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RESUMO

A eficiéncia dos biofilmes comestiveis estd ligada as propriedades dos biopolimeros
utilizados como base. Os polissacarideos de origem microbiana apresentam-se como nova
perspectiva, na influencia das propriedades de barreira e mecanica dos biofilmes e, auxilio no
método de conservagdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de biofilme formado de
blenda de fécula de batata e celulose bacteriana na conserva¢do de fruta minimamente
processada. O trabalho foi desenvolvido em trés etapas: na primeira, foi analisada a influéncia
dos minerais K, Na, Fe, Mg, P, S—SO4'2, B, NTK, N-NO3 e N-NH4", na produgéo de celulose
bacteriana, em cultivo de dgua de coco de fruta madura e verde, utilizando planejamento
fatorial fracionado 272, Os minerais K e Na foram quantificados por fotometria de emissdo de
chama (FEP), Fe e Mg por espectrofotometria de absorcdo atdmica (AAS), P por
espectrofotometria absor¢do molecular UV-VIS (MAS), S-SO42 por fotocolorimetria por
sulfato de bario, B pelo método Azometina-H, NTK pelo método Kjeldahl, N-NH," e N-NO;
determinados por destilacdo de vapor, com 6xido de magnésio (MgO) e liga de Devarda,
respectivamente. Na segunda etapa foi realizada a producdo e caracterizagdo de biofilmes
formados por blenda de fécula de batata e celulose bacteriana, por planejamento de modelo de
mistura terndria. Os biofilmes foram caracterizados segundo propriedades fisicas, quimicas e
de barreira. Na terceira etapa foi realizada a aplicagdo dos biofilmes em morangos
minimamente processados, e analisados os indicadores de qualidade (massa fresca, sélidos
soluveis totais (SST), acidez total tituldvel (ATT), razdo entre SST e ATT, pH, firmeza,
atividade de 4gua (Aw), contagem total de mesofilos aerdbios, compostos fendlicos,
antocianinas, antioxidantes, vitamina C, cor, atividade respiratéria de CO, e O;). A maior
producdo de celulose bacteriana, 6 g.L’l, foi verificada nos fermentados com dgua de coco de
fruta madura, adicionada de KH,PO,4, FeSO4 e NaH,PO, mantidos sob agitagdo. Houve maior
consumo de Na e N-NOj tanto nos processos fermentativos de dgua de coco de fruta madura
quanto verde. A produgdo de biofilmes pode ser feita pelo método de mistura, configurando
uma matriz coesa, com intera¢des entre os componentes. Biofilmes com maior concentracio
de fécula de batata apresentaram maior densidade, gramatura, opacidade, solubilidade e
umidade. A celulose bacteriana promoveu biofilmes espessos, com indice de intumescimento
mais rdpido, maior taxa de permeabilidade ao vapor de dgua e favoreceu a reducdo da
umidade da monocamada. Biofilmes com maior concentracido de glicerol sdo hidrofilicos. A
aplicag@o de biofilmes em morango cv Festival, com composicdo 47,25% de fécula de batata,
35,25% de celulose bacteriana e 17,5% de glicerol, foi eficiente nos indicadores de massa
fresca até 120 horas e, sélidos soldveis totais, acidez total tituldvel, relacdo entre solidos
soluveis totais e acidez total tituldvel, compostos fendlicos, antioxidantes, croma a*, croma
b*, contagem de mesofilos aerdbios totais até 192h. A celulose bacteriana pura mostrou ser
eficiente como cobertura nos parametros perda de massa até 144h e pH, firmeza, atividade de
dgua, antocianinas, contagem de mesofilos aerdbios totais e atividade respiratéria CO, até
192h. Portanto, a aplicacdo de biofilmes formados por blenda de fécula de batata e celulose
bacteriana oferece potencial de utilizagdo em morangos conservados por métodos combinados
(biofilme e processo de refrigeracdo), podendo aumentar a estabilidade fisica, quimica e
microbioldgica de tais produtos. Além disso, podem favorecer a aceitacdo do consumidor pela
melhoria da aparéncia e manutencdo de suas propriedades. Assim, a aplicacdo de biofilmes
formados por blendas de fécula de batata e celulose bacteriana podem ser satisfatoriamente
ser empregados como revestimento protetor sobre morangos.

