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RESUMO

MORAES, Michele Caroline Barbosa de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2018. Desenvolvimento e caracterizacao de filme biodegradavel ativo a
base de extrato de residuos do processamento industrial de laranja. Orientadora:
Nilda de Fatima Ferreira Soares. Coorientadores: Afonso Mota Ramos e Washington
Azevédo da Silva.

O uso e o descarte indiscriminado de embalagens a base de fontes fésseis, como o
petréleo, na natureza t€ém sido motivos de preocupacdo mundial porque grandes
impactos ambientais podem ocorrer em virtude desses fatores. Uma das alternativas
encontradas para solucionar esse problema € a utilizacdo de embalagens biodegradaveis,
as quais levam um tempo menor para se degradarem no meio ambiente. Atrelado a isso,
os residuos do processamento industrial de frutas sdo gerados diariamente em grande
escala e, quando descartados na natureza, também podem promover sérios danos ao
meio ambiente. Objetivou-se com o presente trabalho desenvolver um filme
biodegraddvel com propriedades ativas antioxidante e antimicrobiana a partir do extrato
aquoso da farinha dos residuos do processamento industrial de laranja. Foram realizadas
caracterizacoes fisico-quimicas, granulométrica e microestrutural da farinha,
caracterizacgoes fisico-quimicas e antimicrobiana do extrato aquoso obtido a partir dessa
farinha e andlises de caracterizacdo visual, propriedades Opticas, distribuicio de
componentes, microestrutura, espessura, propriedades mecanicas, capacidade
antioxidante e atividade antimicrobiana do filme biodegradavel ativo desenvolvido. Foi
verificado que a farinha elaborada apresentou qualidade satisfatéria para utilizagdo
como matéria-prima no desenvolvimento de processos tecnolégicos € que o extrato
aquoso da mesma apresentou capacidade antioxidante, a qual foi verificada pela
capacidade do mesmo em capturar os radicais livres DPPHe e ABTS<+, e pequena
atividade antimicrobiana sobre os micro-organismos Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. O filme desenvolvido apresentou propriedades satisfatorias para uso como
embalagem biodegradavel ativa antioxidante em alimentos, indicando que os residuos
do processamento industrial de laranja apresentam potencial de uso como matéria-prima

no desenvolvimento de embalagens para alimentos.
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ABSTRACT

MORAES, Michele Caroline Barbosa de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2018. Development and characterization of active biodegradable film
based on extract from industrial orange processing waste. Adviser: Nilda de Fiatima
Ferreira Soares. Co-advisers: Afonso Mota Ramos and Washington Azevédo da Silva.

The indiscriminate use and disposal of packages based on fossil sources, such as
petroleum, in nature has been a cause of worldwide concern because large
environmental impacts may occur due to this factor. One of the alternatives found to
solve this problem is the use of biodegradable packages, which take a less time to
degrade in the environment. Linked to this factor, industrial fruit processing waste are
generated daily on a large scale and, when discarded in nature, can also cause serious
damage to the environment. It was aimed with the present work to develop a
biodegradable film with active antioxidant and antimicrobial properties using the
aqueous extract of flour from the industrial orange processing waste. Physico-chemical,
granulometric and microstructural characterization of the flour, physical-chemical and
antimicrobial characterization of the aqueous extract obtained from this flour and visual
characterization, optical properties, component distribution, microstructure, thickness,
mechanical properties, antioxidant capacity and antimicrobial activity analysis of the
developed active biodegradable film were made. It was verified that the elaborated flour
presented satisfactory quality for use as raw material in the development of
technological processes and that its aqueous extract had antioxidant capacity, which was
verified by its capacity in capturing the free radicals DPPHe and ABTSe+, and small
antimicrobial activity on the microorganisms Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. The developed film presented satisfactory properties for use as active
antioxidant biodegradable packaging in foods, indicating that the industrial orange
processing waste presents potential of use as raw material in the development of food

packaging.



1 INTRODUCAO GERAL

Existe uma preocupacdo mundial com relacdio ao uso e ao descarte
indiscriminado de embalagens nido biodegraddveis no meio ambiente, as quais sdo
produzidas, principalmente, a partir de fontes fosseis que apresentam ciclo de renovagao
longo, como o petréleo.

Ao contrdario das embalagens biodegraddveis cujo tempo de degradagcdo na
natureza €, geralmente, da ordem de semanas ou meses, as embalagens ndo
biodegraddveis podem levar anos para se decomporem, o que pode conduzir a grandes
impactos ambientais (DE PAOLI, 2008; BRITO et al., 2011).

Em virtude do aumento das questdes relacionadas ao meio ambiente e do
esgotamento do petroleo, o desenvolvimento de materiais que sejam ambientalmente
amigéveis (biodegraddveis e a base de materiais biolégicos), tanto pelo setor académico
quanto pelo setor industrial, se faz necessario (HE et al., 2014). Algumas fontes de
origem bioldgica como madeira, residuos agroindustriais, gramineas e fibras naturais de
plantas sdo algumas das opcdes encontradas para substituir o uso do petréleo na
elaboracdo de materiais poliméricos (MOHANTY et al., 2005).

Paralelo a isso, é gerada uma grande quantidade de residuos provenientes da
industria processadora de alimentos. Um exemplo é a geracdo anual no Brasil de
milhdes de toneladas de residuos liquidos e solidos, como cascas, polpa residual e
sementes, decorrentes do processamento da laranja para a industrializacdo de suco
(SCHNEIDER et al., 2012; SANTOS et al., 2015). Quando descartados de forma
inadequada no meio ambiente esses residuos podem atuar como fonte de poluigdo,
provocando sérios danos ambientais. Por apresentarem grande variedade de substancias
em sua composicdo, os mesmos podem ser convertidos em produtos com valor
agregado e serem utilizados em diferentes setores como o alimenticio, o farmacéutico e
o cosmético (ARORA; KAUR, 2013), o que possibilita melhor aproveitamento desses
materiais contribuindo também para a preservacao do meio ambiente.

Os residuos da industria de alimentos, por serem ricos em polimeros naturais
como carboidratos e proteinas que apresentam capacidade de reticulagdo, t€ém sido
avaliados por pesquisadores como matéria-prima para o desenvolvimento de
embalagens biodegraddveis (ANDRADE, 2014; MANIGLIA et al., 2014; BRUNO et
al., 2015; FAI et al., 2015). Alguns estudos também demonstram que extratos obtidos a
partir de residuos de frutas e hortalicas podem ser fontes de compostos que apresentam

propriedades antioxidantes e antimicrobianas e, em virtude disso, alguns pesquisadores



tém trabalhado com a incorporagdo desses extratos em embalagens de alimentos (como
filmes e revestimentos comestiveis) com o objetivo de retardar a oxida¢do dos mesmos
e protegé-los contra micro-organismos, promovendo a extensao da validade comercial
dos produtos (GERHARDT et al., 2012; MANIGLIA et al., 2014; DE DICASTILLO et
al., 2016a; DE DICASTILLO et al., 2016b).

As embalagens elaboradas a partir de residuos de frutas e hortalicas podem ainda
promover melhorias nas caracteristicas de cor dos alimentos, diminuindo, por exemplo,
indices de esbranquicamento de hortalicas minimamente processadas (FAI et al., 2015).

O uso de residuos do processamento de alimentos na elaboracdo de embalagens
oferece uma nova alternativa para o aproveitamento dos mesmos e fornece novas
op¢oes de embalagens biodegraddveis que podem ser utilizadas como embalagens ativas
antimicrobianas, antioxidantes e aromatizantes, o que pode contribuir para a
manutencdo do meio ambiente e prolongar a vida util de alimentos que apresentem alta
perecibilidade.

Apesar das vantagens apresentadas pelas embalagens biodegradaveis, como
menor tempo de degradacio no meio ambiente em relagdo as embalagens nao
biodegradaveis e possibilidade de utilizacdo de matérias-primas naturais renovaveis
(THARANATHAN, 2003; DE PAOLLI, 2008), essas embalagens geralmente sdo frageis,
tornando necesséria a adicdo de compostos que atuem na melhoria de suas propriedades
mecanicas (COSTA et al., 2016).

Os plastificantes sdo substancias normalmente adicionadas as dispersoes
poliméricas previamente aos procedimentos de fundi¢do e secagem no processo de
elaboracdo de filmes e podem atuar na melhoria de algumas das caracteristicas dos
mesmos, por exemplo, tornando esses materiais menos frageis (GHANBARZADEH;
ALMASI; ENTEZAMI, 2010).

Os ésteres de 4cido citrico sdo substincias ndo toxicas e sdo utilizados
historicamente como plastificantes com uma variedade de polimeros (PARK et al.,
2004). O trietilcitrato € um éster de acido citrico pertencente a classe dos citratos e, por
ser derivado de compostos naturais e ser ambientalmente amigdvel (PARK et al., 2004),
foi escolhido para ser utilizado como plastificante neste trabalho a fim de se avaliar o

efeito desse aditivo nas propriedades do filme desenvolvido.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Objetivou-se com o presente trabalho desenvolver e caracterizar um filme
biodegraddvel antioxidante e antimicrobiano a base do extrato aquoso dos residuos
sOlidos gerados com o processamento industrial de laranja transformados em farinha,

pectina e diferentes concentracdes do plastificante trietilcitrato.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar o rendimento do processo de obtencdo da farinha de bagaco
industrial de laranja bem como a granulometria, os teores de carotenoides, de
dcido ascorbico, de compostos fendlicos totais e de pectina, pH, acidez,
atividade de dgua e microestrutura da mesma;

e Obter o extrato aquoso a partir da farinha de bagaco industrial de laranja;

e Determinar a concentracdo, a massa especifica e os teores de s6lidos soldveis, de
carotenoides, de 4cido ascorbico, de compostos fendlicos totais e de pectina do
extrato aquoso obtido a partir da farinha de bagaco industrial de laranja;

e Determinar a capacidade antioxidante do extrato aquoso obtido a partir da
farinha de bagaco industrial de laranja por meio dos métodos DPPH e ABTS;

e Determinar a atividade antimicrobiana do extrato aquoso obtido a partir da
farinha de bagaco industrial de laranja por meio da determinacdao da
concentracdo minima inibitéria (CMI) do mesmo sobre os micro-organismos
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus;

e Desenvolver um filme biodegraddvel ativo a partir do extrato aquoso da farinha
de bagaco industrial de laranja adicionando pectina e diferentes concentracdes
de trietilcitrato;

e Avaliar o efeito do uso de diferentes concentragdes do trietilcitrato no filme
desenvolvido sobre as caracteristicas visuais, espessura, propriedades mecanicas,
microestrutura, cor e propriedades 6pticas do mesmo;

e Determinar o perfil de distribuicdo dos componentes do filme desenvolvido por

imagem hiperespectral no infravermelho préximo (NIR-HIS);



Avaliar a capacidade antioxidante in vitro do filme desenvolvido pela captura
dos radicais livres DPPHe e ABTSe+;
Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do filme desenvolvido sobre os

micro-organismos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus

aureus.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Embalagens de alimentos

A sociedade moderna impde crescentes desafios a tecnologia de embalagens de
alimentos, uma vez que estd cada vez mais exigente com relacdo a fatores como
seguranca, qualidade e rastreabilidade dos produtos, vida ttil extendida, conveniéncia,
sustentabilidade, entre outros (REALINI; MARCOS, 2014; VANDERROOST et al.,
2014). Visando atender a essas exigéncias, a busca por novidades e melhorias nas
tecnologias de fabricacdo de embalagens para alimentos fez com que dois conceitos de
embalagens se destacassem no mercado: as embalagens inteligentes e as embalagens
ativas (SOARES et al., 2009; VANDERROOST et al., 2014).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA), embalagens
ativas “sdo embalagens que interagem deliberadamente com o alimento ou ambiente ao
redor do alimento para aumentar a seguranca e vida util” (GERENCIA GERAL DE
ALIMENTOS; GERENCIA DE AVALIACAO DE RISCO E EFICACIA DE
ALIMENTOS, 2017). Inseridas no conceito de embalagens ativas, encontram-se as
embalagens antimicrobianas, as embalagens antioxidantes e as embalagens aromaéticas.

Embalagens antimicrobianas estdo ligadas a preocupacdo com a inocuidade
alimentar dos produtos, ja que visa a diminuicdo de ciclos logaritmicos ou até mesmo a
completa inibicdo do crescimento de micro-organismos deteriorantes e/ou patogénicos.
Esse controle microbiolégico consiste na incorporacdo de agentes conhecidos como
antimicrobianos diretamente na prépria embalagem, em rétulos, etiquetas ou em sachés
(HAN, 2003; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2004).

Medeiros et al. (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana de filme de acetato
de celulose incorporado com O6leo essencial de orégano sobre micro-organismos
presentes em presunto fatiado e verificaram que a embalagem desenvolvida foi capaz de
inibir o crescimento in vitro € in loco dos mesmos nas condi¢des avaliadas, apresentado
potencial de uso como embalagem ativa antimicrobiana para esse produto.

Pola et al. (2016) desenvolveram um filme a base de acetato de celulose
incorporado com 6leo essencial de orégano e argila montmorilonita organofilica para
controlar o crescimento dos fungos Alternaria alternata, Geotrichum candidum
e Rhizopus stolonifer e verificaram que o filme elaborado apresentou atividade
antimicrobiana in vitro frente aos micro-organismos testados, indicando que o mesmo

foi eficiente na conservacdo de frutas e hortalicas.



Otoni et al. (2014) testaram a eficdcia de sachés antimicrobianos contendo alil
isotiocianato contra Aspergillus flavus para controle da esporulacdo desse micro-
organismo em amendoim e verificou que a mesma foi comprovada, ji que o saché
conseguiu inibir o fungo em questao.

As embalagens antioxidantes buscam inibir ou diminuir o processo de oxidacao,
o qual € indesejavel na maioria dos produtos alimenticios, uma vez que pode alterar sua
textura, cor, sabor e aroma, além de ocasionar a diminuicao da funcdo nutricional dos
mesmos (BRODY; STRUPINSKY; KLINE, 2001). As embalagens antioxidantes
podem atuar de duas maneiras principais: compostos antioxidantes incorporados nas
mesmas sao liberados no meio onde se encontra o alimento e eliminam substancias
indesejdveis presentes tanto no headspace quanto no préprio alimento, tais como o
oxigénio, espécies radicais oxidativas ou ions metélicos capazes de desencadear
processos oxidativos; e fazendo uso de sistemas contendo sequestradores de oxigé€nio
(n3o sendo esses ultimos liberados nos alimentos), que sdo compostos que reagem,
modificam ou aprisionam substiancias que participam de alguma etapa dos processos
oxidativos que ocorrem nos alimentos (GOMEZ-ESTACA et al., 2014).

Resende et al. (2014) avaliaram a capacidade antioxidante de filmes de base
celulésica incorporados com os antioxidantes naturais &acido gélico, catecol e
hesperidina para redu¢do do processo oxidativo de carne suina cozida e verificaram que
os filmes incorporados com &cido gilico e catecol foram capazes de reduzir o processo
oxidativo do alimento embalado nas condicdes avaliadas, indicando que as embalagens
elaboradas com a adicdao desses componentes podem ser utilizados na industria
alimenticia.

Garcia, Martins e Silva (2016) avaliaram o efeito de embalagem ativa a base de
amido de mandioca (2 %), glicerol (2 %), laponita (0,1 %) e acido ascérbico (0,25 %)
em fatias de macgas ao longo de 8 dias e verificaram que o uso do revestimento ativo

antioxidante nas mesmas exerceu influéncia em suas caracteristicas fisico-quimicas.

3.2 Embalagens biodegradaveis

O estilo de vida das pessoas vem se alterando ao longo do tempo, o que acarreta
mudancas em seus habitos.
Produtos industrializados (como os alimentos), os quais necessitam da utilizagao

de embalagens (primdrias, secunddrias e tercidrias), sdo altamente consumidos, o que



resulta no aumento de residuos sélidos e consequentemente em impacto ambiental
(LANDIM et al., 2016).

Embalagens e acessérios como os de poliestireno, poliestireno extrudado e
poliestireno expandido estdo presentes no quotidiano das pessoas com aplicagdes que
visam a seguranca, protecdo, reducdo de perdas e manutencdo da qualidade dos
produtos acondicionados e tém como objetivos a otimizac¢do da fun¢do de embalagem
desses produtos e o beneficio para o consumidor. Apds sua utilizacdo, esses materiais,
apesar de serem biologicamente inertes, ndo toxicos e estaveis, passam a compor uma
parcela do residuo urbano pds-consumo e se acumulam nos aterros sanitdrios,
promovendo o uso do espago e a consequente diminui¢do da vida util dos aterros
(CENTRO DE TECNOLOGIA DE EMBALAGEM, 2017).

Os residuos sélidos t€ém gerado preocupagdes urgentes quanto a sua geracao e
destinacdo (REIS; FRIEDE; LOPES, 2017). A persisténcia de pldsticos no ambiente, a
falta de espaco nos aterros, o esgotamento dos recursos petroliferos, as preocupacdes
com as emissdes durante a incineragdo e o aprisionamento por e a ingestdo de
embalagens plésticas por peixes, aves € animais siao fatores que estimularam esfor¢os
para o desenvolvimento de plasticos biodegradédveis ou de base biologica (MOHANTY
et al., 2005). Além disso, as demandas dos consumidores por produtos mais seguros,
ecoldgicos e de maior qualidade aumentaram, o que contribuiu para a busca por
solugdes técnicas para o problema do lixo (SOUZA; DITCHFIELD; TADINI, 2010).

Apesar de todas as vantagens que as embalagens convencionais apresentam,
como boa resisténcia mecanica ou liberdade para se trabalhar com o design das mesmas,
muitas vezes o esfor¢o envolvido na reciclagem de um tnico tipo de plastico € muito
grande. Além disso, materiais a base de fontes petroquimicas, ao serem incinerados,
apresentam balanco negativo com relagao a geragdo de gis carbdonico (ENDRES et al.,
2014).

O uso de polimeros biodegraddveis é uma das alternativas encontradas para
solucionar os problemas decorrentes da polui¢do ambiental gerada pelo residuo pléstico
a base dos polimeros convencionais (FECHINE, 2013). Assim, cada vez mais pesquisas
envolvendo o desenvolvimento de embalagens que sejam biodegraddveis tém sido
realizadas.

A biodegradabilidade ¢ definida por Hawley (1971) como “a susceptibilidade de
uma substincia & decomposi¢do por micro-organismos”. Guillet et al. (1992) definem
biodegradavel como “a capacidade de ser quimicamente transformado pela acdo de

enzimas bioldgicas ou micro-organismos em produtos que os mesmos sdo capazes de
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uma maior degrada¢do”. Chandra e Rustgi (1998) definem biodegradacdo como “um
processo natural pelo qual produtos quimicos organicos no ambiente sdo convertidos em
compostos mais simples, mineralizados e redistribuidos através de ciclos elementares,
como os ciclos de carbono, nitrogénio e enxofre”. De acordo com a Sociedade
Americana de Testes e Materiais (ASTM) plastico biodegradavel ¢ “um plastico
degradavel no qual a degradagdo resulta da acdo de micro-organismos que ocorrem
naturalmente como bactérias, fungos e algas” (SOCIEDADE AMERICANA DE
TESTES E MATERIALIS, 2004).

Os polimeros biodegraddveis podem ser classificados em naturais e sintéticos
(FECHINE, 2013; DOPPALAPUDI et al., 2014). Dentre os polimeros naturais podem-
se citar os polissacarideos (como amido, celulose, dcido alginico, dcido hialurdnico,
sulfato de condroitina e quitosana) e as proteinas (como coldgeno, gelatina e albumina).
Exemplos de polimeros produzidos a partir de sintese sdo os poliésteres (como poli (a-
hidroxidcidos), polilactonas, poliortoésteres, polifosfoésteres, policarbonatos e
polidiolcitratos), polianidridos, poliuretanos, polifosfazenos, polialquil - cianoacrilatos,
poliaminodcidos e copolimeros em bloco com polietilenoglicol (PEG)
(DOPPALAPUDI et al., 2014).

O amido foi considerado um dos polimeros naturais mais promissores para o
desenvolvimento de materiais biodegraddveis devido a sua atraente combinacdo de
preco, abundancia, comportamento termopldstico e biodegradabilidade (ALMASI;
GHANBARZADEH; ENTEZAMI, 2010). Outros exemplos de fontes naturais
renovaveis que podem ser utilizadas na elabora¢do de embalagens biodegraddveis sdo:
acucar, celulose, quitina, 6leo vegetal, algas marinhas (em virtude da producdo, por
exemplo, de carragenanas e alginato), quitosana, pectina, hidrocoloides, lipideos,
proteinas (como a zeina, gliten de trigo, proteinas do leite, coldgeno, gelatina), entre

outros (GUADALUPE, 2013).

3.3 Pectina

As pectinas sdo um grupo de polissacarideos dcidos importantes na constitui¢ao
de grande parte da parede celular das plantas (SCHELLER et al., 2007). Foram
descobertas ha mais de 200 anos, entretanto, sua estrutura ¢ dificil de se desvendar, pois
o polimero pode sofrer alteracdes durante o seu isolamento das plantas, armazenamento

e processamento do material vegetal (NOVOSEL'SKAYA et al., 2000).



O 4cido D-galacturdnico € um &cido de acticar (uma forma oxidada de D-
galactose) que estd presente na pectina na forma de 4cido poligalacturdnico (Figura 1), o
qual é o componente majoritirio desse polimero, sendo constituido por unidades do
acido a-D-galacturdnico associadas por ligagdes glicosidicas a (1—4) (GARNA et al.,
2004; KHAN; BIBI; ZEB, 2015).
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Figura 1 - Estrutura quimica do 4cido poligalacturdnico.
Fonte: KHAN; BIBI; ZEB (2015).

O 4cido D-galacturdnico possui um grupo aldeido e um grupo 4cido carboxilico
em Cl e C6 respectivamente. Unidades de B-L-ramnose podem eventualmente ser
inseridas na cadeia principal através de ligagdes glicosidicas a (1—4) e o (1—2) e os
grupos carboxilicos podem ser parcialmente esterificados por dlcool metilico ou ser
neutralizados com cdtions mono ou divalentes. Arabinose, galactose, glucose, xilose e
manose sdo outros acticares neutros que podem ser anexados como cadeias laterais ao
acido D-galacturdonico (GARNA et al., 2004; KHAN; BIBI; ZEB, 2015).

A pectina comercial pode ser obtida principalmente a partir do bagaco de maca e
da casca de citros. A matéria-prima utilizada exerce influéncia direta nos tipos de
pectinas produzidas (as quais apresentam ligeira diferenca entre si), o que torna uma ou
outra mais adequada para aplicacdes especificas (MAY, 1989). A pectina € utilizada
como aditivo alimentar atuando como emulsificante, gelificante, agente de
revestimento, estabilizador ou espessante sob condicdes especificadas em certas
categorias de alimentos ou itens alimenticios individuais (CODEX ALIMENTARIUS,
2017).

As pectinas podem ser classificadas de acordo com o grau de metoxilagao (DM)
em pectinas de alta metoxilagdo (DM > 50 %) ou pectinas de baixa metoxilagdo
(DM < 50 %) (EINHORN-STOLL, 2017).

As pectinas com alto teor de metoxilacdo sdo usadas principalmente como
agentes gelificantes em produtos a base de frutas, especialmente na fabricacdo de
geleias e conservantes de frutas. Também podem ser utilizadas em sobremesas lacteas,

preparacdes de frutas para iogurtes e vidros glaciais, geleias de confeitaria, geleias de
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panificacdo resistentes ao calor, estabilizacdo de produtos lacteos acidificados, sucos de
frutas ou refrigerantes (DA SILVA; RAO, 2006).

Pectinas com baixo teor de metoxilacao apresentam menor poder calorifico e sdo
utilizadas no preparo de géis com nivel reduzido de sélidos soliveis. As aplicacdes na
inddstria alimenticia incluem compotas e geleias de baixo teor de aguicar, sobremesas
lacteas nas quais ndo € necessdrio adicionar sal de célcio, géis de frutas para sorvete,
revestimentos alimenticios e agentes espessantes de xaropes para frutas e enlatados
vegetais, entre outros (DA SILVA; RAO, 2006).

Em virtude de suas propriedades fisicas como gelificacdo, permeabilidade
seletiva a gases, entre outras e por apresentar caracteristicas como biodegradabilidade,
biocompatibilidade, comestibilidade e versatilidade quimica, a pectina pode ser
utilizada como uma adequada matriz polimérica na elaboracio de embalagens
comestiveis e que podem também apresentar acdo ativa (ESPITIA et al., 2014).

O principal solvente usado na elaboracdo de filmes de pectina é a dgua e
utilizam-se também plastificantes, sendo esses importantes componentes utilizados no
processo de elaboracio dos mesmos. Alguns plastificantes como glicerol,
monoglicerideos acetilados, polietilenoglicol e sucrose sdo usados com frequéncia com
o intuito de promover alteracdes nas propriedades mecanicas e de barreira de filmes de

pectina (ESPITIA et al., 2014).

3.4 Plastificantes

Os plastificantes sdo uma classe importante de compostos ndo volateis de baixo
peso molecular amplamente utilizados nas industrias de polimeros (SEJIDOV;
MANSOORI; GOODARZI, 2005).

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) define
plastificantes como “substincias incorporadas a plasticos ou elastomeros com a
finalidade de aumentar sua flexibilidade, processabilidade ou capacidade de
alongamento”. Ainda segundo a organizagdo, “um plastificante pode reduzir a
viscosidade do fundido, abaixar sua temperatura de transicdo de segunda ordem
(temperatura de transicdo vitrea ou Tg) ou diminuir seu moédulo de elasticidade”
(RODOLFO JR; NUNES; ORMANII, 2006).

Os plastificantes interagem com as cadeias poliméricas em nivel molecular
aumentando a mobilidade das mesmas e acelerando sua resposta viscoeldstica

(WYPYCH, 2017).
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Segundo Rabello (2000), todas as propriedades mecanicas dos polimeros sao
consideravelmente afetadas pela plasticizagdo. Outras propriedades dos materiais
poliméricos que também podem ser alteradas pela presenca do plastificante sdao: grau de
cristalinidade, condutividade elétrica, comportamento ao fogo, resisténcia a degradacao
bioldgica, propriedades de barreira e Opticas, entre outras (MALI et al., 2004;
BIALECKA-FLORJANCZYK; FLORJANCZYK, 2007).

