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RESUMO

Com as novas tecnologias voltadas para as embalagens de alimentos, tem-se o estudo
de filmes biopoliméricos e sua principal vantagem, o menor tempo de degradacdo quando
comparados a filmes plasticos de polimeros sintéticos. Afim de tornar os filmes biopoliméricos
com caracteristicas bioativas, tem-se a incorporacdo de extratos naturais de frutas vermelhas.
Sendo assim, este estudo objetivou obter filmes biopoliméricos de carragenana aditivados com
extratos naturais de amora, framboesa e mirtilo com o intuito de propor materiais
biopoliméricos para utilizacdo em embalagens de alimentos frente a conservagao de alimentos.
Os extratos naturais foram obtidos através do meétodo de maceracdo (80° C por 2h) e
apresentaram altos teores de CFT, AT e AA. Os filmes foram obtidos através da técnica de
casting. Os filmes foram avaliados quanto a cor, espessura, propriedades mecéanicas,
permeabilidade ao vapor d'agua (PVA), indice de intumescimento e liberacdo controlada de
CFT. Foi avaliada a perda de massa de morangos quando embalados com os filmes
biopoliméricos controle e aditivados. Os dados experimentais foram analisados utilizando
software estatistico aplicando testes de comparacdo de média como Teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5%. Os extratos naturais apresentaram uma faixa de 2268,71 a 2681,07
mgEAG/100g para compostos fendlicos totais, 192,27 a 347,56 mg cianidina-3-
glicosideo/100g para antocianinas e 482,62 a 576,31 umol/g Trolox para atividade antioxidante.
Na caracterizacdo dos filmes biopoliméricos a espessura variou de 0,038 a 0,049 mm, a
porcentagem de elongacdo entre de 10,9 a 15,4 MPa, resisténcia a tracdo de 10,8 a 23,5
%, permeabilidade ao vapor d'dgua de 2,32.10+ a 2,59.10» g.m:. Paw s:e 0 indice de
intumescimento de 90,86 a 93,84 %. Conforme a liberacdo controlada de compostos fendlicos,
os filmes indicaram uma liberacdo para meio simulado acido uma faixa de 30,86 a 74,47
mgEAG/100g. Na atividade antimicrobiana, o filme biopolimeérico de mirtilo indicou uma forte
tendéncia de inibicdo ao S. aureus. Quanto a perda de massa, houve uma faixa de perda de 12,9
a 15,4 % em morangos embalados por 10 dias. De modo geral, os filmes biopoliméricos
desenvolvidos neste estudo apresentaram-se promissores, principalmente na sua caracterizagéo
com propriedades e caracteristicas interessantes para utilizacdo como materiais de embalagens
de alimentos, com énfase o filme biopolimérico com extrato de mirtilo, onde foi possivel

observar em diversas analises o seu potencial.

Palavras-Chave: Amora; Framboesa; Mirtilo; Perda de massa; Compostos fendlicos.



ABSTRACT

New technologies for food packaging have led to the study of biopolymer films and their main
advantage is their shorter degradation time when compared to plastic films made from synthetic
polymers. In order to make biopolymer films with bioactive characteristics, natural extracts of
red fruits have been incorporated. Therefore, this study aimed to obtain biopolymeric
carrageenan films with natural extracts of blackberry, raspberry and blueberry in order to
propose biopolymeric materials for use in food packaging for food preservation. The natural
extracts were obtained using the maceration method (80° C for 2 hours) and had high levels of
TPC, TA and AA. The films were obtained using the casting technique. The films were
evaluated for color, thickness, mechanical properties, water vapor permeability (WVP),
swelling index and controlled release of TPC. The mass loss of strawberries when packaged
with the control and additive biopolymer films was evaluated. The experimental data was
analyzed using statistical software applying mean comparison tests such as Tukey's test at a 5%
significance level. . The natural extracts showed a range of 2268.71 to 2681.07 mgEAG/100g
for total phenolic compounds, 192.27 to 347.56 mg cyanidin-3-glucoside/100g for
anthocyanins and 482.62 to 576.31 pumol/g Trolox for antioxidant activity. In characterizing the
biopolymer films, the thickness ranged from 0.038 to 0.049 mm, the elongation percentage
from 10.9 to 15.4 MPa, tensile strength from 10.8 to 23.5 %, water vapour permeability from
2.32.10-11 to 2.59.10-11 g.m-1. Pa-1. s-1 and swelling index from 90.86 to 93.84 %. In terms
of the controlled release of phenolic compounds, the films showed a release in simulated acidic
media of between 30.86 and 74.47 mgEAG/100g.As for mass loss, there was a range of 12.9 to
15.4% loss in strawberries packed for 10 days. Overall, the biopolymeric films developed in
this study showed promise, especially in their characterization with interesting properties and
characteristics for use as food packaging materials, with emphasis on the biopolymeric film

with blueberry extract, where it was possible to observe its potential in several analyses.

Keywords: Blackberry; Raspberry; Blueberry; Mass loss; Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

As embalagens de alimentos possuem fung¢des como conservar e proteger o alimento
embalado, além de estender a vida de prateleira, diminuindo riscos de contaminagdo quimica,
fisica e microbioldgica ao consumidor (JORGE, 2013). A grande maioria das embalagens de
alimentos produzidos, sdo provenientes de fonte petroguimica (fonte ndo renovavel), no qual
resultam em problemas socioambientais de forma negativa (BRITO et al., 2011). Neste
contexto, novos conceitos de embalagens de alimentos tém surgido, como as embalagens
biopoliméricas, desenvolvidas com biopolimeros que podem ser produzidos a partir de
matérias-primas de fontes renovaveis, como carboidratos, proteinas e lipidios (SOUZA et al.,
2012).

A principal vantagem das embalagens biopoliméricas é a biodegradacdo, processo em
que ocorre a desintegracdo de materiais por acdo de microrganismos, principalmente sendo
realizada em menor tempo, baixo custo de obtencdo e a ecoeficiéncia. Além do
desenvolvimento de embalagens a partir de biopolimeros, uma inovacdo nesse setor sao as
embalagens inteligentes e ativas que diferem das embalagens convencionais por possuirem
apenas a funcéo de proteger o alimento (LUCHESE, 2018). As embalagens inteligentes avaliam
a conservacdo e a qualidade dos alimentos, geralmente é inserido algum tipo de sensor que
comunica ao consumidor de forma visual as mudangas dos aspectos fisico-quimicos do
alimento (TEIXEIRA; SOARES; STRINGHETA, 2021). As embalagens ativas interagem com
o alimento de forma sistematica, liberando compostos que auxiliam na conservacédo do produto
através de agentes antimicrobianos e antioxidantes, absorvedores de umidade e etileno e
controladores de géas carbdnico (REALINI; MARCOS, 2014).

Dentre as técnicas de desenvolvimento das embalagens biopoliméricas se destaca a
técnica de casting, utilizada amplamente em escala laboratorial e tem como objetivo obter uma
solucéo filmogénica que apos sua completa secagem € capaz de formar uma membrana ou filme
(ADILAH et al., 2018). Para a obtencdo de embalagens biopoliméricas sdo utilizados:
biopolimero, solvente e a utilizacdo de um agente plastificante quando utilizada a técnica de
casting. Os biopolimeros sdo de fontes renovaveis, encontrados na natureza podendo ser ou ndo
biodegradaveis, dependendo da acessibilidade de micro-organismos ao material
(SCHAEFFER, 2020). Sdo exemplos de biopolimeros a carragenana, zeina, goma arabica,

amido, quitosana e gelatina. A carragenana € um polissacarideo extraido de algas vermelhas do
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tipo Rodophyceae e quando solubilizadas em fluidos quentes formam uma solugéo viscosa (ZIA
etal., 2017).

Tendo em vista a obtencdo de embalagens biopoliméricas, em seu desenvolvimento
podem ser incorporados aditivos naturais na forma de extratos, tornando as embalagens com
propriedades ativas e inteligentes baseadas na composicao bioativa presente nos extratos. Entre
0s métodos de extracdo comumente encontrados na literatura, destacam-se a extracéo assistida
por ultrassom e a extracdo por maceracao. A extracdo assistida por ultrassom possui como
vantagem o menor tempo de extracao justamente pelo colapso de moléculas através das ondas
de som com baixa frequéncia (LUCAS, 2018). A extracdo por maceracao baseia-se no método
de envolver calor e agitacdo para aumentar a transferéncia de massa e melhor extracdo de
compostos de interesse (TAKEUCHI et al., 2008).

Apresentam-se como fonte promissora de extratos naturais as pequenas frutas da classe
das frutas vermelhas como a amora (Rubus spp.), framboesa (Rubus idaeus L.) e mirtilo
(Vaccinium myrtillus), no qual possuem altos teores de compostos fendlicos totais, antocianinas
totais e atividade antioxidante (SOUZA et al., 2014). Cultivada em diversas regides do Brasil,
a amora apresenta alta porcentagem de umidade, vitaminas e compostos bioativos como as
antocianinas que sdo responsaveis pelo pigmento avermelhado roxo da fruta e compostos
fenolicos (CHEZINI, 2022). A framboesa, pertencente a familia Rosaceae, é considerada uma
fruta nutritiva por apresentar indices consideraveis de fibras, proteinas, lipideos e carboidratos,
além de apresentar efeitos benéficos a salde humana através da sua composi¢do bioativa
contendo vitaminas, compostos fendlicos, carotenoides e antocianinas (VARA, 2020). O
mirtilo, conhecido popularmente como blueberry, possui em sua casca coloragdo azul intensa e
apresenta elevada atividade antioxidante quando comparado a outros pequenas frutas, além de
possuir em sua composi¢do compostos bioativos como os polifendis, flavonoides e antocianinas
(HWANG et al., 2014; LUCAS, 2018).

