato de sédio, é um composto
cristalino, de formula CH3;COONa (FIGURA 5), que além de controlar o
crescimento microbiano, melhora atributos sensoriais e estende a vida de
prateleira, sob diferentes condicbes de armazenamento, de varios sistemas de
alimentos, incluindo pescado. Além de impedir o crescimento de bactérias de
deterioracdo de alimentos, 0 acetato de sddio apresentou atividade antibacteriana
contra varios patogenos de origem alimentar, incluindo S. aureus e L.
monocytogenes. Estes sais estdo amplamente disponiveis, sdo econdmicos e
GRAS (geralmente reconhecidos como seguros) (CAMPOS, GERSCHENSON,
FLORES, 2011; SALLAM, 2007a). Além dos métodos tradicionais usados, tais
como o armazenamento sob refrigeracdo e gelo, varias estratégias que envolvem o
uso de acidos organicos ou outros agentes antimicrobianos para estender a vida
uatil de pescado, por exemplo, tém sido propostas para inibir o crescimento de
micro-organismos deteriorantes e patogénicos (FERNANDEZ-SAIZ et al., 2013).

Figura 5 - Representacdo da estrutura quimica do acetato de sodio.
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Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Acetato_de s%C3%B3dio.
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3.1.1.5 Métodos de obtencgdo de filmes comestiveis

Os filmes comestiveis podem ser obtidos através de dois processos principais, isto
é, pela evaporacdo do solvente (casting) e por extrusdo. O processo de formacdo de filme
mais frequentemente relatado na literatura cientifica é o método de casting, onde o
biopolimero é dissolvido no solvente e homogeneizado com plastificantes e/ou aditivos,
formando uma solucdo filmogénica. Esta solucdo é levada para secar, sobre um suporte, até a
evaporacao de todo o solvente. A escolha do suporte é importante para a obtencao de filmes,
pois estes devem ser facilmente retirados, sem qualquer dano, depois que o solvente é
evaporado. Essa evaporacdo também pode ser acelerada com a utilizacdo de aquecedores, tais
como estufas (DHANAPAL et al., 2012; GENNADIOS, 2002; GOMEZ-GUILLEN et al.,
2009; JESUS, 2009).

Quando se produzem filmes por casting, o controle da espessura depende
largamente da viscosidade da solu¢do homogénea. Esta técnica exige um controle rigoroso da
forma do suporte e do nivel da estufa para evitar diferencas na espessura provocadas por
desniveis durante a secagem (TEIXEIRA, 2013).

Porém, para a producdo em escala industrial, o método de casting apresenta
algumas desvantagens, como o tempo de processo. Conforme Fishman et al. (2000), a
utilizacdo do processo de extruséo para a producdo de filmes comestiveis em escala industrial
seria uma solucdo para o problema, por apresentar como vantagens a rapidez e menores custos
de producdo. Outro fator a ser considerado é que este processo ja € empregado na producao de
embalagens sintéticas convencionais, como as de polietileno, polipropileno, polietileno
tereftalato, dentre outras. Contudo, o método de extrusao pode afetar as propriedades do filme
comestivel devido as altas temperaturas empregadas, que sdo geralmente superiores a 80 °C
(GOMEZ-GUILLEN et al., 2009).

3.2 Escolha do revestimento

Uma série de critérios devem ser considerados a fim de se escolher um
revestimento adequado para um determinado tipo de produto alimentar (PINHEIRO et al.,

2010), tais como o0s descritos a seguir:



26

3.2.1 Propriedades de transporte

O potencial dos revestimentos e filmes comestiveis é essencialmente baseado
numa combinacdo de propriedades tais como: barreira ao vapor de agua, oxigénio, dioxido de
carbono, sabores, aromas e cor que permitem a extensdo do tempo de prateleira de alimentos.
Muitas vezes essas propriedades dependem do polimero usado, dos constituintes adicionados,
das condi¢des de armazenamento, do tipo de aplicacdo, etc. Mediante a grande variedade de
materiais existentes, torna-se necessario determinar as suas propriedades de transporte sempre
que existam mudancas na formulacao do revestimento ou filme (PINHEIRO et al., 2010).

A permeabilidade é um fluxo, medido em estado estacionario, que descreve em
gue extensdao um soluto se difunde, e em qual taxa este composto se difunde através do filme,
estando a difusdo relacionada com a concentracdo do soluto nos dois lados do filme. As
propriedades de transporte mais estudadas sdo: a permeabilidade a vapor de agua, a perme-
abilidade ao oxigénio e a permeabilidade ao dioxido de carbono (VICENTE et al., 2010).

As propriedades de barreira em embalagens de alimentos sdo de grande
importancia. A interacdo entre o produto e o vapor de agua, 0 oxigénio e o didxido de carbono
pode deteriorar a qualidade dos alimentos. Uma das principais funcdes dos filmes e
revestimentos como embalagem para alimentos é o retardo da transferéncia de oxigénio,
diéxido de carbono e umidade entre o alimento e 0 ambiente, devendo a permeabilidade ao
vapor de &gua e ao oxigénio ser tdo baixa quanto possivel a fim de aumentar a vida util do
produto (LECETA, GUERRERO, CABA, 2013).

3.2.1.1 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de &gua € a propriedade mais estudada com relagdo
aos filmes comestiveis, devido a importancia da agua nas reagGes de deterioracdo de
alimentos (CERQUEIRA et al., 2009c), sendo um parametro chave para assegurar a
qualidade sensorial dos alimentos, como também verificar a capacidade que o filme apresenta
contra desidratagédo ou a reidratacdo (MOHAMED et al., 2013).

A permeabilidade ao vapor de agua de filmes comestiveis tem sido estudada em
detalhes, ndo s6 devido a sua importancia ao permitir controlar a umidade presente nos
alimentos, mas também devido ao fato de ser calculada com exatiddo (PINHEIRO et al.,
2010). Corresponde a quantidade de vapor de agua (Am) transferida através de um filme de

area (A), de espessura | durante um tempo finito (At). O AP ¢ a diferenca de pressdao de vapor



27

em todo o filme. Os valores publicados de permeabilidade ao vapor de agua para filmes
comestiveis devem ser comparados com cautela por causa da diferenca de plastificantes,
temperatura, umidade relativa de gradiente, etc (SKURTYS et al., 2012).

As propriedades hidrofilicas dos filmes de polissacarideos sdo responsaveis pela
sua elevada permeabilidade ao vapor de &gua. Esta hidrofilicidade é uma das desvantagens, ja
que muitas vezes é necessario um controle da transferéncia de vapor de dgua. No entanto, a
baixa permeabilidade ao vapor de agua pode ser benéfica em alguns casos, prevenindo a
condensacdo do vapor de agua, que pode ser uma possivel origem da contaminacdo
microbiana (PINHEIRO et al., 2010).

A adicdo de outros compostos, tais como plastificantes, nos filmes de
polissacarideos tém sido extensamente estudados nos ultimos anos, o que permite indicar
como esses constituintes podem afetar a sua estrutura e consequentemente os valores de
permeabilidade. Quando plastificantes ndo séo adicionados, a existéncia de microfissuras que
aumentam a permeabilidade dos filmes é observada, enquanto que, em outros casos, a sua
adicdo leva ao aumento dos valores de permeabilidade a vapor de agua devido a maior
afinidade do sistema para atrair agua, ja que os plastificantes apresentam uma estrutura
hidrofilica (PINHEIRO et al., 2010).

3.2.1.2 Permeabilidade ao O, e ao CO»

Quando um filme/ revestimento comestivel é aplicado sobre os alimentos, a
concentracdo de gas da superficie pode mudar durante o armazenamento. A composi¢cdo
quimica da superficie do alimento é dindmica e mudancas ocorrem principalmente devido ao
metabolismo dos alimentos, respiracdo microbiana, solubilidade do gas e permeabilidade do
filme comestivel. Os alimentos e 0 metabolismo microbiano séo responsaveis pelo consumo
de oxigénio e produgdo de CO,. A atividade microbiana pode afetar a composigédo de oxigénio
e CO,, porém esta so é significativa quando o produto estd no fim da vida Util e a deterioracdo
é evidente (SKURTYS et al., 2012).

