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RESUMO

O uso de filmes e coberturas comestiveis a partir de diferentes fontes tem
chamado a atencéo, pois possibilita a valorizagcdo de coprodutos agroindustriais de
onde podem ser recuperados compostos para este fim. Dentre estes coprodutos, o
farelo de arroz se destaca pela grande quantidade produzida. Neste trabalho foi usado
o farelo de arroz como fonte proteica e de compostos fendlicos para elaboracdo de
filmes biodegradaveis e coberturas comestiveis. O farelo de arroz foi utilizado como
substrato no processo de fermentacdo em estado sélido com o fungo Rizhopus oryzae
visando um aumento no seu conteldo de proteinas e de compostos fendlicos. O
extrato fendlico obtido a partir da fermentacao foi caracterizado quanto ao seu perfil de
acidos fendlicos e avaliado quanto a sua capacidade antioxidante e de inibicdo das
enzimas peroxidase e polifenoloxidase. Foram obtidos filmes a partir de concentrado
proteico de farelo de arroz (CPFA) e concentrado proteico de farelo de arroz
fermentado (CPFF) e caracterizados quanto a espessura, solubilidade, propriedades
Opticas (luminosidade e opacidade) e propriedades mecanicas (tensdo de ruptura,
porcentagem de elongacdo e modulo de Young). Um planejamento experimental
fatorial 2* foi usado para avaliar o efeito das concentracdes de proteina e glicerol e a
adicdo de extrato fendlico de farelo fermentado e argila montmorilonita nas
propriedades mecanicas e fisico-quimicas de filmes proteicos de farelo de arroz.
Misturas de proteinas extraidas de farelo de arroz e galactomananas extraidas de
semente de Caesalpinia pulcherrima foram usadas para preparar solucdes
filmogénicas que foram avaliadas quanto as suas propriedades molhantes em
superficie de batatas minimamente processadas e aplicadas como coberturas sobre
as mesmas. A fermentacdo do farelo de arroz resultou em um aumento de 53% no
conteudo proteico, e de compostos fendlicos em mais de 100%, sendo o acido ferdlico
o0 composto fendlico mais abundante com valor de 765 mg/g de farelo fermentado. O
extrato fendlico obtido do farelo de arroz fermentado apresentou potencial de inibicdo
para o radical DPPH e para enzima peroxidase. Apds a elaboracdo dos filmes,
melhores propriedades 6pticas e mecéanicas foram verificadas com CPFA em relacao
aos filmes de CPFF. A concentracdo de proteina afetou (p<0,05) a espessura,
luminosidade, opacidade e solubilidade dos filmes de CPFA, enquanto um aumento ha
concentracao de glicerol afetou (p<0,05) principalmente as propriedades mecénicas e
a permeabilidade ao vapor de agua. A adicdo de extrato fendlico aos filmes afetou
(p<0,05) a opacidade, a tenséo de ruptura, o modulo de Young e a permeabilidade ao
vapor de agua. A adicdo de montmorilonita produziu um efeito (p<0,05) negativo nas
propriedades mecanicas dos filmes, sendo obtidos filmes com solubilidade menor que
25%, luminosidade acima de 80 (L*), opacidade ao redor de 14%, tensé@o de ruptura
de 8,6 MPa, elongacdo de 70%, elasticidade acima de 600 MPa e permeabilidade ao
vapor de agua abaixo de 7,5 g.mm/d.m?>.KPa. A mistura de proteina e galactomana
(3:1) apresentou maiores valores de coeficientes de espalhamento e adesdo e menor
coesdo para a superficie de batatas minimamente processadas. Filmes contendo 25%
de galactomananas apresentaram maior resisténcia a tracdo e menores valores de
permeabilidade ao vapor de agua e oxigénio. As solugbes filmogénicas utilizadas
como coberturas em batatas minimamente processadas armazenadas a 4+1°C
tiveram como efeito mais marcante a reducdo no conteldo de microrganismos
psicotropicos das amostras tratadas com coberturas proteicas.

Palavras-chave: farelo de arroz, fermentacéo, compostos fendlicos, filmes, coberturas.
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ABSTRACT

Edible films and coatings utilization from various sources has attracted attention
because it enables the utilization of agro-industrial byproducts, recovering an otherwise
valueless compound for this purpose. Among these byproducts is rice bran. Rice bran
stands out from other sources for its large production. In this study rice bran was
utilized as a source of protein and phenolic compounds for preparation of
biodegradable films and edible coatings. Rice bran was used as a substrate in a solid
state fermentation with the fungus Rizhopus oryzae, aiming an increase in the bran's
proteins and phenolic compounds contents. The phenolic extract obtained from the
fermentation process was characterized for its phenolic acids profile and evaluated for
its antioxidant capacity as well as its peroxidase and polyphenoloxidase inhibition
capacities. The films were obtained from rice bran protein concentrate (RBPC) and
fermented rice bran protein concentrate (FRBPC). The films were characterized by
their thickness, solubility, optical properties (luminosity and opacity) and mechanical
properties (tensile strength, elongation and Young's modulus). A 2* factorial
experimental design was used to evaluate the effect of protein and glycerol
concentrations as well as the addition of phenolic extract from fermented rice bran and
montmorillonite clay in the mechanical and physico-chemical properties of rice bran
protein-based films. Mixtures of proteins extracted from rice bran and galactomannans
extracted from Caesalpinia pulcherrima seeds were used to prepare solutions that
were evaluated for wetting properties in the surface of minimally processed potatoes
and applied as coatings in the same kind of potatoes. Rice bran fermentation resulted
in an increase of 53% in the protein content and more than 100% increase of phenolic
compounds, where the ferulic acid was the phenolic compound with biggest
concentration, 765 mg/g of fermented rice bran. Phenolic extract obtained from
fermented rice bran showed a potential for DPPH and peroxidase enzyme inhibitions.
After the films preparation, better optical and mechanical properties were verified with
RBPC rather than with FRBPC films. The protein concentration affected (p<0.05) the
thickness, luminosity, opacity, and solubility of RBPC films. Meanwhile an increase in
glycerol concentration affected (p<0.05) especially the mechanical properties as well
as the water vapor permeability. The phenolic extract addition in the films affected
(p<0.05) opacity, tensile strength, Young's modulus and the water vapor permeability.
The montmorillonite addition produced a negative effect (p<0.05) in mechanical
properties of the films. When using the clay, it was obtained films with solubility smaller
than 25%, luminosity above 80 (L*), opacity around 14%, tensile strength of 8.6 MPa,
elongation of 70%, elasticity above 600 MPa and water vapor permeability below 7.5
g.mm/d.m?.KPa. A mixture of protein and galactomannan (3:1) showed higher
coefficients values of spreading and adhesion and lower cohesion on the minimally
processed potatoes surface. The films containing 25% of galactomannan showed
higher tensile strength and lower values of water vapor permeability and oxygen
permeability. The film-forming solutions used as coating in minimally processed
potatoes stored at 4+1°C had the most distinguished effect in the reduction of
psychotropic microorganisms content at samples treated with protein coatings.

Keywords: rice bran, fermentation, phenolic compounds, films, coatings.



CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS

Neste capitulo estdo apresentados a motivagdo, as justificativas e os objetivos

do trabalho.



1.1 INTRODUCAO

Para minimizar as perdas poés-colheita, uma das técnicas que vem sendo
utiizada € a aplicagdo de peliculas comestiveis como revestimento de frutas e
hortalicas frescas ou minimamente processadas. Sao finas camadas de material
aplicadas e formadas diretamente na superficie do produto, sendo usadas para
substituir o revestimento de cera de protecdo natural e para reduzir a perda de agua
de frutas e hortalicas in natura ou minimamente processadas. Este procedimento visa
manter a umidade e ao mesmo tempo reduzir as taxas de respiracdo, retardar a
degradacédo de acidos organicos, além de conferir aparéncia brilhante e atraente ao
produto (PIRAN et al.,, 2008; AZEREDO et al., 2003). O uso de peliculas com esse
propdsito representa também uma vantagem econémica, pois pode, dependendo do
tecido, evitar a necessidade de armazenamento em atmosfera controlada, a qual
implica em elevados custos operacionais e de equipamento (JACOMETTI et al., 2003;
CHITARRA, 1998).

De acordo com a literatura cientifica existe um grande interesse no
desenvolvimento de biofilmes comestiveis ou degradaveis biologicamente,
principalmente devido a demanda por alimentos de alta qualidade de fécil preparo,
preocupagfes ambientais com o descarte de materiais ndo renovaveis (utilizados
como embalagem para alimentos) e oportunidades para criar novos mercados de
matérias-primas formadoras de filme (FONTES et. al, 2008; FAKHOURI et. al, 2007;
RIGO, 2006).

As peliculas podem ser obtidas a partir de diferentes materiais, tais como:
polissacarideos, proteinas e lipidios, sendo as propriedades mecéanicas dos filmes a
base de proteinas geralmente superiores as obtidas com os demais polimeros. O grau
de hidrofilicidade dos residuos de aminoacidos da proteina controla a influéncia da
umidade na propriedade de transporte de massa do filme, tornando os filmes
derivados de proteinas excelentes barreiras para substancias nao polares, tais como o
oxigénio (LIMA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2007a). Os polissacarideos apresentam
boas propriedades de formacdo de filmes e barreira aos gases, porém, pela
hidrofilicidade, ndo proporcionam boa barreira a umidade. Os lipidios oferecem
excelente barreira a umidade, mas apresentam problemas relativos a estabilidade
oxidativa (OSES et al. 2009; GOUNGA et al. 2007; AZEREDO et al., 2003).

As proteinas de origem vegetal sdo mais utilizadas que as proteinas de origem

animal, devido a producao elevada e ao baixo custo das mesmas (ROJAS-GRAU et



al., 2009; ADEBIYI et al., 2008; RIGO, 2006). A utilizacdo de filmes proteicos oferece
potencial para o emprego de coprodutos e residuos gerados durante o beneficiamento
de cereais, no caso da regido sul do Rio Grande do Sul se destaca o arroz. Este vem
sendo foco de politicas recentes de incentivo a novas tecnologias para valoragdo de
seus coprodutos, em vista de sua abundancia (aproximadamente 600.000
toneladas/ano de farelo), cuja riqueza de nutrientes, carater sensorial desfavoravel e
dificuldade de descarte constituem um problema (CONAB, 2013; SOUZA, 2007).

Do beneficiamento do arroz, obtém-se o farelo de arroz um coproduto que
possui diversos constituintes de interesse, nutrientes e minerais. Durante a
fermentacdo deste coproduto com o microrganismo Rhizopus oryzae, h4 um
acréscimo do conteudo proteico e liberagdo de compostos fenélicos com atividade
antioxidante (OLIVEIRA et al., 2010; SILVEIRA E FURLONG, 2007) que podem vir a
ser utilizados na elaboracéo de peliculas protetoras. Dentro deste contexto, o uso de
coprodutos agroindustriais como matéria-prima para a extragdo de compostos de
interesse, que possam ser aplicados na elaboracao de peliculas protetoras, torna-se
interessante devido & possibilidade do melhor aproveitamento do potencial dos
mesmos, formulagdo de produtos alimenticios e/ou mecanismos que contribuam para

o melhor aproveitamento do produto, tais como as peliculas.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Obter filmes biodegradaveis e coberturas comestiveis a partir de diferentes

formulacdes a base de proteinas de farelo de arroz.

1.2.2 Objetivos especificos

e Analisar o efeito da fermentacdo em estado solido com o fungo Rhizopus
oryzae sobre o farelo de arroz, avaliando a composicdo proximal e as
propriedades das proteinas na biomassa.

« Avaliar o efeito do tamanho de particula do farelo de arroz e da concentracéo
de sulfato de aménio no contetdo proteico e fendlico do farelo de arroz
fermentado com o fungo Rhizopus oryzae.

» ldentificar e avaliar a atividade antioxidante e a inibicdo enzimatica dos

compostos fendlicos antes e apds a fermentacgéo e identifica-los.



e Caracterizar e avaliar as propriedades de filmes proteicos obtidos a partir de
farelo de arroz e farelo de arroz fermentado.

« Caracterizar e avaliar as propriedades de filmes proteicos de farelo de arroz
adicionados de argila montmorilonita e extrato fendlico de farelo de arroz
fermentado.

e Elaborar e caracterizar filmes e coberturas obtidos com proteina de farelo,
galactomananas de Caesalpinia pulcherrima e compostos fendlicos.

« Aplicar e avaliar a utilizacdo de coberturas em batatas minimamente

processadas.

O desenvolvimento e a caracterizacdo dos filmes e coberturas foram realizados
no Laboratério de Micotoxinas e Ciéncia de Alimentos (LCA) da FURG, contando com
0 apoio dos laboratérios de Tecnologia de Alimentos (LTA) e Engenharia Bioquimica
(LEB). Andlises de microscopia e isotermas de adsorgédo de nitrogénio das particulas
de farelo de arroz foram realizadas no Centro de Microscopia Eletrénica (CME) e no
Laboratério de Materiais Ceramicos (LACER) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS). A andlise de aminoacidos do farelo de arroz e farelo fermentado
foram realizadas no Centro de Quimica de Proteinas da Universidade Estadual de Sao
Paulo (USP). A avaliacdo das propriedades molhantes e a caracterizacdo dos filmes
proteicos com galactomananas foram realizadas no Departamento de Engenharia

Biolégica da Universidade do Minho de Portugal.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo esta apresentada uma revisao bibliografica sobre o farelo de
arroz, processos fermentativos, elaboracdo e propriedades de filmes e coberturas

comestiveis, alimentos minimamente processados e batata (Solanum tuberosum L.).



2.1 FARELO DE ARROZ

O arroz (Oryza sativa) € um dos cereais mais produzidos e consumidos no
mundo, caracterizando-se como principal alimento para mais da metade da populagéo
mundial (ZHANG et al., 2010; MIRA et al, 2008). As diferentes etapas do
beneficiamento do grédo para comercializacdo resultam nas fracdes derivadas: casca
24%, farelo 8% a 10% e arroz polido 68%.

Um dos principais subprodutos do beneficiamento do arroz € o farelo integral,
resultante da remocéo do endosperma amilaceo. Este possui os mais elevados teores
de proteina (13 a 15%) em relacdo ao arroz polido (5 a 8%) e a casca (3 a 3,5%). O
mesmo ocorre para o conteudo lipidico que perfaz no farelo entre 15 e 17%, 0,3 a
0,6% no arroz polido e 0,8% na casca, e seus maiores constituintes sdo os acidos
oleico e linoleico, e ésteres do acido palmitico. As fibras também s&o abundantes
nesta fracdo entre 8,5 e 10% (AVILA et al., 2008; FEDDERN et al., 2007; AMATO e
ELIAS, 2005). Trata-se, portanto de uma excelente fonte de vitaminas, minerais,
proteinas e 6leo.

Segundo a CONAB (Conselho Nacional de Abastecimento), o Brasil colheu
cerca de 11,6 milhdes de toneladas de arroz em 2012. Somente no estado do Rio
Grande do Sul, foram produzidas mais de 7 milhdes de toneladas de arroz, das quais
8% foram farelos, que apos a extragdo do Oleo, foram comercializados a baixo custo
para racdo animal ou mesmo descartados, apesar do seu elevado conteudo em
proteinas, fibras e compostos bioativos. Dentre os Ultimos, estd uma elevada
guantidade de fitonutrientes, incluindo compostos fendlicos, tais como acido ferulico,
cumérico e diferulatos, que possuem demonstrada atividade antioxidante (CONAB,
2013; BUTSAT e SIRIAMORNPUN, 2010; MUNTANA e PRASONG 2010; POULARI et
al., 2010).

A composicdo e abundancia do farelo de arroz, o torna um substrato
interessante para processos fermentativos que visam a producdo de insumos para a
industria alimenticia e farmacéutica. Tradicionalmente, a maior parte da producédo do
farelo de arroz é destinada para a producéao de fertilizantes, alimentacdo de animais e
para a industria cosmética, porém varias pesquisas tém sido conduzidas para melhor
avaliacdo de seu potencial para a alimentacdo humana (FURLONG et al.,, 2007,
SILVEIRA e FURLONG, 2007; SOTOKUBA, 2001).



2.2 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Os processos fermentativos tém sido estudados h& muitas décadas. A
fermentacéo no estado solido (FES) pode ser definida como o processo que se refere
a cultura de micro-organismos sobre ou dentro de particulas em matriz sélida
(substrato ou material inerte), onde o conteido de liquido (substrato ou meio
umidificante) ligado a ela esta a um nivel de atividade de agua que, por um lado,
assegura o crescimento e metabolismo das células e, por outro, ndo excede a maxima
capacidade de ligacdo da agua com a matriz sélida (DEL BIANCHI et al., 2001). Ou
seja, o termo fermentacdo em estado sélido, ou fermentacdo semissélida, ou
fermentacdo em meio semissolido se aplica ao processo de crescimento de micro-
organismos sobre substratos sélidos sem a presenca de agua livre, que nestes
sistemas se encontra ligada a fase solida, formando uma fina camada na superficie
das particulas (RAIMBAULT, 1998).

Nesse tipo de processo o micro-organismo é inoculado, sob a forma de
suspensdo de esporos, na massa solida do substrato que pode ser de subprodutos
agroindustriais com teor de umidade e pH compativeis com a espécie microbiana
usada. Na sua execugcdo mais simples, a massa do substrato é distribuida em
bandejas em uma camada fina, introduzidas em camaras herméticas, nas quais circula
ar filtrado e umedecido (REGULY, 2000). O uso de processos fermentativos que
empregam micro-organismos para obter transformacdes resultantes da sua atividade
metabdlica é uma das formas de aumentar a disponibilidade de nutrientes nas
matérias-primas. Os fungos estdo entre os micro-organismos mais utilizados para a
fermentacdo sélida, uma vez que podem produzir uma variedade de produtos
bioguimicos, necesséarios a sua multiplicacdo e metabolismo. Estes também podem
produzir metabdlitos secundarios devido a sua capacidade de se reproduzir em
ambientes de baixa atividade de agua, sendo alguns bastante interessantes como
insumos industriais (OLIVEIRA et al., 2010).

A fermentacdo em estado sélido apresenta as seguintes vantagens: grande
taxa de reacdo devido ao contato direto entre o substrato e o micro-organismo; menor
gquantidade de 4gua empregada utilizando um reator de volume menor reduz os custos
de operacdo; aeracdo, natural ou forcada, sdo facilmente acessivel aos micro-
organismos devido aos intra espagos existentes entre as particulas do substrato;
produto final encontra-se mais concentrado, podendo ser utilizado diretamente, e
também menor uso de solvente para a sua extracdo; ha producdo de menores

residuos liquidos a serem tratados ou dispostos; reducdo dos problemas de



contaminacgdo; auséncia de espuma (BORZANI et al., 2001). A fermentacdo em estado
sélido foi adotada h& alguns anos pela industria biotecnoldgica, devido a sua potencial
aplicacao na produgéo de metabdlitos secundarios ativos de interesse para a industria
de alimentos, combustivel, produtos quimicos e farmacéuticos, o que também confere
valor agregado aos residuos e subprodutos (OLIVEIRA et al., 2010; SINGHANIA et al.,
2009).

A escolha de cada meio depende do produto final que se deseja obter, pode-se
exemplificar: celulose, hemicelulose e lignina oriundas da biomassa vegetal; farelo e
palha de trigo; farelo de arroz entre outras (TRABULSI et al., 2000). A atividade de
agua, composicao quimica e as caracteristicas fisicas dos farelos de cereais e seus
coprodutos os tornam adequados para 0 emprego em processos de fermentacdo
sélida destinados a producéo industrial de enzimas e outras biomoléculas de interesse
comercial (FURLONG et al., 2007).

O uso de residuos no processo € importante do ponto de vista ambiental, pois
além de reduzir o impacto que causa sobre a natureza, valoriza os residuos agricolas
e agroindustriais. Fato que tem motivado estudos de condigbes que aumentem a
produtividade dos metabdlitos de interesse associando a selecdo de micro-organismos
mais competitivos e adaptados a processos fermentativos com o tipo de material
disponivel (PHILIPPOUSSIS et al., 2011; SILVA, 2002).

2.3 RHIZOPUS

Os micro-organismos pertencentes a este género sdo classificados como
zigomicetos, da ordem Mucorales sendo considerados dentro do reino fungi os mais
primitivos. Sao bolores que formam micélio cenocitico e apresentam rizoides para
fixacdo ao substrato, que podem se reproduzir de forma sexuada e assexuada. Na
reproducdo assexuada ocorre formacdo de esporéangios, estruturas constituintes dos
esporos. Uma desintegracdo dos esporangios ocorre, quando estdo maduros,
liberando os esporos que germinam e formam novas hifas. Na reproducdo sexuada
ocorre a aproximacao de duas hifas de individuos diferentes, as extremidades das
mesmas se fundem originando um zigoto de parede espessa e resistente, denominado
zigosporo. Este, passado o periodo de dorméncia, sofre meiose e germina originando
um novo micélio (PITT e HOCKING, 1997; RAVEN et al., 1996).

O grande interesse nos fungos deste género decorre de que este ndo possui
espécies toxigénicas, fato que pode justificar a grande facilidade de contaminacédo de

materiais onde estes se desenvolvem por outras espécies fungicas, sendo



reconhecidos como seguro para aplicagdo em alimentos (GRAS - Generally
Recognized As Safe) pela FDA (Food and Drug Administration). S8o agentes
deteriorantes comuns em alimentos de origem vegetal, com producdo de enzimas
pectinoliticas e celuloliticas. Esta espécie caracteriza-se por produzir grande
quantidade de acido fuméarico a partir de acglcares fermentaveis (OLIVEIRA et al.,
2010; PITT e HOCKING, 1997).

Da mesma forma que outras espécies fungicas, estes tem um papel importante
no progresso da biotecnologia, por produzirem muitos metabdlitos primarios e
secundarios, em particular, os acidos organicos, antibiéticos e enzimas (Jin et al.,
2005). Algumas espécies, tais como a R. oryzae, R. oligosporus, e R. stolonifer,
podem produzir enzimas como lipases e fitases, glucoamilases e outros, usando
principalmente residuos agroindustriais como meio solido para o seu desenvolvimento
(OLIVEIRA et al., 2010). Rhizopus oryzae é um fungo filamentoso capaz de assimilar
manose, glicose, xilose e galactose. Embora esta espécie tenha sido principalmente
de interesse em relacdo com a producdo de acido lactico, ela também pode produzir
uma grande variedade de outras substancias valiosas, como &cido gélico, enzimas
celuloliticas, lipases, proteases e outras proteinas com alta digestibilidade
(TAHERZADEH et al., 2003; ANUPAMA e RAVINDRA, 2000). A fermentacgéo do farelo
de arroz pelo fungo Rhizopus oryzae promove uma ativagéo de fitases endégenas que
resulta na diminuig&do do teor de fitatos, além do aumento no teor proteico do farelo de
arroz e no seu conteudo de fosfolipidios (OLIVEIRA et al., 2010; SILVEIRA e
BADIALE-FURLONG, 2007).

2.4 PELICULAS COMESTIVEIS

Os filmes e coberturas comestiveis vém recebendo mais atencdo nos ultimos
anos por causa de suas vantagens em relacdo a filmes sintéticos, pois podem ser
consumidos com os produtos embalados e contribuir para a reducdo da poluicdo do
ambiente, uma vez que sao biodegradaveis (SOUZA et al., 2010a).

As peliculas comestiveis podem ser classificadas em filmes e coberturas.
Embora os termos sejam muitas vezes utilizados indiscriminadamente, a diferenca
basica € que os filmes séo pré-formados, separadamente, do produto. As coberturas
sédo formadas sobre a propria superficie do alimento, o que pode ser efetuado, por
exemplo, por imerséo ou aspersdo (FALGUERA et al., 2011; KESTER e FENNEMA,

1986). Filmes e revestimentos comestiveis tém sido especialmente considerados na
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conservacgédo de alimentos, devido a sua capacidade em melhorar sua qualidade global
(CHILLO et al., 2008).

Segundo Pavlath e Orts (2009) qualquer tipo de material utilizado para revestir
vérios tipos de alimentos visando prolongar a vida util do produto, que podem ser
consumidos juntamente com os alimentos, com ou sem remocdo adicional é
considerada uma pelicula ou revestimento comestivel. Eles podem proporcionar a
substituicdo e/ou reforco de camadas naturais para evitar perdas de umidade ou
promover a troca seletiva e controlada de gases, tais como oxigénio, dioxido de
carbono e etileno, que estdo envolvidos nos processos de respiracdo. Os filmes ou
coberturas podem também proporcionar certa esterilidade a superficie e evitar a perda
de outros componentes importantes. Geralmente, a sua espessura € inferior a 0,3 mm.

As peliculas podem ser obtidas a partir de diferentes tipos de materiais, sendo
gque as biomoléculas mais utilizados sédo os polissacarideos, as proteinas e os lipidios
(CHEN, 1995). As gomas e pectinas, celulose, quitosana e alginato tém sido os
polissacarideos preferenciais para a formulagdo de peliculas (PILON, 2007). Os
lipideos empregados sao cera de abelha, 6leo mineral, surfactantes, monoglicerideo
acetilado, cera de carnauba e cera de parafina (KESTER e FENNEMA, 1986). Quanto
as proteinas, as mais utilizadas em peliculas sdo as proteinas de soja, proteina de
soro de leite, caseina, gelatina, ovoalbumina, gliten de trigo, zeina e proteinas
miofibrilares (PIRES et al., 2013; PILON, 2007).

Os filmes elaborados a partir de polissacarideos ou proteinas possuem
excelentes propriedades mecanicas, Opticas e sensoriais, porém sao sensiveis a
umidade e apresentam alto coeficiente de permeabilidade ao vapor d'agua. Ao
contrario, as coberturas compostas de lipideos apresentam boas propriedades de
barreiras ao vapor d’agua, mas sao opacas e pouco flexiveis, além de apresentarem
sabor residual, o que pode influenciar as caracteristicas sensoriais do alimento
(FAKHOURI et al., 2007; GALLO et al., 2000).

De acordo com a legislacdo Europeia e a FDA (Food and Drug Administration),
filmes e revestimentos comestiveis podem ser classificados como produtos
alimenticios, ingredientes, aditivos alimentares, substancias em contacto com
alimentos ou materiais de embalagem de alimentos. No entanto, como eles sdo uma
parte integrante da porcdo comestivel de produtos alimentares, deve-se observar
todas as normas exigidas para ingredientes alimenticios. Para a seguranga alimentar,
todos os componentes incluidos na formulagdo de peliculas, bem como quaisquer

aditivos funcionais adicionados aos materiais de formagéo das peliculas, devem ser de



11

grau alimenticio de materiais ndo toxicos (GRAS), e todo o processo deve atender os
padrdes de higiene estabelecidos (ROJAS-GRAU et al., 2009).

A obtencéo de filmes comestiveis se fundamenta na disperséo ou solubilizacédo
de biopolimeros em um solvente (dgua, etanol ou acidos orgénicos) com a posterior
adicao de aditivos (plastificantes, agentes de ligacdo, entre outros), obtendo-se assim
uma solucéo filmogénica, que podera ser utilizada diretamente no caso de peliculas.
Ou passara por uma operacao de secagem, para a obtencdo de filmes. Nesta etapa,
ocorre 0 aumento da concentracdo do biopolimero na solucdo, devido a evaporacao
do solvente, e consequentemente a agregacao das moléculas, levando a formacgéo de
uma rede tridimensional. Portanto, as caracteristicas finais destes filmes comestiveis
estdo intimamente ligadas as propriedades dos biopolimeros utilizados como base
(PIRAN et al., 2008; MONTERREY e SOBRAL, 1999). De acordo com a literatura
(DEBEAUFORT et al., 1998; KESTER e FENNEMA, 1986), filmes e coberturas
comestiveis podem ser formadas pelos seguintes mecanismos:

- Fuséo e solidificacédo, que sdo mais utilizadas para gorduras sélidas e ceras.

- Coacervacgao simples — consiste na precipitacdo de um hidrocoldéide disperso
em solugdo aquosa. Esta precipitacdo pode ser obtida pela evaporagdo de um
solvente (durante a secagem), pela adicdo de um soluto ndo eletrélito (no qual o
hidrocol6ide ndo é sollvel. Ex: etanol), pela adicdo de um eletrolito que induz a
precipitacdo ou cruzamento dos componentes, ou pela modificacdo do pH da solugéo.

- Coacervacao complexa — consiste em se obter a precipitacdo pela mistura de
duas solu¢des de hidrocoléides com cargas elétricas opostas que interagem, formando
0 polimero complexo.

- Gelificagdo ou coagulacdo térmica — consiste no aquecimento das
macromoléculas, o qual leva a desnaturacdo seguida pela geleificagdo ou
precipitacdo. Isso pode ocorrer, por exemplo, quando a ovoalbumina € aquecida.
Outro modo de obter-se a gelificacdo é pelo resfriamento rapido de uma solucdo
hidrocoléide que se encontra aguecida. Por exemplo, o agar a 95 °C est4 liquido, e
quando resfriado abaixo de 45 °C forma um gel e se solidifica.

Esses revestimentos podem ser aplicados aos alimentos por diferentes
métodos, como a pulverizacdo, imersdo ou aplicagdo com pincéis, seguindo de uma
etapa de secagem para revestimentos hidrocoléidais ou esfriamento para
revestimentos lipidicos (DEBEAUFORT et al., 1998).
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2.5 BLENDAS

Através da combinacdo de vérios tipos de materiais é possivel obter
propriedades diferenciadas para os revestimentos. Para isto, dois ou mais polimeros
formadores de filmes de diferentes categorias sédo misturados na preparagao de filmes
ou coberturas. O método de misturas € um dos mais efetivos para melhorar as
propriedades de filmes e coberturas (JIA et al., 2009; WANG et al.,, 2007). A
combinacdo dos biopolimeros tem como vantagem agregar 0s pontos positivos de
cada um dos constituintes utilizados (FAKHOURI et al., 2007; GALLO et al., 2000).

Devido as vantagens e limitacdes de cada categoria de componentes dos
filmes e coberturas, muitos trabalhos tém envolvido o uso de combinacfes desses
materiais para melhorar as propriedades das coberturas. Principalmente,
polissacarideos e proteinas fornecem suporte estrutural, ao passo que os lipidios séo
usados para criar uma barreira eficaz a 4gua (DEBEAUFORT e VOILLEY, 2009).
Peliculas compostas de polissacarideos e lipidios, por exemplo, combinam as
propriedades mecénicas e barreira aos gases conferidas pelos polissacarideos com
barreira & umidade proporcionada pelos lipidios (JIA et al. 2009; OSES et al. 2009;
GOUNGA et al. 2007; CHEN e NUSSINOVITCH, 2001; KESTER e FENNEMA, 1986).

As proteinas e os polissacarideos sao polimeros naturais, que sao utilizados
como ingredientes funcionais. As misturas destes sdo frequentemente utilizadas em
muitas aplicacdes tecnoldgicas nas industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética,
dentre outras, sob a forma de dispersdes na maioria dos casos. Na mistura entre uma
solucdo de polissacarideo e proteina, pode-se observar qualquer uma das
possibilidades representadas na Figura 2.1. As interacdes de atracdo entre as
proteinas e os polissacarideos podem levar a formacdo de complexos sollveis e/ou
insolaveis (Figura 2.1a e 2.1b). A formacdo de complexos insollveis conduz a um
fenbmeno de separacdo de fases ou coacervacao (Figura 2.1c). Outro fenbmeno que
pode ocorrer € a separacdo espontanea em duas fases (Figura 2.1d), uma enriquecida
em proteinas e a outra enriquecida em polissacarideo (PATINO e PILOSOF, 2011).

Denavi et al. (2009) estudaram a relacdo estrutura-funcao de filmes compésitos
obtidos a partir de proteina isolada de soja e gelatina de bacalhau. Todos os filmes
apresentavam aparéncia translicida, sendo que foi observado um aumento na cor
amarelada com o aumento na propor¢ao de proteinas de soja.

Jia et al. (2009) avaliaram os efeitos da composicdo dos polimeros, da
concentracao de glicerol e do pH da solu¢cdo na permeabilidade ao vapor de agua,

tenséo de ruptura e porcentagem de elongacao dos filmes a base de glucomanano,
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quitosana e proteina de soja. A incorporagéo de proteina de soja na matriz polimérica
diminuiu a permeabilidade ao vapor de 4gua e também tornou menos eficientes as

propriedades mecéanicas dos filmes.
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Figura 2.1 — Comportamento de misturas de proteina-polissacarideo (PATINO
e PILOSOF, 2011).

Ferreira et al. (2009) estudaram a capacidade de produzir filmes de quitosana
misturada com proteinas de soro de leite. Os filmes mistos, especialmente aqueles
com quantidades intermediarias de proteina mostraram propriedades interessantes
para aplicacdo em sistemas alimentares, onde os filmes comestiveis devem quebrar-
se durante o processo de cozimento ou durante a mastigagao.

Mufioz et al. (2012) estudaram as propriedades microestruturais, fisicas e
funcionais de filmes elaborados a partir de misturas de mucilagem de Salvia hispanica
e concentrado proteico de soro de leite. Os filmes apresentaram boas propriedades
mecanicas e baixa permeabilidade ao vapor de &gua, apesar da formacdo de
agregados polissacarideo/proteina na microestrutura dos filmes.

Piazza et al. (2009) avaliaram a utilizacdo de solucbes de proteina de soja e
pectina na producéo de filmes biodegradaveis destinados a aplicacdes de embalagem
de alimentos. Constataram que as propriedades estruturais da matriz filmogénica
influenciaram na permeabilidade e na resisténcia mecéanica dos filmes.

Yoo e Krochta (2011) avaliaram cincos tipos diferentes de polissacarideos
(metilcelulose, hidroximetilcelulose, alginato de sédio, amido com 25% de amilose e
amido com 99% de amilopectina) para produzir blendas com isolado proteico de soja.

As blendas elaboradas com materiais mais polares como alginato e os amidos
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apresentaram menores valores de permeabilidade ao oxigénio. Enquanto que blendas
feitas com metilcelulose ou hidroximetilcelulose apresentavam maior resisténcia
mecanica e elongacao, devido a uma cadeia polimérica mais organizada.
Tanada-Palmu et al. (2002) testaram misturas de gluten de trigo, gelatina e
celulose em goiabas frescas e verificaram que as coberturas de gelatina e da mistura
de glaten e celulose foram as mais eficientes na manutencdo da qualidade das

goiabas.

2.6 PROTEINAS

As peliculas comestiveis podem ser preparadas a partir de proteinas,
polissacarideos, lipidios, ou da combinacdo destes componentes. Dentre estes,
peliculas a base de proteinas geralmente sdo mais atraentes. Em primeiro lugar, elas
fornecem valor nutricional ao produto. Em segundo lugar, peliculas a base de
proteinas possuem excelentes propriedades de barreira aos gases e boas
propriedades mecénicas em comparacdo com aquelas a partir de lipidios e
polissacarideos (CAO et al., 2007).

As proteinas que vém sendo estudadas como possiveis agentes de formacéo
de filme incluem coladgeno, gelatina, zeina de milho, caseina, proteina de soro de leite,
gluten de trigo, proteina isolada de soja, proteinas de farelo de arroz, de amendoim,
albumina, de semente de algod&o e proteina do ovo. Sendo que a proteina de soja €
uma das proteinas mais utilizadas, devido a abundancia de sua producédo (KYU e
BAE, 2006; SOBRAL, 2000). O farelo de arroz, um coproduto do processamento de
arroz, rico em proteina, apresenta um grande potencial de aplicacdo por ser de baixo
custo (GNANASAMBANDAM et al., 1997). As proteinas de origem vegetal sdo mais
utilizadas para a elaboracdo de biofilmes do que as proteinas de origem animal,
devido a producdo elevada e ao baixo custo dessas proteinas nos paises
desenvolvidos (SOBRAL, 2000).

As propriedades inerentes das proteinas as tornam excelentes materiais para
elaboracédo de filmes e coberturas. A distribuicdo das cargas, polares e ndo polares de
aminodcidos ao longo da cadeia proteica cria um potencial quimico. As forcas
interativas resultantes produzem uma matriz coesa. Os filmes formados séo
estabilizados através das interacdes eletrostéticas, ligacbes de hidrogénio, forcas de
van der Waals, ligagéo covalente e pontes dissulfeto (DANGARAN et al., 2009).

As propriedades finais das peliculas sdo afetadas pelas propriedades

intrinsecas dos componentes do filme/cobertura, além dos fatores extrinsecos de
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processamento. Propriedades intrinsecas das proteinas incluem composi¢cdo de
aminoacidos, cristalinidade (proteina e/ou plastificante), hidrofobicidade/hidrofilicidade,
carga superficial, ponto isoelétrico, tamanho molecular e forma tridimensional. Os
fatores extrinsecos incluem temperatura de processamento, condigcbes de secagem,
pH, forca ibnica, umidade relativa durante o processamento e armazenamento, corte e
pressdo (DANGARAN et al., 2009).

De acordo com Gnanasambandam et al. (1997), fiimes e coberturas
comestiveis a base de proteinas tém varias vantagens na inddstria de processamento
de alimentos. Peliculas proteicas comestiveis podem ser usadas como veiculos de
antioxidantes, agentes antimicrobianos ou aromatizantes, para materiais de
revestimento para nozes, feijao, ovos sem casca, frutas e hortalicas. Visando também
evitar a migracdo de umidade em alimentos multicomponentes como pizzas,
sanduiches, empanados e doces, e como envoltdrio para alimentos semipereciveis.

Os filmes a base de proteinas apresentam efetiva barreira a gases (CO, e O,),
porém alta permeabilidade ao vapor de 4gua em funcdo do seu carater hidrofilico. De
acordo com o uso pretendido dos filmes biopoliméricos, varias modificacdes das
propriedades de barreira ou melhoramento da resisténcia fisica podem ser possiveis.
Uma forma de modificar as propriedades dos filmes € introduzir associagcfes
intermoleculares fisica, quimica ou enzimaticamente. Outra possivel abordagem para
melhorar as propriedades fisicas dos filmes biopoliméricos tem sido a de preparar
filmes compostos através do uso combinado de polissacarideos, proteinas e lipideos.
(TANADA-PALMU et al., 2002).

2.7 GALACTOMANANAS

As galactomananas estdo contidas em sementes de plantas e sdo utilizadas
como fonte de reserva para o vegetal. A maioria das galactomananas extraidas de
plantas superiores tem origem na familia Leguminosae ou Fabaceae. A estrutura
basica das galactomananas esta representada na Figura 2.2. As unidades de D-
manose se repetem ao longo da cadeia principal, enquanto as de D-galactose ocorrem
na cadeia como substituintes no carbono 6 da D-manose em ligacdo a(1->6)
(SALVALAGGIO, 2010).