De acordo com Wypych (2017) os plastificantes sdo comumente classificados
levando-se em consideracdo a sua composi¢do quimica, o que facilita o entendimento da
influéncia que os elementos estruturais dos mesmos exercem em suas propriedades e
dos efeitos causados nos materiais aos quais sdo adicionados. Ainda segundo o autor, 0s
plastificantes sdo agrupados de acordo com a sua familia quimica (ou categoria), que
podem ser, por exemplo, ésteres, ftalatos e parafinas cloradas.

O uso de plastificantes a base de ftalatos em pldsticos comerciais celulésicos foi
criticado por representarem uma possivel ameaca a satde se utilizado a longo prazo.
Além das preocupacdes geradas em virtude desse fator, essa classe de plastificantes foi
colocada sob minuciosa avaliacdo considerando-se aspectos ambientais (MOHANTY et
al., 2003).

O 4cido citrico apresenta uma longa histéria de uso como aromatizante em
alimentos e bebidas. Da mesma forma, os ésteres de acido citrico sdo utilizados
historicamente como plastificantes associados a uma grande variedade de polimeros.
Além de ndo serem toxicos, foram aprovados para muitas aplicacdes e sdo utilizados,
por exemplo, como aditivos em pldsticos médicos, produtos de cuidado pessoal e em
alimentos. Os ésteres de citratos sdo derivados de compostos naturais e, por essa razao,
ha interesse na determinac¢@o do seu efeito na plasticizacdo, especialmente referentes aos
parametros de processamento (PARK et al., 2004).

O trietilcitrato é o éster trietilico do 4cido citrico (BREINHOLT et al., 2002). E
geralmente reconhecido como seguro (GRAS) para uso como aditivo direto em
alimentos (FIUME; HELDRETH, 2011). A hidro6lise in vivo do trietilcitrato da origem
ao 4cido citrico e ao etanol, compostos que apresentam baixo potencial téxico bem
definido (COMITE CIENTIFICO SOBRE TOXICIDADE, ECOTOXICIDADE E
MEIO AMBIENTE, 1999). Sua estrutura quimica estd representada na Figura 2.
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Figura 2 - Estrutura quimica do trietilcitrato.
Fonte: SIGMA-ALDRICH® (2018).

Além da sua utilizagdo como aditivo alimentar, o trietilcitrato possui aplicagdo
industrial como plastificante nao-téxico e € considerado ambientalmente amigédvel
(PARK et al., 2004, HEFEI TNJ® CHEMICAL INDUSTRY, 2018). Apresenta boa
compatibilidade e forte capacidade na dissolugdo de resinas, sendo amplamente
utilizado como plastificante em resinas de vinil e resinas de celulose. Também ¢é
aplicado na granulacdo de PVC ndo-téxico, em tintas e em brinquedos macios para
criancas (HEFEI TNJ® CHEMICAL INDUSTRY, 2018). Devido 2 sua
biodegradabilidade, estudos envolvem sua utilizacdo como aditivo plastificante no
desenvolvimento de filmes biodegraddveis (HAN et al., 2015; MAIZA; BENANIBA;
MASSARDIER-NAGEOTTE, 2016).

O trietilcitrato também € utilizado ha varias décadas como plastificante na
inddstria farmacéutica e, por essa razdo, ¢ considerado um plastificante tradicional.
Assim como o glicerol, o triacetato de glicerila, a triacetina e o polietilenoglicol,
também utilizados tradicionalmente como plastificantes, o trietilcitrato apresenta
caracteristica hidrofilica (KATRI et al., 2018). E utilizado como excipiente na
composi¢ao de medicamentos (PORTAL SAUDE DIRETA, 2018; BRASIL, 2018) e ja
foi estudado, por exemplo, na producdo de membranas para reparacdo de feridas
cutianeas (CARDOSO et al., 2013).

Em virtude de suas caracteristicas de ndo toxicidade, por ser um composto
natural, biodegraddvel e de natureza hidrofilica, o trietilcitrato foi escolhido para ser
utilizado como plastificante no desenvolvimento do filme biodegraddvel ativo

desenvolvido no presente trabalho.

3.5 Laranja: morfologia e constituicao

A laranja é uma fruta conhecida em todo o mundo por conter uma grande quantidade de
vitaminas e sais minerais em sua composi¢do e apresenta fama de ser fonte de saide

desde a época das grandes expedi¢cdes maritimas, quando era utilizada no combate ao
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escorbuto, doenca decorrente da caréncia de vitamina C que afetava principalmente os
marinheiros naquela época (ASSOCIACAO NACIONAL DOS EXPORTADORES DE
SUCOS CITRICOS - CITRUSBR, [2011?]; FIORENTIN et al., 2012). Acredita-se que
a fruta tenha sua origem no sul asidtico, provavelmente na China, cerca de 4.000 anos
atrds e que foi introduzida na Europa pelos drabes na Idade Média, sendo a expansdo do
cultivo dos citros favorecida pelas guerras e pelo comércio entre as nagdes nesse
periodo (CITRUSBR, [20107]).

A laranjeira pertence a familia Rutaceae e produz frutos do tipo baga
(hesperidio), cujo endocarpo apresenta divisdes denominadas gomos. Nesses gomos
estdo presentes vesiculas de suco e € no interior dos mesmos que estdo localizadas as
sementes (caso os frutos se originem de flores fecundadas) (SWINGLE; REECE, 1967;
KOLLER, 2006a). Na Figura 3 estdo representadas as partes constituintes do fruto da

laranjeira.

FLAVEDO NUCLEO OU

EIXO CENTRAL

\'ESI‘QULAS
DE OLEO VESICULAS

DE SUCO

ALBEDO SEMENTE

MEMBRANA OU
PAREDE DO SEGMENTO

CASCA

LOCULO OU SEGMENTO

Figura 3 - Foto da morfologia (corte transversal) do fruto da laranjeira.

A laranja consiste de 8 a 16 carpelos, que formam l6culos ou segmentos, os
quais sdo agrupados e unidos ao redor do nicleo da fruta. O pericarpo, também
chamado de casca, € dividido em exocarpo (ou flavedo) e mesocarpo (ou albedo)
(LADANIYA, 2008).

O flavedo representa aproximadamente 10 % da composicdo geral da fruta
(IZQUIERDO; SENDRA, 2003). E a parte externa e colorida onde estio presentes
compostos flavonoides e numerosas glandulas de 6leo essencial, as quais apresentam
forma esférica e tamanhos distintos. E bastante fino e é constituido pelas camadas mais

externas do tecido, as quais tém epiderme coberta de cuticula e células do parénquima.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123741301500073
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Sua pigmentacdo varia de acordo com a espécie ou variedade de citrus, podendo
apresentar cores de laranja profundo ou avermelhado a laranja claro, amarelo ou
esverdeado (ORTIZ, 2002; LADANIYA, 2008).

O albedo € a parte interna da casca cuja espessura € consisténcia varia com a
espécie de citrus. Apresenta cor marfim ou amarelo palido e é de textura esponjosa
(ORTIZ, 2002). Representa aproximadamente 15 a 25 % da composicdo geral da fruta e
€ onde estd localizada a maior parte das pectinas (IZQUIERDO; SENDRA, 2003). No
albedo também estdo presentes flavonoides que, se transferidos para o suco, transmitem
sabor amargo (ETEBU; NWAUZOMA, 2014).

O nucleo central € constituido pelo mesmo tipo de rede de células do albedo e
estd conectado a esse ultimo por membranas entre cada segmento (LADANIY A, 2008).

No interior dos segmentos estdo localizados sacos de suco, o qual representa
aproximadamente 40 a 50 % da fruta (IZQUIERDO; SENDRA, 2003). A medida que a
fruta cresce e amadurece, as células presentes no interior das vesiculas de suco
acumulam &gua, 4cidos, acucares, minerais, pigmentos, entre outros compostos (EL-
OTMANI; AIT-OUBAHOU; ZACARIAS, 2011).

As sementes localizam-se adjacentes as vesiculas de suco presentes nos léculos
(EL-OTMANI; AIT-OUBAHOU; ZACARIAS, 2011). Akpata e Akubor (1999), ao
realizarem a determinacdo quimica da farinha elaborada com sementes de laranja doce
(Citrus sinensis) em seu trabalho, verificaram que a farinha de semente de laranja
descascada apresentou 54,2 % de lipideos, 28,5 % de carboidratos, 5,5 % de fibra bruta,
3,1 % de proteina bruta e 2,5 % de cinzas (peso seco). Segundo os autores, o 6leo obtido
a partir de sementes de laranja (refinado) poderia ser utilizado na formulacdo de 6leos
comestiveis ou na fabricacdo de sabdes.

A laranja é uma fruta rica nutricionalmente e alguns estudos indicam que
algumas partes constituintes da mesma (como a casca), muitas vezes descartadas apds a
extracdo do suco da fruta, podem apresentar teores de nutrientes considerdveis
(RUVIARO et al., 2008; TABELA DE COMPOSICAO QUIMICA DOS
ALIMENTOS - TABNUT, 2016), o que pode ser visualizado nas Tabelas 1 e 2.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123741301500073
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123741301500073
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Tabela 1 - Composi¢do quimica da laranja (Citrus sinensis) com casca, do suco e da casca da

fruta (crus) por porcao de 100 g.

Componente Laranja Sucode  Cascade
] com casca laranja laranja
Agua (g) 82,3 88,3 72,5
Valor energético (kcal) 63 45 97
Proteina (g) 1,3 0,7 1,5
Gorduras totais (g) 0,3 0,2 0,2
Carboidratos (por diferenca) (g) 15,5 104 25
Fibra alimentar (g) 4.5 0,2 10,6
Célcio (mg) 70 11 161
Ferro (mg) 0,8 0,2 0,8
Magnésio (mg) 14 11 22
Fésforo (mg) 22 17 21
Potéssio (mg) 196 200 212
Sédio (mg) 2 1 3
Zinco (mg) 0,11 0,05 0,25
Vitamina C, dcido ascérbico total (mg) 71 50 136
Tiamina (mg) 0,1 0,09 0,12
Riboflavina (mg) 0,05 0,03 0,09
Niacina (mg) 0,5 0,4 0,9
Vitamina B6 (mg) 0,093 0,04 0,176
Acido félico, total (ug) 30 30 30
Vitamina B12 (ug) 0 0 0
Vitamina A (atividade equivalente de retinol) (ug) 13 10 21
Vitamina A (SI) (IU) 250 200 420
Gorduras saturadas (g) 0,035 0,024 0,024
Gorduras monoinsaturadas (g) 0,055 0,036 0,036
Gorduras poliinsaturadas (g) 0,06 0,04 0,04
Colesterol (mg) 0 0 0

Fonte: adaptado de Tabnut (2016).

Tabela 2 - Teor de nutrientes do farelo de casca e bagaco e polpa da laranja variedade Péra.

Informacao Nutricional

Porcao

100 g de amostra de farelo de
casca e bagaco de laranja Péra

100 g de amostra de

polpa de laranja Péra*

Valor Calérico (kcal) 319,16

Carboidratos (g) (por diferenca)
Proteinas (g)
Lipidios (g)
Fibra Alimentar (g)
Cinzas (g)
pH
Umidade (%)

70,08

11,04

42
10,05
0,8
0,2
0,4
0,8
n.r¥¥
87,7

*Valores presentes na Tabela de Composi¢do de Alimentos do Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica.
**Calculo ndo realizado.
Fonte: Ruviaro et al. (2008).
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3.6 Mercado e producao

O Brasil € o terceiro maior produtor de frutas do mundo ficando atrds apenas da
China e da India e ocupa a lideranca na produgdo mundial de laranja, seguido pela
China e Unido Europeia (ANDRADE, 2015; BELING, 2015; ESTATISTICAS DA
ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA A ALIMENTACAO E
AGRICULTURA - FAOSTAT, 2017; DEPARTAMENTO DE AGRICULTURA DOS
ESTADOS UNIDOS - USDA, 2018).

A laranja é uma das principais frutas produzidas no mundo e é a mais produzida
em nosso pais, sendo uma das preferidas e mais consumidas pelos brasileiros nos dias
de hoje (BELING, 2015; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2017; FAOSTAT, 2017). Na Tabela 3 podem-se visualizar os
dados da produgao brasileira de laranja (em toneladas) e drea colhida da fruta de 2007 a

2016.

Tabela 3 - Levantamento da produgio (t) e da drea colhida (ha) de laranja no Brasil nas safras de
2007 a 2016.

Laranja
Safra Safra Safra Safra Safra
2007 2008 2009 2010 2011
Producio (t) 18.684.985 18.538.084 17.618.450 18.503.139 19.811.064
Area colhida (ha) 821.244 836.602 787.250 792.753 817.292
Safra Safra Safra Safra Safra
2012 2013 2014 2015 2016
Producdo (t) 18.012.560 17.549.536 16.927.637 16.746.247 17.251.291
Area colhida (ha) 729.583 702.200 680.268 665.174 658.945

Fonte: IBGE (2017).

Estima-se que na safra 2017/2018 o pais produziu 17,340 milhdes de toneladas
de laranjas frescas em um total de 49,282 milhdes de toneladas da fruta fresca
produzidos no mundo, apresentando uma participacdo de 35,2 % na produ¢do mundial
da mesma (USDA, 2018). O cinturdo citricola, localizado em uma area de 300
municipios entre Sdo Paulo e Minas Gerais, é responsdvel por mais de 80 % da
producdo de laranja no Brasil, o que faz do estado de Sdo Paulo lider da produgdo da
mesma (com uma participagdo de aproximadamente 75,7 % em maio de 2018) e de
Minas Gerais o segundo maior estado produtor dessa fruta no pais (com uma
participacdo de 5,10 % em maio de 2018) (CITRUSBR, [20107?]; CITRUSBR, [20117];
IBGE, 2018).
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O pais encontra-se em terceiro lugar no consumo da fruta in natura, atrds apenas
da China, que ocupa a lideranca, e da Unido Europeia (USDA, 2018). A producio de
laranja no Brasil é voltada principalmente para a industrializa¢do, sendo a maior parte
das frutas produzidas (cerca de 80 % da producdo) processada na forma de sucos
(FERRAZ, 2011; BRASIL, 2016). O pais é responsavel por mais da metade (60 %) da
producdo de suco de laranja no mundo e lidera também as exportacdes desse produto -
trés em cada cinco copos de suco de laranja produzidos no mundo sdo provenientes do
Brasil (CITRUSBR, [20117?]; BRASIL, 2016).

Em 2014 foi exportado 1,9 milhdo de toneladas de suco de laranja, produto que
apresenta grande destaque entre as frutas processadas em nosso pais (SERVICO
BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS, 2015).
Consequentemente, esses fatores também fazem do pais um grande gerador de residuos
provenientes dessa atividade industrial. Em 2011, foram gerados em torno de 9,5
milhdes de toneladas de residuos decorrentes do processamento de laranja para a
industrializagdo do suco dessa fruta no pais, o que equivale a praticamente metade da

producdao da mesma no mesmo ano (NETTO, 2013; SANTOS et al., 2015).

3.7 Residuos agroindustriais e suas aplicacées tecnolégicas

A industrializacdo de suco de laranja gera residuos sélidos (casca, membranas,
polpa ndo aproveitada nos sucos e sementes), que correspondem a cerca de 50 % do
peso da fruta, e liquidos, sendo esses ultimos chamados de “adgua amarela”, a qual ¢
composta por proteinas, 6leos essenciais, pectina, acucares, dcidos organicos e sais
(BARBOSA, 2006; NETTO, 2013; SANTOS et al., 2015; CUTRALE, 2016). Esses
residuos, por apresentarem altos niveis de matéria organica em sua composi¢ao, podem
representar uma ameaga ao meio ambiente se ndo receberem tratamento adequado antes
de serem descartados no mesmo (SANTOS et al., 2015). Assim, algumas empresas
buscam aproveitar da melhor maneira possivel todos os constituintes da fruta com o
objetivo de aumentar o rendimento do processo de industrializa¢do de suco de laranja e
ao mesmo tempo contribuir para a manuten¢do do meio ambiente.

A utilizacdo de residuos agroindustriais em diferentes setores vem sendo
avaliada em muitos trabalhos como uma maneira de fornecer alternativas para o
gerenciamento e aproveitamento dos mesmos, o que além de possibilitar a obtencao de
produtos de valor agregado contribui para a manutengdo do meio ambiente, uma vez

que reduz o acimulo de residuos no mesmo. Esses residuos podem ser utilizados, por
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exemplo, como subtrato no desenvolvimento de processos biotecnologicos para a
producao de moléculas como proteinas microbianas, dcidos organicos, etanol, enzimas e
metabdlitos secundérios biologicamente ativos (ABUD et al., 2015; ALEXANDRINO
et al., 2007; AWAN, 2013; SANTOS et al., 2010).

Abud et al. (2015) avaliaram o uso de residuos agroindustriais (casca de coco
verde, bagaco de laranja lima e a mistura desses dois residuos) como substrato para a
producdo de enzimas hidroliticas por fermentacdo semi-sélida a partir do fungo
Aspergillus niger e verificaram que os residuos utilizados nas condicdes avaliadas
apresentaram boa eficiéncia na producdo da enzima poligalacturonase.

Alguns estudos demonstram ainda que as cascas de citros contém compostos que
podem apresentar acdo antimicrobiana. Em seu trabalho, Gerhardt et al. (2012)
avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes concentragdes de extratos alcodlicos
da casca crua de bergamota-ponkan (Citrus reticulata Blanco), pomelo (Citrus maxima
(Burm.) Merr.) e limdo-bergamota (Citrus limonia Osbeck ou limdo-cravo) frente a
diferentes micro-organismos (Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Salmonella Enteritidis e Pseudomonas aeruginosa) e verificaram que todas as
variedades de citros utilizadas apresentaram acdo antimicrobiana, tanto inibindo quanto
inativando os micro-organismos avaliados. A P. aeruginosa, cuja concentracdo minima
inibitéria (CMI) se encontrou entre 16 e 36 mg.mL'l, foi a que mais apresentou
sensibilidade aos extratos e o E. faecalis foi o mais resistente, nao tendo sido inativado
por nenhum dos extratos avaliados em nenhuma das concentracdes testadas,
apresentando também os maiores valores necessdrios de CMI e CMB (concentragdo
minima bactericida), seguida pela E. coli.

As sementes e cascas de frutos comestiveis processados, por exemplo, na forma
de sucos naturais, sucos concentrados, doces em conserva, polpas e extratos, muitas
vezes descartadas apds o processamento, sdo fontes naturais de antioxidantes
(OLIVEIRA et al., 2009). Estudos indicam que frutas e sucos citricos sio ricas fontes de
compostos antioxidantes como &acido ascorbico, compostos fenodlicos, flavonoides e
pectina (GORINSTEIN et al., 2004; JAYAPRAKASHA; PATIL, 2007; PELLEGRINI
et al., 2007, COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010). Benelli et al. (2010), ao
avaliarem extratos obtidos a partir do bagaco industrial de laranja utilizando diferentes
solventes organicos e técnicas de extracao distintas, verificaram que o uso desse residuo
agroindustrial para a extracdo tanto de compostos antioxidantes quanto de compostos
antimicrobianos € promissor em virtude da elevada quantidade de compostos que

permanecem presentes nesse residuo.
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3.8 Uso de residuos agroindustriais na elaboracio de embalagens

O uso de residuos industriais para a obtencdo de uma mistura natural de
biopolimeros na forma de farinha e que possam ser utilizados para a elaboracdo de
embalagens tem sido alvo de estudos e é uma tendéncia nos dias atuais (ANDRADE,
2014; BRUNO et al., 2014; MANIGLIA et al., 2014; FAI et al. 2015; FERREIRA et al.
2016).

Bruno et al. (2014) elaboraram uma farinha a partir dos residuos gerados com o
processamento integral de frutas e hortalicas (laranja seleta (Citrus sinensis), maracuja
(Passiflora edulis), melancia (Citrullus lanatus), abobrinha (Cuciirbita pepo), alface
(Lactuca sativa), cenoura (Daucus carota), espinafre (Spinacea oleracea), horteld
(Mentha s.p.), inhame (Colocasia esculenta), pepino (Cucumis sativus) e racula (Eruca
sativa)) e utilizaram o extrato da mesma para o desenvolvimento de filmes
biodegradaveis. Segundo os autores a farinha, de frutas e hortalicas, avaliada nas
condi¢des estudadas apresentou um potencial interessante de uso como um material
multicomposto alternativo para produzir filmes biodegradéveis.

Andrade (2014) elaborou filmes biodegradaveis utilizando residuos do
processamento integral de frutas e hortalicas, transformados em farinha, realizando-se a
extragdo aquosa 8 % e 10 % (m/m) da mesma. Os filmes foram caracterizados quanto as
suas propriedades mecanicas, permeabilidade ao vapor de 4gua, espessura e solubilidade
em agua e, segundo a autora, a matéria-prima utilizada na elaboracdo dos mesmos
apresentou viabilidade de uso como um material multicomposto e biodegraddvel para a
producdo de filmes comestiveis.

Maniglia et al. (2014) desenvolveram e caracterizaram filmes a base de uma
farinha obtida a partir do residuo da extracao por solvente do corante de ciircuma, a qual
continha umidade, cinzas, lipideos, proteinas, hemicelulose, celulose, lignina insolivel,
lignina soldvel e amido em sua composi¢ao (o que foi constatado por meio da realizacdo
de analises quimicas) além da presenca residual de curcuminoides, os quais conferiram
propriedades antioxidantes efetivas aos filmes elaborados. Os autores avaliaram a
influéncia de diferentes temperaturas e pHs na produ¢do dos filmes bioativos utilizando
essa farinha e verificaram que a variacdo nos valores desses parametros promoveu
alteragdes nas propriedades mecanicas, na solubilidade, no teor de umidade, na
permeabilidade ao vapor de 4gua e na opacidade dos filmes nas condi¢des estudadas.

Arevalo et al. (2009), com o objetivo de preparar filmes utilizando residuos da

industria de suco, além de pectina e polivinil dlcool (PVA) por meio do processo
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casting e avaliar as propriedades mecanicas, de solubilidade e de biodegradabilidade
dos mesmos, verificaram que os filmes produzidos apresentaram boas propriedades
mecanicas, especialmente resisténcia a tragao (podendo ser comparados a outros filmes
biodegradaveis), solubilidade de 78 % apdés 45 min e a biodegradabilidade nao
ultrapassou 13 dias. Segundo os autores, os resultados obtidos em seu trabalho indicam
que os residuos agroindustriais podem ser utilizados na elaboracdo de produtos
biodegraddveis podendo contribuir para o desenvolvimento de tecnologia sustentavel.

De Dicastillo et al. (2016a) estudaram filmes ativos elaborados com
metilcelulose, glutaraldeido e extrato da fruta maqui berry, atuando esse tltimo como
uma fonte de agentes antioxidantes. Os autores objetivaram caracterizar o extrato
natural e os filmes ativos reticulados de modo a obter um material polimérico que
oferecesse maior atividade antioxidante e melhores propriedades de barreira para
aplicacOes futuras como embalagem ativa para alimentos.

Ferreira et al. (2016) produziram e -caracterizaram filmes e coberturas
comestiveis elaborados a partir de farinhas obtidas com residuos de frutas e hortalicas e
com casca de batata para aplicagdo em acerolas e verificaram que as frutas apresentaram
aumento de 50 % em sua vida util e redu¢do em sua perda de massa de 30 a 57 % em
comparacgdo com as frutas controle.

Em seu trabalho, Fai et al. (2015) objetivaram produzir um revestimento a base
de residuo de frutas e hortalicas para aplicagdo em cenoura minimamente processada
ralada a fim de avaliar caracteristicas como perda de massa, variagdo de cor, sélidos
soliveis, acidez tituldvel e pH ao longo do seu armazenamento. Foi verificado que as
cenouras revestidas apresentaram uma tendéncia de reducdo do indice de
esbranquicamento em relacdo controle, além de melhor aspecto geral. O indice de cor
das mesmas apresentou um valor positivo para todas as amostras (a cor laranja se
manteve preservada ao longo do armazenamento) e foram percebidas pequenas
modificagdes relacionadas a perda de peso, pH, acidez tituldvel e teor de sdlidos
soliveis das cenouras ao longo do armazenamento, indicando que a farinha de frutas e
hortalicas elaborada nesse trabalho apresenta potencial de uso para a formulacido de
revestimentos comestiveis.

Assim, pode-se verificar que os residuos do processamento de produtos de
origem vegetal apresentam grande potencial de uso como matéria-prima no

desenvolvimento de embalagens biodegradédveis para alimentos.
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Capitulo 1

ELABORACAO E CARACTERIZACAO DA FARINHA A PARTIR DOS
RESIDUOS SOLIDOS DO PROCESSAMENTO INDUSTRIAL DE LARANJA

RESUMO

Objetivou-se com este estudo elaborar uma farinha a partir dos residuos industriais do
processamento de laranja apds a extracdo do suco dessa fruta e caracterizar a mesma
para posterior utilizagdo como matéria-prima na elaboracio de filmes biodegradaveis
ativos. O bagaco de laranja utilizado foi doado por uma empresa processadora da fruta.
O material foi armazenado em embalagens de polietileno de baixa densidade e mantido
a -18 °C em freezer doméstico. No momento da sua utilizacdo, o mesmo foi
descongelado, seco em estufa a 40 °C e submetido a moagem em moinho de facas
rotativo. A farinha obtida foi armazenada em potes pldsticos e mantida a -18 °C. Foram
determinados o rendimento do processo de obtencdo, a granulometria, os teores de
carotenoides, de 4cido ascorbico, de compostos fenodlicos totais e de pectina, o pH, a
acidez, a atividade de dgua e a microestrutura da farinha. O rendimento do processo de
obtencdo da farinha apresentou valor satisfatério para aplicagdes que visem o
aproveitamento dos residuos do processamento de laranja na forma seca e triturada. A
maior fracdo da mesma apresentou granulometrias entre 0,500 e 0,600 mm
(28,27 £ 6,15 %) e menor do que 0,355 mm (25,61 + 6,37 %). Os teores de
carotenoides, de acido ascorbico, de fendlicos totais e de pectina da farinha foram,
respectivamente, 14,70 + 0,66 ug de carotenoides.g”' de farinha, 35,17 + 4,63 mg de
acido ascorbico.100 g'1 de farinha, 553,40 + 30,4 mg de 4cido galico.100 g'1 de farinha
(extrato aquoso) e 557,32 + 21,69 mg de 4cido gdlico.100 g'1 de farinha (extrato
hidroalcodlico) e 11,32 + 0,50 %. Os valores de pH, acidez e atividade de dgua obtidos
foram respectivamente 3,42 + 0,02; 0,26 + 0,01 g de 4cido citrico.100 g'1 de farinha e
0,468 = 0,006. A andlise de microestrutura indicou que as particulas da farinha
apresentaram tamanho e forma heterogéneos. A farinha de residuos do processamento
industrial de laranja obtida e caracterizada neste trabalho apresentou caracteristicas
fisico-quimicas, granulométricas e estruturais satisfatdrias para utilizagdo como matéria-

prima no desenvolvimento de processos tecnoldgicos.