O oxigénio é o fator chave que pode causar oxidacdo, induzindo a varias
mudancas indesejaveis nas caracteristicas dos alimentos, como alteragdes do odor, cor e
sabor, bem como a deterioracdo de nutrientes. Por conseguinte, os filmes que fornecem uma
adequada barreira ao oxigénio podem ajudar na melhoria da qualidade e aumentar a vida util
dos alimentos (ELSABEE, ABDOU, 2013).
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Os filmes e revestimentos hidrofilicos, como aqueles de natureza polissacaridica,
geralmente fornecem uma boa barreira a transmissao de oxigénio e didxido de carbono,

diferente do que ocorre com a permeabilidade ao vapor de agua (VICENTE et al., 2010).

3.2.2 Propriedades mecanicas

Filmes e revestimentos comestiveis com propriedades mecanicas satisfatorias e
boa aparéncia sdo potenciais alternativas aos filmes sintéticos usados. Alguns testes aplicados
nos filmes sintéticos comerciais sdo também usados para caracterizar os filmes comestiveis,
como € o caso da resisténcia a tracdo (tensdo maxima e tensdo na ruptura), da deformacédo na
ruptura e do médulo de Young, também conhecido como modulo de elasticidade. Nos ultimos
anos tém surgido alguns estudos onde as propriedades mecéanicas dos filmes comestiveis sdo
caracterizadas e relacionadas com a estrutura do polimero, a concentracdo de plastificante, as
condicdes de armazenamento e a incorporacdo de compostos (PINHEIRO et al., 2010).

Os filmes comestiveis apresentam baixos valores de resisténcia a tracdo, porém o
aumento da concentracao de polimero leva a um aumento dos valores de resisténcia a tracéo,
levando a uma estrutura mais forte no filme. O valor de deformacdo pode variar muito
dependendo dos materiais usados, tendo em alguns casos valores comparaveis com os valores
obtidos para os filmes sintéticos comerciais. A presenca e aumento da concentracdo de
plastificante levam ao aumento dos valores de deformacdo e a diminuicdo da resisténcia a
tracdo. A presenca de plastificante e condigfes de umidade relativa sdo os fatores mais
importantes que afetam as propriedades mecanicas de filmes comestiveis (PINHEIRO et al.,
2010; VICENTE et al., 2010).

Em umidade relativa elevada, os filmes séo flexiveis, porém frageis, enquanto que
tornam-se quebradicos quando encontram-se em baixa umidade relativa (LAWTON, 1996).
Neste caso, a agua atua como plastificante, aumentando a mobilidade polimérica, o que leva
ao decréscimo das interagdes intermoleculares, ocasionando a reducdo na forca necessaria

para romper o filme e também, no aumento da deformacdo (FORSSELL et al., 1999).

3.2.3 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes fornece informagdes sobre a sua integridade em

sistemas aquosos e indica qual a sua resisténcia a agua. Além disso, pode fornecer uma
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indicacdo sobre a biodegradabilidade do filme, que é uma caracteristica importante se este for
usado como embalagem (PINHEIRO et al., 2010; VICENTE et al., 2010).

Quando o objetivo é proporcionar a preservacdo de alimentos com grande
quantidade de &gua e liberacdo de antimicrobianos, sdo necessarios filmes de baixa
solubilidade, pois um filme antimicrobiano com baixa resisténcia & agua dissolver-se-a
rapidamente, resultando em baixas concentragdes do agente antimicrobiano na superficie do
alimento, onde deveria agir. No entanto, em alguns casos, uma solubilidade moderada é
desejada, podendo ser vantajosa, por exemplo, ao cozinhar alimentos revestidos, ja que o
filme serd ingerido juntamente com o produto que é aquecido antes do consumo. Além da
presenca de compostos hidrofilicos e hidrofobicos na composicdo dos filmes, a estrutura dos
polissacarideos é um dos fatores que mais afeta a sua solubilidade em agua (ELSABEE,
ABDOU, 2013; PINHEIRO et al., 2010; VICENTE et al., 2010).

3.2.4 Opacidade e cor

Em alimentos, os aspectos sensoriais dos produtos sdo essenciais para garantir que
a aplicacdo de tecnologias emergentes, tais como filmes e revestimentos comestiveis, torne-se
bem sucedida. Assim, a cor € um dos mais importantes parametros que tem de ser controlado,
pois influencia diretamente a aceitabilidade do consumidor. Filmes e revestimentos
comestiveis devem ser tdo incolores quanto possivel para simular a aparéncia de filmes
poliméricos comuns (FALGUERA et al., 2011; GALUS, LENART, 2013; PINHEIRO et al.,
2010).

No sistema de cor CIELAB (ou CIE L* a* b*), que define trés coordenadas
tridimensionais, L* representa a luminosidade, que varia entre 0 (preto) e 100 (branco), o a* e
0 b* representam, as coordenadas de cor, que indicam, respectivamente, o valor associado ao
vermelho/verde e o valor associado ao amarelo/azul (FONSECA, 2012).

Os filmes comestiveis devem ser visualmente atraentes e ndo devem alterar a sua
cor ao longo do tempo de armazenamento, para que a aceitacdo do produto no qual sé&o
aplicados néo seja prejudicada (SOUZA et al., 2009).

A avaliacdo da opacidade de um material demonstra sua maior ou menor
transparéncia. Para o desenvolvimento de materiais feitos para serem usados como filmes ou
revestimento de alimentos, o aumento da transparéncia tende a ser melhor uma vez que o
objetivo é para manter as caracteristicas originais do produto, tais como a cor (SOUZA et al.,
2009).
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Figura 6 - Representacdo esquemaética do modelo CIELAB.
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Fonte: FONSECA, 2012.

A opacidade de um filme é um indicador da quantidade de luz que o atravessa.
Quanto maior o valor de opacidade, menor sera a quantidade de luz que atravessa o filme
podendo esta barreira ser importante para controlar a incidéncia de luz nos produtos
alimentares (PINHEIRO et al., 2010). Para avaliacdo dos parametros de cor e opacidade, é
recomendado que todas as amostras sejam avaliadas com a mesma data de fabricacdo, para
que possiveis degradacdes do material ndo interfiram nos resultados (VEIGA-SANTOS et al.,
2005).

3.3 Seguranca microbioldgica dos alimentos

A seguranca microbioldgica dos alimentos em geral é um aspecto de extrema
importancia na inddstria de alimentos, podendo ser considerada como o principal fator que
influencia na qualidade do produto, devido a efeitos que incidem sobre a vida de prateleira e
especialmente pelos efeitos adversos que pode causar a saide humana. Um dos principais
riscos € a presenca de micro-organismos patogénicos, que podem causar doencas humanas,
diretamente, quando sdo consumidos em conjunto com o produto (infec¢do) ou quando
produzem toxinas ou substancias quimicas no produto antes de ser consumidos (intoxicagao)
(JAMES, NGARMSAK, 2010).
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3.3.1 Micro-organismos importantes em alimentos (patogénicos/ deteriorantes)

3.3.1.1 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes é uma bactéria Gram positiva, patogénica, de origem alimentar.
Produtos como pescado sdo vulneraveis a conter niveis elevados de L. monocytogenes. A
ingestdo de alimentos contaminados com L. monocytogenes normalmente causa listeriose,
uma doenca que é uma ameaca significativa a salde, caracterizando-se por causar
septicemia®, infeccdo intra-uterina e meningite, quando acomete idosos e adultos com
comprometimento no sistema imunoldgico. Em mulheres gravidas, a doenca pode causar
abortos espontaneos ou bebés natimortos. Nestes grupos, a taxa de mortalidade por listeriose é
alta, normalmente 20 a 30% (ELSABEE, ABDOU, 2013; FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 200-?a; GIALAMAS et al, 2010; HASTEIN et al., 2006;
ITURRIAGA, OLABARRIETA, MARTINEZ DE MARARNON, 2012).

Amplamente distribuida no ambiente (solo, agua, fezes, esgotos e vegetacdo em
decomposicdo e silagem), L. monocytogenes é considerado um agente zoonotico, tendo sido
isolado a partir do trato intestinal de animais domésticos e seres humanos, de produtos crus e
de ambientes onde alimentos sdo processados, particularmente em areas Umidas e frias. Este
microrganismo pode também ser transmitido por aerossois e pelas méaos dos trabalhadores
(HASTEIN et al., 2006; JAMES, NGARMSAK, 2010; SILVA et al., 2010).