Estudos cientificos e tecnoldgicos desenvolvidos pelo Grupo de Pesquisa Engenharia de
Processos em Sistemas Particulados (GPEPSP) da Universidade Federal do Pampa, relacionam
a extracdo de compostos bioativos presentes em fontes vegetais na forma de aditivos naturais
com a éarea de embalagens biopoliméricas de alimentos. Barreto (2021) e Avila et al., (2020)
extrairam compostos bioativos presentes na casca de jabuticaba (Plinia cauliflora) para
potencial aplicacdo em matriz alimentar utilizando quitosana e carragenana, respectivamente,

como biopolimeros no desenvolvimento de embalagens biopoliméricas. Benvegnu (2022)



extraiu compostos bioativos da prépolis marrom utilizando a técnica de extragdo assistida por
ultrassom com potencial aplicagdo em embalagem de alimentos.

Diante do exposto, na busca de desenvolver filmes biopoliméricos aditivados com
extratos de pequenas frutas vermelhas que ndo causem impactos ambientais, o presente estudo
se justifica. Para isso, foram desenvolvidos filmes biopoliméricos de carragenana com a
incorporacdo de extratos naturais de pequenas frutas vermelhas, amora, framboesa e mirtilo,

com o intuito de aumentar a vida de prateleira da matriz alimentar embalada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver filmes biopoliméricos de carragenana aditivados com extratos naturais de
pequenas frutas vermelhas com o intuito de propor materiais biopoliméricos para utilizagcdo em

embalagens de alimentos frente a conservacao de alimentos.

2.2 Objetivos especificos

e Obter extratos naturais de amora (Rubus spp.), framboesa (Rubus idaeus L.) e mirtilo
(Vaccinium myrtillus);

e Caracterizar 0s extratos naturais quanto ao teor de compostos fendlicos totais,
antocianinas totais e atividade antioxidante;

e Desenvolver filmes biopoliméricos de carragenana pela técnica de casting aditivados
com os extratos naturais obtidos;

e Caracterizar o0s filmes biopoliméricos quanto as propriedades mecanicas,
permeabilidade ao vapor de agua, espessura, indice de intumescimento e cor;

e Avaliar a liberacdo controlada de compostos fendlicos nos filmes biopoliméricos
aditivados em meio simulado para alimentos acidos;

e Auvaliar a perda de massa de morangos quando embalados com os filmes biopoliméricos;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do filme biopolimérico aditivado com caracteristicas

adequadas para ser utilizado como embalagem ativa.



3 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA

3.1 Embalagens de alimentos

As embalagens desempenham um papel importante frente a conservagédo de alimentos,
protegendo o alimento do meio externo contra contaminaces fisicas, quimicas e bioldgicas
minimizando perdas e desperdicios. De acordo com as classificacdes, as embalagens podem ser
primarias, secundarias e terciarias. As primarias sdo aquelas que estdo em contato direto com o
alimento, as secundarias facilitam a manipulacéo e apresentacéo, além de proteger o produto e
as terciarias protegem o produto embalado principalmente na etapa de transporte (LANDIM et
al., 2016). Além disso, as embalagens fazem parte do marketing e layout do produto ou
alimento a ser comercializado para a atracdo do consumidor. Com isso, as embalagens de
alimentos devem reduzir as trocas gasosas, serem atoxicas, resistentes, de baixo custo, flexivel
para manuseio e causar 0 minimo de impacto ambiental (EVANGELISTA, 2018). Mudancas
de habitos dos consumidores nos ultimos anos, através de novas tendéncias no setor alimenticio,
estdo fazendo com que a industria reflita sobre seus processos de industrializacdo vinculado a
sustentabilidade, principalmente com a necessidade de reduzir o descarte inadequado de
embalagens convencionais pléasticas que demoram anos para sua completa degradacao
(FARIAS et al., 2012). Segundo a Food and Agriculture Organization of United - FAO (2019),
cerca de 70% do plastico utilizado no Brasil ndo € reciclado e grande parte desse lixo, mais
precisamente 0s microplasticos, provenientes de sacolas plasticas e embalagens de alimentos,
sdo depositados em rios e mares, gerando um acimulo de residuos plasticos no meio ambiente.

Existem diversas embalagens que protegem os alimentos como as metalicas, vidro,
polimérica, celulésica e composta, em seus diferentes formatos (AZEREDO, 2012). Os
plasticos convencionais sdo formados por polimeros, dentre as principais classes estdo:
termoplasticos, resinas, elastomeros ou borracha e os polimeros naturais, denominados
biopolimeros (FELLOWS, 2006). Apesar dos avangos tecnoldgicos das embalagens
convencionais que contribuem fortemente para a conservacdo dos alimentos, tem-se tornado
uma alternativa de pesquisa e desenvolvimento as embalagens ativas e inteligentes para o

melhoramento dos alimentos proporcionando o consumo mais seguro (TEIXEIRA, 2021).
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3.1.1 Embalagens ativas

As embalagens ativas sdo aquelas que interagem de forma sistematica com o produto
embalado, controlando ou absorvendo gases que possam ser emitidos do alimento durante seu
processo de deterioracdo e liberando compostos de interesses que controlem a qualidade do
produto, como por exemplo os agentes antioxidantes e antimicrobianos, que tem como funcéo
principal, prolongar a vida atil do alimento (MARTINS;CERQUEIRA; VICENTE, 2012),
SOARES et al., 2009).

Realini e Marcos (2014), exemplificam diferentes tipos de embalagens ativas, através
de absorvedores de umidade, agentes antimicrobianos, agentes antioxidantes, emissores de gas
carbonico, entre outros. Martiny (2020) obteve extratos naturais de folhas de oliveira (Olea
europaea) para aplicacdo em embalagens biopoliméricas ativas com propriedades
antimicrobianas diminuindo riscos de contaminacgdo por microrganismos E. coli devido a acédo
protetora dos compostos bioativos presente nos extratos. Zidan et al., (2023) desenvolveu
embalagens ativas utilizando quitosana como biopolimero e extrato de tamareira como agente
antimicrobiano aplicando a embalagem como revestimento em morango e estudando a
conservacao da fruta em tempos estabelecidos. Barreto (2021), obteve filmes biopoliméricos
multicamadas compostas por quitosana e extrato da casca de jabuticaba (Plinia cauliflora),
utilizando a técnica de casting com potencial aplicacdo em embalagens de alimentos. Na Figura
1, é esquematizado a utilizacdo de compostos bioativos na forma de agentes antimicrobianos e
antioxidantes em embalagens ativas, tais agentes inibem o crescimento e desenvolvimento de

bactérias que causam a deterioracdo em alimentos.

Figura 1- Esquema de embalagem ativa e compostos bioativos
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Fonte: Adaptado de Zidan et al. (2023)



3.1.2 Embalagens inteligentes

As embalagens inteligentes geralmente contém um rétulo, sensor ou etiqueta que ira
fornecer ao consumidor informagdes sobre a conservagdo do alimento embalado CORRALES,
M.; FERNANDEZ, A.; HAN, J.H. 2005). Essa tecnologia tem sido amplamente estudada
devido a grande preocupacdo da populacdo quanto ao desperdicio de alimentos que é gerado,
seja desperdicio doméstico ou desperdicio gerado por perdas na industrializacdo. Através de
um sensor/etiqueta inteligente a embalagem seria capaz de monitorar a degradacao do alimento
evitando tais desperdicios (SOARES et al., 2009). O desenvolvimento de sensores inteligentes
nas embalagens deve seguir certos parametros como a estabilidade aos fatores extrinsecos,
design compativel com a embalagem, concordancia do sensor com a validade do produto e nivel
de sensibilidade com a substancia a ser detectada no alimento (COFCEWICZ;
SARANTOPOULOS, 2015).

Indicadores colorimétricos por mudanca de pH do alimento embalado tém sido alvo de
estudos para aplicacdo em embalagens inteligentes, como é o caso, de pesquisas relacionadas a
utilizacdo de aditivos naturais provenientes de extratos ricos em antocianinas, composto
bioativo que muda sua coloracdo conforme variacdo de pH. Liu et al. (2019) desenvolveram
embalagens biopoliméricas sensiveis a pH com incorporacdo de extrato de amora como
indicadoras de degradacdo de alimentos e Luchese (2018), desenvolveu embalagens ativas e
inteligentes com biopolimero amido, reaproveitando residuo de suco de mirtilo utilizando a
técnica de casting. O indicador Ripesense, conforme Figura 2, é um sensor colorimétrico
utilizado para identificar niveis de maturacdo em frutas e hortalicas desenvolvido na Nova
Zelandia, inicialmente o sensor possui coloracdo vermelha e a medida que o fruto amadurece o
sensor gradativamente muda sua coloracdo para laranja e por fim amarelo (COFCEWICZ;
SARANTOPOULOS, 2015).