Palavras-chave: minerais, celulose bacteriana, fécula de batata, biofilme, morango,



ABSTRACT

The eatable biofilm efficiency is connected to the biopolymers properties used as base. The
microbial origin polysaccharides show themselves as a new perspective, in the influence of
the barrier properties and mechanical of the biofilms and, assistance in the conservation
method. The mainly purpose of this paper was evaluate the biofilm effect made by the potato
starch blend and bacterial cellulose in the conservation of the minimally processed fruit. The
paper was developed in three steps: in the first, it was analyzed the influence of the minerals
K, Na, Fe, Mg, P, S—SO4'2, B, NTK, N-NO; and N-NH,", in the bacterial cellulose
production, in the coconut water cultivation of the green and ripe fruit, using a fractional
factorial design 27, The minerals K and Na were quantified by flame emission photometry
(FEP), Fe and Mg by atomic absorption spectrophotometry (AAS), P by molecular absorption
spectrophotometry UV-VIS (MAS), S-SO,” by photocolorimetry by barium sulfate, B by the
method Azometina-H, NTK by the method Kjeldahl, and, N-NH," and N-NO; by steam
distillation with magnesium oxide (MgO) and alloy Devarda, respectively. In the second step
it was made the production and characterization of the biofilms made by the potato starch
blend and bacterial cellulose, by planning a model of ternary mixture. The biofilms were
characterized according to physical, chemical and barrier properties. In the third step was
made the application of the biofilms in strawberries minimally processed, and analyzed the
quality indicators (fresh mass, total soluble solids (SST), total titratable acidity (ATT), reason
between SST and ATT, pH, thickness, water activity (Aw), total count of aerobic mesophilic,
phenolic compounds, anthocyanins, vitamin C, color, CO, and O, breathing activity).The
bacterial cellulose larger production, 6 g.L”' * was verified in the coconut water of ripe fruit
fermented, added of KH,PO4 FeSO, and NaH,PO, kept under agitation. There was a higher
consumption of Na and N-NOs" in both of the fermentation process of coconut water
from ripe and green fruit. The biofilms production can be made by the mixture method,
configuring a cohesive matrix, with interaction between the compounds. Biofilms with higher
concentration of potato starch showed higher density, weight, opacity, solubility and
humidity. The bacterial cellulose promoted thick films, with swelling index faster, higher rate
of steam water permeability and favored the monolayer humidity reduction. Biofilms with
higher concentration of glycerol are hydrophilic. The biofilms application in strawberry cv
Festival, with composition 47,25% of potato starch, 35,25% of bacterial cellulose and 17,5%
of glycerol, was efficient in the fresh mass indicators until 120 hours and, total total soluble
solids, total titratable acidity, relation between total soluble solids and total titratable acidity,
phenolic compounds, antioxidants, chroma a*, chroma b*, total count of aerobic mesophilic
until 192h. The pure bacterial cellulose showed efficient as cover in the parameters of mass
loss until 144h and pH, firmness, water activity, anthocyanins, total count of aerobic
mesophilic breathing activity CO, until 192h. Therefore, the application of the biofilms made
by potato starch blend and bacterial cellulose offers a utilization potential in the conserved
strawberries by methods combined (biofilm and refrigeration/cooling), and it can increase the
physical, chemical and microbiological stability of the products. Besides, it may favor the
consumer acceptance by improving the appearance and properties maintenance. So, the
application of the biofilms made by potato starch blends and bacterial cellulose can
satisfactorily be employee as protector coating over strawberries.