Existe uma dificuldade no controle deste patdgeno por este micro-organismo ser
psicrotréfico® e ser tolerante a valores baixos de pH e a certos conservantes, tais como o
cloreto de sodio, que sdo inibitérios contra outros patogenos de alimentos (HEALTH
CANADA, 2010; GIALAMAS et al., 2010; PINTO et al., 2009; SILVA et al., 2010).

3.3.1.2 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram positivos, pertencentes a
familia Micrococcaceae. A espécie S. aureus € a que esta associada mais frequentemente as
doencas estafilococicas, quer sejam de origem alimentar ou ndo. Quando este micro-

organismo infecta o alimento, pode provocar intoxicagdes no consumidor se alguns fatores

* Estado determinado pela presenca e multiplicacdo de micro-organismos no sangue. Também se denomina
infecgdo séptica (MICHAELIS, 2014).

% Os micro-organismos psicrotréficos ou psicrotréfilos sdo um subgrupo dos meséfilos, pois se multiplicam em
alimentos refrigerados, mas se desenvolvem melhor nas temperaturas da faixa mesé6fila. Os psicréfilos
geralmente morrem a temperatura ambiente (SILVA et al., 2010).
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externos contribuirem para a pré-formacédo da toxina. A ingestdo de uma dose menor que 1ug
pode provocar os sintomas da intoxicagdo e esta quantidade € atingida quando a populacgéo de
S.aureus alcanca valores acima de 10° UFC/g de alimento (FRANCO; LANDGRAF, 2008;
SILVA et al., 2010).

S. aureus ndo é resistente ao calor, sendo facilmente destruido na pasteurizacao ou
na coccao de alimentos; as toxinas, ao contrario, sdo termorresistentes. O reservatorio de S.
aureus sdo os seres humanos e os animais de sangue quente, sendo a cavidade nasal o
principal habitat dos estafilococos no homem, e a partir deste foco atingem epiderme e feridas
como ar, solo, &gua, esgoto e qualquer superficie que tenha entrado em contato com o homem,
ocorrendo nas vias nasais, garganta, pele e cabelos de 50% ou mais de pessoas saudaveis.
Logo, os manipuladores sdo a fonte mais frequente de contaminagdo, embora equipamentos e
superficies também possam contaminar os alimentos. Os alimentos muito manipulados
durante o preparo e/ou 0s que permanecem a temperatura ambiente depois da preparacdo sao
0s que apresentam maior risco (SILVA et al., 2010).

Os principais sintomas sdo nauseas, vOmitos, cdibras abdominais, diarreia e
sudorese, podendo ainda ocorrer dores de cabeca, calafrios, queda de pressdo arterial e
rarissimas vezes febre quando a quantidade de toxina ingerida é grande. A doenca ndo é fatal,
porém individuos debilitados sdo um grupo de risco (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

3.3.1.3 Pseudomonas spp.

As espécies de Pseudomonas spp. sdo bastonetes Gram negativos, que nao
formam esporos. A temperatura 6tima da maioria das espécies é cerca de 28 °C, mas algumas
especies crescem a 45 °C e varias sao psicrotroficas (crescem bem a 4 °C), podendo alterar
alimentos sob refrigeracdo. Estes micro-organismos néo toleram condi¢des &cidas (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

A ocorréncia de Pseudomonas spp. em alimentos é extremamente comum e esta
associada com a deterioragéo de carnes, leite, peixe e frutos do mar e ovos, por possuir intensa
atividade metabolica, produzindo enzimas proteoliticas e lipoliticas. Pseudomonas spp. é um
dos géneros que fazem parte da microbiota natural do pescado, estando relacionados com a
deterioracdo destes alimentos por causar alteracbes sensoriais devido a formacdo de
trimetilamina, ésteres, substancias volateis redutoras e outros compostos com aroma
pronunciado, alem do aparecimento de limosidade superficial nestes produtos (FRANCO;
LANDGRAF, 2008; GAVA, SILVA, FRIAS, 2008).
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Conforme Silva et al. (2010), Pseudomonas spp. podem ser encontrados na agua
(doce, salobra ou salgada), no solo, na poeira em suspensdo, no ar e nos vegetais. Raramente
sdo encontrados na pele ou nos musculos de humanos e animais, mas sdo comuns na
microbiota intestinal.

Vérias espécies de Pseudomonas spp. sdo patdgenos de plantas. Pseudomonas
aeruginosa € considerada um patégeno oportunista para humanos, estando associado com
infeccdes em individuos com o sistema imunoldgico debilitado, como é o caso de pessoas que
sofreram queimaduras (FRANCO; LANDGRAF, 2008; GAVA, SILVA, FRIAS, 2008).

3.3.1.4 Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende bacilos
Gram negativos ndo produtores de esporos que representam um grande risco para a saude
humana, por ser o principal agente de doencas de origem alimentar em vérias partes do
mundo®, inclusive no Brasil. Apresentam como principal habitat o trato intestinal de humanos
e animais, porém estes micro-organismos encontram-se amplamente distribuidos na natureza.
No ambiente, as principais fontes sdo a agua, o solo, as fezes de animais, 0s insetos e as
superficies de equipamentos e utensilios de fabricas e cozinhas (FRANCO; LANDGRAF,
2008; SILVA et al., 2010).

O pH 6timo para multiplicacdo deste micro-organismo fica préximo de 7,0, sendo
que valores superiores a 9,0 e inferiores a 4,0 sdo bactericidas. A temperatura ideal para o
crescimento de Salmonella é 35-37 °C, sendo a minima de 5 °C e a maxima de 47 °C
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

De acordo com Franco e Landgraf (2008), as doencas causadas por Salmonella
spp. sdo divididas em trés grupos: febre tifoide, causada por Salmonella typhi, febres
entéricas, causadas por Salmonella paratyphi (A, B e C) e as enterocolites ou salmoneloses,
causadas pelas demais salmonelas. As doencas geralmente sdo contraidas através do consumo
de alimentos contaminados de origem animal, ja tendo sido implicados em salmoneloses 0s
pescados. Infec¢des por Salmonella spp. podem ser fatais, especialmente para criangas, idosos

e pessoas com sistema imunoldgico comprometido. As salmoneloses caracterizam-se por

® Estima-se que Salmonella cause 93,8 milhGes de casos de gastroenterite e 155.000 mortes em todo 0 mundo a
cada ano (TIGHE et al., 2012).
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sintomas que incluem diarreia, vomitos, febre e dores abdominais (NWIYI, ONYEABOR
2012; SILVA et al., 2010).

Conforme a classificacdo taxondmica e a nomenclatura, proposta por Ellermeier e
Slauch (2005 apud SILVA et al., 2010), adotadas pelo CDC (US Center for Disease Control
and Prevention), pela ASM (American Society for Microbiology) e pela OMS (Organizagéo
Mundial de Saude), o género Salmonella é composto por duas espécies: Salmonella bongori e
Salmonella enterica, sendo a ultima subdividida em seis subespécies: enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Os quatro sorotipos de S. enterica subsp. enterica
sdo S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Typhi e S. Paratyphi, grafando os nomes dos sorotipos

com a primeira letra maitscula e ndo em italico, forma esta utilizada pela CDC, ASM e OMS.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

A quitosana de alto peso molecular, com grau de desacetilacdo de 90%, foi obtida na
POLYMAR Industria e Comércio LTDA. O acido latico, o nitrato de magnésio
hexahidratado, o acetato de sddio e o glicerol (usado como plastificante) foram obtidos da
VETEC Quimica Fina (Sigma-Aldrich).

4.2 Material vegetal

A galactomanana foi extraida do endosperma de sementes de Adenanthera
pavonina L., que foram coletadas no campus da Universidade Federal do Ceara, com o

propdsito de explorar a biomassa existente.

4.2.1 Obtengdo da goma endospérmica de sementes de Adenanthera pavonina L.

Inicialmente, 100 g de sementes foram lavadas para retirar as sujidades (areia),
submetidas a fervura em 400 mL de &gua destilada por 20 minutos e, depois disto, novamente
lavadas (FIGURA 7). Visando aumentar o intumescimento, as sementes foram mantidas sob
embebicdo em 400 mL de agua destilada por mais 24 h, na geladeira (~ 8 °C). Em seguida, as
sementes foram separadas nos seguintes componentes: tegumento, endosperma e embrido. Os
endospermas brutos de sementes quiescentes’ de Adenanthera pavonina L. foram
desidratados por liofilizagdo. O material seco (denominado goma bruta) foi triturado em um
multiprocessador, peneirado (30 mesh), homogeneizado e armazenado em frascos

hermeticamente fechados até a sua posterior utilizag&o.