Figura 2- Sensor de maturacdo - ripesense

Fonte: Cofcewicz; Sarantopoulos (2015)
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Boa parte das embalagens de alimentos, sendo elas ativas, inteligentes ou
convencionais, sdo provenientes de fonte petroquimica (fonte ndo renovével), no qual impactam
0 meio ambiente de forma negativa e ndo sustentavel, neste sentido tem-se o estudo e
desenvolvimento de filmes biopoliméricos, no qual sua matriz polimérica é um biopolimero,

mais sustentavel e biodegradavel (BRITO et al., 2011).

3.2 Filmes biopoliméricos

Os filmes biopoliméricos podem ser uma das solugdes para o impacto ambiental negativo
que vem acontecendo no meio ambiente, visto que tais filmes podem ser desenvolvidos com
biopolimeros (fontes renovaveis) que possuem tempo menor de degradacéo frente a embalagens
convencionais (FABRA; LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2016).

Para o desenvolvimento de filmes biopoliméricos é necessario obter uma solucéo
filmogénica, formada por biopolimeros, agentes plastificantes e solventes. Dentre as vantagens
dos filmes biopoliméricos, esta a possibilidade de incorporar extratos naturais na forma de
aditivos, como agentes antimicrobianos e agentes antioxidantes, possibilitando uma vida de
prateleira mais prolongada (BATISTA, 2004).

Os biopolimeros sdo obtidos a partir de matérias-primas de fontes renovaveis, como
polissacarideos, proteinas, lipideos e possuem um tempo de vida menor quando comparado aos
polimeros sintéticos. Alguns biopolimeros como a gelatina, zeina, quitosana, carragenana e
amido possuem propriedades com grande potencial de substituicdo de polimeros de fontes
fosseis, além de sua biodegradacdo em menor tempo (BRITO et al., 2011). A importancia da
utilizacdo de biopolimeros no desenvolvimento de novos materiais é algo que vem sendo
estudado amplamente em pesquisas onde visam minimizar impactos ambientais causados por
plasticos ndo biodegradaveis. Sua principal aplicacéo seria para uso de embalagens, no entanto,
tais embalagens devem apresentar propriedades mecénicas e de barreiras semelhantes as
embalagens convencionais quais iram competir (MIRI et al., 2015)

Dentre os polimeros naturais, os polissacarideos hidrossoliveis ou hidrocoloides se
destacam por sua utilizacdo no desenvolvimento de embalagens de alimentos biopoliméricas,
pois apresentam caracteristicas importantes como aumentar a viscosidade, criacdo de gel,
controle de cristalizacéo, inibem a sinérese e possibilitam a formacéo de filmes biopoliméricos
(FERREIRA,; GUIMARAES; MAIA, 2009; ANDRADE, 2016).



3.3 Técnicas de desenvolvimento de filmes biopoliméricos

Existem diversos métodos de desenvolvimento e obtencdo de filmes biopoliméricos
como a técnica de casting, extrusdo, electrospinning e sopro (FILIPINI, 2019). Neste estudo,
sera abordado sobre as técnicas de casting e electrospinning, bem como seu modo de uso,

operacdo e obtencao de filmes biopoliméricos.
3.3.1 Casting

A técnica de casting, apresentada na Figura 3, € uma metodologia considerada simples
e amplamente utilizada em escala laboratorial no desenvolvimento de membranas
biopoliméricas. Inicialmente ocorre a solubilizacdo do biopolimero através de um solvente, com
adicdo de um agente plastificante, denomina-se como solucdo filmogénica (GONTARD;
GUILBERT; CUQ, 1992). Apds, essa solucdo filmogénica é vertida sobre uma placa de Petri e
mantida sob aquecimento até completa evaporacdo do solvente, obtendo-se um filme
biopolimérico (DENAVI et al., 2009).

A operacdo de evaporacao do solvente nesta técnica, tem como objetivo a concentracdo
do biopolimero a fim de formar uma rede tridimensional de moléculas (GONTARD;
GUILBERT; CUQ, 1992). Quando utilizada a técnica de casting para obtencdo de embalagens,
alguns pardmetros devem ser levados em consideracdo, como o nivel da placa de Petri na
evaporacdo, pois certos desniveis podem ocasionar diferencas na sua espessura, temperatura de
obtencdo da solucdo filmogénica e solubilidade do biopolimero (MARTINY, 2020; AVILA,
2020).

Figura 3 - Obtencéo por técnica de casting
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Fonte: Autor (2023)
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Sendo assim, a técnica de casting torna-se uma opc¢éo prética e facil de obtencdo de
embalagens biopoliméricas devido a sua facilidade de producéo. Nichel (2020), obteve filmes
biodegradaveis de amido e do pinhdo e batata doce a partir da técnica de casting para potencial
aplicacdo como revestimento de frutas. Sartori e Menegalli (2015) extrairam amido de banana
para utilizagdo como biopolimero e desenvolveram filmes biopoliméricos através da técnica de
casting com incorporacdo de microparticulas lipidicas contendo &cido ascorbico como agentes

antioxidantes.
3.3.2 Electrospinning

A técnica de electrospinning, também chamada de eletrofiacdo, consiste em aplicar a
solucdo filmogénica em um campo elétrico através de uma bomba com alta voltagem
(ANTUNES, 2016). O sistema € constituido por uma seringa, onde contém a solucéao polimérica
ou filmogénica, bomba infusora, fonte de alta contagem e um coletor, conforme Figura 4.
Durante seu processamento, inicialmente é formado uma gota na ponta da agulha, oriunda da
solucdo filmogénica e conforme aumenta o campo elétrico, a gota sofre um alongamento
conhecido como cone de Taylor ejetando em direcdo ao coletor formando uma fibra fina
(AVILA, 2020).

Figura 4- Obtencé&o por electrospinning
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Fonte: Avila (2020)

A técnica de electrospinning possui vantagem no desenvolvimento de embalagens ou

membranas ultrafinas para aplicacbes em matrizes alimentares devido a sua area superficial.



Gongalves (2015) produziu nanofibras por electrospinning de policaprolactona (PCL) com
biopeptideos microalgais para aplicacdo em embalagens ativas de alimentos. Liu et al. (2015),
desenvolveram nanofibras de alcool polivinilico (PVOH) e quitosana com nanoparticulas de

prata para obtencdo de membranas antibacterianas.

3.4 Filmes biopoliméricos contendo extratos naturais

No desenvolvimento de filmes com potencial de embalagem ativa e inteligente
biopolimérica podem ser utilizados aditivos naturais na forma de extratos, como uma alternativa
de obter embalagens que possam substituir insumos sintéticos na sua obtencdo. Os aditivos
naturais quando aplicados nessas embalagens podem desempenhar um papel fundamental no
prazo de validade dos alimentos e potencial reducdo de risco por contaminacédo de patdégenos
através dos compostos bioativos presentes nos extratos como agentes antioxidantes e
antimicrobianos (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

Os aditivos naturais agregam caracteristicas importantes as embalagens ativas e
inteligentes, devido a sua composi¢édo bioativa, principalmente pelos compostos antioxidantes
como as antocianinas, carotendides e flavondides e agentes antimicrobianos que inibem o
crescimento microbioldgico que causam deterioracdo em alimentos (SOUZA, 2014).

Diversos estudos, conforme Quadro 1, relatam o desenvolvimento de embalagens

biopoliméricas com a incorporacdo de aditivos naturais.

Quadro 1- Biopolimeros, solventes, agentes plastificantes e aditivos naturais em embalagens
biopoliméricas ativas e inteligentes

(continua)
- Agente . .
Biopolimero Solvente - Aditivo natural Referéncia
plastificante
) . ] Farinha de casca de lahnke
Gelatina Agua Glicerol

cenoura e beterraba (2015)

: o _ Residuo suco de Lechese

Amido Agua Glicerol o

mirtilo (2018)




28

Quadro 1 — Biopolimeros, solventes, agentes plastificantes e aditivos naturais em embalagens
biopoliméricas ativas e inteligentes.

(conclusdo)

] i Agente o .
Biopolimero Solvente - Aditivo natural Referéncia
plastificante
i _ Extrato de folha Martiny et al.
Carragenana Agua Glicerol o
de Oliveira (2020)
_ o . Polietilenoglicol Extrato de
Quitosana Acido acético ) Severo et al. (2021)
e glicerol cranberry
i _ Extrato de casca Avila et al.
Carragenana Agua Glicerol S
de jabuticaba (2020)
Goma-Arébica e
o Etanol 80% e ) Extrato de casca Kang et al.
Nanocristais de Glicerol L
HCI 1% uva, roma e pitaya (2021)
celulose
. Chezini
Amido Agua Glicerol Bagaco de amora
(2022)
. . ) o ) Extrato de Zidan et al.
Quitosana Acido acético | Polietilenoglicol )
tamareira (2023)

Fonte: Autor (2024)

Conforme apresentado no Quadro 1, estudos no desenvolvimento de embalagens
biopoliméricas fazem uso de diversas fontes de biopoliméricos e solventes, além de utilizar
extratos naturais na forma de aditivos. Cada aditivo natural incorporado na embalagem
desenvolvida ira dar a ela a caracteristica desejada, seja embalagem ativa e/ou embalagem
inteligente.