Palavras-chave: bagaco industrial de laranja; caracterizagdo fisico-quimica;

classificagdo granulométrica; microestrutura.
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ABSTRACT

It was aimed with this study to elaborate a flour from the industrial orange processing
waste after the juice extraction of this fruit and to characterize it for later use as base
material in the elaboration of active biodegradable films. The orange bagasse used was
provided by a company that processes the fruit. The material was stored in low density
polyethylene packages and kept at -18 °C in a domestic freezer. At the time of its use, it
was thawed, dried at 40 °C and grinded in a rotary knife mill. The obtained flour was
stored in plastic pots and maintained at -18 °C. The yield of the flour obtaining process,
its granulometry, its carotenoids, ascorbic acid, total phenolic compounds and pectin
contents, pH, acidity, water activity and microstructure were determined. The yield of
the flour obtaining process presented satisfactory value for applications that aim the use
of the orange processing waste at the dry and powdered form. The largest flour fraction
presented granulometry between 0.500 and 0.600 mm (28.27 £+ 6.15 %) and less than
0.355 mm (25.61 £+ 6.37 %). The flour carotenoids, ascorbic acid, total phenolics
compounds and pectin contents were 14.70 + 0.66 pg of carotenoids.g” of flour,
35.17 + 4.63 mg of ascorbic acid.100 g of flour, 553.40 + 30.4 mg of gallic
acid.100 g’1 of flour (aqueous extract) and 557.32 + 21.69 mg of gallic acid.100 g'1 of
flour (hydroalcoholic extract) and 11.32 + 0.50 % respectively. The obtained pH, acidity
and water activity values were respectively equal to 3.42 + 0.02; 0.26 £ 0.01 g of citric
acid.100 g of flour and 0.468 + 0.006. The microstructure analysis indicated that the
particles had heterogeneous size and shape. The flour from industrial orange processing
waste obtained and characterized in this work presented satisfactory physical-chemical,
granulometric and structural characteristics for use as raw material in the development

of technological processes.

Keywords: orange processing waste; physicochemical characterization; granulometric

classification; microstructure.
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1 INTRODUCAO

O grande volume de residuos gerados com o processamento de laranja apds a
extracdo industrial do suco dessa fruta e a variedade de compostos presentes nesse
material t€ém despertado o interesse de pesquisadores para o desenvolvimento de novas
tecnologias que permitam o melhor aproveitamento dos mesmos, pois apesar de
existirem muitas possibilidades de uso desses residuos, a quantidade didria gerada ainda
¢ muito elevada.

Trabalhos que envolvem o uso desses residuos na forma de farinha, produzida
por meio da secagem e posterior moagem desse material, podem ser encontrados na
literatura (BOFF et al., 2013; MACAGNAN et al., 2014; STORCK et al., 2015). Uma
das vantagens de se utilizar os residuos originados do processamento de frutas na forma
de farinha € a estabilidade que a mesma apresenta por possuir teor de umidade baixo em
relacdo ao material in natura, o que, associado a outros fatores como baixo pH, dificulta
o crescimento de micro-organismos como fungos e bactérias no meio (ABUD;
NARAIN, 2009), podendo possibilitar o armazenamento desses residuos por um
periodo de tempo maior.

A farinha de residuos do processamento de laranja, por ser rica em nutrientes e
apresentar fibras soliveis (como a pectina) e outros compostos funcionais em sua
constituicdo, tem sido avaliada como fibra dietética (MACAGNAN et al., 2015) e nas
formulacdes de produtos alimenticios como os de panificacio (SANTOS et al., 2011;
SILVA et al., 2012; TOZATTI et al., 2013), carneos (NERES et al., 2016), sobremesas
(RUVIARO et al., 2008; BOFF et al., 2013), entre outros, como substituto de algum
ingrediente (MACAGNAN et al., 2014; STOLL; FLC)RES; THYS, 2015) ou mesmo
como ingrediente adicional aos mesmos com o objetivo de enriquecer nutricionalmente
o produto final (RUVIARO et al., 2008).

Os residuos do processamento de laranja secos e triturados também ja foram
estudados como matéria-prima em processos fermentativos para a obtencdo de produtos
como o etanol 2G, enzimas, aromas, dcidos organicos, agucares redutores, nanocelulose
entre outros por meio do cultivo de micro-organismos em estado sélido e semi-s6lido ou
por hidrélises dcidas e enzimaticas (SILVA et al.,, 2014; CYPRIANO et al., 2016;
NOGUEIRA, 2016; SILVA et al., 2016), na extracdo de compostos como a pectina,
polifendis, 6leo essencial de laranja, 6leo das sementes, entre outros (MORENO;
JORGE, 2005; ARORA, KAUR, 2013, CYPRIANO et al., 2016; SILVA et al., 2016),

na elaboracdo, juntamente com residuos de outras frutas e hortalicas, de filmes
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biodegraddveis (BRUNO et al.,, 2014; FAI et al., 2015; ANDRADE; FERREIRA;
GONCALVES, 2016; FERREIRA et al., 2016), entre outras avaliagdes.

Assim, objetivou-se com o presente trabalho elaborar uma farinha utilizando
residuos do processamento industrial de laranja e caracterizar a mesma quanto as suas
caracteristicas fisico-quimicas, granulométricas e microestruturais para posterior uso na

elaboragdo de filmes biodegradaveis ativos para alimentos.

2 MATERIAL E METODOS

As andlises experimentais foram conduzidas no Laboratério de Embalagens, no
Laboratério de Anélise de Alimentos e no Laboratério de Panificacdo e Massas do
Departamento de Tecnologia de Alimentos e no Laboratério de Instrumentagcdo e
Quimica Ambiental do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa

em Vicosa — Minas Gerais.

2.1 Delineamento experimental

Os experimentos realizados foram conduzidos sob o delineamento inteiramente

casualizado (DIC).

2.2 Matéria-prima: bagaco industrial de laranja

O bagaco industrial de laranja foi obtido por meio de doagdo por uma empresa
de suco de laranja (variedade Péra Rio) localizada no municipio de Belo
Horizonte — Minas Gerais. O material foi coletado no momento do processamento das
laranjas em janeiro de 2017 utilizando-se baldes pldsticos previamente sanitizados. Em
seguida, foi armazenado em embalagens de polietileno de baixa densidade e congelado
em freezer doméstico a -18 °C. O bagaco congelado foi transportado até a cidade de
Vigosa — Minas Gerais em caixas térmicas e foi mantido em freezer doméstico a -18 °C
até o momento da sua utilizacdo, quando foi descongelado, pesado e cortado

manualmente em fragmentos menores.
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2.3 Obtencao da farinha de bagaco industrial de laranja (FBIL)

Para a obtengdo da farinha de bagaco industrial de laranja, foi utilizada a
metodologia de Benelli (2010) com algumas modificagdes. O bagaco umido
manualmente cortado em fragmentos menores foi distribuido em formas de aluminio e,
em seguida, foi submetido a secagem a 40 °C em estufa de esterilizagdo e secagem
(Ethik Technology Produtos e Equipamentos Cientificos Ltda., modelo 400/*ND
400/*ND-300) até a obtencdo de massa constante, a qual foi monitorada com o auxilio
de uma balan¢a semi-analitica (Shimadzu, modelo UX6 200H).

O bagaco seco foi triturado em um moinho de facas rotativo (Brabender)
utilizando-se uma peneira de 18 mesh Tyler (1,0 mm de abertura). Toda a farinha obtida
(tanto a de granulometria inferior a 18 mesh Tyler quanto a remanescente no interior do
moinho, cuja granulometria era superior a 18 mesh Tyler) foi coletada com o intuito de
se garantir maior rendimento no processo de obtencao da mesma. Em seguida, a farinha
obtida foi pesada e armazenada em potes plasticos em freezer doméstico a -18 °C até o

momento da realizagdo das andlises.

2.4 Rendimento do processo de obtencao da FBIL

Foram utilizados 15,104 kg de bagaco industrial de laranja umido para a
elaborag¢do da FBIL. O rendimento do processo de obten¢do da FBIL foi calculado por

meio da Equacdo 1 e expresso em percentual.

R = (%) + 100 (1)

mj

Em que:
R = rendimento do processo de obten¢ao da FBIL (%);
m¢ = massa final do bagaco apds secagem e moagem do mesmo (farinha) (g);

m; = massa inicial do bagaco antes da secagem e moagem do mesmo (g).
2.5 Caracterizacao da FBIL
A farinha de bagaco industrial de laranja foi caracterizada quanto a sua

granulometria, teores de carotenoides, dcido ascérbico, compostos fendlicos totais e

pectina, pH, acidez, atividade de 4gua e microestrutura.
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2.5.1 Granulometria

A determinacdo da granulometria da FBIL foi realizada a fim de se avaliar o
tamanho das particulas da mesma. A andlise foi realizada com o auxilio de um agitador
de peneiras eletromagnético (Bertel, Brasil) segundo a metodologia de Andrade,
Ferreira e Gongalves (2016) com algumas modificagdes. Uma aliquota da farinha
(100 g) foi peneirada por 20 minutos em um conjunto de seis peneiras com 0s seguintes
tamanhos: 14, 24, 28, 32, 35 e 42 mesh Tyler, considerando-se também a base de fundo
do equipamento. O material retido em cada peneira e na base foi pesado e expresso em

percentagem de retencdo. A andlise foi realizada em trés repeti¢cdes.

2.5.2 Teor de carotenoides

A determinacdo do teor de carotenoides da FBIL foi realizada por andlise
espectrofotométrica conforme procedimento descrito por Rodriguez-Amaya (2001) com
algumas modificacoes.

A extragdo dos carotenoides presentes na FBIL foi realizada pesando-se 2,0 g da
mesma e adicionando-se 10,0 mL de acetona (Vetec) refrigerada ao material. A mistura
foi levada a um homogeneizador (ULTRA-TURRAX IKA® T25 digital) na velocidade
de 10.000 rpm durante 60 s e foi filtrada em funil de Biichner utilizando-se papel filtro
qualitativo. O material remanescente no papel filtro foi coletado e novamente submetido
a extracdo dos carotenoides conforme descrito anteriormente. O procedimento de
extracdo e filtragem foi repetido por mais trés vezes (totalizando quatro extragdes) até a
acetona se apresentar incolor.

O filtrado (extrato de acetona) foi transferido para um funil de separacdo
contendo 50 mL de éter de petréleo (Vetec) e ao mesmo foram adicionados, lentamente,
25 mL de dgua ultra pura. A fase inferior formada (4gua + acetona) foi descartada e o
residuo no funil (éter + carotenoides) foi lavado outras trés vezes com 4gua ultra pura
até que toda a acetona residual fosse removida. O extrato presente no éter de petrdleo
foi filtrado em papel filtro qualitativo contendo sulfato de sédio anidro (Vetec) e
transferido para um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume do mesmo
com éter de petrdleo. A leitura da amostra foi realizada em espectrofotdometro UV/VIS
(modelo UV-1800, Shimadzu, Japdo) em comprimento de onda de 450 nm e o teor de
carotenoides foi calculado por meio da Equacdo 2. A andlise foi realizada em trés

repeti¢des e em duplicata.
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Abs * V x 10%

1cm

2)

Em que:

CT = carotenoides totais (ug/g);

Abs = absorbancia da solu¢do no comprimento de onda de 450 nm;

V = volume final da solu¢do (mL);

A% = coeficiente de absor¢do do carotenoide no solvente utilizado (A% = 2.592 para
o B-caroteno em éter de petréleo);

m = massa da amostra (g).

2.5.3 Teor de acido ascorbico

O teor de 4cido ascérbico da FBIL foi determinado segundo o Método Oficial
967.21 da Associagdo de Analistas Quimicos Oficiais (AOAC) (Acido Ascérbico em
Preparacdes Vitaminicas e Sucos - Método Titrimétrico 2,6-dicloroindofenol)
(AOAC, 1998) e o método 365/IV (Determinacdo de vitamina C pelo método de
Tillmans) do Instituto Adolfo Lutz (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008a) com
algumas modifica¢des realizadas por Gomes e Oliveira (2011).

Foram preparadas solugcdes de 4cido metafosforico (Vetec) e de
2,6-diclorofenolindofenol (sal s6dico) (Vetec) pouco tempo antes do uso € uma solugdo-
padrdo de 4cido ascorbico (Alphatec) imediatamente antes da realizacdo da anélise.

Uma aliquota de 5,0 mL da solu¢do de acido metafosférico adicionada de
2,0 mL da solugdo-padrao de 4cido ascorbico (amostra padrdao) foi titulada com a
solucdo de 2,6-diclorofenolindofenol até colora¢ao résea mantida por cinco segundos.

Uma aliquota de 7,0 mL da solucdo de 4cido metafosférico adicionada do
volume de 4gua ultra pura igual a média do volume da solucio de
2,6-diclorofenolindofenol gasto na titulacdo do padrdo (branco) também foi titulada
conforme descrito anteriormente e o célculo do fator da solugdo de Tillmans (F) foi feito

de acordo com a Equacio 3.

m (mg de 4cido ascérbico)
Vp (mL)-Vb (mL)

F = 3)

Em que:

F = fator da solucdo de Tillmans;
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m = massa de dcido ascorbico utilizada na titulagdo (mg);
Vp = volume gasto na titulagdo do padrdo (mL);

Vb = volume gasto na titulacdo do branco (mL).

Para a determinacdo do teor de dcido ascérbico da FBIL, 10,0 mL da solugdo de
acido metafosforico foram adicionados a 250 mg do material. A mistura foi
homogeneizada e transferida para um baldo volumétrico de 25 mL, cujo volume foi
completado com a solucdo de dcido metafosférico e homogeneizado. Uma aliquota de
7,0 mL da amostra foi titulada com a solucdo de 2-6-diclorofenolindofenol até que a
coloracdo roseo-clara persistisse por 5 segundos.

O calculo do teor de 4cido ascorbico presente na farinha foi realizado por meio

da Equacdo 4. A andlise foi realizada em trés repeti¢cdes e em duplicata.

m=(X—B)*£*¥ 4)
Em que:
m = massa de 4cido ascérbico presente em 1 g de farinha (mg de 4cido ascérbico.l g
de farinha);
X = volume médio gasto na titulacdo da amostra (mL);
B = volume médio gasto na titulagdo do branco (mL);
F = fator da solugdo de Tillmans (mg de 4cido ascorbico equivalente para 1,0 mL da
solucdo padrao de 2-6-diclorofenolindofenol);
E = massa de farinha ensaiada (g);
V = volume inicial de soluc¢ao ensaiado (mL);

Y = aliquota de volume da amostra titulada (mL).

2.5.4 Teor de compostos fendlicos totais

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais da FBIL foi realizada por
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu segundo a metodologia de Swain e
Hills (1959) conforme descrito por Sousa et al. (2011) com algumas modificacoes.

Dois extratos da FBIL foram preparados: um aquoso e um hidroalcodlico. Foram
pesados 2,5 g da FBIL aos quais foram adicionados 25 mL de 4gua ultra pura (para a
obtencdo do extrato aquoso) ou 20 mL de 4gua ultra pura + 5 mL de alcool etilico

absoluto 99,5 % (Dinadmica) (para a obten¢do do extrato hidroalcodlico). A mistura foi
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submetida a agitacdo em agitador magnético (Fisatom Brasil Mod. 753 A Série
1542911) por 1 h a temperatura ambiente (25 °C + 2 °C) e, em seguida, foi centrifugada
a 3.000 rpm por 5 min (T = 25 °C) em centrifuga (Sigma® Laboratory Centrifuges
4K15). O sobrenadante foi filtrado e armazenado em frasco de vidro ambar.

Os extratos obtidos foram diluidos (diluicao 1:10) e aliquotas de 0,5 mL dos
mesmos foram transferidas para tubos de ensaio onde foram adicionados 8 mL de dgua
ultra pura e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich). As solu¢des foram
homogeneizadas e armazenadas ao abrigo da luz por trés minutos. Transcorrido esse
tempo, foi adicionado 1 mL da solugdo saturada de carbonato de sédio (Synth) as
mesmas, deixando-as em repouso ao abrigo da luz por uma hora. A leitura da
absorbancia das amostras foi realizada em espectrofotometro UV-VIS a 720 nm.

Foi preparada uma curva analitica utilizando-se solu¢des diluidas 4dcido galico
(Sigma-Aldrich) cujas concentragdes variaram de 0 a 200 mg.L™'. Para o calculo do teor
de fendlicos totais presentes na amostra, foi utilizada a equacdo da curva analitica

(Equacdo 5) (R2 =0,9979).

y =0,0017x — 0,0033 5)

Em que:
y = absorbancia a 720 nm;

x = concentracao de dcido galico equivalente (mg-L’l).

O teor de compostos fendlicos totais presentes na FBIL foi expresso em mg de
4cido gdlico.100 g' de farinha. A andlise foi realizada em trés repeticdes e em

duplicata.

2.5.5 Teor de pectina

O teor de pectina da FBIL foi determinado segundo a metodologia de Rangana
(1979), na forma de pectato de calcio.

Uma mistura de 20 g da FBIL e 400 mL de solucao de HCI 0,05 M foi aquecida
por duas horas a 80-90 °C (repondo-se a dgua perdida por evaporacdo quando
necessario), resfriada a 25 °C = 2 °C e transferida para uma proveta de 500 mL, cujo

volume foi completado com dgua destilada e filtrado em papel filtro qualitativo.
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A 200 mL do filtrado foram acrescentados 250 mL de &4gua destilada. As
solugdes foram neutralizadas com NaOH 1 M com o auxilio de um peagametro de
bancada (PG1800, Gehaka) e foram adicionados mais 10 mL de NaOH 1 M as mesmas,
as quais foram mantidas sob agitacdo constante em agitador magnético (Fisatom Brasil
Mod. 753 A Série 1542911). Em seguida, foram deixadas em repouso durante uma
noite (overnight).

Uma aliquota de 50 mL de acido acético 1 M foi adicionada as solucdes e, apOs
5 minutos, foram acrescentados 25 mL de solu¢do de CaCl, 1 M as mesmas, sob
agitacdo. As solucdes foram aquecidas, mantendo-se a ebuli¢do por 2 minutos, e foram
deixadas em repouso por 3 horas. As suspensdes foram filtradas a vicuo utilizando-se
papel filtro qualitativo previamente seco (em estufa a 105 °C até massa constante) e
pesado. O material retido no papel filtro foi lavado com dgua destilada fervente até que
ficasse livre de cloretos, cuja presenga foi verificada acrescentando-se 1 mL de uma
solugdo de nitrato de prata a 1 % ao filtrado (turbidez indica presencga de cloretos).

O papel filtro contendo o pectato de calcio foi seco em estufa a 105 °C até massa
constante e a pectina foi expressa em percentagem de pectato de célcio conforme a

Equacdo 6. A andlise foi realizada em trés repeti¢des e em duplicata.

(Mpectato de cilcio— M I filtro)*500
Ppc — pectato de célcio papel filtro * 100 (6)

Mamostra* Vfiltrado

Em que:

P,. = Percentual de pectato de célcio (%);

Mpectato de célcio = Massa do papel filtro contendo o pectato de calcio (g);
Mpapel filiro = Massa do papel filtro (g);

Mymostra = Massa da amostra (g);

Viitrado = Volume do filtrado (mL).

2.5.6 pH

O pH da FBIL foi avaliado segundo metodologia descrita pelo Instituto Adolfo
Lutz para a determinacdo do pH de farinhas e produtos similares (ZENEBON;
PASCUET; TIGLEA, 2008b). Foram pesados 10 g da amostra e, a essa massa, foram
adicionados 100 mL de dgua ultra pura. O contetido foi agitado em agitador magnético

(Fisatom Brasil Mod. 753 A Série 1542911) até que as particulas ficassem
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uniformemente suspensas. Em seguida, o pH da amostra foi medido utilizando-se um
peagametro de bancada (PG1800, Gehaka) previamente calibrado. A andlise foi

realizada em trés repeti¢cdes e em duplicata.

2.5.7 Acidez

A acidez total tituldvel da FBIL foi avaliada de acordo com o método descrito
pelo Instituto Adolfo Lutz para a determinacdo da acidez alcool-soluvel de farinhas e
produtos similares (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008b). Foram pesados 2,5 g da
FBIL em um erlenmeyer de 125 mL onde foram adicionados 50 mL de alcool etilico
absoluto 99,5 % (Dinamica) neutralizado. Apds repouso de 24 horas, procedeu-se com a
titulagdo do sobrenadante (20 mL) utilizando-se solu¢do de hidréxido de sodio 0,01 M
(Vetec) e solucdo de fenolftaleina 1 % (Vetec) como indicador, monitorando-se o pH da
solucdo até que o mesmo atingisse valor igual a 8,3 (ponto final da titulacio com a
fenolftaleina). Uma prova em branco foi feita utilizando-se 20 mL do etanol absoluto
neutralizado, em duplicata.

A acidez da FBIL foi expressa em fun¢ao do acido citrico (4cido predominante

em frutas). A andlise foi realizada em trés repeticdes e em duplicata.

2.5.8 Atividade de agua

A atividade de dgua da FBIL foi determinada utilizando-se um medidor de
atividade de dgua (Dew Point Water Activity Meter 4TE, Aqual.ab) a 25 °C. A andlise

foi realizada em trés repeticdes e em duplicata.

2.5.9 Microestrutura

A estrutura superficial das amostras da FBIL foi avaliada através de observagdes
feitas a partir das imagens obtidas por meio de um Microscépio Eletronico de Varredura
(Model TM 3000, Hitachi).

Adesivos contendo uma camada de carbono foram fixados (um por vez) em um
stub e pequenas por¢des das amostras foram colocadas sobre os mesmos a fim de se
proceder com a obtencdo das imagens em diferentes aumentos. Foi utilizado vacuo

baixo e modo Analy.
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2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos com a andlise de determinacdo da granulometria da FBIL
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) em nivel de 5 % de significancia
(p < 0,05) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, também em nivel de 5 %
de significancia (p < 0,05). Para a analise estatistica dos dados fo1 utilizado o programa
estatistico Minitab® 17 (versao 17.1.0, Minitab, Inc., 2013). Os resultados das demais
andlises foram expressos em médias e desvios padrdes e calculados utilizando-se o
programa Microsoft® Office Excel® 2007 (versio 12.0.6787.5000, Microsoft
Corporation, 2008). A microestrutura da FBIL foi avaliada por meio da andlise visual

das imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento do processo de obtencao da FBIL

O rendimento do processo de obtencdo da FBIL foi de 21,74 % (3,283 kg de
farinha). Esse valor foi maior do que o obtido por Bublitz et al. (2013), que elaboraram
uma farinha de albedo de laranja para utilizacdo no enriquecimento nutricional em
formulacdes de produtos de panificacdo e obtiveram rendimento igual a 5 %.

Também foi maior do que o valor obtido por Ferreira et al. (2015), que
produziram uma farinha a partir de residuos de frutas e hortalicas obtiveram rendimento
de 10 % em relagcdo a quantidade inicial de material utilizada. Essa diferenca pode ser
explicada pelo total aproveitamento da farinha presente no interior do moinho no
presente trabalho.

O rendimento do processo de obtencao da farinha foi relativamente baixo nao
em virtude do processo em si utilizado, mas devido ao alto teor de 4dgua apresentado
pelo bagaco industrial de laranja. A umidade do bagagco de laranja utilizado por
Fiorentin et al. (2010), o qual foi cedido por uma empresa processadora do suco da
fruta, apresentou valor igual a 85 %. Cypriano et al. (2016) verificaram que o bagago
industrial de laranja avaliado apresentou umidade de 78,23 %. Cavichiolo, Biagi e
Junior (2014) caracterizaram o bagaco industrial de laranja imido e seco e verificaram
que o material dmido apresentou umidade de 68,73 %. Assim, grande parte da massa
inicial do bagaco industrial de laranja perdida no processo de obtencdo da FBIL

utilizado foi devido a evaporagdo da dgua com o processo de secagem.
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Dessa forma, avaliando-se o rendimento do processo de obtencdo da FBIL
considerando-se a massa inicial seca do bagaco industrial de laranja (3,386 kg), o

mesmo apresentou valor igual a 96,96 %.

3.2 Caracterizacao da FBIL

3.2.1 Granulometria

Na Tabela 4, podem-se verificar as médias da massa de farinha retida e as
porcentagens de retengdo médias de farinha em cada uma das peneiras utilizadas em

funcado da granulometria da FBIL.

Tabela 4 — Distribui¢ao granulométrica da farinha de bagaco industrial de laranja (100 g).

Peneira Abertura Massa média de farinha Porcentagem de
(mesh Tyler) (mm) retida (g)* retencio média (%)*
14 1,180 0,28 +0,28 ¢ 0,28 9
24 0,710 1623 +1,97 © 16,23 ©
28 0,600 16,97 £2,57 ™ 16,97
32 0,500 28,27 6,15 * 28,27 °
35 0,425 5,63+2,29 ¢ 5,63 ¢
42 0,355 5,61 +2,68 ¢ 561 ¢
Fundo - 25,61 £6,37 * 25,61 ®

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si em nivel de 5 % de
significancia pelo teste de Tukey.