4.3 Material biologico

Foram utilizadas cepas padréo liofilizadas de Listeria monocytogenes (ATCC
19115), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 1026) e
Salmonella Enteritidis (ATCC 1132).

" Neste estado de quiescéncia, a semente resiste a condicoes adversas do ambiente, podendo voltar & atividade
metabolica (crescimento e desenvolvimento) quando as condicoes do ambiente forem favoraveis, ou seja,
quando re-hidratadas (GUIMARAES, DIAS, LOUREIRO, 2008).
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Figura 7 - Fluxograma para obtencdo do endosperma bruto de sementes quiescentes de A.
pavonina L.

100 g sementes quiescentes de Adenanthera pavonina
J + 400 mL de H,0 destilada
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Lavagem
1+ 400 mL de H,0 destilada
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1Homogeneizacéo

Endosperma bruto

Fonte: Propria do autor (2014).
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4.4 Delineamento experimental

Para avaliar o efeito da adicdo de acetato de sddio nos revestimento de quitosana e
galactomanana em seu desempenho antimicrobiano e sobre as propriedades fisicas dos filmes,
0 experimento incluiu o uso de dois niveis de quitosana, de galactomanana de A. pavonina L.
e de acetato de sodio (TABELA 1).

Tabela 1- Concentracdo dos materiais utilizados na producdo de filmes e revestimentos

comestiveis.
MATERIAL CONCENTRAGCAO (g/100 g de soluco)
QUITOSANA 0,00 e 1,00
GALACTOMANANA 0,00 e 1,00
ACETATO DE SODIO 0,00 e 0,05

Fonte: Propria do autor (2014).

4.5. Preparacgdo do revestimento comestivel

4.5.1 Preparacédo do revestimento comestivel de quitosana

Os revestimentos, assim como também os filmes comestiveis, foram preparados
no Laboratdrio de Tecnologia do Pescado, da Universidade Federal do Ceara. A metodologia
utilizada esta de acordo com SOUZA et al. (2010), com adaptacbes e VASCONEZ et al.
(2009). Quitosana 1% (p/v) foi dissolvida em solucédo de acido latico a 1% (v/v) em agitador
magnético durante 1 hora, & temperatura ambiente (FIGURA 8). Glicerol® foi adicionado a
uma concentracdo de 0,6% (v/v). Com o objetivo de estudar a influéncia da presenga de
acetato de sddio, outra solucdo de composicdo semelhante foi preparada, com adicdo de
0,05% (p/v) de acetato de sddio. Estas solugdes foram chamadas de solugdo de quitosana e

solucdo quitosana-acetato de sodio, respectivamente.

& Um estudo, realizado por Cerqueira et al., 2009b, indicou que a adi¢do de glicerol em valores inferiores a

0,5% tornaria o filme muito fragil.
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4.5.2 Preparacdo do revestimento comestivel de galactomanana de A. pavonina L.

Conforme metodologia descrita por CERQUEIRA et al. (2009b), com adaptacgdes
e VASCONEZ et al., 2009, a galactomanana de A. pavonina L. 1% (p/v)® foi diluida em 4gua
destilada, sendo homogeneizada em agitador magnético com aquecimento (60 °C) por 5 horas
(FIGURA 8). Glicerol foi adicionado a uma concentracdo de 0,6% (v/v). Com o objetivo de
estudar a influéncia da presenca de acetato de sodio, outra solu¢do de composicdo semelhante
foi preparada, com adicdo de 0,05% (p/v) de acetato de sddio. Estas solu¢Ges foram chamadas

de solucdo de galactomanana e solucdo galactomanana-acetato de sodio, respectivamente.

4.5.3 Preparacdo das blendas comestiveis

As blendas comestiveis foram obtidas pela adi¢do da solucdo de galactomanana
de A. pavonina L. 1% a solucdo de quitosana—acido latico 1%, com glicerol (FIGURA 9). As
misturas foram homogeneizadas usando agitador magnético. As solucdes preparadas foram
chamadas de blendas de quitosana-galactomanana e, quando o acetato de sddio foi
adicionado, de blendas de quitosana-galactomanana-acetato de sédio (VASCONEZ et al.,
2009).

® Conforme Cerqueira et al., 2009b, a dissolucdo de galactomanana em concentracdo acima de 1,5% (p/v) é

extremamente dificil.
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Figura 8 — Fluxograma de preparacdo dos revestimentos comestiveis de quitosana e

galactomanana de A. pavonina L.
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Fonte: Propria do autor (2014).

Figura 9 — Fluxograma de preparacédo das blendas comestiveis de quitosana e galactomanana

de A. pavonina L.
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Fonte: Propria do autor (2014).
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4.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis
4.6.1 Preparo dos inoculos

As cepas foram submetidas ao protocolo conforme indicacdo do fabricante

Microbiologics.

1. A partir de um cultivo de S. aureus, P. aeruginosa e S. Enteritidis em agar
tripticase de soja (TSA-YE/ Difco) e de L. monocytogenes em &gar tripticase
de soja-extrato de levedura (TSA-YE/ Difco), de 24 horas de incubagéo a 35
°C, foi selecionada uma col6nia bem isolada de cada micro-organismo, de
tamanho padronizado (L. monocytogenes e S. Enteritidis: 1 mm; S. aureus: 2
mm; P. aeruginosa: 4 mm). S. aureus, P. aeruginosa e S. Enteritidis foram
transferidos para tubos contendo 5 mL de caldo infusdo cérebro coracéo (BHI)
e L. monocytogenes foi inoculada em tubo contendo 5 mL de caldo tripticase
de soja (TSB/ Difco);

2. As culturas foram incubadas a 35 °C por 24 horas para obtencdo de uma
concentracdo final em torno de 108 UFC/mL para L. monocytogenes e 10°
UFC/mL para os demais micro-organismos™®;

3. As concentracGes dos indculos foram ajustadas com agua peptonada 0,1%
(Difco) fazendo-se diluicdes até 10° UFC/mL;

4. As concentragcbes foram confirmadas, apds incubacdo, pela contagem de
colénias viavéis em meios seletivos/ diferenciais para cada micro-organismo
(TABELA 2):

Tabela 2 - Meio seletivo/ diferencial, tempo e temperatura de incubagdo dos micro-

organismos.
ORI\(ASL(\:NF\;E)M o MEIO SELETIVO/ DIFERENCIAL  INCUBAGAO
L. monocytogenes PALCAM Agar Base 35 °C/ 48 horas
S. aureus Agar Baird-Parker (BP) 35 °C/ 48 horas
S. Enteritidis Agar entérico de Hecktoen (HE) 35 °C/ 24 horas
P. aeruginosa Pseudomonas Agar Base (PAB) 25 °C/ 24 horas

Fonte: Préopria do autor (2014).

19 Este tipo de crescimento foi padronizado apés a realizagdo de testes preliminares.
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4.6.2 Atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis

A determinacéo da atividade antimicrobiana dos revestimentos comestiveis contra
0s micro-organismos foi realizada no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, da
Universidade Federal do Ceara, em dias distintos e em duplicata, utilizando-se métodos de
diluicdo descritos por Kim, Marshall e Wei, 1995 (com modificacdes).

a) Em tubos de ensaio contendo 3,95 mL de caldo tripticase de soja (TSB/ Difco)
estéril, foi adicionada uma aliquota de 50 pL da suspensdo bacteriana™ em
concentracdo de 10° UFC/ mL. Depois disto, adicionou-se 1,0 mL da solugo
de revestimento;

b) Os tubos foram incubados a 35 °C por 24 horas sob agitacdo (200 rpm),
utilizando-se uma incubadora de bancada com agitacéo (CT712/ Cientec);

c) Apos o periodo de incubagdo, foram inoculados 100 pL da cultura em placas
com &gar contendo meios seletivos/ diferenciais para cada microrganismo,
distribuindo-se tal conteido com o auxilio de alca de Drigalski (spread plate).
As placas foram incubadas de acordo com o tempo e a temperatura descritos
anteriormente (TABELA 2), sendo posteriormente observadas para verificar se
houve crescimento bacteriano;

d) Foram realizados os seguintes controles:

- meio de cultura + acetato de sédio;
- meio de cultura + acetato de sédio + indculo;
- controle positivo (meio de cultura + indculo).

e) O pH dos revestimentos e o pH dos revestimentos + meio de cultura foram

determinados, através de leitura direta em potenciometro calibrado

previamente com solucgdes tampéo de pH 4,0 e 7,0.