Key-words: minerals, bacterial cellulose, starch potato, biofilm, strawberries.
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INTRODUCAO

CAPITULOT

1. INTRODUCAO

A demanda por frutos processados € mundial, representando no Brasil um crescimento
anual proximo de 20% e o consumo per capita em torno de 1,7%. Nos Estados Unidos da
América (EUA) o consumo per capita das frutas processadas tem crescido em uma escala de
5% ao ano (Santana et al., 2008; Assis et al., 2008).

Os frutos processados apresentam diversos problemas técnicos e de preservacdo, o
que os tornam consideravelmente mais pereciveis que os frutos in natura (ndo processados).
O uso de embalagens protetoras visa controlar a perda de massa excessiva, por meio da
transpiracao e reduzir a respiragcdo através das trocas gasosas com o meio. Quando esses dois
fatores sdo controlados consegue-se retardar a senescéncia do produto, aumentando sua vida
util pds-colheita (Chitarra e Chitarra, 2005).

Atualmente, as principais formas, usualmente, empregadas para manter a qualidade de
frutas e hortalicas estdo relacionadas ao uso de embalagens poliméricas, manuten¢cdo em
ambientes refrigerados, emprego de sanitizantes e, em alguns casos, a aplicagdo de atmosfera
modificada e técnicas de irradiacdo. No entanto, ainda ha significativas perdas de qualidade,
pois as estratégias e técnicas de manuten¢do ndo tem sido suficiente para o processo de
preservacao.

Filmes produzidos a partir de polimeros naturais ndo toxicos tém se firmado como
uma nova categoria de materiais de alto potencial, para aplicagdo como revestimentos
protetores comestiveis sobre frutos e legumes, principalmente em produtos minimamente
processados (Assis et al., 2008), e t€m chamado a aten¢do do seguimento de embalagens para
a criacdo de novos mercados no setor e, por questdes de biodegradabilidade (Batista et al.,
2005).

A utilizacdo de filmes e coberturas comestiveis estd relacionada com sua capacidade
de agir como um adjunto para promover maior qualidade, estendendo a vida de prateleira de
produtos e possibilitando a economia com materiais de embalagem final (Fakhouri et al.,
2007).

Os biofilmes sdo elaborados a partir de proteinas, polissacarideos, lipideos ou da

combinagdo destes compostos. Filmes constituidos por proteinas e polissacarideos apresentam
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alta resisténcia mecanica e permeabilidade seletiva a gases, mas sensiveis a umidade, ja
aqueles elaborados apenas com lipideos, mostram resisténcia a passagem de dgua, entretanto,
apresentam-se opacos e quebradicos (Batista et al., 2005).

Os biofilmes podem conter ainda, antioxidantes, antimicrobianos e aditivos, 0s quais
visam retardar a taxa de deterioracdo quando utilizados no envolvimento de um produto
alimenticio (Batista et al., 2005). A combina¢do de compostos pode resultar em melhores
propriedades funcionais dos filmes, como de barreira e mecénica (Amorim, 2004), e
proporcionar uma melhor atuacdo como revestimento comestivel em funcdo de poderem
aumentar a vida util, principalmente em frutas altamente pereciveis, como 0os morangos.

Em funcdo da alta perecibilidade, a comercializag@o e a disponibilidade de morangos
sao restritas, devido a rdpida deteriorag@o dos frutos, causada pela senescéncia e doengas pds-
colheita, que acarretam perdas considerdveis, tanto qualitativas quanto econdmicas
(Cantillano, 2003). Algumas tecnologias t&ém sido utilizadas com o intuito de agregar valor a
fruta como o processamento minimo, que aumenta ainda mais a perecibilidade.

Polissacarideos de origem microbiana apresentam-se como novas perspectivas para
auxiliar as propriedades de barreira e mecdnica dos biofilmes. A celulose bacteriana,
produzida por Acetobacter xylinum, tem como propriedades e caracteristicas a permeabilidade
para liquidos e gases, alta pureza quimica, cristalinidade, alta forca de tensao, elasticidade,
durabilidade, biodegradabilidade, sendo também atoxica e ndo alérgica. Na 4rea alimenticia,
pode ser aplicada como aditivo, emulsificante, fibra dietética e barreira mecanica (Mateos,
2007; Pacheco, 2004).