Podem ser utilizados em embalagens ativas aqueles aditivos que contenham
propriedades que possam atuar como agentes antioxidantes e antimicrobianos, como extratos
ricos em antioxidantes como compostos fendlicos e antocianinas e para as embalagens
inteligentes aqueles aditivos com compostos como as antocianinas, que variam de cor de acordo
com o pH do produto embalado. Para sua obtencéo, existem técnicas que utilizam diferentes

equipamentos e métodos que utilizam propor¢oes de fonte vegetal e solventes variados.




3.5 Carragenana

Entre os polissacarideos hidrossoliveis, se encontra a carragenana, obtida de algas
marinhas vermelhas e formada por moléculas de monémeros de D-galactopiranose e 3,6-
anidrogalactose. As carragenanas sdo divididas em trés tipos como A (lambda), soluvel em agua,
forma solucdes com alta viscosidade e nao forma gel, k¥ (kappa), soluvel em agua em
determinados pardmetros e possuem capacidade de formar géis elésticos e flexiveis e 1 (iota),
possui a menor solubilidade em &gua e possui capacidade de formar géis quebradicos, cada tipo
com propriedades distintas e classificadas conforme sua estrutura molecular (ANDRADE,
2016).

Assim, a carragenana possui potencial uso como biopolimero no desenvolvimento de
embalagens biopoliméricas ativas e/ou inteligentes contendo agentes antioxidantes e
antimicrobianos para potencial aplicacdo em matriz alimentar. O Quadro 2 apresenta pesquisas
de desenvolvimento de embalagens utilizando a carragenana como biopolimero e agentes

antimicrobianos e antioxidantes aplicados a matrizes alimentares de fonte vegetal e animal.

Quadro 2- Desenvolvimento de embalagens contendo carragenana aplicada a matrizes
alimentares

Biopolimero Agente antioxidante/antimicrobiano Referéncia
Sorbato de potassio Seol et al
(2009)
Extrato de folha de oliveira* Martiny et al
(2020)
Carragenana
Extrato de polpa de amora* Zhang et al.
(2020)
Oleo essencial de erva-limao Wani et al.
(2021)

* Agentes antioxidantes

Fonte: Autor (2024)
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A utilizacdo da carragenana no desenvolvimento de embalagens biopoliméricas é
bastante ampla. Pesquisas como ilustradas no Quadro 2, evidenciam seu uso juntamente com
aditivos naturais e aplicacdo em matrizes alimentares demonstrando sua efetividade na
substituicdo de embalagens convencionais. Seol et al., (2009) investigou uma membrana a base
de carragenana e sorbato de potéssio no prazo de validade e armazenamento a frio de peito de
frango, alimento altamente perecivel e suscetivel a contaminagdo microbioldgica. Martiny et
al., (2020) desenvolveu uma embalagem biopolimérica de carragenana aditivada com extrato
natural de folha de oliveira inibindo o crescimento de microrganismos em carne de cordeiro.
Zhang et al., (2020), utilizou extratos de polpa de amora como indicador de mudanga de pH em
embalagens biopoliméricas ativas de carragenana aplicadas para estudar a qualidade e frescor
dos peixes. Wani et al., (2021) estudou o efeito de embalagens biopoliméricas de goma arabica,
Xantana e carragenana contendo Oleo essencial de erva-limdo como agente antimicrobiano
aplicadas em morango. Para tal desenvolvimento de embalagens biopoliméricas, faz-se o estudo
das técnicas de obtencéo, levando em consideragdo os parametros que cada método exige.

3.6 Técnicas de obtencao de extratos naturais

Diversas técnicas e alternativas sdo desenvolvidas para obtencdo de extratos naturais
com exceléncia, seja pelo método a ser aplicado ou pelo solvente utilizado na extracdo. Entre
0s métodos de extracdo comumente encontrados na literatura, destacam-se a extracao assistida
por ultrassom e a extragcdo por maceragao.

A extragdo assistida por ultrassom, tem como possibilidade menores tempos de
extracOes, justamente pelo método de colapsar moléculas através das ondas de som e a
utilizacdo de solventes mais sustentaveis (LUCAS, 2018). As ondas de som geradas no
mecanismo de extra¢do produzem efeitos na matriz vegetal, como a circulagdo do solvente no
sistema e a turbuléncia pode aumentar a transferéncia de massa (SILVA; GARCIA,
FRANCISCATO, 2016). O processo de extracdo ocorre em duas etapas, sendo a primeira
denominada “lavagem”, onde ocorre a maior faixa de extragdo dos compostos bioativos da fonte
vegetal e a segunda chamada de “extracdo lenta” com baixo rendimento de extragdo dos
componentes presentes no meio (SAHIN E SAMLI, 2013). A obtengao de extratos com maiores
concentragOes de compostos bioativos na extracdo assistida por ultrassom € reportada no estudo
de Gomes et al., (2021).



A maceragdo ¢ um método de extracdo solido-liquido, a qual baseia-se em manter a
fonte vegetal em um meio fechado em contato com o solvente extrator, sendo submetida a
agitacdo ocasional com variacdo de temperatura durante determinado periodo de tempo
(TOMASI, 2021). Certos parametros devem ser levados em consideracdo quando utilizado a
maceragdo para obtencdo de extratos naturais, como o teor de umidade e tamanho da particula
da fonte vegetal, volume de solvente extrator, pH, tempo e temperatura de extracdo
(SONAGLIO et al., 2010). Estudos para obtencdo de extratos naturais ricos em compostos
bioativos atraves da extragdo por maceracao veem sido abordados na literatura. Alves (2022)
obteve extratos naturais de folha de oliveira (Olea europaea L.) para aplicagdo em membrana
biopolimérica como uso topico no tratamento de feridas. Vara (2020) produziu extratos
hidroetandlicos de framboesa (Rubus idaeus) para avaliacdo bioativa utilizando a extracdo por
maceracao.

Neste contexto, as frutas vermelhas como amora, framboesa e mirtilo, apresentam-se
como potencial fonte de obtencdo de aditivo natural para incorporacdo em filmes

biopoliméricos ativos.

3.7 Pequenas frutas

As pequenas frutas vermelhas, apresentadas na Figura 5, chamadas também de bagas
ou berries, sdo frutos carnosos e suculentos, consumidos normalmente in natura ou processados
em produtos alimenticios como sucos, geleias, bebidas e doces (VARA, 2020). Entre as
pequenas frutas vermelhas, destacam-se a amora (Rubus spp.), framboesa (Rubus idaeus) e o
mirtilo (Vaccinium corymbosum), alvo de diversos estudos por apresentar altas fontes de
compostos fendlicos como os acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, taninos e antocianinas
(SOUZA, 2014).
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Figura 5- Pequenas frutas vermelhas, amora, framboesa e mirtilo, respectivamente

Fonte: Adaptado de Dreamstime (2023)

A amora-preta é uma fruta pertencente a familia Rosaceae, sendo a cultivar Tupy, obtida
através de um melhoramento genético, a mais cultivada no Brasil, possuindo coloracao preta e
sabor levemente equilibrado entre doce e &cido (ANTUNES, 2002). Cerca de 85% da sua
composic¢do é constituida por dgua e 10% de carboidratos, contendo teores significativos de
fibras, minerais e vitaminas, além de conter compostos fendlicos que contribuem com a
atividade antioxidante da fruta (NOGUEIRA, 2018). Na amora sao encontrados fitoquimicos
lipofilicos e hidrofilicos, promotores de salde, associados ao baixo risco de mortalidade por
doencas cardiacas devido a presenca de compostos bioativos provenientes do metabolismo
secundario da fruta (CHEZINI, 2022). Segundo Sousa (2007), tais compostos presente na
amora, possuem atividade anti-inflamatoria, antialérgica e antimicrobiana. Estudos como de
Fan-chiang e Wrolstad (2005), encontraram teores de antocianinas de 70 a 201 mg/100 g de
peso fresco em 18 cultivares diferentes de amoras-pretas (Rubus spp.) em paises como Estados
Unidos, Franca, Maceddnia, Chile e México e Hirsch (2011), encontrou em 9 cultivares de
amora-preta no Brasil, teores de antocianinas de 24 a 100,4 mg/100 g de peso fresco.

A framboesa vermelha (Rubus idaeus L.), pertencente a familia Rosaceae, constituida
por bagas, engloba cerca de 200 espécies e tem sido alvo de estudo de melhoramento genético,
em énfase a framboesa vermelha (VARA, 2020). Segundo Sousa et al., (2007), sua composi¢ao
centesimal é constituida por 85 g de agua, 0,91 g de proteinas, 0,55 g de lipideos e 3 g de fibra
alimentar e vitaminas como &cido ascorbico, tiamina, vitamina B6 e vitamina A. Os beneficios
a saude, como prevencao a distarbios inflamatérios e doencgas cardiovasculares sdo associados
a composicdo bioativa da framboesa, principalmente aos compostos fendlicos, incluindo as

antocianinas. Frutos de bagas apresentam atividade biolégica com alto teor de compostos



antocianicos, por exemplo, cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-rutinosideo e pelargonidina-3-
glicosideo (SEERAM et al., 2006). Em estudo desenvolvido por Noratto, Chew e Atienza
(2017), identificou 50 compostos fenolicos em diferentes cultivares de framboesa.