4.7 Preparacdo de filmes comestiveis

Os filmes comestiveis foram produzidos atraves da técnica de casting (ou
evaporacdo do solvente), conforme SOUZA et al. (2010), com adaptacdes: 28 mL de cada
revestimento (quitosana, quitosana-acetato de sodio, galactomanana, galactomanana-acetato
de sddio, quitosana-galactomanana e quitosana-galactomanana-acetato de sodio) foram

1 Segundo Health Canada (2010), o volume de inéculo recomendado para avaliacio de agentes antimicrobianos
é até 1% do volume total.



42

dispensados sobre a superficie de placas de Petri de 9 cm de didmetro e secos em uma estufa
de temperatura controlada a 35 °C por 16 h. Todas as amostras foram acondicionadas dentro

de dessecadores contendo silica gel, que forneceram uma umidade relativa de 10%" a 25 °C.
4.8 Propriedades fisicas dos filmes comestiveis
4.8.1. Permeabilidade ao vapor de agua

A medicdo da permeabilidade do vapor de &gua (PVA) foi determinada por
gravimetria baseada no método da ASTM-D-3985-02 (2002) com modificacdes. O filme a ser
testado foi selado no topo de uma célula de permeacdo contendo agua destilada (100% UR;
2337 Pa, pressao de vapor a 20 °C), colocado num dessecador a 25 °C e 10% UR contendo
silica gel. A &gua transferida através do filme e adsorvido pelo dessecante foi determinada a
partir da perda de peso da célula de permeacao. As células foram pesadas em intervalos de 2
horas durante 8 horas. CondicGes de pressdo de agua em estado estacionario e uniforme foram
assumidas, mantendo a circulacao de ar constante fora da célula de teste usando um ventilador
em miniatura dentro do dessecador. A inclinacdo da curva que representa a perda de peso em
funcdo do tempo foi obtida por regressdo linear. A medida (PVA) dos filmes foi determinada

conforme Equacéo 1:

_ (TTVAxL)

PVA
AP (1)

onde TTVA ¢ a taxa de transmissdo de vapor de agua (g x m>h™) medida através do filme
(calculado a partir da inclinagdo da curva dividida pela area do filme), L é a espessura média
do filme (m) e AP ¢é a diferenca de pressdo parcial de vapor da agua (atm) nos
dois lados do filme. Para cada tipo de filme foram realizadas trés repeticdes. A espessura de
cada amostra foi medida utilizando-se um micrémetro digital (Digimess, Sdo Paulo, Brasil),
em trés diferentes posicOes de cada amostra avaliada. Os valores médios foram utilizados para

calcular a permeabilidade ao vapor de agua.

12 Este é o teor de umidade relativa desejavel em um filme seco, de acordo com Skurtys et al., 2012.
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4.8.2 Permeabilidade ao oxigénio e ao didxido de carbono

As andlises de permeabilidade ao oxigénio (O,P) e permeabilidade ao didxido de
carbono (CO,P) foram realizadas no Laboratorio de Industria e Processos, na Universidade do
Minho, Portugal. Tais determinagdes foram feitas com base no método da ASTM-D-3985-02
(2002). Os filmes foram selados entre duas camaras, tendo cada um dois canais. Na parte
inferior da cdmara O, (ou CO,) foi fornecido uma taxa de fluxo controlado para manter
pressdo constante no compartimento. A outra camara foi purificada por um fluxo de
nitrogénio, também controlado. Nitrogénio agiu como um transportador de O, (ou CO;). No
caso da medicdo da O,P, o fluxo deixado da camara foi conectado a um sensor de O, que
mediu a concentracdo de O, em fluxo on-line. No caso de CO,P, o fluxo deixado da camara
foi coletado em uma seringa para a quantificacdo de CO,. Para determinar a concentracéo de
CO,, 1 mL da amostra foi injetada em um cromatégrafo a gas a 110 °C com uma coluna
Porapak Q 80/ 100 mesh 2 m x 1/8” x 2 mm SS, usando um detector de ionizacdo de chama
(FID) a 110 °C. Hélio 23 mL min™ foi usado como gés de transporte. Uma mistura padréo
contendo 10% de CO,, 20% de O, e 70 % de N, foi usada para a calibragdo. Os fluxos das
duas camaras foram conectados a um mandmetro para garantir a igualdade de pressdes
(ambos em 1 atm) entre os dois compartimentos. Como a permeabilidade do O, (e CO,) foi
realizada continuamente pelo fluxo de nitrogénio, foi considerada que a pressao parcial de O,
(e COy) no compartimento superior € nulo. Foram feitas trés repeticdes para cada amostra, em
cada caso (O,P e CO,P).

4.8.3 Solubilidade em agua dos filmes comestiveis

A solubilidade é definida como a porcentagem da matéria seca do filme apos 24 h
de imersdo em agua destilada (GONTARD, GUILBERT, CUQ, 1992). A matéria seca inicial
dos filmes foi determinada por secagem de discos com 2 cm de didmetro em uma estufa, a
100 °C, durante 24 h. Apo0s este periodo, os discos foram pesados e imersos em 50 mL de
agua destilada, com agitacdo periddica, por 24 h a 25 °C. Finalmente, os filmes foram
retirados e secos (100 °C por 24 h) para determinar a matéria seca final. A solubilidade foi
expressa como sendo a diferenca entre a matéria seca inicial e final em relacdo a matéria seca

inicial. Os testes foram realizados em triplicata.
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4.8.4 Caracteriza¢do mecanica dos filmes comestiveis

Foram realizados ensaios de tracdo para a caracterizacdo mecanica dos filmes (tenséo
maxima, tensdo na ruptura, deformacédo na ruptura e modulo de elasticidade), no Laboratorio

de Tecnologia da Biomassa da EMBRAPA Agroinddstria Tropical, Fortaleza - CE.

4.8.4.1 Obtencéo dos corpos de prova

Os corpos de prova utilizados para os ensaios mecanicos foram cortados por uma
prensa estampadora pneumaética marca CEAST (FIGURA 10), cuja pressdo de operacao

utilizada foi 7 bar.

Figura 10 - Prensa estampadora pneumatica usada para corte dos corpos de prova.

Fonte: Propria do autor (2014).

4.8.4.2 Ensaio de tracao

Antes da realizagdo dos testes, os filmes foram acondicionados em um dessecador
contendo nitrato de magnésio hexahidratado (Mg(NO3), x 6H,0) para manté-los em um
ambiente com umidade relativa e temperatura em torno, respectivamente, de 50 + 5% e 24 +
2°C, por no minimo 40 horas. Nos ensaios de tragdo, 0s corpos de prova com comprimento de
63,24 mm e largura de 12,86 mm foram afixados por meio de garras acopladas a uma travessa
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movel da Maquina Universal de Ensaio, seguindo as orientacGes da ASTM-D-882-91 (1991).
A taxa de deformacéo de tracdo € controlada pelo mecanismo de direcionamento, enquanto a
tensdo de tracdo sustentada pela amostra € registrada pela célula de carga, ambos acoplados a
travessa fixa. O equipamento utilizado para analise foi o EMIC (Méaquina Universal de
Ensaios, modelo DL-3000), com uma célula de carga de 100 N. A velocidade de
tracionamento utilizada foi de 50 mm/min, sendo a distancia inicial entre as garras de 30 mm.

A FIGURA 11 mostra a forma de fixa¢do do corpo de prova nas garras do equipamento.

Figura 11 - Corpo de prova fixado nas garras do equipamento EMIC.

Fonte: Prépria do autor (2014).

A tensdo maxima foi expressa em MPa e calculada dividindo a for¢a maxima (N)
necessaria para romper o corpo de prova pela éarea inicial transversal (m?) da amostra. A
tensdo de ruptura (MPa) é a resisténcia oferecida pelo material no ponto da ruptura.A
deformacéo na ruptura foi calculada como sendo a razéo entre o comprimento final no ponto
de ruptura da amostra pelo comprimento inicial da amostra (30 mm) e expressa em
porcentagem. O modulo de Young ou mddulo de elasticidade, que é um indicador da rigidez
do material, também foi determinado. Os ensaios foram realizados cinco vezes para cada

amostra.
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4.9 Opacidade e cor

A cor dos filmes foi determinada com um colorimetro Minolta (CR 400, Minolta,
Japdo). Uma placa de cor branca foi usada como um padrdo de calibracdo e como uma base
para as medicOes de cor dos filmes. Os valores de L*, a* e b* de cada filme foram avaliados
pela medidas de refletancia (MARTINS et al., 2012).