Os parametros mais importantes que definem a natureza de uma goma sao a
relagdo manose/galactose (M/G), a massa molecular, a estrutura e a viscosidade. A
relacdo M/G difere de acordo com a espécie. As trés galactomananas de maior

importancia comercial nas industrias sdo a goma guar (Cyamopsis tetragonolobo,
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relagdo M/G de 2:1), goma tara (Caesalpinia spinosa, relagdo M/G de 3:1) e goma de
alfarroba (Ceratonia siliqua, relagdo M/G de 3,5:1) no entanto, as tendéncias
industriais exigem a introducdo de fontes alternativas de gomas de sementes e é€,
portanto, importante pesquisar fontes alternativas renovaveis (CERQUEIRA et al.,
2011a; CERQUEIRA, 2010).

_. Golactose

Manosa 3 Manose

Figura 2.2 — Estrutura geral das galactomananas.

As galactomananas podem ser utilizadas de diversas formas para consumo
humano. Com diferentes propriedades fisico-quimicas, as galactomananas sdo um
material versatil usado para muitas aplicacdes: sdo excelentes reforcadoras e
estabilizadoras de emulsdes, também podem ser aplicadas na industria téxtil,
farmacéutica, biomédica, de cosméticos e alimentos. As principais aplicacdes das
galactomananas na industria de alimentos sdo em produtos lacteos, produtos em po,
panificacdo, produtos dietéticos, branqueadores de café, formulacdes de leite para
bebés, temperos, molhos e sopas, carnes enlatadas e alimentos congelados de
carnes. Esta ampla gama de aplicagbes reflete em um ndmero de diferentes
caracteristicas funcionais, incluindo elevada viscosidade da solugdo (guar), a
estabilizacdo de sistemas de congelados (goma guar e alfarroba) e capacidade de
formacao de gel misturada com outros polissacarideos e proteinas (goma de alfarroba)
(CERQUEIRA, 2010).

Alguns trabalhos vém demonstrando a possibilidade de utilizar galactomananas
na formagcdo de peliculas. A literatura sobre a caracterizacdo e aplicacdo de
galactomananas como peliculas e/ou coberturas é muito limitada quando comparada
com a disponivel para outros polissacarideos. No entanto, trabalhos recentes

trouxeram novas perspectivas sobre as propriedades e a utlizacdo de



17

filmes/coberturas comestiveis de galactomananas pelas suas propriedades
formadoras de solucdes viscosas mesmo em baixas concentracdes, precisando
somente de agua na preparacdo (CERQUEIRA et al., 2009; CERQUEIRA et al., 2010;
LIMA et al., 2010; MIKKONEN et al., 2007).

Em geral, as galactomananas com maiores valores relativos de galactose sao
mais sollveis em H,O, mas tém menor capacidade para formar gel, enquanto que
galactomananas com maior teor de manose possuem tendéncia a interagir com
polissacarideos gelificantes (CERQUEIRA et al., 2007).

A Caesalpinia pulcherrima € uma planta ornamental encontrada por toda a
india, mas pode ser encontrada em outros paises, especialmente no Brasil. Esta
também pertence a familia Leguminosae. Sendo que alguns dos componentes
extraidos da C. pulcherrima possuem propriedades antitumorais e antimicrobianas
(CERQUEIRA et al., 2009). As galactomananas das sementes desta planta possuem
uma relagdo M/G de 3:1 (CERQUEIRA et al., 2011b).

2.8 INCORPORACAO DE ADITIVOS

Uma das principais vantagens do uso de filmes comestiveis e revestimentos é
gue varios ingredientes ativos podem ser incorporados na matriz polimérica, e
consumidos com o alimento, aumentando assim a seguran¢ga ou até mesmo 0S
atributos nutricionais e sensoriais. Estes revestimentos comestiveis apresentam um
elevado potencial para transportar ingredientes ativos, tais como agentes
antiescurecimento, corantes, sabores, nutrientes, especiarias e compostos
antimicrobianos, que podem estender a vida util do produto e reduzir o risco de
crescimento de patdégenos nas superficies dos alimentos (ROJAS-GRAU et al., 2009).

No entanto, € conveniente lembrar que estes aditivos podem alterar
adversamente a resisténcia ao vapor, gas ou transporte de soluto dos filmes. A
influéncia de um aditivo nas propriedades dos filmes dependera de sua concentragéo,
estrutura quimica, grau de dispersdo e da extensdo desta interacdo com o polimero
(RIGO, 2006; KESTER e FENNEMA, 1986).

Com relacdo aos agentes antimicrobianos, existem varias categorias destes,
gue podem ser incluidos em filmes e revestimentos comestiveis, incluindo &cidos
organicos (acético, benzéico, latico, propidnico, sorbico), ésteres de acidos graxos
(monolaurato de glicerol), polipeptideos (lisozima, nisina), 6leos essenciais de plantas
(canela, orégano, erva-cidreira), nitritos e sulfitos, entre outros (ROJAS-GRAU et al.,

2009). A Tabela 2.1 apresenta alguns exemplos de ingredientes aplicados a filmes e
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peliculas comestiveis visando melhorar a qualidade e prolongar a vida util de frutas

minimamente processadas.

Tabela 2.1 - Aplicagdo de revestimentos comestiveis contendo aditivos

funcionais para melhorar a qualidade e estender a vida atil de frutas minimamente

processadas.
e Quantidade Material de ;
Aditivo (%) S—— - Fruta Efeito
Antimicrobiano
Sorbato de .PQIG‘SSiO U,:? (miv) Amido Morangos Inibiu o crescimento de aerdbios mesdfilos,
Acido citrico néo rep. bolores e leveduras.
Acier vt 2.5(miv) Inibiu o crescimento microbiano e reduziu
P;::;er::sa g‘; E:m Alginato Meldes para 3,1 lof CFU/g depois de 30 dias de
: estocagem.
Nardo 0,7 (viv)
Canela 0,7 (viv)
Cravo 0,7 (uv) Inibiu a microbiota nativa durante 30 dias e
Cin:r]:;;?;ei do g; ::i:;: Alginato Macas !et_:iuz!u para 4 log CFU/g de E. coli na
! primeira semana de estocagem.
Eugenol 0,5 (viv)
Citral 0,5 (viv)
Antioxidantes
Acido ascérbico 1,0 (miv) Carragena e
Acido citrico 1,0 (miv) concentrado Mac s Manteve a cor onginal durante a estocagem
5 e protéico de soro de sem alteragdes nas propriedades sensonais.
Acido oxalico 0,05 (miv) leite
Aci L Carboximetilcelulose - Evitou 0 escurecimento mais efetivamente do
cido ascorbico 0.5 (miv) . ) Macas . v
e proteina de soja que quando aplicado em solugdes aquosas.
n-Acetaldeido 0,75 (miv) Alginato e gelana Peras Preveniu o escurecimento por 2 semanas
Glutadiona 0,75 (miv) '
Realcadorores de Texiura
Concentrado
Cloreto de calcio 2.0 (miv) protéico de soro de Macas Inibiu a perda de fimeza.
leite
Cloreto de cilcio 2,0 (miv) Alginato Abacaxi  Ajudou a reter o liquido interno
Lactato de calcio 2,0 (miv) Alginato Meldes Manteve a firmeza das amostras.
Gluconato de calcio 5,0 (miv) Quitosana Framboesas Ajudou a manter a qualidade textural.

Fonte: Rojas-Grau et al., 2009.

Filmes e revestimentos comestiveis incorporados com agentes antimicrobianos

sdo de especial interesse para fabricantes e cientistas de alimentos, especialmente

guando sdo originados de fontes naturais. Sorbato de potassio e &cido soérbico vém

sendo utilizados h& anos como substéncias antimicrobianas para preservar alimentos

e retardar o crescimento de bolores, leveduras e bactérias durante o transporte,
armazenagem e manuseio (OZDEMIR e FLOROS, 2008). Ozdemir (1999) constatou
gue filmes elaborados com proteina de soro contendo sorbato de potassio
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apresentaram inibicdo do crescimento de bolores e leveduras, aumentando assim a
vida util de alimentos contendo estes revestimentos.

Segundo Lee et al. (2003), filmes comestiveis sdo Uteis como veiculo de
agentes de antiescurecimento. A cor em produtos claros com risco de escurecimento
enzimatico, tais como fatias de maca, é um importante critério de qualidade, pois fatias
escuras de maca ndo sdo esteticamente atraentes. Estes autores salientaram que na
época eram poucas pesquisas sobre o efeito da combinacdo entre os revestimentos
comestiveis e agentes antiescurecimento para produtos minimamente processados.

O acido ascorbico é amplamente utilizado para evitar o escurecimento
enzimatico de frutas, devido a reducdo das orto-quinonas, geradas pela acdo das
enzimas polifenoloxidades. Contudo, ap6s um determinado tempo, o acido ascérbico é
oxidado a acido dehidroascérbico, permitindo assim a acumulacdo de orto-quinonas.
Como uma alternativa ao acido ascorbico, varios tidis contendo compostos como
cisteina, acetilcisteina e glutationa reduzida foram investigados como inibidores do
escurecimento enzimatico. Estes compostos reagem com as quinonas formadas
durante a fase inicial das reagBes enzimaticas de escurecimento, para produzir
produtos de adi¢do incolores ou reduzir as orto-quinonas para orto-difendis. Além
disso, acidos carboxilicos (acido citrico e oxdlico) também tém sido sugeridos como
agentes antioxidantes eficazes em frutas frescas (ROJAS-GRAU et al., 2009).

Lee et al. (2003) relataram que revestimentos comestiveis utilizando
combinagcbes de agentes anti-escurecimento estenderam efetivamente, por duas
semanas, o periodo de vida util de fatias de macad minimamente processadas,
armazenadas a 3 °C. Revestimentos a base de carragena (0,5 g/100 mL) ou
concentrado proteico de soro de leite (5 g/100 mL) com adicdo de agentes
antiescurecimento mantiveram a cor clara de fatias de magd durante o
armazenamento. Efeito sinérgico de acido ascérbico, acido citrico, acido oxalico e
cloreto de calcio foi verificado para manter a cor das fatias de maca. A adicdo de
CaCl, (1 g/100mL) inibiu a perda de firmeza, enquanto que a adicdo de acido citrico
(0,5 ¢/100mL) induziu um amolecimento severo da textura. A utilizacdo destes
revestimentos apresentaram bons resultados de analises sensoriais e reducdo de
ambos o0s micro-organismos, mesofilos e psicrotréficos, apdés 2 semanas de

armazenamento.
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2.9 EXTRATOS FENOLICOS

Os antioxidantes aumentam a estabilidade dos componentes dos alimentos,
mantendo o valor nutricional e a cor, impedindo a rancidez oxidativa, a degradagéo e a
descoloragdo. Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes, que podem ser
incorporados em peliculas comestiveis, sendo assim retido sobre a superficie de
alimentos, onde estes sdo mais eficazes, uma vez que a oxidacdo é um fenbmeno de
superficie-ar. As peliculas comestiveis também podem reduzir 0s processos
enzimaticos, tais como a oxidacdo enzimética (QUEZEDA-GALLO et al., 2009;
RIBEIRO, 2005).

Compostos fendlicos, tais como os flavondides, acidos fendlicos e taninos sao
considerados os principais responsaveis pela capacidade antioxidante de plantas e
também por funcg@es fisioldgicas, incluindo antioxidantes, atividades antimutagénica e
antitumorais (SOUZA et al., 2011). Os acidos fendlicos podem ser divididos em dois
subgrupos de acordo com a sua estrutura, acidos derivados do hidroxibenzéico, como
0s acidos galico, protocatecdico e siringico, e derivados do hidroxicindmico, tais como,
0s acidos caféico, ferulico, cumarico e clorogénico (MARTINS et al., 2011).

A massa molecular e estrutura dos compostos fendlicos apresentam uma
grande variagdo, podendo conter diferentes niameros de grupos hidroxil, capazes de
formar ligacdes-H com grupos carbonila de peptideos de proteinas (ARCAN e
YEMENICIOGLU, 2011).

O &cido ferulico € um &cido fendlico de baixa toxicidade, tem fun¢cées como
antioxidante, antimicrobiana, anticancer e reduz o colesterol. Quando o &cido ferdlico é
oxidado, ele pode reagir com alguns aminoacidos das proteinas, tais como tirosina,
cisteina, lisina e moléculas de reticulacdo de proteinas. Assim, ele também pode ser
usado como um agente de reticulacdo para melhorar as propriedades de peliculas
comestiveis a base de proteinas (CAO et al., 2007).

Extratos de plantas vém sendo alvo de atencdo para serem usados como
agentes alternativos aos sintéticos, pois contém geralmente concentracfes elevadas
de compostos fendlicos com atividade antioxidante (MAYACHIEW e DEVAHASTIN,
2010). A utilizacdo de compostos fendlicos naturais em embalagens de alimentos é
particularmente encorajada uma vez que reduzem a oxidacao e a atividade microbiana
em alimentos, além de possuirem muitos beneficios sobre a saiude (MARTINS et al.,
2011).
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2.10 ARGILA MONTMORILONITA (MMT)

A primeira alternativa para controlar as propriedades mecénicas e de barreira
de filmes proteicos € modificar a rede de polimero por meio da formacao de ligacdes
cruzadas covalentes intramoleculares e intermoleculares, por exemplo, através da
aplicacdo de tratamentos térmicos ou por adicdo de agentes quimicos. Outra
abordagem consiste em misturar a proteina com polimeros hidrofobicos tais como
policaprolactona ou poliésteres, ou lipidios. Uma terceira estratégia € a incorporacao
de agentes de enchimento (TEIXEIRA, 2011; TUNC e DUMAN, 2010; BAE et al.,
2009).

Os estudos tém sido dedicados a sistemas hibridos orgéanico-inorganicos, em
particular, aqueles em que os silicatos sdo dispersos em camadas a uma escala
nanométrica em uma matriz polimérica. As camadas de silicatos exibem uma estrutura
cristalina perfeita, consistindo em camadas bidimensionais onde uma folha central
octaédrica de alumina ou magnésia € ligado a dois grupos de silica tetraedros
externos (TUNC et al., 2007).

Uma é&rea de pesquisa emergente que tem despertado interesse é a de
nanocompositos poliméricos, devido a capacidade dos materiais nanométricos
melhorarem significativamente as propriedades de determinados polimeros, quando
comparado com o polimero isolado ou em compdésitos de microescala. As principais
melhorias sdo na resisténcia mecanica, além do aumento da resisténcia ao calor e
melhores propriedades de barreira (BAE et al., 2009).

Os nanocompdsitos poliméricos podem ser fabricados tanto com resinas
virgens como com recicladas. Os mais estudados sdo os de material hibrido composto
por matrizes de polimeros organicos recheados de argilas organofilicas,
principalmente as de camadas de silicatos. A estrutura cristalina desta familia de
argilas organofilicas consiste em duas camadas de silicatos formando um esqueleto
tetraédrico, unidos por uma camada intermediaria compartilhada de estrutura
octaédrica composta por aluminatos ou hidroxidos de magnésio, como a argila
montmorilonita (MMT) (DIEGUEZ, 2010).

A MMT ¢é o tipo mais utilizado de silicato de argila em nanocompdésitos
poliméricos. E um material de reforgo, naturalmente abundante, ndo toxico, n&o
dispendioso, estavel quimica e termicamente, 0 que a torna conveniente para
aplicacdo como componente para a embalagem de alimentos e nas areas da medicina
e cosmeética (TUNC e DUMAN, 2010).
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As particulas de argila podem interagir com polimeros de diferentes maneiras.
Os polimeros i6nicos sdo adsorvidos na superficie das particulas de argila por
interacdes eletrostaticas, enquanto os n&o iGnicos adsorvem aos polimeros por
interacdes estéricas. A concentracdo, massa molecular e grupos funcionais dos
polimeros, além do tamanho, a forma e a carga da superficie das particulas de argila,
a concentracdo de argila em suspensdo, o pH e temperatura da suspensdo, sao
fatores que podem afetar as interacdes entre as argilas e os polimeros. A disperséo de
argila dentro do polimero tem uma influéncia significativa sobre as propriedades do
material. A MMT pode formar suspensfes estaveis em agua devido ao seu carater
hidrofilico. Esta propriedade da MMT facilita a sua dispersdo em polimeros sollveis
em agua (TUNC e DUMAN, 2010).
Os trés principais tipos de estruturas, que estdo apresentadas na Figura 2.3,
podem ser obtidas quando uma argila é dispersa em uma matriz polimérica: (i)
estrutura de fase separada, onde as cadeias poliméricas ndo intercalam as camadas
de argila, resultando em uma estrutura com propriedades similares as de um
compdésito convencional; (ii) estrutura intercalada, onde as cadeias poliméricas séo
intercaladas entre as camadas de argila, formando uma estrutura multicamada bem
ordenada, que apresenta propriedades superiores as de um composito convencional;
e (i) estrutura esfoliada, onde a argila é completa e uniformemente dispersa em uma
matriz polimérica, maximizando as interagfes polimero-argila e levando a significativas
melhorias nas propriedades fisicas e mecanicas (TEIXEIRA, 2011; ZHU e WOOL,
2006, RAY e BOUSMINA, 2005).
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Figura 2.3 — Estruturas polimero-argila (TEIXEIRA, 2011).
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Diversos autores vém aplicando MMT na elaboracdo de filmes visando a
melhora nas propriedades. Por exemplo: Bae et al. (2009) adicionaram MMT em filmes
a base de gelatina de peixe, e obtiveram filmes com espessuras uniforme,
relativamente transparentes e com melhor resisténcia a tracdo; Tun¢ e Duman (2010)
prepararam filmes nanocompésitos de gluten/montmorilonita pelo método de casting.
Estes destacaram que a presenca de MMT induziu a reducéo da sensitividade a agua
dos filmes; Lee e KIM (2009) desenvolveram filmes compostos de proteina isolada de
soja e MMT, e obtiveram melhores propriedades mecéanicas e de permeabilidade (H,O
e 0,).

2.11 PLASTIFICANTES

A adicdo de um plastificante é necessaria para melhorar as propriedades dos
filmes e coberturas. Um plastificante € uma pequena molécula de baixa volatilidade,
gue se soma aos materiais poliméricos, modificando a organizagdo tridimensional,
diminuindo as forcas intermoleculares atrativas, e aumentando o volume livre e
mobilidade da cadeia polimérica. Como resultado dessas mudancas na organizagado
molecular, o plastificante altera as propriedades funcionais dos filmes, promovendo
uma maior extensibilidade, dispensabilidade e flexibilidade, diminuindo a coeséo, a
elasticidade, as propriedades mecanicas e a rigidez (KOKOSZKA et al., 2010a).

Diversos tipos de plastificantes vém sendo utilizados, tais como: mono, di e
oligossacarideos (geralmente xaropes de glicose ou glicose-frutose, mel), polidis
(glicerol e derivados, polietilenoglicol, sorbitol), lipideos e derivados (acidos graxos,
monoglicerideos e seus ésteres, fosfolipideos e outros emulsionantes) (GOUNGA et
al., 2007; RIGO, 2006). Os plastificantes de grau alimenticio mais usados sdo o
glicerol e o sorbitol (KOKOSZKA et al., 2010a).

A elaboracdo de filmes a base de proteinas geralmente necessita da
incorporacdo de um conteudo minimo de plastificante para reduzir sua fragilidade. Os
plastificantes atuam enfraquecendo as forcas intermoleculares entre as cadeias
poliméricas adjacentes da matriz proteica, resultando em um aumento da
extensibilidade e flexibilidade com reducdo da elasticidade, aumento da resisténcia
mecanica e de suas propriedades de barreira (GOUNGA et al., 2007). Osés et al.
(2009) constataram a necessidade de se adicionar plastificantes, a fim de melhorar as
propriedades mecénicas de filmes obtidos a partir de isolados proteicos de soro de
leite. Seus resultados mostraram que a incorporacdo de um plastificante aos filmes

resultou em melhoria das propriedades mecanicas.
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2.12 SURFACTANTES

Surfactantes ou tensoativos sdo compostos organicos, constituidos por
moléculas anfifilicas representando a parte polar que tem afinidade pela agua e
apolares que tem afinidade pelo 6leo, com propriedade de atividade superficial,
resultado da adsorcédo destes compostos na superficie de liquidos ou na interface
entre dois liquidos imisciveis. Em meio aquoso, acima de uma determinada
concentracao propria para cada tipo de surfactante, eles formam micelas e outros
agregados, nos quais a porcao lipofilica das moléculas ou ions fica orientada para o
interior da micela enquanto apenas 0s grupos polares ficam na parte externa da micela
em contato com a agua. Forcas eletrostaticas concentram compostos hidrofilicos junto
a superficie de micelas enquanto compostos lipofilicos podem ser solubilizados em
seu interior (FERREIRA, 2006).

Os agentes tensoativos podem ser incorporados nas formulacdes de filmes
para reduzir a tensdo superficial da solucdo, melhorando a molhabilidade e adeséo do
filme. Além disso, com a adicdo de surfactante na formulacdo do filme, espera-se um
decréscimo dos valores da permeabilidade do vapor de agua, devido a incorporagéo
de componentes com alguma caracteristica hidrofébica (ZIANI et al., 2008).

Os filmes compodsitos sdo filmes heterogéneos de particulas hidrofébicas
dentro de uma matriz hidrofilica. Neste caso, 0s agentes tensoativos podem ser
usados para estabilizar a fase dispersa antes da secagem da pelicula ou antes da sua
aplicacao as superficies dos alimentos (QUEZADA-GALLO, 2009).

Os surfactantes sdo substancias utilizadas para melhorar a estabilidade de
emulsdes, devido as suas propriedades de hidrofilicidade e de hidrofobicidade
simultaneas (CEQUEIRA, 2010; RIBEIRO et al, 2007). Choi et al. (2002) relataram que
a adicdo de 1% de Tween 80 a uma solucdo de 1,5% de quitosana aumentou a
compatibilidade entre o revestimento e a superficie de macas, reduzindo a tensao
superficial do liquido e assim aumentando o coeficiente de espalhamento. Ribeiro et
al. (2007) também verificaram o efeito da diminuicdo da tensdo superficial de solu¢bes

de amido, carragena e quitosana nas superficies de morangos.

2.13 CARACTERIZACAO DAS PELICULAS

As propriedades requeridas para peliculas comestiveis dependem,
principalmente, das caracteristicas do alimento sobre o qual serdo aplicadas. O uso
desses materiais em embalagens para alimentos vai depender, além de parametros

como custo e disponibilidade, de suas propriedades funcionais: propriedades
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mecanicas (resisténcia e flexibilidade), propriedades o&pticas (cor e opacidade),
propriedades de barreira (permeabilidades ao vapor de agua, ao O, e ao COy),
solubilidade em &gua e propriedades sensoriais. Essas propriedades dependem do
biopolimero usado (conformagéo, peso molecular, distribuicdo de cargas, polaridade),
das condi¢des de fabricacdo (pH, concentracdo de proteinas na solucéo filmogénica,
tratamento térmico da solucéo, tipo e teor de aditivos, como os plastificantes) e das
condicbes ambientais (temperatura e umidade relativa), importantes por causa da
natureza higroscopica dos biopolimeros e do plastificante usados (GARCIA et al. 2009;
MAHMOUD e SAVELLO, 1992).

2.13.1 Propriedades de barreiras

Diversos alimentos necessitam de condicBes atmosféricas especificas para
poder manter sua qualidade durante a estocagem. Para manter constante a
composicao de gases dentro da embalagem € necessario que o material apresente
uma barreira aos gases e ao vapor de agua (FONSECA, 2009). Os revestimentos
fornecem uma barreira semipermeavel contra oxigénio, didxido de carbono, umidade e
movimento de solutos, reduzindo assim a respiracdo, a perda de agua e reacdes de
oxidagao (LEE et al., 2003).

Para muitas aplicacbes em alimentos, a caracteristica funcional mais
importante do filme ou revestimento comestivel € a resisténcia & umidade. A perda de
agua de produtos armazenados ndo so resulta em perda de peso, mas também em
perda de qualidade, principalmente pelas alteragbes na textura. Uma pequena perda
de agua pode ser tolerada, mas aquelas responsaveis pelo murchamento ou
enrugamento devem ser evitadas (OLIVEIRA et al., 2007a).

A permeabilidade ao vapor de agua é um fendbmeno que implica em
solubilidade em agua e difusdo das moléculas de agua através da matriz do filme.
(OSES et al., 2009). Longares et al. (2005), ndo encontraram diferencas na
permeabilidade ao vapor de 4gua entre os filmes elaborados com isolado proteico de
soro de leite e filmes feitos com misturas deste isolado e caseinato de sddio, devido a
natureza hidrofilica de ambas as proteinas. Por outro lado, Ryu et al. (2002),
elaboraram filmes compostos de zeina de milho com diferentes quantidades de amido
com elevado teor de amilose. Um aumento da quantidade de zeina em relacdo ao
amido diminuiu a permeabilidade dos filmes resultantes, decorrente da alta

hidrofobicidade da zeina
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De acordo com Bourtoom (2008), o método de elaboragéo das peliculas afeta
as propriedades de barreira desses filmes. Outros fatores, tais como a conformacéao
das proteinas, sequencias de aminoacidos, distribuicdo dos grupos hidrofilicos e
hidrofébicos, grau de desnaturacdo proteica, polaridade, for¢a idnica e condi¢fes
ambientais, afetam a capacidade de retencdo de agua das proteinas alimentares
(BANERJEE e CHEN, 1995).

Segundo Kokoszka et al. (2010a), que estudaram a permeacao do vapor de
agua em filmes de isolado proteico de soja, os valores de permeabilidade encontrados
na literatura para estes filmes dependem do pH, da composicdo do isolado (fracbes
proteicas e de conteudo) e das condi¢cdes de secagem. Estes autores concluiram em
seu estudo que a variacdo da propor¢cdo de isolado proteico de soja e glicerol em
filmes comestiveis teve um efeito sobre a permeabilidade ao vapor de agua, sendo
que um efeito sinérgico do teor de glicerol e proteina foi observado na permeabilidade
ao vapor de agua.

Um aumento na concentracdo de plastificante, normalmente causa um
aumento na permeabilidade de filmes higroscopicos ou hidrofilicos, devido a uma
reorganizacdo da rede de proteina e um consequente aumento do volume livre.
(KOKOSZKA et al., 2010b). Kamper e Fennema (1985) produziram filmes de emuls&o
de &cidos graxos e metil celulose para melhorar a barreira de vapor de agua desses
revestimentos.

A permeabilidade ao vapor de &gua de filmes e peliculas geralmente é
determinada por gravimetria segundo padrbes estabelecidos pela ASTM (American
Society for Testing and Materials). O método esta baseado na variacdo de massa das
células de permeacao ao longo do tempo.

O transporte de gases como 0 oxigénio e o didxido de carbono, tal como a
transmissdo de umidade, pode influenciar a estabilidade do armazenamento de
alimentos, uma vez que o0 oxigénio é meio de sua deterioracdo pela oxidacdo de
lipidios, vitaminas, pigmentos e componentes de flavor. Desta forma, o emprego de
filmes comestiveis com propriedades de barreira ao oxigénio em alimentos, visa
estender a vida (til e reduzir o custo da embalagem. A reacdo acontece como
resultado de injurias mecénicas pods-colheita e da desintegracdo durante o
processamento, que permitem o acesso do oxigénio aos tecidos e o contato da enzima
com o substrato. A principal consequéncia é a formacdo de melaninas, pigmentos

escuros que prejudicam a aceitacdo de muitas frutas. Visto que o oxigénio € requerido
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para iniciar a reagdo, a utilizacdo de filmes comestiveis pode ser util para reduzir as
taxas de escurecimento (OLIVEIRA et al., 2007b).

A permeabilidade ao oxigénio é uma das propriedades de transporte mais
estudadas em filmes poliméricos comestiveis. Gounga et al. (2007) relataram que a
baixa permeabilidade ao O, em elevadas concentracdes de isolado proteico de soro
de leite foi provavelmente devido ao aumento na densidade da solucao filmogénica
gue resultou em uma maior espessura do filme, que reduziu o espacamento intersticial
entre as moléculas dos filmes poliméricos. Como consequéncia, a permeabilidade ao
O, é reduzida devido a obstrucdo de moléculas de oxigénio através da rede proteica
mais empacotada. Olivas e Barbosa-Canovas (2009) confirmaram que uma menor
permeabilidade ao O, pode ser conseguida com filmes e revestimentos comestiveis do
gue quando foram utilizados filmes plasticos convencionais.

Os filmes e revestimentos comestiveis agem como uma barreira
semipermeével que pode ser capaz de manter a qualidade dos alimentos. Sendo
biodegradaveis, estes oferecem sistemas alternativos de embalagens, ocasionando
uma reducdo nos problemas ambientais. A atmosfera modificada, criada pelo
revestimento, gera uma barreira fisica ao CO, no interior das frutas e uma vedacgéo
parcial dos poros, reduzindo as trocas gasosas e reduzindo as taxas de transferéncia
deste gas (LIMA et al. 2010).

A permeabilidade ao oxigénio e ao didxido de carbono também séo
determinados segundo padrdes estabelecidos pela ASTM. Lima et al. (2010)
verificaram que as diferencas de permeabilidade ao oxigénio, dioxido de carbono e
vapor de agua, de revestimentos elaborados a partir de misturas de galactomananas,
colageno e glicerol, sugerem que estes revestimentos podem reduzir as taxas de
transferéncia de gases nas frutas estudadas (mangas e macas), e podem ser uma

importante ferramenta para estender a vida util destes produtos.

2.13.2 Propriedades mecanicas

A maioria dos alimentos sofre estresse durante 0 armazenamento, 0 manuseio
e a distribuicdo, por isso, os filmes comestiveis e revestimentos que sao destinados a
aplicacdes em alimentos devem possuir boas propriedades mecéanicas (BANERJEE e
CHEN, 1995).

O teste mais utilizado para medir a forga mecéanica de filmes é o teste de
tracdo, onde podem ser derivadas propriedades de resisténcia a tracdo, elongacéo,

forca resultante e modulo de elasticidade. As propriedades mecéanicas sdo medidas
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por deformacdo de uma amostra e monitoracdo da forca até que esta se rompa
(RIGO, 2006).

A resisténcia a tracdo é medida pela forca méxima de tragédo que o filme pode
sustentar. A elongacédo é geralmente tirada do ponto de quebra e é expressa como a
porcentagem de aumento ao comprimento original da amostra. O modulo de
elasticidade ou modulo de Young mede também a resisténcia do filme (ADEBIY et al.,
2008; RIGO, 2006). A resisténcia a tracdo e o alongamento geralmente sdo medidas
utilizando um texturémetro, seguindo as diretrizes estabelecidas pela ASTM (LIMA et
al., 2010).

As propriedades mecanicas de filmes a base de proteinas fornecem uma
indicacdo da integridade destes filmes sob condicbes de estresse, que geralmente
ocorrem durante 0 manuseio, processamento e armazenamento de alimentos. Todas
as variaveis envolvidas durante a formacado de peliculas, tais como o tipo de proteina e
a concentracao, tipo e concentracdo de plastificante, o pH da solucéo e o tratamento
térmico afetam significativamente as propriedades fisicas de filmes proteicos (ADEBIYI
et al., 2008)

Com relagdo a composicao dos filmes, Banerjee e Chen (1995) verificaram que
a adicao de lipidios reduziu significativamente a resisténcia a tracao de filmes a base
de proteinas do soro de leite, por causa do enfraquecimento e efeitos de lubrificacdo
destes lipidios sobre a matriz destes filmes.

Lima et al. (2010) verificaram que filmes elaborados somente com proteinas de
soro de leite apresentavam maior resisténcia a tragéo, pois as forcas intermoleculares
entre as cadeias das proteinas sdo as responsaveis pela resisténcia destes filmes. A
desnaturacdo destas proteinas provoca uma interacdo entre as cadeias proteicas,
promovidas pelas pontes de hidrogénio e dissulfeto, resultando em uma matriz rigida
de baixa elongacédo. Osés et al. (2009) relataram que a adicdo de goma de algaroba a
filmes de proteina de soro de leite conferiu uma maior flexibilidade a eles, sugerindo
que esta goma participa do enfraquecimento ou na reducéo do nimero de pontes de
hidrogénio, agindo como um plastificante.

Brindle e Krochta (2008) constataram uma reducdo na resisténcia a tracao e
um aumento na elongacdo com a elevacdo da concentracéo de glicerol e de proteinas.
Como o glicerol apresenta trés grupos hidroxila e um tamanho adequado, isto pode
facilitar a entrada entre polimeros que formam as peliculas, enfraquecendo as forgas

intermoleculares, suavizando a rigidez da estrutura. Portanto, sua incorporacdo a
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matriz polimérica pode resultar em uma diminuicdo na resisténcia a tracdo e um

aumento na porcentagem de alongamento de ruptura (JIA et al., 2009).

2.13.3 Cor e opacidade

A cor e a opacidade (transparéncia) estdo entre as principais propriedades
Gticas dos filmes e revestimentos, consistindo em importante parametro na
caracterizacdo de filmes, pois esta associada com a matéria-prima utilizada em sua
elaboracdo. Para uma boa apresentacdo visual do produto, é desejavel que os filmes
apresentem elevado brilho e transparéncia. Por outro lado, muitas vezes impedir
incidéncia de luz se faz necessaria, como no acondicionamento de produtos sensiveis
a reac0Oes de deterioracdo catalisadas pela luz (PIRAN et al., 2008; RIGO, 2006).

Filmes a base de proteinas de soro de leite apresentam um potencial para
retardar a oxidacao lipidica induzida pela luz ultravioleta em alimentos. Resultados
obtidos por Gounga et al. (2007) indicaram que filmes de proteinas de soro de leite e
pululam foram claros o suficiente para serem selecionados e usados como
revestimentos e/ou material de embalagem, evitando alteracées na cor e a oxidagéo
lipidica. Em outro caso, Osés et al. (2009) relataram que a opacidade e cor amarelada
conferida pela adicdo de goma de algaroba aos filmes produzidos por estes, seria
provavelmente a maior desvantagem do potencial de aplicagcdo destes filmes em
alimentos.

A cor e a opacidade de filmes e revestimentos normalmente sdo determinadas
utilizando-se um colorimetro, seguindo o sistema Cielab de coordenadas cromaticas. A
opacidade de um material € uma indicacdo de quanto de luz passa através dele,
quanto maior a opacidade, menor sera a quantidade de luz que pode passar através
do material (LIMA et al. 2010).

2.13.4 Propriedades molhantes (Molhabilidade)

A aderéncia de um filme a um produto alimentar € um fendmeno fisico que
pode ser controlada pela molhabilidade, devido as forcas interfaciais entre os materiais
(onde pelo menos um é liquido), pelas forcas eletrostaticas entre os polimeros
carregados, ou por ligacbes quimicas quando ocorrem as reacfes (DEBEAUFORT e
VOILLEY, 2009).

A eficiéncia do revestimento comestivel utilizado depende principalmente do
controle da molhabilidade das solugfes de revestimento, que pode ser obtido através

do coeficiente de espalhamento (Ws). As formulagcbes de revestimentos comestiveis
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devem molhar e se espalhar uniformemente sobre a superficie do produto, e apos
secagem, formar uma pelicula com adequada ades&o, coesdo e durabilidade
(RIBEIRO et al., 2007).

A molhabilidade pode ser estudada através da determinacdo dos valores de
coeficiente de espalhamento (Ws), de adeséo (Wa) e coesdo (Wc). As forcas adesivas
promovem o espalhamento de liquido numa superficie sélida, enquanto que as forcas
de coesdo promovem a sua contracdo. O comportamento da molhabilidade das
soluc@es ira depender, sobretudo, do equilibrio entre estas forcas. A tensao superficial
das solucdes de revestimento é feito pelo método da gota pendente utilizando a
aproximacao de Laplace-Young (CERQUEIRA, 2010).

O angulo de contato de uma gota de um liquido em uma superficie sélida &
definido pelo equilibrio mecanico da gota sobre a acdo de trés tensfes interfaciais:
sélido-vapor (ysy), soOlido-liquido (ys.), e liquido—vapor (y./). O coeficiente de
espalhamento no equilibrio pode ser entdo definido, conforme a Equagéo 2.1, podendo

ser negativo ou nulo.

Ws =W, -W; =ysy = Vv ~Va Equacéo 2.1

Onde Wa e Wc sao os trabalhos de adesdo e coesdo, definidos pelas

equacdes 2.2 e 2.3, respectivamente.

W, =Vy Vs ~ Vs Equacéo 2.2

W, =2y, Equacdo 2.3

Para determinar estes parametros é necessario medir o angulo de contato da
cobertura na superficie (LIMA et al., 2010). Uma das caracteristicas primérias de um
sistema bi ou trifasico, contendo duas fases condensadas, em que pelo menos uma
delas é um liquido, é o angulo de contacto do liquido na outra fase condensada (6)
(Figura 2.4). O angulo de contato da gota de liquido na superficie solida € definido pelo
equilibrio mecéanico da gota sob a acdo das trés tensdes interfaciais citadas acima
(Ysv» YsL € Yuv) (RIBEIRO, 2005).
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Figura 2.4 — Esquema representativo das tensdes interfaciais em um sistema
trifasico.

Esta relacdo de equilibrio € conhecida como equacao de Young (RULON e

ROBERT, 1993), a qual fornece uma defini¢cdo termodindmica do angulo de contato.

cosd = M Equacéo 2.4

Yiv

Alguns autores desenvolveram a ideia de que a tenséo interfacial liquido-vapor
pode ser dividida em duas componentes, uma polar e outra dispersiva (KAELBLE,

1970). As contribuicbes polar e dispersiva sdo adicionadas, obtendo-se:

AN 1 Equagao 2.5

Vs =Vs + V& Equag&o 2.6

Para um liquido puro, sdo conhecidas as interaces polar (y°.) e dispersiva
(y%D), e se o angulo de contato entre o liquido e o sélido é obtido, a interacdo pode ser
descrita por:

W, =W +Wp = W, = 2.(\/y;1 yl+ \/ysp +yP ): y (l+cos8)  Equagdo 2.7

1+cos<9 \/yL \/Z VL +\/Z Equag&o 2.8
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A determinacdo do angulo de contato de pelo menos trés compostos puros em

P
- : , L Y
uma superficie permite o calculo de ambas as varidveis, independente —

L

1+cosé y,

dependente 2 T | da Equacéo 1.8 (LIMA et al., 2010; RIBEIRO et al.,
2

2007).

Zisman (1964) desenvolveu um método pratico para caracterizar a capacidade
molhante de superficies solidas. O sistema baseia-se na observacdo de que em
superficies soélidas com uma tensdo superficial inferior a 100 mN/m (geralmente
classificadas como superficies de baixa energia) o angulo de contacto formado por
uma gota de liquido na superficie solida seria fun¢cdo aproximadamente linear de y.v
(onde a fase V é ar saturado com o vapor do liquido). Para liquidos ndo polares esta
relacdo é linear, sendo que para liquidos polares se observa uma ligeira curvatura.
Construindo um grafico cos © versus y.y podera se obter o valor da tenséo superficial
do liquido para o qual cos © = 1. Este valor denomina-se tensado superficial critica do
processo de umedecimento (y.), sendo definido como o valor de y,y de um liquido
abaixo do qual o espalhamento desse liquido em determinada superficie sélida é
completo. A determinagcdo da tensdo superficial critica € bastante atraente, pois
permite caracterizar a superficie sélida em estudo de uma forma bastante pratica.
(RIBEIRO, 2005).