O mirtilo, popularmente conhecido como blueberry, pertencente a familia Ericaceae, é
uma fruta de origem da América do Norte. Caracterizado pela sua coloracao azul-escura tendo
em média 1 a 2,5 cm de diametro e com sabor equilibrado entre acidez e doce (REQUE, 2012).
Sendo seu consumo in natura ou em alimentos processados como sorvetes, doces, geleias,
licores, entre outros. Segundo Sousa et al., (2007), o mirtilo apresenta altas concentracGes de
minerais, agucares, &cidos organicos e entre as pequenas frutas, € a que possui maior atividade
antioxidante. Estudos acerca dos compostos bioativos presente no mirtilo apontam que 0s
beneficios a saude da fruta estdo relacionados a presenca das antocianinas, contendo cerca de
825 a 4200 mg Cianidina-3-glicosideo por kg de fruta (REQUE, 2012).

Assim, as pequenas frutas vermelhas amora, framboesa e mirtilo podem ser utilizadas
como aditivo natural no desenvolvimento de embalagens biopoliméricas ativas e/ou inteligentes
devido as suas caracteristicas bioativas. Nogueira (2018), obteve membranas biopoliméricas
antioxidantes e comestiveis utilizando bagaco de amora-preta e avaliou a estabilidade da
membrana em diferentes condi¢Ges de pHs frente ao processo de esterilizacdo, além de verificar
a biodegradabilidade em compostagem organica. Um estudo realizado por Luchese et al.,
(2019), desenvolveu embalagens biodegradaveis a partir do residuo de mirtilo e amido, obtendo
resultados de tensdo de ruptura semelhantes as embalagens convencionais de polietileno de
baixa densidade.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

As pequenas frutas amora, framboesa e mirtilo foram adquiridas em comeércio local na
cidade de Bagé, Rio Grande do Sul e conduzidas até o laboratério de Desenvolvimento
Tecnologico e Inovacdo - sala 2106, situado na Universidade Federal do Pampa - Campus Bagé,
onde foram higienizadas a 100 ppm de cloro e armazenadas em freezer a -18°C. Posteriormente,
as pequenas frutas foram submetidas a secagem por liofilizagdo utilizando liofilizador de
bancada (Terroni - LS300) no periodo de 72 h, mantidas em alto vacuo e temperatura de -50°C.
A amostras liofilizadas foram moidas em moinho analitico (IKA® — A11BS32) e peneiradas
em peneiras de mesh de diametro de 60 mm obtendo-se um p6 de amora, p6 de framboesa e p6

de mirtilo (dp < 0,25 mm). A Figura 6 ilustra os pds das pequenas frutas.

Figura 6- P de amora (1), p6 de framboesa (2) e p6 de mirtilo (3) moidos e peneirados

Fonte: Autor (2024)

A umidade do p6 de cada fruta foi determinada utilizando o método gravimétrico em
estufa a 105 °C por 24 h. O porcentual de umidade em base imida foi determinado em triplicata

seguindo a Equacéo 1.

%Umidade= =™ (1)
mi



onde mi é a massa inicial da amostra (g) e mf a massa final da amostra apds a secagem (g).

4.1.1 Matriz alimentar: Morango

A matriz alimentar definida para a analise de perda de massa foi 0 morango, conforme
Figura 7. As frutas foram adquiridas em comércio local na cidade de Bageé, Rio Grande do Sul
e conduzidas até o laboratorio de Operacdes de Processos da Industria de Alimentos - sala 2104,
situado na UNIPAMPA (Universidade Federal do Pampa) - Campus Bagé, onde foram

higienizadas a 100 ppm de cloro.

Figura 7- Morangos higienizados

Fonte: Autor (2024)
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4.2 Extracdo por maceracao

Para o desenvolvimento e realizacdo dos objetivos propostos, foram obtidos os extratos
naturais de amora, framboesa e mirtilo, individualmente, ricos em compostos bioativos

utilizando a metodologia de extracdo por maceragdo como esquematizado na Figura 8.

Figura 8- Obtencdo dos extratos naturais

MOAGEM E EXTRAGAO POR OBTENGAO DO
LIOFILIZAGAO PENEIRAMENTO AMOSTRA + SOLVENTE MACERAGAO FILTRACAO EXTRATO

CARACTERIZAGAO
DO EXTRATO
Atividade antioxidante
Compostos fendlicos
Antocianinas totais

Fonte: Autor (2024)

As extracOes foram realizadas segundo a metodologia de Avila (2020) com adaptacoes,
em triplicatas utilizando banho metabdlico (Dubnoff SL 157 — SOLAB), 1 g de amostra (p6 de
frutas) e 100 mL de solvente (etanol 40%) pelo periodo de 2 h a 80°C. Ap0s a extracdo, o extrato

foi filtrado a vacuo e reservado para posteriores analises.

4.3 Caracterizacao bioativa dos extratos naturais

4.3.1 Compostos fendlicos totais

Para a determinagdo de compostos fenolicos totais (CFT), foi utilizado o método
Singleton e Rossi (1985) utilizando 0,5 mL de extrato, 10 mL de agua destilada, 1 mL Folin-
Ciocalteau em tubo de ensaio, apos 3 min de reacdo, adicionou-se 8 mL de carbonato de sodio
(Na.COs3) 7,5 %. As amostras foram mantidas em escuro por 2 h para reacdo colorimétrica de
oxidacéo e reducgdo, apds o periodo, realizou-se a leitura das amostras em espectrofotémetro
(UV 755B, EQUILAM) no comprimento de onda de 765 nm. Os resultados foram quantificados



a partir de uma curva padrédo de &cido gélico, conforme Equacédo 2, em concentragdes de 50 a

1000 mg.L~ ! e expressos em mg de EAG/100g.

y = 0,0031x r2=0,9995 )

4.3.2 Antocianinas totais

O teor de antocianinas totais (AT) foi quantificado a partir da leitura direta dos extratos
naturais em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 520 nm. Os resultados foram
quantificados a partir de uma curva padrdo, conforme Equacdo 3, de cianidina-3-glucosideo
com concentracdes de 5 a 100 mg.L~™ ! e os resultados expressos em mg de Cianidina-3-

Glucosideo equivalente por 100 g.

y = 49,472x r2=0,9999 3)

4.3.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante (AA) dos extratos foi realizada seguindo a metodologia
descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berser (1995), utilizando-se 0,2 mL do extrato com
7,8 mL de solugcdo DPPH em repouso por 30 min sob auséncia de luz. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517 nm e o resultado quantificado através
de curva padrdo, conforme Equacéo 4, em equivalente de Trolox na faixa de concentracédo de 0

22000 pmol. L™ .

y = 0,0006x — 0,0475 r2=0,9908 (4)

4.4 Desenvolvimento dos filmes biopoliméricos aditivados

O desenvolvimento dos filmes biopoliméricos foi de acordo com a metodologia de Avila

(2020) com adaptagdes, conforme a Figura 9.
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Figura 9- Desenvolvimento dos filmes biopoliméricos

SOLUBILIZACAO DO BIOPOLIMERO SOLUCAO BIOPOLIMERICA TECNICA DE CASTING OBTENCAO DOS FILMES
(
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« Cor

« Espessura

« Propriedades mecanicas
« PVA

« Intumescimento

« Liberagao controlada

Fonte: Autor (2024)

A técnica utilizada para o desenvolvimento dos filmes biopoliméricos de amora,
framboesa e mirtilo foi a de casting. Inicialmente, foi realizada a solubilizac¢do do biopolimero
carragenana na proporcédo de 0,5:50 (m:v) a temperatura de 70 °C durante 15 min. Em seguida,
foi incorporada a solugdo inicial, 0,3 g de glicerol e 50 mL de extrato de cada fruta
individualmente e obtendo a solucdo biopolimérica contendo extrato. A solucdo biopolimérica
contendo o extrato natural foi vertida sobre uma de placa de Petri com diametro de 15 cm e
encaminhada a secagem em estufa durante 24 h a temperatura de 40 °C. Ap6s completa
evaporacéo do solvente, os filmes foram acondicionados em dessecadores com umidade relativa

de 50% para posteriores utilizacGes e andlises.



4.5 Caracterizacao dos filmes biopoliméricos aditivados

4.5.1 Cor

Para analise da cor nos filmes biopoliméricos foi utilizado o aplicativo em celular
Android ColorGrab, no qual identifica os parametros de cor do sistema CIELAB. Os parametros
colorimétricos obtidos foram o L*, que corresponde a luminosidade; a* que corresponde a
coordenada do eixo vermelho/verde e b* representando a coordenada do eixo azul/amarelo.

Para quantificacédo da variacao de cor foi utilizada a Equagéo 5.

AEx= \|(Lx —Ls*) + (ax —as*) + (b*—bs *)? (5)

Onde: L= ¢ a variacdo de preto (0) a branco (100); ax a variacao de verde (-) a vermelho (+);
b* a variacdo de azul (—) a amarelo (+); o subindice s corresponde ao

filme controle e AE=* a diferenca de cor.

4.5.2 Espessura

A espessura das embalagens biopoliméricas foi obtida com a utilizacdo de micrémetro
digital (Insize-IP65) realizando uma média com dez posicdes aleatdrias sobre os filmes

biopoliméricos.