Considerando as propriedades e caracteristicas da celulose bacteriana, o presente
trabalho teve como intuito utilizar as melhores vantagens desses aspectos na preparagdo de
biofilmes, com propriedades fisico-quimicas e mecénicas satisfatdrias, para aplicagdo como
cobertura em fruta altamente perecivel. O interesse neste estudo se dd por fatores como a
possibilidade de colaborar com a 4rea de biopolimeros, na elucida¢do do comportamento do
filme formado, cujas caracteristicas da mistura ainda s@o pouco conhecidas, e, ainda, verificar
a possibilidade de aplicagdo dos biofilmes comestiveis, no novo nicho de mercado, a

tecnologia de conservacdo em frutas pereciveis.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de biofilme formado de blenda de fécula de batata e celulose

bacteriana na conservagdo de fruta minimamente processada.

1.1.1.1 Objetivos Especificos

Verificar a influéncia dos minerais K, Na, Fe, Mg, P, S—SO4’2, B, NTK, N-NOjs e N-
NH;" na producdo da celulose bacteriana, pelo Acetobacter xylinum ATCC 23769, em
relacdo ao meio e a forma de cultivo.

Avaliar as propriedades fisicas, quimicas e de barreira em biofilme formado por
blendas de fécula de batata e celulose bacteriana, produzida por método de mistura.

Avaliar os efeitos da aplicacdo de composi¢des de biofilmes celuldsicos sobre
parametros fisicos, fisico-quimicos e microbiolégicos, para manuten¢do da qualidade e

aumento da conservagdo de morangos minimamente processados.
1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

A tese estd estruturada em seis capitulos, a saber: Introdugdo, Revisdo de Literatura,
Concentracio de minerais na producdo de celulose bacteriana, Producdo e caracterizacio de
biofilmes formados por blenda de celulose bacteriana e fécula de batata, Aplicacdo de
biofilme de blenda de fécula de batata e celulose bacteriana na conservacdo de morangos e
Conclusdo.

O Capitulo 1 apresenta introducdo, objetivos e a estrutura do trabalho. O Capitulo 2
expde a revisdo de literatura, apresentando uma abordagem sobre biofilmes, amido de batata,
plastificantes, biopolimeros microbianos, Acetobacter xylinum e a producdo de celulose,
substratos utilizados na produgdo de biopolimeros microbianos, dgua de coco, biofilmes
comestiveis em frutas minimamente processadas e morangos. O Capitulo 3 apresenta a
concentragdo de minerais na produgcdo de celulose bacteriana e, estd estruturado em
introdug@o, objetivo, material e métodos, resultados e discussdo e a conclusdo do capitulo. O

Capitulo 4 aborda a produgéo e caracterizacio de biofilmes formados por blenda de fécula de
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batata e celulose bacteriana e, estd estruturado em introdugdo, objetivo, material e métodos,
resultados e discussdo, e a conclusdo do capitulo. O Capitulo 5 apresenta a aplicacdo de
blendas de fécula de batata e celulose bacteriana na conservagdo de morangos e, estd
estruturado em introdugdo, objetivo, material e métodos, resultados e discussdo, e a conclusio
do capitulo. O Capitulo 6 apresenta a conclus@o do trabalho, baseado nas anélises efetuadas

nos capitulos anteriores. Finalizando sdo apresentadas sugestdes para trabalhos futuros.
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REVISAO DE LITERATURA

CAPITULO II
REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOFILMES

Aplicacdo de revestimentos e coberturas, comestiveis ou ndo, em produtos naturais,
particularmente sobre vegetais com objetivo de aumentar seu periodo de conservacdo, niao
consiste em pratica recente (Assis et al., 2008). Emulsodes derivados de dleos minerais t€m
sido empregadas desde o século XII e XIII na China, para elevar a conservagdo de frutos
citricos por longas distancias (Debeaufort et al., 1998).