Pode-se perceber que a FBIL ficou retida significativamente em maior
quantidade (p < 0,05) na peneira de 32 mesh Tyler (abertura de 0,500 mm de diametro)
e na base de fundo do equipamento, ou seja, apresentou, em sua maior parte,
granulometria entre 0,500 e 0,600 mm (28,27 + 6,15 %) e menor do que 0,355 mm
(25,61 + 6,37 %).

E importante salientar que a farinha retida em algumas das peneiras utilizadas
apresentou por¢des com caracteristicas distintas quando visualmente comparadas entre
si. A heterogeneidade apresentada pelo material possivelmente ocorreu em virtude da
presenca de diferentes partes da fruta (flavedo, albedo, membranas e sementes) no
bagaco, as quais apresentam constitui¢io distinta. Também foi percebida ligeira
aglomeracdo de parte do material analisado, o que pode ter impossibilitado a passagem
de outras particulas que apresentassem granulometria inferior a abertura da peneira e

influenciado os resultados obtidos nessa anélise. Acredita-se que essa por¢ao da farinha
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tenha sofrido aglomeracdo em virtude da presenga do Oleo fixo proveniente das
sementes no material analisado (o qual pode ter contribuido para a geragdo de um
material relativamente mais compacto) e também devido a umidade da farinha.

Na Figura 4 pode-se visualizar o aspecto apresentado pelas fracdes da FBIL
submetida a classificagdo granulométrica retidas no conjunto de peneiras utilizado para

a realizacdo da andlise.

BASE DE FUNDO
42 MESH TYLER

35 MESH TYLER
32 MESH TYLER

28 MESH TYLER

24 MESH TYLER
14 MESH TYLER

Figura 4 - Foto das diferentes fragdes da farinha de bagago industrial de laranja obtidas apds a
classificacdo granulométrica da mesma em peneiras de aberturas de 14, 24, 28, 32, 35 e 42 mesh
Tyler e na base de fundo do equipamento.

Andrade, Ferreira e Gongalves (2016) caracterizaram uma farinha proveniente
de residuos de frutas e hortalicas e também verificaram heterogeneidade quanto a
granulometria das particulas. De acordo com os autores, mesmo apds vigorosa moagem
do material, houve significativa retengdo do mesmo na peneira de 20 mesh Tyler,
justificada pela presenca de talos e aparas.

Storck et al. (2015) avaliaram farinhas elaboradas a partir de residuos da
producdo de diferentes sucos de frutas (utilizando um macromoinho de facas com
apenas uma passagem) e verificaram que a maior fracdo da farinha de residuos da
produc@o de suco de laranja apresentou granulometria > 0,600 mm (farinha que nao
passou na peneira de 0,600 mm), valor préximo ao encontrado no presente trabalho para
uma das maiores fracdes obtidas da FBIL.

O diametro médio das particulas ird variar, por exemplo, com o tipo de moinho e
com a abertura da peneira utilizada na moagem do material e exerce grande influéncia
em algumas das propriedades apresentadas pelas farinhas.

Borges et al. (2003) afirmam que o tamanho das particulas da farinha pode
influenciar na capacidade de absor¢do de dgua pela mesma e também no tempo de
mistura, nas caracteristicas sensoriais (como aparéncia, sabor e textura) € no tempo de

cozimento de massas alimenticias. Mira et al. (1999), ao estudarem a extragdo do 6leo
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essencial de laranja por fluido supercritico, verificaram que o tamanho das particulas da
farinha elaborada em seu trabalho a partir da casca de laranja desidratada influenciou no
processo de extracdo do 6leo essencial.

Assim, o conhecimento do diametro das particulas de farinhas é de fundamental
importancia no desenvolvimento de novos processos tecnoldgicos que visem a sua

utilizacdo.

3.2.2 Teor de carotenoides

O teor de carotenoides médio da FBIL foi de 14,70 + 0,66 ug de carotenoides. g'1
de farinha, valor superior ao encontrado por Crizel et al. (2013) para fibra de laranja
elaborada a partir da casca, bagaco (membranas e polpa residual) e sementes de laranja
(9,5 + 0,9 pg de carotenoides.g”’ de fibra) e a partir somente da casca da fruta
(12,1 £ 1,1 ug de carotenoides.g'1 de fibra) e inferior ao encontrado por Clemente et al.
(2012), que obtiveram valor igual a 29 pg de carotenoides.g'] farinha de residuos do
processamento de laranja.

As variacdes observadas para os teores de carotenoides encontrados nos
diferentes trabalhos podem ser explicadas por diferencas de clima e da composi¢ao dos
solos das regides de cultivo das laranjeiras, das variedades e do grau de maturacao das
frutas utilizadas (o que pode influenciar na composi¢ao das mesmas) e por diferencas
nos processos de obtencao da farinha (como uso de temperaturas distintas no processo
de secagem da matéria-prima).

Diferentes métodos de extracdo do suco das frutas (manual ou industrial)
também podem ter promovido variagdes nos resultados obtidos, uma vez que o processo
industrial de extra¢do € capaz de remover maior quantidade do suco das frutas, o qual
também contém substincias como carotenoides, dcido ascérbico e compostos fendlicos,
o que faz com que a quantidade de polpa residual remanescente no residuo industrial
seja menor, resultando em menores teores desses compostos na farinha elaborada a
partir desse material.

Diferencas nos métodos de determinacdo do teor de um composto de interesse
também podem exercer influéncia nos resultados obtidos. Cada método de extracao tem
sua especificidade e fatores como pressdo, temperatura e tempo além de diferencas na
polaridade e concentragao dos solventes utilizados podem promover maior ou menor
eficiéncia no processo de extracao (BENELLI et al., 2010; OZTURK; PARKINSON;
GONZALEZ-MIQUEL, 2018).
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A granulometria da farinha também € um fator importante que deve ser levado
em consideracio para explicar diferencas verificadas entre os valores obtidos, uma vez
que o tamanho da particula também pode interferir no processo de extracdo e
determina¢do de compostos e, consequentemente, nas propriedades fisico-quimicas do

material de interesse avaliado (MIRA et al., 1999; MA; MU, 2016).

3.2.3 Teor de acido ascorbico

O teor de 4cido ascorbico da FBIL apresentou valor médio de 35,17 + 4,63 mg
de 4cido ascérbico.100 g farinha, valor semelhante ao obtido por Leite Filho et al.
(2015) para farinha de albedo de toranja, igual a 33,41 + 0,23 mg de 4cido
asc6rbico.100 g farinha.

Silva et al. (2016) avaliaram farinhas obtidas a partir somente da casca, somente
do albedo e do albedo + sementes de laranja lima e encontraram teores de acido
ascorbico iguais a 21,20 £ 0,73 mg de é&cido ascérbico.100 g‘1 de farinha;
105,78 + 16,66 mg de dcido ascérbico.100 g de farinha e 115,73 + 0,00 mg de 4cido
ascorbico.100 g'1 de farinha respectivamente.

Clemente et al. (2012) obtiveram teor de 4&cido ascorbico igual a
145,83 £+ 2,2 mg de 4cido ascoérbico.100 g'1 farinha obtida a partir de residuos do
processamento de laranja.

Assim como mencionado no item anterior, as diferencas verificadas entre os
valores dos teores de acido ascorbico encontrados para as farinhas elaboradas nos
diferentes trabalhos pode ser devida a fatores como tipo de extracdo do suco das frutas
utilizado, diferencas de variedade e do grau de maturagdo das laranjas, clima e solo de
cultivo, granulometria do material, entre outros.

E importante salientar que o nio armazenamento da FBIL sob vicuo pode ter
influenciado no resultado obtido. Embora a farinha tenha sido armazenada a baixa
temperatura (-18 °C) e protegida da luz (temperatura elevada e incidéncia de luz sdo
fatores que podem promover a oxidacdo do acido ascorbico), a presenca de oxigénio no
interior dos potes plasticos utilizados para o acondicionamento da mesma pode ter

contribuido para a oxidagdo desse composto presente no meio.



48

3.2.4 Teor de compostos fenoélicos totais

O teor médio de compostos fenodlicos totais da FBIL foi de 553,40 + 30,40 mg
de acido galico.100 g'1 de farinha para o extrato aquoso e 557,32 + 21,69 mg de acido
gdlico.100 g de farinha para o extrato hidroalcodlico, valores relativamente préximos
ao obtido por Storck et al. (2013), que avaliaram a composicao de folhas, talos, cascas e
sementes de frutas e hortalicas e encontraram, na casca de laranja seca e moida, teor de
polifendis igual a 631,25 mg.100 g'1 de casca utilizando metanol 80 % como solvente
de extracao.

Macagnan et al. (2015) avaliaram o teor de compostos fendlicos totais em
bagaco de laranja seco e moido e obtiveram valor igual a 862,11 * 8,85 mg de acido
gélico.100 g'1 de material seco.

Storck et al. (2015) encontraram valores distintos de polifendis em farinha de
residuos da producdo de suco de laranja para diferentes granulometrias:
1.156 + 29 mg de 4cido gdlico.100 g de farinha para a fracdo que apresentou
granulometria > 0,600 mm e 2.352 + 49 mg de 4cido galico.100 g'1 de farinha para
fracdo que apresentou granulometria < 0,250 mm, indicando que a granulometria do
material analisado pode interferir significativamente no valor final obtido para o teor de
compostos fendlicos totais.

O tipo de solvente utilizado na realizacdo da andlise, a granulometria
apresentada pelo material, bem como outros fatores ja citados anteriormente podem

explicar as variagdes observadas para os resultados obtidos nos diferentes trabalhos.

3.2.5 Teor de pectina

O teor de pectina apresentado pela FBIL foi de 11,32 + 0,50 % (base umida).
Macagnan et al. (2014) determinaram o teor de pectina em farinha de bagaco de laranja
e obtiveram valor de 12,38 % (base seca), valor proximo ao encontrado no presente
trabalho. Esse resultado também foi semelhante ao encontrado por Silva et al. (2014),
que determinaram o teor de pectina em bagaco de laranja desidratado e moido e
obtiveram valor de 12,03 £ 0,55 % (em material seco e desengordurado).

Espachs-Barroso, Soliva-Fortuny e Martin-Belloso (2005) realizaram a
caracterizacdo fisico-quimica de cascas de laranja (in natura) fornecidas por uma
industria de sucos de frutas e verificaram que o teor de pectina presente nas mesmas foi

de 17 £ 4 % (base seca).
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O tipo e a propor¢do dos solventes utilizados no processo de extragdo da pectina
também pode influenciar na obtencdo de maiores ou menores valores de rendimento.
Silva et al. (2011) realizaram a extragdao de pectina de albedo de laranja e do maracuja
em diferentes condicdes utilizando 4cido citrico e etanol e obtiveram diferentes valores
de rendimento de extracdo de acordo com a propor¢do de etanol utilizada. Também
verificaram que o uso do material analisado na forma seca (farinha) apresentou maiores

valores de rendimento em relacdo ao material analisado na forma in natura.

3.2.6 pH

O pH da FBIL apresentou valor de 3,42 + 0,02, semelhante ao encontrado por
Bortoluzzi e Marangoni (2006) para fibra dietética desidratada de laranja, que foi
de 3,47.

Grigelmo-Miguel e Martin-Belloso (1999) avaliaram uma fibra dietética obtida a
partir de residuos industriais do processamento de laranjas variedades Navel, Salustiana
e Valencia Late secos e moidos e encontraram valores também proximos aos obtidos
nesse trabalho: 3,63 + 0,03; 3,86 + 0,01 e 3,64 + 0,01 respectivamente.

Clemente et al. (2012) verificaram que a farinha de bagago de laranja elaborada
apresentou valor de pH igual a 4,44 + 0,18, valor superior ao encontrado nesse trabalho
e proximo ao obtido por Ruviaro et al. (2008) para o farelo elaborado a partir de
residuos da producao de suco de laranja de um restaurante (pH = 4,41).

Storck et al. (2015) avaliaram residuos da producao industrial de sucos de frutas
(uva, maca, laranja e acerola) na forma de farinha em diferentes granulometrias e
obtiveram, para a farinha obtida a partir de residuo de laranja, valores de pH iguais a
4,14 £ 0,03 (granulometria > 0,600 mm) e 4,24 + 0,02 (granulometria < 0,250 mm).

De um modo geral, pode-se dizer que farinhas elaboradas a partir de residuos do
processamento de laranja apresentam baixo pH, o que pode se dar pela presenca de
compostos dcidos nos mesmos, como o dcido citrico e o 4cido ascérbico.

Valores de pH mais baixos associados a outros fatores como baixa umidade sdo
interessantes para a conservagdo de farinhas do ponto de vista microbioldgico, uma vez
que ndo sdo favordveis para o crescimento de micro-organismos como fungos (cujo
crescimento ideal ocorre, em geral, na faixa de pH de 4,5-5,0) e bactérias (cujo
crescimento ideal ocorre, em geral, em valores de pH préximos da neutralidade, na faixa

de 6,5-7,0) (UCHOA et al., 2008; ABUD; NARAIN, 2009).
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3.2.7 Acidez

A acidez total tituldvel da FBIL apresentou valor de 0,26 + 0,01 g de 4cido
citrico.100 g'l de farinha. Silva et al. (2016) obtiveram valores de acidez, expressos em
g de 4cido citrico.100 gf1 de farinha, iguais a 0,11 = 0,00; 0,06 = 0,00 e 0,08 £ 0,01 para
farinhas obtidas a partir somente da casca, somente do albedo e do albedo + sementes
de laranja Lima respectivamente.

Storck et al. (2015) verificaram que a acidez da farinha elaborada a partir dos
residuos da producdo de suco de laranja apresentou valores de 0,91 + 0,05 g 4cido
citrico.100 g_1 de farinha (farinha de granulometria > 0,600 mm) e de 0,88 + 0,04 g
dcido citrico.100 g_1 de farinha (farinha de granulometria < 0,250 mm).

A acidez é um importante indice que pode ser usado como parimetro de
qualidade de alimentos como as farinhas (UCHOA et al., 2008; ABUD; NARAIN,
2009). Segundo Abud e Narain (2009) quanto maior for a acidez da farinha de trigo
menor serd a sua qualidade, o que pode interferir diretamente no produto final quando a
mesma for utilizada como matéria-prima.

Os autores avaliaram a acidez de farinhas de residuos do processamento de
diferentes frutas (goiaba, acerola, umbu e maracujd) e obtiveram valores de acidez,
expressos em g de dcido citrico.100 gf1 de farinha, iguais a 0,08 + 0,03; 0,14 + 0,02;
0,27 £ 0,08 e 0,15 + 0,04 respectivamente. Uma vez que a acidez méaxima permitida
pela legislacdo para farinha de trigo comum apresenta valor de 3 %, concluiram que as
farinhas de residuos de frutas apresentaram acidez adequada. A acidez da FBIL foi

inferior a 3 %, indicando que a mesma apresenta acidez aceitdvel para farinhas.

3.2.8 Atividade de agua

A FBIL apresentou atividade de 4gua igual a 0,468 + 0,006. Sankalpa et al.
(2017) avaliaram a atividade de dgua a temperatura ambiente de pés elaborados a partir
da casca de laranja (Citrus sinensis L. Osbeck) submetida a diferentes métodos de
secagem e moagem e obtiveram valores que variaram de 0,35 a 0,44. Garau et al. (2007)
submeteram cascas de laranjas (Citrus aurantium v. Canoneta) a diferentes temperaturas
de secagem e obtiveram atividade de dgua final de cerca de 0,35 a 25 °C.

A atividade de dgua é uma propriedade usada para medir a disponibilidade da
agua livre no meio para agir como solvente ou participar de reacdes quimicas. Varia de

0 a 1 e o valor considerado como limite para o crescimento microbiano é 0,600.
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Processos como a desidratacdo e o congelamento de alimentos, bem como a
adi¢do de sais, acticar e outras substancias, promovem a redu¢do da atividade de dgua e
podem, portanto, favorecer a sua conserva¢do, uma vez que limitam o crescimento dos
micro-organismos no meio. Sendo assim, o conhecimento da atividade de dgua de
alimentos ¢ de fundamental importancia para a manutencdo da qualidade desses

produtos.

3.2.9 Microestrutura

Na Figura 5 podem-se visualizar as imagens obtidas por microscopia eletronica

de varredura da FBIL em diferentes aumentos.

Figura 5 - Micrografias da farinha de bagago industrial de laranja em aumentos de (A) x400,
(B) x100, (C) x150, (D) x400, (E) x500 e (F) x1.200.

Conforme esperado, verificou-se a presenga de particulas de tamanhos
irregulares nas amostras analisadas. Foi observado que as mesmas também
apresentaram heterogeneidade na morfologia. Nas imagens A, B e C pode-se visualizar
claramente a disparidade de tamanhos e formatos apresentada pelas particulas
analisadas. Algumas delas apresentaram aspecto granular, outras se apresentaram
levemente abauladas e outras ainda apresentaram aspecto alongado. Além disso,
algumas particulas se mostraram mais rugosas, com aspecto esponjoso e quebradico e
outras mais compactas, o que pode ser verificado mais facilmente nas imagens D, E e F,

em que em D foi possivel visualizar uma particula com maior porosidade e mais



52

quebradica, enquanto em E e F verificou-se que as superficies das particulas
evidenciadas se apresentaram mais lisas e compactas.

O’Shea et al. (2015) avaliaram a microestrutura de bagaco de laranja liofilizado
e verificaram a presenca de particulas de formato irregular além de uma estrutura
fibrosa laminar possivelmente derivada da parede celular.

Irem et al. (2013) estudaram o uso do residuo de laranja seco e triturado para a
adsorcdo de corante téxtil sintético e verificaram que a superficie das particulas do
material elaborado mostrou um padrdo irregular com poros heterogéneos, o que

proporcionou maior drea superficial para a adsor¢do das moléculas do corante.

4 CONCLUSAO

O rendimento do processo de obtencdo da FBIL apresentou valor satisfatdrio,
indicando que a conversdao desse residuo agroindustrial em farinha é vidvel para
aplicagdes que visem o seu aproveitamento.

A FBIL elaborada apresentou baixo valor de pH e atividade de dgua inferior ao
valor limite de crescimento microbiano, o que favorece a sua conservagao. Além disso,
apresentou teores considerdaveis de carotenoides, dcido ascérbico, compostos fendlicos
totais e pectina para uso como matéria-prima no desenvolvimento de processos
tecnoldgicos.

A andlise de microestrutura da FBIL permitiu verificar que as suas particulas
apresentaram formas e tamanhos distintos, o que estd fortemente relacionado as
diferentes granulometrias das suas particulas.

A presenca de compostos que possuem acdo antioxidantes na FBIL aliada a
valores de pH e atividade de dgua adequados para a sua conservaciao indica que a
mesma pode ser utilizada como matéria-prima para a produgdo de filmes biodegradaveis

ativos antioxidantes para a conservacao de alimentos.
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Capitulo 2

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO AQUOSO DA FARINHA
DE BAGACO INDUSTRIAL DE LARANJA

RESUMO

Os residuos gerados com o processamento das frutas, bem como os seus extratos,
podem ser ricas fontes de compostos antioxidantes e antimicrobianos. Assim, objetivou-
se com o presente trabalho obter e caracterizar o extrato aquoso da farinha de bagaco
industrial de laranja para posterior uso na elaboracdio de um filme biodegradavel
antioxidante e antimicrobiano para embalagem de alimentos. A caracterizacdo do
extrato foi realizada por meio das seguintes andlises: determina¢do da concentracdo do
extrato, massa especifica, teores dos sélidos soldveis, carotenoides, dcido ascérbico,
compostos fendlicos totais e pectina, avaliacdo da capacidade antioxidante (DPPH e
ABTS) e avaliagdo da atividade antimicrobiana sobre o0s micro-organismos
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (teste de
concentracdo minima inibitéria (CMI) por macrodilui¢do em caldo). Os valores médios
obtidos para a concentragdo do extrato, massa especifica, teores de sélidos soldveis,
carotenoides, 4cido ascorbico, compostos fendlicos totais e pectina foram
43,53 + 3,83 mgmL"', 1,031 + 0,003 gmL", 4,0 + 0,1 °Brix, 2,01 * 0,31 pg de
carotenoides.g'1 de extrato, 0,62 + 0,08 mg de 4cido ascérbico.100 mL"! de extrato,
469,74 + 18,22 mg de 4&cido gélico.L’l de extrato e 0,54 = 0,09 % (m/m)
respectivamente. As porcentagens de inibicdo médias pela captura dos radicais livres
DPPHe e ABTSe+ foram respectivamente 17,01 + 1,24 %, 4,25 + 0,79 %,
2,52 + 0,23 %, 1,40 £ 0,36 % e 0,79 + 0,39 % e de 43,00 = 3,98 %, 10,78 + 2,74 %,
4,88 £ 1,61 %, 3,15 £ 1,77 % e 2,38 + 1,73 % para as diferentes concentragdes do
extrato testadas iguais a 8,71 mg.mL’l; 1,74 mg.mL’l; 0,87 mg.mL’l; 0,44 mg.mL'1 e
0,17 mg.mL™" respectivamente. O valor médio da capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox (TEAC) por ABTS foi de 107,95 + 11,84 uM de Trolox.(mg.mL'1 do
extrato)'. Néo foi verificada inibicio do crescimento microbiano pelo extrato sobre
P. aeruginosa, entretanto, o extrato na concentracio de 21,77 mg.mL" foi capaz de

promover reducdo do crescimento de E. coli e de S. aureus.

Palavras-chave: caracterizacdo fisico-quimica; capacidade antioxidante; atividade

antimicrobiana.
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ABSTRACT

Residues generated from fruits processing, as well as their extracts, can be rich sources
of antioxidant and antimicrobial compounds. It was aimed with the present work to
obtain and to characterize the aqueous extract of the industrial orange bagasse flour for
its later use in the elaboration of a biodegradable antioxidant and antimicrobial film for
food packaging. The extract characterization was carried out through the following
analyzes: determination of its concentration, specific mass, soluble solids, carotenoids,
ascorbic acid, total phenolic compounds and pectin contents, evaluation of antioxidant
capacity (DPPH and ABTS) and antimicrobial activity on the microorganisms
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Staphylococcus aureus (minimum
inhibitory concentration (MIC) test by broth macrodilution). The mean values obtained
for extract concentration, specific mass, soluble solids, carotenoids, ascorbic acid, total
phenolic compounds and pectin contents were 43.53 + 3.83 mg.mL'l,
1.031 + 0.003 gmL", 4.0 + 0.1 °Brix, 2.01 + 0.31 pg of carotenoids.g” extract,
0.62 + 0.08 mg of ascorbic acid.100 mL™" extract, 469.74 + 18.22 mg of gallic acid.L"’
extract and 0.54 = 0.09 % (w/w) respectively. The mean inhibition percentages by
DPPHe and ABTSe+ free radical capture were respectively 17.01 + 1.24 %,
4.25 £ 0.79 %, 2.52 £ 0.23 %, 1.40 £ 0,36 % and 0.79 = 0.39 % and 43.00 + 3.98 %,
10.78 £ 2.74 %, 4.88 + 1.61 %, 3.15 = 1.77 % and 2.38 = 1.73 % for the different
extract concentrations tested equal to 8.71 mg.mL’l; 1.74 mg.mL’l; 0.87 mg.mL'l;
0.44 mg.mL" and 0.17 mg.mL‘1 respectively. The mean value of Trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC) per ABTS was 107.95 + 11.84 uM Trolox (mg.mL™
extract)'. No inhibition of the microbial growth was detected by the extract on
P. aeruginosa; however, the extract at the concentration of 21.77 mg.mL'1 was able to

promote reduction of E. coli and S. aureus growth.

Keywors: physical-chemical characterization; antioxidant capacity; antimicrobial

activity.
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1 INTRODUCAO

O uso de aditivos sintéticos em alimentos, como o antioxidante hidroxitolueno
butilado (BHT), é questionado em decorréncia da maior exigéncia dos consumidores
com relagdo ao consumo de produtos com menor quantidade de aditivos e mais naturais,
bem como devido a problemas de solubilidade, ao aparecimento de sabores estranhos e
ao cardter toxicoldgico, 0 que aumenta o interesse em se utilizar os antioxidantes
naturais em substituicdo aos antioxidantes sintéticos ou mesmo em reduzir o uso desse
tltimos (AHN; GRUN; FERNANDO, 2002; GALVAO et al., 2008).

As frutas e outras partes das plantas (como folhas e flores), bem como os seus
extratos, contém substincias como Oleos essenciais, compostos fendlicos, entre outros
de reconhecida acdo antioxidante e/ou antimicrobiana (ARORA; KAUR, 2013;
TRABELSI et al., 2014; RAMADAN et al., 2015; SAYARI et al., 2015). Em virtude
disso, os extratos obtidos a partir desses materiais t€m sido bastante estudados por
pesquisadores para aplicacOes tecnoldgicas nas dreas alimenticia, cosmética e
farmacéutica, e ja podem ser encontrados no mercado, por exemplo, na forma de
produtos fitoterdpicos (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; ARORA; KAUR, 2013;
TRABELSI et al., 2014).

Os residuos do processamento das frutas podem, muitas vezes, conter
quantidades superiores de compostos bioativos em relacdo aos teores dos mesmos
presentes na propria polpa (AYALA-ZAVALA, et al., 2011; BARROS; FERREIRA;
GENOVESE, 2012; REBELLO et al., 2013) e, por essa razao, seus extratos também ja
foram estudados como fontes de compostos antioxidantes e antimicrobianos (SOUSA;
VIEIRA; LIMA, 2011; GERHARDT et al., 2012; ARORA; KAUR, 2013).

Os extratos de origem vegetal também tém sido estudados na elaboracdo de
embalagens de alimentos na forma de filmes e de revestimentos comestiveis por meio
da incorporacdo dos mesmos nas matrizes poliméricas (MANIGLIA et al., 2014;
FERREIRA et al., 2016; ADILAH et al., 2018). O uso de embalagens que apresentam
acdo ativa antioxidante e antimicrobiana em alimentos se faz interessante por
possibilitarem a extensdo da vida de util desses produtos sem a necessidade de se
adicionar conservantes sintéticos aos mesmos ou por permitirem a utilizacdo desses
aditivos em quantidades reduzidas.

Sendo assim, objetivou-se com esse estudo obter e caracterizar o extrato aquoso

da farinha de bagacgo industrial da laranja para posterior uso no desenvolvimento de um
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filme biodegraddvel ativo com possivel agdo antioxidante e antimicrobiana para

aplicacdo em alimentos.