Alguns estudos avaliaram a molhabilidade de solu¢cfes de revestimento sobre
frutas e vegetais. Choi et al. (2002) estudaram a molhabilidade de solucbes de
revestimento a base de quitosana na superficie de macas usando o método da gota
pendente. A superficie das macéas apresentaram uma tensdo critica de 18,7 mN/m.
Ribeiro et al. (2007), obtiveram um valor similar para a tensédo critica da superficie de
morangos (18,84 mN/m), os quais foram referidos como tendo uma tenséo superficial
de 28,94 mN/m, com componentes polar e dispersiva de 5,95 e 22,99 mN/m,
respectivamente.

Em alguns casos, para melhorar a molhabilidade das solu¢cdes de
revestimento, tem sido adicionado Tween 80, reduzindo a tensdo superficial do liquido
e aumentando assim a coeficiente de espalhamento (RIBEIRO et al., 2007). Casariego
et al. (2008) determinaram os efeitos das concentracdes de plastificantes, de Tween
80 e de quitosana sobre a molhabilidade das solu¢gbes de revestimento em tomate e

cenoura. As superficies apresentam tensdes superficiais de 28,71 e 26,48 mN/m para
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tomate e cenoura, respectivamente. Sendo que, com a adicdo de Tween foi observado
aumento no coeficiente de espalhamento.

Uma boa escolha da formulagcdo de revestimento é essencial para a
durabilidade e manutencdo do revestimento sobre os produtos alimentares. A
determinacgdo da capacidade molhante, com o estudo do Ws, Wa e Wc, bem como o
estudo das propriedades da superficie dos produtos, é, portanto, essencial para a

correta aplicacdo de revestimentos comestiveis (CERQUEIRA, 2010).

2.13.5 Microscopia e espectroscopia

A determinacdo microscépica da estrutura do filme ou revestimento é
fundamental para conhecer as interacfes de diferentes componentes na estrutura final
do filme. Compreender as interacBes entre 0os componentes ajuda a controlar as
propriedades fisicas de filmes e revestimentos (OSES et al., 2009). A andlise de
microscopia eletrébnica de varredura (MEV) pode ser utilizada para avaliar a
homogeneidade dos filmes, a estrutura da camada, poros e fissuras, lisura da
superficie e da espessura (GARCIA et al. 2009).

Dias et al. (2010) constatou que a microscopia de varredura mostrou a
homogeneidade do filme de amido de arroz elaborado. A matriz homogénea deste
filme foi um bom indicador de sua integridade estrutural, e consequentemente, eram
esperadas boas propriedades mecanicas deste filme.

A espectroscopia transformada de Fourier no infravermelho (FTIR) é uma
técnica util para suplementar a caracterizagdo microestrutural de peliculas compostas,
uma vez que pode ser utilizada para avaliar as intera¢cdes entre os componentes do
filme (GARCIA et al. 2009).

A espectroscopia no infravermelho € um método de caracterizacéo fisico para
analise qualitativa e determinacfes quantitativas de tracos de elementos. Isto é
possivel porque os atomos que formam as moléculas possuem frequéncias
especificas de vibragcdo, que variam de acordo com a estrutura, composicdo e o modo
de vibragdo da amostra. Para varrer essa gama de frequéncia, utiliza-se o
infravermelho (CHIA, 1984).

2.14 ALIMENTOS MINIMAMENTE PROCESSADOS

A utilizagdo de peliculas comestiveis tem sido bastante explorada para
revestimento de frutas e hortalicas frescas, pois além de ser uma alternativa para o

aumento da vida util, devido a reducdo da perda de umidade e ao controle da
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transmissdo de gases, é também eficaz no melhoramento da aparéncia dos produtos
aumentando sua aceitabilidade frente ao consumidor (OLIVEIRA et al, 2007a;
AZEREDO, 2003; MAIA et al, 2000).

Assim, para produtos suscetiveis a oxidacdo, as peliculas devem apresentar
baixa permeabilidade de O,. Frutas e hortalicas frescas requerem peliculas que
permitem transferéncia moderada de gases para reduzir (mas nao inibir) a respiracao
e evitar processos fermentativos resultantes de anaerobiose. (DEBEAUFORT e
VOILLEY, 1994). Por estarem em contato com os alimentos, € desejavel que os filmes
e coberturas comestiveis apresentem propriedades sensoriais neutras (transparente,
inodoro e insipido), de modo a nao alterar a qualidade dos alimentos (FAKHOURI et
al., 2007).

Essas peliculas podem ser usadas em frutas e vegetais, inteiros ou
minimamente processados e sdo utilizadas com o objetivo de melhorar ou substituir
algumas das caracteristicas das camadas da epiderme natural (FILHO, 2000). Dentre
elas se destacam as seguintes propriedades: reducédo da perda de agua, a difusao de
gas, a movimentacgao de 0Oleos e gorduras e a perda de sabores e aromas; melhora na
aparéncia e nas propriedades estruturais; possibilidade de incorporar pigmentos,
aromatizantes e aditivos (SALTVEIT, 1998).

Inicialmente, os produtos minimamente processados foram fornecidos a
restaurantes ou a servigos de alimentacdo, onde as mercadorias s&o vendidas aos
consumidores com validade restrita, portanto, ndo havendo necessidade de manter a
gualidade do alimento por longos periodos. Atualmente, frutas frescas e vegetais tém
se expandido para supermercados em resposta a demanda dos consumidores. O uso
de filmes/coberturas comestiveis tem sido estudado como uma boa alternativa para a
preservacdo de frutas intactas e vegetais minimamente processados, uma vez que
esses filmes podem criar barreiras semipermeaveis para gases e vapor de agua,
mantendo a qualidade do produto (OLIVAS e BARBOSA-CANOVAS, 2009).

2.15 BATATA

A batata (Solanum tuberosum L.) € um tubérculo originario da regido andina,
no continente sul-americano. Por suas qualidades nutritivas e por se adaptar
facilmente a qualquer tipo de solo, em pouco tempo seu consumo tornou-se
generalizado em todo o mundo. A batata é o terceiro alimento mais consumido no
mundo, apds o arroz e o trigo, e compde a base alimentar de varios paises (MORETI,
2007).
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Figura 2.5 - Batata (Solanum tuberosum L.).

A batata esta entre os dez principais produtos agricolas brasileiros, e é a
hortalica mais importante para a economia nacional, com faturamento superior a um
bilhdo de reais e com mais de trezentos mil empregos diretos e indiretos gerados.
Entre as possibilidades de agregacao de valor a batata se destaca o processamento
minimo (PINELLI et al., 2005). Segundo a Associacao Brasileira da Batata (ABBA) que
realizou uma pesquisa no de 2000, 82% dos entrevistados preferem batatas frescas,
gue incluem batatas minimamente processadas, a batatas pré-fritas congeladas.

Um dos principais problemas que reduz a vida poés-colheita de batatas
minimamente processadas € a suscetibilidade ao escurecimento enzimatico
ocasionado pelo processo de corte. Esta deterioracdo tem grande importancia no
aspecto visual do produto, pois prejudica sua aceitacdo sensorial e qualidade
comercial, reduzindo também o valor nutritivo (VITTI, 2007).

No caso da batata fatiada minimamente processada, o0 escurecimento
enzimatico ocorre com intensidade, devido ao aumento da atividade da enzima
polifenoloxidase (PPO). O escurecimento € iniciado pela oxidacdo de compostos
fendlicos pela PPO. O produto inicial da oxida¢do é a quinona, que rapidamente se
condensa, formando pigmentos escuros insoluveis, denominados melaninas, ou reage
ndo enzimaticamente com outros compostos fendlicos, aminoacidos e proteinas,
também formando melanina. A enzima peroxidase (POD) também participa do
escurecimento em hortalicas minimamente processadas e estd relacionada com
processos de cicatrizagcdo, como, por exemplo, a lignificacdo (JUNQUEIRA et al.,
2009, PINELLI et al., 2005).

Em tubérculos de batata, aclUcares e amido sdo 0S componentes
primeiramente afetados pelo metabolismo pés-colheita. A degradacdo do amido ocorre

rapidamente com a diminuicdo da temperatura, enquanto a variacdo dos acucares
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totais e redutores esta diretamente relacionada com o tempo de armazenamento
(MORETTI, 2007).

E importante conhecer os efeitos causados pelo processamento minimo para
desenvolvimento de tecnologia que permita aumentar a vida util desses produtos,
mantendo as caracteristicas nutricionais e sensoriais, mantendo a seguridade do
alimento (PORTE e MAIA, 2001). Um método que vem ganhando destaque para
aumentar a vida pos-colheita de vegetais € 0 uso de coberturas comestiveis (FONTES
et al., 2008).
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CAPITULO 3

FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO DO FARELO DE ARROZ COM O FUNGO

Rhizopus oryzae

Neste capitulo estda descrito o estabelecimento de pardmetros de cultivo do
fungo Rhizopus oryzae visando a producdo de proteina e de compostos fendlicos

livres.
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3.1 INTRODUCAO

Os cultivos microbianos visando a produgdo de compostos uteis vém sendo
estudados ha muitas décadas, sob a denominacdo geral de fermentacdo. A
fermentacdo no estado solido (FES) pode ser definida como o processo em que a
cultura de micro-organismos ocorre sobre ou dentro de particulas em matriz sélida
(substrato ou material inerte), onde o conteido de liquido (substrato ou meio
umidificante) ligado a ela esta a um nivel de atividade de agua que assegure o
crescimento e metabolismo das células mas ndo exceda a maxima capacidade de
ligacdo da agua com a matriz sélida (DEL BIANCHI et al., 2001). Varios estudos vém
sendo desenvolvidos com a finalidade de aumentar o contetdo proteico e a sintese de
metabdlitos pelos micro-organismos (MEMBRILLO et al., 2011).

O uso de residuos agroindastriais como suporte na FES é economicamente
importante também do ponto de vista ambiental, pois além de reduzir o impacto que
causa sobre a natureza, valoriza os residuos agricolas e agroindustriais cujos custos
de produgéo séo elevados (SILVA, 2002). O género de fungo Rhizopus é um dos mais
promissores para este processo, pois tem sido demonstrado que além da capacidade
de aumentar o teor proteico de matérias-primas de baixo valor nutritivo, as proteinas
possuem atividade funcional e atividade catalitica especificas. Em especial, os fungos
deste género sdo bastante indicados, pois além de ndo produzirem substancias
toxicas, tém elevada producdo de proteinas de alta digestibilidade (OLIVEIRA et al.
2010; ANUPAMA e RAVINDRA, 2000).

O arroz (Oryza sativa) € um dos cereais mais produzidos e consumidos no
mundo, e um dos principais subprodutos do beneficiamento do arroz é o farelo
integral. Trabalhos realizados por Oliveira et al. (2010) e Silveira e Badiale-Furlong
(2007) comprovaram gque com a fermentacdo do farelo de arroz pelo fungo Rhizopus
oryzae havia um aumento no conteudo proteico. Além disso, com a FES, pode-se
disponibilizar um maior conteddo de compostos fendlicos a partir de residuos
agroindustrias (MARTINS et al., 2011). O arroz é uma fonte rica nestes compostos
bioativos, inclui muitos antioxidantes fendlicos que tém o potencial para reduzir o risco
de doencas, e encontram aplicacao tanto na industria de alimentos, como no mercado
de saude e cosméticos (BUTSAT e SIRIAMORNPUN, 2010; POURALI, 2010).

A atuacdo do micro-organismo sobre o substrato depende das propriedades
fisicas do material, que incluem a natureza cristalina ou amorfa, area acessivel,

porosidade e principalmente o tamanho da particula (MEMBRILLO et al., 2008). O
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nitrogénio € um nutriente essencial em meios de cultura microbiolégicos e se tem
constatado que o farelo de arroz, quando suplementado com solu¢cdes minerais e
fontes de nitrogénio, individualmente ou em misturas tem aumentado o rendimento
proteico da biomassa fermentada (ANUPAMA e RAVINDRA, 2001). O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da granulometria do substrato (farelo de arroz) e da
concentracao de sulfato de aménio da solucdo nutriente na multiplicacdo da biomassa,
no contetdo proteico e na producdo de compostos fendlicos liberados pela
fermentacdo em estado sélido com o microrganismo Rhizopus oryzae, visando a

recuperacao destes compostos para emprego em formulacdes alimenticias.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Preparo do in6culo

A cepa do agente fermentador, o fungo Rhizopus oryzae (CCT 1217), foi obtida
da Fundacdo André Tosello (FAT), Campinas, Brasil. As culturas foram mantidas a
4°C em tubos inclinados contendo meio agar dextrose de batata (PDA, Acumedia®),
sendo os esporos propagados através da adigcdo de 5 mL de uma emulsdo aquosa de
Tween 80 (0,2%). Os mesmos foram incubados durante 7 dias a 30°C até nova e
completa esporulacdo do fungo apos a adicdo de 0,2 mL da emulsdo de esporos em
placas de Petri contendo agar batata-dextrose. A suspensdo de esporos para
realizacdo da fermentacédo foi obtida pela adicdo de 10 mL de emulsdo aquosa de
Tween 80 (0,2%), raspando as placas com auxilio de uma alga de Drigalski. A
concentracdo da solucdo de esporos foi estimada por enumeracdo em Cémara de
Neubauer (L.Opitik, Alemanha).

3.2.2 Classificacéo e caracterizagdo do substrato

O farelo de arroz integral foi fornecido pela empresa Irgovel de Pelotas, Rio
Grande do Sul, Brasil. Foi realizado primeiramente um estudo preliminar para avaliar a
composicao proximal e o crescimento da biomassa flngica ao longo de 120 h de
fermentacdo usando o farelo de arroz com particulas menores que 35 mesh. Apos
isso, o farelo foi submetido a peneiramento utilizando peneiras (Bertel, Brasil) de
tamanho-mesh: 35, 42, 65 e 100. Sendo o farelo utilizado nesta etapa classificado em
trés tamanhos de didametro médios: 0,39 mm (-35 e +42); 0,28 mm (-42 e +65); 0,18
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mm (-65 e +100). A composicdo proximal das diferentes fracbes de farelo de arroz foi
determinada conforme metodologia da AOAC (2000) para umidade (n° 934.01),
proteinas (n° 955.04C; fator de conversao de 5,7), fibras totais (n° 962.09), lipideos (n°
920.85) e cinzas (n° 900.02A). Os carboidratos foram estimados por diferenca. As
caracteristicas fisicas das diferentes fracdes de farelo de arroz, area superficial,
volume de poros e didmetro médio de poros foram estimados através das isotermas
de adsorcdo-desorcdo de nitrogénio (Apéndice 1), pelo método de BET (Brunauer-
Emmett-Teller) (CARDOSO et al., 2011), utilizando um analisador volumétrico de
adsorcdo (Quantachrome, modelo NovaWin2, EUA). O detalhamento da morfologia
das particulas foi obtido por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Jeol, JSM
6060, Japao).

3.2.3 Processo fermentativo

O farelo de arroz integral foi fermentado em estado semissdlido, utilizando a
metodologia padronizada por Oliveira et al. (2010). As fragbes contendo farelo de arroz
com diferentes granulometrias foram acondicionadas em biorreatores de bandeja,
dispostas em camadas de 2 cm, cobertas com gase e algodédo esterilizados para
permitir a aeracdo e evitar a contaminagdo externa. As bandejas (6cm x 6¢cm x 5cm)
contendo 15 gramas de farelo de arroz (esterilizadas a 121°C por 30 min) foram
adicionadas de 6,75 mL de uma solug¢ao nutriente (2g/L de KH,PO,, 1g/L de MgSO, e
2 - 8 g/L de (NH,),SO,4 em HCI 0,4N), esterilizada a frio (usando menbrana Millipore de
0,45 um), sendo estudado o efeito da concentragdo de sulfato de amdnio na producéo
de proteina fangica.

A solucdo de esporos do fungo Rhizopus oryzae foi adicionada na
concentracdo inicial de 4x10° esporos/g de farelo. Agua destilada esterilizada foi
adicionada ao meio visando o ajuste da umidade para 50%. Os biorreatores foram
colocados em camara de fermentacdo a 30°C com umidade controlada usando
recipientes abertos com agua esterilizada no interior da estufa (OLIVEIRA et al., 2010;
SUMANTHA et al.,, 2006). Apés 96 h de incubacdo, a biomassa fermentada foi
estocada a -18 °C para posterior caracterizacédo fisico-quimica segundo procedimentos

da AOAC (2000), para umidade, lipideos, proteinas, cinzas e fibras.
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3.2.4 Delineamento experimental

Para a avaliagdo dos efeitos do tamanho médio das particulas de farelo de
arroz e da concentragdo de sulfato de aménio no processo fermentativo, realizou-se
um planejamento experimental fatorial 2° (PCC), considerando como variaveis
dependentes a producédo de biomassa, o ganho de proteinas e o ganho de compostos
fendlicos. Os niveis estudados para as variaveis independentes (Tabela 3.1) foram
baseadas em condi¢Oes trabalhadas por diferentes pesquisadores (POGAKU et al.,
2009; RUDRAVARAM et al., 2006; RAVINDER et al., 2003).

Tabela 3.1 — Niveis e valores das varidveis independentes de tamanho médio

das particulas e da concentracdo de sulfato de amdnio utilizados no planejamento.

Niveis
Fator
-1 0 1
P pnegio (MM) 0,18 0,28 0,39
[(NH,)2.SO4] (g/L) 2 5 8

Onde: ®nedio = didmetro médio das particulas.

O efeito do tamanho médio das particulas e da concentracdo de sulfato de
amonio na producdo de biomassa, no ganho de proteinas e no ganho de compostos

fendlicos foi analisado por grafico de Pareto.

3.2.5 Producéo de biomassa

A producdo de biomassa gerada na fermentacdo foi estimada indiretamente
pelo teor de glicosamina produzido (AIDOO et al.,, 1981). Um grama de amostra foi
adicionado de 5 mL de HCI 6N e levado a banho fervente por 2 horas. Apés
resfriamento a amostra foi filtrada, sendo 1 mL do filtrado transferido para um balédo
volumétrico de 25 mL juntamente com uma gota de solucéo alcodlica de fenolftaleina
0,5% (p/v). A neutralizacdo foi realizada com solugdo NaOH 3N até que a mistura
adquirisse coloragdo rosa. A titulagédo reversa foi realizada com solugéo de KHSO, 1%
(p/v) até desaparecimento da cor rosada. O volume do bal&o foi completado com agua

destilada.

Foram transferidos 3 mL da solugcédo do baldo para tubo de ensaio, seguidos
pela adicdo de 1 mL de uma solucdo de acetil cetona em Na,CO; 0,5 N (1:50) e a

mistura foi colocada em banho de agua fervente por 20 minutos. Apdés resfriamento da
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amostra, foram adicionados 4 mL de etanol e 1 mL de reagente de Erlich (AIDOO et
al., 1981) e incubados a 65°C por 10 minutos. O teor de glicosamina foi estimado
espectofotometricamente (Biospectro, Brasil) a 530 nm, utilizando uma curva padréo
de glicosamina (Sigma, USA) em agua (1 — 15 mg/mL).

Para converter o teor de glicosamina em biomassa fangica, foi utilizado um
fator de converséo de 0,057 mg de glicosamina/mg de fungo seco, obtido através de
uma regressao linear (Apéndice 2) de glicosamina versus massa de fungo seco (obtida
em condi¢cdes de crescimento em estado sélido). Sendo a biomassa fungica gerada

durante a fermentacao calculada segundo a Equacéao 3.1:

Biomassa (mg / g) = (GF - GF,) /0,057 Equacdo 3.1

Onde: GF = teor de glicosamina no farelo fermentado; GF,= teor de

glicosamina no farelo n&do fermentado (tempo zero).

3.2.6 Ganho de proteina

O teor de nitrogénio total nos produtos fermentados foi determinado através do
método micro-Kjedhal conforme a AOAC (2000), sendo que o ganho de proteina apés
a fermentacdo foi calculado segundo a Equacao 3.2, levando em consideracéo o fator
de correcdo de 5,7 para o calculo da proteina do farelo de arroz e o fator de 6,25 para

o calculo da biomassa fermentada.

[(NF - NF,)x6,25]
(NF, x5,7)

GP (%) = %100 Equacéo 3.2
Onde: GP = ganho percentual de proteina em base seca; NF = teor de

nitrogénio no farelo fermentado; NF,= teor de nitrogénio no farelo ndo fermentado. O

teor de nitrogénio da solucdo de esporos e da solucdo nutriente foram desprezados no

célculo (menor que 0,1%).

3.2.7 Determinacgdo de compostos fendlicos

Amostras de 5g de farelo de arroz fermentado foram submetidas a agitacao
durante 2 horas com 40 mL de metanol em mesa agitadora orbital (150 rpm) a
temperatura ambiente (SOUZA et al., 2010b). A agitacdo foi interrompida por 15

minutos e reiniciada, apos a adi¢cdo de 10mL de metanol por mais 1 hora. O extrato foi
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filtrado para um funil de separacdo e lavado trés vezes com 10mL de hexano e
submetido a clarificacdo pela adicdo de 10mL de hidréxido de bario 0,1M e 10mL de
sulfato de zinco 5%. Apds repouso por 20 minutos, o extrato foi filtrado para um balédo
volumétrico de 100mL completando o volume com metanol. Aliquotas de 1 mL do
extrato fendlico, adicionadas de 4,5 mL de uma solucéo alcalina (Na,CO3 4%, CuSO,
2% e KNaC,4H;404-4H,0 4%; 100:1:1), foram incubadas por 15 minutos a 40°C. Apés,
foram adicionados 0,5mL de reagente Folin-Ciocalteau (Qell, Brasil, diluido 1:2) e
deixado em repouso durante 10 minutos a temperatura ambiente, sendo a leitura da
amostra realizada a 750nm. O teor de compostos fendlicos nhas amostras foi estimado
utilizando &cido ferdlico (Sigma, Jap&o) como padrédo (2 a 20 yg.ml™), e o incremento
de seu contetdo com a fermentacéo calculado de acordo com a Equacéo 3.3.

GF (o) = (FF ~FFo)

FF

0

%100 Equacgéo 3.3

Onde: GF = ganho percentual de compostos fendlicos em base seca; FF = teor
de compostos fendlicos no farelo fermentado; FF,= teor de compostos fendlicos no

farelo ndo fermentado (tempo zero).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Estudo preliminar

A Tabela 3.2 apresenta a composi¢cao proximal do farelo de arroz fermentado e

o contetido de biomassa fungica ao longo de 120 h de fermentacao.

Tabela 3.2 — Contetado de proteina, lipidios, fibras, cinzas, carboidratos e

biomassa no farelo de arroz fermentado.

Amostra Umidade Proteina Lipidios Fibras Cinzas Carboidratos  Biomassa
(9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (mg/g)
Oh 48,8+05® 139+05" 166+08° 65+04° 116+0,3° 51,4+1,8° 0,0

24 h 49,6+05° 143+1,8° 165+08, 6,902 12,4+02° 481+15® 122+11°
48 h 483+05° 180+1,6° 183+04% 92+02° 17,0+04% 37,7+28. 61,9+4,3°

72 h 46,2+05° 181+12% 142+04. 104+06° 159+1,1%° 40,8+0,7%° 123,2+1,0°
96 h 454+0,1, 184+10%° 11,1+04% 11,1+04® 152+15° 439+1,9% 1549+0,7%

120 h 46,4+0,1° 187+03* 99+01" 119+04® 169+09* 428+08" 136,7+15"

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
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O elevado conteudo de umidade apresentado pelo farelo fermentado se deve a
adicdo de &gua ao meio, como condicdo pré-estabelecida para 0 processo
fermentativo. A reducédo no contetdo de lipideos e carboidratos no farelo fermentado é
decorrente da utilizagdo destes componentes como fonte de carbono para geragcéao de
biomassa fungica, sendo que o fungo consumiu cerca de 40% do conteldo lipidico até
120 h de fermentacgdo, enquanto o contetado de carboidratos consumido foi 27% até
48h, apos houve um aumento (p<0,05) até 96 h de fermentacdo. Esse aumento no
conteudo de carboidratos no final da fermentacdo pode ser atribuido a producéo de
biomassa flngica, assim como o aumento no contetdo proteico, de fibras e cinzas.
Esses resultados condizem com outros resultados relatados na literatura (OLIVEIRA et
al., 2010; ODUGUWA et al.,2008; FEDDERN et al., 2007).

A bioconversdo de materiais agroindustriais € uma potencial aplicacdo para
producdo de proteina (OLIVEIRA et al., 2010). Com 48 h de fermentacdo foi obtido um
aumento de 30% no conteudo proteico, ndo sendo observado um aumento significativo
apos este intervalo. O contetdo de cinzas no farelo fermentado aumentou até 48 h,
gue conforme Oliveira et al. (2010) este pode em algumas espécies fungicas variar de
1 a 29%.

Os aumentos nos conteudos de fibras e de biomassa até 96 h de fermentacdo
estao relacionados com a producdo de quitina do R. oryzae (OLIVEIRA et al., 2010).
Esta se constitui num polimero linear insolivel, formado por ligacdes a-1,4 de
acetilglicosamina, sendo o constituinte majoritario da parede celular dos fungos. A
determinacgéo do contetdo de glicosamina se baseia na despolimerizacdo da molécula
de quitina, seguida por determinacdo espectrofotométrica do teor de glicosamina
liberada (AIDOO et al., 1981). Cabe salientar, que o contetdo de glicosamina aumenta
em culturas velhas, principalmente por causa do aumento da parede celular
(SPARRINGA e OWENS, 1999). Sendo assim, o fator de conversao entre glicosamina
e biomassa varia com a idade para muitos fungos. No caso deste estudo, foi
empregado um fator de conversdo obtido a partir da regressao linear de diferentes
concentracdes celulares do fungo seco, obtidas em sistema overculture (IKASARI e
MITCHELL, 2000), em um tempo correspondente ao final da fase exponencial de
crescimento do micro-organismo (2 dias). Como foi verificado um aumento na

biomassa até 96 h, este foi escolhido para seguir os préximos experimentos.
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3.3.2 Caracterizac¢ao do substrato

As fracOes de farelo de arroz obtidas pelo peneiramento foram classificadas em
diferentes didmetros médios de particula, tendo sua composi¢éo proximal determinada
(Tabela 3.3). Os resultados mostram que apenas 0 teor proteico ndo apresentava
diferenca (p<0,05) entre as diferentes frac6es granulométricas. A fracdo contendo
particulas menores (Pmeqic de 0,18 mm) apresentava teores de lipideos e de fibras
menores que as demais fragdes, ao passo que os teores de cinzas e carboidratos
foram maiores. O maior contetdo de lipideos encontrado para as fragcbes com
particulas de maior didmetro estd associado ao tamanho das particulas de gérmen
contidas no farelo que eram visivelmente maiores nestas. O mesmo ocorreu com o
conteudo de fibras, sendo observado um maior contetdo de cascas nas fragdes com
maior diametro.

O teor de cinzas embora tenha apresentado diferenca (p<0,05) entre as
particulas de menor e maior didmetro, ndo variou mais do que 1% nas amostras de
farelo. O componente que mais variou nas fracbes granulométricas de farelo de arroz
foram os carboidratos, associados com a diferenca encontrada nos teores de fibras e
lipideos, estes estdo contidos em maior propor¢cdo na fracdo de menor didmetro
devido ao processo de polimento do grdo gerar pequenas particulas oriundas do
endosperma amilaceo (UNITED NATIONS PUBLICATION, 1985; AMATO e ELIAS,
2005).

A umidade média de todas as fragBes foi em torno de 11%. Os valores
encontrados estdo proximos daqueles relatados pela literatura (OLIVEIRA et al., 2010;
POGAKU et al., 2009; FEDDERN et al., 2007; DAL MORO et al., 2004).

Tabela 3.3 - Composicao proximal das diferentes fragdes do farelo de arroz

integral em base seca.

Componente Fragao (mm)
(9/100g) 0,18 0,28 0,39
Proteinas 13,2 + 0,52 13,7 +1,2% 13,2 +0,3%
Lipideos 18,2+0,7° 19,8+0,5° 21,1+04°
Fibras 4,5+0,1° 8,3+0,7° 8,4+0,4°
Cinzas 12,0+0,1* 11,8+0,2* 11,1+0,2°
Carboidratos 52,1+1,1* 46,5+1,8°  46,1+0,7°

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A porcentagem de farelo retido em cada malha utilizada na classificacdo esta
na Tabela 3.4. As particulas de diametro médio de 0,28 mm s&o as que correspondem
a maior fragdo do farelo de arroz (26,8%), ndo apresentando diferenga (p<0,05) da
fracdo retida na malha de 100 (23,8%). A fracéo de diametro médio de 0,39 mm foi a
de menor porcentagem. Estes trés fracdes foram utilizadas separadamente como
substrato na fermentacdo em estado solido para avaliar o efeito do tamanho da
particula no processo fermentativo.

A fracdo retida na peneira de malha 35 foi descartada, devido a presenca de
pedacos de graos inteiros e casca de arroz. As particulas menores que 0,18 mm nao
foram utilizadas no processo fermentativo em razdo dos niveis estabelecidos no
planejamento, além disso, poderiam dificultar o desenvolvimento microbiano pela
compactacdo do meio, 0 que nao impede que possam vir a serem utilizadas como

substrato em outros estudos.

Tabela 3.4 — Caracteristicas fisicas de diferentes fragGes de farelo de arroz.

Granulometria

malha retida abertura livre

(ty) (mm) Dpegio (MM) % de farelo*
35 0,425 > 0,42 18,1 +0,6°
42 0,355 0,39 12,3+1,7°
65 0,212 0,28 26,8 +1,5°
100 0,150 0,18 23,8+ 1,32
Fundo - <0,15 18,6 +2,0°

Andlise de BET

area superficial ~ volume de poros diametro dos poros

Prmecio (MM) especifica (m?/g) (cm®/g) (A)
0,18 2,0 2,9x10° 58,3
0,28 1,5 2,6x103 67,5
0,39 4,1 5,5x10° 54,0

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). BET = resultados da analise das isotermas pelo
método de Brunauer-Emmett-Teller.

Com relagdo as caracteristicas fisicas do farelo de arroz, particulas de maior
didmetro apresentaram &rea superficial cerca de duas vezes maior que as demais

fracOes (Tabela 3.4), o que justificou o maior volume de poros apresentada por estas



47

particulas (5,5x10° cm®/g). Porém, o diametro dos poros destas particulas foi menor
gue o didmetro de poros das particulas de 0,18 e 0,28 mm. De acordo com a
classificagdo relatada por Teixeira et al. (2001), os poros das particulas de farelo de
arroz se encontram na regido de mesoporos (20 A < ® <500 A), com uma tendéncia a
microporos (® < 20 A).

A analise de microscopia (Figura 3.1) mostrou as irregularidades superficiais
das particulas. Nas figuras 3.1la e 3.1b, pode ser verificado que as particulas
apresentaram um formato quase que planar, com pouca esfericidade. De acordo com
a Tabela 3.4, particulas de maior didmetro médio, apresentaram uma diferenca
superficial mais acentuada com relacdo as demais fracées, o que pode ser verificado
nas Figuras 3.1c e 3.1d, onde se nota que particulas de didmetro médio de 0,39 mm,
apresentaram superficie mais irregular do que particulas de diametro médio de 0,28
mm, ocasionando a maior area superficial apresentada por estas particulas, sendo que
as particulas e suas caracteristicas dependem do processo de obtengéo do farelo de

arroz.

—
X908, 2Pmm o

Figura 3.1 - Microscopia das particulas de farelo de arroz. (a) particulas de
Predgio de 0,39. (b) particula inteira de ®neq0 de 0,39. (c) superficie da particula de
Prnedio de 0,39. (d) superficie da particula de @40 de 0,28.
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3.3.3 Delineamento experimental

A producédo de biomassa e 0 aumento no conteludo de proteinas e compostos
fendlicos ap6s o processo fermentativo, nas diferentes condicbes estudadas, estédo
contidos na Tabela 3.5. A maior producdo de biomassa foi obtida nos ensaios
realizados nos pontos centrais do planejamento (189 mg/g). O maior incremento no
conteudo proteico (53,4%) foi obtido no terceiro ensaio do planejamento, utilizando
particulas de menores tamanhos e a mais elevada concentracdo de sulfato de amoénio.
Para o maior conteudo fendlico (65,1%) as condicbes ideais foram as mesmas obtidas

para 0 maior conteudo proteico.

Tabela 3.5 — Producéo de biomassa, ganho de proteina e contetdo fendlico.

(NH4)2S04

D medio Biomassa

ensaio (mm) gl (Mmg/g) GP (%) GCF (%)
1 0,18 (-1) 2(-1) 122,2+54 46,0+5,4 51,8+0,8
2 0,39 (+1) 2(-1) 151,1+10,1 349+4,8 199+15
3 0,18 (-1) 8 (-1) 147,2 + 10,7 53,4+5,8 65,1 +4,5
4 0,39 (-1) 8 (-1) 150,8 +10,4 35,7+3,2 25,5+2,3
5 0,28 (0) 5(0) 189,0+9,0 329+4,9 25,3+ 3,6
6 0,28 (0) 5(0) 188,0 + 13,6 35,0+4,9 29,0+ 2,7
7 0,28 (0) 5(0) 185,4+6,5 356+0,9 25,6 +2,6

Onde: ®nedio = didmetro médio; GP = ganho de proteinas; GCF = ganho de compostos fendlicos.
Resultados expressos como média + desvio padrao.

Pode-se constatar que o tamanho da particula do substrato foi o par@metro que
mais influenciou na fermentacdo do farelo de arroz com o microrganismo Rhizopus
oryzae (Figura 3.2). Tanto para a producdo de biomassa, quanto para o ganho de
proteina e de compostos fendlicos, esta variavel apresentou um efeito significativo.

Quanto a concentragdo de sulfato de amobnio, a literatura relata
(RUDRAVARAM et al. 2006, WANG et al. 2005, DURU e UMA 2003) que fontes
exdégenas de nitrogénio aumentam consideravelmente a quantidade de biomassa e
proteina. Neste estudo, foi verificado um efeito significativo da concentracéo de sulfato
de amobnio sobre a producdo de biomassa e ganho de compostos fendlicos, ndo

afetando significativamente a producédo de proteina na biomassa fermentada.
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Biomassa (ma/q)

Prnedio

PrnedioX{(NH2)2SO4]

[(NH4)2S04]

(a)

GP (%)

GCF (%)

Dred -17,40

Dredio(NHz)2SO, -1,87

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
p=0,05 (©)

Figura 3.2 - Gréfico de Pareto mostrando o efeito do tamanho da particula e da

concentracao de sulfato de amonio na biomassa fungica (a), no ganho de proteinas (b)
e no conteudo de compostos fendlicos (c).
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3.3.4 Producédo de biomassa

A utilizacdo de particulas maiores na fermentacdo acarretou em um efeito
positivo na producdo de biomassa (Figura 3.2a). De acordo com a literatura cientifica
(MEMBRILLO et al., 2011; MEMBRILLO et al., 2008; VARELA et al., 2005) o tamanho
das particulas do substrato pode proporcionar dois tipos de efeitos opostos na
fermentacdo em estado sdlido. Substratos com menor tamanho de particulas fornecem
uma maior area de contato entre o fungo e o substrato, favorecendo seu crescimento.
Porém particulas muito pequenas sdo mais susceptiveis a compactacao e formacao
de aglomerados, acarretando na diminuicdo da transferéncia de oxigénio no meio
fermentativo, afetando a respiracdo e o desenvolvimento fungico. Verificou-se que as
particulas maiores apresentavam maior porosidade (Tabela 3.4), no entanto, em
contrapartida ao relatado pelos demais pesquisadores, as particulas de maior diametro
médio apresentaram também maior area superficial. Caracteristica fisica dessas
particulas justificada pelo maior volume de poros de menor didmetro. Embora as
particulas de didametro médio de 0,39 mm apresentassem maior area superficial e
maior volume de poros, o didmetro desses poros, ndo eram superiores a 70 A (7 nm),
enquanto que o didmetro das hifas de Rizhopus geralmente é maior que 10 pum
(ALEXOPOULOS et al., 1996). Portanto, a &rea de contato do fungo com a particula
seria preferencialmente a area externa.

A maior porosidade das particulas acabou beneficiando a aeragcdo no meio
fermentativo, uma vez que o substrato necessita de uma granulometria que permita a
circulacdo de ar através do leito fermentativo e a dissipacdo de gases e calor
produzidos durante o crescimento microbiano (VENDRUSCOLO et al., 2009). Durante
o crescimento de fungos filamentosos em substratos sélidos, é geralmente aceito que
existe uma limitacdo no fornecimento de oxigénio para as células que estdo em intimo
contato com o substrato, que € fundamental para a utilizacdo do mesmo. Por exemplo,
no caso do fungo A. oryzae, o oxigénio € principalmente (70%) absorvido pela hifa
aérea (ASHA-AUGUSTINE et al., 2006). Além disso, ocorre uma falta de fornecimento
de oxigénio para as hifas de penetracdo durante o crescimento do fungo sobre um
substrato solido, o que acaba afetando o conteddo de biomassa final obtido.

Uma influéncia significativa na producdo de biomassa (Figura 3.2a) foi
constatada pelo aumento da concentracao de sulfato de aménio que foi adicionada no
meio fermentativo, verificada pelo aumento no teor de glicosamina nos produtos
fermentados (Figura 3.3a). Anupama e Ravindra (2001) fermentando farelo de arroz

desengordurado com Aspergillus niger, também verificaram que a adicdo de uma fonte
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suplementar de nitrogénio proporcionava um maior rendimento em biomassa, pois o

jon amonio supria o nitrogénio.
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Figura 3.3 - Teores de glicosamina, proteinas (a) e compostos fendlicos (b) nos

diferentes ensaios de farelo de arroz fermentado e ndo fermentado. Onde: PNF = teor de
proteina no farelo ndo fermentado; PF = teor de proteina no farelo fermentado; GNF = teor de glicosamina
no farelo ndo fermentado; GF = teor de glicosamina no farelo ndo fermentado; FNF = teor de fenois no

farelo ndo fermentado; FF = teor de fendis no farelo ndo fermentado; gfs = grama de farelo seco.
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Através da Figura 3.3a, pode-se observar que o maior teor de glicosamina de
16,9 MQg/Jrarelo seco fOI Obtido utilizando particulas de didmetro médio de 0,28 mm e uma

concentracao de sulfato de amdnio na solugdo nutriente de 5 g/L.