4.5.3 Propriedades mecanicas

Para a avaliagdo das propriedades mecénicas dos filmes biopoliméricos aditivados foi
utilizado o equipamento texturdmetro (STABLE - MICRO SYSTEM TA.XT .plus) para auxilio
das andlises, conforme Figura 10. As analises seguiram a norma ASTM Standard D882-18
(2018).
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Figura 10- Andlise de propriedades mecénicas - Texturbmetro
%

g ': |

I

Fonte: Autor (2024)

A porcentagem de elongacéo foi determinada conforme a Equagdo 6 e a resisténcia a
tracdo conforme a Equagdo 7.

% Elongagado = % * 100 (6)

Onde, dr é a distancia da ruptura percorrida pela garra (m) e di o afastamento inicial entre as
garras (m).

Fm

Amin (7)

Onde, T é a tensdo maxima relacionada a tracao (Pa), Fm a forgca méxima que antecede a ruptura
(N) e Amin a area da secdo transversal inicial da embalagem (m?2).



4.5.4 Permeabilidade ao vapor d’agua

A anélise de permeabilidade ao vapor d’agua foi conduzida conforme o método ASTM
E0096-00 (2016), em triplicata. As amostras dos filmes biopoliméricos foram seladas em tubos
de permeacdo contendo cloreto de calcio anidro (CaClz), conforme ilustra a Figura 11.
Posteriormente, acondicionadas em dessecadores com umidade relativa de 50% em temperatura
ambiente e controladas diariamente durante 10 dias. A permeabilidade ao vapor d’agua foi

calculada conforme a Equagdo 8.

PVA = aar ®

Onde, PVA ¢ a permeabilidade ao vapor d’4agua (g.m™. Pa-l. s1), mab a massa de umidade
absorvida (g), e a espessura do filme (m), t € o tempo total da analise (s), A a area da superficie

exposta (m?) e AP ¢ a diferenca de pressdo parcial através do filme biopolimérico (Pa).

Figura 11- Filmes biopoliméricos selados em tubos de permeacao

-
Fonte: Autor (2024)
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4.5.5 Indice de intumescimento

O indice de intumescimento foi analisado de acordo com a metodologia adaptada de
Bunhak et al. (2007). Os filmes biopoliméricos foram cortados em amostras de 2 cm?2 e inseridos
em estufa a 60 °C para secagem por 2 h. Apos, foi determinada a massa seca e os filmes
biopoliméricos foram imersos em &gua destilada por 10 min. A &gua foi drenada, removendo o
excesso e pesou-se novamente os filmes. O indice de intumescimento de cada filmes (amora,

framboesa e mirtilo) foi quantificado seguindo a Equacdo 9.

mf —mi

(%) = %100 9)

Onde mi, a massa do filme seco antes do teste (g) e mf é a massa do filme ap6s a imersédo em
agua (g).

4.5.6 Liberacdo controlada de compostos fendlicos dos filmes biopoliméricos

A andlise de liberacdo controlada de compostos fendlicos foi realizada de acordo com a
resolucdo RDC N°- 51, DE 26 DE NOVEMBRO DE 2010, onde dispde sobre migracdo em
materiais, embalagens e equipamentos plasticos destinados a entrar em contato com alimentos.

Para a andlise de liberacdo controlada foi utilizado 0,3 g de amostra (filme
biopolimérico) em contato com 15 mL de fluido simulante pelo periodo de 240 min sob
incubacdo a temperatura de 25 °C, conforme Figura 12. Como fluido simulante foi utilizada
solucdo acido acético 3% (v/v) para alimentos aquosos acidos. Esse parametro foi escolhido a
partir da matriz alimentar definida. Apds o término da andlise da liberacéo controlada, o fluido
simulante foi submetido a quantificacdo de compostos fenolicos conforme metodologia do item
4.2.4.1.



Figura 12- Amostras imersas no fluido simulante apds 4 h de incubacao

Fonte: Autor (2024)

4.7 Atividade antimicrobiana dos filmes biopoliméricos

Para a realizacdo da atividade antimicrobiana, foi levada em consideragéo os resultados
promissores referente a caracterizagdo bioativa do extrato, caracterizagdo do filme
biopolimérico e andlise de perda de massa do filme biopolimérico aditivado promissor.

A atividade antimicrobiana do filme foi avaliada frente a dois microrganismos,
Escherichia coli, representando o grupo de bactérias Gram-negativas, e Staphylococcus aureus
representando o grupo de bactérias Gram-positivas, conforme a ilustra a Figura 12. O potencial
antimicrobiano do filme biopolimérico foi obtido utilizando a Norma M7-A6 (Methods for
Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved
Standard - Sixth Edition, 2003). Para realizacdo da analise, uma aliquota de 0,1 mL de cultura
microbiana (Escherichia coli e Staphylococcus aureus) foi padronizada com 12 x 108 unidades

formadoras de coldnia (UFC). mL~ ! de acordo com a escala Mac Farland e ento diluidos para
a concentracdo de 1 x 10° UFC.mL™ !, onde foram posteriormente inoculadas sobre placas
compostas de agar Mueller Hinton para que o desenvolvimento microbiano ocorresse.

Apos solidificacdo do agar, foram adicionados os filmes biopoliméricos aditivados com
extratos de mirtilo e filme controle desenvolvidos (cortados em 6 mm de didmetro) para atuarem
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como barreira antimicrobiana. As placas foram incubadas a 35°C por 24 h e a inibicdo foi
considerada positiva quando halos compostos por uma zona clara foram observados.

4.8 Perda de massa da matriz alimentar

Apds a higienizacdo os morangos foram embalados individualmente, conforme Figura
13 e selados durante 10 s com o auxilio de uma embaladora manual portatil (FRESH PACK
PRO -IM84). Os filmes biopoliméricos contendo a matriz alimentar foram armazenados sob

refrigeracdo a 5°C e a massa quantificada pelo periodo de 10 dias.

Figura 13- A - Filme controle; B - Filme amora; C - Filme framboesa e D - Filme Mirtilo

Fonte: Autor (2024)

A perda de massa dos filmes biopoliméricos contendo a matriz alimentar foi realizada

de acordo com Jridi et al, 2018. A perda de massa foi quantificada através da Equagéo 10.

PM(%) = "—"1*100 (10)



Onde, PM é a perda de massa, mi a massa inicial da matriz alimentar e mf a massa final da

matriz alimentar.

4.10 Analise estatistica

Os resultados obtidos da caracterizacao dos pés das frutas vermelhas, caracterizacdo do
extrato, caracterizacdo dos filmes biopoliméricos aditivados e perda de massa da matriz
alimentar foram tratados estatisticamente em software estatisticos e aplicados testes de

comparacdo de médias como Teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacéo dos pos das frutas vermelhas

Os resultados para os teores de umidade referente ao p6 de amora, p6 de framboesa e
p6 de mirtilo estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Resultados da caracterizagdo de cada p6 de fruta

Amostra Umidade % (b.u.)
P6 de amora 20,74+ 0,751
P6 de framboesa 19,4°+ 0,286
P6 de mirtilo 14,5°+ 0,131

Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (p <0,05) entre as médias obtidas pelo

teste de Tukey.
Fonte: Autor (2024)

O teor de umidade é um dos fatores importantes de uma amostra, visto que a elevada
guantidade de &gua presente pode desencadear a proliferacdo de fungos e bactérias
contaminando a amostra antes mesmo dela ser utilizada para analises futuras (MOREIRA et
al., 2013). De acordo com a Resolugdo RDC n° 272 de 22 de setembro de 2005 da ANVISA,
produtos de frutas secas ou desidratadas devem conter no maximo 25 % de umidade (BRASIL,
2005). Desta forma, ambas as amostras estdo de acordo com o estabelecido visto que a variacédo
de umidade foi de 14,5 a 20,7 % (b.u.). Conforme os resultados estatisticos para os pos das

frutas, observou-se diferenca estatistica entre todos os pés das frutas vermelhas.

5.2 Caracterizacgao bioativa dos extratos naturais

Na Figura 14 séo ilustrados os extratos naturais obtidos através da extracdo por

maceracao.



Figura 14- Extrato de mirtilo (1), extrato de amora (2) e extrato de framboesa (3)

Fonte: Autor (2024)

Os resultados referentes as analises de compostos fendlicos totais - CFT, antocianinas
totais - AT e atividade antioxidante - AA estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2- Resultados da caracterizagdo bioativos presente nos extratos obtidos

Extrato Compostos Fendlicos Antocianinas Totais Atividade
Totais mg cianidina-3- Antioxidante
mgEAG/100g glicosideo/100g pmol/g Trolox
Amora 2663,13*+ 0,88 318,66 + 5,57 576,31* + 3,60
Framboesa 2268,71°+ 0,93 192,27 + 2,60 557,62° + 1,97
Mirtilo 2681,07* + 0,09 347,56% + 1,05 482,62° + 3,54

Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (p <0,05) entre as médias obtidas pelo
teste de Tukey.

Fonte: Autor (2024)
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Diversos parametros podem influenciar na quantificagdo de compostos bioativos em
frutas, como por exemplo, 0 método de extracdo, o solvente utilizado para extrair tais
compostos, estrutura quimica da amostra, além das condi¢cdes da fruta, como maturacéo,
armazenamento e exposicao ao sol (SERAFIM, 2013).