A opacidade dos filmes foi determinada usando um medidor de cor e de acordo
com a escala de cores Hunterlab. Seguindo este método, a opacidade () seré calculada como
a razdo entre a opacidade de cada amostra sobre o padréo preto (Yb) e a opacidade de cada
amostra no padrdo branco (Yw). De trés repeticbes de cada amostra de filme foram
determinados aleatoriamente trés Yb e Yw e a média deles foram usadas para os calculos. Os
resultados foram expressos em porcentagem, conforme Equacdo 2 (CERQUEIRA et al.,
2010).

Yb
Opacidade (Y%) = e 100 (2)
W

4.9 Anélise estatistica

Os resultados foram avaliados usando a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. A analise

estatistica foi realizada utilizando o software SigmaStat (versao 3.5).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Permeabilidade ao vapor de agua

47

A FIGURA 12 apresenta os valores obtidos para a permeabilidade ao vapor de

agua dos filmes comestiveis elaborados.
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Figura 12 - Permeabilidade ao vapor de agua dos filmes comestiveis.
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Fonte: Propria do autor (2014).
Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p>0,05).

Espessura (mm) - QSA: 0,132 + 0,031; QCA: 0,131 + 0,015; GSA: 0,115 + 0,039; GCA: 0,092 + 0,048;
QGSA: 0,176 £ 0,013; QGCA: 0,124 + 0,003.

A blenda sem a adicdo de acetato de sodio apresentou maior permeabilidade ao

vapor de &gua, diferindo significativamente da blenda em que foi acrescentado o acetato de

sodio (p<0,05). Os resultados mostraram que houve uma reducdo de 34,9% da permeabilidade

do filme ao vapor de &gua com a incorporagdo de acetato de sodio a blenda. Esta, além de

exibir um menor resultado de permeabilidade, ndo diferiu estatisticamente dos demais filmes

(p>0,05). Um dos maiores propdsitos dos filmes comestiveis é bloquear a transferéncia de

umidade entre o alimento e o ambiente circundante. Por isto, a permeabilidade ao vapor de
agua deve ser tdo baixa quanto possivel (BOURBON et al., 2011; MARTINS et al., 2012).

Filmes de quitosana tém permeabilidade relativamente alta ao vapor de agua
(VARGAS et al., 2009), resultante de sua hidrofilia (BUTLER et al.,1996; BOURBON et al.,
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2011). Dentre os filmes em que houve a incorporacdo de acetato de sodio, o filme a base de
galactomanana exibiu maior permeabilidade ao vapor de agua (p>0,05).

O valor de permeabilidade ao vapor de agua do filme a base de quitosana sem a
incorporacgdo de acetato de sodio foi maior (1,88 + 0,41 g/m.dia.atm) que o valor encontrado
por Souza et al. (2009) (0,3228 £ 0,027 g/m.dia.atm).

A permeabilidade ao vapor de agua de filmes preparados a partir de biopolimeros
depende da espessura do filme (PEREDA et al., 2011). O controle da espessura de filmes é
dificil, sobretudo nos processos de producéo do tipo casting (SOBRAL, 2000). Foi observado
0 aumento da taxa de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes com o aumento da
espessura, indicando uma afinidade do filme a 4gua que poderia ser atribuida aos compostos
hidrofilicos (SKURTYS et al., 2012), contrariando CUQ et al. (1996), que afirmam que,

quanto maior a espessura, menor a taxa de permeabilidade ao vapor de &gua dos filmes.

5.2 Solubilidade em &gua

A FIGURA 13 apresenta os valores obtidos para a solubilidade em &gua dos

filmes comestiveis elaborados.

Figura 13 - Solubilidade em &gua dos filmes comestiveis elaborados.
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Fonte: Propria do autor (2014).
Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p>0,05).
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Pode-se observar que a presenca de quitosana reduziu a solubilidade em agua dos
filmes comestiveis em torno de 37,5%. Tal resultado ja era esperado, visto que a
galactomanana é solivel em &agua, enquanto a quitosana € sollvel em &cidos organicos
diluidos. De acordo com Vésconez et al. (2009), a hidrofobia da quitosana pode ser
responsavel pela existéncia de uma menor interacdo entre a matriz do filme e a 4gua.
Conforme Souza et al. (2009), filmes que apresentam baixa solubilidade em &gua, sdo
necessarios para protecdo de alimentos com alta atividade de agua, onde podemos citar como
exemplo o pescado.

O valor da solubilidade em agua do filme de quitosana (32,68 + 1,59 %) é menor
que o valor encontrado por Bourbon et al. (2011) (42,05 £ 3,46 %). A solubilidade em agua
dos filmes a base de galactomanana da A. pavonina L. diferiu significativamente dos demais
filmes produzidos (p<0,05) e a incorporacédo de acetato de sodio ndo os fez diferirem entre si.

A solubilidade dos filmes em &gua é uma medida de sua resisténcia a agua, sendo
este também um fator importante, que determina a biodegradabilidade de filmes comestiveis
guando estes sdo utilizados como materiais de embalagem (MARTINS, CERQUEIRA,
VICENTE, 2012).

5.3 Permeabilidade ao O,

A FIGURA 14 apresenta os valores obtidos para a permeabilidade ao oxigénio

(O,) dos filmes comestiveis elaborados.

Figura 14 - Permeabilidade ao O, dos filmes comestiveis elaborados.
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Fonte: Propria do autor (2014).
Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p>0,05).
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Os filmes a base apenas de galactomanana tiveram sua permeabilidade diminuida
de 0,20 para 0,18 x 10™*? (g.m (Pa.s.m?)™), com a incorporagéo de 0,05% de acetato de sddio.

O valor de permeabilidade ao oxigénio da blenda aumentou de 0,29 para 0,40 x
10" (g.m (Pa.s.m®)™) com a incorporacdo de acetato de sdédio (p>0,05) e diferiu
significativamente dos filmes que continham apenas galactomanana de A. pavonina L. e do
filme de quitosana em que foi adicionado acetato de sodio (p<0,05).

Butler et al. (1996) relataram que filmes de quitosana sdo altamente impermeaveis
ao oxigénio. Em estudos que avaliaram a permeabilidade ao O, de filmes de quitosana, foram
obtidos os seguintes resultados: 10,60 + 0,42 x 10™*® (g.m (Pa.s.m?)™) e 5,17 x 10™ + 4,06 x
10" (g.m (Pa.s.m?)™), por Souza et al. (2009) e Bourbon et al. (2011), respectivamente.

5.4 Permeabilidade ao CO»,

A FIGURA 15 apresenta os valores obtidos para a permeabilidade ao dioxido de

carbono (CO,) dos filmes comestiveis elaborados.

Figura 15 - Permeabilidade ao CO, dos filmes comestiveis elaborados.
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Fonte: Propria do autor (2014).
Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p>0,05).

A permeabilidade ao CO, aumentou de 0,19 x10™ para 0,54 x10™*? (g.m (Pa.s.m?)"
1) quando o acetato de sddio foi incorporado ao filme de galactomanana de A. pavonina L.,
diferindo significativamente dos demais filmes elaborados (p<0,05). Filmes com elevada

permeabilidade ao vapor de agua podem ser usados em alimentos cuja finalidade seja
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aumentar o periodo de adaptacdo (fase lag) para o crescimento de coliformes e outras
bactérias de deterioracdo Gram negativas, além de bolores e leveduras (CERQUEIRA et al.,
2009c).

Os filmes & base apenas de quitosana apresentaram o0s menores valores de
permeabilidade ao CO,, ndo diferindo dos outros filmes em que n&o houve a incorporagéo de
acetato. Em estudos que avaliaram a permeabilidade ao CO, de filmes de quitosana, foram
obtidos os seguintes resultados: 6,98 + 0,030 x 10* (g.m (Pa.s.m*™) e 5,86 + 1,09 x 10
(g.m (Pa.s.m?)™), por Souza et al. (2009) e Bourbon et al. (2011), respectivamente.