3.3.5 Enriquecimento proteico

Varias espécies fungicas vém sendo estudadas visando a producgdo de
proteina unicelular em uma variedade de substratos (ODUGUWA et al, 2008). Um
aumento significativo no contetdo proteico foi verificado quando se utilizou particulas
menores de farelo de arroz. Neste caso, 0 aumento no ®,4, das particulas ocasionou
um efeito negativo no ganho de proteina (Figura 3.2b). Efeito este contrario a aquele
verificado na producdo de biomassa. Resultados semelhantes foram relatados por
Membrillo et al. (2011), onde constataram que as caracteristicas fisicas das fibras de
bagaco de cana de acucar, utilizada como substrato, influenciavam fortemente na
fermentacdo em estado sdlido, verificando que o conteddo de proteina e biomassa,
ndo era em todos 0s momentos proporcionalmente relacionados. Varela et al. (2005)
investigaram o efeito de diferentes fracdes de farelo de trigo na fermentacdo em
estado solido com o fungo Aspergillus flavipes para a producdo de lovastatina e
também verificaram que particulas menores apresentavam melhores resultados.
Membrillo et al. (2008) também encontraram um enriquecimento proteico mais
acentuado na fermentacdo de bagaco de cana com Pleurotus ostreatus em particulas
de menor tamanho.

Pode-se observar um aumento significativo de proteinas em todos os ensaios
realizados no experimento (Figura 3.3a), sendo que no ensaio 3 foi o maior (20,4
0/100g). O aumento no teor de proteina do farelo de arroz fermentado foi devido a
biomassa celular formada durante a fermentacdo. Resultados estes superiores aos
encontrados por Pogaku et al. (2009), que estudando diferentes cepas fungicas (A.
oryzae, T. viride e A. niger) e utilizando farelo de arroz desengordurado como
substrato na fermentacdo em estado soélido. Eles verificaram apds incubagéo completa
dos microrganismos sob diferentes condi¢fes de cultivo, um aumento no teor proteina
bruta maximo de 13,2%.

Com relacdo ao efeito da concentracdo de sulfato de ambnio ao meio
fermentativo, Rudravaram et al. (2006) verificaram que o sulfato de aménio foi a
melhor entre as fontes de nitrogénio inorganico testadas por eles, visando
enriguecimento protéico. Ressaltaram que sais de amobnio influenciaram

consideravelmente no enriquecimento proteico de farelo de arroz desengordurado,
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ajudando na conversado de nitrogénio inorganico em organico. No entanto, a variagdo
na concentragdo de sulfato de amdénio, bem como sua interacdo com o tamanho da
particula, ndo influenciaram no aumento de proteina neste estudo (Figura 3.2b),
indicando que o substrato utilizado supria o nitrogénio necessario para a producdo de
proteina fungica.

O comportamento relatado pelos diferentes pesquisadores e o0 deste
experimento indicam que a classificacdo do substrato, de acordo com o tamanho de
particulas, poderia ser utilizado como critério visando o enriquecimento proteico por
acao fangica, sem que se faca necesséario o emprego de outras fontes de nitrogénio

que além do custo de processo afetariam a recuperacao das proteinas.

3.3.6 Conteldo fendlico

O contetdo de compostos fendlicos aumentou com a fermentacdo. Assim
como, o conteudo proteico e a producdo de biomassa, o teor de compostos fenélicos
também foi fortemente influenciado pelo tamanho das particulas do substrato. A
concentracdo de sulfato de aménio no meio fermentativo, também apresentou uma
influencia significativa no contetdo de compostos fenodlicos ao final da fermentacéo
(Figura 3.2c).

Graos de arroz integral sdo compostos por endosperma amilaceo, gérmen e
farelo (incluindo aleurona). O farelo de arroz é uma rica fonte de fibras, vitaminas,
minerais e fitoquimicos. Os fitoquimicos existem principalmente como glicosideos
ligados a moléculas de agucar ou como Varios outros complexos ligados a acidos
organicos, aminas, lipidios, carboidratos, fenois e outros. Estes estdo comumente
presentes na forma ligada e normalmente sdo o0s componentes de estruturas
complexas, tais como ligninas e taninos hidrolisaveis, e ligadas a parede celular de
componentes estruturais, como celulose, lignina e proteinas através de ligacdes éster
(ZHANG et al., 2010).

Os compostos fendlicos do arroz incluem derivados de acidos benzdicos e
hidroxicindmicos, principalmente o &cido ferudlico e diferulatos. Os mais sollveis
encontram-se compartimentalizados dentro dos vacuolos celulares, e estdo na forma
livre ou conjugada, enquanto os fendlicos insollveis encontram-se ligados a estruturas
da parede celular, esterificados com arabinose ou residuos de galactose dos
componentes pécticos ou hemicelulésicos (MIRA et al., 2009; MIRA et al., 2008;
ADOM e LIU, 2002). Dados para o arroz e seus derivados sado limitados, mas sugerem

que os fendis predominantes sdo os acidos fendlicos, principalmente ferdlico e os
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acidos p-cumarico. Sendo que as concentragBes de acidos fendlicos aumentam do
endosperma para aleurona (ZHOU et al., 2004).

O farelo de arroz ndo fermentado apresentou em média 2,4 mg &c. feldrico/g.
Valores semelhantes foram encontrados por Butsat e Siriamornpun (2010), que
obtiveram teores de fendis totais que variaram de 2,5 — 2,7 mg. A concentracdo de
compostos fenodlicos em arroz esta fortemente relacionada com a cor do farelo,
cultivares de arroz que fornecem farelo vermelho e roxo apresentam concentracdes
até 20 vezes maiores em comparacdo com farelo branco ou castanho-claro
(GOFFMAN e BERGMAN, 2004).

A FES tem sido utilizada para aumentar o teor de compostos fendlicos em
certos produtos alimentares, reforcando assim a sua atividade antioxidante (MARTINS
et al. 2011). Nesse sentido, diferentes residuos agroindustriais vém sendo utilizados
como substratos sélidos na FES para a producédo de diferentes compostos fendlicos
bioativos. Apds a fermentacdo, o contetdo de compostos fenodlicos chegou a 4 mg/g
farelo (Figura 3.3b), um aumento elevado, em torno de 65%. Os compostos fendlicos
contidos na parede celular do farelo de arroz estdo extensivamente ligados a
carboidratos e a lignina. Ha duas possibilidades para a formacdo de compostos
fendlicos; a partir da decomposicdo das ligacbes entre a lignina, celulose e
hemicelulose ou partir do dleo do farelo de arroz (POURALI et al., 2010) que possui
compostos antioxidantes, como o oryzanol (BEMVENUTI et al., 2012).

Tanto para os compostos fendlicos como para o ganho de proteina, 0 aumento
no tamanho das particulas apresentou um efeito negativo, enquanto que para a
producdo de biomassa o efeito foi positivo. Como discutido anteriormente, a producéo
de biomassa estd associada principalmente com as caracteristicas fisicas das
particulas, como area superficial e porosidade, enquanto que 0s ganhos percentuais
de proteina e compostos fendlicos estado fortemente associados com disponibilizacdo
dos nutrientes das particulas de substrato. Particulas de menor didmetro
apresentavam um menor conteldo lipidico e maior contetdo de carboidratos, o que
poderia ter favorecido a producdo de proteina e a liberacdo de compostos fendlicos.

Outro aspecto que pode ter influenciado os resultados foi que o tamanho das
particulas de diametro médio de 0,18 e 0,28 mm apresentou caracteristicas fisicas
similares, enquanto que as particulas de maior diametro apresentavam caracteristicas
bem distintas das demais particulas (Tabela 3.4). Embora o aumento no tamanho das
particulas tenha apresentado um efeito positivo na producdo de biomassa, foi com

particulas de didmetro intermediario que se obteve os maiores valores de biomassa
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(Tabela 3.5). Indicando que as particulas de menores diametros favoreceram a
disponibilizacdo dos nutrientes necessarios para o processo fermentativo.
Tradicionalmente, a maior parte da producéo do farelo de arroz é destinada
para a producao de fertilizantes, alimentagdo de animais e para a inddstria cosmética,
porém varias pesquisas tém sido conduzidas para melhor avaliacdo de seu potencial
para a alimentacdo humana (FURLONG et al., 2007; SILVEIRA e FURLONG, 2007;
SOTOKUBA, 2001). A classificacdo do farelo de arroz em diferentes tamanhos de
particulas possibilita direcionar distintas fracbes granulométricas para diversas
finalidades, segundo o produto que se deseja obter. Neste estudo as particulas de
menor didmetro possibilitaram maiores teores de proteina e de composto fendlicos
apos a fermentacado, que poderiam vir a ser utilizados diretamente na formulacdo de
produtos alimenticios tais como concentrados ou isolados proteicos (MEMBRILLO et
al., 2011; ODUGUWA et al., 2008), ou na elaboracdo de novos produtos, como filmes
e peliculas comestiveis. Sendo que neste ultimo caso, poderiam vir a ser utilizados
tanto a proteina como formadora da matriz do revestimento, e também o0s compostos
fendlicos que possuem capacidade antifingica e antioxidante (SOUZA et al., 2010b;
BUTSAT E SIRIAMORNPUN, 2010) que poderiam vir a retardar reagbes de

escurecimento e prolongar a vida util de tecidos vegetais minimamente processados.

3.4. CONCLUSAO

A fermentacdo em estado solido com o fungo Rhizopus oryzae acarretou em
um aumento nos contetdos de proteina, fibras e cinzas, enquanto que os de lipideos e
carboidratos diminuiram. O tamanho das particulas de farelo de arroz influenciou
fortemente o processo fermentativo, sendo que particulas menores favoreceram a
producdo de proteina e de compostos fendlicos, enquanto particulas de maiores
didametros favoreceram a producao de biomassa fungica. A elevacdo da concentragcdo
de sulfato de amonio ao meio fermentativo influenciou principalmente a producgéo de
biomassa. Indicando que o uso de coprodutos agroindustriais como matéria-prima
para a producdo de compostos torna-se interessante devido a possibilidade do melhor
aproveitamento do potencial dos mesmos, formula¢do de novos produtos alimenticios

gque contribuam para o melhor aproveitamento da producéo agricola.
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CAPITULO 4

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E INIBICAO ENZIMATICA DE ACI DOS FENOLICOS
DE FARELO DE ARROZ FERMENTADO COM Rhizopus oryzae

Neste capitulo foi estudado o efeito da fermentacdo em estado solido com o
fungo Rhizopus oryzae no conteudo de acidos fendlicos da biomassa fermentada, bem

como a capacidade antioxidante destes.
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4.1 INTRODUCAO

Durante a fermentagéo em meio so6lido (FES) o micro-organismo se desenvolve
sobre ou dentro das particulas de uma matriz solida, onde o conteudo de liquido
(substrato ou meio umidificante) ligado a ela estda a um nivel de atividade de agua que
assegura o seu crescimento e metabolismo (DEL BIANCHI et al., 2001). A FES é uma
técnica simples para producdo de compostos bioativos, economicamente viavel por
empregar residuos agroindustriais e que também propicia a reducdo do impacto
ambiental do descarte destes (SCHMIDT e FURLONG, 2012; OLIVEIRA et al., 2010).
A FES também é utilizada como uma forma de disponibilizar um maior contetdo de
compostos fendlicos a partir de residuos agroindustriais (MARTINS et al., 2011).

O arroz (Oryza sativa), um dos cereais mais produzidos e consumidos no
mundo (ZHANG et al., 2010; MIRA et al., 2008) é uma fonte rica em compostos
bioativos, incluindo muitos antioxidantes fendlicos, que podem reduzir o risco de
doencas, aplicavéis na industria de alimentos, no mercado de salude e cosméticos
(BUTSAT e SIRIAMORNPUN, 2010; POURALI, 2010). Os &cidos fendlicos constituem
uma importante classe, que pode ser dividida em dois subgrupos de acordo com a sua
estrutura, acidos derivados do hidroxibenzéico, como os &cidos galico, protocatecdico
e siringico, e derivados do hidroxicindmico, tais como os &cidos, caféico, ferulico,
cumarico e clorogénico (MARTINS et al., 2011; ROBBINS 2003). Sdo encontrados em
plantas como mecanismos de defesa e outras fungfes bioldgicas, incluindo a quelagéo
de metais, sequestro de algumas espécies de oxigénio ativo e atividade antioxidante
(NARA et al., 2006).

Um dos principais subprodutos do beneficiamento do arroz é o farelo integral.
Este possui 11 a 13% de proteina, aproximadamente 11% de fibras e 20% do seu
peso em 6leo, contem também compostos funcionais e antioxidantes (OLIVEIRA et al.,
2011; FEDDERN et al., 2007). Tradicionalmente, a maior parte da producdo do farelo
de arroz era destinada para a producéo de fertilizantes, alimentacdo de animais e para
a indastria cosmética, porém varias pesquisas tém sido conduzidas para melhor
avaliacdo de seu potencial para a alimentacdo humana (FURLONG et al.,, 2007,
SILVEIRA e FURLONG, 2007), incluindo o desenvolvimento de processos de cultivo
microbiano para a producdo de metabdlitos com atividade biolégica (MEMBRILLO et
al., 2011).

Dentre os principais microrganismos conhecidos pela capacidade de produzir

enzimas que degradam a parede celular de plantas, os fungos compreendem o grupo
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mais interessante (HEGDE et al., 2006). O género Rhizopus € um dos mais
promissores para este processo, pois ficou demonstrado que além da capacidade de
aumentar o teor proteico de matérias-primas de baixo valor nutritivo, as proteinas
possuem atividade funcional e atividade catalitica especificas. Além disso, os fungos
deste género sdo bastante indicados por ndo produzirem substancias téxicas
(OLIVEIRA et al. 2010; ANUPAMA e RAVINDRA, 2000).

Os compostos fendlicos oriundos da fermentacdo do farelo de arroz com o
fungo Rhizopus oryzae possuem atividade antioxidante manifestada pela inibicdo da
formacdo e propagacdo de radicais livres formados quimica ou enzimaticamente
(SOUZA et al., 2010b; OLIVEIRA et al., 2007). Neste trabalho foi estudado o perfil dos
acidos fendlicos oriundos da fermentacdo em estado sélido do farelo de arroz com o
fungo Rhizopus oryzae, bem como avaliada a capacidade antioxidante de extratos

contendo esses com postos.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Fermentacao do farelo de arroz
4.2.1.1 Preparo do Inoculo

A cepa do agente fermentador, o fungo Rhizopus oryzae (CCT 1217), foi obtida
da Fundacdo André Tosello (FAT), Campinas, Brasil. As culturas foram mantidas a
4°C em tubos inclinados contendo meio agar dextrose de batata (PDA, Acumedia),
sendo os esporos propagados através da adigcdo de 5 mL de uma emulsdo aquosa de
Tween 80 (0,2%). Os mesmos foram incubados durante 7 dias a 30°C até nova e
completa esporulacdo do fungo pela adicdo de 0,2 mL da emulsédo em placas de Petri
contendo 4gar batata-dextrose. A suspensao de esporos foi obtida pela adicdo de 10
mL de emulsdo aquosa de Tween 80 (0,2%) em cada placa e raspagem delas com
auxilio de uma alca de Drigalski, sendo a concentracdo da solucdo de esporos

estimada por enumeracdo em Camara de Neubauer (L.Opitik, Alemanha).

4.2.1.2 Processo Fermentativo

O farelo de arroz integral utilizado como substrato no processo fermentativo foi
obtido das empresas da regido sul do Rio Grande do Sul, Brasil, tendo sua
granulometria padronizada para particulas menores que 32 mesh. Cada 100 g foram

acondicionadas em biorreatores de bandeja (12 x 8 x 4cm), dispostas em camadas de
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2 cm, cobertas com gase e algodéao esterilizados para permitir a aeracdo e evitar a
contaminagdo externa. Aos biorreatores foram adicionados 45 mL de uma solucdo
nutriente (2g/L de KH,PO,, 1g/L de MgSO, e 8 g/L de (NH,),SO, em HCI 0,4N) e a
solugdo de esporos do fungo Rhizopus oryzae na concentracdo inicial de 4x10°
esporos/g de farelo (OLIVEIRA et al. 2010). Agua destilada esterilizada foi adicionada
ao meio para ajustar a umidade em 50%. Os biorreatores foram colocados em camara
de fermentacdo a 30°C com umidade controlada. Depois de transcorrido o tempo de
incubacao (0 - 120 h, com amostragens em cada 24 h), a biomassa fermentada foi

acondicionada a -18 °C.

4.2.2 Determinagao da biomassa

A biomassa gerada durante o processo fermentativo foi estimada indiretamente
pela determinacgéo espectrofotométrica do teor de glicosamina a 530 nm (AIDOO et al.,
1981), utilizando uma curva padréo de glicosamina (Sigma, USA) em agua (1 — 15
mg/mL). Os niveis iniciais de glicosamina no farelo de arroz foram descontados da
biomassa fermentada, sendo os resultados expressos como mg de glicosamina/g de

farelo em base seca.

4.2.3 Extracao dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos dos farelos de arroz fermentados (0, 24, 48, 72, 96 e
120 h) foram extraidos com metanol na proporc¢éo 1:10 (p/v), segundo método descrito
por Souza et al. (2010b). Aliquotas de 5 g foram submetidas a agitacdo orbital (150
rpm) durante 3 h com metanol e filtrada para obtencdo do extrato bruto que foi
submetido a uma particdo com 10 mL hexano (3 vezes). O solvente extrator foi
evaporado em um rota-evaporador a 50 °C sob presséo reduzida e os compostos
fendlicos foram ressuspensos com 10 mL de agua destilada em banho ultrassénico
por 10 min. O extrato resultante foi clarificado com 5 mL de ZnSO, 0,1M e 5 mL
Ba(OH), 0,1M, permanecendo em repouso por 20 min. Apés centrifugacao (3200 g, 10
min, 25 °C) o sobrenadante contendo os compostos fendlicos foi recolhido, liofilizado e
guantificado espectrofotometricamente a 750 nm com reagente de Folin-Ciocalteau

(Qell, Brasil) utilizando uma curva padrao de acido felurico (Sigma, Japao).
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4.2.4 Separacéo e identificacdo dos acidos fendlico s

Uma aliquota de 20 yL de amostra dos extratos de farelos de arroz (diluidos
em agua:metanol, 1:1) foram injetadas em um cromatografo (Shimadzu, Tokyo, Japan,
CLASS-M10A), em fluxo de 0,7 mL/minutos, a temperatura de 35 °C. A separacdo dos
acidos fendlicos foi realizada utilizando uma coluna de fase reversa C18 (4,6 x 250
mm, 5 ym) e um gradiente isocratico de solventes constituido por metanol e agua
acidificada (acido acéticol%) na relacao 20:80 v/v, durante 25 min, usando deteccao a
280 nm até 15 min e 320 nm até 25 min. Os acidos fendlicos foram identificados por
comparacdo dos tempos de retencéo e espectros de absorcdo com diversos padrdes
de acidos fendlicos presentes em farelo de arroz (cafeico, clorogénico, cumarico,
felarico, galico, hidroxibenzdico, protocatecdico, siringico, e vanilina, obtidos da Sigma-
Aldrich USA), conforme descrito na literatura (POULARI et al., 2010; MIRA et al., 2008;
ZHOU et al., 2004). O limite de deteccéo (LOD) foi calculado pela relagéo sinal ruido
do branco (solugdo contendo os solventes utilizados na extracdo dos compostos
fendlicos) de 3:1. O limite de quantificacdo (LOQ) foi estabelecido como sendo trés
vezes o valor do LOD (RIBANI et al., 2004).

4.2.5 Atividade antioxidante do extrato fenélico

A atividade antioxidante dos extratos fendlicos foi determinada de acordo com
os métodos descritos por Rufino et al. (2009), Sanchez-Moreno et al. (1998) e Brand-
Williams et al. (1995), medida pela reducéo de radicais livres 1,1-difenil-2-picrihidrazil
(DPPH). O método se baseia na transferéncia de elétrons de uma substancia
antioxidante para um radical livre, o DPPH, que ao se reduzir perde a sua coloracdo
parpura, tornando-se amarelo. Foram testadas diferentes concentracGes de solucdes
de acido ascorbico (0,01 — 0,1 mg/mL) e acido ferdlico (0,01 —1 mg/mL), extratos de
farelo de arroz fermentado (96 h) e ndo fermentado (0,01 — 0,5 mg/mL). Em ambiente
escuro, foram adicionados 0,2 mL de amostra em 3,8 mL de DPPH (0,5 mM). O
consumo de DPPH foi monitorado em espectrofotbmetro a 515 nm até sua
estabilizacdo. A concentracdo de DPPH no meio foi calculada utilizando uma curva de

calibracdo (0 — 0,16 mg/mL), determinada por regressao linear (Equacéo 4.1).
Asisnm = 6,6953* [DPPH ](r = 0,999) Equacéo 4.1

Onde: [DPPH] = concentracdo de DPPH expressada em mg/mL.
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A partir da equacéo da curva de calibracdo, foram determinados os percentuais
de DPPH remanescentes para cada tempo e em cada concentragéo testada, conforme

a Equacéo 4.2:

% DPPHgew = [DPPH]/[DPPH]controle*100 Equacdo 4.2

A porcentagem de DPPHggy foi relacionada com o tempo de reacgéo utilizando
um modelo exponencial de primeira ordem, através do programa Microcal Origin 6.0,
para estimar a porcentagem de DPPHgey N0 estado estacionario para cada uma das
concentracdes testadas, sendo entdo a porcentagem de DPPHgrgy no estado
estacionario graficada contra a concentracdo das solugdes para obter a quantidade de
antioxidante necessaria para diminuir em 50% a concentracao inicial de DPPH (ECs).
O tempo necessario para alcancar o ECsy (Tecso) foi obtido graficamente conforme
proposto por Sanchez-Moreno et al. (1998). A eficiéncia anti-radical (EA) foi calculada

de acordo com a equacéo 4.3.

EA=1/(EC., *tc) Equacgéo 4.3

4.2.6 Inibicdo enzimatica dos extratos fendlicos

O efeito inibidor dos compostos fendlicos gerados pela fermentacdo foi
avaliado sobre as enzimas responsaveis pelo escurecimento em tecidos vegetais,
peroxidase e polifenoloxidase. O extrato enzimatico foi obtido a partir de 20 g de
batata (variedade Monalisa) com 100 mL de solucdo tampao pH 7 fosfato-citrato 0,1M.
Apbs 2 min de trituracdo em blender, a mistura foi filtrada (em tecido de algodéao) e
centrifugada (15 min, 4 °C, 3200 g). O extrato enzimatico bruto foi utilizado como fonte
enzimatica, sendo o teor de proteina sollvel estimado em mg de albumina (LOWRY et
al., 1951). A atividade da enzima peroxidase foi determinada utilizando 0,2 mL de
extrato enzimatico, 1 mL de H,O, (30 mM), 2 mL de uma solucdo de guaiacol (5 mM),
sendo o volume final do tubo completado para 4 mL com tampé&o pH 7 e a absorbancia
da reacdo lida a 470 nm ap6s 10 min de reacdo a 30 °C. A atividade da enzima
polifenoloxidase foi determinada utilizando 1 mL de extrato enzimético, 2 mL de uma
solucéo de catecol (10 mM), 1 mL de tampé&o pH 7 e a absorbancia da reagdo medida

a 425 nm apo6s 10 min de reagdo a 30 °C. O efeito inibidor dos compostos fendlicos do
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farelo de arroz e do farelo de arroz fermentado (96 h) na atividade destas enzimas foi
avaliado utilizando diferentes concentracdes de inibidor. O pH final da reacdo foi
mantido em 7 pela adicdo de uma solugédo de NaOH 0,1M.

O mecanismo de inibicdo dos compostos fendlicos sobre a enzima peroxidase
também foi avaliada pelos parametros de Km e V.. Diferentes concentracdes do
substrato (guaiacol) foram utilizadas na reacdo enzimatica com a adicdo das solucdes
de extratos fendlicos. Os resultados foram analisados segundo o método gréafico de

Lineweaver e Burk (1934) e utilizados para identificar o tipo de inibicao.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Biomassa e contelido fendélico

Apdés 48 h de fermentacdo, ndo foi observado um aumento no conteddo

fendlico, enquanto que a biomassa fungica aumentou até 96 h (Figura 4.1).

—=— Bijomassa
—e— Fenois

10 4

Biomassa (mg/g,)
Conteddo fendlico (mg/g,)

T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

fermentagao (horas)

Figura 4.1- Biomassa e conteddo de compostos fendlicos ao longo da

fermentacéo do farelo de arroz.

A determinacdo do contetdo de glicosamina, um constituinte da quitina, um
polimero linear insoltvel, constituido por ligagées a-1,4 de acetilglicosamina, é uma
forma de estimar a multiplicacdo fangica em FES (SCHMIDT e FURLONG, 2012;
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SPARRINGA e OWENS, 1999). Em 96 h de fermentacdo foram obtidos 8,8
MQgiicosamina/Jtarelo seco, SENAO que 0 aumento na biomassa ao longo da fermentagao
comprova que o fungo Rhizopus oryzae é capaz de se multiplicar utilizando farelo de
arroz como fonte de carbono.

Com relacdo a liberacdo de compostos fendlicos durante a FES, ocorreu um
aumento acima de 100% no conteudo de compostos fendlicos (Figura 4.1) comparado
ao inicial. Os compostos fendlicos do arroz incluem derivados de acidos benzdicos e
hidroxicindmicos, principalmente o &cido ferulico e diferulatos, comumente presentes
na forma ligada e compondo estruturas complexas, tais como ligninas e taninos
hidrolisaveis, e ligadas a parede celular de componentes estruturais, como celulose,
arabinose, galactose, pectina e proteinas através de ligacGes éster (ZHANG et al.,
2010; MIRA et al., 2008). Os fendis mais sollveis se encontram compartimentalizados
dentro dos vacuolos celulares, e estdo na forma livre ou conjugada (MIRA et al., 2009;
ADOM e LIU, 2002).

Durante a fermentagcéo do farelo de arroz, 0 aumento no conteudo de acidos
fendlicos € causado principalmente pela clivagem de compostos complexados com a
lignina (SCHMIDT e FURLONG, 2012). Fungos filamentosos produzem uma gama de
enzimas necessdrias para quebrar a lignina, sendo que esses microrganismos
possuem dois sistemas extracelulares, um que produz carbohidrolisases e outro
sistema ligninolitico oxidativo que degrada os anéis fenil, aumentando o conteudo
fendlico livie (MARTINS et al., 2011; SANCHEZ, 2009).

4.3.2 Acidos fendlicos do farelo de arroz fermentad 0

A Figura 4.2 mostra o cromatograma de separacdo do grupo de &cidos
fendlicos que foram analisados usando um gradiente isocratico de eluicdo. A Tabela
4.1 apresenta os tempos de retencao para os padrdes acidos fendlicos. Foram obtidos
elevados valores de coeficiente de determinacao (acima de 0,99) e baixos valores de

%RSD (abaixo de 4%) para as equacdes obtidas na faixa linear de trabalho.
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25
min

Figura 4.2 — Cromatograma de uma mistura de acidos fendlicos. Onde: 1 - gélico,

2 - protocatecéico, 3 — clorogénico, 4 - hidroxibenzoico, 5 - caféico, 6 - siringico, 7 - vanilina, 8 - cumarico

e 9 - ferdlico.

Tabela 4.1 - Parametros de calibragcéo dos acidos fendlicos.

Tr faixa linear LOD LOQ

acido fendlico Padréo de absortividade %RSD R?

(min) (ug/mL) (ug/mL)  (ug/mL)

gélico 5,16 y = (0,741 + 0,754) x10° 0,36-3,6 3,8 0,998 0,12 0,36
protocatecoico 6,71 y = (0,475 + 0,867) x10° 0,81-8,1 3,1 0,999 0,27 0,81
clorogénico 8,17 y = (0,455 - 1,798) x10° 1,23-12,3 1,9 0,999 0,41 1,23
hidroxibenzoéico 9,4 y = (0,486 + 0,989) x10° 0,96 -9,6 15 0,999 0,32 0,96
caféico 10,9 y = (0,824 + 0,203) x10° 0,72-7,2 1,7 0,999 0,24 0,72
siringico 1221  y=(0,903-4,186)x10° 0,75-75 18 0999 0,25 0,75
vanilina 13,8 y = (1,265 - 2,199) x10° 0,54-54 1,7 0,999 0,18 0,54
cumarico 17,92  y=(1512-1,119)x10° 057-57 21 0,999 0,19 0,57
ferdlico 22,05 y = (1,405 + 2,354) x10° 0,75-7,5 2,6 0,999 0,25 0,75

Onde: n = nimero correspondente ao acido fendlico; Tr = tempo de retengdo; RSD = desvio padrédo

relativo; LOD = limite de deteccéo; LOQ = limite de quantificacao.

Pode ser observado que houve uma variagdo no contetdo dos acidos fendlicos

do farelo de arroz somente com o tratamento térmico (tempo zero), mas foi com a
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fermentagdo que ocorreu uma grande mudanca no conteddo destes compostos

(Tabela 4.2). Em anexo (Apéndice 3) constam os cromatogramas das amostras.

Tabela 4.2 - Conteudo de &cidos fendlicos ao longo da fermentacao (mg/gss).

tempo de fermentacao (h)

n FA
0 24 48 72 96 120

1 2,53 +0,77° n detec. 3,58 +0,30° 76,36 £5,61° 170,15 +24,15° 166,91 +6,98% 154,47+ 6,04°
2 774+1,42° 871+120" 1245+1,92%®  843+0,72" 12,17 +1,79%° 10,21 +2,74® 13,61 +0,41°
3 20,98 +0,72% 14,61+0,49° 4,85+1,17° 126,54 +12,55%° 137,37 +0,77%° 100,65+ 10,37 76,10 +1,71°
4 2,39 +0,41° 6,15+1,80° 19,03+1,88" 30,31+2,05° 2356+0,34° 29,19+3,14*® 22,35+2,62"
5 480+0,97"  1,63+0,22°  2,40+0,20° 11,16 +0,35° 27,66 +1,48%  27,00+4,92® 28,73 +5,06°
6 2,13 +0,32° 2,58 +0,58° 7,56 +1,57° 9,14 + 0,02 6,95 +0,03° 10,83 +1,92* 12,70 +0,46°
7 8,55+0,38° 20,27 +1,41° 14,10+0,08° 22,01+0,50° 14,08+0,35° 10,31 +1,32* 13,06 +1,89™
8 14,88 +0,90° 41,25+4,97* 40,46 +2,71° 2,47 £0,63° 5,49 +0,85° 12,68 +1,10°  14,05+1,12°
9 33,25+2,32% 16,83+3,76° 1052+2,84° 68,42 +6,06° 386,83 +2,44° 602,62+ 16,16° 764,69 + 32,04

Onde: n = ndmero correspondente ao acido fendlico, 1 - galico, 2 - protocatecéico, 3 — clorogénico, 4 - hidroxibenzéico,
5 - caféico, 6 - siringico, 7 - vanilina, 8 - cumarico e 9 — ferulico; FA = farelo de arroz. Resultados expressos como
média * desvio padrdo. Valores na mesma linha com letras sobrescritas diferentes apresentam diferenca estatistica

pelo teste de Tukey (p<0,05).

O é&cido cumérico foi o Unico que ndo apresentou aumento significativo
(p<0,05) em seu conteuddo com a fermentacdo, pois seus niveis permaneceram
praticamente constantes até 24 h e foi sendo reduzido até 72 h, possivelmente devido
(2011) também

observaram uma reducao no contetdo do acido cumarico apés fermentacao de farelo

a processos oxidativos do metabolismo flngico. Ryan et al.

de arroz com S. boulardii.

Os &cidos clorogénico, hidroxibenzéico e vanilina apresentaram aumento em
seu conteudo ao longo da fermentacdo. O acido protocateicéico ndo apresentou um
aumento significativo (p<0,05) apds 24 h, enquanto gélico e caféico aumentaram até
72h, e os acidos siringico e ferdlico aumentaram seu conteddo até 120 h de
fermentacdo. Os conteudos dos acidos galico e ferdlico aumentaram cerca de 60 e 20
vezes, respectivamente, em relacdo aos contetdos do farelo de arroz ndo fermentado.
As alteracdes produzidas pelo desenvolvimento microbiano no perfil de &acidos
fendlicos dependem do tipo de substrato, do fungo utilizado e das condi¢Bes de
processo fermentativo (SCHMIDT e FURLONG, 2012; MARTINS et al., 2011).

Residuos agroindustriais de cereais e vegetais, como farelo, bagaco, palha,
sabugo, entre outros, sdo materiais lignocelulésicos compostos principalmente de
celulose, hemicelulose e lignina. A fracdo de lignina nestes materiais contém

numerosos componentes fendlicos, principalmente acidos feralico, cumaérico, siringico
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e hidroxibenzdico, os quais também podem ser recuperados pela FES. Como fungos
crescem sobre esses residuos, estes utilizam os polissacarideos ap6s degradacao da
lignina, a fim de crescer e se reproduzir (MARTINS et al., 2011; SANCHEZ, 2009).

A acdo de enzimas, tais como, amilases, lactases, glicosidases, hidrolases,
entre outras, desempenham um papel importante na mobilizacdo de compostos
fendlicos durante FES (MARTINS et al.,, 2011; CHO et al, 2009). A enzima [3-
glucosidase catalisa a hidrdlise de ligacbes alquil e aril B-D-glicosidicas, bem como
glicosideos contendo apenas residuos de hidratos de carbono. Esta enzima tem sido
descrita como sendo capaz de hidrolisar glicosideos fendlicos para liberar acidos
fendlicos livres (VATTEM e SHETTY, 2003).

O é&cido ferulico foi o composto fendlico que teve seu conteddo mais
aumentado (acima de 700 mg/g) durante a producao da biomassa fermentada (Tabela
4.2). A liberacdo de acido ferdlico de residuos agricolas através de métodos
enzimaticos tem sido cada vez mais pesquisada, especialmente utilizando fungos
como fonte de enzimas (YANG et al., 2009). A celulase tem capacidade de decompor
as paredes das células de cereais, libertando o &cido ferulico livre contido no farelo de
arroz, enquanto &cido ferulico esterase pode clivar as ligacdes éster, que ocorrem
entre os componentes fendlicos e o demais componentes estruturais dos cereais (XIE
et al., 2010).

A &cido ferulico esterase € a enzima chave que hidrolisa ésteres de &cido
feralico (BENOIT et al., 2006). Outras espécies fangicas como Aspergillus sp.,
Streptomyces tendae e Talaromyces stipitatus, demonstraram que a &cido ferulico
esterase pode hidrolisar ligacbes entre acucares e acido ferdlico presentes em
residuos agroindustriais (XIE et al., 2010; FERREIRA et al., 2007).

O é&cido ferdlico é um composto que apresenta potencial de aplicacdo
comercial, tais como, precursor natural de vanilina, antioxidante natural, agente
conservador em alimentos, agente anti-inflamatorio e fotoprotetor (YANG et al., 2009).
A vanilina € um dos agentes flavorizantes mais utilizados em alimentos, perfumes,
bebidas e produtos farmacéuticos, sendo que recentemente vem se indicando a
bioconversdo de acido ferdlico, a fim de diminuir o custo de producédo de vanilina
(ZHENG et al., 2007). Nossos resultados sugerem que a utilizacdo do fungo Rhizopus
oryzae sobre farelo de arroz pode produzir a enzima &cida ferdlico esterase para
liberar acido ferdlico de residuos e coprodutos agroindustriais.

O farelo fermentado no tempo de 96 h foi escolhido para avaliacdo atividade

antioxidante e de inibicdo das enzimas peroxidase e polifenoloxidase, devido ao farelo
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fermentado em 120 h apresentar indicios de crescimento de outras espécies fungicas

ao final do periodo de incubacéao.

4.3.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos foi avaliada pela inibicdo do
radical livre DPPH, expressa em termos da habilidade de reduzir/sequestrar o radical
livre. Trata-se de um método largamente utilizado para avaliar a capacidade
antioxidante em um intervalo curto de tempo, comparado com outros métodos
(RUFINO et al., 2009; SANCHEZ-MORENO et al., 1998; BRAND-WILLIAMS et al.,
1995). O comportamento cinético de solu¢cbes padrbes de acido ascorbico e 4cido
ferulico, e dos extratos de farelo de arroz controle (ndo fermentado) e fermentado,
usando diferentes concentracfes, seguindo o modelo multiplicativo (In [DPPHgev] = b

In tempo + In a) adotado por Sanchez-Moreno et al. (1998), esta na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Comportamento cinético das solugdes antioxidantes.

Solucgéo C(:r%réirennl_tr_ag%o Declividade Coeficiente de remanDeZ(I:De|-r|1 te EE

Antioxidante antioxidante/g DPPH) (%DPPH/min) Correlacao (%)

0,01- 26 -0,004 -0,880 85,1

. 0,025 - 66 -0,016 -0,767 71,1
Acido

ASCorbico 0,06 - 158 -0,078 -0,868 50,1

0,07 -184 -0,277 -0,886 14,5

0,1-263 -0,514 -0,975 4,7

0,01 - 26 -0,011 -0,824 92,4

.- 0,05 - 132 -0,062 -0,984 66,2
Acido

Ferilico 0,1-263 -0,110 -0,979 46,3

0,5-1316 -0,397 -0,991 10,1

1-2632 -0,477 -0,995 53

0,01 - 26 -0,016 -0,893 87,9

Extrato 0,05 - 132 -0,071 -0,960 61,7

Farelo de 0,1-263 -0,121 -0,898 44,1

Arroz 0,25 - 658 -0,229 -0,889 22,2

0,5-1316 -0,319 -0,940 14,3

0,01 - 26 -0,012 -0,908 90,6

Extrato 0,015 - 39 -0,021 -0,984 79,2

Farelo de 0,1- 263 0,129 0,941 415

Fermentado 0,15 - 395 -0,218 -0,908 19,0

0,5-1316 -0,344 -0,981 13,0

Onde: EE = estado estacionario.
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O mesmo comportamento pode ser notado nas curvas de reducdo de DPPH
em relacdo ao tempo (Figura 4.3), onde o acido ascoérbico atingiu o estado
estacionario em menos de 1 min (Figura 4.3a), sendo que a solugéo padréo de acido
ferdlico atingiu o estado estacionario em menor tempo (Figura 4.3b) que a solugées de
extratos de farelo de arroz (Figura 4.3c) e farelo fermentado (Figura 4.3d), indicando

que a mistura de compostos fendélicos nestes extratos tornou a inibicdo mais lenta.
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Figura 4.3 - Comportamento cinético das solu¢Bes antioxidantes (a) acido

ascorbico, (b) acido feldrico, (c) farelo de arroz e (d) farelo de arroz fermentado.