O presente estudo obteve como quantificacdo para os compostos fenélicos uma faixa de
2268,71 mgEAG/100g a 2681,07 mgEAG/100g. Vasco, Ruales e Kamal-Eldin (2008)
classificaram os fendlicos de acordo com suas concentracdes sendo classificados como baixo
teor (<100 mg EAG/100 g), médio teor (100-500 mg EAG/100 g) e alto teor (>500 mg
EAG/100 g), desta forma todos os extratos do presente estudo podem ser classificados em alto
teores de composto fendlicos indicando que a amora, framboesa e mirtilo sdo excelentes fontes
destes ativos. No presente estudo, os maiores teores de compostos fendlicos foram observados
na amora e no mirtilo, que ndo diferiram estatisticamente entre si.

A quantificacdo de compostos fendlicos totais para a amora realizada por Machado,
Pereira e Marcon (2013) foi de 92,85 + 2,22 mg EAG/100 g sendo sua variedade nao informada.
J& 0 estudo realizado por Souza et al. (2014) obteve 850,52 + 4,77 mg EAG/100 g para a amora
preta, 357,83 £ 7, 06 mg EAG/100 g para a framboesa e 305,38 + 5,09 mg EAG/100 g para o
mirtilo, utilizando como método de extracdo a maceracdo sem agitacdo pelo periodo de 1h a
temperatura ambiente.

Dentre os compostos fendlicos, destacam-se as antocianinas, no presente estudo obteve-
se para a amora 318,66 + 5,57 mg cianidina-3-glicosideo/100g, para a framboesa 192,27 + 2,60
mg cianidina-3-glicosideo/100g e para o mirtilo 247,56 £ 1,05 mg cianidina-3-glicosideo/100g,
tais resultados encontrados neste estudos sdo superiores aos estudos desenvolvidos por Souza
et al. (2014) que obtiveram para a amora 58,61 + 2,19 mg de cianidina-3-glicosideo/100g e
14,69 + 2,03 mg cianidina-3-glicosideo/100g para a framboesa e Lucas (2018) que quantificou
antocianinas totais em mirtilos utilizando métodos de extragdes distintos, sendo encontrado
uma faixa de 0,84 +£ 0,02 a 11,9 + 0,76 mg de cianidina-3-glicosideo/g. Do total de compostos
fenolicos totais presentes nos extratos naturais de amora, framboesa e mirtilo, 9,77%, 7,81% e
11,17%, respectivamente, sdo antocianinas totais.

Quanto a atividade antioxidante presente nos extratos naturais, o extrato de amora e
framboesa obtiveram o melhor resultado, principalmente por possuir elevados teores de
polifendis, taninos e compostos antocianicos que contribuem para esta atividade antioxidante
(SOUSA et al., 2007). Estudo como de Balse et al. (2014) obtiveram para a atividade
antioxidante de néctar de mirtilo 14,84 umol/g Trolox utilizando como matéria prima a polpa



da fruta, tornando assim o resultado deste estudo, quando comparado ao autor citado, superior
devido a extracdo por maceracao realizada no pé de mirtilo para obtengédo do extrato natural.

5.3 Caracterizacdo dos filmes biopoliméricos

5.3.1 Aspecto visual dos filmes biopoliméricos aditivados

A Figura 15 ilustra os filmes biopoliméricos de amora (FBA), framboesa (FBF) e mirtilo
(FBM). Como pode observar-se, o filme biopolimérico contendo extrato de mirtilo apresentou
uma cor mais intensa em comparacdo ao filme de amora e framboesa. Todos os filmes
apresentaram uma uniformidade na cor, sendo o filme de framboesa 0 com a cor menos intensa,
0 que ja era esperado através dos extratos obtidos. O aspecto visual do filme biopolimérico

controle (FBC) néo foi observado quanto a sua coloracdo por ser transparente.

Figura 15- FBA (1), FBF (2) e FBM (3)

Fonte: Autor (2024)
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5.3.2Cor

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos dos pardmetros de cor L*, a*, b* e AE do

filme biopolimérico controle e dos filmes biopoliméricos aditivados.

Tabela 3- Resultados obtidos na anélise colorimétricas dos filmes biopoliméricos

Filmes L* a* b* AE*
FBC 57,9 -0,0 2,4 -
FBA 35,8 53,5 9,9 58,4
FBF 51,7 16,3 4,5 17,6
FBM 32,0 48,2 0,6 54,7

Fonte: Autor (2024)

Pode se perceber que a presenca dos extratos de amora e mirtilo nos filmes
biopoliméricos apresentaram resultados menores para o parametro L* visto que tal parametro
representa a luminosidade que pode chegar a 100, indicando uma coloragdo mais intensa e
escura. O parametro a* foi negativo no filme biopolimérico controle indicando a ndo presenca
da cor vermelha e o maior resultado deste parametro foi observado no filme de amora. No
parametro b* que representa a cor amarelo foi observado valores baixos em todos os filmes. A
incorporagdo dos extratos naturais nos filmes proporcionou maior alteracdo (AE) nas
formulacdes contendo amora e mirtilo. Barreto (2021) desenvolveu filmes biopoliméricos de
carragenana com a adicao de extrato de casca de jabuticaba e foi observado uma variacao total
de cor 63,5%.

5.3.3 Espessura, propriedades mecanicas, PVA e indice de intumescimento

Os resultados da espessura, propriedades mecanicas (alongamento a ruptura - E% e
resisténcia a tracdo - MPa), permeabilidade ao vapor d'agua (PVA) e indice de intumescimento

estdo apresentados na Tabela 4.



Tabela 4- Resultados da caracterizagdo dos filmes biopoliméricos

Filmes Espessura c E PVA Intumescimento

(mm) (MPa) (%) (g.m™. Pal. s (%)

FBC 0,038"+0,004 154*+0,22 10,8 +0,82 2,592101+287.10* 93,87%+ 1,27

FBA 0,045%+0,007 11,1°+0,40 16,9° +0,29 1,13210M+3,06.10%% 92,072 +0,51?

FBF 0,049+0,006 10,9°+0,31 17,6® +0,39 2,37210'+1,81.10°  90,86%+ 0,732

FBM 0,0478+0,005 12,1°+0,04 235* +246 2,332.101+582.10%  91,87%+0,89°

Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (p <0,05) entre as médias obtidas pelo

teste de Tukey.
Fonte: Autor (2024)

Os filmes biopoliméricos contendo os extratos naturais de amora, framboesa e mirtilo
possuem valores de espessuras maiores ao filme controle ndo observando diferencas
estatisticas. O filme controle obteve como espessura 0,038 mm e nos filmes aditivados houve
uma variacao de espessura de 0,045 a 0,049 mm. Essa maior espessura dos filmes aditivados
em comparacdo ao filme controle, se da devido aos componentes presentes nos extratos
naturais, como as moléculas dos compostos bioativos que se agrupam com o biopolimero
utilizado na formulagdo aumentando tal espessura (BENVEGNU, 2022).

O estudo de Luchese (2018), foi realizado desenvolvendo filmes biodegradaveis com
extratos de subprodutos, dentre eles, residuo de mirtilo, onde obteve um filme biopolimérico
utilizando amido, como biopolimero na quantidade de 3 g e mirtilo como agente antioxidante,
encontrando uma de espessura de 0,11 £ 0,02 mm para o filme biopolimérico controle e 0,26 +
0,01 mm para o filme biopolimérico com amido e residuo de mirtilo, demonstrando assim que
ao incorporar o residuo de mirtilo ao filme controle houve um aumento significativo de
espessura no filme biopolimérico. Rasid et al. (2018) explicam que compostos fenolicos, mais
precisamente, as antocianinas podem se ligar a matriz biopolimérica formando uma rede e
promovendo um aumento na espessura de filmes biopoliméricos. Brackmann; Hunsche; Balem
(1999) em sua pesquisa utilizando morangos, concluiram que filmes com espessura maior que
0,035 mm acumulam maior quantidade de CO>, gas que é liberado no processo de respiragdo
em organismos, diminuindo assim o processo de degradacdo de frutas como morangos.
Considerando assim, conforme suas espessuras, que todos os filmes biopoliméricos
desenvolvidos neste estudo, incluindo o filme controle, podem auxiliar na conservagéo de

morangos.
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A porcentagem de elongacgéo (E%) trata-se da forma como o material pode deformar-se
até a sua ruptura. Este parametro aumentou nos filmes biopoliméricos incorporados com 0s
extratos naturais. Os resultados apresentados para os filmes de amora, framboesa e mirtilo
diferem estatisticamente do filme controle. Esse resultado torna-se promissor quando o intuito
é o desenvolvimento de um filme biopolimérico cuja atribuicdo é uso como embalagem de
alimentos. Liu et al. (2019) observaram uma diminuicéo da elongacéo a ruptura de 14,49 + 1,78
% para o filme controle de carragenana e 8,59 + 2,19 % para filme de carragenana com extrato
de amora. Quanto a resisténcia a tracdo, pode-se observar que a incorporacdo dos extratos
naturais das frutas influenciou neste parametro. O mesmo comportamento foi observado por
Barreto (2021), onde houve uma diminuicdo da resisténcia a tracdo de 11,02 MPa do filme
biopolimérico controle para 4,41 MPa com a incorporacdo de extrato de casca de jabuticaba no
filme biopolimérico.