2 MATERIAL E METODOS

As andlises experimentais foram conduzidas no Laboratério de Embalagens e no
Laboratorio de Anélise de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da

Universidade Federal de Vigcosa em Vigcosa — MG.

2.1 Delineamento experimental

Os experimentos realizados foram conduzidos sob o delineamento inteiramente

casualizado (DIC).

2.2 Obtencao do extrato aquoso da farinha de bagaco industrial de laranja

(EAFBIL)

O extrato aquoso da farinha de bagaco industrial de laranja, produzida e
caracterizada conforme descrito no Capitulo 1, foi obtido segundo a metodologia de
Andrade, Ferreira e Gongalves (2016) com algumas modificacdes conforme segue: a
mistura farinha + dgua ultra pura 10 % (m/v) foi aquecida a 70 °C em banho-maria tipo
Dubnoff (Modelo 145, Fanem) sob constante agitacdo (velocidade 9) por 45 minutos,
interrompendo-se a mesma apds 20 minutos, homogeneizando-se a mistura com o
auxilio de uma espatula e agitando-se novamente por mais 25 minutos. Apds resfriada a
temperatura ambiente, a mistura foi filtrada manualmente em funil de Biichner
utilizando-se papel filtro qualitativo. O extrato (filtrado) foi armazenado em frascos

ambares sob refrigeracdo até o momento da sua utilizacdo (dia seguinte).

2.3 Caracterizacao do EAFBIL

2.3.1 Concentracao do extrato

A concentragdo do EAFBIL (extrato seco expresso em massa de solidos totais
soliveis em um volume do extrato) foi determinada pipetando-se 10,0 mL do mesmo a

(25 °C) em cadinho de porcelana (previamente seco), pesando-se esse volume em
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balanca semi-analitica (Shimadzu, modelo UX6 200H) e submetendo-se 0 mesmo a
secagem a 105 °C até a obtencdo de massa constante. O calculo da concentracdo do
EAFBIL foi realizado por meio da Equacao 7. A andlise foi realizada em trés repeti¢des

e em duplicata.

CE = % (7

Em que:
CE = concentragdo do extrato (mg.mL’l);
m = massa final da amostra obtida apds o processo de secagem (mg);

V = aliquota pipetada da amostra ensaiada (mL).
2.3.2 Massa especifica

A massa especifica do EAFBIL foi determinada pipetando-se 3,0 mL do mesmo
(a 25 °C) com o auxilio de um pipetador automdtico e pesando-se esse volume em
balanca analitica (BEL, MARK M 214A). O cédlculo da massa especifica do EAFBIL
foi realizado por meio da Equacdo 8. A andlise foi realizada em trés repeticdes e em

duplicata.
p=3 (8)

Em que:
p = massa especifica do extrato (g.mL’l);
m = massa do extrato obtida pela pesagem da aliquota pipetada do mesmo (g);

V = aliquota do extrato pipetada (mL).
2.3.3 Teor de sédlidos soliveis

O teor de sélidos soliveis do EAFBIL foi determinado por refratometria a 25 °C
utilizando-se um refratometro digital (ATAGO) segundo metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008a). A andlise foi

realizada em trés repeti¢des e em duplicata.
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2.3.4 Teor de carotenoides

A determinagdo do teor de carotenoides do EAFBIL foi realizada por andlise
espectrofotométrica conforme procedimento descrito por Rodriguez-Amaya (2001) com
algumas modificagdes.

A extracdo dos carotenoides foi realizada pesando-se 3,0 mL do EAFBIL e
adicionando-se 30,0 mL de acetona (Vetec) refrigerada a esse volume,
homogeneizando-se com bastdo de vidro.

Esse material foi transferido para um funil de separacdao contendo 50 mL de éter
de petréleo (Vetec). Em seguida, foram lentamente adicionados 25 mL de dgua ultra
pura ao funil e a fase inferior formada (dgua + acetona) foi descartada. O residuo no
funil (éter + carotenoides) foi lavado outras duas vezes com dgua ultra pura (totalizando
trés lavagens) até que toda a acetona residual fosse removida.

O extrato presente em éter de petréleo foi filtrado em papel filtro qualitativo
contendo sulfato de sédio anidro (Vetec) e foi transferido para um baldo de fundo
redondo, sendo em seguida levado a um evaporador rotativo (Fisatom, Mod. 801, Série
596202) até completa evaporacdo do solvente utilizando banho-maria (Fisatom Brasil
Série 585963 Mod. 550) a 40 °C. O material remanescente no balao de fundo redondo
foi transferido para um baldo volumétrico de 5 mL utilizando-se éter de petréleo, sendo
o volume do baldao completado com esse solvente. A leitura da amostra foi realizada em
espectrofotdmetro UV/VIS (Modelo UV-1800, Shimadzu, Japao) em comprimento de
onda de 450 nm e o teor de carotenoides foi calculado por meio da Equacdo 9. A andlise

foi realizada em trés repeti¢cdes e em duplicata.

__ Abs*V=x10*

CT = 9)

Al%

1cm *M

Em que:

CT = carotenoides totais (ug.g");

Abs = absorbancia da solu¢cao no comprimento de onda de 450 nm;

V = volume final da solu¢@o (mL);

Ar% = coeficiente de absorcdo do carotenoide no solvente utilizado (A} %, = 2.592 para

0 B-caroteno em éter de petréleo);

m = massa da amostra (g).
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2.3.5 Teor de acido ascorbico

O teor de acido ascérbico do EAFBIL foi determinado segundo o Método
Oficial 967.21 da Associagdo de Analistas Quimicos Oficiais (AOAC) (Acido
Ascorbico em Preparacdes Vitaminicas e Sucos — Método Titrimétrico
2,6-dicloroindofenol) (AOAC, 1998) e o método 365/1V (Determinacio de vitamina C
pelo método de Tillmans) do Instituto Adolfo Lutz (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA,
2008b) com algumas modifica¢des realizadas por Gomes e Oliveira (2011). As solucdes
usadas na realizacdo da andlise foram preparadas e o fator (F) da solucdo de Tillmans
foi calculado conforme descrito no item 2.5.3 do Capitulo 1.

O teor de 4cido ascorbico do EAFBIL foi determinado titulando-se 2 mL do
mesmo + 5 mL da solucio de 4cido metafosférico com a solucdo de
2-6-diclorofenolindofenol até que a coloracao réseo-clara persistisse por 5 segundos.

Para o célculo do teor de 4cido ascoérbico presente no EAFBIL foi utilizada a

Equacdo 10. A anélise foi realizada em trés repeti¢cdes e em duplicata.

* 100 (10)

m = (Vtit. amostra — Vtit. branco) *
amostra

Em que:

m = massa de 4cido ascorbico presente em 100 mL de extrato (mg &cido
asc6rbico.100 mL ™" de extrato);

Viit. amostra = VOlume médio gasto na titulacdo da amostra (mL);

Viit. branco = Volume médio gasto na titulagdo do branco (mL);

F = fator da solu¢ao de Tillmans (mg de acido ascorbico equivalente para 1,0 mL da
solucdo padrao de 2-6-diclorofenolindofenol);

Vamostra = VOolume de extrato ensaiado (mL).

2.3.6 Teor de compostos fendlicos totais

A determinagdo do teor de compostos fendlicos totais do EAFBIL foi realizada
por método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu segundo a metodologia de Swain e
Hills (1959) conforme descrito por Sousa et al. (2011).

O EAFBIL foi diluido com dgua ultra pura (dilui¢do 1:10) e procedeu-se com a

realizacdo da andlise conforme descrito no item 2.5.4 do Capitulo 1.
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O teor de compostos fendlicos totais presentes no EAFBIL foi expresso em
mg de acido gélico.L'] de extrato. A andlise foi realizada em trés repetiches € em

duplicata.

2.3.7 Teor de pectina

O teor de pectina do EAFBIL foi determinado de acordo com a metodologia de
Rangana (1979), na forma de pectato de calcio. Foram pesados 20 g do EAFBIL em
béqueres de 1.000 mL e procedeu-se com a andlise conforme descrito no item 2.5.5 do

Capitulo 1. A andlise foi realizada em trés repeticdes e em duplicata.

2.3.8 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante do EAFBIL foi avaliada pelos métodos DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e ABTS (4cido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico)), os quais se baseiam na captura dos radicais livies DPPHe ¢ ABTSe+ por
compostos antioxidantes presentes no meio, promovendo o decréscimo da absorbancia
em comprimentos de onda especificos. Os ensaios foram realizados em trés repetigcdes e

em duplicata.

2.3.8.1 Método DPPH

A determinagdo da capacidade antioxidante do EAFBIL pela captura do radical
livie DPPHe foi realizada de acordo com a metodologia de Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995) com algumas modificacoes.

Foram preparadas diferentes diluicoes do EAFBIL com 4gua ultra pura (1:5;
1:25; 1:50; 1:100 e 1:250 v/v) e uma aliquota de 0,1 mL de cada uma delas foi
transferida para tubos de ensaio com tampa contendo 3,9 mL de solugdo etandlica de
DPPHe 0,06 mM (2,2-difenil-1-picril-hidrazila, Sigma-Aldrich) (dlcool etilico absoluto
99,5 %, Dinamica). As amostras foram homogeneizadas em agitador de tubos (Fisatom
Mod. 771, Série 1044768) e mantidas por 15 min ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente (25 °C £ 2 °C). A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro

UV/VIS (UV-1800, Shimadzu, Japao) no comprimento de onda de 517 nm.
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Um controle negativo foi preparado utilizando-se &4gua ultra pura em
substituicdo ao EAFBIL. Alcool etilico absoluto foi utilizado como branco para calibrar
o espectrofotdmetro.

Os resultados foram calculados por meio da Equagdo 11 e expressos em

porcentagem de inibicao.

CA = AbS controle negativo — ADS amostra * 100 (1 1)

ADS controle negativo

Em que:
CA = capacidade antioxidante da amostra ensaiada (%);
ADS controle negativo = absorbéncia do controle negativo;

ADS 4mostra = absorbancia da amostra ensaiada.
2.3.8.2 Método ABTS

A determinacdo da capacidade antioxidante in vitro do EAFBIL pela captura do
radical livre ABTSe+ foi realizada de acordo com a metodologia de Re et al. (1999),
detalhada por Rufino et al. (2007), com algumas modificagdes.

O radical ABTS++ foi obtido por meio da reacdo de 2,5 mL de uma solucao
estoque de ABTS 7 mM (Sigma-Aldrich) com 44 uL de uma solucao de persulfato de
potassio 140 mM (Vetec). A mistura foi armazenada em frasco de vidro ambar a
temperatura ambiente por 12 a 16 horas e uma aliquota de 1 mL do radical ABTS<+ foi
diluida em alcool etilico absoluto 99,5 % (Dinamica) até se obter uma absorbancia de
0,700 £ 0,050 a 734 nm.

Foram preparadas diferentes diluicdes do EAFBIL (1:5; 1:25; 1:50; 1:100 e
1:250 v/v) e uma aliquota de 30 pL de cada uma delas foi transferida para tubos de
ensaio contendo 3,0 mL do radical ABTSe+. As misturas foram homogeneizadas em
agitador de tubos (Fisatom Mod. 771, Série 1044768) e mantidas ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente por 6 min. A leitura foi realizada a 734 nm.

Um controle negativo foi preparado utilizando-se &4gua ultra pura em
substituicao ao EAFBIL. Alcool etilico absoluto 99,5 % foi utilizado como branco para
calibrar o espectrofotometro.

Os resultados foram calculados por meio da Equagdao 5 (item 2.3.8.1) e
expressos em porcentagem de inibicdo. Também foi determinada a capacidade

antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC), a qual foi calculada por meio da obtengdo
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da curva analitica utilizando-se diferentes concentracdes de Trolox (Sigma-Aldrich)

(100 uM a 2.000 uM) nas mesmas condi¢gdes da amostra.

2.3.9 Atividade antimicrobiana

2.3.9.1 Micro-organismos

A atividade antimicrobiana do EAFBIL foi avaliada sobre os micro-organismos
Escherichia coli (ATCC 11229), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

Cepas congeladas de cada micro-organismo foram ativadas conforme
metodologia descrita pelo Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais (CLSI, 2012).

Ap6s ativagdo, foram realizadas sucessivas dilui¢des em tubos contendo solucio
salina 0,9 % até que se obtivesse concentragdo final de micro-organismos igual a
10° UFC-mL" (CLSI, 2012), a qual foi utilizada na determinacdo da concentracdo
minima inibitéria (CMI) do extrato sobre os micro-organismos de interesse e na andlise

da atividade antimicrobiana do filme elaborado a partir do EAFBIL (Capitulo 3).

2.3.9.2 Concentracao minima inibitéria (CMI)

A determinag¢do da concentracdo minima inibitéria (CMI) do EAFBIL foi
realizada por meio do método de macrodilui¢cdo em caldo conforme padronizado pelo
CLSI (CLSIL 2012).

O teste foi realizado variando-se a concentracio do EAFBIL por meio de
diluicdes seriadas. Para a determinacdo da CMI de cada micro-organismo, foram
preparados 10 tubos de ensaio contendo, cada um, 1,0 mL de caldo Mueller Hinton
(Difco Laboratories). No primeiro tubo foi adicionado 1,0 mL do EAFBIL,
homogeneizou-se a mistura extrato + caldo em agitador de tubos (Fisatom Mod. 771,
Série 1044768) e transferiu-se uma aliquota de 1,0 mL do volume total da mesma para o
segundo tubo, procedendo-se dessa maneira sucessivamente até que no décimo tubo
uma aliquota de 1,0 mL do volume presente no mesmo fosse descartada. Foram
adicionados 100 pL da solucdo salina 0,9 % contendo o inéculo de cada micro-
organismo na concentracio de 10> UFC.mL' em cada um dos tubos e os mesmos foram

homogeneizados e incubados a 35 °C £ 2 °C por 24 horas.
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Como controle negativo, foram realizadas diluigdes seriadas do EAFBIL em
outros 10 tubos de ensaio contendo 1,0 mL de caldo Mueller Hinton e, aos mesmos,
foram adicionados 100 puL de solugdo salina 0,9 % estéril.

Como controle positivo do crescimento de cada micro-organismo, foi preparado
um tubo contendo 1 mL de caldo Mueller Hinton e 100 uL da solug¢do salina 0,9 % com
in6culo na concentragdo de 10° UFC.mL".

Ap6s o periodo de incubagdo, os tubos foram submetidos a comparagdo visual e
o crescimento microbiano foi observado avaliando-se a turvacdo do meio. A andlise foi

realizada em duas repeticoes.

2.4 Analise estatistica

Os resultados das andlises foram expressos em médias e desvios padrdes e
calculados utilizando-se o programa Microsoft® Office Excel® 2007 (versio
12.0.6787.5000, Microsoft Corporation, 2008). Os resultados obtidos com a anélise de
determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) dos micro-organismos de
interesse foram avaliados por meio da andlise visual da turbidez apresentada pelo meio

de crescimento dos micro-organismos contendo o EAFBIL em diferentes concentracdes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Concentracao do extrato

A concentragdo média do EAFBIL apresentou valor de 43,53 + 3,83 mg.mL'l. O
conhecimento da concentragdo do extrato é importante para a realiza¢do dos calculos da
capacidade antioxidante do extrato referentes a TEAC (capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox) e na determina¢do da concentragdo inibitéria minima do mesmo

sobre os micro-organismos de interesse testados.

3.2 Massa especifica

A massa especifica média apresentada pelo EAFBIL a 25 °C foi de
1,031 + 0,003 g.mL™".
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A determinagdo da massa especifica do EAFBIL foi realizada para, além de se
ter conhecimento dessa propriedade, possibilitar a realizacido de calculos de conversdao

de unidades dos resultados obtidos com a realizagdo das andlises subsequentes.

3.3 Teor de solidos solaveis

O teor médio de sélidos soliveis do EAFBIL foi de 4,0 + 0,1 °Brix. Stork et al.
(2015) avaliaram o teor de solidos soliveis da farinha de residuos do processamento de
laranja por refratometria e obtiveram valor igual a 3,50 £ 0,52 °Brix para a farinha de
granulometria > 0,600 e de 3,77 + 0,40 °Brix para a farinha de granulometria < 0,250,
valores proximos aos obtidos para o EAFBIL.

Simpkins et al. (2000) obtiveram valores em torno de 3-4 °Brix para o teor de
sOlidos soluveis de extratos de cascas de tangerina, limdo, toranja, lima, tangelo, laranja
de Sevilha e pomelo.

Bortoluzzi e Marangoni (2006) elaboraram uma fibra dietética desidratada a

partir dos residuos gerados apds a extracdo do suco de laranjas variedades Péra e

o

Valéncia e, ao avaliar o teor de sélidos soliveis da polpa remanescente obtida junto

extratora, verificaram que o mesmo apresentou valor de 4,0 °Brix.

3.4 Teor de carotenoides

O teor de carotenoides médio do EAFBIL foi de 2,01 + 0,31 pug carotenoides.g'l
de extrato. A FBIL avaliada no Capitulo 1 apresentou teor de carotenoides igual a
14,70 + 0,66 pug carotenoides.g'l de farinha. Levando-se em consideracdo a massa
especifica média do extrato (1,031 + 0,003 g/mL), calcula-se que em 100 mL do
EAFBIL ha 201,00 pg carotenoides e, considerando-se que em 16,7 g da FBIL
(quantidade necessdria para se obter cerca de 100 mL do EABIL) hd 245,49 ug de
carotenoides, pode-se dizer que 81,9 % dos carotenoides presentes na FBIL estdo
presentes no EAFBIL, indicando que o processo utilizado na sua obten¢do foi eficiente
na extragdo dos carotenoides presentes na farinha.

Shukla, Gawande e Thorat (2013) avaliaram o teor de carotenoides totais
presentes em cascas na forma de pé de laranja azeda (Citrus aurantium) e grapefruit
(Citrus paradisi) utilizando diferentes solventes de extracio (acetato de etila, acetona

85 %, éter de petréleo, n-hexano e etanol 90 %) e obtiveram valores de 535; 423; 356;



71

455 e 300 pg de carotendides totais.100 mL™" de extrato e 118; 123; 105; 45 e 31 pg de
carotenoides totais.100 mL™" de extrato respectivamente.

A redugdo do teor dos carotenoides presentes no EAFBIL em relacdo aos
presentes na farinha pode ser devida ao efeito da temperatura utilizada no processo de
obtencdo do extrato, uma vez que os carotenoides sdo sensiveis a luminosidade,

temperatura, acidez e reagdes de oxidacdes, o que ocorre devido a auséncia de

insaturacdes em sua cadeia carbOnica (AMBROSIO, 2005).

3.5 Teor de acido ascorbico

O teor de acido ascorbico encontrado no EAFBIL foi de 0,62 + 0,08 mg de acido
ascorbico.100 mL! de extrato (ou 6,014 pg de acido ascérbico.g'l de extrato). Levando-
se em consideracdo que o teor de dcido ascoérbico encontrado na FBIL foi de
35,17 + 4,63 mg de 4cido ascorbico.100 g'1 farinha e que para a obten¢do de 100 mL do
extrato € necessdria a utilizacdo de aproximadamente 16,7 g de farinha, pode-se dizer
que o extrato contém aproximadamente 11 % do dcido ascérbico presente inicialmente
na mesma (hé 0,62 + 0,08 mg de dcido ascérbico em 100 mL do extrato obtidos a partir
de 5,87 + 0,77 mg acido ascorbico presentes em 16,7 g de farinha).

Ahmad et al. (2013) encontraram, para o extrato etanélico de casca de laranja
doce (Citrus sinensis), teor de acido ascorbico igual a 665,0 £ 11,5 pg.g'] extrato.
Guimaraes et al. (2010) obtiveram, para o extrato metandlico de casca liofilizada de
laranja doce (Citrus sinensis cv. ‘Valencia’), teor de dcido ascérbico de igual a
766,80 + 20,20 pg.g" extrato.

O menor teor de 4cido ascorbico presente no EAFBIL em relagdo a sua
quantidade inicial na farinha pode ser explicado pela alta temperatura utilizada no seu
processo de obtencdo (70 = 2 °C), fator que contribuiu para a degradacdo desse

composto, j que o mesmo € termossensivel.

3.6 Teor de compostos fenélicos totais

O teor de compostos fendlicos totais presentes no EAFBIL foi de
469,74 £+ 18,22 mg de &cido geilico.L‘1 de extrato (ou 0,455 + 0,018 mg de 4cido
gélico.g'l de extrato). Os teores obtidos para a FBIL foram de 553,40 + 30,40 mg de
acido galico.100 g'1 de farinha (extrato aquoso) e 557,32 + 21,69 mg de dacido

gdlico.100 g de farinha (extrato hidroalcodlico).
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Levando-se em consideragdo que o teor de compostos fendlicos totais presentes
em 100 mL do EAFBIL € de 46,97 + 1,82 mg de 4cido galico e que em 16,7 g da FBIL
(quantidade necessdria para se obter cerca de 100 mL do EABIL) ha 92,42 + 3,04 mg de
4cido gdlico.100 g' de farinha (extrato aquoso) e 93,07 + 3,62 mg de 4cido
gdlico.100 g'1 de farinha (extrato hidroalcodlico), pode-se dizer que o extrato apresenta
teor de compostos fendlicos totais aproximadamente igual a 50 % do valor encontrado
na farinha.

Safdar et al. (2017) obtiveram teores de compostos fendlicos que variaram de
8,64 a 32,48 mg de 4cido gélico equivalente.g” extrato obtido de casca de mandarina
‘Kinnow’ (Citrus reticulata L.) por diferentes técnicas e solventes de extracdo em
diferentes concentracdoes. Afsharnezhad et al. (2017) obtiveram valor de
13,17 + 0,268 mg de 4cido gélico equivalente.g” de extrato metandlico de casca de

laranja (Citrus sinensis).
3.7 Teor de pectina

O teor de pectina do EAFBIL na forma de pectato de calcio foi de
0,54 + 0,09 % (m/m) (ou 0,56 £ 0,09 % (m/v)).

Considerando-se que para se obter 100 mL de extrato (os quais contém 0,56 g de
pectina na forma de pectato de cdlcio) sdo necessdrios aproximadamente 16,7 g de
farinha (os quais contém 1,89 g de pectina na forma de pectato de calcio) pode-se dizer
que no extrato hd em torno de 29,3 % (m/m) do teor de pectina presente inicialmente na
FBIL.

Oliveira e Willms (2016) encontraram diferentes valores de rendimento de
extracdo da pectina de albedo de laranja de acordo com o tipo de solvente utilizado e
com a forma em que o material analisado se encontrou (seco - na forma de farinha ou
umido - in natura). Os autores obtiveram valores de rendimento de extracdo de 49,03 %
(4cido citrico), 25,53 % (HCI), 24,78 % (HNO3) e 6,16 % (4dgua) avaliando o albedo de
laranja na forma de farinha e 5,72 % (4cido citrico), 2,56 % (HCI), 1,85 % (HNO3) e

0,30 % (4gua) avaliando o albedo de laranja na forma in natura.

3.8 Capacidade antioxidante

A porcentagem de inibi¢do média dos radicais livrtes DPPHe e ABTS<+ pelo

EAFBIL nas diferentes concentragdes testadas pode ser visualizada na Tabela 5.
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Tabela 5 - Porcentagem de inibi¢do meédia dos radicais livres DPPHe e ABTSe+ pelos
compostos antioxidantes presentes no extrato aquoso da farinha de bagaco industrial de laranja
(EAFBIL) em diferentes concentragdes (mg.mL™).

Diluicao Concentraciao do Porcentagem de Porcentagem de
EAFBIL (mg.mL") inibicio média do inibicio média do
radical livre DPPHe radical livre ABTSe+
(%) (%)
1:5 8,71 17,01 £ 1,24 43,00 + 3,98
1:25 1,74 4,25 +0,79 10,78 £2,74
1:50 0,87 2,52 +0,23 4,88 + 1,61
1:100 0,44 1,40 £ 0,36 3,15+ 1,77
1:250 0,17 0,79 £0,39 2,38 £1,73

Levando-se em consideracio a porcentagem de inibicdo média dos radicais
livres DPPHe e ABTS++ apresentada pelo EAFBIL em sua maior concentragdo testada
(8,71 mg.mL™), pode-se dizer que o mesmo apresentou capacidade antioxidante
expressiva, uma vez que os valores obtidos (17,01 £ 1,24 % e 43,00 + 3,98 %,
respectivamente) demonstram a capacidade antioxidante do extrato diluido cinco vezes,
indicando que o EAFBIL apresenta potencial de redu¢do de radicais livres consideravel.

As porcentagens de inibicdo médias do radical livre ABTSe+ se apresentaram
superiores em relacdo as médias obtidas para as porcentagens de inibi¢do do radical
livre DPPHe pelo EAFBIL.

Arora e Kaur (2013) avaliaram a capacidade antioxidante de extratos da polpa e
da casca de laranja utilizando diferentes solventes (acetona, metanol, hexano e dgua
destilada) pelo método DPPH e verificaram que a capacidade antioxidante do extrato da
casca apresentou melhor resultado quando o solvente utilizado foi a dgua (acima de
90 %) e a capacidade antioxidante do extrato obtido a partir da polpa apresentou melhor
resultado quando os solvente utilizados foram hexano e dgua (aproximadamente 90 %).

Trabelsi et al. (2014) avaliaram a capacidade antioxidante dos 6leos essenciais e
dos extratos organicos obtidos a partir da casca, das folhas e das flores da Citrus
aurantium Tunisiana e verificaram que os extratos organicos apresentaram maior
capacidade antioxidante em relagdo aos 6leos essenciais € que o extrato organico obtido
da casca apresentou maior capacidade antioxidante em relacdo as outras partes da planta
avaliadas, tanto por DPPH quanto por ABTS.

Melo et al. (2008) avaliaram a capacidade antioxidante de extratos aquosos €
acetonicos de 15 frutas e verificaram que a laranja variedade Péra, exibiu agdo

antioxidante estatisticamente semelhante (p > 0,05) a do BHT e integrou o grupo das
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frutas com forte capacidade antioxidante, apresentando percentual de sequestro do
radical DPPHe superior a 70 %.