A concentracdo de antioxidante necessaria para reduzir em 50% a
concentracao inicial de DPPH (ECso) € 0 parametro mais usado para mensurar o poder
antioxidante de uma substancia (RUFINO et al., 2009; PEREZ-JIMENES e SAURA-
CALIXTO, 2006), sendo que o menor valor de ECs indica um maior poder
antioxidante. O extrato fendlico de farelo de arroz fermentado embora tenha

apresentado um menor poder antioxidante (Tabela 4.4), apresentou um valor de ECsg
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proximo aos valores para as solugBes de acido ferulico e de farelo de arroz ndo
fermentado. Os valores de ECs, desses extratos foram menores que os valores
encontrados para extratos de cardamomo e cebola (MARIUTTI et al., 2008), koji de
feijdo preto fermentado por diferentes microrganismos (LEE et al., 2008), farelo de
arroz branco obtido de diferentes cultivares (MUNTANA e PRASONG, 2010), Rubi
Fructus fermentado (JU et al., 2009).

A solucéo de &cido ascérbico apresentou um valor de ECs, cerca de 2,5 vezes
menor que as demais solugBes antioxidantes. Porém o valor de ECsq ndo leva em
consideracdo o tempo para chegar ao estado estacionario da reacdo de inibicdo. De
acordo com a classificacdo cinética baseada no tempo necessario para atingir o valor
de ECs, (SACHEZ-MORENO et al., 1998; BRAD-WILLIAMS et al., 1995), o acido
ascorbico apresentou uma rapida acdo antioxidante, enquanto que para as solucdes
de acido ferulico e farelo de arroz (ndo fermentado e fermentado) apresentaram uma

acdo intermediéria e lenta, respectivamente (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 — Valores de ECs, e de eficiéncia anti-radical e suas respectivas

classificagbes para as solucdes antioxidantes.

Solucéo ECs Tempo ECsq e 3 e
Antioxidante (MGanton/Goper) (min) Classificacdo EA (x10%) Classificacdo
Acido Ascorbico 98 + 16 0,37+ 0,03 rapido 27,3 muito alta
Acido Felurico 23514 20,74 £0,74  intermediario 0,21 baixa
Farelo de Arroz 213+10 40,53 £ 0,96 lento 0,12 baixa

Farelo de Arroz

250+ 4 43,05 +0,49 lento 0,09 baixa
Fermentado

Onde: EA = eficiéncia anti-radical. Resultados expressos como média + desvio padréo.

Outra classificacdo de solucdes antioxidantes baseada na cinética de atuacdo
gue leva em consideracdo a concentracdo e o tempo de ECsy, chamada de eficiéncia
anti-radical (EA), indica que enquanto a solucdo de 4cido ascérbico apresentou uma
EA muito r4pida, as demais solucdes apresentaram uma EA baixa (Tabela 4.4), sendo
gque as solucdes de farelo de arroz fermentado e ndo fermentado apresentaram uma
menor eficiéncia do que a solug¢éo de acido ferulico, causada pala presenca de outros

compostos fendlicos de lenta EA contida nestes extratos. A menor EA do extrato de
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farelo fermentado comparada com a do farelo de arroz pode ser compensada pelo
aumento do conteudo fendlico com a fermentacao (Figura 4.1).

Os compostos fendlicos se comportam como antioxidantes devido a reatividade
do radical fenol (substituinte hidroxil do anel aromético), que pode inativar o radical
livre doando um atomo de hidrogénio. Outros mecanismos sao via extin¢cdo do radical
por meio de doacdo de elétrons e extingdo de oxigénio singleto. Os substituintes no
anel aromético afetam a estabilizacdo, e por isso afetam a habilidade destes acidos
fendlicos de suprimir o radical livre, decorrente da atividade antioxidante caracteristica
de cada &cido fendlico (ROBBINS 2003).

A eficiéncia das substancias fendélicas como antioxidante depende, em grande
parte, da sua estrutura quimica, orientacao relativa e do nimero de grupos hidroxilas
ligados ao anel aromatico. Por exemplo, o acido gélico cujo efeito indutivo dos trés
grupos hidroxil determinam o aumento da atividade antioxidante deste. Outro fator que
aumenta consideravelmente o poder antioxidante dos monofendis é a substituicdo
metoxi, tal como ocorre no BHA (butil-hidroxi-anisol). No caso de substituicio metoxi
de &cidos fendlicos, ela esta longe de ser equivalente & adicdo de um grupo hidroxil,
sendo assim, o acido ferdlico, pode ser menos eficaz do que o acido caféico
(SACHEZ-MORENO et al., 1998).

A importancia de se avaliar a velocidade de reacao inibidora esté relacionada
com a forma como estes extratos podem ser adicionados como antioxidantes para
proteger certos produtos alimentares seja por um longo periodo de armazenamento,
ou durante o processamento, para 0 qual é necessario estabilidade frente as
condicbes empregadas. Por exemplo, um antioxidante de acdo lenta, deve ser
adicionado ao produto armazenado congelado e um antioxidante de acao rapida deve
ser utilizado em produtos cozidos no forno ou frito (MARIUTTI et al., 2008).

Embora o extrato fendlico de farelo de arroz fermentado tenha apresentado
uma pequena perda da atividade antioxidante com relacdo ao extrato fendlico de farelo
de arroz sem fermentar, em termos de ECsy € EA, 0 elevado aumento no conteldo

fendlico com a fermentacdo acaba compensando a perda.

4.3.4 Inibicdo enzimatica

O escurecimento enzimético é uma reacédo indesejavel que ocorre em frutas e
legumes. A reagdo de escurecimento requer a presenca de oxigénio, compostos

fendlicos e enzimas oxidativas. Geralmente é iniciada pela oxidacdo enzimatica de

monofenois em difendis, e de difendis em quinonas, as quais sofrem posteriormente
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uma polimeriza¢éo ndo enzimética que leva a formacédo de pigmentos. Uma variedade
de frutas e vegetais, como alface, batata, mac¢d, pera, banana e péssego, séo
suscetiveis ao escurecimento enzimatico durante o processamento e armazenamento
(EMBUSCADO e HUBER, 2009; HE et al., 2008). Assim, para inibir o escurecimento
enzimatico sdo usados compostos antioxidantes, com potencial semelhante ao deste
trabalho.

Em vista disto, os extratos fenolicos de farelo de arroz controle e fermentado
foram avaliados quanto a capacidade de inibir as enzimas peroxidase e
polifenoloxidase. As solucdes fendlicas apresentaram uma maior inibicdo para enzima
peroxidase, sendo que as solucdes de acido ferulico, farelo de arroz ndo apresentaram
uma inibicdo semelhante, chegando proximo de 60% de inibicdo quando foi utilizada
uma concentracdo cerca de 3 vezes o valor correspondente ao ECsy delas (Figura
4.4). Para enzima polifenoloxidase, as solucdes antioxidantes de extratos de farelo de
arroz fermentado e ndo fermentado (controle) ndo apresentaram inibicdo em nenhuma
das concentragfes testadas, enquanto a solugdo de &cido ferulico mostrou maior
inibigdo em uma concentracdo correspondente a 3 vezes 0 ECs,. O fato dos extratos
fendlicos ndo serem eficientes para inibir a enzima polifenoloxidase (PPO), mesmo
com elevado contetudo de &cido ferulico, mostra que os extratos possuem compostos
fendlicos que também podem servir como substrato para esta enzima, como no caso

dos &cidos clorogénico, caféico e gélico (QUEIROZ et al., 2011).
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Figura 4.4 - Inibicdo enzimatica de solucBes antioxidantes de farelo de arroz
(FA), farelo de arroz fermentado (FF), acido ferulico (AF) em diferentes concentragfes

de ECs. Onde: ECso = 0,1mg/mL.
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A PPO catalisa a oxidagdo de polifendis para quinonas que reagem nao
enzimaticamente para produzir pigmentos coloridos (QUEIROZ et al., 2011). A
peroxidase é capaz de oxidar compostos fendlicos em presenca de perédxido de
hidrogénio, que podem ser formados como um produto secundario durante a oxidagédo
catalisada pela PPO (MATUSCHEK e SVANBERG, 2005). O extrato enzimatico de
batata apresentou maior atividade para enzima peroxidase (0,24 UA/MiN.MQproteina) dO
que para enzima polifenoloxidase (0,06 UA/MiN.MQpoteina), COMportamento também
verificado por outros autores (PINELI et al., 2005; CANTOS et al., 2002), sendo que a
enzima polifenoloxidase pode liberar H,O,, assim aumentando a atividade da enzima
peroxidase (MORETTI, 2007).

Todas as peroxidases possuem um mecanismo de catalise similar,
basicamente, a enzima nativa férrica primeiro sofre uma oxidacdo por uma molécula
de perdxido (como H,0,) para formar um composto enzimético intermediario, este
composto aceita um elétron de um doador de elétrons (como o guaiacol) para formar
um segundo composto intermediario. Este segundo composto intermediario, entdo
aceita um segundo elétron equivalente, do mesmo doador ou de outro doador de
elétron, para retornar ao estado de enzima nativa. Uma variedade de compostos
fendlicos atua como inibidores de peroxidases, uma vez que estes podem doar um
elétron para o primeiro composto, mas nao para o segundo composto (DURNER e
KLESSIG, 1995).

A Tabela 4.5 apresenta os valores dos parametros Km e Vs obtidos para
enzima peroxidase de extrato de batata na presenca de diferentes inibidores. A Figura
4.5 mostra 0 comportamento enzimatico na presenca dos extratos adicionados na
reacdo. A solucdo padrdo de &cido ferdlico apresentou uma inibicdo do tipo néo
competitiva (Figura 4.5A), onde o valor de Km e de Vs diminuiram com a adicdo de
inibidor, mas a relagdo Km/Vs pouco foi alterada (Tabela 4.5). Comportamento de
inibicdo diferente do apresentado pelos extratos fendlicos de farelo de arroz e farelo
fermentado, que mostraram um comportamento inibidor semelhante (Figura 4.5B e
4.5C), onde os valores de Km diminuiram e os valores de Vs apresentaram pouca
alteracdo com a adicdo de extrato fendlico (Tabela 4.5). Este comportamento indica
que ocorre uma inibicdo do tipo competitiva (WHITAKER, 1994), portanto o0s
compostos fendlicos sdo semelhantes ao substrato preferencial da enzima. Mesmo
estas solugbes apresentando &cido ferulico em maior quantidade, principalmente a
solucdo de extrato fendlico fermentado, os resultados mostraram que a mistura de

acidos fendlicos influenciou na inibicdo da enzima peroxidase, reforcando que os
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acidos fendlicos presentes nos extratos competem com as outras moléculas de

substrato pelo centro ativo da enzima.

Tabela 4.5 - Valores de Km e Vs para enzima peroxidase em presenca de

extratos fenélicos de farelo de arroz fermentado e nao fermentado.

Reacao [Iﬂg/'g]oﬂ] ( mll\</ll;n103 (i//nrjr?ixn) (I;r&//\r/'rm) Tipo de inibigao
0 1,19 0,167 7,13
Substrato + SAF 0,05 0,50 0,060 8,33 ndo competiiva
0,15 0,32 0,037 8,65
0 0,65 0,101 6,44
Substrato + EFA 0,05 0,34 0,087 391 competitiva
0,15 0,17 0,092 1,82
0 0,65 0,078 8,39
Substrato + EFF 0,05 0,26 0,091 2,85 competitiva
0,15 0,06 0,068 0,89

Onde: SAF = solucdo padrao de acido ferulico. EFA = extrato fendlico de farelo de arroz; EFF = extrato

fendlico de farelo de arroz fermentado; Km = constante de Michaelis-Menten.

A FES tem sido utilizada para aumentar o teor de compostos fendlicos em
certos produtos alimentares, reforcando assim a sua atividade antioxidante. Nesse
sentido, diferentes residuos agroindustriais vém sendo utilizados como substratos
sblidos na FES para a producdo de diferentes compostos fendlicos bioativos
(MARTINS et al. 2011). Os resultados deste trabalho comprovam que com a
fermentacdo houve um acréscimo no contelido de compostos fendlicos livres no farelo
de arroz (10 vezes), 0s quais possuem uma potencial atividade antioxidante inibindo
radicais livres e a enzima peroxidase. Além disso, estes compostos podem ser
utilizados para conversao a outros de interesse, como no caso da conversdo do acido
ferdlico em vanilina. Podem também virem a serem aplicados em produtos que visem
a inibicdo da enzima peroxidase, como no caso de produtos a base de batata, ou para

elaboragéo de batatas minimamente processadas.
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Figura 4.5 — Influéncia da adicdo das solucBes de acido ferdlico (A), extrato

fendlico de farelo de arroz (B) e extrato fendlico de farelo de arroz fermentado (C) na

velocidade de reacdo da enzima peroxidase. Sendo: m sem inibidor; e 0,05 mg/mL de
inibidor; A 0,15 mg/mL de inibidor.
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4.4 CONCLUSAO

A fermentacdo em estado sélido do farelo de arroz com o fungo Rhizopus
oryzae aumentou o contetdo fendlico livre em mais de 100%. Foi observada uma
mudanca no perfil dos &cidos fendlicos, sendo que o &cido galico e feralico foram os
gue mais aumentaram, resultando em 170 e 765 mg/g, respectivamente. O extrato
fendlico de farelo de arroz fermentado apresentou uma cinética lenta de inibicdo do
radical DPPH, apresentado um valor de ECs, de 250 mg/gpppy € UM potencial de

inibicdo para enzima peroxidase do tipo competitiva.
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CAPITULO 5

ELABORACAO DE FILMES COMESTIVEIS A PARTIR DE CONCEN TRADOS
PROTEICOS DE FARELO DE ARROZ (CPFA) E DE FARELO DE ARROZ
FERMENTADO (CPFF)

Neste capitulo estdo apresentados os resultados do trabalho de producéo e
caracterizacdo de filmes biodegradaveis a partir de concentrado proteico de farelo de
arroz (CPFA) e concentrado proteico de farelo de arroz fermentado (CPFF) com o
microrganismo Rhizopus oryzae. A espessura, solubilidade, propriedades Opticas
(luminosidade e opacidade) e propriedades mecénicas (tensdo de ruptura,
porcentagem de elongacdo e modulo de Young) foram consideradas para definir a

aplicabilidade dos filmes.



77

5.1 INTRODUCAO

O interesse no desenvolvimento de filmes comestiveis ou degradaveis decorre
da demanda por alimentos de alta qualidade, preocupactes ambientais sobre o
descarte de materiais ndo renovaveis e oportunidades para criar novos mercados de
matérias-primas formadoras de filme (FAKHOURI et al., 2007). Filmes comestiveis sdo
usados como barreira semipermeavel para reduzir a taxa de respiracdo, retardar a
perda de umidade e variacdo de cor, melhorar a textura e a integridade mecanica,
auxiliar na retencdo de aromas e inibir o crescimento de micro-organismos. A
eficiéncia funcional das embalagens comestiveis vai depender da natureza de seus
componentes, da composicao e da estrutura do filme (MORETTI, 2007).

Os filmes comestiveis podem ser obtidos a partir de diferentes materiais, tais
como: polissacarideos, proteinas e os lipidios, sendo as propriedades mecénicas dos
flmes a base de proteinas, geralmente, superiores as obtidas com os demais
polimeros (AZEREDO, 2003). As proteinas de origem vegetal sdo mais utilizadas que
as proteinas de origem animal, devido a sua producdo elevada e o menor custo
(ROJAS-GRAU et al., 2009; ADEBIY et al., 2008).

A elaboracéo de filmes proteicos, tendo como fonte residuos gerados durante o
beneficiamento de cereais, € interessante para o melhor aproveitamento das culturas
agricolas. No caso da regido sul do Rio Grande do Sul, destaca-se o arroz (Oryza
sativa) como a cultura de maior impacto econémico e nutricional pelo seu amplo
consumo. Um dos principais coprodutos do beneficiamento do arroz € o farelo integral
(AVILA et al., 2008; AMATO e ELIAS, 2005).

A fermentacdo em estado sélido (FES) é a denominacdo de um cultivo
microbiano sobre substratos sélidos sem a presenca de agua livre (RAIMBAULT,
1998), portanto residuos agroindustriais podem ser empregados como substrato na
FES (TRABULSI et al.,, 2000). Fato importante do ponto de vista econdémico e
ambiental, pois além de reduzir o impacto do descarte sobre a natureza valoriza 0s
residuos agroindustriais (SILVA, 2002). Vem sendo demonstrando que durante a
fermentacdo do farelo de arroz com o micro-organismo Rhizopus oryzae (GRAS -
Generally Recognized As Safe), ocorre um acréscimo do conteldo proteico
(OLIVEIRA et al., 2010; SILVEIRA e FURLONG, 2007), melhorando o potencial destes
como fonte proteica para diferentes fins. Neste trabalho, as proteinas obtidas de farelo
de arroz natural e fermentado por Rhizopus oryzae foram empregadas para

elaboracgéo de filmes que tiveram suas propriedades avaliadas.
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5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Processo fermentativo

O farelo de arroz integral, previamente esterilizado, foi utilizado como substrato
para o cultivo sélido realizado em biorreatores de bandeja (7 cm x 12 cm). Cerca de 50
g de amostra foram colocadas em cada um de forma a resultar em uma camada de 2
cm de espessura e adicionadas de 22,5 mL de uma solucdo nutriente (2g/L de
KH,PO,4, 1g/L de MgSO,; e 2 g/L de (NH4).S0O,). O agente fermentador, o fungo
Rhizopus oryzae (CCT 1217), foi adicionado na concentracdo inicial de 4x10°
esporos/g de farelo. A umidade do meio foi corrigida para 50% pela adicdo de agua
destilada. Os reatores foram incubados a 30 °C sob umidade controlada. Ap6s 96 h de
incubacdo, a biomassa fermentada foi acondicionada em recipientes plasticos e
estocada a -18 °C (OLIVEIRA et al., 2010).

5.2.2 Concentrados proteicos

Para extracdo das proteinas do farelo de arroz fermentado e ndo fermentado
foram realizados alguns testes preliminares visando um maior rendimento na extracao.
Foram avaliados diferentes solventes (solugdo tampdao carbonato-bicarbonato de sédio
0,1M a pH 10 e solugédo de NaOH 0,05 M com pH ajustado a 8,5 e 11,5), empregando
diferentes métodos de homogeneizacdo (em banho ultrassom e em agitador orbital,
com e sem pérolas de vidro), bem como purificagdo primaria através da precipitacdo
proteica (com acetona e com solugdo de HCI até o ponto isoelétrico). O método de
extracdo alcalina a pH 11,5 com agitagcdo orbital sem perolas de vidro e precipitacdo
das proteinas a pH 4,5 foi escolhido.

Sendo assim, a partir do farelo de arroz e da biomassa fermentada foram
obtidos um concentrado proteico de farelo de arroz (CPFA) e um concentrado proteico
de farelo de arroz fermentado (CPFF) que foram utilizados na elaboracédo dos filmes.
Cada 10 g de amostras foram adicionadas em Erlenmeyers e o pH do meio foi
ajustado para 11,5 com NaOH ou HCI 0,1 M. As amostras foram submetidas a
agitacdo por 30 min em agitador orbital (170 rpm), a temperatura ambiente. Apds
filtracdo a vacuo com tecido de nylon e centrifugacdo (15200 g, 30 min, 4 °C), o
sobrenadante foi recolhido e o residuo foi novamente submetido ao processo de
extracdo. As proteinas do sobrenadante foram precipitadas com uma soluc¢do de HCI
1 M para atingir o pH 4,5. Ap6s repouso (overnight a 4 °C), as proteinas foram

separadas por centrifugagcdo. A composicdo centesimal dos concentrados foi
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determinada segundo metodologia da AOAC (2000) para umidade, proteinas, lipideos,

cinzas e fibras. O contetdo dos carboidratos foi estimado por diferenca.

5.2.3 Elaboracéao dos filmes

Os concentrados proteicos foram ressuspensos em uma solucdo de NaOH
0,02 M, com o pH ajustado para 11,5. Foi obtida uma solucédo na concentracéo de 2%
de proteina, sendo o glicerol adicionado a solucdo de modo a constituir 50% em
relacdo a proteina. A solucdo (50 mL) foi aquecida por 30 min a 85 °C. Os filmes foram
produzidos pela técnica casting, em placas de petri de plastico (9 cm de didmetro) e
secagem em estufa com circulacdo de ar por aproximadamente 24 h a 30 °C. A
concentracao inicial de sélidos nas placas foi mantida constante (1,5 g). Os filmes

foram mantidos em dessecador com silica por 48 h antes dos testes.

5.2.4 Caracterizacéo dos filmes

Os filmes obtidos foram submetidos a ensaios de umidade e solubilidade. A
umidade foi determinada em estufa a vacuo a 70 °C. Para a solubilidade em agua dos
filmes, amostras circulares dos filmes de 2 cm de diametro foram imersas em 50 mL
de &gua destilada e mantidos a temperatura ambiente por 24 h, com agitagdo
esporadica. As amostras foram filtradas em cadinho poroso com | de vidro e secas
até peso constante a 105 °C, sendo determinada a massa de matéria seca que néo foi
dissolvida em agua. As determinac6es foram realizadas em triplicata.

A espessura dos filmes foi determinada utilizando um micrdémetro digital (Insize
IP54, Brasil) com sensibilidade de 0,001 mm, sendo tomadas dez medidas para cada

filme.

5.2.5 Propriedades 6pticas

Os parametros de cor croma a (a*), croma b (b*), luminosidade (L*) e a
opacidade (Op) foram determinados utilizando um colorimetro Minolta (modelo
Chroma Meter CR400, Brasil). Amostras dos filmes foram sobrepostos a um padrao
branco para a determinacdo dos parametros de L*, a* e b*. A opacidade foi calculada
como sendo a relagdo entre a opacidade do filme sobreposto a um padrdo preto e um
padréo branco, de acordo com CARVALHO e GROSSO (2006), segundo a Equacéo

5.1. Foram realizadas seis determinacdes para cada filme.
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P
Op(%) = —"*°-x100 Equagéo 5.1
Branco
Onde: Op = opacidade; P, = valor da coordenada Y no padréo preto; Pyanc, = Valor

da coordenada Y no padréo branco.

5.2.6 Propriedades mecanicas

A tenséo de ruptura (TR) e a porcentagem de elongacéo (E) dos filmes foram
obtidas a partir das curvas de forca-deformacdo determinadas em um texturbmetro
(TA.XT plus, Stable Micro Systems, Inglaterra), operando de acordo com o método
padrdo ASTM D-882 (ASTM, 2001), com separacao inicial das garras e velocidade de
realizacdo dos testes de 50 mm e 100 mm/min. Os filmes foram recortados formando
corpos de prova de 80 mm de comprimento e 25 mm de largura. O médulo de Young
(MY) foi calculado a partir da tangente da porcao linear inicial da curva forca-

deformacéo (CAO et al., 2007). Foram realizadas 5 determinacdes para cada filme.

5.2.7 Analise de aminoacidos

A determinacdo da composicdo dos aminocidos totais do CPFA, CPFF e do
fungo seco foi realizada no Centro de Quimica de Proteinas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo. Amostras (5-50 mg de sdlidos,
previamente desengordurados) foram colocadas em ampolas de borossilicato de
10x150 mm, previamente pirolisadas a 400°C por 8 horas. A seguir, foram adicionadas
500uL de HCI 6N, bidestilado em vidro a 104°C. As ampolas foram submetidas a
vacuo, seladas e mantidas a 110°C por 22 h. Apos este periodo, o HCI foi evaporado
em concentrador rotatério SpeedVac AS160 e as amostras hidrolisadas foram
ressuspensas em 1,0mL de &gua MilliQ. Aliquotas de 5uL do sobrenadante foram
transferidas para outro tubo de ensaio, secas e submetidas a reacao de derivagao pré-
coluna dos aminoacidos livres com fenilisotiocianato (PITC). A separacdo dos
derivativos feniltiocarbamil-aminoacidos (PTC-aa) foi realizada em coluna de fase
reversa C18 (Pico-Tag, Waters, 3,9x150mm) com monitoramento em comprimento de
onda de 254nm. A quantificacdo da amostra foi baseada na area de cada pico de
aminodcido, tomando-se como referéncia a area do pico do padrdo de aminoacidos
com concentracdo conhecida, sendo que o padréo foi derivado nas mesmas condi¢cdes

e, a0 mesmo tempo, que as amostras (BIDLINGMEYER et al., 1984).
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5.2.8 Perfil eletroforético das proteinas

Amostras de CPFA e de CPFF foram caracterizadas pela técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
usando a metodologia adaptada de LAEMMLI (1970). O gel de aplicacdo, contendo
10% de poliacrilamida, foi formado em tampéao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS a 0,3%
(p/v). O gel de separacdo, contendo 15% de poliacrilamida, foi formado em tampao
Tris-HCI 3,0 M, pH 8,8, contendo SDS a 0,3%.

Os concentrados proteicos foram diluidos em uma solucao alcalina de NaOH a
pH 10,5 a uma concentracdo proteica de 1mg/mL. Foram tomados 100 uL dos extratos
e adicionada acetona na proporcdo 2:1 para precipitacdo das proteinas. Apéds
evaporacdo da acetona sob corrente de nitrogénio, as proteinas foram suspensas em
um tampao de desnaturacdo (100 mL de Tris-HCI 0,15 M pH 6,8, 10 g de SDS, 20 mL
de 2B-Mercaptoetanol, 0,02 g de bromofenol e 20 mL glicerol), tratadas a 100°C por 5
minutos e centrifugadas em Eppendorf a 5.000 rpm por 1 minuto. Aliquotas de 15 ul de
cada amostra foram aplicadas nos pocos do gel. A corrida eletroforética foi realizada
sob corrente de 30 mA e 300V, sendo o tampéo de corrida composto por glicina 1,5
%plv, SDS 0,1 %p/v e Tris 0,3 %p/v. Apds a eletroforese, o gel foi corado em
Coomassie blue R-250 a 0,27% preparado em metanol, acido acético e agua (4:1:2,5,
v/vlv), e o descoramento do gel e visualizagdo das unidades proteicas foi realizada
com metanol, acido acético e agua (4:1:9, v/v/iv).

Para avaliar a massa molecular das unidades proteicas separadas, o gel foi
calibrado com marcador proteico contendo 7 bandas de resolucdo em 15, 25, 35, 50,
75, 100, 150 KDa (Amresco’s Precise™, EUA).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a extracdo de proteina da biomassa flungica apresentar uma maior
dificuldade de extracdo, foram testados diferentes procedimentos mecéanicos. Foi
constado que a utilizacdo de banho ultrassénico impede a extracdo de uma maior
gquantidade de amostra, assim como a utilizacdo de pérolas de vidro que necessitam
de uma agitacdo muito elevada quando se utilizam grandes quantidades de amostra.
Com relacédo a precipitacdo das proteinas, embora tenha sido obtida uma maior massa
precipitada com acetona, esse residuo precipitado ndo foi capaz de formar uma matriz

filmogénica quando este foi utilizado para elaboragéo dos filmes.
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Portanto, foi adotado extrair as proteinas dos farelos usando uma solugcéo de
NaOH a pH 11,5, com agitac&o orbital em equipamento de bancada e precipitacio das
proteinas com uma solug¢édo de HCI 0,1M até o ponto isoelétrico de 4,5. A Tabela 5.1
apresenta a composicdo dos concentrados proteicos e 0 rendimento destes

concentrados utilizando o método de extracao escolhido.

Tabela 5.1
concentrados proteicos de farelo de arroz (CPFA) e de farelo de arroz fermentado
(CPFF).

— Composicdo proximal (base seca) e rendimentos dos

Componente (%) CPFA CPFF

Proteinas 71,7+53% 43,4+21°
Lipideos 0,5+0,3% 31,4+0,9°
Cinzas 29+0,3* 33+01°%
Carboidratos 249+47% 216+24°
Umidade 68,1+59% 76,8+2,2"

Rendimento (%) CPFA CPFF

massa 7,7 2,4
proteina 449 8,5

Onde: CPFA = concentrado proteico de farelo de arroz; CPFF = concentrado proteico de farelo
de arroz fermentado.

O CPFA resultou em maior contetdo proteico e um reduzido valor de lipideos,
comparados com o CPFF. Embora, com o processo fermentativo tenha ocorrido um
aumento no conteudo proteico, as proteinas do farelo fermentado se tornaram mais
dificeis de extrair, assim como os lipideos que permaneceream elevados no CPFF,
refletindo no baixo rendimento proteico e no elevado teor de lipidios deste
concentrado, afetando consequentemente as propriedades dos filmes elaborados
(Tabela 5.2).
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Tabela 5.2 - Filmes de concentrados proteicos de farelo de arroz (CPFA) e de

farelo de arroz fermentado (CPFF).
Filmes CPFA CPFF

Caracterizagéo dos Filmes

Umidade (%) 9,4+0,8° 11,0 +0,7°
Espessura (mm) 0,24 +0,05* 0,20 £ 0,04%

Solubilidade (%) 65,7 + 3,5° 94,8 +3,4°

Propriedades Opticas

L* 42,0 + 4,6 27,1+1,7°
a* 22,4 +2,0° 11,8 +2,2°
b* 34,3+7,7° 7,5+24°
Op 40,0 + 6,07 56,0 +5,6°

Propriedades Mecénicas

TR (MPa) 3,29+0,61*° 0,12+0,01°
E (%) 38,3+6,1° 14,2 +2,1°
MY (MPa) 97,4 +1,80° 1,8+0,2°

Onde: CPFA= concentrado proteico de farelo de arroz; CPFF = concentrado proteico de farelo de
arroz fermentado; Op = opacidade; TR = tensdo de ruptura; E = elongacdo; MY = mddulo de Young.
Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste Tukey.

Os filmes de CPFF apresentaram elevada solubilidade, acima de 90%. Com
relacdo as propriedades Opticas, verificou-se diferenca significativa (p<0,05) entre
todos os parametros analisados. Filmes de CPFA apresentaram maior luminosidade
do que os fiimes de CPFF. Os filmes de CPFA tenderam a tonalidades mais
avermelhadas (a* = 22,4) e amareladas (b* = 34,3) do que os filmes de CPFF (a* =
11,8 e b* = 7,5). Os resultados obtidos para os filmes de CPFA indicam que estes
foram mais transparentes, pois apresentaram menor valor de opacidade do que os
filmes de CPFF. Esses resultados sdo consistentes com a observacdo visual, pois 0os
filmes mais transparentes foram obtidos com as proteinas de farelo de arroz sem

fermentar (Figura 5.1).
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Figura 5.1 - Filmes de concentrado proteico de farelo de arroz (A) e de
concentrado proteico de farelo fermentado (B).

Esta diferenga, nas propriedades 6pticas, verificada entre os filmes, deve-se ao
fato de que os concentrados proteicos obtidos de farelo de arroz fermentado
apresentavam uma coloracdo mais escura, pois o fungo Rhizopus oryzae produz hifas
escuras, que acabaram influenciando na coloracéo dos filmes elaborados a partir de
farelo fermentado.

A tensdo de ruptura obtida para os filmes de CPFA foi muito superior a
apresentada pelos filmes de CPFF. Os filmes de CPFF se apresentaram muito frageis,
0 que resultou em um baixo valor do médulo de Young. Tanto a TR como o MY
medem a resisténcia do filme. Com relagcdo a elongacdo, filmes de CPFA
apresentaram um maior percentual de elongacao do que os filmes de CPFF.

A diferenca apresentada entre os filmes de CPFA e os filmes de CPFF nas
propriedades mecanicas esté relacionada com a fermentagdo. Embora o processo
fermentativo tenha elevado o conteudo proteico do farelo de arroz, a proteina oriunda
da biomassa gerada e a alteracdo na estrutura da proteina nativa do farelo ndo foram
benéficas para a obtencéo de filmes proteicos com propriedades desejaveis.

A falta de homogeneidade da superficie dos fiimes de CPFF, observada
visualmente (Figura 5.1), pode ter afetado as propriedades apresentadas por esses
filmes. Residuos de peptideos com diferentes massas moleculares poderiam ter sido
precipitados durante a obtencdo do CPFF e assim contribuido negativamente tanto
nas propriedades épticas, quanto nas propriedades mecanicas dos filmes.

As proteinas sdo capazes de formar filmes comestiveis devido a habilidade de
suas cadeias laterais para formar ligacfes intermoleculares cruzadas. A presenca de
aminodcidos polares e nao polares ao longo da cadeia proteica cria diversos

potenciais quimicos (DANGARAN et al., 2009). Com a fermentacdo ocorre uma
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alteracdo das cargas das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos, devido a

mudanca no contetdo destes aminoacidos (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 — Perfil de aminoacidos nos concentrados proteicos de farelo de

arroz (CPFA) e de farelo fermentado (CPFF) e na massa fungica seca (mol/%).

aminoacido CPFA CPFF f”,“as.sa

dngica
Aspargina 8,71+0,11 8,47+0,44 12,71+0,65
Glutamina 12,45 + 0,03 8,54 +0,11 12,14+ 0,78
Serina 6,19 £ 0,06 6,22 +£0,42 7,22 £0,01
Glicina 8,44 + 0,06 8,77 £0,52 7,92 £0,20
Histidina 3,13 £ 0,08 2,68 £ 0,06 2,94 +0,11
Arginina 7,73+£0,01 5,54 £ 0,04 4,49 £ 0,26
Treonina 4,50 +0,01 5,32+0,11 5,60 £ 0,01
Alanina 9,27 £ 0,03 9,75+0,21 8,15 +0,33
Prolina 5,77 0,07 5,56 + 0,33 5,52 +0,46
Tirosina 3,14 +0,01 3,25+ 0,04 2,60 + 0,59
Valina 6,32 £ 0,06 7,17 £0,84 5,48 £0,71
Metionina 2,26 £ 0,06 2,28 £0,22 2,04 +£0,18
Cisteina 0,82 +0,04 0,72+0,12 1,10+ 0,23
Isoleucina 3,39 +£0,08 4,61 +0,69 3,69+0,13
Leucina 795+0,05 10,19+0,78 6,73 +0,06
Fenilanina 4,30 £ 0,01 4,95 +0,18 3,48 +0,42
Lisina 5,66 + 0,04 6,03 +0,19 8,25+0,40

Resultados expressos como média + desvio padrdo de 2 amostras. Onde: CPFA = concentrado

proteico de farelo de arroz; CPFF = concentrado proteico de farelo de arroz fermentado.

Entre os concentrados, foi observada principalmente uma reducao no contetado
de glutamina e arginina, um aminodacido polar e outro carregado, respectivamente; e
um aumento no conteddo de isoleucina e leucina, aminoacidos ndo polares. Foi
verificado um pequeno aumento em Varios aminoécidos nao polares, como glicina,
triptofano, alanina, valina e fenilanina, indicando que com a fermentac&do ocorre uma
alteracdo na polaridade da cadeia proteica, o que pode estar relacionado com a menor
resisténcia mecanica da rede proteica dos filmes de CPFF.

As interacBes proteicas que ocorrem entre suas cadeias determinam a
formacédo e as propriedades dos filmes. A presenca de cisteina permite a formacao de
pontes dissulfeto, como ocorre no caso da beta-lactoglobulina. Elevadas
concentracdes de leucina, alanina e outros aminoacidos ndo polares podem criar

proteinas hidrofébicas, como no caso da alfa-zeina (DANGARAN et al., 2009).
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Os principais aminodcidos produzidos pelo fungo Rhizopus foram aspargina,
glutamina e lisina, sendo que nédo foi relacionado um aumento no contetdo desses
aminoacidos no contetdo do CPFF, somente no caso da lisina. Através da andlise de
eletroforese (Figura 5.2) pode ser observado a diferenca entre as proteinas do CPFA e
o CPFF.

Padrfio CPFA CPFF

- — —

KDa

150
100<——
75<—

50
35

25

15

Figura 5.2 — Andlise de eletroforese das proteinas do concentrado proteico de
farelo de arroz (CPFA) e do concentrado proteico de farelo de arroz fermentado
(CPFF).

As proteinas sdo classificadas com base na solubilidade em albuminas
(soliveis em &agua), globulinas (soliveis em solugfes salinas), prolaminas (sollveis
em alcool) e glutelinas (soltveis em alcalis) (VIERA et al., 2008). Portanto, no CPFA
que foi extraido com solucdo alcalina, além das glutelinas, pode haver albuminas e
globulinas. Segundo WALTER et al. (2008), o farelo de arroz apresenta
aproximadamente 60% de albumina, seguido por prolamina e glutelina (27%) e
globulina (7%). De acordo com Sgarbieri (1996), com relacéo as proteinas do arroz, as
albuminas apresentam bandas de absorcao variando de 15 a 95 kDa, sendo que as
trés subunidades principais apresentam massas moleculares de 8,5, 16 e 11 kDa. Ja
as globulinas podem apresentar bandas de absorcdo ao redor de 18 kDa. Enquanto
que as glutelinas, que sdo a principal fracdo proteica do arroz, possuem trés

subunidades principais com bandas de absorcado ao redor de 38, 25 e 16 kDa.
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O CPFA apresentou fortes bandas de absorgéo entorno de 100 e 35 kDa
(Figura 5.2), as quais podem corresponder a albumina e a uma das subunidades de
glutelina, respectivamente. Também apresentou absor¢des em 25 e 15 kDa, podendo
estas corresponder as demais subunidades das glutelinas ou das globulinas. Enquanto
que o CPFF ndo apresentou bandas de absorcdo ao longo da corrida eletroforética,
indicando que possivelmente as proteinas do CPFF sdo menores que 15 kDa. Os
fungos do género Rhizopus produzem uma série de enzimas proteoliticas
(TAHERZADEH et al., 2003), as quais possivelmente hidrolisaram drasticamente as
proteinas do farelo de arroz, reduzindo a sua massa molecular. Além disso, as
proteinas produzidas pelo fungo também poderiam ser de menor massa molecular, o
que contribuiria para reducdo da capacidade destas proteinas em formar filmes mais
fortes, uma vez que proteinas de maior massa molecular produzem uma quantidade
maior de ligacdes inter-cruzadas que formam filmes mais fortes (DANGARAN et al.,
2009).

Outros testes foram feitos visando a aplicagdo de proteina obtida a partir da
biomassa fermentada para elaboracdo de filmes biodegradaveis. Foram testados:
farelo de arroz fermentado em um menor tempo de fermentacéo (48 h); farelo de arroz
desengordurado para fermentacédo; adicdo de argila montmorilonita (MMT) aos filmes
de concentrado proteico de farelo de arroz fermentado. Em todos os testes, os filmes
obtidos foram muito frageis. Devido a impossibilidade das proteinas obtidas da
biomassa fermentada formar uma matriz filmogénica coesa, e também ao baixo
rendimento na extragdo das proteinas (Tabela 5.1), optou-se por trabalhar com as
proteinas do farelo de arroz natural (sem fermentar) para elaboracdo de filmes e

coberturas comestiveis.