5.5 Propriedades mecéanicas

Com o intuito de se verificar as propriedades mecanicas dos filmes elaborados, na
TABELA 3 sdo apresentados os resultados das analises de tensdo maxima, tensdo na ruptura,
deformacdo na ruptura e modulo de elasticidade. O comportamento mecanico de um dado
material é caracterizado pela resposta que 0 mesmo apresenta quando submetido a tensdes ou
deformacdes (JACOB, 2006).

Tabela 3 - Tensdo maxima, tenséo na ruptura, deformacéao na ruptura e modulo de elasticidade

dos filmes comestiveis elaborados.

Tensao Tensdo na Deformacao Moédulo de

Tratamentos Maéaxima-TM  Ruptura-TR na Ruptura—  Elasticidade —
a a 0 a

(MPa) (MPa) DR (%) ME (MPa)

QSA 1,29 +0,03° 1,18 £0,01° 14547 +9,49° 1,21 +0,01°

QCA 0,82 +0,30° 046+0,10°  10564+668° 1,02+ 0,28
GSA 4,24 0,31 4,22 +0,30° 81,85+ 1,04 10,27 +0,18°
GCA 3,71 + 0,40 3,70 + 0,30 8531+181°  10,12+0,34°
QGSA 7,18 +0,22° 6,98 + 0,34° 8221+312°  2379+1,38"
QGCA 6,91 + 0,53 6,99 + 0,77 67,11 +0,89° 35,68 + 0,64°

Fonte: Propria do autor (2014).

Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p>0,05).

Espessuras (mm) — QSA: 0,062 + 0,004; QCA: 0,046 + 0,004; GSA: 0,064 + 0,003; GCA: 0,036 + 0,001;
QGSA: 0,065 + 0,003; QGCA: 0,055 + 0,003.

Os filmes com galactomanana em sua composicao exibiram valores reduzidos de
deformacéo na ruptura quando comparados aos filmes de quitosana, sendo que a blenda com a
incorporacgdo de acetato de sddio apresentou menor valor de deformagéo na ruptura (67,11 +
0,89%), diferindo significativamente dos demais filmes (p<0,05). Conforme Sobral (2000), de
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maneira geral, os filmes mais resistentes sdo os menos flexiveis, isto é, apresentam menor
deformacéo na ruptura.

Os filmes a base de quitosana exibiram os maiores valores de deformacdo na
ruptura. Tal propriedade foi comprovada também durante a realizacdo das anélises, pois estes
eram relativamente frageis e precisavam ser manuseados com muito cuidado.

Pode-se observar que o mddulo de elasticidade dos filmes aumenta com a
presenca de galactomanana de A. pavonina L. na composicdo dos mesmos, sendo verificado
que maiores valores foram obtidos nas blendas. O mddulo de elasticidade da blenda de
quitosana - galactomanana de A. pavonina L. aumentou de 23,79 + 1,38 MPa para 35,68 +
0,64 MPa guando houve a incorporacdo de acetato de sddio. Em termos praticos, 0 modulo de
Young ou 0 mddulo de elasticidade é um indicador da rigidez do material, sendo que guanto
maior o médulo, mais rigido é o material.

Os resultados exibidos na TABELA 3 também mostram que a presenca de
galactomanana de A. pavonina L. na composicdo dos filmes exerce influéncia nas
propriedades de tensdo méaxima e tensdo na ruptura, sendo que as blendas apresentaram 0s
maiores valores em tais propriedades.

A comparacdo com dados de outros autores é dificil, pois existe uma grande
dispersdo da literatura associada a diferentes composicdes e fontes de quitosana, o grau de
desacetilacdo, peso molecular, solubilizacdo, presenca de plastificantes, métodos de
preparagio e acondicionamento dos filmes antes do teste (RIVERO, GARCIA, PINOTTI,
2009; RUBILAR et al., 2013).

Blendas de galactomanana de A. pavonina L. com colageno elaborados por Lima
et al., 2010 apresentaram maiores valores de tensdo maxima (8,34 MPa) e baixos valores de
deformacéo na ruptura (47,17%) quando comparados com as blendas sem adi¢do de acetato
de sodio preparadas neste trabalho (7,18 MPa e 82,21%), respectivamente.

5.6 Opacidade e cor

Na TABELA 4 séo apresentados os resultados das analises de opacidade e de cor

dos filmes comestiveis elaborados.
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Tabela 4 - Opacidade e cor dos filmes comestiveis elaborados.

Filme L* a* b* Opacidade (%0)
QSA 81,23 + 1,43" 390+097% 33,90 +1,14% 8,15 + 1,46°
QCA 8370+1,390°  295+057%  33,14+007°  4,60+0,23
GSA 95,27 + 0,20° 0,73 + 0,05¢ 5,89 + 0,19° 10,28 + 0,89"
GCA 93,86 % 0,24 1,01 +0,17° 6,89 +0,17° 15,70 + 0,52

QGSA 82,81 + 1,15 3,01 +0,55° 35,85 + 1,27° 12,86 + 0,13°

QGCA 85,71 + 0,97° 171+037°  3245+147°  1361+0,08"

Fonte: Prépria do autor (2014).
Valores seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente (p>0,05).

O valor da luminosidade L* (81,23 + 1,43) e do componente a* (3,90 = 0,97) do
filme de quitosana sem incorporacgdo de acetato de sodio foram inferiores aos encontrados por
Souza et al., 2009 (93,80 = 0,38 e 4,04 + 0,11, respectivamente). Um baixo valor de
luminosidade pode ajudar a evitar a deterioragdo oxidativa em alimentos embalados, causada
pela exposicdo a luz visivel e a luz ultravioleta, levando a perdas de nutrientes, descoloracdo e
off-flavors (RUBILAR et al., 2013). Os filmes a base de galactomanana de A. pavonina L.
apresentaram os maiores valores de luminosidade, porém a incorporacdo de acetato de sodio
os fez diferirem entre si, sendo observada uma redugéo de 95,27 + 0,20 para 93,86 + 0,24
(p<0,05).

Observa-se que os filmes que contém quitosana apresentaram altos valores do
componente b*, que indicam a predominancia de coloracdo amarelada. A blenda em que o
acetato ndo foi adicionado diferiu significamente da blenda em que foi incorporado o acetato
de sodio (p<0,05). Os filmes de galactomanana de A. pavonina apresentaram baixos valores
do componente b*.

A opacidade variou significativamente com os tratamentos. Os filmes produzidos
a base de quitosana eram visivelmente transparentes. Como mostrado na TABELA 4, o filme
de quitosana sem adicdo de acetato de sodio apresentou maior valor opacidade quando
comparado com o filme contendo acetato. Estes resultados sugerem que a incorporacdo de
acetato de sodio aumenta a transparéncia do filme de quitosana.

Os filmes que contém galactomanana de A. pavonina L. em sua composicao
apresentaram altos valores de opacidade, indicando que este hidrocoldide confere aos filmes

uma menor transparéncia, assim como tambeém a incorporacdo de acetato de sodio tornam



54

estes filmes mais opacos (p<0,05). Logo, os filmes de quitosana tiveram sua transparéncia

reduzida quando foram produzidas as blendas.

5.7 Atividade antimicrobiana dos revestimentos

5.7.1 Determinacéo do pH dos revestimentos com e sem adicdo dos meios de cultura.

Os valores de pH dos revestimentos comestiveis com e sem adi¢do dos meios de
cultura sdo apresentados na TABELA 5. Devido ao fato da quitosana ser sollvel apenas em
meio &cido, foi necessario determinar o pH dos revestimentos com e sem adi¢do dos meios de
cultura - caldo infusdo cérebro coracdo (BHI) e caldo tripticase de soja (TSB), a fim de
verificar se este fator exercia algum efeito adverso no crescimento dos micro-organismos.

E valido salientar que, segundo Franco e Landgraf (2008), os limites de pH para o
crescimento de S. Enteritidis e S. aureus estdo entre 4,0 e 9,0, enquanto P. aeruginosa e L.
monocytogenes ndo crescem em pH menor ou igual a 4,5.

De acordo com os resultados apresentados na TABELA 5, observou-se que o pH
aumenta quando o revestimento de quitosana é adicionado ao meio de cultura, possibilitando
a existéncia de uma faixa de pH em que o0s micro-organismos estudados possam se

desenvolver.