A capacidade antioxidante de frutas e hortalicas (bem como dos extratos obtidos
a partir das mesmas) pode ser atribuida a presenca de centenas de compostos presentes
nesses alimentos, como as vitaminas antioxidantes C e E, aos carotenoides, as clorofilas
e a diversos e variados fitoquimicos, como os compostos fendlicos simples, os
glicosideos flavonoides e, em alguns alimentos, a taninos poliméricos complexos, como
procianidinas e galotaninos (PELLEGRINI et al., 2007). No caso das frutas citricas,
exemplos de fitoquimicos que apresentam capacidade antioxidante conhecida sdo:
vitaminas (A, C e E), minerais (manganés, ferro, cobre, zinco e selénio), compostos
fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos e cumarinas), terpenoides (limonoides e
carotenoides) e pectinas (ZOU et al., 2016).

Alguns estudos demonstram que existe correlacdo entre a capacidade
antioxidante apresentada por extratos de frutas e a presenca de compostos fendlicos no
meio (MELO et al., 2008; HEGAZY; IBRAHIUM, 2012). Assim, a capacidade
antioxidante apresentada pelo EAFBIL possivelmente foi devida, em sua maior parte, a
presenca dos compostos fendlicos presentes no mesmo, uma vez que foram os
compostos presentes em maior quantidade em relacdo ao acido ascorbico e aos
carotenoides.

Além dos compostos determinados nesse trabalho, possivelmente outros
compostos com agdo antioxidante presentes na farinha podem ter se difundido para a
dgua no processo de obtencdo do extrato, o que pode ter contribuido para o resultado
encontrado.

A capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) média encontrada para
o EAFBIL pelo método ABTS apresentou valor igual a 107,95 = 11,84 uM de
Trolox.(mg.mL" do extrato)'. Esse resultado indica que a capacidade antioxidante
apresentada pelo EAFBIL na concentragdo igual a 1 mg.mL'1 sobre o radical livre
ABTSe+ equivale a capacidade antioxidante apresentada pelo Trolox na concentragao

igual a 107,95 + 11,84 puM.

3.9 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana apresentada pelo EAFBIL nas diferentes
concentragdes testadas pelo método CMI sobre os micro-organismos avaliados pode ser

visualizada na Figura 6.
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Figura 6 - Concentragdo minima inibitéria (CMI) do extrato aquoso da farinha de bagaco
industrial de laranja sobre (A) Escherichia coli, (B) Pseudomonas aeruginosa e
(C) Staphylococcus aureus. A esquerda, amostra contendo caldo Mueller Hinton, inéculo em
solucdo salina 0,9 % e o extrato na concentragdo de 21,77 mg.mL™ e, a direita, controle
negativo correspondente a amostra, contendo caldo Mueller Hinton, solugdo salina 0,9 % estéril
e 0 extrato na concentracio de 21,77 mg.mL™".

Com relacdo a E. coli, a amostra contendo o EAFBIL na concentragdo de
21,77 mg.mL'1 apresentou aspecto semelhante ao seu respectivo controle negativo,
entretanto, percebeu-se pequena turvacdo e sedimentagdo no fundo do tubo, indicando
que houve crescimento microbiano.

Apesar de ter havido crescimento microbiano, 0 micro-organismo apresentou
certa sensibilidade ao EAFBIL nessa concentragdo. O mesmo foi observado para
S. aureus, entretanto, esse Ultimo apresentou menor turvacdo e sedimentacao no fundo
do tubo em relacdo ao primeiro na concentragdo de 21,77 mg.mL’l.

Quanto a P. aeruginosa, percebeu-se claramente a turvacao do meio contendo o
extrato na concentragdo de 21,77 mg.mL'l, indicando que o EAFBIL nessa
concentra¢do ndo foi eficiente na inibi¢do do seu crescimento.

Os tubos contendo o EAFBIL nas demais concentracdes se apresentaram turvos
para todos os micro-organismos testados.

Revisdo de literatura realizada sobre a inibi¢do do crescimento microbiano por
extratos de residuos do processamento de laranja mostrou que extratos obtidos com
diferentes solventes (ou associagdo entre eles) (metanol, etanol, d4gua, acetona, hexano,
diclorometano e acetato de etila) em diferentes concentracdes e utilizando-se diferentes
métodos de extragdo, apresentaram efeito antimicrobiano sobre, S. aureus resistente a
meticilina, Listeria monocytogenes, P. fluorescens, S. aureus, S. epidermis, Bacillus
subtilis, P. aeruginosa, E. coli e Shigella flexineri (BENELI, 2010; DUBEY et al.,
2011; ARORA; KAUR, 2013; RAMADAN et al., 2015).
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Contrariamente, Trabelsi et al., 2014 avaliaram o efeito antimicrobiano do 6leo
essencial e do extrato metandlico obtidos a partir da casca, folhas e flores de Citrus
aurantium L. e ndo verificaram acdo antimicrobiana dos extratos contra os micro-
organismos de interesse nas condi¢des testadas (exceto para o extrato de flores que foi
ativo somente contra S. aureus), constatando efeito inibitério apenas do 6leo essencial.

As diferentes condicdes testadas nos diferentes trabalhos podem explicar a
variac¢do dos resultados observada, uma vez que fatores como tempo, temperatura, tipo e
concentra¢do do solvente de extracdo utilizados podem ter contribuido para a maior ou
menor presenca de compostos antimicrobianos no meio.

Beneli (2010) identificou a presenca de compostos sesquiterpénicos oxigenados
em extratos de bagaco de laranja por cromatografia gasosa associada a espectrometria
de massa, os quais podem estar associados a atividade antimicrobiana dos extratos
obtidos a partir de plantas (BOUSSAADA et al., 2008). Possivelmente, esses € outros
compostos que ja possuem atividade antimicrobiana comprovada, como compostos
fendlicos (PEREIRA et al., 2006) e os componentes do 6leo essencial presentes na
casca de citros (PATTNAIK et al., 1997; TAO; LIU; ZHANG, 2009; DJENANE, 2015)
foram os principais responsdveis pela acdo antimicrobiana do EAFBIL.

Assim, pode-se perceber que os extratos de residuos de laranja bem como de
outras frutas, podem ser efetivos no controle do crescimento microbiano de certos

micro-organismos.

4 CONCLUSAO

A caracterizacdo do EAFBIL permitiu verificar a presenca de compostos de
reconhecida atividade antioxidante e/ou antimicrobiana no mesmo, como o 4cido
ascorbico, carotenoides, compostos fendlicos e pectina.

O EAFBIL apresentou efeito expressivo quanto a capacidade antioxidante
avaliada por meio da captura dos radicais livies DPPHe e ABTSe+. Quanto a atividade
antimicrobiana, foi verificado que o extrato promoveu reducdo visual do crescimento de
E. coli e S. aureus, ndo exercendo influéncia sobre o crescimento de P. aeruginosa.

Os resultados obtidos indicam que o EAFBIL pode ser utilizado como fonte de
compostos que apresentam acao antioxidante e antimicrobiana em aplica¢des diversas,

dentre elas na elaboracdo de embalagens biodegraddveis com possivel acdo ativa.
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Capitulo 3

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE FILME
BIODEGRADAVEL ATIVO A BASE DO EXTRATO DA FARINHA DE
RESIDUO DO PROCESSAMENTO INDUSTRIAL DE LARANJA

RESUMO

A busca por alternativas que envolvem o aproveitamento dos residuos agroindustriais
tem sido alvo de interesse de pesquisadores de diversas dreas, dentre elas a de
embalagens. Objetivou-se com o presente estudo desenvolver e caracterizar um filme
biodegraddvel antioxidante e antimicrobiano para embalagem de alimentos utilizando-se
o residuo do processamento industrial de laranja. O filme foi elaborado a base do
extrato aquoso da farinha de bagaco industrial de laranja, pectina e do plastificante
trietilcitrato em diferentes concentragdes (0, 10, 20 e 30 %) e foi caracterizado quanto as
suas caracteristicas visuais, propriedades Opticas, perfil de distribuicio de componentes,
microestrutura, espessura, propriedades mecanicas, capacidade antioxidante e atividade
antimicrobiana. Quanto as caracteristicas visuais, os filmes apresentaram boa
manuseabilidade, auséncia de particulas insoldveis, rupturas ou zonas quebradicas e
presenca de poucas bolhas. Quanto as propriedades Opticas, a anélise de cor demonstrou
que o aumento da concentracao do plastificante promoveu o incremento (p < 0,05) nos
valores de a*, b* e YI E313 e a reducdo (p < 0,05) nos valores de L* e WI E313 do
filme, a opacidade aumentou (p < 0,05) com o incremento da concentracio de
trietilcitrato e os espectros de varredura obtidos indicaram que o filme bloqueou a
transmitancia da luz UV. O perfil de distribuicdo dos componentes no filme indicou que
nao houve homogeneidade na distribuicdo dos mesmos nas dreas analisadas. A andlise
da microestrutura possibilitou verificar a presenca de pequenas particulas e vesiculas
nas dreas analisadas dos filmes. A espessura aumentou (p < 0,05) com o incremento da
concentracdo do plastificante. Nao foi possivel obter um modelo capaz de predizer o
comportamento das propriedades mecanicas do filme em fun¢do da concentracdo do
plastificante utilizada. O filme apresentou capacidade antioxidante pela captura dos
radicais livres DPPHe ¢ ABTSe+ ao longo do tempo, mas ndo apresentou atividade
antimicrobiana sobre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus

aureus, indicando que pode ser utilizado como embalagem ativa antioxidante.

Palavras-chave: embalagem biodegradavel ativa, bagaco industrial de laranja, pectina,

trietilcitrato, capacidade antioxidante.
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ABSTRACT

The search for alternatives that involve the use of agroindustrial waste has been the
subject of interest of researchers in several areas, including packaging. It was aimed
with the present study to develop and to characterize a biodegradable antioxidant and
antimicrobial film for food packaging using industrial orange processing waste. The
film was prepared based on the aqueous extract of the industrial orange bagasse flour,
pectin and the triethyl citrate plasticizer in different concentrations (0, 10, 20 and 30 %)
and was characterized in terms of its visual characteristics, optical properties,
components distribution profile, microstructure, thickness, mechanical properties,
antioxidant capacity and antimicrobial activity. According to the visual characteristics,
the films presented good handling, absence of insoluble particles, ruptures or brittle
zones and presence of few bubbles. As for the optical properties, the color analysis
demonstrated that the increase of the plasticizer concentration promoted the increase
(p <0,05) in the values of a*, b* and YI E313 and the reduction (p < 0,05) in the values
of L* and WI E313 of the film, the opacity growed up (p < 0,05) with the increase in the
concentration of triethylcitrate and the obtained sweep spectra indicated that the film
blocked the UV light transmittance. The components distribution profile in the film
indicated that there was no homogeneity in their distribution at the analyzed areas. The
microstructure analysis allowed to verify the presence of small particles and vesicles at
the analyzed areas of the films. The thickness enhanced (p < 0,05) with increasing
concentration of the plasticizer. It was not possible to obtain a model capable of
predicting the behavior of the film mechanical properties as a function of the plasticizer
concentration used. The film presented antioxidant capacity for the capture of the free
radicals DPPHe and ABTSe+ over time, but did not present antimicrobial activity on
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, indicating that

it can be used as active antioxidant packaging.

Keywords: Active biodegradable packaging, orange industrial bagasse, pectin,

triethylcitrate, antioxidant capacity.
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1 INTRODUCAO

O uso de embalagens biodegraddveis ¢ uma das alternativas encontradas para se
reduzir o actimulo de lixo pléstico na natureza.

As vantagens de se utilizar essas embalagens sdo que as mesmas levam menor
tempo para se degradarem no meio ambiente, podem ser produzidas a partir de materiais
naturais renovaveis de ciclo curto, como os derivados de matérias-primas agricolas
reutilizdveis ou residuos da indudstria de processamento de alimentos marinhos
(THARANATHAN, 2003; PAOLI, 2008). Uma vantagem adicional dos materiais de
embalagem biodegraddveis € que na biodegradacdo ou desintegracido e compostagem ha
a possibilidade de atuacdo dos mesmos como fertilizantes e condicionadores do solo, o
que pode melhorar o rendimento das lavouras (THARANATHAN, 2003).

Os residuos do processamento de produtos vegetais como frutas e hortalicas
apresentam composi¢cdo variada, podendo conter biopolimeros como fibras, proteinas,
carboidratos e lipideos que podem atuar como matrizes poliméricas ou mesmo como
plastificantes na elaboragdo de embalagens biodegradaveis (ROBERTA; MARIANA;
EDIRA, 2014; FERREIRA et al., 2016). Esses materiais também podem conter
compostos como Oleos essenciais, vitaminas, carotenoides, compostos fenodlicos, entre
outros que podem atuar como agentes antimicrobianos, antioxidantes e aromaticos na
elaboracio de embalagens ativas para alimentos (PITAK; RAKSHIT, 2011;
MANIGLIA et al., 2014; REBELLO et al., 2014; SHARMA et al., 2017).

Em virtude disso, esses materiais t€ém sido alvo de estudos por pesquisadores
para o desenvolvimento de embalagens visando o aproveitamento desses compostos, 0
que, além de fornecer uma nova alternativa de uso desses residuos, minimiza o0s
problemas de descarte dos mesmos na natureza, que também podem causar grande
impacto ambiental.

Assim, objetivou-se com este estudo desenvolver e caracterizar um filme
biodegraddvel ativo antioxidante e antimicrobiano obtido do extrato aquoso do residuo
industrial do processamento da laranja transformados em farinha com o intuito de
fornecer uma nova alternativa de gerenciamento desses residuos além de possibilitar a

conservacgdo de produtos alimenticios por um periodo de tempo maior.
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2 MATERIAL E METODOS

As andlises experimentais foram conduzidas no Laboratério de Embalagens do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vicosa em
Vigosa — Minas Gerais e no Laboratério do Grupo de Instrumentacdo e Automagdo em
Quimica Analitica (GIA) do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de

Campinas (Unicamp) em Campinas — Sdo Paulo.

2.1 Delineamento experimental

Os experimentos realizados foram conduzidos sob o delineamento inteiramente

casualizado (DIC).

2.2 Elaboracao do filme biodegradavel ativo

O filme biodegradavel ativo a base do extrato aquoso da farinha de bagaco
industrial de laranja (EAFBIL obtido e caracterizado no Capitulo 2) foi elaborado pelo
método casting conforme metodologia descrita por Batista, Tanada-Palmu e Grosso
(2005) com algumas modificacdes. O extrato aquoso (150 mL) foi aquecido a 50 =2 °C
sob agitacdo constante em agitador magnético (Fisatom Brasil Mod. 753 A Série
1542911) e ao mesmo foram adicionados, lentamente, 3 % (m/v) de pectina citrica
(Vetec) em relagdo ao volume de extrato utilizado. Apds a dispersdo do polimero no
extrato, adicionou-se o plastificante trietilcitrato (Sigma-Aldrich) em diferentes
concentragdes (0 %, 10 %, 20 % e 30 % (m/m)) em relagdo a massa do polimero
(pectina) utilizada e as dispersdes poliméricas foram mantidas sob agitacdo constante
por 5 minutos. A fim de se minimizar a presenga de bolhas nos filmes, os béqueres
contendo as dispersoes poliméricas foram levados a banho ultrassonico (Modelo SONI-
TOP 412) a 25 °C por 20 minutos e, em seguida, as mesmas foram vertidas em placas
retangulares de vidro com dimensdes de 32 cm x 20 cm (comprimento x largura) e
foram submetidas a secagem em camara climdtica a temperatura de 35 °C e umidade
relativa de 60 % por 20 h.

A Tabela 6 contém a denominacdo atribuida a cada tratamento de acordo com a

concentracdo de trietilcitrato usada na elaboracao do filme biodegradédvel ativo.
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Tabela 6 - Tratamentos empregados na sintese dos filmes em funcdo do volume (mL) de extrato
aquoso, pectina (%) (m/v) (expressa em massa de polimero por volume de extrato aquoso) e
concentragdo do trietilcitrato (%) (m/m) (expressa em massa de plastificante por massa de
pectina) utilizados.

Tratamento Volume de extrato aquoso Pectina Trietilcitrato (TEC)
(mL) (%) (m/v) (%) (m/m)
El 150 3 0
E2 150 3 10
E3 150 3 20
E4 150 3 30

2.3 Caracterizacao do filme biodegradavel ativo

2.3.1 Aspecto visual

A avaliacdo visual do filme foi realizada com base nos aspectos visuais e tateis
do mesmo, levando-se em consideracdo a cor, a presenca de particulas insoldveis, a
continuidade (presenca ou ndo de rupturas ou zonas quebradicas), a facilidade na
remog¢ao do mesmo da superficie utilizada para a sua elaboracio (placas de vidro) e a

manuseabilidade apresentadas.

2.3.2 Propriedades 6pticas

2.3.2.1 Cor

A andlise instrumental de cor dos filmes foi realizada por meio de um
colorimetro de bancada (COLORQUEST XE HunterLab, Reston, Virginia, EUA)
utilizando-se o Universal Software V4.10, drea de medicdo de 9,5 mm de diametro,
iluminante D-65 (luz do dia) e angulo de observacao de 10 graus em conformidade com
a norma ASTM E 308 — 08 (Pritica Padrdao para Computar as Cores dos Objetos
Usando o Sistema CIE) da Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM, 2008).

As medi¢Oes foram realizadas em cinco pontos aleatérios de cada filme
utilizando-se a escala CIELAB, em que L* indica a luminosidade e varia de 0 a 100 (de
preto puro a branco puro), a* representa o nivel de tonalidade e varia de -a (cor verde) a
+a (cor vermelha) e b* representa o nivel de saturacao e varia de -b (cor azul) a +b (cor
amarela) (RAMOS; GOMIDE, 2007; ASTM, 2008).

Os valores da diferenca total (global) de cor (AE*) entre os diferentes

tratamentos foram calculados por meio da Equacdo 12, utilizando-se as diferencas de
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cor AL* (L;* — Lo*), Aa* (a;* —ap*) e Ab* (b;* — by*), entre as amostras, considerando-
se Li*, a;* e bi* e Lo*, ap™ e bp* os parametros das amostras de filmes de dois
tratamentos de interesse a serem comparados entre si (RAMOS; GOMIDE, 2007).
Também foram obtidos os indices de amarelecimento (YI E313) e brancura (WI E313)
dos filmes em conformidade com a norma ASTM E 313 — 10 (Pratica Padrao para
Calcular os Indices de Amarelecimento e Brancura de Coordenadas de Cor Medidas de
Forma Instrumental) da ASTM (ASTM, 2010). A analise foi realizada em cinco

repeticoes.

AE* = \J(AL)Z + (Aa*)? + (Ab¥)2 (12)

Em que:

AE* = diferenca total de cor;

AL* = L* — Lo*;
Aa* = a;* —ap*;
Ab* = b1>{< — b()*.
2.3.2.2 Opacidade

A opacidade do filme biodegradavel ativo foi determinada por meio de
colorimetro de bancada (COLORQUEST XE HunterLab, Reston, Virginia, EUA)
utilizando-se o Universal Software V4.10, drea de medi¢do de 9,5 mm de diametro,
iluminante D-65 (luz do dia) e dngulo de observacao de 10 graus. A anélise foi realizada

em cinco repeticoes.

2.3.2.3 Espectro de varredura

Espectros de varredura no intervalo de comprimento de onda de 190 nm a
800 nm foram obtidos por meio da leitura direta de amostras retangulares de cada
tratamento em espectrofotometro UV/VIS (modelo UV-1800, Shimadzu, Japdo). As
amostras foram posicionadas diretamente em um suporte para andlises de filmes
considerando-se o ar como referéncia. Os resultados foram expressos em porcentagem

de transmitancia (%) de acordo com Kanatt et al. (2012).
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2.3.3 Perfil de distribuicio de componentes por imagem hiperespectral NIR

A distribui¢do espacial dos componentes quimicos do filme foi verificada por
meio da obten¢do de imagens hiperespectrais das amostras de filmes dos diferentes
tratamentos na regido do infravermelho préximo (NIR-HIS) e de curvas multivariadas
de resolucdo alternando minimos quadrados (MCR-ALS) (JAUMOT; DE JUAN;
TAULER, 2015; SOUZA et al., 2016) segundo metodologia desenvolvida por
Terra (2018) conforme segue.

As imagens hiperespectrais na regido do infravermelho préximo foram
adquiridas acomodando as mesmas em um suporte de teflon e utilizando o sistema de
imagem quimica Specim® SisuCHEMA XL (Specim, Spectral Imaging Ltd., Oulu,
Finlandia, 2011). O sistema emprega uma lente OLE15 com campo de visao de 200 mm
e resolucao espacial de aproximadamente 625 um. A faixa espectral utilizada foi de 928
- 2.524 nm, com uma resolu¢do espectral de 6,3 nm. Esse intervalo de comprimento de
onda foi segmentado em 256 partes, resultando em um cubo de imagem NIR-HSI com
256 imagens (uma imagem por comprimento de onda). Os dados foram importados para
o Matlab (Mathworks R2016a Inc., versao 9.0). Os picos foram removidos e o pré-
tratamento com espectros foi realizado usando MIA-Toolbox (Eigenvector, versdao 3.03)
e PLS_Toolbox (Eigenvector, CA, versdo 8.2). Foram aplicados dados binning (pixels),
filtro Savitzky-Golay e corre¢ao de dispersao multiplicativa. O hipercubo foi entdo
desdobrado em uma matriz e cada linha correspondeu a um pixel e as colunas
corresponderam aos espectros NIR. A decomposicdo de valores singulares (SVD)
indicou trés fontes e os espectros padrao dos componentes EAFBIL, pectina,
trietilcitrato e do teflon foram utilizados como estimativa inicial dos espectros de
componentes puros. Uma restricdo de ndo negatividade foi aplicada na concentragdo e o
algoritmo ALS foi realizado. Os vetores de concentragdo relativa obtidos pelo MCR-
ALS foram reconstruidos em matrizes e foi possivel analisar a homogeneidade dos

constituintes do filme através das imagens formadas.

2.3.4 Espessura

A espessura média (mm) do filme biodegraddvel ativo foi obtida realizando-se a
mensuracdo da mesma em 10 pontos aleatérios dos corpos de prova dos diferentes
tratamentos com o auxilio de um micrometro digital (Mitutoyo, Modelo 547-401,

resolucdo de 0,001 mm) e, em seguida, calculando-se a média dos valores obtidos. A
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andlise foi realizada em cinco repeti¢des.

2.3.5 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas do filme biodegraddvel ativo foram avaliadas de
acordo com a norma ASTM D882 — 12 (Método de Teste Padrao para Propriedades de
Tracdo de Folhas de Plastico Finas) da ASTM (ASTM, 2012). Foram avaliados a
resisténcia a tracdo (MPa), o alongamento na ruptura (%) e o mdédulo de elasticidade
(MPa) do filme desenvolvido. Para a realizacdo do teste foi utilizada a Maquina
Universal de Testes Mecanicos (INSTRON Corporation, Modelo 3367) utilizando-se
cinco corpos de prova (17,5 cm de comprimento x 2,5 cm de largura) de cada
tratamento. A méquina foi operada com carga de 1 kN, velocidade de separacdo das
garras de 12,5 mm-min"' e distincia inicial entre as garras de 125 mm. A andlise foi

realizada em cinco repeti¢oes.

2.3.6 Microestrutura

A microestrutura do filme biodegraddvel ativo foi avaliada por meio de
observacoes feitas a partir das imagens obtidas utilizando um Microscépio Eletronico de
Varredura (Model TM 3000, Hitachi).

Amostras de 0,5 cm? de filmes dos diferentes tratamentos foram submetidas a
cortes transversais e foram fixadas em adesivos contendo uma camada de carbono que
foram colocados (um por vez) em um stub para obtencdo das imagens em diferentes

aumentos. Foi utilizado vacuo baixo e modo Analy.

2.3.7 Capacidade antioxidante in vitro

O filme biodegradavel ativo foi avaliado quanto a sua capacidade antioxidante in
vitro pelos métodos DPPH e ABTS. Como filme controle para a realizacdo dessa
andlise, foi sintetizado um filme nas mesmas condi¢des do filme a base do EAFBIL

substituindo-se o extrato por dgua ultra pura.
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2.3.7.1 Método DPPH

A capacidade antioxidante in vitro do filme biodegraddvel ativo pelo método
DPPH foi avaliada de acordo com a metodologia de Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995) com modificacdes. Foram diluidos 1,25 mg de DPPH (Sigma-Aldrich) em
50 mL de etanol (Dinamica) e, em seguida, a absorbancia desta solu¢do foi medida em
espectrofotdometro UV/VIS (modelo UV-1800, Shimadzu, Japdo) a 517 nm. A
concentracdo da solucgdo foi ajustada até que a absorbancia da mesma estivesse entre 0,7
e 0,8. Um filme com érea de 1 cm” foi colocado em 3 mL de solugdo de DPPH
deixando-se reagir no escuro. As absorbadncias das solucdes de DPPH com filme e da
solucdo de DPPH sem filme foram lidas ao longo do tempo (270 min) em intervalos de
tempo de 10 minutos (de 0 a 90 min) e de 30 min (de 90 a 270 min) a 517 nm e a
capacidade antioxidante do filme foi determinada calculando-se a percentagem de
inibicdo por meio da Equacdo 13. A andlise foi realizada em trés repeticOes € em

duplicata.

abs branco—abs amostra "

% inibigdo = 100 (13)

abs branco

Em que:
abs branco = valor da absorbancia do radical DPPH sem a amostra (filme);

abs amostra = valor da absorbancia do radical DPPH com a amostra (filme).