5.4 CONCLUSAO

O concentrado proteico de farelo de arroz fermentado apresentou um baixo
rendimento, além disso, as proteinas obtidas a partir da fermentacdo nao produziram
filmes com boas propriedades de solubilidade, dpticas e mecénicas. As mudancas no
perfil de aminoacidos e no tamanho das proteinas do concentrado proteico de farelo
de arroz fermentado influenciaram negativamente nas propriedades destes filmes.
Enquanto que o concentrado proteico de farelo de arroz sem fermentar apresentou

melhores propriedades de solubilidade, 6pticas e mecénicas.
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CAPITULO 6

FILMES PROTEICOS DE FARELO DE ARROZ ADICIONADOS DE EXTRATO
FENOLICO DE FARELO DE ARROZ FERMENTADO E ARGILA
MONTMORILONITA

Este capitulo apresenta o trabalho realizado com as proteinas extraidas de
farelo de arroz e utilizadas para preparar filmes biodegradaveis, elaborados com
diferentes concentragfes de glicerol, extrato fendlico de farelo de arroz fermentado e

argila montmorilonita, sendo caracterizados os filmes produzidos.
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6.1 INTRODUCAO

Os filmes biodegradaveis sdo usados como barreiras semipermeaveis para
reduzir a taxa de respiracéo, retardar a perda de umidade e variacdo de cor, melhorar
a textura e a integridade mecanica, reter aromas e inibir o crescimento de micro-
organismos (MORETTI, 2007, EMBUSCADO e HUBER, 2009). O desenvolvimento de
filmes comestiveis ou biodegradaveis decorre da demanda por alimentos de alta
qualidade e de facil preparo, bem como de preocupacBes ambientais com o descarte
de materiais ndo renovaveis resultando em oportunidades para criar novos mercados
de matérias-primas para embalagens (FAKHOURI et al., 2007).

A eficiéncia funcional desses revestimentos depende da natureza de seus
componentes, que determinam a composicao e a estrutura do filme (ANDREUCCETTI,
2011; CERQUEIRA et al, 2011b). Estes podem ser obtidos a partir de polissacarideos,
proteinas e/ou lipidios, sendo as propriedades mecanicas dos filmes a base de
proteinas, geralmente, superiores as obtidas com os demais polimeros (AZEREDO,
2003). As proteinas podem formar filmes devido a habilidade de suas cadeias laterais
participarem de liga¢des intercruzadas, cuja natureza determinara as propriedades dos
filmes (EMBUSCADO e HUBER, 2009).

As proteinas de origem vegetal sdo mais utilizadas que as proteinas de origem
animal para a producgédo de filmes em decorréncia da disponibilidade e baixo custo das
delas (ROJAS-GRAU et al., 2009; ADEBIYI et al., 2008). Os filmes proteicos também
podem ser produzidos a partir de proteinas recuperadas de residuos gerados durante
0 beneficiamento de cereais. Dentre estes esta o arroz (Oryza sativa), um dos cereais
mais produzidos e consumidos no mundo, considerado o principal alimento para mais
da metade da populacdo mundial. Deste grdo beneficiado resulta o farelo integral
(OLIVEIRA et al., 2011; AVILA et al., 2008), que se constitui em uma fonte de proteina
facil de ser extraida e com aplicacdo para diferentes fins, inclusive elaboracdo de
filmes biodegradaveis ou comestiveis (ADEBIYI et al., 2008).

A escolha da uma substancia formadora de filme ou de um aditivo ir4 depender
do objetivo desejado, da natureza do produto e da aplicacdo especifica. No caso das
proteinas, estas requerem aditivos como plastificantes para melhorarem a resisténcia
e a elasticidade dos filmes (EMBUSCADO e HUBER, 2009). O glicerol é um dos
plastificantes mais utilizados na elaboracdo de filmes e coberturas (BAE et al., 2009;
ADEBIYI et al., 2008; CAO et al., 2007).
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Sistemas hibridos organico-inorganico, em particular, aqueles em que silicatos
séo dispersos em uma matriz polimérica, tém sido utilizados na formulacao de filmes
para melhorar suas propriedades. A montmorilonita, caracterizada pela sua moderada
carga superficial negativa (TUNC et al., 2007), incluida na formulacdo de filmes
biodegradaveis melhora a resisténcia mecéanica, a resisténcia ao calor e as
propriedades de barreira dos filmes (BAE et al., 2009; CHEN et al., 2006; ZHENG et
al., 2002).

Além disso, esses revestimentos possuem um elevado potencial para
transportar ingredientes ativos, tais como, agentes antiescurecimento, corantes,
sabores, nutrientes, especiarias e compostos antimicrobianos que podem estender a
vida atil ao reduzir o risco de crescimento de patdgenos nas superficies de alimentos
(ROJAS-GRAU et al., 2009). Os compostos fenodlicos oriundos da fermentacdo do
farelo de arroz possuem atividade antioxidante e antimicrobiana (SOUZA et al., 2010b;
OLIVEIRA et al., 2007b), com potencial para serem aplicados na elaboracédo de filmes
e coberturas protetoras. Neste trabalho foi avaliado o efeito da adicdo de glicerol,
argila montmorilonita e de extrato fendlico de farelo de arroz fermentado nas

caracteristicas fisicas e mecanicas de filmes proteicos de farelo de arroz.

6.2 MATERIAL E METODOS
6.2.1 Concentrado proteico de farelo de arroz (CPFA )

O concentrado proteico utilizado na elaboracdo dos filmes foi obtido de farelo
de arroz integral segundo metodologia adaptada por ADEBIYI et al. (2008). As
amostras de farelo de arroz (granulometria de 32 mesh) foram desengorduradas
utilizando éter de petrdleo (3 vezes na proporcado 1:7 m/v) sob agitacdo orbital a 100
rpm durante 1h. Apos evaporacdo do excesso de éter de petréleo, o farelo de arroz
desengordurado foi submetido a uma extracdo proteica em meio alcalino, sendo o pH
do meio ajustado a 11,5 com uma solu¢cdo de NaOH 0,1 M, na proporcao 1:10 m/v,
durante 30 min, a 25°C, com agitacdo orbital a 200 rpm. Apés centrifugacéo (15200 g,
30 min, 10 °C), o sobrenadante foi recolhido e o residuo submetido a nova extracdo. O
sobrenadante das duas extracBes foram reunidos e as proteinas extraidas foram
precipitadas pelo ajuste do pH do meio a 4,5 com uma solu¢do de HCI 0,1 M. Apés
repouso a 4 °C overnight, as proteinas foram separadas por centrifugacao (15200 g,
30 min, 10 °C), seguido de lavagem do precipitado com &gua destilada. O

concentrado proteico foi armazenado a -18 °C até a caracterizacdo fisico-quimica e
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aplicacdo. Foram determinados os percentuais de proteina, lipideos, cinzas e fibras,

segundo metodologia da AOAC (2000) e carboidratos totais estimados por diferenca.

6.2.2 Extrato fenodlico

O extrato fendlico foi obtido a partir da fermentacdo em estado sélido do farelo
de arroz integral com o fungo Rhizopus oryzae (CCT 1217), segundo método proposto
por Oliveira et al. (2011). Amostras de farelo de arroz foram incubadas com uma
solucéio de 4X10° esporos/g de farelo em biorreatores do tipo bandeja por 96 h a 30°C,
onde foram adicionadas 45 mL de uma solucédo nutriente (2g/L de KH,PO,, 1g/L de
MgSO, e 5 g/L de (NH,4),S0,)) para cada 100 g farelo. A umidade do meio foi corrigida
para 50 % com agua destilada estéril.

Os compostos fendlicos do farelo de arroz fermentado foram extraidos com
metanol na proporcdo 1:10 (p/v), segundo método descrito por SOUZA et al. (2010b).
Aliquotas de 5 g foram submetidas a agitacdo orbital (150 rpm) durante 3 h com
metanol e filtrada para a obtencdo do extrato bruto que foi submetido a uma particdo
com 10 mL de hexano (3 vezes). O solvente extrator foi evaporado em um rota-
evaporador a 50 °C sob pressdo reduzida e os compostos fendlicos foram
ressuspensos com 10 mL de 4gua destilada em banho ultrassénico por 10 min. O
extrato resultante foi clarificado com 5 mL de ZnSO, 0,1M e 5 mL Ba(OH), 0,1M,
permanecendo em repouso por 20 min. Apos centrifugagdo (3200 g, 10 min, 25 °C) o
sobrenadante contendo os compostos fendlicos foi recolhido, liofilizado e quantificado
espectrofotometricamente a 750 nm com reagente de Folin-Ciocalteau utilizando uma

curva padréo de acido feldrico (0 — 20 mg).

6.2.3 Planejamento experimental e analise de efeito s

O CPFA foi utilizado como a matriz proteica para elaboracdo dos filmes e o
glicerol foi utilizado como agente plastificante. Os compostos fendlicos oriundos da
fermentacdo do farelo de arroz e a MMT foram utilizados como aditivos na formulacdo
dos filmes. Foi realizado um planejamento experimental fatorial 2* para determinar o
efeito da concentracdo de cada um destes componentes nas propriedades dos filmes
(Tabela 6.1), sendo analisada a espessura, solubilidade, luminosidade, opacidade,
tenséo de ruptura, elongacdo, modulo de Young e permeabilidade ao vapor de agua.
Os resultados foram avaliados por analise de efeitos e de superficie de resposta
usando o software Statistica 7.0. Foram geradas superficies de resposta que

apresentaram coeficiente de correlagdo maior que 0,9 e valor F calculado para o
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modelo matematico de no minimo 2 vezes maior que o F de Fischer, considerando
apenas os efeitos significativos (p<0,05) em cada propriedade. Em anexo (Apéndice 4)

constam as tabelas de Anova para verificacdo da validade estatistica de cada modelo.

Tabela 6.1 - Valores reais e codificados dos fatores estudados.

Niveis
Fator
-1 0 1
Proteina (% m/v) 2 3 4
Glicerol (% m/mp) 20 30 40
EF (mg/gpror) 0 20 40
MMT (% m/Mgrer) 0 5 10

Onde: EF = extrato fenélico; MMT = argila montmorilonita.

6.2.4 Elaboracéao dos filmes

O CPFA obtido de farelo de arroz integral e o extrato fendlico (EF) oriundo da
fermentagdo do farelo de arroz foram utilizados na elaboragédo de filmes comestiveis,
juntamente com o glicerol (agente plastificante) e a argila montmorilonita (MMT)
(agente reticulante) que foram obtidos dos fabricantes Synth (Brasil) e Sigma-Aldrich
(USA), respectivamente. O CPFA foi ressuspenso em meio alcalino utilizando uma
solucdo de NaOH 0,1M para ajustar a pH 10. A solugéo foi aquecida até 85 °C, entdo
foram adicionados o glicerol e a MMT (pré-hidratada com agua destilada por 16 h
antes de ser adicionada), mantendo o volume final da mistura em 20 mL, que foram
submetidos a agitacéo (150 rpm) por 30 min. A mistura foi resfriada a 40 °C antes da
adicdo do extrato fendlico e mantida sob agitacdo magnética por mais 10 min e em
banho ultrasdnico por 5 min para remo¢do das bolhas de ar. Os filmes foram
produzidos pela técnica de casting, adicionando 20 mL da solucéo filmogénica em
placas de petri de poliestireno (9 cm de didmetro) que foram secas em estufa com
circulacdo de ar por aproximadamente 24 h a 30 °C. Os filmes foram mantidos em
dessecador contendo uma solugdo saturada de NaBr (UR de 58%) por 96 h antes das

analises.

6.2.5 Caracterizacéo dos filmes

6.2.5.1 Espessura
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A espessura dos filmes foi determinada utilizando um micrdémetro digital (Insize
IP54, Brasil) com sensibilidade de 0,001 mm. Sendo tomadas dez medidas para cada

filme.

6.2.5.2 Solubilidade

Amostras circulares dos filmes de 2 cm de didametro foram secas em estufa a
105 °C até peso constante, sendo posteriormente imersas em 50 mL de &gua
destilada e submetidas a agitacao orbital (70 rpm) a temperatura ambiente por 24 h.
Apbs este periodo, as amostras foram filtradas em cadinho poroso com la de vidro e
secas até peso constante a 105 °C, sendo determinada a massa de matéria seca que

nao foi solubilizada em 4gua. A solubilidade foi determinada em triplicata de amostra.

6.2.5.3 Propriedades Opticas

Os parametros de luminosidade (L*) e a opacidade (Op) foram determinados
utilizando um colorimetro Minolta (modelo Chroma Meter CR400, Brasil). Amostras
dos filmes foram sobrepostos a um padréo branco (Y = 93,5; x = 0,3114; y = 0,3190)
para a determinacdo da luminosidade. A opacidade foi calculada como sendo a
relacdo entre a opacidade do filme sobreposto a um padréo preto e a um padrédo
branco, conforme proposto por Carvalho e Grosso (2006), segundo a Equacéo 6.1.

Foram realizadas seis determinagfes para cada filme.

Op(%) = Foreo. x100 Equac&o 6.1
Branco
Onde: Op = opacidade; Py, = valor da coordenada Y no padréo preto; Ppranco = Valor

da coordenada Y no padrao branco.

6.2.5.4 Propriedades Mecéanicas

A tenséo de ruptura (TR) e a porcentagem de elongacao (%E) dos filmes foram
obtidas a partir das curvas de forca-deformacdo determinadas em um texturbmetro
(TA.XT plus, Stable Micro Systems, Inglaterra), operando de acordo com o método
padrdo ASTM D-882 (ASTM, 2001), separacao inicial das garras de 50 mm e
velocidade de realizacdo dos testes de 100 mm/minuto. Os filmes foram recortados
formando corpos de prova de 80 mm de comprimento e 25 mm de largura. O modulo

de Young (MY) foi calculado a partir da tangente da porcéo linear inicial da curva
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forca-deformacéo (CAO et al., 2007a). Foram realizadas 5 determinacdes para cada

filme.

6.2.5.5 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes foi determinada utilizando uma
adaptacéo da metodologia da ASTM E-9600 (ASTM, 2001). Aproximadamente 10 g de
CaCl, (0% UR) foram colocadas em recipientes de poliestireno (area = 18,85 cm?),
selados com os filmes e acondicionados em dessecador contendo uma solucao
saturada de NaCl (75 %UR) a 25°C. A cada 24 h durante 7 dias foram realizadas
determinacfes de massa. A taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TVA) dos
filmes foi determinada pelo coeficiente angular da curva ganho de massa de agua
versus tempo (coeficientes de correlacdo > 0,99). A partir do levantamento da taxa, foi

calculada a permeabilidade segundo a Equacédo 6.2, determinada em triplicata.
PVA=TVA* (ij Equacio 6.2
AP

Onde: PVA = permeabilidade ao vapor de agua; x = espessura; AP = diferen¢a de

presséao parcial de vapor.

6.2.5.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia da superficie dos filmes foi examinada usando microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) (Nova NanoSEM 200, Holanda). As amostras foram
montadas em base de aluminio usando fita adesiva de carbono e revestida por

pulverizagéo catédica com ouro (cerca de 10 nm de espessura) antes das analises.

6.2.5.7 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

O espectro no infravermelho dos filmes foi determinado usando a
Transformada de Fourier no infravermelho (Perkin-Elmer 16 PC spectrometer, Estados
Unidos), utilizando a técnica de refletancia total atenuada e analise do espectro na

faixa entre 600 e 4000 cm™ usando 16 scans.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.3.1 Caracterizacdo da matéria-prima

O farelo de arroz integral, subproduto do processamento do arroz, possui um
contetdo proteico superior a 16% (Tabela 6.2). A partir deste foi obtido o CPFA com
teor de proteina acima de 70 g/100gys, Similar ao encontrado por Gnanasambandam et
al. (1997) e maior do que o encontrado por Adebiyi et al. (2008) e Chandi e Sogi
(2007), entre 54 e 59%, respectivamente.

O CPFA apresentou um aumento de mais de 4 vezes em proteina, mas os
niveis de carboidratos permaneceram elevados em fungcdo da dificil separacdo da
celulose, lignina, hemicelulose e do préprio amido associado a proteina (ADEBIYI et
al., 2008). O residual de lipidios embora inferior a 1%, ainda pode influenciar algumas
propriedades dos filmes (EMBUSCADO e HUBER, 2009).

Tabela 6.2 - Composicéo do farelo de arroz integral e do concentrado proteico
(base seca).

Componente (g/ 100g) FA CPFA
Proteinas 16,5+04 71,7+£53
Lipideos 18,1+0,2 0,5%+0,3

Cinzas 9,4+0,1 29+0,3
Carboidratos 50+0,4 249+47
Umidade 16,4+16 68,1+5,9
Conteudo Fendlico FA FAF
mg/g 2,41 +0,01 4,33+0,06

Resultados expressos como média + desvio padrao. Onde: FA = farelo de arroz; CPFA = concentrado
proteico de farelo de arroz. FAF = farelo de arroz fermentado.

O contetdo fendlico foi aumentado em cerca de 80% com a fermentacdo
(Tabela 6.2). Um aumento significativo no conteido de compostos fendlicos apds o
processo fermentativo também vém sendo relatado por outros pesquisadores
(SCHMIDT e FURLONG, 2012; MARTINS et al., 2011).

Os compostos fendlicos contidos na parede celular do farelo de arroz estéo
ligados a carboidratos e a lignina (POURALI et al. 2010; ZHANG et al., 2010) e
durante a fermentacdo estes sdo liberados pela atuacdo do microrganismo sob os
compostos estruturais do farelo de arroz (SCHMIDT e FURLONG, 2012). Os fendis

predominantes no arroz sao os acidos fendlicos (ZHOU et al., 2004), principalmente
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ferdlico e o acido cumérico que possuem atividade antioxidante, podendo apresentar
também atividade antimicrobiana (SOUZA et al., 2010b), o que os tornam potenciais
ingredientes para aplicacdo em filmes biodegradaveis ou em revestimentos

comestiveis.

6.3.2 Planejamento experimental

As propriedades dos filmes foram fortemente afetadas pelos compostos
utilizados na elaboracdo da solucéo filmogénica (Tabela 6.3) a partir das formulagcfes
adotadas segundo o planejamento experimental. A espessura dos filmes variou entre
0,08 mm até 0,19 mm, a solubilidade entre 24,7 e 40,2%, os valores de luminosidade e
opacidades na faixa entre 60 e 81 (L*) e 14 e 27%, respectivamente. As propriedades
mecanicas dos filmes foram as que apresentaram maiores variagdes, sendo que a
tensao de ruptura variou entre 1,5 e 8,6 MPa, a elongacao entre 0,8 e 70,1% e mddulo
de elasticidade entre 16,7 e 617,5 MPa. Os filmes apresentaram permeabilidade ao

vapor de 4gua na faixa entre 7,5 e 24,8 g.mm/d.m*.KPa.
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Tabela 6.3 - Valores de espessura, solubiidade, luminosidade, opacidade, lens3o de ruptura, elongacgdo, elasticidade e permeabilidade ao vapor de dgua
dos filmes.

=~ [Fl i) [EF] [MMT]  Espesswra Solublidsde  Luminosidade Opacidade TR Elongagio MY Fa
Bmiv WmiMont  MQigew _ %emimors mm % L % Mpa 5 Mpa gommidm” KPa
i -1{2) -1 {20} -1l -1} 00Ex00 37230 B8 0.8 w115 52:02 201:3T7 2180:214 77202
2 14 -1120} -1 -1 piesom 247108 B1,824.7 2B5+20 85:10 TE:0E 2128+£313 132212
3 -1 1 (20} -1l 18 poesom  W4x2S BlOs24 155410 33205 200202 BE524. 1M,7212
4 1 1143 -1(0) 1) pres0m 301404 B3gs3E 233217 43202 5272432 987:23 17,1 2 0.4
5 =1 (2} =1 (20} 1(40) =1 {0 Do8+001 WM0+1.7 TT7243 154215 B8=18 18200 BITE:0T4 i08=03
5 14} -1 (20} 1[40 {8 pa3s0m 3A£2 B3 £30 188217 B8B=07 0E:£02 SE1LG&043 10,4£02
7 -1i2} 1[40} 1 (40 =10 ppeg:001 A+ 13 B01228 141214 33208 334242 B13:24 11,8211
& 1(4) 1(40) 1(40) 10 pies0or 34515 853243 201217 23202 588180 411240 213211
o 12 -1 (20} -1 (0} i)  povsom  33T+1.0 BOE+28 1B3+14 3101 1TEE11 STT =118 THE205
10 T4 -1 (20} -1 (0} i) pissom 2|07 B02 +5.6 M6e+35 58507 48+23 1474:32 §3:08
1 -1(2) 1 {40} -110) LR ] 0D3£0 402151 BOZ+1.7 1654 £1,1 1.520.1 31,2 #4.1 1872248 13,1213
12 1% 1{=m -1ig) T givs00 302216 850%37 235222 24201 312:68 480260 05208
12 -1zl -1 {20} 1[40 T8 poesoml INTRIS 74237 185218 81207 185z04 26141088 75208
14 Vs -1 {20) 1 (40 T pwsom 20008 B40%37 217418 TB203 18203 3189555 10,84 4.3
15 <143} (40 1 (40 Vi parsom IR0 93224 WA£08 2320 222237 0024 122419
18 1%} (a0 T80 1) 0192001 322404 84,2218 218205 24201 300237 358223 248221
17 2N 0 (30} 0 (20} 05 o100 WIL08 T4 10 1415 2802 #OA+12 LER- BTN 12,8 0.5
18 0N 0 (30) o) o5 0112001 342+08 T4B 22 1T7+13  23+03 BAS+01 24337 137218
19 0 (3) 0 (=) 0 (20) 0 (5) 0132001 3WE+02 T4121.0 WT£12 22:02 TOI+188 237+10 128+00

Onde: [P] = concentracdo de proteing; [G] = concentracdo de ghicerol; [EF] = concentracio de extrato fenolice; [MMT] = concentragdo de montmorilonita; TR = tensdo de
ruptuta; MY = modulo de Young; PVA = permeabilidade ao vapor de agua.
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6.3.3 Efeito da concentracéo de proteina

O unico fator que afetou significativamente (p<0,05) a espessura dos filmes foi
a concentracdo de proteina (Tabela 6.4), demonstrado pelo aumento de 0,077 mm na
espessura ao ser duplicada a concentracdo proteica, comportamento também foi
observado por outros autores (SOBRAL 2000, KOKOSZKA et al., 2010a). No entanto,
a espessura final ndo € uma funcéo linear do conteddo de matéria seca da solucdo
filmogénica. A espessura final do filme depende principalmente da retracdo do filme
gquando o solvente evapora, da taxa de evaporacdo do solvente, que afeta a
organizacdo da rede proteica, e da desnaturacdo da proteina em funcdo da
temperatura de secagem (SOBRAL, 2000; KOKOSZKA et al., 2010a).

Concentracfes proteicas de 2% e 3% produziram filmes de espessura abaixo e
em torno de 0,1 mm, respectivamente, enquanto que concentracdes de 4%
produziram filmes de elevadas espessuras (0,19 mm). Valores semelhantes de
espessuras foram reportados por Adebiyi et al. (2008), Kokoszka et al. (2010b) e
Mundz et al. (2012) para filmes proteicos de farelo de arroz, isolado de soja e
concentrado proteico de soro de leite, respectivamente.

A concentracdo de proteina foi também o fator que mais afetou a solubilidade
dos filmes (Tabela 6.4), acarretando em uma diminuigdo de até 10% na solubilidade,
devido ao aumento da interacdo proteina-proteina, promovida pela presenca de
ligacoes dissulfeto intermoleculares (GOUNGA et al., 2007). No entanto, a solubilidade
dos filmes foi menor do que as obtidas de outras fontes como soro de leite (OZDEMIR
e FLOROS, 2008), isolado proteico de soja e de gelatina de bacalhau (DENAVI et al.,
2009).

A solubilidade direciona a aplicacdo do filme como revestimento em produtos
alimenticios. Em alguns casos, a sua total solubilizacdo em &gua pode ser benéfica,
como nos produtos semiprontos, destinados ao preparo sob cozimento (FAKHOURI et
al., 2007). Entretanto, para alimentos com elevado teor de agua, como a maioria dos
tecidos vegetais, flmes com elevada solubilidade ndo sdo indicados, além disso,
filmes com agentes antimicrobianos de fraca resisténcia a 4gua poderdo se dissolver,
causando a perda deste agente (OZDEMIR e FLOROS, 2008).
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Tabela 6.4 — Efeito das concentracbes de proleina, glicerol, fendis e argila montmorilonita nas propriedades dos filmes.

i Espessura (mm) Solubildade (%) Luminosdade (L')  Opacidads (%) TR (MPa) Elongagia (%) MY (MPa) @ gnﬁ.. —_
Efesio p-valor Efslc p-valor Efeitn p-vakor Efero pvaor Efedo P-valor Efgito p-valor Efeito P=vahor Efeito p-valgr

Media 123 00004 3206 00007 Ti83 =, 0001 1004 0,0001 414 0,000 1 20.36 <0, 0001 15137 0.DD01 12,87 00001
i1 0.O77  D.0D48 581 00083 -1482 0.0015 6,88 0.0028 .58 o212 287 0,0180 15,29 0.032¢ 5.18 0,0025
=] oLDie  DuDEet 270 D03Bd .29 0.0580 -1.35 D.0E29 =351 0.0008 28,15 0.0002 248,06 0.0001 T.98 D.DDt3
[EF] .00 0.B32a 1.58 D,1014 011 0.8825 =261 .08 0.e3 0.007E 648 C.0038 12782 D.DOOS 1828 0.0230
W] 0Dod 02347 0oz 0oeTFe 0,73 03311 0.74 AT =112 0.0055 B, 32 0,0024 -120.82 0.0008 049 0. 1eB4
[F] = [3] 0003 03786 142 01215 1,73 0.3328 0,74 0,7307 =0, 34 00545 11.00 00013 5,77 01800 320 0,082
[P] = [EF] 0,007 03287 .24 D515 .18 0.0848 -1,78 0.0381 -0.B7 oo 4 BB 0.0088 -18.64 0.0225 1.18 00489
[F] = [MaMAT] 0,000 1.0000 -1.08 D.1842 0,18 0.8080 0,38 04187 0.7 0.0135 -4 05 0.009E 30.008 0.00as &8 o.oveT
[3] x [EF] o002 07278 1.47 01858 041 0.5501 115 0.0E38 -1.20 0,0048 8.27 00041 14858 00004 2 051 0, 1ee2
[G] = [MMT] 0O00S 04714 251 0,0442 0.35 0.8044 .30 04002 0,0 oLei0e 575 00049 B4.05 00011 1.44 00308
[EF] = [MIMT] 0,018 01072 -2,72 _0,037% -1,38 0. 1420 1,07 0,0654 .48 0,0200 -0, 78 0,2008 -33,12 0.0873 -0,18 05380

Onde: [P]= concentraclo de proteina; [G] = concentraclo de glicerol; [EF] = concentracio de extrato fendlico; [MMT] = concentragio de montmarilonita; TR = tensio de
ruptuta; MY = modulo de Young; PVA = permeabilidade o vapor de dgua.
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As caracteristicas 6pticas dos filmes s&o importantes para aceitagdo pelos
consumidores, além de prevenir a oxidagdo induzida pela exposicdo a luz. Novamente
a concentracao proteica foi o fator que mais afetou as propriedades 6pticas dos filmes,
sendo o Unico fator que afetou a luminosidade (p<0,05). A luminosidade dos filmes
apresentou valores semelhantes aos encontrados por Guerrero et al. (2011) para
filmes de isolado proteico de soja, com uma tonalidade amarelada (b*+, Anexo 5) que
pode ser verificada na Figura 6.1. O incremento na concentracdo de proteina
promoveu um aumento na absor¢cdo de luz, reduzindo a passagem dela e a
guantidade transmitida, assim diminuindo a luminosidade e aumentando a opacidade

dos filmes.

Figura 6.1 — Filmes proteicos de farelo de arroz com formulacéo
correspondente aos ensaios 1 (2% de proteina + 20% de glicerol), 2 (4% de proteina +
20% de glicerol), 5 (2% de proteina + 20% de glicerol + 40 mg/g de extrato fendlico) e
9 (2% de proteina + 20% de glicerol + 10% de MMT).

O aumento na concentragdo de proteina nos filmes produziu efeitos positivos
(p<0,05) nas propriedades mecéanicas e na permeabilidade ao vapor de agua. As
proteinas sdo muito diferentes dependendo da origem, estrutura e a composicao de
aminoacidos. As interacBes proteina-proteina envolvidas na formacdo do filme

determinam o grau de reticulacdo e o carater hidrofilico/hidrofébico destes, estando
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também relacionadas com as propriedades fisico-quimicas, mecénicas e de barreira
(DENAVI et al., 2009). Além disso, a natureza hidrofilica/hidrofébica dos aminoacidos
presentes em filmes proteicos pode influenciar a liberagdo e retencdo de compostos

antimicrobianos incorporados.

6.3.4 Efeito da concentracdo de glicerol

O glicerol € um dos plastificantes de grau alimenticio mais utilizado na
elaboracdo de revestimentos comestiveis. Um plastificante € uma pequena molécula
de baixa volatilidade, que se soma aos materiais poliméricos, modificando a
organizacao tridimensional, diminuindo as forcas intermoleculares atrativas, e
aumentando o volume livre e mobilidade da cadeia polimérica. Em consequéncia o
plastificante altera as propriedades funcionais dos filmes, promovendo uma maior
extensibilidade e flexibilidade, diminuindo a coeséo, a elasticidade, as propriedades
mecanicas e a rigidez (KOKOSZKA et al., 2010a; ADEBIYI et al., 2008), prevenindo
as quebras durante a embalagem e o transporte (CAO et al., 2007). Neste caso, estas
modificacfes ficaram demonstradas, pois 0 aumento na concentracdo de glicerol
afetou a solubilidade, as propriedades mecéanicas e a PVA dos filmes (Tabela 6.4).

O efeito da adicdo de glicerol sobre a solubilidade de filmes elaborados com
proteina de farelo de arroz também foi verificada por Adebiyi et al. (2008), que
relataram que o aumento da concentracdo de glicerol poderia abrir a estrutura do
polimero e aumentar a permeabilidade & agua.

A adicdo de glicerol produziu um efeito negativo de 3,5 MPa na tenséo de
ruptura dos filmes, cuja interacdo com as proteinas promoveu um efeito positivo na
elongacdo dos filmes. Com relacdo a elasticidade, 0 aumento na concentracdo de
glicerol acarretou no enfraguecimento das ligacdes, diminuindo a elasticidade dos
filmes. O efeito do aumento da concentracdo de glicerol nas propriedades mecénicas
de filmes biodegradaveis também foi relatado por Cao et al. (2007), que verificaram
gque a tensao e a elasticidade diminuiam enquanto que a elongacdo aumentava. Um
grande numero de grupos hidroxila e grupos carboxila ao longo das moléculas de
proteinas podem ser responsaveis por numerosas pontes de hidrogénio entre as
cadeias moleculares. Essas extensivas interacbes contribuem para a resisténcia
mecéanica dos filmes. Porém uma maior concentragdo de glicerol pode perturbar a
ligagdo de hidrogénio entre as moléculas de proteina, enfraquecendo assim a

resisténcia mecanica dos filmes de proteinas (ADEBIYI et al., 2008).
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Com relacdo a PVA, esta deve ser a mais baixa possivel para evitar a
transferéncia de umidade entre o alimento e a atmosfera ao redor (DIAS et al., 2010).
A PVA dos filmes de farelo de arroz foi principalmente afetada pela concentracéo de
glicerol e de proteina (Tabela 6.4). O aumento na concentragdo desses componentes
promoveu um aumento na PVA dos filmes, e a interacdo entre estas duas variaveis
também provocou um aumento na taxa de permeacdo, como também foi observado
por Kokoszka et al. (2010a) para filmes proteicos a base de soja. Os menores valores
de PVA foram obtidos em baixas concentracdes de proteina e glicerol (Figura 6.2),
obtendo-se valores inferiores a 7,5 g.mm/d.m?KPa, inferiores aos encontrados por
Ozdemir e Floros (2008) para filmes de proteinas do soro de leite.
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PVA = 12,87 + 2,58°[P] + 3,59%[G] + 0,84 [EF] + 1,65%[P]x[G] +
0,58*[PIx[EF] + 0,72 *[GIx[MMT]

R=0,98;F/Frp.. =147

Figura 6.2 - Superficie de resposta relacionando a permeabilidade ao vapor de

agua com as concentracfes de glicerol e de proteina. Onde: [P] = concentragdo de proteina

(% mlv); [G] = concentracdo de glicerol (% m/Mpoeina); [EF] = concentracdo de extrato fendlico (mg/
Mproteina); [MMT] = concentracé@o de argila montmorilonita (% m/Mproteina); R = coeficiente de correlagdo do
modelo matematico; F = valor F do modelo matematico; Frisher = valor F de Fischer.

Um aumento na concentragdo de plastificante normalmente causa um aumento
na PVA de filmes devido a reorganizacdo da rede proteica e consequente aumento no
volume livre (DIAS et al.,, 2010; GOUNGA et al.,, 2007). Além disso, o glicerol
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apresenta uma acgéo favoravel a adsorcdo e absor¢cdo de moléculas de agua pelos
filmes (COUPLAND et al., 2000).

6.3.5 Efeito da adicdo de extrato fendlico

A adicdo de extrato fendlico na elaboracdo dos filmes afetou as propriedades
Opticas, mecanicas e de PVA (Tabela 6.4). A interacdo entre o EF e a concentracdo de
proteina também afetou a opacidade dos filmes (p<0,05). A opacidade €& um
importante elemento para controlar a incidéncia de luz em um alimento (CARNEIRO-
da-CUNHA et al., 2009), sendo um indicativo da quantidade de luz que passa através
de um material (LIMA et al., 2010), o que pode proteger contra processos oxidativos.
Os maiores valores de opacidade foram obtidos em menores concentracdes de EF e
maiores de proteina, obtendo-se um valor de opacidade de 27% (Figura 6.3).

|t 2920

a3

= W2

Op =19,94 + 3,49%[P] - 1,25 [EF] — 0,88" [P]x[EF]
R=0,92; F/Friy. = 8,9

Figura 6.3 - Superficie de resposta relacionando a opacidade dos filmes com as
concentracdes de proteina e extrato fendlico. Onde: [P] = concentracéo de proteina (% miv); [G]

= concentragdo de glicerol (% m/Mproeina); [EF] = concentracdo de extrato fendlico (Mg/ Myroteina); [MMT] =
concentragdo de argila montmorilonita (% m/Mpeina); R = coeficiente de correlagdo do modelo
matematico; F = valor F do modelo matematico; Frisher = Valor F de Fischer.
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A adicdo de EF produziu um efeito positivo na tensdo de ruptura e um efeito
negativo na elongacgéo dos filmes, sendo o fator que mais contribuiu para o aumento
da elasticidade dos filmes (Tabela 6.4). Através da Figura 6.4, pode-se notar que a
elasticidade dos filmes foi maior para maiores concentracdes de EF e menores de
glicerol, obtendo-se valores superiores a 600 MPa, valores bem superiores aos
encontrados para filmes de isolado proteico de soja e de gelatina, cuja valores
maximos foram em torno de 160 MPa (GUERRERO et al., 2011).

MY = 151,37 + 7,65*[P] — 124,03* [G] + 63,96 *[EF] — 60,31* [MMT] — 9,32 [P]x[EF]
+15,03* [PIx[MMT] — 74,79* [GIX[EF] = 42,03* [GIX[MMT] -16,56*[EFJx[MMT]

R=10,94; FfrFFisI\er: 2,2

Figura 6.4 - Superficie de resposta relacionando o médulo de Young com as

concentracdes de glicerol e de extrato fendlico. Onde: [P] = concentragéo de proteina (% m/v);

[G] = concentracdo de glicerol (% m/Mproteina); [EF] = concentrac@o de extrato fendlico (Mg/ Mproteina);
[MMT] = concentrag¢d@o de argila montmorilonita (% m/mpreeina); R = coeficiente de correlacdo do modelo

matematico; F = valor F do modelo matematico; Frisher = Valor F de Fischer.

Os compostos fendlicos oriundos da fermentacdo do farelo de arroz possuem
atividade antioxidante e antimicrobiana (SOUZA et al., 2010b; OLIVEIRA et al.,
2007b). Porém a inclusdo de um aditivo também pode modificar as propriedades de
filmes e coberturas comestiveis, devido as mudancas fisicas induzidas na estrutura do
filme promovendo alteracdes nas interagBes polimero-polimero (EMBUSCADO e
HUBER, 2009), interagindo em mais de um local na proteina e induzindo a formacéao

de ligacBes cruzadas entre proteinas (NUTHONG et al., 2009).
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Essas intera¢des séo influenciadas pelo tipo de composto fendlico, no caso do
extrato fendlico de farelo de arroz fermentado h4 uma mistura de compostos com
diferentes niveis de associagdo. Sendo que o acido ferdlico, um dos principais
compostos fendlicos do farelo de arroz, pode reagir com os aminoaciodos da proteina
como demonstrado por Ou et al. (2005), que ao adicionarem &cido ferulico em filmes
de isolado protéico de soja, relataram um aumento na forca de tenséo dos filmes.

Nas formula¢Bes estudadas a adicao de extrato fendlico também promoveu um
acréscimo significativo (p<0,05) na PVA dos filmes (Tabela 6.4). Os compostos
fendlicos sdo o maior grupo de substancias responsaveis pela atividade anti-
microbiana da maioria dos extratos vegetais, pois promovem alteracdes nas
membranas celulares bacterianas, retardando o crescimento e a multiplicacdo
(GUERRERO et al., 2011; SIVAROOBAN et al., 2008). Além do efeito antimicrobiano,
0s compostos fendlicos de vegetais possuem elevada capacidade antioxidante,
principalmente devido as propriedades redox, que incluem removedores de radicais
livres, doando hidrogénio e oxigénio singleto (MAYACHIEW e DEVAHASTIN, 2010).
Portanto, a utilizacdo destes compostos na formulacdo de revestimentos comestiveis
pode ser interessante para aplicagdo como peliculas em produtos vegetais
minimamente processados (fresh-cut), que possuem uma taxa metabdlica mais
acelerada devido as reacfes de degradacéo induzidas pelo corte, e a exposicao de

seus tecidos.

6.3.6 Efeito da adicdo de MMT

A MMT é um tipo de argila que vem sendo utilizada ultimamente na elaboracao
de filmes comestiveis visando a melhoria em suas propriedades mecéanicas (CHEN et
al.,, 2006; ZHENG et al., 2002). Neste estudo a utilizacdo de argila MMT néo
apresentou melhorias significativas nas propriedades dos filmes. A adicdo de MMT aos
filmes afetou negativamente (p<0,05) as propriedades mecénicas (Tabela 6.4), sendo
gque maiores valores de TR (8,6 MPa) foram obtidos sem a adicdo de MMT e menores
concentracoes glicerol (Figura 6.5).