No periodo das navegacdes e das grandes expansoes territoriais, frutos, legumes
tropicais e carnes eram transportados das coldnias aos impérios, imersos em tonéis com banha
ou acondicionados em recipientes saturados de mel (Guilbert e Biquet, 1995; Assis et al.,
2009).

Na década de 1950, a cera de carnatba foi o principal produto introduzido para o
revestimento de frutas e verduras. Contudo, devido a aparéncia fosca resultante de sua
aplicagdo, polietileno e parafina foram adicionados para melhorar o visual. No periodo de
1960 vernizes processados a partir de gomas soliveis em 4dgua se tornaram populares nos
revestimentos de citricos e frutas em geral. As coberturas comestiveis como hoje se conhecem
sdo mais recentes, e datam das décadas finais do século passado (o termo cobertura
comestivel surgiu por volta de 1970), e vieram acompanhadas da expansdo na oferta de
produtos processados (alimentos minimamente processados) visando a melhoria da qualidade
e extensdo da vida de prateleira de varios tipos de produtos (Assis e Leoni, 2003).

Existe interesse pelo desenvolvimento de biofilmes comestiveis ou filmes degradaveis
biologicamente, devido a demanda por alimentos de alta qualidade, as preocupacdes
ambientais sobre o descarte das materiais ndo renovaveis das embalagens para alimentos e as
oportunidades para criar novos mercados as matérias-primas formadoras de filme, derivadas
de produtos agricolas (Tanada-Palmu et al., 2002).

Os filmes podem ser classificados em comestiveis ou biodegradaveis, dependendo dos
constituintes utilizados para a sua producdo e da quantidade das substincias empregadas

(Lemos, 2006). Podem ser utilizados como filmes ou coberturas. A diferenca basica é que os
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filmes sdo pré-formados separadamente do produto e, as coberturas sdo formadas sobre a
prépria superficie do alimento, que pode ser por imersao ou aspersdo (Maia et al., 2000).
Biofilmes sdo filmes finos preparados de materiais bioldgicos, que agem como
barreiras a elementos externos e, conseqiientemente, podem proteger o produto e aumentar a
sua vida de prateleira. Sdo geralmente produzidos por polissacarideos, proteinas, lipidios e

derivados (Quadro 2.1).

Recobrimento Principal acdo

Alginato Reducdo das perdas de 4dgua.

Casefna/ Monoglicérido acetilado/ Barreira a gases; Manutencao da cor.

Monoglicérido de 4cido graxo

Amilose/ Amilopectina Barreira a gases; Melhora a cor e dd firmeza; Ac¢fo antiflingica.

Zeinas Barreira a gases; Reducgao de perdas de dgua; Acdo
antimicrobiana e manutencdo da firmeza.

Pectina Barreira a gases; Acdo antifliingica; Manutengdo da firmeza;

Lipideos Barreira a gases; Reducgdo a perda de dgua.

Carboximetilcelulose (CMC) Barreira a gases; Manutencio da cor.

Albumén do ovo Manutencio da cor; Redugdo do escurecimento.

Proteina do soro do leite Barreira a gases; Reducg@o a perda de d4gua; Manutencdo da cor.

Proteinas de soja Barreira a gases; Redugao a perda de d4gua; Manutencdo da
firmeza.

Cera da carnaiba Barreira a gases; Redug@o a perda de dgua; Diminuicdo da
desidratacdo superficial.

Cera de abelha Barreira a gases; Redug@o a perda de dgua; Diminuicdo da
desidratacdo superficial.

Quitosana Acdo antimicrobiana; Manutengdo da cor e redugio do
escurecimento.

Goma xantana Reducdo de perdas de dgua; Diminui¢do da desidratagdo
superficial.

Carragenato Reducio de perdas de dgua.

Fonte: Assis et al. (2008).