2.3.7.2 Método ABTS

A capacidade antioxidante in vitro do filme biodegradavel ativo pelo método
ABTS foi avaliada de acordo com a metodologia de Re et al. (1999), detalhada por
Rufino et al. (2007), com modificagdes. O radical ABTS+e foi preparado a partir da
reacdo entre uma solugdo de ABTS (Sigma-Aldrich) 7 mM e uma solug@o de persulfato
de potassio (Vetec) 140 mM durante 12-16 horas na auséncia de luz e a temperatura
ambiente. Foi diluido 1 mL da solu¢do de ABTS++ em etanol absoluto (Dindmica) e, em
seguida, a absorbancia desta solucdo foi lida em espectrofotometro UV/VIS (modelo
UV-1800, Shimadzu, Japao) a 734 nm. A concentracdo da solucio foi ajustada de modo
que se obtivesse valores de absorbancia entre 0,7 e 0,8. Um filme com area de 1 cm? foi

colocado em 3 mL de solu¢do de ABTS+- e foi deixado para reagir em auséncia de luz.
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A absorbancia das solugdes de ABTS++ com filme e sem filme foi lida ao longo do
tempo (80 min) no intervalo tempo de 10 min a 734 nm. A capacidade antioxidante dos
filmes foi determinada calculando-se a percentagem de inibi¢do por meio da Equagao 2

(item 2.3.7.1). A andlise foi realizada em trés repeticoes e em duplicata.

2.3.8 Atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana in vitro dos filmes dos diferentes tratamentos foi
avaliada por meio do método de difusio em &gar sobre os micro-organismos
Escherichia coli (ATCC 11229), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), conforme metodologia descrita pelo Instituto de
Normas Clinicas e Laboratoriais (CLSI, 2012).

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro dos filmes, foram
preparados inéculos de cada micro-organismo conforme descrito no item 2.9.1 do
Capitulo 2 e foram inoculados 100 pL. dos mesmos (10° UFC'mL™") sobre a superficie
de placas de Petri descartdveis contendo dgar Mueller Hinton (Difco Laboratories)
solidificado. Discos de 1 cm de didmetro dos filmes dos diferentes tratamentos foram
colocados no centro das placas e as mesmas foram incubadas a 35 °C por 24 h. A
atividade antimicrobiana dos filmes foi determinada avaliando-se a zona de inibicao do
desenvolvimento microbiano (cm) ao redor do mesmo. A analise foi realizada em duas

repeticoes e em duplicata.

2.4 Analise estatistica

A avaliagdo dos resultados das andlises de cor, opacidade e espessura do filme
foi realizada por meio da andlise de regressio em nivel de 5 % de significncia
ajustando-se o modelo mais apropriado para cada uma delas. O programa estatistico
utilizado foi o Minitab® 17 (versdo 17.1.0, Minitab Inc., 2013). Os resultados das
propriedades mecanicas foram expressos em médias e desvios padrdes calculados
utilizando-se o programa Microsoft® Office Excel® 2007 (versio 12.0.6787.5000,
Microsoft Corporation, 2008). O aspecto visual, o perfil de distribui¢do de componentes

no filme, além da microestrutura do mesmo foram avaliados por meio de andlise visual.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Aspecto visual

Na Figura 7 pode-se observar o aspecto visual apresentado pelos filmes

desenvolvidos dos diferentes tratamentos.

E1l E2 E3 E4

Figura 7 - Fotos dos filmes (E1, E2, E3 e E4) desenvolvidos a base do extrato aquoso da farinha
de bagaco industrial de laranja e pectina em funcao das diferentes concentragdes do plastificante
trietilcitrato utilizadas.

Os filmes dos diferentes tratamentos apresentaram cor amarela bastante
semelhante, entretanto o filme do tratamento E1 apresentou tonalidade relativamente
mais clara em relagdo aos demais. Percebeu-se que os filmes que receberam a adi¢ao do
plastificante trietilcitrato ficaram mais opacos em relacido ao filme do tratamento El, o
qual apresentou brilho relativamente maior em relagdo aos demais.

Quanto a facilidade de remocdo do filme da superficie utilizada na sua
elaboragcdo (placa de vidro), os filmes dos tratamentos que receberam a adicdo do
trietilcitrato foram retirados com maior facilidade da mesma em relagao ao filme que
ndo recebeu a adicdo do plastificante (tratamento E1). Todos os filmes exibiram boa
manuseabilidade, ndo se apresentando quebradicos. Visualmente, ndo foram percebidas
particulas insoliveis em nenhum dos filmes avaliados e foi percebida a presenca de
poucas bolhas nos mesmos.

Quanto a continuidade, ndo foram verificadas rupturas ou zonas quebradicas nos
filmes, entretanto, no momento em que as dispersdes poliméricas foram vertidas nas
placas, percebeu-se que houve formag¢do de uma massa mais densa em determinadas

regides, a qual pareceu ser mais evidente nos filmes que receberam a adi¢do do
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plastificante. Essa heterogeneidade observada nas dispersdes poliméricas também foi

percebida nos filmes formados apds o processo de secagem das mesmas.

3.2 Propriedades opticas

3.2.1 Cor

Na Tabela 7 € possivel observar os modelos ajustados para os parametros L*, a*
e b* e para os indices de amarelecimento (YI E313) e brancura (WI E313) avaliados na
andlise de cor em funcdo da concentragdo do plastificante utilizada na elaboracao dos

filmes biodegraddveis.

Tabela 7 - Modelos ajustados para os pardmetros L*, a* e b* e para os indices de
amarelecimento (YI E313) e brancura (WI E313) obtidos com a andlise de cor dos filmes
produzidos em funcdo da variagdo da concentracdo do plastificante trietilcitrato utilizada bem
como o p-valor da regressdo, o p-valor da falta de ajuste e o coeficiente de determinacdo dos
respectivos modelos.

p-valor
Resposta Modelo ajustado P -Valm: Falta de R?
Regressao .
ajuste
L* L*=281,063 - 0,1828*CTEC 0,000 0,105 0,6062
a* a* =-0,630 + 0,1116*CTEC 0,000 0,140 0,5968
b* b *=33,418 + 0,0746*CTEC 0,016 0,934 0,2819
YIE313 YIE313 =59,48 + 0,3047*CTEC 0,001 0,590 0,4874
WI E313 WIE313 =-112,18 - 0,946*CTEC 0,001 0,517 0,4767

Na Figura 8 € possivel observar o comportamento dos parametros L*, a* e b* e
dos indices de amarelecimento e brancura do filme em func¢do da concentragdo do

plastificante trietilcitrato utilizada.



95

85
e L = §1,063 - 0,1828 * CTEC
Lo R = 0,6062
82 m
814
80 -
. 794
= o1sd .
77 -
76 < ]
75+
74
73
T T A T
o £l 10 15 20 25 30
Concentragio de rictileitrato (%)
50 38,0
45 37,54
40
351 37.0+ b* = 33418 + 00746 * CTEC
309 =030 +0,1116 * CTEC 3 k=028,
254 Ri=0,5968 L] 36,0 I
204 3554
.
1.5+ 35,04
. | .
= 104 v 3454
0,54 : = (]
34.0
0,0 4
0.5 el
3,04
104 4
454 32,5
=204 3204
254 31,54
=30 . i x ; i i 310 T T T T T T T
9 5 L 1% % =5 # 0 5 10 15 20 25 30
Concentraghio’de netilcitrato (%) Concentracio de wrietilcitrato (%)
20
744
5]
] . =35948 + 47 % ("
72 Y1E33 = 59,48 + 03047 * CTEC _iso ]
04 R =04874 -105 WIE313=-112,18-0,946 * CTEC
66 - . 10 ® R =04767
66 - pa 115
o E4 . o 120
i £
= 62 o o125 !
- 60+ = -1304 k]
sl " -135 4
.
] -140 4
] -145
=1 5
-150
52 4
-155
50 T T T T T T
-160
0 5 10 15 20 25 20 T ¥ Y 2 X ) .
L] 5 10 15 20 25 30
Concentragio de tnetileitrato (%) .
Concentragdo de inetileitrato (%6)

Figura 8 - Gréficos da variagdo dos parimetros L*, a* e b* e dos indices de amarelecimento
(YI E313) e brancura (WI E313) do filme biodegraddvel ativo em funcdo da concentracdo de
trietilcitrato utilizada.

Quanto ao parametro L*, o resultado obtido indica que o aumento da
concentragdo do plastificante trietilcitrato promoveu reducao significativa (p < 0,05) da
luminosidade do filme desenvolvido. Isso pdde ser percebido claramente com a andlise
visual do mesmo: o filme do tratamento E1 apresentou maior brilho em relacdo aos
demais, os quais tiveram o brilho reduzido a medida que se aumentou a concentragdo do
trietilcitrato no processo de elaboracao.

De maneira contrdria, o aumento da concentragdo do trietilcitrato promoveu o
incremento significativo (p < 0,05) no valor de a*, indicando que a cor do filme tendeu

ao vermelho com o aumento da concentragcdo do plastificante.
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A resposta observada para o parimetro b* indica que o aumento da concentra¢ao
do trietilcitrato promoveu o incremento significativo (p < 0,05) em seu valor, ou seja,
quanto maior foi a concentragcao do plastificante, mais o filme tendeu ao amarelo.

Quanto ao indice de amarelecimento (YI E313), foi verificado que seu valor
aumentou significativamente (p < 0,05) com o incremento na concentracdo do
plastificante, ou seja, quanto maior foi a concentracdo do plastificante utilizada, mais
amarelo o filme se apresentou.

Quanto ao indice de brancura (WI E313), foi constatado que o aumento da
concentragdo do trietilcitrato promoveu a reducao significativa (p < 0,05) em seu valor,
ou seja, quanto maior foi a concentracao do plastificante utilizada, menos o filme tendeu
ao branco.

Beigomi, Mohsenzadeh e Salari (2018) verificaram que a variacdo da
concentracdo do plastificante glicerol (10 — 40 %) no processo de elaboracdo de filme a
base de mucilagem de semente de Dracocephalum moldavica promoveu alteragdes nos
parametros de cor avaliados. Os resultados indicaram que houve aumento significativo
(p < 0,05) nos valores de b* e de L* com o incremento na concentracao de glicerol
utilizada na elaboragdo do filme, corroborando com as observacdes visuais feitas pelos
autores de que os filmes apresentaram uma aparéncia ligeiramente amarelada.

Quanto ao parametro a*, os autores verificaram que seu valor diminuiu
significativamente (p < 0,05) com aumento na concentracio do plastificante, indicando
que o filme apresentou cor mais préxima do verde. Os valores referentes ao indice de
brancura (WI) foram superiores para os tratamentos que receberam a adi¢do do glicerol
e aumentaram significativamente (p < 0,05) com o incremento da concentracio do
plastificante, indicando que o filme ficou mais amarelado, porém transparente.

O comportamento observado para aos parametros de cor do filme a base do
EAFBIL com relacio ao aumento da concentracdo de plastificante utilizada foi
semelhante ao percebido pelos autores apenas quanto aos valores de b*, o que pode ser
devido as diferentes interagdes que podem ocorrer entre os plastificantes € os compostos
extraidos da matéria-prima vegetal utilizada.

Paschoalick et al. (2003) variaram a concentragdo do plastificante glicerol na
elaboracdo de filmes comestiveis a base de proteinas musculares da tildpia do Nilo e
perceberam mudancas nas propriedades de cor dos filmes, sugerindo que as variagdes
observadas ocorreram em virtude apenas do efeito da dilui¢do do plastificante no meio e

ndo devido ao efeito plastificante em si do glicerol.
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Na Tabela 8 podem ser observados os valores da diferencga total de cor (AE*)
obtidos comparando-se os diferentes filmes avaliados e na Tabela 9 verificam-se os
valores da diferenca global de cor e a percepcdo subjetiva dessa diferenca pelo olho

humano.

Tabela 8 - Diferenga total de cor (AE*) entre os filmes dos diferentes tratamentos.

Tratamentos comparados AE*
E2-El 4,75 £0,49
E3-El 5,67 +0,41
E4-El 7,25 1,05
E3-E2 0,95 0,64
E4-E3 1,63 +0,76
E4-E2 2,58 £1,10

Tabela 9 — Percepgdo subjetiva da diferenca de cor de amostras com diferencas globais (AE*)
determinadas.

Diferenca global (AE*) | Avaliacao da diferenca de cor
<0,2 Nao perceptivel
0,2a0,5 Muito pouco perceptivel
0,5al,5 Pouco perceptivel
1,52a3,0 Percepcdo clara
3,0a6,0 Percepc¢ao muito clara
6,0al12 Percepc¢do bastante clara
> 12 Facilmente perceptivel

Fonte: Priandl et al. (1994) com modificac¢des feitas por Ramos e Gomide (2007).

A percepgdo subjetiva da diferencga de cor entre o tratamento E1 e os tratamentos
E2 e E3 foi muito clara a olho nu e a percepc¢do entre os tratamentos E1 e E4 foi
considerada bastante clara, o que se deve a maior concentracdo do plastificante no
tratamento E4 em relacdo ao tratamento E1. A percepcdo subjetiva da diferenca de cor
entre os tratamentos E3 e E2 a olho nu foi considerada pouco perceptivel, e entre o
tratamento E4 e os tratamentos E3 e E2 foi considerada clara.

Pode-se perceber que a utilizacdo do plastificante em diferentes concentracdes
pode alterar as caracteristicas de cor perceptiveis pelo olho humano, o que deve ser
levado em consideragdo, por exemplo, em testes de aceitagdo do consumidor do produto

no qual a embalagem for aplicada.
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3.2.2 Opacidade

O modelo ajustado para a opacidade do filme foi o quadrético
(OP = 18,846 + 04083Cl1 - 0,00623 * CTEC?) (p-valoriegressao = 0,000;
p-valortua de ajuste = 0,144, R?= 0,9012). O resultado encontrado indicou que o aumento
da concentracdo do trietilcitrato promoveu o incremento significativo (p < 0,05) da
opacidade, mas a partir de determinada concentracdo do plastificante a opacidade

continua aumentando a uma taxa menor (Figura 9).
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Figura 9 - Grafico da variagdo da opacidade do filme biodegraddvel ativo em fungdo da
concentracdo do plastificante trietilcitrato utilizada.

Paschoalick et al. (2003) verificaram que o aumento da concentracdo do
plastificante glicerol promoveu a reducio do valor da opacidade em filmes constituidos
de proteinas musculares de tildpia-do-Nilo e associaram esse resultado ao efeito da
diluicdo do plastificante no meio, uma vez que € um produto transparente (de baixa
opacidade).

Paula (2016) verificou que o filme a base de residuo do processamento de
curcuma elaborado com o plastificante glicerol apresentou valores de opacidade maiores
do que os filmes plastificados com sorbitol. A autora associou esse resultado ao maior
numero de hidroxilas presentes no sorbitol, o qual promoveu maior interagdo entre esse
material e as moléculas da farinha utilizada na elabora¢do do filme, causando um efeito
de dilui¢do, o qual tornou a opacidade menor.

Contrariamente, o valor da opacidade dos filmes a base do EAFBIL aumentou

com o incremente da concentracdo do trietilcitrato.
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Yank e Paulson (2004) incorporaram diferentes acidos graxos na formulacao de
filmes de gelana e constataram que a adi¢do de lipidios na formulacdo fez com que os
filmes se tornassem esbranquicados (mais opacos), sendo o filme sem a adi¢dao de
lipideos bastante transparente. Segundo os autores, o aumento na opacidade do filme
provavelmente ocorreu em virtude do espalhamento da luz pelas goticulas lipidicas que
foram dispersas na emulsdo e distribuidas continuamente por toda a rede do polimero
ap6s a formacdo do filme. Batista, Tanada-Palmu e Grosso (2005) encontraram
resultado semelhante para a opacidade de filmes de pectina adicionados de &4cidos
graxos, em que filmes incorporados com esses compostos apresentaram-se mais opacos.

Nizar et al. (2018) observaram que a adi¢do de 6leo essencial em filmes de
pectina tornou os mesmos significativamente mais opacos (p < 0,05) em relagdo aos
filmes controle, os quais se apresentaram mais claros e transparentes, e atribuiram esse
comportamento ao efeito de coalescéncia, espalhamento de luz e efeito cremoso
provocado pela distribui¢do de particulas lipidicas durante o processo de secagem dos
filmes.

O comportamento observado para a opacidade do filme a base do EAFBIL
possivelmente se deu pela maior distribui¢do das goticulas do trietilcitrato na extensao
do filme com o aumento da concentracdo do plastificante, o que pode ter exercido
influéncia na dispersdo da luz.

O efeito da diluicdo do plastificante na reducdo da opacidade nao foi observado,
indicando que, possivelmente, ndo houve boa interacdo entre o trietilcitrato e a matriz
polimérica nas condig¢des testadas. Entretanto, como a opacidade aumentou a uma taxa
menor com o incremento da concentracdo do trietilcitrato, possivelmente o efeito da
diluicdo podera ser favorecido em concentragdes maiores do plastificante, podendo

haver maior interagao entre o0 mesmo e os demais componentes da dispersao polimérica.

3.2.3 Espectro de varredura

O espectro de varredura dos filmes dos diferentes tratamentos indicou que a
transmitancia da luz através dos mesmos no intervalo de comprimento de onda de 190 a
aproximadamente 400 nm foi totalmente bloqueada (Figura 10). Esse resultado indica
que o filme foi capaz de inibir a passagem da luz UV, o que € bastante interessante, por

exemplo, para a conservacdo de produtos alimenticios sujeitos a sofrer fotoxidacgao.
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Figura 10 - Transmitancia da luz (%) através dos filmes dos diferentes tratamentos no intervalo
de comprimento de onda de 190 nm a 800 nm.

Segundo McClements e Decker (2010) a luz ultravioleta e a luz visivel podem
promover a decomposi¢do de hidroperéxidos e, consequentemente, produzir radicais
livres. Entretanto, a radiacdo UV possui menor comprimento de onda e, portanto, maior
energia de radiacao em relagdo a visivel, sendo capaz de induzir maior taxa de oxidagao
(COLTRO, 2002). Embalagens que sao capazes de reduzir a incidéncia de luz podem
atenuar a velocidade da oxidagdo lipidica no meio (McCLEMENTS; DECKER, 2010).
Em virtude disso, compostos organicos denominados de estabilizadores de luz sdo
incorporados em grande variedade de resinas pldsticas com o intuito de prevenir a
fotodegradacdo provocada pela luz solar e pela luz UV artificial (COLTRO, 2002).

Vilela et al. (2017) desenvolveram filme de quitosana incorporado com &cido
eldgico em diferentes concentracdes com o intuito de avaliar suas propriedades
bloqueadoras-UV e verificaram que o mesmo foi capaz de bloquear a radiacdo UVA e
UVB.

Pascall et al. (1995) incorporaram Tinuvin 326 (2-(3’tert-butyl-2’-hydroxy’5’-
methylphenyl)-5-chlorobenzo-triazole), um absorvedor de radiagdo ultravioleta, em
embalagem para acondicionamento de O6leo de soja e verificaram que o Oleo
acondicionado nos recipientes contendo o Tinuvin 326 sofreu menor fotoxidacdo do que
o 6leo armazenado em recipientes que nao continham o absorvedor UV quando os

mesmos foram expostos a luz fluorescente a 21 e 35 °C por 35 dias.
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3.3 Perfil de distribuicio de componentes por imagem hiperespectral NIR

Com essa andlise foi possivel verificar se houve ou ndo homogeneidade da
distribuicdo dos componentes quimicos na drea analisada dos filmes. Segundo
Terra et al. (2017), a principal vantagem em se utilizar a imagem hiperespectral no
infravermelho proximo (NIR-HIS) associada ao uso da curva multivariada de resolugdo
alternando minimos quadrados (MCR-ALS) € que € possivel se obter uma informacao
quimica e espacial de forma rdpida e simples, sem a necessidade de qualquer preparagcao
da amostra.

Nas Figuras 11, 13 e 15 foi possivel visualizar o perfil dos espectros no
infravermelho préximo recuperados pela MCR-ALS em comparacdo com os padrdes
dos espectros do EAFBIL, da pectina, do trietilcitrato e do teflon utilizado na base do
equipamento, bem como os coeficientes de determinacdo dos mesmos. A distribui¢io
espacial do EAFBIL, da pectina e do trietilcitrato utilizados na elaboragdo do filme pode
ser visualizada nos mapas de concentracdes relativas dos componentes nas Figuras 12,
14, e 16. A MCR-ALS e a NIR-HIS do teflon utilizado como suporte para o filme
durante a realizacdo da andlise também foram obtidas a fim de se eliminar os

componentes do mesmo que pudessem vir a ser interferentes na interpretacdo das

imagens.
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Figura 11 - Perfil dos espectros no infravermelho préximo recuperados pela curva multivariada
de resolugdo alternando minimos quadrados (linhas de trago azul) em comparagdo com os
padrdes dos espectros (linhas continuas vermelhas) (A) do extrato (R* = 0,9924), (B) da pectina
(R*=0,9717) e (C) do teflon (R* = 0,9141).
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Figura 12 - Mapas de concentracdes relativas do extrato e da pectina no filme obtido sem a
adi¢do do plastificante trietilcitrato (tratamento E1) e do teflon.
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Figura 13 - Perfil dos espectros no infravermelho préximo recuperados pela curva multivariada
de resolugdo alternando minimos quadrados (linhas de trago azul) em compara¢do com os
padrdes dos espectros (linhas continuas vermelhas) (A) do extrato (R* = 0,9847), (B) da pectina
(R? =0,9759), (C) do trietilcitrato (10 %) (R = 0,9998) e (D) do teflon (R* = 0,8050).
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Figura 14 - Mapas de concentragdes relativas do extrato, da pectina e do trietilcitrato (TEC) no
filme obtido com extrato, pectina e 10 % de trietilcitrato (tratamento E2) e do teflon.
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Figura 15 - Perfil dos espectros no infravermelho préximo recuperados pela curva multivariada
de resolugdo alternando minimos quadrados (linhas de trago azul) em comparagdo com os
padrdes dos espectros (linhas continuas vermelhas) (A) do extrato (R* =0,9821), (B) da pectina
(R*=0,9792), (C) do trietilcitrato (20 %) (R* = 0,9998) e (D) do teflon (R = 0,8488).
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Figura 16 - Mapas de concentragdes relativas do extrato, da pectina e do trietilcitrato (TEC) no
filme obtido com extrato, pectina e 20 % de trietilcitrato (tratamento E3) e do teflon.

Os coeficientes de determinacdo dos espectros no infravermelho préximo
recuperados pela MCR-ALS em compara¢cdo com os padroes dos espectros do extrato,
da pectina, do trietilcitrato e do teflon apresentaram valores altos, indicando que houve
relagdo satisfatéria entre os mesmos.

Terra et al. (2017) avaliaram a distribuicdo espacial de quatro diferentes
plastificantes (dioctil ftalato, glicerol, polietilenoglicol e trietilcitrato) em filme de
acetato de celulose utilizando a NIR-HIS combinada com o método MCR-ALS e
verificaram que foi possivel recuperar com precisdo os espectros puros de cada
componente do filme.

Os autores reconstruiram os vetores de concentracdo relativa obtidos pelo
MCR-ALS em matrizes e foi possivel analisar a homogeneidade dos constituintes do
filme através das imagens formadas. Com o uso da técnica, foi possivel verificar que o
filme contendo glicerol como plastificante apresentou maior heterogeneidade em
relacdo aos demais e que o dioctilftalato apresentou distribuicdo mais homogénea no

filme elaborado com a incorporacao desse plastificante.
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Os resultados obtidos com a realizacdo dessa andlise nos filmes a base do
EAFBIL permitiram verificar que ndo houve homogeneidade na distribui¢do do extrato,
da pectina e do trietilcitrato nos mesmos.

Pode-se perceber nas imagens obtidas para o extrato e para a pectina nas Figuras
12, 14 e 16 que as mesmas se sobrepdem, estando o EAFBIL concentrado em
determinadas regides do filme onde havia menor concentragcdo do polimero (quanto
mais proximo do vermelho, maior € a concentracdo do componente no meio € quanto
mais préximo do azul, menor € a sua concentra¢do no meio).

Analisando-se as imagens obtidas para o EAFBIL, para a pectina e para o
trietilcitrato (Figuras 14 e 16), verificou-se que o plastificante também se concentrou
onde havia menor concentracio do polimero e que houve certa distribuicdo do
trietilcitrato em regides onde havia maior concentracio do extrato.

Esses resultados explicam a heterogeneidade percebida visualmente nos filmes
quanto a regido mais densa localizada em determinadas dreas dos mesmos, indicando
que ela se formou em virtude da maior concentragdo dos componentes em locais
especificos dos filmes, os quais ndo ficaram distribuidos de forma homogénea em toda a
dispersdo polimérica.

A distribuicdo heterogénea dos componentes dos filmes pode ser devida a
saturacdo do meio em virtude da possivel presenca de polimeros naturais no extrato, 0s
quais possivelmente sofreram polimerizacdo, além de acucares que podem ter atuado
como plastificantes. De acordo com Mchugh, Huxsoll e Krochta (1996) as frutas sdo
ricas em polissacarideos sendo os principais deles substancias pécticas e celulose e,
dessa forma, a matriz polimérica de filmes a base de frutas apresenta principalmente
esses componentes em sua constituicdo. Também possuem variedades de agucares que
podem atuar como agente plastificante em filmes a base de frutas (McHUGH,
HUXSOLL e KROCHTA, 1996).

Assim, sugere-se que a redugdo na concentragdo do polimero e do trietilcitrato, a
substitui¢do do plastificante utilizado ou mesmo a ndo utilizacao desse aditivo associada
a reducdo da concentragcdo do polimero possam promover melhorias na distribui¢cdo dos

componentes do filme desenvolvido a base do EAFBIL.
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3.4 Espessura

O comportamento da espessura do filme com relacio a concentracdo do
plastificante trietilcitrato utilizada na elaboracdo do mesmo seguiu o modelo linear
(ESP =0,11486 + 0,000419*CTEC) (p-valoregressao = 0,031; p-valortaia de ajuste = 0,518 €
R”=0,2342). A Figura 17 ilustra o comportamento da espessura do filme em funcdo da

concentracdo do trietilcitrato utilizada.
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Figura 17 - Gréfico da variagdo da espessura (mm) do filme biodegradédvel ativo em fun¢do da
concentracdo de trietilcitrato (%) utilizada.

A andlise de espessura demonstrou que o aumento da concentracio do
trietilcitrato na elaboracdo do filme promoveu o incremento significativo (p < 0,05) no
seu valor, o que era esperado, uma vez que a presenca de maior quantidade de material
no meio promoveu o aumento do volume da dispersao polimérica.