A adicdo de MMT néao afetou (p<0,05) as outras propriedades, somente suas
interacbes, com o glicerol aumentou a solubilidade e a PVA dos filmes, enquanto que
a interacdo com o EF diminuiu a solubilidade dos filmes. Quando as camadas de argila
sédo uniformemente distribuidas em uma matriz polimérica continua, resulta em uma
estrutura esfoliada. A esfoliagcdo completa pelas técnicas convencionais € muito dificil,

devido a grande dimensédo lateral das camadas, da alta viscosidade intrinseca do
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polimero e da forte tendéncia dos tactdides de argila em se aglomerar (ZHU e WOOL,
2006; RAY e BOUSMINA, 2005).

TR = 414 + 028*[P] — 1,75%[G] = 0A7*[EF] — 0,56*[MMT] —
0,44%[PI[EF] = 0,26 * [PIX[MMT] — 0,60* [GIX[EF] + 0,24* [EF]x[MMT]

R=0091; FffFFisI1er: 21

Figura 6.5 - Superficie de resposta relacionando a tensdo de ruptura com as

concentracdes de argila montmorilonita e glicerol. Onde: [P] = concentragdo de proteina (%

m/v); [G] = concentrag&@o de glicerol (% m/Mproteina); [EF] = concentracéo de extrato fendlico (mg/ Mproteina);
[MMT] = concentrag¢d@o de argila montmorilonita (% m/mproeina); R = coeficiente de correlacdo do modelo

matematico; F = valor F do modelo matematico; Frisher = Valor F de Fischer.

6.3.7 Microscopia eletrénica de v arredura (MEV)

A observacao microscépica da superficie dos filmes fornece informacdes sobre
a integridade, continuidade e também sobre a organizacdo estrutural da matriz
polimérica filmogénica. Estas caracteristicas podem ajudar a explicar a funcionalidade
dos filmes quanto a sua resisténcia fisica e as propriedades de barreira a permeacéo
de 4gua e gases (SOUZA et al., 2010a; FAKFOURI, 2002). A superficie dos filmes
elaborados apenas com proteinas de farelo de arroz em baixa concentracdo de
glicerol ndo apresentaram caracteristicas estruturais visivelmente diferentes dos filmes
adicionados de extrato fendlico (Figuras 6.6a e 6.6c), onde pequenos orificios foram
observados na superficie, possivelmente em decorréncia de bolhas de ar.
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Figura 6.6 — Microscopia eletrénica de varredura das superficies (a,c,e,g) e da
secao transversal (b,d,f,h) de filmes proteicos de farelo de arroz elaboradas a partir

das formulacdes referentes aos ensaios 1, 5, 9 e 17.

Algumas irregularidades também foram observadas nas superficies dos filmes,
gue podem estar relacionadas com a presenca de mais de uma macromolécula na
matriz polimérica. O CPFA apresentava cerca de 25% de polissacarideos em sua
composicao (Tabela 6.2), o que poderia influenciar na homogeneidade dos filmes.
Efeito semelhante foi relatado por Dias et al. (2010) em filmes de farinha de arroz.

Um pequeno aumento na porosidade dos filmes adicionados de EF (Figura
6.6d) em relacdo aos filmes sem EF (Figura 6.6b) pode ser observada, o que
contribuiu para o aumento na PVA dos filmes (Tabela 6.4). Comportamento
semelhante foi relatado por Arcan et al. (2011) para filmes de zeina adicionados de
acidos ferulico e gélico.
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A adicdo de MMT aos filmes em concentragbes de 5 %m/v pareceu corrigir
algumas imperfei¢cdes (Figuras 6.6g e 6.6h), diminuindo a porosidade e formando uma
superficie mais densa (Figura 6.6f), porém concentragfes de 10 %m/v provocaram
excessos de rachaduras nas superficies dos filmes (Figura 6.6e) o que corrobora 0s
efeitos negativos produzidos na tensdo de ruptura, elongacao e elasticidade dos filmes
(Tabela 6.4). A adicdo de MMT aos filmes provoca uma diminuicéo da sensibilidade a
agua, que pode ser atribuida a uma mudanca na estrutura da rede proteica na
presenca das particulas de MMT (DIEGUEZ, 2010; TUNC et al., 2007), favorecendo a

perda de agua durante a secagem, causando fissuras na superficie dos filmes.

6.3.8 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

A analise estrutural dos filmes foi realizada por espectroscopia de absorcdo na
regido do infravermelho para avaliar as interagbes entre os componentes da
formulacdo (AKHTAR et al.,, 2012). Os filmes apresentaram uma ampla banda de
absorcdo em torno de 3280 cm™ (Figura 6.7), esta absorcdo é caracteristica dos
compostos que contem agua, pois correspondem ao estiramento das ligacdes —OH e
absorgéo da banda amida A das proteinas (MORAES et al., 2007). Os picos em 2950
e 2850 cm™ correspondem aos estiramentos C-H (das ligagcbes CH, assimétrica e
simétrica, respectivamente). Todas as proteinas de origem vegetal apresentam uma
absorcdo similar na faixa de 1630-1660 cm™, 1510-1540 cm™, e 1310-1235 cm™,
correspondentes as bandas amida I, 1l e Ill, respectivamente (MATHEW e ABRAHAM,
2008; GORINSTEIN et al., 2005).

Os espectros de absorcéo dos filmes de diferentes formulag@es apresentaram
regides de absorcdo semelhantes, diferindo apenas na intensidade de absorcdo das
bandas. Filmes adicionados com EF (Figura 6.7) apresentaram maiores absor¢cées em
todo o espectro quando comparados com filmes sem EF, indicando uma maior
interacdo dos compostos contidos no extrato fendlico com as proteinas do CPFA,
possivelmente decorrente da presenca de hidroxilas que promovem o aumento do
namero de pontes de hidrogénio na matriz proteica. Bandas de absorcdo em 1600 e
1520 cm™ também podem ser atribuidas a vibracées das ligacdes C=C tipicas de
sistemas aroméaticos. Uma forte contribuicdo da deformacé&o -OH pode ser encontrada
na regido de 1410-1260 cm™. Vibracdes fortes de valéncia entre 1150 e 1040 cm™

sobrepem a impress&o aromatica de bandas em 1225-950 cm™. Vibragfes simétricas



109

de deformag&o CH; ocorrem na regisio de 1190-1370 cm™ (EDELMANN et al., 2001).
Essas bandas coincidiram com as bandas apresentadas pelo CPFA.

Ao contrério, a adicdo de MMT aos filmes diminuiu a absor¢do dos picos ao
longo de toda faixa do espetro (Figura 6.7), principalmente na regido em torno de 3400
cm™ e entre 1700 e 1500 cm™, regides caracteristicas de absor¢éo dos grupos —NH
dos aminoéacidos e das bandas amida | e Il das proteinas, indicando a interacdo da
MMT com esses grupamentos proteicos, resultando na reducdo da vibracdo desses

grupos funcionais das proteinas.
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Figura 6.7 — FTIR de filmes proteicos de farelo de arroz elaboradas a partir das
formulagbes referentes aos ensaios 1(proteina 2 %m/v + glicerol 20% m/myq), 5
(proteina 2 %m/v + glicerol 20 %m/my. + extrato fendlico 40 mg/gpr), 9 (proteina 2
%m/v + glicerol 20 %m/my + argila MMT 10 %m/g,.) € 17 (proteina 3 %m/v + glicerol

30 %m/myo + extrato fenolico 20 mg/gyr: + argila MMT 5 %m/Qpror).

Os espectros na regido do infravermelho sdo comumente congestionados pela
contribuicdo de varios modos vibracionais entre 3000 e 3700 cm™ e abaixo de 1700
cm™. O glicerol e a MMT n&o puderam ser identificados, pois seus modos vibracionais

estdo sobrepostos pelas varias bandas provenientes da proteina e dos compostos
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fendlicos. No caso da MMT, esta apresenta bandas de absor¢do caracteristicas em
3600 cm™ (estiramento OH da molécula de &gua), 1110 — 993 cm™ (estiramento da
ligacdo Si-0), 914-842 cm™ (deformacdo O-H ligados ao cétion) (KATTI e KATTI,
2003; MADEJOVA 2003).

Os filmes proteicos de farelo de arroz apresentaram caracteristicas que podem
se adequar a aplicacéo tanto para elaboracdo de embalagens biodegradaveis, como
para elaboracao de peliculas protetoras, onde o uso de revestimentos comestiveis tem
sido estudado como uma boa alternativa para preservacao de frutas e vegetais inteiros
ou minimamente processados, uma vez que esses revestimentos podem criar
barreiras semipermedveis para gases e vapor de agua, mantendo a qualidade do
produto, além de serem potenciais portadores de aditivos para ajudar a preservar, ou
até mesmo melhorar a qualidade do produto (EMBUSCADO e HUBER, 2009; OMS-
OLIU et al., 2008).

6.4 CONCLUSAO

Os filmes proteicos de farelo de arroz apresentaram melhores propriedades em
menores concentragdes de proteina e glicerol, adicionados de extrato fendlico sem a
presenca de argila montmorilonita. A concentragdo de proteina foi o Unico fator que
afetou a espessura dos filmes, além disso, foi o principal fator que afetou a
solubilidade, a luminosidade e a opacidade dos filmes. As propriedades mecénicas
dos filmes foram afetadas principalmente pela concentracdo de glicerol. A adi¢cdo de
extrato fenodlico aos filmes afetou a opacidade, TR, %E, MY e a PVA. A adicdo de
MMT afetou negativamente as propriedades mecéanicas dos filmes. Os filmes proteicos
de farelo de arroz sem MTT (ensaios 1, 2, 5 e 6) apresentaram caracteristicas
satisfatérias para aplicacdo na elaboracdo de embalagens biodegradaveis e peliculas

protetoras para frutas e vegetais in natura ou minimamente processados.



111

CAPITULO 7

FILMES E COBERTURAS COMESTIVEIS APLICADAS EM BATATA S
MINIMAMENTE PROCESSADAS (Solanum tuberosum L.)

Neste capitulo foram estudadas as propriedades de filmes e coberturas
comestiveis elaborados com proteinas extraidas de farelo de arroz e galactomananas
extraidas de semente de Caesalpinia pulcherrima, variando a relagédo
proteina:galactomanana e as concentra¢des de glicerol e surfactante Tween 80 sobre
os coeficientes de espalhamento, adesdo e coeséo de solugbes de cobertura na
superficie de batatas minimamente processadas. Diferentes solu¢des foram utilizadas
na elaboracao de filmes e coberturas comestiveis.
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7.1 INTRODUCAO

Os filmes e coberturas comestiveis vém recebendo uma consideravel atencéo
nos ultimos anos devido as suas vantagens em relacdo aos filmes sintéticos. A
principal vantagem destes filmes é que estes podem ser consumidos com 0s produtos
(SOUZA et al., 2010b). Em relagdo a nomenclatura, a maioria dos pesquisadores usa
os termos “filme” e “cobertura” indiscriminadamente. No entanto, a cobertura € uma
fina camada de material aplicado e formado diretamente na superficie do produto,
enguanto que o filme é pré-formado separadamente e aplicado posteriormente sobre o
produto (FAKHOURI et al., 2007).

A maior aplicacdo de filmes e coberturas comestiveis vem sendo em produtos
horticolas, como frutas e vegetais, inteiros ou minimamente processados onde s&o
utilizados com o objetivo de melhorar ou substituir algumas das caracteristicas da
epiderme natural (FILHO, 2000). A utilizacdo desses revestimentos cria uma atmosfera
modificada em torno do produto, semelhante a que se obtém em condicbes de
armazenagem controlada ou atmosfera modificada (CERQUEIRA et al.,, 2010). No
caso da aplicagdo em batatas minimamente processadas, a utilizagdo de
revestimentos comestiveis pode reduzir a perda de umidade, restringir o ingresso de
oxigénio, diminuir a taxa respiratoria, retardar a producédo de etileno, conter a saida de
compostos volateis, além de carrear aditivos que retardam a descoloragdo, o
escurecimento e o crescimento microbiolégico (MORETTI et al., 2007).

Uma estratégia promissora para melhorar as propriedades de filmes e
coberturas € 0 emprego de mistura de polimeros, as chamadas blendas (FERREIRA
et al., 2009; JIA et al., 2009). Véarios compostos, tais como proteinas, polissacarideos e
lipidios vém sendo combinados na elaboracéo de filmes e coberturas comestiveis. No
caso de misturas entre proteinas e polissacarideos, estes compostos possuem a
habilidade de estabelecer interagdes poliméricas, criando assim uma matriz continua
determinante das propriedades funcionais destes revestimentos (MUNOZ et al., 2012;
YOO e KROCHTA, 2011).

A utlizacdo de filmes proteicos oferece potencial para o emprego de
coprodutos e residuos gerados durante o beneficiamento de cereais. O arroz (Oryza
sativa) um cereal de importancia nutricional e comercial destacada, apresenta como
resultado de seu beneficiamento o farelo integral com elevado contetdo de proteina e
lipidio (AVILA et al., 2008; AMATO e ELIAS, 2005).

As galactomananas sdo polissacarideos que estdo presentes no endosperma

de varias plantas (CERQUEIRA et al, 2011la), apresentando como principal
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caracteristica a capacidade de formar solugbes muito viscosas em baixas
concentracdes, necessitando somente de agua na sua preparacdo (CERQUEIRA et
al., 2011b).

Os revestimentos podem transportar ingredientes ativos tais como agentes de
antiescurecimento, corantes, sabores, nutrientes, especiarias e compostos
antimicrobianos que podem estender a vida util de produtos alimenticios por reduzir
também o risco de crescimento de patdégenos nas superficies de alimentos (ROJAS-
GRAU et al., 2009). Neste contexto, os compostos fenolicos oriundos da fermentacao
do farelo de arroz que possuem atividade antioxidante e antimicrobiana (SOUZA et al.,
2010b; OLIVEIRA et al., 2007b) sdo portanto, interessantes para aplicacdo na
elaboracgéo de revestimentos comestiveis.

Uma adequada formulacdo do revestimento € essencial para a manutencéo e a
durabilidade de produtos alimenticios (SOUZA et al., 2010a), requerendo a mistura
proporcional de ingredientes com funcdes distintas que podem ser avaliadas pela
determinacdo da molhabilidade, juntamente com o estudo das propriedades
superficiais. A eficiéncia do revestimento comestivel utilizado depende principalmente
do controle da molhabilidade das solu¢cbes de revestimento, o que pode ser obtido
através do coeficiente de espalhamento. As formulagfes de revestimentos comestiveis
devem molhar e espalhar-se uniformemente sobre a superficie do produto, e apos
secagem, formar uma pelicula com adequada ades&o, coesdo e durabilidade
(RIBEIRO et al., 2007; LIN e ZHAO 2007; CHOI et al., 2002). O objetivo deste trabalho
foi avaliar as propriedades de filmes e coberturas elaboradas a partir de misturas de
proteinas de farelo de arroz com galactomananas de Caesalpinia pulcherima

adicionados de extrato fenodlico de farelo de arroz fermentado.

7.2 MATERIAL E METODOS
7.2.1 Obtencéo do concentrado proteico de farelo de arroz

O concentrado proteico utilizado na elaboracdo dos filmes foi obtido de farelo
de arroz integral. Amostras de farelo de arroz (granulometria de 32 mesh) foram
desengorduradas com éter de petréleo (3 vezes na proporcdo 1:7 m/v) sob agitacdo
orbital de 100 rpm durante 1h. ApGs evaporagdo do excesso de éter de petréleo, o
farelo de arroz desengordurado foi submetido a extracdo proteica em meio alcalino,
sendo o pH do meio ajustado a 11,5 com uma solu¢édo de NaOH 0,1M, na proporcéo

1:10 m/v, durante 30 min, a 25°C e com agitacdo de 200 rpm. Apos centrifugagéo
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(15200 g, 30 min, 10 °C), o sobrenadante foi recolhido e o residuo foi submetido a uma
nova extracdo. O sobrenadante das duas extracdes foram reunidos e a proteina
precipitada pelo ajuste do pH da solucéo a 4,5 com uma solu¢do de HCI 0,1N. Apos
repouso da solucéo a 4 °C overnight, a proteina foi separada por centrifugacédo (15200
g, 30 min, 10 °C) e lavada com agua destilada para remocao dos sais. O concentrado
proteico umido foi seco em estufa com circulacédo de ar a 45 °C durante 24h, moido e
armazenado a -18°C. A composicdo centesimal dos concentrados foi determinada
segundo metodologia da AOAC (2000) para umidade, proteinas, lipideos, cinzas e

fibras. O conteddo dos carboidratos estimados por diferenca.

7.2.2 Obtengédo das galactomananas de sementes de  Caesalpinia pulcherima

As galactomananas foram obtidas de sementes de C. Pulcherrima de acordo
com a metodologia descrita por Cerqueira et al. (2009). As sementes foram trituradas
em um blender e seu endosperma foi removido manualmente. Este foi suspenso em
etanol a 70 °C por 15 min. Apos remoc¢do do etanol, adicionou-se agua destilada na
proporcao 1:10 (endosperma:agua), deixando a mistura em repouso por 24 h, sendo a
suspenséo triturada em blender por 5 min, filtrada e centrifugada a 3800 g por 20 min
a 20 °C. Ao sobrenadante foi adicionado etanol na relacéo 1:2, e as galactomananas

precipitadas foram liofilizadas.

7.2.3 Elaboracao e caracterizacdo das solugdes der  evestimento na superficie de

batatas

Foram preparadas solu¢des com uma concentracao final de 2% (m/v) a partir
de misturas de proteinas e galactomananas. Foi utilizado glicerol como agente
plastificante e Tween 80 como agente surfactante. Um planejamento experimental
fatorial 2° foi usado para avaliar o efeito da proporcdo proteina:galactomanana (3:1 —
1:3), da concentracéo de glicerol (20 — 100 %m/mggjiqes) € de Tween 80 (0,01 - 0,1%),
sobre as propriedades molhantes das solucbes de revestimentos comestiveis em
batatas minimamente processadas. A Tabela 7.1 apresenta os niveis estudados.

A mistura foi submetida a agitacdo e aquecimento a 80 °C durante 30 min. A
solucdo foi resfriada e aplicada sobre a superficie de batatas. As batatas foram
descascadas, fatiadas, imersas em agua destilada, e secas sob corrente de ar

comprimido durante 1 min, antes da aplicacdo das solugdes.
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Tabela 7.1 - Valores reais e codificados dos fatores estudados.

Niveis
Fator 1 0 1
Proporc¢éo P:G 31 1:1 1:3
Glicerol (% m/Mggjigos) 20 60 100
Tween (% m/v) 0,01 0,05 0,1

Onde: P:G proteina:galactomanana.

7.2.4 Propriedades molhantes

A tensdo superficial critica da superficie da batata foi determinada pela
extrapolacdo do grafico de Zisman (ZISMAN, 1964) de acordo com a Equacéo 7.1,
utilizando bromoftaleno, formamida e tolueno, como solugbes padrdo. A tenséo
superficial e o angulo de contato formado entre a solugdo e a superficie da batata
foram determinados utilizando um medidor de angulo de contato OCA 20, usando o
método da gota pendente e gota séssil, respectivamente (RIBEIRO et al., 2007). A
molhabilidade foi estudada pela determinacdo dos valores de coeficiente de
espalhamento (Ws) e dos trabalhos de adeséo (W,) e coesao (Wc), calculados a partir
dos valores de tensédo superficial e angulo de contato (LIMA et al., 2010; RIBEIRO et
al., 2010), conforme as equacdes 7.2, 7.3 e 7.4. Gréficos de Pareto foram utilizados

para avaliar a influéncia dos fatores estudado nos coeficientes de Ws, Wa e Wc.

1+ cosH y yP 5

L ,Vs L / Equacao 7.1
Ws =Wa - Wc Equacéo 7.2
Wa =y (1 + cos 6) Equacédo 7.3
Wc = 2yy Equacéo 7.4

7.2.5 Elaboracgéao dos filmes

A partir da solugédo que apresentou as melhores propriedades molhantes foram

elaborados filmes comestiveis. Foram avaliadas as propriedades de filmes (obtidos por
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técnica de casting em estufa com circulagdo de ar por 24 h a 30 °C) dos seguintes
tratamentos:

- TT1: 75% proteina e 25% galactomanana;

- TT2: 75% proteina e 25% galactomanana + extrato fendlico (0,1 mg/mL);

- TT3: 100% proteina;

- TT4: 100% proteina + extrato fendlico (0,1 mg/mL).

7.2.6 Obtencédo do extrato fendlico de farelo de arr 0z fermentado

O extrato fendlico foi obtido a partir da fermentacdo em estado sélido do farelo
de arroz integral com o fungo Rhizopus oryzae (CCT 1217) em 96 h, segundo método
proposto por Schmidt e Furlong (2012). A extracdo dos compostos fendlicos do farelo
de arroz fermentado foi realizada utilizando metanol (SOUZA et al. 2010b). O extrato
fendlico obtido foi liofilizado e quantificado espectrofotometricamente a 750 nm com

reagente de Folin-Ciocalteau utilizando uma curva padrédo de acido ferdlico.

7.2.7 Propriedades dos filmes
7.2.7.1 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada utilizando um micrdémetro digital (Insize
IP54, Brasil) com sensibilidade de 0,001 mm. Foram tomadas dez medidas para cada

filme.

7.2.7.2 Solubilidade

Amostras circulares dos filmes de 2 cm de didmetro foram secas em estufa a
105 °C até peso constante, sendo posteriormente imersas em 50 mL de &gua
destilada e submetidas a agitacao orbital (70 rpm) a temperatura ambiente por 24 h.
Apbs este periodo, as amostras foram filtradas em papel filtro (Watmann n° 4) e secas
até peso constante a 105 °C, sendo determinada a massa de matéria seca insoltvel

em agua. A solubilidade foi determinada em triplicata.

7.2.7.3 Propriedades Opticas

Os parametros de luminosidade (L*) e a opacidade (Op) foram determinados
utilizando um colorimetro Minolta (modelo Chroma Meter CR400, Jap&o). A opacidade

foi calculada como sendo a relacdo entre a opacidade do filme sobreposto a um
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padréo preto e a um padrédo branco, conforme proposto por Carvalho e Grosso (2006),

segundo a Equagédo 7.5. Sendo realizadas seis determinac¢des para cada filme.

Op(%) = FITF”;"“’ x100 Equacdo 7.5

Branco

Onde: Op = opacidade; Py = Valor da coordenada Y no padréo preto; Ppanco = Valor

da coordenada Y no padrao branco.

7.2.7.4 Propriedades Mecéanicas

A tenséo de ruptura (TR) e a porcentagem de elongacao (%E) dos filmes foram
estimadas a partir das curvas de forca-deformacdo determinadas utilizando uma
méaquina de teste Instron (Modelo 4500, Instron Corporation, USA), operando de
acordo com o método padréo da ASTM (2001). Os filmes foram recortados formando
corpos de prova de 80 mm de comprimento e 25 mm de largura. Foram realizadas 8

determinacgdes para cada tipo de filme.

7.2.7.5 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes foi determinada
gravimetricamente baseada no método ASTM E96-92 (ASTM, 2002). Os filmes foram
selados no topo de uma célula de permeacédo contendo agua destilada (100% UR,
pressdo de vapor de 2337 Pa a 20 °C), colocados em um dessecador contendo silica
(0% UR, presséao de vapor de 0 Pa a 20 °C). As células foram pesadas em intervalos
de 2 h durante 10 h. Um mini-ventildador (tipo coller) foi usado dentro do dessecador
para manter a circulacdo de ar constante, assumindo um estado estacionario e
uniforme para as condicbes pressao da agua. A taxa de permeabilidade (TVA) dos
filmes foi determinada pelo coeficiente angular da curva ganho de massa de agua
versus tempo (r>0,99). A partir do levantamento da taxa, foi calculada a

permeabilidade segundo a Equacéo 7.6:

PVA=TVA* (ij Equacio 7.6
AP

Onde PVA = permeabilidade ao vapor de agua; TVA = taxa permeabilidade; x =

espessura; AP = diferenca de presséo parcial de vapor.
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7.2.7.6 Permeabilidade ao Oxigénio e ao Diéxido de Carbono

A permeabilidade aos gases O, e CO, foi determinada baseada na ASTM D
3985-02 (2002), seguindo metodologia proposta por Cerqueira et al. (2009). Um filme
foi colocado entre as duas camaras do médulo de medigéo gasosa (Figura 7.1), sendo
gque cada camara possui dois canais, na camara inferior passa uma corrente de O, ou
CO; (J & W Scientific, ADM 2000, USA) com caudal controlado de modo a manter a
pressdo constante nesse compartimento. No outro compartimento passa uma corrente
constante de nitrogénio para arraste de O, ou CO, permeado. Como 0 oxigénio
permeado é continuamente arrastado pelo N,, assume-se que a presséao parcial de
oxigénio na camara superior é nula, entdo Ap é igual a 1 atmosfera. Os caudais de
entrada dos dois compartimentos foram ligados a um mandmetro para garantir que
nao existam diferencas de pressao entre os dois compartimentos. Para determinar a
concentracdo dos gases, a cada 10 min eram removidos 1 mL de amostra e injetada
em um cromatografo gasoso (Chrompack 9001, Middelburg, Holanda). Como padrdo

foi utilizado uma mistura de gases contendo 10% de CO,, 20% de O, e 70% de N..

Figura 7.1 — Mddulo de permeacéao gasosa (RIBEIRO, 2005).

7.2.7.7 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia no Infravermelho
(FTIR)

A morfologia da superficie dos filmes foi examinada usando microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) (Nova NanoSEM 200, Holanda). As amostras foram
montadas em base de aluminio usando fita adesiva de carbono e revestida por
pulverizagéo catddica com ouro (cerca de 10 nm de espessura) antes das analises. O
espectro no infravermelho dos filmes foi determinado usando a Transformada de
Fourier no infravermelho (Perkin-Elmer 16 PC spectrometer, USA), utilizando a técnica
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de refletancia total atenuada (ATR) e analise do espectro na faixa entre 600 e 4000

cm™ usando 16 scans.

7.2.8 Aplicacao dos revestimentos em batatas minima  mente processadas

As batatas (Solanum tuberosum L.) submetidas ao processamento minimo
foram da variedade Monalisa, obtidas do comércio local da cidade do Rio Grande,
Brasil. O processamento minimo seguiu as etapas propostas por Moretti et al. (2007).
As batatas foram imersas em agua gelada (4 °C) para reducdo do seu metabolismo
por cerca de 15 min, descascadas, fatiadas (3x3x1 cm), lavadas com agua destilada,
imersas por 10 min em uma solucéo de agua clorada contendo 100 mg/L de cloro livre,
lavadas e imersas em agua destilada por mais 5 min. As batatas ficaram escorrendo
sobre peneira em ambiente refrigerado (4 °C) por cerca de 30 min e em seguida foram
imersas nas solucdes correspondentes aos tratamentos TT1 a TT4 (Figura 7.2) por 1
min. Foram escorridas sob refrigera¢do por cerca de 15 min e imersas novamente na
solucdo filmogénica por mais 1 min e escorridas por mais 30 min. Apdés, foram
embaladas em bandejas de poliestireno recobertas com filme plastico. Como controle
foram utilizadas batatas minimamente processadas sem imersdao nas solucdes

filmogénicas.

Figura 7.2 — Imerséo das batatas nas solu¢des filmogénicas.

7.2.8.1 Analises Fisicas e Fisico-quimicas

Foram determinados a perda de massa, firmeza, cor, pH, acidez titulavel e
sélidos solUveis das amostras de batatas. A perda de massa foi obtida relacionando a
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diferenca entre o peso inicial e final da amostra em cada tempo de armazenamento. A
firmeza foi medida utilizando um texturémetro (TA.XT plus, Stable Micro Systems,
Inglaterra), usando um probe tipo Knife blade (HDP/BS, Aluminium & Delrin) com
velocidade de teste de 2,0 mm/s, sendo os resultados expressos em Newton(N). A cor
foi avaliada utilizando um colorimetro Minolta (modelo Chroma Meter CR400, Brasil)
para deteccdo dos parametros L*, a* e b*.

O pH, acidez e solidos soluveis foram determinados utilizando uma suspenséao
de 20 g de amostra em 100 mL de agua destilada, medindo o pH em um pH-metro
(Lutron, modelo pH-206, Taiwan), acidez titulavel com uma solucdo de NaOH 0,1M
com resultados expressos em porcentagem de acido citrico, e o teor de solidos
soluveis foi determinado utilizando um refratdmetro de bancada (tipo Abbé) (AOAC,
2000).

7.2.8.2 Analises Microbiologicas

Foram avaliados o crescimento de micro-organismos psicotréficos e bolores e
leveduras segundo procedimento da APHA (2001). Sendo 25 gramas de amostras
homogeneizadas em 225 ml de agua salina peptonada (10™), seguindo diluicbes
decimais subsequentes em tubos contendo 9 ml do mesmo diluente para a obtencédo
das concentracdes de 10? a 10°. Foram transferidos 0,1 mL de cada diluicio para
placas contendo agar Plate Count (PCA, Acumedia, EUA), espalhados com auxilio de
uma alca de Drigalski, sendo as placas incubadas invertidas durante 10 dias a 7°C
para determinacgéo do contedido de micro-organismos psicotroficos.

Para enumeracdo de bolores e leveduras, foi utilizado o plagueamento em
superficie de 0,1 ml das diluicdes 10, 10% e 10°, em meio de cultura 4gar Batata
Dextrose (PDA, Himedia, India), acidificado com &cido tartdrico 10%. As placas
inoculadas foram incubadas a 25 °C por 5 dias. Os resultados foram expressos em
UFC/g.

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.3.1 Propriedades molhantes

Foi obtido um concentrado proteico de farelo de arroz com teores de proteina
de 71,7+45,3%, 0,5+0,3% de lipideos, 2,9+0,3% cinzas e 24,9+4,7% de carboidratos,

em base seca. Enquanto que, segundo Cergueira et al. (2007), as galactomananas de
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C. pulcherrima apresentam manose e galactose como 0s maiores polissacarideos
presentes no material extraido, apresentando uma relacdo M:G (manose:galactose) de
cerca de 2,9. Em geral, as galactomananas com maiores valores relativos de
galactose sdo mais soluveis em H,O, mas tém menor capacidade para formar gel,
enquanto que galactomananas com maior teor de manose possuem tendéncia a
interagir com polissacarideos gelificantes.

O método de Zisman € aplicavel para superficies de baixa energia, menores
que 100 mN/m, tornando necessaria a determinacédo da tensdo superficial da batata
para garantir aplicabilidade deste método (RIBEIRO et al., 2007; ZISMAN, 1964). A
tensdo superficial de um liquido pode ser separada de acordo com suas interacdes
entre moléculas, que podem ser polares e dispersivas (RABEL, 1971 e KAELBLE,
1970). Com os valores dos angulos de contatos obtidos pelos liquidos selecionados
sobre a superficie das batatas e com os valores de tensdo superficial dos liquidos
apresentados na Tabela 7.2, foi possivel transformar os dados experimentais,
obtendo-se a variavel independente e a varidvel dependente da equagéo de Zisman

(Equagéo 1). A Figura 7.3 apresenta o ajuste dos dados experimentais.

Tabela 7.2 - Tensdo superficial dos liquidos testados e suas componentes e

valor do angulo de contato desses liquidos na superficie de batata (T = 20 °C).

d batata
Composto " e v 6 d p
(mN/m)® (mN/m)®> (mN/m)®  (graus)® oo Yoo
(mN/m)”  (mN/m)
Bromoftaleno 44.4 44,0 0,0 64,1 +8,2
Formamida 56,9 23,5 33,4 76,5+7,3 23,8 4.8
Tolueno 28,5 27,2 1,3 20,9+2,6

# dados obtidos de Ribeiro et al. (2007).

P deste trabalho.
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Tolueno

Bromoftaleno

Formamida

(1+cos §)*y1/(2*y1%10,5)

31 T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

@Phi°)r0,5

Figura 7.3 - Ajuste dos dados experimentais a um modelo linear de acordo com
a Equacéo 1 (y = 2,2006x + 4,8732; R* = 0,9338).

Os valores da tensado superficial polar e dispersiva da batata foram de 4,84
mN/m e 23,75 mN/m, respectivamente. Sendo a soma destas duas componentes 0
valor da tensdo superficial da batata, que foi de 28,6 mN/m. O valor permite concluir
que se trata de uma superficie de baixa energia, que interage com liquidos
primariamente por forcas de dispersdo. A estimativa da tensdo superficial critica da
superficie da batata (cos 6 = 1) a partir da extrapolacdo do grafico de Zisman da

regressao linear da tenséo superficial (Figura 7.4) resultou num valor de 24,7 mN/m.

1,2+
1,0+
0,8 1

0,6

cos 0

0,4 1

0,2 1

0,0 T T T T . T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

tensdo superficial Y (mN/m)

Figura 7.4 - Grafico de Zisman da regresséo linear da tenséo superficial (y = -
0,0235x + 1,5805; R2 = 0,9291).
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A Tabela 7.3 apresenta os valores de tensdo superficial, angulo de contato,
coeficientes de espalhamento, adeséo e coesdo das solucdes testadas na superficie
de batatas minimamente processadas. A elaboragdo de solucbes para revestimentos
visando a sua capacidade em se espalhar de forma adequada sobre a superficie a ser
aplicada deve considerar trés parametros: a molhabilidade, a adeséo e a coesédo. A
molhabilidade ou coeficiente de espalhamento é uma das propriedades mais
importantes quando se pretende avaliar a capacidade de uma solugdo em cobrir uma
determinada superficie (LIMA et al., 2010). Quanto mais perto de zero o valor de Ws,

melhor sera coberta a superficie.

Tabela 7.3 - Valores de tensdo superficial (y.), angulo de contato (6),
coeficientes de espalhamento (Ws), adesdo (Wa) e coesdo (Wc) das solucbes de

revestimento.

Ensaio  P:G (%Efw]/v) (()/(Er?w]/v) v (mN/m) — © (graus) (mvlilllsm) (mvl\\ll?m) (mvlilllcm)
1 1(31) -1(20) -1(00l) 321%24 1045%58 -401%3,1 241+31 642%48
2 1(13) -1(20) -1(001) 309+15 107.7+50 -403+25 21,5425 61,8+3,0
3 1(31) 1(100) -1(001) 332422 721+89 -231+49 432449 663+45
4 1(13) 1(100) -1(001) 27.5%2,6 103,0+49 -337+23 213+23 550%52
5  -1(31) -1(20) 1(01) 27.4%28 612+89 -143+38 405+38 548%55
6 1(13) -1(20) 1(01) 258433 103148 -317+21 200%21 51,7467
7 1(31) 1(100) 1(01) 238435 849+126 -21,7+51 259451 47.6+7,0
8§  1(1:3) 1(100) 1(01) 27.4+1,6 1026+68 -333+32 21,5432 548+32
9 0(1:1) 0(60) 0(005) 31,9409 829+49 -280+27 359427 639+19
10 0(1:1) 0(60) 0(005) 312+13 777+51 -245+27 37.8+27 623427
11 0(1:]) 0(60) 0(005) 292+10 783+51 -232+26 351426 583+2,0

Resultados expressos como média + desvio padrdo de 15 determinacdes. Onde: P:G = proporgdo
proteina:galactomanana; [G] = concentracdo de glicerol; [S] = concentracdo de surfactante; y. = tenséo
superficial da solugdo; © = angulo de contato entre a solucao e a superficie da batata; Ws = coeficiente de

espalhamento; Wa = coeficiente de adeséo e Wc = coeficiente de coesao.

As solugdes filmogénicas apresentaram valores de tenséo superficial entre 23,8
e 33,2 mN/m e valores de angulos de contato sobre a superficie de batatas entre 61,2
e 107,7 graus (Tabela 7.3). Foram obtidos valores de coeficiente de espalhamento
entre -40,3 e -14,3 mN/m, adeséo entre 20 e 43,2 mN/m e coeséo entre 47,6 e 66,3
mN/m. A propor¢do proteina:galactomanana foi o fator que mais influenciou (p<0,05)
no coeficiente de espalhamento de batatas (Figura 7.5a), indicando que maiores

concentracdes de proteina em relacdo a galactomanana favorecem o espalhamento
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das solugcbes sobre a superficie das batatas. O aumento na concentracdo de
surfactante também beneficiou (p<0,05) o espalhamento das solug¢des, enquanto a
interacdo deste fator com a concentragdo de glicerol apresentou um efeito negativo
(p<0,05) sobre esta propriedade.

A proporcdo proteina:galactomanana também foi o fator que mais afetou
(p<0,05) a adesao das solucBes na superficie das batatas (Figura 7.5b), sendo que um
aumento na concentracdo de galactomanana na solucdo reduziu a adesédo das
solucBes. Como no espalhamento, um aumento simultdneo da concentracdo de
glicerol e de surfactante também reduziu a adesdo. A adesdo de solucbes
filmogénicas € um parametro importante nos processos de casting e de coberturas,
sendo que uma baixa forca de adeséo resulta em um incompleto revestimento sobre a
superficie ou em uma fraca performace de cobertura (HAN e GENNADIOS, 2005).

A concentracao de surfactante foi o Unico fator que afetou (p<0,05) a coesao
das solucdes (Figura 7.5c). A adicdo de surfactante reduz a tensdo superficial das
solugbes, diminuindo a coesdo e aumentando o espalhamento das solugdes.
Enquanto que concentracdo de glicerol ndo apresentou um efeito significativo (p<0,05)
nas propriedades molhantes na faixa em estudo.

Maiores proporcdes de proteina em relagdo a galactomanana promoveram
uma maior adesdo da solucdo. As galactomananas de C. pulcherrima possuem
elevada viscosidade intrinseca (LIMA et al., 2010), o que contribui para a redu¢do nos
valores de Wa. Além disso, a solu¢do de galactomananas possui valores de cargas
préximos da neutralidade, potencial zeta préximo de zero em uma ampla faixa de pH
(CERQUEIRA, 2010), enquanto as proteinas do CPFA possuem valores de potencial
zeta negativos, entorno de -33 mV em pH entorno de 10. Indicando que uma solucao
mais hidrofilica interage mais com a superficie das batatas que é constituida por
cadeias hemicelulésicas hidrofilicas. Lima et al. (2010) também obtiveram melhores
valores de Ws para mistura de colageno e galactomanana na propor¢cédo de 3:1, em
superficies de macas e mangas.

Como pode ser visto na Figura 7.5, o glicerol ndo afetou as propriedades
molhantes das solu¢cBes filmogénicas sobre a superficie de batatas na faixa de
concentracdo estudada, provavelmente devido ao glicerol ser uma substéncia polar, e
a superficie da batata apresentar uma menor interacdo com as substancias polares.
Enquanto que a adicdo de Tween 80 diminuiu as forcas de coesdo, aumentando o

coeficiente de espalhamento. Este dado € bastante importante uma vez que, enquanto



as forcas adesivas promovem o espalhamento do

forgas coesivas promovem a sua contragao.