QUADRO 2.1 - SUBSTANCIAS UTILIZADAS COMO REVESTIMENTO E SUAS
PRINCIPAIS ACOES

As caracteristicas requeridas da pelicula comestivel dependem, principalmente, das
caracteristicas do alimento. Assim, para produtos suscetiveis a oxidacdo, as peliculas devem
apresentar baixa permeabilidade ao oxigénio (O;). Frutas e hortalicas frescas requerem
peliculas que permitam transferéncia moderada de gases para reduzir a respiragdo e evitar
processos fermentativos resultantes de anaerobiose (Azeredo, 2003).

Algumas possiveis propriedades funcionais dos filmes como embalagem incluem:
retardar a migracdo de umidade o transporte de gases (O, gds carbdnico (CO,)), a migragdo de

6leo ou gordura, o transporte de solutos, oferecer uma integridade estrutural adicional aos
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alimentos, podendo também reter compostos aromaticos e carregar aditivos alimenticios ou
componentes com atividade anti-bacteriana ou anti fiingica, com liberacdo controlada sobre o
produto onde foi aplicado (Assis et al. , 2008).

Essas propriedades dependem do biopolimero utilizado (conformagéo, peso molecular,
distribuicdo de cargas, polaridade), das condi¢Oes de fabricagdo (pH, tratamento térmico da
solugdo, tipo e teor de aditivos, como os plastificantes), das condi¢des ambientais
(temperatura e umidade relativa), de propriedades funcionais como mecéanicas (resisténcia e
flexibilidade), dpticas (cor e opacidade), de barreira (permeabilidade ao vapor de dgua, ao O,
e CO,), solubilidade em 4gua e propriedades sensoriais e, ainda parametros como custo e
disponibilidade (Sobral, 2001; Monterrey-Quintero e Sobral, 2000).

No entanto, os biofilmes apresentam fracas propriedades mecanicas, devido ao fato de
serem materiais finos e flexiveis. Neste contexto, surgem as misturas poliméricas
biodegradaveis, as blendas poliméricas, como uma solucio para a questdo do alto pre¢o dos
biopolimeros e melhores propriedades mecanicas, comparada aos biofilmes. A mistura de
polimeros tem como objetivo a obtencdo de materiais com propriedades diferentes as dos
polimeros puros, e frequentemente exibe propriedades superiores quando comparadas as
propriedades de cada componente polimérico, porém depende da compatibilidade entre os
componentes (Bona, 2007). A principal vantagem das blendas € a simplicidade da preparacio
e facil controle das propriedades fisicas com a mudanga das concentracdes dos componentes
(Amorim, 2004; Laurindo, 2007).

Os compositos pertencem a uma classe de materiais heterogéneos, multifasicos,
podendo ser ou ndo poliméricos, em que uma das fases, descontinua, da a principal resisténcia
ao esforgo e a outra, continua, é o meio de transferéncia desse esforco. Sdo imisciveis, em que
seus componentes retém algumas de suas caracteristicas e o produto adquire propriedades
diferentes as dos componentes separadamente, sendo que as caracteristicas dos compdsitos
sao afetadas acentuadamente pela interface entre seus componentes. Essa possivel adesdo
interfacial entre as misturas depende de vérios fatores, dentre eles os métodos empregados
para a fabricac@o destes materiais (Bona, 2007).

A formacdo de filmes e coberturas comestiveis estd baseada na dispersdo ou
solubilizacdo dos biopolimeros em um solvente (dgua, etanol ou 4cidos organicos) e a adicdo
de aditivo (plastificantes ou agentes de ligacdo), obtendo-se uma solucdo ou dispersdo

filmogénica que passard por uma operagdo de secagem. Nesta etapa, ocorre 0 aumento da
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concentragcdo do biopolimero na solugdo, devido a evaporagdo do solvente, e a agregacio das

moléculas, levando a formacg@o de uma rede tridimensional (Vicentini, 2003).