A incorporagdo dos extratos naturais de amora, framboesa e mirtilo aos filmes
biopoliméricos ndo influenciou estatisticamente a PVA quando comparados ao filme controle.
Liu et al (2019), em seu estudo utilizando extratos de amora em diferentes concentracoes e
carragenana como matriz biopolimérica encontraram valores para a permeabilidade ao vapor
d'agua na faixa de 3,86 a 7,83.10 ! g.m™. Pa. s resultados superiores ao encontrado para o
filme biopolimérico de amora e carragenana deste estudo.

Em relagdo ao indice de intumescimento ndo foram observadas diferencas
significativas nos resultados. A carragenana, que € a matriz biopolimérica nos filmes
desenvolvidos, € hidrossoluvel, justificando a porcentagem acima de 90% em todos os filmes
biopoliméricos desenvolvidos no presente estudo (ROVINA, et al. 2020). Os resultados obtidos
para o indice de intumescimento dos filmes biopoliméricos neste estudo estdo semelhantes ao
estudo realizado por Avila (2020), no qual obteve para o filme biopolimérico de carragenana

aditivado com extrato de casca de jabuticaba 94,02 + 1,51 % de intumescimento



5.4 Liberacdo controlada de compostos fendlicos dos filmes biopoliméricos

Os resultados para a analise de liberacdo controlada de compostos fendlicos dos filmes

biopoliméricos desenvolvidos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Resultados da andlise de liberagdo controlada de compostos fendlicos

Filmes biopoliméricos Compostos Fenolicos Totais
(mgEAG/100g)
FBC NA
FBA 74,47 £ 0,58
FBF 30,86 + 0,05
FBM 72,152+ 0,12

Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (p <0,05) entre as médias obtidas pelo
teste de Tukey.

NA= NAO APLICAVEL

Fonte: Autor (2024)

Os filmes biopolimeéricos contendo extrato de amora e mirtilo apresentaram resultados
promissores da liberacdo de compostos fendlicos, principalmente em relacdo ao fluido utilizado
como simulante, demonstrando potencial utilizacdo destes filmes biopoliméricos aditivados em
alimentos &cidos. Isso justifica a escolha do presente estudo em avaliar os filmes utilizando
como matriz alimentar os morangos.

Segundo Kuai et al. (2021), precisa ocorrer um equilibrio entre a liberacdo de
antioxidantes e a matriz alimentar. A liberacdo de compostos fenolicos no meio simulado acido
para a amora foi de 74,47 + 0,58 mgEAG/100g e para o mirtilo 72,15 + 0,12 mgEAG/100g em
tempo de incubacao de 4 h, o que pode ser esperado uma liberacdo ainda maior de compostos
fenodlicos, visto que os filmes biopoliméricos iram permanecer em contato com a matriz

alimentar por um periodo maior caso seja adquirida por um consumidor.
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5.5 Perda de massa

Os resultados da perda de massa ao longo dos 10 dias dos morangos embalados com 0s
filmes biopoliméricos controle (FBC), filmes biopoliméricos aditivados com extrato natural de
amora (FBA), filmes biopoliméricos aditivados com extrato natural de framboesa (FBF) e

filmes biopoliméricos aditivados com extrato natural de mirtilo (FBM) estdo ilustrados na
Figura 16.

Figura 16- Perda de massa ao longo de 10 dias
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Fonte: Autor (2024)

Pode-se perceber que 0 morango embalado com o filme biopolimérico com extrato de
mirtilo foi 0 que menos perdeu massa ao longo dos 10 dias de andlise, sendo o contrario
observado para 0 morango embalado com o filme de extrato de framboesa. Para os resultados
da perda de massa no 10° dia, a Tabela 7 mostra os resultados.



Tabela 7: Resultados da anélise de perda de massa dos morangos

Filmes biopoliméricos % Perda
FBC 13,58 + 3,94
FBA 14,32+ 4,17
FBF 15,42+ 4,19
FBM 12,92+ 3,90

Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas (p <0,05) entre as médias obtidas pelo

teste de Tukey.
Fonte: Autor (2024)

Os morangos que estavam embalados com os filmes biopoliméricos apresentaram uma
perda de massa de 12,9% a 15,4 %. Vale salientar que os estudos para avaliar a perda de massa
de morango devem ser realizados em ambientes com controle de temperatura e umidade relativa
e que ambos parametros influenciam diretamente na taxa de respiragdo dos frutos (KUAI et al.
2021). Nao foram encontrados na literatura estudos desenvolvidos utilizando filmes
biopoliméricos de carragenana para perda de massa em morangos.

O estudo realizado por Alves et al. (2007), foi desenvolvido utilizando amido de milho,
para revestimento comestivel e estudo da perda de massa em morangos, encontrando resultados
de 15% na perda de massa do morango ao longo de 7 dias de analise. De acordo com Molon
(2013), o aspecto visual e aparéncia da fruta é um dos fatores mais importantes para aceitagcdo
do consumidor. Com excecdo da amostra 2 do filme biopolimérico de framboesa, todas as
amostras de morango permaneceram integras e sem deterioracdo mesmo apés 10 dias, como

ilustra a Figura 17.
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Figura 17- Aspecto visual dos morangos ap6s os 10 dias de armazenamento

FILME CONTROLE FILME AMORA

Fonte: Autor (2024)

5.6 Atividade antimicrobiana dos filmes biopoliméricos controle e aditivado

De acordo com a Figura 18, o filme controle ndo inibiu nenhum dos micro-organismos
conforme esperado, por ndo conter ativos na sua formulacdo. Os resultados para o filme
contendo mirtilo indicam que houve inibicdo do crescimento para o S. aureus. Embora os halos
formados ndo possam ser utilizados para uma analise quantitativa, devido ao crescimento do
micro-organismo na placa néo ter sido homogéneo, eles indicam forte tendéncia de potencial
antimicrobiano para esse filme ativo, o que confirma o potencial de aplicagdo para embalagens

de alimentos ativas.



Figura 18- (A): Filme controle; (B): Filme mirtilo S. aureus; (C): Filme mirtilo E. coli

Fonte: Autor (2024)
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6. CONCLUSAO

Para obtengéo dos extratos naturais de frutas vermelhas, a extragdo por maceragao nas
condicBes de 2 h a 80°C demonstrou-se satisfatoria, visto que os extratos apresentaram altos
teores de compostos ativos, sendo os compostos fenolicos encontrados na faixa de 2238,71 a
2681,07 mgEAG/100 g, antocianinas totais de 177,38 a 299,66 mg cianidina-3-glicosideo/100
g e antioxidantes de 482,62 a 576,31 pmol/g Trolox.

No desenvolvimento dos filmes biopoliméricos, a incorporacdo dos extratos naturais
com a solucdo biopolimérica de carragenana foi bem sucedida, formando uma solucéo liquida
e sem bolhas. A técnica de casting demonstrou-se adequada para obtencgdo de filmes.

Na caracterizacao dos filmes biopoliméricos a espessura variou de 0,038 a 0,049 mm, a
porcentagem de elongacdo entre de 10,9 a 15,4 MPa, resisténcia a tracdo de 10,8 a 23,5 %,
permeabilidade ao vapor d'agua de 2,32.10 a 2,59.10"! g.m™. Pal s?e o indice de
intumescimento de 90,86 a 93,84 %.

A analise de liberacdo controlada de compostos fendlicos indicou que o filme
biopolimérico de amora liberou para 0 meio simulado de alimentos acidos 74,47 mgeAG/100g,
o filme biopolimérico de framboesa 30,86 mgEAG/100g e o filme biopolimérico de mirtilo
72,15 mgEAG/100g.

Para a perda de massa, foi possivel observar que ao longo dos 10 dias do armazenamento
de morangos embalados com os filmes, houve uma variacdo de 12,9 a 15,4 %. O filme
biopolimérico de mirtilo foi analisado quanto a atividade antimicrobiana observando um
possivel potencial de inibi¢do para o microrganismo Staphylococcus aureus.

De modo geral, os filmes biopoliméricos desenvolvidos neste estudo apresentaram-se
promissores, principalmente na sua caracterizacdo com propriedades e caracteristicas
interessantes para utilizacdo como materiais de embalagens de alimentos, com énfase o filme
biopolimérico com extrato de mirtilo, onde foi possivel observar em diversas analises o seu

potencial.



7. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestéo, propde-se:

Atividade antimicrobiana para 0s extratos naturais;

Métodos diferentes de quantificacdo de compostos bioativos, ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) e FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) para antioxidante
e método de pH diferencial para antocianinas totais.

Para a caracterizacao dos filmes biopoliméricos aditivados propde-se o0 estudo de mais
fluidos simulantes para a liberacdo controlada de compostos fendlicos e também uma
caracterizacdo quanto a morfologia dos filmes.

Realizar novamente a atividade antimicrobiana do filme promissor, para S. aureus e E.
coli.

Desenvolver de uma embalagem 100% biopolimérica, com sua base obtida com
biopolimeros em impressdo 3 D e seu topo com filmes biopoliméricos aditivados.
Avaliar os filmes biopoliméricos aditivados como potencial para embalagens
inteligentes;

Avaliar potencial antifungico dos extratos e da embalagem;

Realizar andlise de opacidade através do espectrometro.
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