Tabela 5 — Valores de pH dos revestimentos comestiveis com e sem adicdo dos meios de

cultura.
pH
e Revestimento Revestimento Revestimento
+BHI +TSB
Quitosana (1%) 2,98+0,18 4,95+ 0,15 5,34+ 0,09
Quitosana (1%) + acetato (0,05%) 3,06 + 0,17 4,90+0,18 4,99 + 0,06
Galactomanana de A. pavonina L. (1%) 5,65 + 0,20 6,60 + 0,04 6,99 + 0,07
Galactomanana (1%) + acetato (0,05%) 6,47 £ 0,04 6,60 + 0,03 6,99 + 0,05
Quitosana (1%) - Galactomanana (1%) 3,72+ 0,06 6,02+ 0,12 6,08 + 0,03
Quitosana (1%) - Galactomanana (1%) + acetato (0,05%) 3,84 +0,01 6,08 + 0,13 6,12 + 0,04

Fonte: Prépria do autor (2014).
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No et al. (2002) mostraram que a atividade antibacteriana da quitosana foi
inversamente afetada pelo pH, apresentando maior atividade em valores de pH mais baixos,
pois a fisiologia da célula fica mais propensa a sofrer danos, ja que, em condi¢6es de pH mais
acido, os grupos carboxila e fosfato da superficie bacteriana sdo anibnicos, sendo potenciais
locais para ligacdo eletrostatica com a quitosana (HELANDER et al., 2001).

Fernandez-Saiz, Lagaron e Ocio (2009) elaboraram filmes que foram adicionados
a caldos MHB (Mueller - Hinton Broth), com diferentes pHs - 6,2 e 7,4, sendo 0s tubos
subsequentemente inoculados com S. aureus. O estudo confirmou que as propriedades
antimicrobianas de filmes de quitosana séo afetadas pelo pH. Nos testes efetuados a um pH
mais baixo, ou seja, 6,2, observou-se uma menor contagem bacteriana, indicando forte efeito
biocida. Esta descoberta esta relacionada com o pKa = 6,4 deste biopolimero, que esta perto
do valor de pH 6,2. A este pH, a quantidade de grupos amino carregados positivamente
(grupos ativos) esta perto de 75%, enquanto que a um pH de 7,4 essa quantidade cai até

aproximadamente 10%.
5.7.2 Efeito antimicrobiano dos revestimentos comestiveis

Na TABELA 6 sdo apresentados os resultados do efeito dos revestimento
estudados contra as bactérias Gram positivas e Gram negativas que podem fazer parte da
microbiota de alimentos como o pescado, por exemplo.

Conforme os dados expostos na Tabela 4, nenhum dos revestimento preparados
foram efetivos contra o crescimento de S. aureus. Segundo Zheng e Zhu (2003), uma maior
atividade antimicrobiana contra S. aureus é observada com o aumento do peso molecular da
quitosana. Contudo, a quitosana de alto peso molecular a 1% utilizada neste experimento nao
foi efetiva contra o crescimento de S. aureus.

Os revestimentos a base de galactomanana de A. pavonina L. ndo apresentaram

nenhuma atividade antimicrobiana contra os micro-organismos estudados.
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Tabela 6 — Efeito antimicrobiano dos revestimentos comestiveis estudados contra as bactérias

Gram positivas e Gram negativas.

S. P. s. L.

REVESTIMENTO aureus aeruginosa Enteritidis Monocytogenes

+
1

Quitosana (1%)

Quitosana (1%) + acetato (0,05%)
Galactomanana de A. pavonina (1%)
Galactomanana (1%) + acetato (0,05%)
Quitosana (1%) - galactomanana (1%)
Quitosana (1%)- galactomanana (1%) + acetato (0,05%)
Controle (Acetato (0,05%) + BHI + In6culo)
Controle (Acetato (0,05%) + TSB + Inéculo)
Controle (BHI + In6culo)

Controle (TSB + In6culo)

Controle (BHI + Acetato (0,05%))

Controle (TSB + Acetato (0,05%))

+ + + + + + + + +
1 1

1

1

+ + + + + + + +

Fonte: Prépria do autor (2014).
+: presenca de micro-organismos.
-: auséncia de micro-organismos.

Pode ser observado na TABELA 6 que o revestimento de quitosana de alto peso
molecular (1%) e sua associacdo com acetato (0,05%) foram efetivas contra bactérias Gram
negativas (P. aeruginosa e S. Enteritidis) e Gram positivas (L. monocytogenes). Porém, esse
efeito pode ser atribuido somente a acdo da quitosana, uma vez que 0s controles contendo 0s
meios de cultura, indculos e acetato (0,05 %) ndo apresentaram acdo antibacteriana.

Sallam (2007b) avaliou a qualidade microbioldgica de fatias de salmao fresco
tratados por imersdo em 2,5 % (p/v) de solugédo aquosa de acetato de sodio armazenados a 1
°C. Os resultados revelaram que esta concentracdo do sal foi eficiente contra a proliferacdo de
varios tipos de micro-organismos deteriorantes, incluindo bactérias aerébias e psicrotréficas,
Pseudomonas spp., bactérias produtoras de H,S, bactérias laticas e Enterobacteriaceae. O
prazo de validade dos produtos tratados foi prorrogado por 4-7 dias em comparagdo ao
controle.

A atividade antimicrobiana da quitosana tem sido relacionada a presenga de
grupos amino carregados positivamente em pH &acido que interagem com as membranas das
células microbianas carregadas negativamente (MOHAMED et al., 2013; PEREDA et al.,
2011). Esta interacdo, além de poder alterar um pouco a permeabilidade da membrana,

também neutraliza e até mesmo reverte a carga superficial das bactérias. O aumento da
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permeabilidade da membrana leva a desestabilizacdo da membrana celular e extravasamento
de substancias intracelulares, o que ocasiona a morte de células (KONG et al., 2010).

Entretanto, quando a quitosana é adicionada a solucdo de galactomanana,
observou-se que ndo ha efeito bactericida da blenda contra S. Enteritidis, sugerindo-se que a
atividade antimicrobiana da quitosana foi diminuida. Segundo VASCONEZ et al. (2009),
esta acdo € devido a reducdo da disponibilidade do grupo NH3 na interacdo com a membrana
da célula do micro-organismao.

Estudos demonstraram que o revestimento de quitosana é mais eficaz contra 0s
micro-organismos do que o filme de quitosana (VASCONEZ et al., 2009; GOMEZ-
ESTACA, 2010; PEREDA et al., 2011), pelo fato de que, no revestimento, a quitosana se
difunde através do agar, enquanto gue, na forma de filme, somente os micro-organismos que
estdo em contato direto com os sitios ativos da quitosana sdo inibidos, pois a quitosana é
incapaz de se difundir através do agar e, como ndo ocorre a migracao de agentes ativos, a sua
capacidade antimicrobiana € reduzida (PRANOTO; RAKSHIT; SALOKHE, 2005;
NOWZARI; SHABANPOUR; OJAGH, 2013).
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6 CONCLUSOES

- O filme de quitosana-galactomanana com a adicdo de acetato de sodio foi um dos filmes
menos solUveis em &gua e apresentou menores valores de permeabilidade ao vapor de &gua e
de deformacdo na ruptura, sendo o filme mais rigido por apresentar o maior modulo de
Young.

- As blendas apresentaram os maiores valores de tensdo maxima e tenséo de ruptura.

- Houve a reducdo da permeabilidade ao O, e 0 aumento da permeabilidade ao CO, nos filmes
de galactomanana com a incorporacdo de acetato de sddio. Filmes com galactomanana em sua
composicao sdo mais opacos e apresentam maiores valores de luminosidade.

- Os filmes que contém quitosana apresentaram baixa solubilidade em agua e altos valores do
componente b*.

- Nenhum dos revestimentos preparados foram efetivos contra o crescimento de S. aureus e 0s
revestimentos a base de galactomanana ndo apresentaram nenhuma atividade antimicrobiana
contra 0s micro-organismos estudados.

- O revestimento de quitosana de alto peso molecular (1%) foi efetivo contra bactérias Gram
negativas (P. aeruginosa e S. Enteritidis) e Gram positiva (L. monocytogenes). Porém,
observou-se que ndo ha efeito bactericida da blenda contra S. Enteritidis, sugerindo-se que a

atividade antimicrobiana da quitosana foi diminuida.
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