2.2 AMIDO DE BATATA

A batata, tubérculo de origem andina, apresentou uma producdo mundial em 2007
superiores a 321 milhdes de toneladas, colhida em quase 20 milhdes de hectares (FAO, 2009),
e os grandes produtores mundiais sdo a China, Rissia, India, Estados Unidos, Polonia e
Ucrania, e o Brasil ocupa a 20* posicdo (Leonel, 2005). O continente europeu produz 80,1
milhdes, sendo o maior produtor, o continente asiatico produz 70 milhdes de toneladas, e os
Estados Unidos da América (EUA) produzem 18,6 milhdes de toneladas. A batata € o quarto
alimento em volume de producdo em todo o mundo, atrds apenas do trigo, milho e arroz, e a
batateira € uma das plantas mais eficientes na producdo de energia por unidade de area e
tempo (Avila et al., 2009).

No Brasil, a produgio de batata em 2008 foi superior a 3,5 milhdes de toneladas, em
uma drea de 144 mil hectares, enquanto o valor movimentado pela cadeia brasileira da batata
em 2006 foi de aproximadamente 1,9 bilhdes de reais. Em 2007, 90% da batata produzida no
Brasil vieram das regides Sudeste e Sul, e as dreas dos municipios Cristalina em Goids, e a
Chapada Diamantina, na Bahia, com altitude a partir de 900 m, foram responsaveis pelo
restante da produg@o nacional. As condi¢des climdticas nestas dreas sdo favordveis para o
cultivo da batata, e a produtividade supera 40 t.ha', 60% acima da média brasileira, 25,4 t.ha
em 2008 (Avila et al., 2009).

Muitas s@o as formas de processamento de batata ainda pouco exploradas no Brasil,
dentre elas a producdo de fécula, flocos, farinhas e a grande quantidade de produtos
extrusados como amidos pré-gelatinizados, farinhas instantineas, snacks, sopas, macarroes e
biscoitos (Leonel, 2005).

O amido é o biopolimero mais abundante, apds a celulose, podendo ser extraido
comercialmente de vérias fontes como cereais (milho, trigo, arroz, aveia, sorgo), tubérculos
(batata), raizes (mandioca, inhame), leguminosas (grao-de-bico, soja, lentilha, feijao) (Peroni,
2003; Huang, 2005).

No mundo sdo produzidos cerca de 48,5 milhdes de toneladas de amido sendo os EUA

responsaveis pela maior producdo de amido de milho (24,6 milhdes de toneladas, 62,4%) e a
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Unido Européia a maior produtora de amido de batata (1,8 milhdes de toneladas, 69,2%) e
trigo (2,8 milhdes de toneladas, 68,3%) (Franco et al., 2001).

O amido apresenta ampla aplicacdo na indudstria de alimentos, cosméticos, papel,
farmacé€utica e téxtil e, atualmente vem sendo empregado como material termopldstico para
aplicacdes em embalagens (Corradini et al., 2005). Na industria de alimentos pode ser usada,
principalmente, como agente gelificante, ligante e de enchimento (Cereda et al., 2002).

O amido € um polimero com massa molecular elevada, formado de unidades de D-
glucopiranose unidas por ligagcdes glicosidicas. O amido compreende duas fracdes de
homopolimeros: amilose e amilopectina. A amilose (Figura 2.2) é formada por uma cadeia
ndo-ramificada, quase linear, composta de unidades ligadas de a-D-glucopiranose por
ligacdes glicosidicas a 1-4 (Pradella, 2006). Seu peso molecular é de 1 x 10°a2x 10° g. Mol
e, seu comprimento pode variar de 4 a 100 unidades de glicose. Representa em média 15 a
30% do amido e, esse contetido varia de acordo com a fonte botinica, maturidade fisioldgica e

condicdes de solo e clima (Cereda et al., 2002; Tester et al., 2004).