Figura 7.5.
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liquido sobre a superficie solida, as

Gréfico de Pareto mostrando o efeito da proporcao

proteina:galactomanana (P:G), das concentragcfes de glicerol ([G]) e Tween [S] nos

coeficientes de espalhamento (a), adeséo (b) e coeséo (c).
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As melhores propriedades foram verificadas na solugdo elaborada com uma
maior propor¢cdo P:G, menor concentracdo de glicerol e maior concentracdo de
surfactante (ensaio 5), apresentando valores de -14,3 mN/m, 40,5 mN/m e 54,8 mN/m,
respectivamente para Ws, Wa e Wc. Esses valores foram melhores que os obtidos por
Casariego et al. (2008) que aplicaram solucdes de quitosana em tomate e cenoura, e
que Ramirez et al. (2012) usando solucbes de carboximetilcelulose em macas, cujos
valores de Ws eram inferiores a — 20 mN/m, indicando que a adi¢cdo de uma solucdo

proteica na mistura filmogénica pode melhorar o espalhamento das solugdes.

7.3.2 Propriedades dos filmes

A melhor solucdo em termos de molhabilidade (ensaio 5) foi utilizada para
elaboracéo de filmes, onde foram analisadas as propriedades de solubilidade, Opticas,
mecanicas, de permeabilidade e estruturais. Também foi aplicada como cobertura em
batatas minimamente processadas, sendo monitorados os indicativos de maturacdo e
avaliagdo microbioldgica. O ensaio 5 foi comparado com mais 3 formulagfes, uma
adicionada de extrato fendlico, uma elaborada somente com proteina e outra com
proteina mais extrato fendlico. As tabelas 7.4 e 7.5 apresentam o0s valores de
espessura, solubilidade, luminosidade, opacidade, tensdo de ruptura, elongacéo e as
permeabilidades ao vapor de agua, dioxido de carbono e oxigénio.

Os filmes ndo apresentaram diferenca (p<0,05) na espessura, na solubilidade,
luminosidade e opacidade, embora seja observada uma tendéncia a uma maior
solubilidade nos filmes elaborados com galactomananas. Com relacdo as
propriedades mecéanicas ficou claro o aumento na resisténcia dos filmes de blendas de
proteina e galactomananas, enquanto que as blendas adicionadas de extrato fenélico
apresentaram maior elongacao do que os filmes de proteinas com extrato fendlico.

A permeabilidade aos gases seguiu ordem decrescente, para oxigénio, didxido
de carbono e vapor de agua, sendo que as menores moléculas apresentaram maior
permeabilidade. As blendas apresentaram menor permeabilidade ao vapor de agua e
ao O,, enquanto nenhuma diferenca (p<0,05) foi observada na permeabilidade ao CO,
para os diferentes filmes. A adicdo de extrato fendlico aos filmes pareceu aumentar a
permeabilidade destes gases.

A PVA é um fenbmeno que implica na solubilidade e na difusdo das moléculas
de agua através de uma matriz filmogénica (OSES et al., 2009). Os valores de PVA

obtidos para as blendas de proteina de farelo de arroz e galactomanas foram menores
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gue as de blendas constituidas de glicomananos, quitosana e isolado de soja,
elaboradas por Jia et al. (2009).

O O, é essencial para as reagfes de oxidacdo, que causam mudangas no
odor, cor, flavor e deterioracdo de nutrientes dos alimentos. Filmes com boas barreiras
ao oxigénio podem ajudar a melhorar a qualidade e a vida util dos alimentos. Enquanto
que o CO, € muito importante no processo de respiracdo dos tecidos vegetais, sendo
que elevado teor de CO, pode adiar o amadurecimento dos vegetais (CERQUEIRA et
al., 2009). A natureza apolar das moléculas de O, e CO, ndo permite a interacdo com
0s inumeros grupos polares presentes nas proteinas e galactomananas, aumentando
a permeabilidade destas moléculas através dos filmes. Valores muito menores de
permeabilidade a estes gases foram obtidos por Lima et al. (2010) para blendas de

galactomanas e colageno.

Tabela 7.4 - Valores de espessura, solubilidade, luminosidade, opacidade,

tenséo de ruptura e elongacéao.

Filmes Espessura Solubilidade Luminosidade Opacidade Tensé&o Elongagéo
(mm) (%) (L) (%) (MPa) (%)

TT1 0,104 +0,006* 44,6+8,0* 785+5.8" 155+0,9° 8,02+151* 11,9+39%
TT2 0,107 £0,002* 41,5+10,6° 72,9+0,4° 148+0,2*° 7,10+2,11° 13,0 +5,9°
TT3 0,104 +0,008* 351+38% 721+24% 16,3+3,5* 2,16 +0,50" 10,3 +5,7%
TT4 0,102 +0,008* 29,6 +3,0* 72,1+39% 12,7+0,9* 1,77+0,39° 6,9+1,2°

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tukey. Onde: TT1= proteina + galactomanana; TT2 =
proteina + galactomanana + extrato fendlico; TT3 = solucéo proteica; TT4 = proteina + extrato fendlico.

Tabela 7.5 - Valores de permeabilidades ao vapor de agua, oxigénio de diéxido

de carbono.
Filmes PVA 2 10 Peoz 2 10 Poz 2 10
(g*m/Pa*s*m“)x10™" (g*m/Pa*s*m)x10 (g*m/Pa*s*m?) x10°
TT1 0,24 +0,01° 3,19 + 0,50° 25,32 +0,94°
TT2 0,27 + 0,01ab 3,67 + 0,82 32,39 +2,99°
TT3 0,26 + 0,04ab 3,50 + 0,69? 31,87 +3,41°
TT4 0,31 + 0,022 3,78 +0,24% 31,50 +3,72°

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tukey. Onde: TT1= proteina + galactomanana; TT2 = proteina +
galactomanana + extrato fendlico; TT3 = solucdo proteica; TT4 = proteina + extrato fenodlico; PVA =
permeabilidade ao vapor de agua; Pcoz = permeabilidade ao diéxido de carbono; Po, = permeabilidade ao
oxigénio.
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Através da andlise de microscopia dos filmes foi observada a diferenga
estrutural na superficie dos filmes elaborados a partir de misturas de proteina com
galactomanana (Figura 7.6).

Figura 7.6 — Microscopia eletrénica de varredura das superficies (a,c,e,g) e da
secao transversal (b,d,f,h) de filmes proteicos de farelo de arroz elaboradas a partir

das formulacdes referentes aos tratamentos TT1, TT2, TT3 e TT4.
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Os filmes elaborados com galactomanana apresentaram uma superficie mais
heterogénea (Figuras 7.6a e 7.6b), com particulas granulares, quando comparados
com os filmes somente de proteina (Figuras 7.6e e 7.6g). Comportamento semelhante
foi observado por outros autores (MUNOZ et al., 2012; FERREIRA et al., 2009; OSES
et al., 2009). Osés et al. (2009) relataram que proteinas e polissacarideos em solugcdes
aquosas podem ser compativeis ou incompativeis. A incompatibilidade ocorre quando
existe repulsdo entre o0s biopolimeros (como exemplo quando ambos sédo
negativamente carregados). Neste caso, as interacdes entre o0 solvente e o
biopolimero sédo favorecidas, desfavorecendo as interacBes entre os biopolimeros,
formando um sistema de duas fases, com cada fase sendo rica em um dos
biopolimeros. Em outro estudo, Mufioz et al. (2012) verificaram que mucilagem de
Salvia hispanica e concentrado proteico de soro de leite possuiam carga negativa no
pH usado (pH 10), sendo que a carga livre de cada componente poderia promover
uma incompatibilidade eletrostética entre estes. No entanto, a presenca de sitios de
cargas positivas na proteina poderia induzir a formacdo de agregados antes da
formacgé&o do filme.

A adicdo de extrato fendlico as blendas pareceu deixar esses filmes um pouco
mais homogéneos (Figuras 7.6¢c e 7.6d), enquanto que a adi¢cdo de extrato fendlico
aos filmes somente de proteina promoveu o desenvolvimento de algumas fissuras
microscopicas, 0 que acarretou em perda nas propriedades mecéanicas (Tabela 7.4).

Na Figura 7.7 pode ser observado o espectro no infravermelho dos diferentes
filmes elaborados. Quando compostos sdo misturados, interagdes fisicas e quimicas
sdo indicadas pelas mudancas nos picos caracteristicos dos espectros (XU et al.,
2005). Nota-se que a adi¢cdo de galactomananas aos filmes reduziu a absorcdo das
vibracbes em toda faixa do espectro na regido do infravermelho, indicando que ha
ocorréncia de fortes interacfes entre as proteinas e os polissacarideos, principalmente
na faixa entre 1750 e 1250 cm™, onde ocorrem as bandas de absorcdo amida I, Il e Il
das proteinas (MATHEW e ABRAHAM, 2008; GORINSTEIN et al., 2005) e as bandas
de absorcdo das deformacgdes angulares das ligacdes C-H de carbonos primarios e
secundarios e deformacdes angulares e axiais da ligacdo C-OH das galactomananas

(SOUZA, 2009), indicando uma forte interacédo entre esses grupamentos.



D.15—-
0.10—.
0.05—‘
D,UO—‘

0,25

T T T T T T
0,20;
0.15:
0.10:-
0.05-
O‘DD;
v T v T v T v T ™ T v T v

(b)

Absorbance

(c)

0.0 A

(d)

W avenumber(cm

4000 3500 3000 2500 2000 1500
1y

1000

500

130

Figura 7.7 — FTIR dos filmes elaboradas a partir das formulacdes referentes

aos tratamentos TT1 (@), TT2 (b), TT3 (c) e TT4 (d).
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Cerqueira (2010) analisou as galactomananas de C. purcherrima por FTIR e
encontrou picos em 815 e 872 cm-1, mencionando a presenca de configuragdes
anoméricas (conformagdes a e B) e ligag6es glicosidicas atribuidas a unidades de a-
D-galactopiranose e B-D-manopiranose, respectivamente. As bandas de absorcao
entre 1198 e 983 cm™ resultavam da vibracdo das ligacdes C-O e C-O-H (das ligacdes
glicosidicas); um pico ao redor 1152 cm™ correspondia ao modo de vibragdo C-O do
anel pirose; uma ampla faixa de absorcao entre 2800-3000 e 3100-3500 atribuidas as
vibracbes C-H e O-H, respectivamente.

A adicdo de extrato fendlico aos filmes quase ndo alterou o espectro de
absorcdo, produziu apenas um pequeno aumento na intensidade de absorcdo dos
picos (Figura 7.7b e 7.7d), devido & inclusdo de diversos grupos funcionais dos
compostos presentes no extrato. Os espectros na regido do infravermelho sédo
comumente mal resolvidos pela contribuicdo de varios modos vibracionais, dificultando
uma andlise mais especifica dos mesmos, especialmente em misturas de Varios

componentes utilizados na elaboragéo dos filmes.

7.3.3 Avaliacdo dos revestimentos em batatas minima  mente processadas

As solugdes filmogénicas usadas na elaboracdo dos filmes foram aplicadas
como coberturas em batatas minimamente processadas pela técnica de imerséo,
sendo monitorados seus indicativos de qualidade. A Tabela 7.6 apresenta os valores
de sdlidos soluveis, pH e acidez das batatas ao longo de 8 dias apds o processamento
e aplicacdo das coberturas, armazenadas em geladeira a 4+1 °C.

Foi observado um pequeno aumento nos valores de solidos soltveis ao fim de
8 dias de armazenamento em todas as amostras, no entanto nos tratamentos controle,
TT3 e TT4, este aumento nao foi significativo (p>0,05). Esse aumento no contetdo de
sélidos soluveis pode ser devido a perda de agua durante o armazenamento, com
conseqguente concentracdo dos soélidos sollveis.

O comportamento dos teores de sélidos sollveis totais no produto também esta
relacionado aos estresses mecanicos associados ao processamento minimo,
provocando aumento na atividade metabdlica dos tubérculos, o que contribui para a
degradacdo de componentes estruturais. Paralelamente, ocorre a conversao do amido
em acucares pelo armazenamento em torno de 5°C (PINELI et al., 2005). Quando os
tubérculos de batata sdo expostos a baixas temperaturas, verificam-se aumentos na

atividade de algumas enzimas envolvidas na degradacdo do amido, bem como
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aumentos na atividade de enzimas envolvidas na sintese da sacarose (GOMES,

2008).

processadas revestidas com diferentes coberturas e armazenadas a 4+1 °C.

Tabela 7.6 — Solidos soluveis totais, pH e acidez de batatas minimamente

Dia 0 1 2 4 6 8

sS 3,8+0,3° 3,8+0,3° 3,8+0,3° 4,2+0,3° 4,2+0,3° 43+0,3°

C pH 6,2+0,2° 6,1+0,2° 6,2+0,1° 6,1+0,1° 6,2+0,1° 6,2+0,1°
acidez 0,12+0,01°  0,12+0,01° 0,12 +0,01° 0,15 + 0,01° 0,16 + 0,01° 0,16 + 0,01°

ss 3,8+0,3" 3,7+0,3° 3,5+0,1 4,5+0,1° 43+0,3% 4,8+0,3°

TT1  pH 6,8+0,2° 6,3t0,1° 6,1+0,1° 6,1£0,1% 6,1+0,1° 6,410,1°
acidez 0,12 +0,01° 0,12 +0,01° 0,10 +0,01° 0,12 +0,01° 0,15 +0,01° 0,16 +0,01°

ss 3,8+0,3% 3,3+0,3° 3,3+0,3° 4,2+0,3" 4,3+0,3% 4,7+0,3°

T2 pH 6,7+0,1° 6,4+0,1° 6,2£0,1° 6,2£0,1° 6,301 6,2+0,1
acidez 0,12+0,01*  0,124+0,01°  0,12+0,01° 0,14+0,01* 0,14+0,01® 0,16 +0,01°

ss 3,8+0,3% 3,2+0,6° 3,5+0,5% 4,5+0,5%® 4,2+0,3% 4,7+0,3°

T3 pH 6,7+0,1° 6,3+0,1° 6,5%0,1° 6,3+0,1° 6,2+0,1° 6,3+0,1°
acidez 0,12+0,02 0,13+0,01°  0,11+0,01° 0,12+0,01° 0,15+0,01°° 0,16 +0,01*

ss 3,8+0,3" 3,7+0,3% 3,3+0,3° 43+0,3" 4,2 +0,3* 4,7+0,3°

TT4  pH 6,5%0,3° 6,410,1% 6,2+0,2% 6,3+0,1% 6,1£0,1° 6,410,1%
acidez 0,12+0,01 0,12+0,01°  0,09+0,01° 0,14+0,01®  0,16+0,01° 0,13+0,01®

Resultados expressos como média + desvio padrao. Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tukey. Onde: C = amostra controle; TT1= proteina +
galactomanana; TT2 = proteina + galactomanana + extrato fenodlico; TT3 = solucédo proteica; TT4 =
proteina + extrato fendlico; SS = teor de sdlidos sollveis totais em %; acidez expressa em % de acido

citrico.

Comportamento contrario foi verificado por Pineli et al. (2005), onde batatas
‘Agata’ minimamente processadas e armazenadas em diferentes atmosferas
modificadas reduziram o teor de sdlidos soliveis ao longo do tempo de
armazenamento. Neste caso, acUcares foram consumidos nos processos respiratorio
e fermentativo, com producdo de CO, e agua, e acidos organicos, respectivamente,
sendo que, tais processos contribuem para a reducéo dos soélidos sollveis totais com
0 tempo, cujos valores estdo associados a diferenca entre liberacdo e degradacéo de
acucares.

Quanto ao pH, as amostras tratadas com coberturas apresentaram maior valor
de pH no dia 0, pois as suspensofes filmogénicas possuiam um pH mais elevado. O

controle ndo mostrou variagdes no pH, enquanto as demais amostras apresentaram
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variagdes, mas que na maioria dos casos nao foram significativas (p<0,05) até o final
do armazenamento.

A acidez das amostras apresentou um pequeno aumento durante o
armazenamento, chegando a 0,16%. Rocha et al. (2003) avaliaram o efeito da
embalagem a vacuo em batatas ‘Desirée’ minimamente processadas e também
observaram um aumento na acidez titulavel apds sete dias de armazenamento. Em
geral, as amostras tratadas com coberturas apresentaram pouca diferenca tanto no
teor de sélidos soluveis, no pH e na acidez das amostras ao longo do armazenamento.
Os valores obtidos para amostra controle no experimento estdo em concordancia com
a literatura (FERNANDES et al., 2009; PINELI et al., 2005).

A Tabela 7.7 apresenta os valores das coordenadas de cromaticidade L*, a* e
b* e do indice de escurecimento para as amostras de batatas minimamente
processadas tratadas com diferentes coberturas. Os parametros L* e b* praticamente
ndo se alteraram durante o armazenamento das amostras, somente o TT4 apresentou
um aumento (p<0,05) ao final do armazenamento. O parametro L* indica a
luminosidade das amostras que varia de 0 (preto) a 100 (branco), enquanto o
parametro b* indica a variagdo de cor entre azul (-) e amarelo (+). Os valores de L*
oscilaram de 62,9 a 59,9. Estes valores sdo comparaveis aos observados por outros
pesquisadores para batatas minimamente processadas (ENDO et al., 2006). Os
valores medios obtidos para a coordenada b* variaram de 22,51 a 18,3, situando-se na
faixa positiva e tendendo a coloracdo amarela, caracteristica da batata (ENDO et al.
2006). O parametro a*, que indica a variagcdo de cor entre verde (-a) e vermelho (+),
apresentou uma elevacdo em seus valores para todas as amostras ao longo do tempo
de armazenamento, indicando uma alteracdo na tonalidade das amostras. Segundo
Fontes et al. (2008), valores de croma a* préximos do eixo central, onde todas as

cores se misturam, proporcionam uma coloracao levemente marrom.
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Tabela 7.7 - Valores de L*, *a, b* e indice de escurecimento das amostras de
batatas minimamente processadas utilizando diferentes coberturas e armazenadas a
4+1 °C.

Parametros Tempo Controle TT1 TT2 113 TT4
0 59,0+2,4° 62,713 61,3+3,0° 62,4+12° 605+1,8°
1 61,3+1,77 59,6+3,7° 628+0,9" 60,5+24° 609+1,1°
L 2 61,7+3,6° 630+2,7° 597+1,7° 623+2,0° 62,5%+22,
4 61,8+2,9° 629+1,7° 605+3,3" 61,5+1,00 61,4+4,3°
6 62,5+2,1° 595+2,3" 590+4,2° 595+2,3 60,9+1,3°
8 59,7+3,1° 59,7+3,4" 600+20 60,0+4,4 60,6+32°
0 2,1+0,2° -2,4+02° -25%+03° -2,7+03° -2,3%02°
1 2,0£02°  -1,6+06™ -2,2+03° -1,5+0,4> -1,4+0,3"
- 2 -1,7+0,5*  -2,040,6° -1,3+04° -1,8%03° -2,1+0,4%
4 -1,3+0,5°  -1,5+04° -1,1+0,3° -1,3+02" -16+0,5%
6 -1,1+0,6° -05+0,4 -03%05 -09+04° -09+04"
8 0,1%0,6° 0,1%0,6° -0,2 +0,4° -0,2+0,7° 0,3%0,3°
0 22,7+2,0° 223+25"° 216+1,7° 223+0,9° 21,6+1,0°
1 18,7+0,9° 20,1+1,3" 21,9+14° 21,7+18 21,4+0,8°
b 2 18,3+1,0° 21,3+1,6® 21,0+1,9° 206+0,7 21,4+0,9°
4 20,1403 22,6+1,9"° 21,7+05 21,2+15 22,8+13%
6 22,4+0,5 22,0+1,7° 22,8+02° 21,6+20° 22,2+0,8°
8 21,5+1,6"° 243+35 230+1,6° 229+22° 253+29°
0 404+54® 395+6,2° 391+6,7"° 39,4+32° 398+3,1"
1 32,7+2,4° 382+76° 388%27° 41,1+47"° 40,0+2,4°
. 2 32,0+3,5° 37,2+1,8 403+6,0° 364+23" 37,7+34°
4 36,3+3,3°  41,1+49° 41,6+3,1" 393+40" 435+56
6 41,6+2,4° 438+50° 47,0+4,8 426+59° 427+31"

8 433+3,1° 53,6+10,3" 46,4+24" 46,028  52,1+5,0°
Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna

indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tukey. Onde: TT1= proteina + galactomanana; TT2 =
proteina + galactomanana + extrato fendlico; TT3 = solugédo proteica; TT4 = proteina + extrato fendlico; IE

= indice de escurecimento.

As amostras tratadas com coberturas foram as que apresentaram um maior
indice de escurecimento, alcangando valores acima de 50% para os tratamentos TT1
e TT4. O menor indice de escurecimento (IE) para as amostras sem coberturas se
deve ao fato que as batatas minimamente processadas apresentam um rapido
ressecamento de sua superficie, tornando-se esbranquigadas (Figura 7.8) devido ao
ressecamento de resquicios celulares que permanecem na superficie do tecido
(MORETTI, 2007), afetando a correta deteccdo do indice de escurecimento. Os

tratamentos com coberturas pareceram reduzir este ressecamento, porém nao foram
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efetivos para reduzir o escurecimento das amostras (Figura 7.9), causado por
processos oxidativos. Um aumento no IE também foi observado por Pineli et al. (2005)
para batatas minimamente processadas e armazenadas sob diferentes atmosferas
modificadas. Segundo Endo et al. (2006), o escurecimento observado através da
mudanca de coloracdo de amarelo-esverdeado para amarelo-avermelhado pode estar
relacionado a producdo de melaninas, que sdo pigmentos insollveis resultantes de
reacBes ndo enzimaticas provocadas pelas o-quinonas, os produtos intermediarios do

escurecimento enzimatico.

Figura 7.8 — Ressecamento em batata minimamente processada.
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Figura 7.9 — Amostras de batatas minimamente processadas no dia do

processamento (dia 0) e no oitavo dia de armazenamento. Onde: TT1= proteina +

galactomanana; TT2 = proteina + galactomanana + extrato fendlico; TT3 = solugdo proteica; TT4 =
proteina + extrato fendlico.

A Figura 7.10 apresenta o percentual de perda de massa das amostras
tratadas com as coberturas e armazenadas durante 10 dias a 4 °C. Pode ser
observado que a batata minimamente processada apresenta uma elevada perda de
massa, chegando a perder cerca de 40% de sua massa em 10 dias de
armazenamento. Até o sexto dia de armazenamento as amostras praticamente nao
apresentaram diferenca entre si. As amostras tratadas somente com coberturas
proteicas (TT3 e TT4) foram as que perderam mais massa.
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Figura 7.10 — Perda de massa das amostras de batatas minimamente

processadas tratadas com diferentes coberturas e armazenadas a 4+1 °C. Onde: TT1=

proteina + galactomanana; TT2 = proteina + galactomanana + extrato fendlico; TT3 = solugdo proteica;

TT4 = proteina + extrato fendlico

A reducédo de umidade em frutas e hortalicas, associada a outras alteracdes
metabdlicas, leva o produto ao murchamento, tornando-o inaceitavel ao consumo. As
perdas econdmicas devido a perda de peso também podem ser elevadas, fato que
demonstra a importdncia da embalagem, cujos materiais devem ter uma
permeabilidade adequada ao oxigénio e ao vapor de &gua, para diminuir a taxa
respiratoria e minimizar a perda de peso e a desidratacdo superficial. Neste caso, as
coberturas testadas ndo foram capazes de minimizar a perda de agua das batatas
minimamente processadas. Como observado na Tabela 7.5, os filmes obtidos destes
tratamentos apresentaram propriedades de barreira relativamente moderadas, néo
sendo suficientes para retardar a respiracdo elevada das batatas e consequentemente
a perda de agua.

A Tabela 7.8 apresenta os resultados de firmeza das amostras de batatas
minimamente processadas tratadas com as coberturas. Houve uma reducdo na
firmeza em todos os tratamentos ao final do tempo de armazenamento, porém
somente no controle e no tratamento TT1, foi observada uma reducdo significativa
(p<0,05). No dia do inicio dos experimentos, as amostras apresentam diferentes

valores de firmeza, uma heterogeneidade normal em tecidos vegetais, e ao final de 8
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dias de armazenamento, as amostras apresentaram valores de firmeza similares, ao
redor de 65 N.

Tabela 7.8 - Firmeza (N) das amostras de batatas minimamente processadas

tratadas com coberturas e armazenadas durante 8 dias a 4+1 °C.

Dia Controle TT1 TT2 TT3 TT4
0 936+11,7% 848+128% 732+93* 709+60° 75555
1 87,3+10,5° 91,1+81, 743+92® 898+10,3* 78,6+39°
2 776117 737+58" 776+26° 742+73" 681+50°
4 71,2+42° 725+87™ 66,7+85% 746+71" 655+131°
6 63,+3,0° 674+73° 638+44* 673+79" 645+34°
8 62,3+35" 648+59° 652+79° 644+30° 686+45°

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tukey. Onde: TT1= proteina + galactomanana; TT2 = proteina +

galactomanana + extrato fendlico; TT3 = solucéo proteica; TT4 = proteina + extrato fendlico.

O processamento minimo de hortalicas causa varias alteracdes fisicas, com
reducdo da firmeza do produto processado, durante o armazenamento. O corte e 0
descasque ativam os mecanismos de defesa culminando na deposicdo de lignina e
suberina nas paredes das células danificadas, possivelmente seguido da divisdo
celular sob o tecido suberizado para recomposicéo da periderme (PINELI et al., 2006;
PINELI et al., 2005). A desidratacdo e a deposicdo de lignina e suberina podem
também afetar as perdas de firmeza em batatas minimamente processadas.

A Tabela 7.9 apresenta os resultados da determinagdo de micro-organismos
psicotroficos nas amostras dos experimentos ao longo de 9 dias de armazenamento a
4 °C. Neste estudo, os micro-organismos avaliados foram escolhidos com base na sua
importancia para a batata minimamente processada, com a contagem de psicrotroficos
e dos fungos representando os micro-organismos deteriorantes (ENDO et al., 2008).

As amostras tratadas com coberturas proteicas foram as que apresentaram
menor crescimento microbiano ao final do tempo de processamento. O tratamento
onde a cobertura com galactomanana foi adicionada teve a maior taxa de crescimento
de microrganismos, ao fim dos 9 dias de armazenamento. A adicdo de extrato fendlico

as solucdes néo inibiu o crescimento microbiano.
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Tabela 7.9 — Contagem de micro-organismos psicotroficos das amostras de
batatas minimamente processadas utilizando diferentes coberturas ao longo de 9 dias

de armazenamento a 4+1 °C.

dias Controle TT1 TT2 TT3 TT4
0 nd nd nd nd nd
3 nd nd nd nd nd
6 nd 55x10° 6,4x10° 0,2x10° 1,1x10°
9 2,2x10° 1,26x10° 2,0x10° 0,4x10° 7,7x10°

Onde: TT1= proteina + galactomanana; TT2 = proteina + galactomanana + extrato fendlico; TT3

= solucdo proteica; TT4 = proteina + extrato fendlico. nd = ndo detectada a presenca.

As amostras tratadas com coberturas apresentaram crescimento microbiano a
partir do sexto dia de armazenamento. Pineli et al. (2005) relataram que batatas
minimamente processadas armazenadas a 5° C, sob vacuo parcial, apresentaram
superficie enrugada, embalagem encharcada e leve odor desagradavel a partir do
sexto dia, relacionados a processos fermentativos indesejaveis, comprometendo a
aceitacéo do produto.

Ndo foi detectada a ocorréncia de bolores e leveduras até 9 dias de
armazenamento. Segundo Moretti (2007), a microbiota de produtos frescos
minimamente processados geralmente consiste de espécies de bactérias das familias
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae, enquanto que fungos s&8o menos
frequentes.

As amostras apresentaram valores de pH acima de 6, considerados elevados e
favoraveis ao crescimento dos microrganismos, uma vez que o pH é um dos fatores
determinantes para a estabilidade microbioldgica dos alimentos. De acordo com
Soares et al. (2006), ndo existe padrdao microbiolégico na legislacdo vigente para
microrganismos deteriorantes em vegetais minimamente processados. No entanto, o
consumo de produtos com contagens de psicotréficos acima de 10° é considerada
perigosa, pois este valor apresenta maior probabilidade do desenvolvimento de micro-
organismos patogénicos (VITTI, 2007).

Os diferentes filmes elaborados apresentaram propriedades muito
semelhantes, com excecdo da tensdo de ruptura dos filmes com galactomananas que
foi bem superior aos filmes somente com proteina. N&o foi possivel observar uma

relacdo das propriedades dos filmes produzidos pela técnica de casting com as
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coberturas aplicadas nas batatas. Principalmente, por que nem sempre o melhor filme
serd a melhor cobertura e vice-versa, pois muitos fatores estdo envolvidos quando se
aplicam as peliculas em tecidos vegetais, tais como, a respiracdo e a maturacao
(FAKHOURI et al., 2007). A adeséo das solucdes filmogénicas sobre as superficies
pode ocorrer por diferentes tipos de mecanismos, sendo 0s principais aqueles por
forcas hidrofébicas ou hidrofilicas e por interacbes ibnicas. Ambos podem gerar
ligacbes covalentes entre as moléculas e a superficie celulésica, consolidando a

cobertura apos a evaporacdo do solvente.

7.4 CONCLUSAO

Maiores concentracdes de proteina em relacdo a galactomanana favoreceram
a adesdo das solugbes a superficie da batata enquanto que incremento na adi¢cdo de
surfactante reduziu a coeséo das solugdes favorecendo o espalhamento. A solucéo de
proporcao 3:1 (P:G) contendo 0,1% de Tween apresentou melhores propriedades para
aplicacdo em batatas minimamente processadas. Filmes preparados nestas condi¢cdes
apresentaram melhores valores de resisténcia a tracdo e de permeabilidade ao vapor
de &gua e oxigénio. A adicdo de extrato fendlico aos filmes praticamente né&o
influenciou nas propriedades analisadas.

As solugdes filmogénicas utilizadas na elaboracéo dos filmes que foram usadas
como coberturas em batatas minimamente processadas né&o influenciaram a maioria
dos parametros avaliados. Foi observada uma moderada inibicdo do crescimento

microbiano quando as coberturas ndao continham galactomananas.
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CAPITULO 8

CONCLUSOES GERAIS E REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Neste capitulo constam as conclusdes gerais, as sugestbes para trabalhos

futuros e as referéncias bibliograficas utilizadas no trabalho.
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8.1 CONCLUSOES GERAIS

« A fermentacdo em estado sélido do farelo de arroz com o fungo Rhizopus
oryzae promoveu um aumento nos contetdos de proteinas, das fibras e das
cinzas, e uma diminuicdo nos conteudos de lipideos e carboidratos.

» Particulas menores de farelo de arroz favoreceram a producdo de proteina e
de compostos fendlicos, enquanto que a elevacao da concentracao de sulfato
de ambnio ao meio fermentativo influenciou principalmente a producdo de
biomassa.

» A fermentacdo aumentou o contetdo fendlico livre em mais de 100%, sendo
observada uma mudanca no perfil dos acidos fendlicos, principalmente no
conteudo dos acidos galico e ferdlico.

« O extrato fendlico de farelo de arroz fermentado apresentou uma cinética lenta
de inibicdo do radical DPPH e diminuiu a atividade da enzima peroxidase,
atuando como inibidor competitivo, mas néo inibiu a enzima polifenoloxidase.

e O concentrado proteico de farelo de arroz fermentado néo produziu filmes com
boas propriedades. Filmes com melhores propriedades foram obtidos a partir
de concentrado proteico de farelo de arroz sem fermentar.

* Filmes proteicos de farelo de arroz apresentaram melhores propriedades de
solubilidade, Opticas e mecéanicas em menores concentracfes de proteina e
glicerol, adicionados de extrato fendlico sem a presenca de argila
montmorilonita.

* A concentragdo de proteina na formulacdo dos filmes foi o Unico fator que
afetou a espessura dos filmes, sendo o principal fator que afetou a solubilidade,
a luminosidade e a opacidade dos filmes. As propriedades mecéanicas dos
filmes foram afetadas principalmente pela concentracdo de glicerol. A adi¢do
de extrato fendlico aos filmes afetou a opacidade, TR, %E, MY e a PVA. A
adicdo de MMT afetou negativamente as propriedades mecanicas dos filmes.

« Maiores concentracdes de proteina em relacdo a galactomanana favoreceram
a adesdo das solugbes a superficie de batatas minimamente processadas
enquanto que a adicdo de surfactante reduziu a coesdo das solucdes

favorecendo o espalhamento.
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» Filmes utilizando uma proporgédo 3:1 proteina:galactomanana apresentaram
melhores valores de resisténcia a tracao e de permeabilidade ao vapor de agua
e oxigénio do que os filmes elaborados somente com proteinas.

e As solugBes filmogénicas usadas como coberturas em batatas minimamente
processadas nédo influenciaram a maioria dos parametros avaliados, a excecdo
de uma certa inibicdo de micro-organismos psicotroficos nas amostras tratadas

somente com solucdes proteicas.

8.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Aplicar as peliculas proteicas de farelo de arroz em outros tecidos vegetais,
minimamente processados ou inteiros;

» Testar 0 uso combinado das proteinas com os proprios carboidratos do farelo
de arroz;

 Testar o uso dos compostos fendlicos do farelo de arroz fermentado
encapsulados na elaboragéo das peliculas protetoras.

e Ultilizar outros tipos de agentes antiescurecimento e antimicrobianos, como o
acido arcérbico e sorbato de potassio, respectivamente, na elaboracdo das

peliculas.
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APENDICE 1

.
Isotherm * Linear Multi-Point BET Plot
Adsorbate Nitrogen Temperature T7.350¢
Molec Wr: 28013, Cross Section: 16 200 4= Liquid Density: 0 808 ge

Voune (cog)

8000s02 1200601 1600601

Ratatve Pressurs PiPo

Area-Volume Summary

Data Reduction Parameters Data

Adsorbate Nitrogen Temperature 77.350K
Molec. Wt.: 28013 g Cross Section: 16.200 A= Liquid Density: 0.808 gicc
Surface Area Data
MultiPoint BET___. S [ 2.011e+00m%¥g
BJH meihod cumulative desurptlon surface area..... PR PR - 1.520e+00 m*g
DH method cumulative desorption surface area . e PR 1.555e+00 m¥g
NLDFT cumulative surface area . . . . 1.588e+00m¥g

Pore Volume Data

Total pore volume for pnres with Rad;us

less than 21537 A at PiPo =0 - 2.920a-03 cc/g
BJH method cumulanve desorptlon pore volum 1.874e-D3 cc/g
DH method cumulative desorption pore volume. 1.8450-02 cc/g
HK melhod cumulative pore volume............... 4.295e-D4 cc.‘;
ethod cumulative pore volume . . 4 625e-D4 cc/g
NLDFT method cumulative pore volume. ... 2.63%e-D3 cc.’g
Average pore Radius ... R 2.913e+01A
BJH method desorption pore us (Mode Dv(r)). 1.532e+01 A
DH method deso?uon pore- Radlus (Mode Dv(r)) . 1.532e+01 A
HK method pore adius (Mode) .. e 1.838e+00 A
SF method pore Radius (MDGE) 2261e+00 A
NLDFT pore Reduus (Mode)... 1.324e+01 A

Dados da analise de BET (Brunauer-Emmett-Teller) para as particulas de farelo
de arroz de diametro médio de 0,18 mm fornecidos pelo Laboratorio de Materiais
Ceramicos da UFRGS.



167

APENDICE 2

20 -

16 -
g
5 12 *
c y = 0,0569x
= R2=0,9932
g 8 -
(2]
o
L
© 4

0 T T T T T T 1
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Curva relacionando o teor de glicosamina com a massa de fungo seco.
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APENDICE 3
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uv.
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(h)

Cromatogramas das amostras de farelo de arroz (a), farelo de arroz fermentado no
tempo de 0 h (b), 24 h (c), 48 h (d), 72 h (e), 96 h (f), 120 h (g) e 120 h com zoom.



APENDICE 4 — Verificagio da validade estatistica para os modelos matematicos.

Solubilidade
Fonte de variacédo SQ GL MQ Fealc Frab Feaic/Ftab
Regressao 209,55 4 52,39 7,24 3,11 2,33
Residuos 101,31 14 7,24
Falta de ajuste 98,93 12
Erro puro 2,38 2
Total 310,87
R? 0,67

Opacidade
Fonte de variacédo SQ GL MQ Fealc Frab Feaic/Ftab
Regressao 232,19 3 77,40 29,29 3,29 8,91
Residuos 39,64 15 2,64
Falta de ajuste 1,02 13
Erro puro 271,82 2
Total 271,82
R? 0,85

Tenséo de Ruptura

Fonte de variacédo SQ GL MQ Fealc Frab Feaic/Ftab
Regressao 70,77 8 8,85 6,39 3,07 2,08
Residuos 13,84 10 1,38
Falta de ajuste 84,61 8
Erro puro 13,78 2
Total 0,06
R? 0,84

Elongacao
Fonte de variag&o SQ GL MQ Fealc Frab Feaic/Ftan
Regressao 4582,66 9 509,18 0,77 3,18 0,24
Residuos 5937,78 9 659,75
Falta de ajuste 5936,47 7
Erro puro 131 2
Total 10520,44
R? 0,44

Méodulo de Young
Fonte de variac;éo SQ GL MQ Fealc Ftab Fcalc/Ftab
Regressao 497870,18 9 55318,91 7,08 3,18 2,23
Residuos 70322,45 9 7813,61
Falta de ajuste 70257,66 7
Erro puro 64,79 2
Total 568192,63
R? 0,88
Permeabilidade ao vapor de agua

Fonte de variac;éo SQ GL MQ Fealc Ftab Fcalc/Ftab
Regressao 380,92 6 63,49 44,03 3,00 14,70
Residuos 17,30 12 1,44
Falta de ajuste 16,76 10
Erro puro 0,54 2
Total 398,23
R 0,96

Onde: SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica; Fcac = valor de F calculado para o

modelo; Fp = valor F de Fischer.
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APENDICE 5 - Valores das coordenadas de cromaticidade a* e b* de filmes

proteicos de farelo de arroz elaborados com extrato fendlico e argila montmorilonita.

Filmes croma a* croma b*
1 2,7+ 0,7 420+ 1,3
2 85+ 2,2 428+ 1,0
3 0,3+ 0,8 346+ 3,2
4 74+ 17 41,3+ 0,3
5 22+ 20 39,4+ 52
6 76+ 22 465+ 1,1
7 06+ 1,2 39,1+ 3,8
8 79+ 2,6 465+ 1,4
9 03+ 1,2 39,0+ 3,8
10 81+ 1,3 41,8+ 2,3
11 0,2+ 0,8 395+ 2,2
12 74+ 21 453+ 0,7
13 11+ 21 415+ 53
14 86+ 1,9 46,1+ 1,6
15 06+ 1,2 420+ 3,2
16 80+ 11 478+ 0,6
17 23+ 1,2 445+ 19
18 30+ 1,2 46,1+ 1,7
19 30+ 0,9 464+ 15