Cuq et al., (1996) variaram a espessura de filmes a base de proteinas
miofibrilares de peixe modificando a quantidade de solucdo formadora de filme
adicionada na placa utilizada no processo casting e verificaram que a variagdo da
espessura dos filmes foi diretamente proporcional a quantidade de material utilizada no
processo de sintese dos filmes. Os autores concluiram que os possiveis arranjos
moleculares que se formaram durante o processo de secagem da solucdo ndo exerceram
influéncia na variagdo da espessura dos filmes e atribuiram essa variacdo a quantidade
de material seco depositada por unidade de superficie da solucao formadora de filme.

Beigomi, Mohsenzadeh e Salari (2018) utilizaram a mucilagem de sementes de

Dracocephalum molddvica na elaboracdo de filmes comestiveis e, ao variarem a
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concentragdo de glicerol (10 - 40 %), obtiveram filmes com espessura de 0,052 a
0,055 mm, tendo sido observado um incremento no valor dessa propriedade com o
aumento da concentracdo do plastificante, corroborando com os resultados obtidos no
presente estudo.

Nogueira, Fakhouri e Oliveira (2018) variaram a concentragdo de glicerol
(9,95 - 24,08 %) em filmes elaborados com amido de araruta e obtiveram filmes cuja
espessura variou de 0,026 + 0,008 mm a 0,082 + 0,011 mm, tendo sido observado efeito
linear positivo. Os autores atribuiram o incremento na espessura dos filmes ao aumento

da quantidade de matéria nas dispersdes poliméricas formadoras dos mesmos.

3.5 Propriedades mecanicas

Nao foi possivel ajustar modelos capazes de prever o comportamento da
resisténcia mdxima a tracdo, do alongamento na ruptura e do médulo de elasticidade do
filme em func¢do da variacdo da concentracdo do plastificante trietilcitrato utilizada, o
que possivelmente ocorreu em funcdo da distribuicao heterogénea dos componentes do
filme, o que corrobora com os resultados observados com a andlise das imagens
hiperespectrais no infravermelho préximo.

Na Tabela 10 € possivel observar as médias e os desvios padrdes obtidos para a
resisténcia maxima a tracdo, o alongamento na ruptura e o modulo de elasticidade do
filme desenvolvido e na Tabela 11 podem-se verificar os resultados obtidos com a

andlise de variancia da regressao.

Tabela 10 - Médias e desvios padrdes da resisténcia maxima a tracdo (MPa), do alongamento na
ruptura (%) e do médulo de elasticidade (MPa) do filme a base do extrato aquoso da farinha de
bagaco industrial de laranja.

Resisténcia maxima a Alongamento na Moédulo de
Tratamento tracio ruptura elasticidade
(MPa) (%) (MPa)
El 6,067 2,065 20,270 +4,367 55,967 +47,070
E2 7,834 £3,173 21,039 +5,625 74,685 + 44,263
E3 7,683 £2,526 20,819 £2,247 76,444 + 47,235
E4 6,183 + 1,370 17,471 £7,647 80,735 + 66,595
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Tabela 11 — Andlise de varidncia da regressdo da resisténcia maxima a tracdo (RMT), do
alongamento na ruptura (AR) e do mddulo de elasticidade (ME) do filme a base do extrato
aquoso da farinha de bagaco industrial de laranja em funcdo da concentragdo de plastificante.

p-valor
Resposta Coeficientes/Modelo p-valon; Falta de R?
Regressao .

ajuste
RMT (MPa) CTEC 0,968 0,330 0,0001
CTEC * CTEC 0,310 0,906 0,1287
AR (%) CTEC 0,415 0,683 0,0373
CTEC * CTEC 0,493 0,844 0,0798
ME (MPa) CTEC 0,450 0,937 0,0320
CTEC * CTEC 0,721 0,854 0,0378

Segundo Rabello (2000) os plastificantes promovem a separacdo das
macromoléculas poliméricas e reduzem a energia necessdria para 0s movimentos
moleculares, o que caracteriza a flexibilidade, sendo observados, em geral, aumento
na elongacdo e diminui¢do na resisténcia ténsil € no modulo eldstico dos materiais
poliméricos.

Os filmes elaborados apresentaram valores mais baixos para a resisténcia maxima a
tracdo e valores relativamente mais altos para o alongamento na ruptura em relag@o a primeira
propriedade. Apesar de ndo ter sido possivel ajustar um modelo que previsse 0 comportamento
das propriedades mecanicas do filme biodegraddvel ativo em funcdo da concentragdo do
plastificante utilizada, pode-se verificar que os valores obtidos para as duas propriedades
mecanicas em questao se apresentaram proximos entre os diferentes tratamentos.

Sugere-se que o EAFBIL possa ter atuado como plastificante, uma vez que os valores
obtidos para o filme desenvolvido sem a adi¢do do trietilcitrato se apresentaram proximos aos
valores obtidos para as propriedades mecanicas dos filmes em que houve a incorporacio desse
composto.

Quanto ao moédulo de elasticidade, percebeu-se que houve o aumento dos valores
dessa propriedade com o incremento na concentracao do plastificante, comportamento oposto
ao esperado pela incorporacdo desse aditivo no meio. A causa provdvel para esse
comportamento foi a ocorréncia do fendmeno da antiplastificacdo, que, segundo Rabello
(2000), geralmente ocorre quando sdo utilizadas pequenas concentracdes do plastificante e
pode ser explicado pela plastificacdo intraestrutural, em que as moléculas do plastificante sdo
fisicamente adsorvidas nas interfaces das estruturas dos polimeros.

Segundo o autor, quando ocorre o fendmeno da antiplastificacdo o plastificante atua
como uma substancia ativadora de superficie, formando camadas de adsor¢cdo que exercem a

funcdo de um lubrificante e facilita a deslocacdo miutua das estruturas, o que favorece a
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orientacdo e aumenta a resisténcia mecanica. Outro fendmeno que também € colocado como
possivel causa da antiplastificacdo € a formagao de cristalinos, que ocorre em virtude da maior
liberdade de movimento das macromoléculas e ou/interagdes polares fortes entre os
componentes, atuando assim como reticuladores fisicos.

Dessa forma, sugere-se que para que o trietilcitrato apresentasse funcdo plastificante,
sua concentracdo utilizada na elaboracio dos filmes a base do EAFBIL nas condicdes testadas
deveria ser maior.

Fishman et al. (2004) avaliaram propriedades mecanicas de filmes de pectina e
glicerol extrusados com vdrias combinag¢des de albedo de laranja e amido e encontraram
valores semelhantes aos obtidos no presente trabalho para a resisténcia mdxima a tragao,
o alongamento na ruptura e o mddulo de elasticidade dos mesmos. Os autores
verificaram que os filmes de pectina, albedo, amido e glicerol extrusados
proporcionaram melhores propriedades mecanicas em relacdo aos filmes elaborados
com pectina, albedo e glicerol e foram comparédveis em propriedades mecanicas com o0s

filmes extrusados de pectina, amido e glicerol.

3.6 Microestrutura

Na Figura 18 podem-se visualizar as imagens das micrografias eletrOnicas de

varredura obtidas para as amostras dos diferentes tratamentos avaliados.

Figura 18 - Micrografias eletronicas de varredura dos filmes dos diferentes tratamentos
elaborados a base do extrato aquoso da farinha de bagacgo industrial de laranja. E1, E2 e E3 em
aumentos de (1) 2.500x e (2) 1.000x e E4 em aumentos de (1) 1.500x e (2) 1.000x. As
micrografias eletrdnicas de varredura localizadas na parte superior da figura (1) foram obtidas
em uma regido dos filmes onde ndo foi realizado o corte transversal nos mesmos e as
micrografias eletronicas de varredura localizadas na parte inferior da figura (2) foram obtidas
em uma regido dos filmes onde foi realizado o corte transversal nos mesmos.
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A andlise da microestrutura dos filmes dos diferentes tratamentos avaliados
permitiu a visualizacdo de pequenos pontos brancos em todas as imagens obtidas para
as amostras analisadas. Acredita-se que essas particulas sejam uma pequena fragcao da
pectina que ndo sofreu solubilizagdo. Isso pode ter ocorrido em virtude da saturagdao do

meio devido a presenca de polimeros naturais no extrato, como a propria pectina.

Crizel et al. (2016) também observaram pequenas particulas insoluveis em filme
biodegraddvel ativo antioxidante a base de residuos da producdo de cdpsulas de gelatina
e da fibra e do extrato etandlico obtidos a partir de residuos do processamento de
mirtilos. Os autores associaram essas particulas a gelatina que ndo se dissolveu
completamente no meio ou as particulas de dleo origindrias do residuo das cdpsulas que
podem ter sido suspensas.

Foi possivel verificar com essa andlise que ndao houve boa interacdo entre o
plastificante trietilcitrato e os demais componentes utilizados na elaboracdo do filme,
uma vez que foram percebidas goticulas nas imagens obtidas para os tratamentos em
que o mesmo foi incorporado, acreditando-se que as mesmas apresentaram O
plastificante em seu interior, ji4 que a imagem obtida para o tratamento El ndo
apresentou as goticulas visualizadas nas demais imagens.

O tratamento E3 apresentou menor quantidade de vesiculas formadas contendo o
trietilcitrato em relagdo aos tratamentos E2 e E4. Entretanto, esse fator pode ser devido
a drea analisada conter menor quantidade do plastificante, j4 que o mesmo ndo se
distribuiu de forma homogénea ao longo de toda a extensdo do filme conforme foi
constatado na andlise de perfil de distribuicao dos componentes.

A presenca de vesiculas contendo o plastificante e a sua distribui¢do nos filmes
podem explicar os resultados observados para a opacidade, uma vez que o valor dessa
propriedade tendeu a aumentar com a adi¢do de maiores teores do plastificante, o que se
deve a menor dispersdo da luz nos mesmos em relagdo ao tratamento que nio recebeu o
aditivo. Esse efeito também pode explicar os resultados observados nos espectros de
varredura dos filmes, em que os tratamentos que receberam a adi¢do do plastificante
possibilitaram menor transmitincia da luz visivel.

Foi verificado que as vesiculas de plastificante se concentraram na superficie dos
filmes, indicando que, possivelmente, ocorreu o fendmeno da adsorcdo que pode ter
contribuido para a ocorréncia da antiplastificacio que exerceu influéncia suas

propriedades mecénicas dos filmes.
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Nao foram percebidas fissuras nas dreas analisadas dos filmes, os quais se
apresentaram lisos, uniformes e homogéneos quanto a continuidade. Também ndo
foram percebidos poros na superficie dos filmes dos diferentes tratamentos avaliados.

Nas imagens em que foram realizados os cortes transversais, foi possivel
perceber que a estrutura dos filmes se apresentou compacta e continua. Resultado
semelhante foi encontrado por Adilah et al. (2018) para filme biodegradavel ativo a base
de extrato de manga. Beigomi, Mohsenzadeh e Salari (2018) verificaram que a secdo
transversal do filme elaborado a partir de mucilagem de sementes de Dracocephalum
moldavica utilizando glicerol mostrou uma estrutura coesa, com redes poliméricas
fechadas e sem poros, ao contrdrio da superficie do filme nao plastificado, que mostrou

fissuras e uma rede polimérica aberta.

3.7 Capacidade antioxidante in vitro

Na Figura 19 é possivel observar os frascos utilizados na avaliacio da
capacidade antioxidante in vitro dos filmes por DPPH. A porcentagem de inibi¢do
apresentada pelos filmes ao longo do tempo pode ser visualizada na Figura 20 e na
Tabela 12 podem-se verificar os modelos ajustados para a capacidade antioxidante dos

filmes dos diferentes tratamentos avaliados pelo método DPPH.

F T T N Y KN Y
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Figura 19 - Solu¢do do radical DPPHe (frascos & esquerda nas imagens) e solu¢do do radical
DPPH- + o filme biodegradavel avaliado de 4rea igual a 1 cm? (frascos a direita nas imagens)
apods 6 h de realizacdo da andlise. (A) Solugdo do radical DPPHe e solucdo do radical DPPHe
+ filme de pectina e dgua (controle); (B) solu¢do do radical DPPHe* e solucdo do radical DPPHe
+ filme E1; (C) solucéo do radical DPPHe* e solucgio do radical DPPHe + filme E2; (D) solucéo
do radical DPPHe e solu¢dao do radical DPPHe + filme E3; (E) solu¢do do radical DPPHe e
solugdo do radical DPPHe + filme E4.
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Figura 20 — Gréficos da capacidade antioxidante in vitro dos filmes a base do extrato (E1, E2,

E3 e E4) e do filme controle a base de pectina e d4gua (C) em porcentagem de inibi¢do (%) do
radical livre DPPHe em fun¢édo do tempo (min).
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Tabela 12 - Modelos ajustados para a capacidade antioxidante (porcentagem de inibicao (PI) do
radical livre DPPHe (%)) em funcdo do tempo (t) dos filmes dos diferentes tratamentos
avaliados, bem como o p-valor da regressdo, o p-valor da falta de ajuste e o coeficiente de
determinacao dos respectivos modelos.

p-valor
Tratamento Modelo ajustado p-ValOf falta de R’
regressao .

ajuste
C PI=0,01082 *t+ 0,851 0,000 0,978  0,4605
El PI=-0,001317 * £+ 0,6496 * t - 0,17 0,000 1,000  0,9848
E2 PI=-0,001228 * *+ 0,6197 * t + 0,82 0,000 1,000  0,9821
E3 PI=-0,001119 * *+ 0,5938 * t + 1,484 0,000 1,000 09916
E4 PI=-0,001039 * t*+ 0,5748 * t + 1,63 0,000 1,000  0,9748

Na Figura 21 é possivel observar os frascos utilizados na avaliacio da
capacidade antioxidante in vitro dos filmes por ABTS. Na Figura 22 pode-se visualizar
a porcentagem de inibicdo média apresentada pelo filme controle e pelos filmes a base
do extrato ao longo do tempo e na Tabela 13 encontram-se p-valor da regressdo, o p-valor
da falta de ajuste e o coeficiente de determinacdo obtidos com a andlise dos dados.

Ll . 5 | s

bats sty Jlers M
ABTS Aol

Figura 21 - Solucédo do radical ABTS<+ (frascos a esquerda nas imagens) e solu¢do do radical
ABTS«+ + o filme biodegradavel avaliado de 4drea igual a 1 cm” (frascos 2 direita nas imagens)
ap6s 30 min de realizacdo da andlise. (A) Solucdo do radical ABTSe+ e solugdo do radical
ABTSe<+ + filme de pectina e dgua (controle); (B) solucdo do radical ABTS++ e solucdo do
radical ABTS«+ + filme El; (C) solucdo do radical ABTS<+ e solucdo do radical ABTS«+
+ filme E2; (D) solugdo do radical ABTSe+ e solucdo do radical ABTSe+ + filme E3;
(E) solugdo do radical ABTSe<+ e solucdo do radical ABTS++ + filme E4.
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Figura 22 - Gréficos da capacidade antioxidante in vitro dos filmes a base do extrato (E1, E2,
E3 e E4) e do filme controle a base de pectina e dgua (C) em porcentagem de inibicdo (%) do
radical livre ABTSe+ em funcdo do tempo (min).
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Tabela 13 — Modelos ajustados para a capacidade antioxidante (porcentagem de inibi¢do (PI) do
radical livie ABTS<*+ (%)) em fungdo do tempo (t) dos filmes dos diferentes tratamentos
avaliados, bem como o p-valor da regressdo, o p-valor da falta de ajuste e o coeficiente de
determinacao dos respectivos modelos.

p-valor
Tratamento Modelo p-valor falta de R?
regressao .

ajuste
C 0,000205 t* + 0,02777t + 0,057 0,000 0,097 0,9696
El PI=-0,03116t +3,485t+ 11,24 0,000 0,000 0,9396
E2 PI=-0,03146 t* + 3,514 t + 10,79 0,000 0,000 0,9373
E3 PI=-0,03116 t* + 3,490 t + 10,89 0,000 0,000 0,9418
E4 PI=-0,03129 t* + 3,502 t + 10,72 0,000 0,000 0,9411

A andlise da capacidade antioxidante in vitro dos filmes permitiu verificar que
os mesmos foram capazes de reduzir os radicais livres DPPHe e ABTSe+ ao longo do
tempo de andlise (270 min e 80 min respectivamente), indicando o seu potencial de uso
como embalagem ativa antioxidante. Os modelos ajustados permitiram verificar que a
capacidade antioxidante sofre influéncia direta do tempo de contato dos radicais com o
filme, ou seja, aumenta com o incremento do tempo de andlise. No caso dos filmes a
base do extrato, verificou-se que a capacidade antioxidante inicialmente atingiu altos
niveis de inibicdo seguida de uma etapa de tendéncia ao equilibro, possivelmente
atribuida a neutralizacdo dos radicais livres no meio pelos compostos antioxidantes
presentes no filme.

A falta de ajuste apresentada pelos modelos quadréticos utilizados para explicar
o comportamento da capacidade antioxidante dos filmes a base do EAFBIL pelo
método ABTS foi significativa. Entretanto, isso pode ser explicado pelo fato das somas
de quadrados do erro puro (37,2; 92,1; 44,3 e 38,6 para os filmes El1, E2, E3 e E4
respectivamente) terem sido muito menores comparativamente as somas de quadrados
da falta de ajuste (1.676,3; 1.716,5; 1.616,3 e 1.652,6 para os filmes E1, E2, E3 e E4
respectivamente), o que indica que o experimento apresentou boa repetibilidade. Além
disso, o coeficiente de determinacdo (R*) apresentou valores elevados (préximos de
1,0), indicando que houve relacdo satisfatdria entre a capacidade antioxidante dos filmes
e o tempo de andlise. Assim, € possivel considerar o modelo utilizado para o ajuste dos
dados.

A adicdo do plastificante trietilcitrato no processo de elaboracdo dos filmes a
base do EAFBIL nao influenciou o comportamento apresentado pela porcentagem de

inibicao dos radicais livres ao longo do tempo, o qual foi semelhante para os diferentes
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tratamentos em ambos 0s métodos. Assim como foi verificado com a andlise da
capacidade antioxidante do EAFBIL, a porcentagem de inibi¢do do radical ABTSe+ foi
maior em relacdo a inibicdo do radical DPPHe pelos filmes dos diferentes tratamentos
considerando-se o mesmo intervalo de tempo.

O filme do tratamento controle apresentou capacidade antioxidante, entretanto
muito inferior em relacio aos filmes dos demais tratamentos a base do EAFBIL.

Resultado semelhante foi encontrado por Ferreira (2012) que avaliou filmes de
quitosana incorporados com extratos do bagaco de uva e verificou rdpida cinética de
reacdo entre os filmes desenvolvidos € 0 ABTSe+ em relagdo a analise realizada com o
DPPHe. A porcentagem de inibi¢do do radical livie ABTS++ em meio etandlico pelos
filmes de quitosana incorporados com Oleo obtido por extracio com n-hexano
(constituido por dcido linoleico e dcido oleico) (1:5) ao final de 48 h de reacdo foi
de 92 %, valor superior ao obtido para o filme incorporado com ceras extraidas com
cloroférmio e com extrato aquoso de polissacarideos, proteinas e compostos fendlicos
totais. Quanto a analise realizada com o radical DPPHe, os filmes adicionados de ceras e
de 6leo na propor¢ao de 1:5 foram os que apresentaram maior percentagem de inibi¢ao
(48 %) ao final de 360 h de reacdo.

Maniglia et al. (2014) avaliaram a capacidade antioxidante de filme a base de
residuo da extracdo do corante de circuma e verificaram que o filme apresentou
porcentagem de inibicdo do radical DPPHe de 50,8 % apds extragdo dos compostos
antioxidantes do mesmo com metanol por 30 min, o qual foi posteriormente submetido
a leitura em espectrofotdmetro.

Dessa forma, € possivel verificar que residuos do processamento de produtos de
origem vegetal, por serem ricas fontes de compostos antioxidantes, sio promissores na
elaboracdo de embalagens capazes de reduzir os processos oxidativos que ocorrem em

alimentos.

3.8 Atividade antimicrobiana in vitro

Nao houve formacdo de halo de inibi¢do do crescimento microbiano ao redor
das amostras circulares dos filmes dos diferentes tratamentos testados para nenhum dos
micro-organismos avaliados (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus) na concentragdo utilizada dos mesmos (105 UFC‘mL'l). Dessa
forma, o filme biodegraddvel desenvolvido ndo apresentou acao antimicrobiana sobre os

micro-organismos de interesse (Figura 23).
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Figura 23 - Atividade antimicrobiana in vitro (teste do halo de inibicdo do crescimento
microbiano) dos filmes dos diferentes tratamentos elaborados com o extrato aquoso da farinha
de bagaco industrial de laranja (E1, E2, E3 e E4) sobre (A) Escherichia coli, (B) Pseudomonas
aeruginosa e (C) Staphylococcus aureus na concentracio de 10° UFC-mL™".

Esperava-se que o uso do extrato em sua concentracao inicial de 43,53 mg.mL'1
(concentracdo superior as avaliadas no teste CMI - item 3.9 do Capitulo 2) fornecesse
resultados positivos quanto a inibi¢do do crescimento dos micro-organismo de interesse
(especialmente E. coli e S. aureus), uma vez que foi verificado com o teste CMI que a
concentragdo de 21,77 mg.mL'1 promoveu certa inibicdo do crescimento microbiano de
E. colie S. aureus.

Sugere-se que, durante o processo de elaboracdo do filme biodegradavel ativo,
houve perda dos agentes provenientes do EAFBIL que tinham ac¢do antimicrobiana,
estando os mesmos em concentracdes baixas na estrutura do filme, ndo inibindo o
crescimento dos micro-organismos testados.

Outra hipotese para a ndo inibi¢do do crescimento microbiano, ndo havendo a
formacdo de halos de inibicdo, foi a de que houve baixa difusdo dos possiveis

compostos antimicrobianos presentes no filme, ficando retidos na matriz polimérica.
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4 CONCLUSAO

O filme biodegraddvel desenvolvido, apesar de ter apresentado heterogeneidade
quanto a distribuicdo da dispersdo polimérica nas placas de vidro, apresentou boa
maleabilidade e nao foram verificadas rupturas ou zonas quebradicas em toda a sua
extensdo.

Quanto a cor e a opacidade, foi possivel ajustar modelos capazes de predizer o
comportamento dessas propriedades de acordo com as concentracdes do plastificante
trietilcitrato testadas na elaboracdo do filme, permitindo a escolha de concentracdes
especificas do plastificante em andlises futuras considerando-se o intervalo estudado.

A distribuicdo dos componentes no filme por meio da andlise das imagens
hiperespectrais por infravermelho préximo possibilitou verificar que os componentes
ndo se distribuiram de forma homogénea no mesmo.

A espessura do filme desenvolvido aumentou significativamente com o
incremento da concentragdo do plastificante, mas nao foi possivel ajustar um modelo
capaz de prever o perfil das propriedades mecanicas do mesmo.

A microestrutura indicou a presenca de particulas de pectina nao dissolvidas e de
vesiculas contendo o plastificante na superficie dos filmes, o que pode estar relacionado
aos resultados obtidos nas andlises das propriedades Opticas, mecanicas e de
distribuicao dos componentes.

O filme apresentou capacidade antioxidante in vitro satisfatéria para uso como
embalagem ativa antioxidante para alimentos, sendo necessaria a realizacdo de estudos
adicionais para melhoria da distribuicdo dos componentes no filme além de anélises
envolvendo a determinacdo da capacidade antioxidante in loco em matrizes
alimenticias.

Nao foi constatada atividade antimicrobiana pelo filme biodegraddvel
desenvolvido sobre os micro-organismos Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, €
Staphylococcus aureus, indicando que o filme ndo apresentou fungdo ativa

antimicrobiana nas condicoes testadas.
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CONCLUSOES GERAIS E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A farinha obtida a partir do bagaco industrial de laranja (FBIL) avaliada nesse
trabalho demonstrou ser adequada para uso como matéria-prima no desenvolvimento de
embalagens biodegraddveis ativas antioxidantes com potencial de uso em alimentos.
Estudos envolvendo o uso integral da farinha no processo de elaboracdo de filmes
biodegraddveis ativos se fazem necessarios, uma vez que para a obtencdo dos filmes
elaborados nesse trabalho foi utilizado apenas o extrato aquoso da mesma. O material
remanescente do processo de filtragdo utilizado na obtencdo do extrato pode ser
caracterizado e, possivelmente, ser usado como matéria-prima para a obtencdo de
nanofibras e nanocristais que podem ser incorporados ao proprio filme como material de
refor¢o. Estudos envolvendo o uso e a caracterizacdo de fracdes isoladas da FBIL
também podem fornecer resultados variados e interessantes.

O extrato aquoso da farinha de bagaco industrial de laranja (EAFBIL) foi
visualmente efetivo na reducdo do crescimento de alguns dos micro-organismos de
interesse nas condi¢des avaliadas nesse trabalho. Entretanto, estudos adicionais
envolvendo o uso de maiores e mais variadas concentragdes do extrato bem como a
quantificacdo da inibi¢do do crescimento microbiano pelo mesmo em termos de reducdo
do nimero de unidades formadoras de colonias se fazem necessdrios, o que poderia ser
usado como ponto de partida para novos estudos visando o melhor aproveitamento da
acao antimicrobiana do extrato na elaboragdo de filmes desenvolvidos futuramente.

Estudos envolvendo a caracterizagdo do extrato quanto aos seus constituintes
também sdo necessarios.

O filme biodegraddvel ativo desenvolvido nesse trabalho apresentou
propriedades relativamente adequadas para uso em determinados alimentos, uma vez
que apresentou, por exemplo, boa maleabilidade e certo brilho. Entretanto, novos
estudos se fazem necessarios no sentido de melhorar a interacdo dos componentes do
filme.

A avaliagdo da FBIL como matéria-prima para a elaboracdo de filmes
biodegraddveis ativos que apresentem potencial de uso como embalagem ativa
aromatizante para alimentos bem como estudos envolvendo a avaliacio dos mesmos
como filmes comestiveis também podem ser realizados, uma vez que a mesma
apresentou aroma frutal.

Uma vez que as matérias-primas utilizadas na elaboragdo do filme podem ser

ingeridas pelo homem, o mesmo também apresenta potencial de uso como embalagem
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comestivel. Entretanto, mais estudos sao necessarios no sentido de avaliar a viabilidade

de uso nesse aspecto.