CH.OH CH CH CHyOH

E

on

Fonte: Pradella (2006)
FIGURA 2.1 - ESTRUTURA MOLECULAR DA AMILOSE

A molécula de amilopectina consiste em uma cadeia principal que carrega o grupo
redutor e diversas cadeias ramificadas. A amilopectina € uma cadeia ramificada composta de
unidades de a-D-glucopiranose unidas por ligacdes o 1-4, contendo 5 a 6% de ligagdes
cruzadas a 1-6, entre um grupo hidroxila de uma cadeia de glicose e o carbono 6 da glicose de
outra cadeia (Figura 2.3). A amilopectina apresenta um tamanho médio das ramifica¢des de

aproximadamente 20 ou 30 unidades de glicose (Buléon et al., 1998).
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FIGURA 2.2 - ESTRUTURA MOLECULAR DA AMILOPECTINA

A amilose é a fracdo amorfa, menos organizada, com densidade que permite a

penetracdo da 4gua entre suas camadas e amilopectina, a fracdo mais organizada (cristalina)

dos granulos, mais densa, confere maior resisténcia a penetracio da dgua e acdo enzimética;

ambas ligadas entre si por pontes de hidrogé€nio e envoltas por uma matriz protéica (Ezequiel,

2002). Em geral, os amidos contém 20 a 30% de amilose e 70 a 80% de amilopectina,

conforme a fonte botanica (Tabela 2.1), o que confere caracteristicas especificas ao amido, e

essas proporgdes influem na viscosidade e no poder de gelificagdo do amido (Cereda et al.,

2002).

TABELA 2.1 - CONTEUDO DE AMILOSE EM AMIDOS

Fonte de amido Teor de amilose (%) Referéncias

Milho 21 Bobbio e Bobbio (1989)
25 Herndndez et al. (2008)
Arroz 15-16-25 Bobbio e Bobbio (1989)
Batata doce 18 Bobbio e Bobbio (1989)
Mandioca 16-18-20 Bobbio e Bobbio (1989)
18 Bobbio e Bobbio (1989)
Batata 21 Hernandez et al. (2008)

23 Alves et al (1999)
Banana 21 Bobbio e Bobbio (1989)
40 Hernandez et al. (2008)

Trigo 20 Alves et al (1999)
24 Bobbio e Bobbio (1989)

Inhame 30 Alves et al (1999)

Aveia 16-33 Wang e White (1994)

Ervilha 30 Bobbio e Bobbio (1989)
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A gelatinizagdo ocorre ao aquecer solucdo de amido em 4dgua (acima de 60%),
causando uma mudanga irreversivel (Figura 2.3). O intumescimento dos granulos ocorre
quando as moléculas de dgua possuem energia cinética para superar as pontes de hidrogénio
entre as moléculas de amilose e amilopectina, a hidratacdo acontece. Com a continuidade da
expansdo, o granulo se rompe, liberando a amilose para a fase aquosa e iniciando a

gelatinizag@o (Zhou et al., 2002).

“Fantasma” do
granulo de amidos
Rede de amilose
Amilopectina

Amilose Amilopectina Amilopectina

Inchago do granulo

-6 (0) &

Rede de amilose

—_———
Amido o
. . o Gelatinizado Geleificacdo e )
Amido nativo » Gelatinizacdo . » retrogradacio » Gel de Amido
// 100° \
80°C 60°C
-20°C 50°C »0oC

Fonte: Vicentini (2003).
FIGURA 2.3 - TRATAMENTO HIDROTERMICO SOBRE O AMIDO.

Ap6s a gelatinizagdo, devido a lineariedade das moléculas de amilose, estas tendem a
se orientar paralelamente, aproximando-se o suficiente para formar pontes de hidrogénio entre
as hidroxilas de polimeros proximos. Com isso, hd reducdo de volume e a afinidade do
polimero pela dgua é diminuida, o que permite ao amido gelatinizado formar filmes estaveis e
flexiveis (Bobbio e Bobbio, 1995).

O baixo custo, a alta disponibilidade e a biodegradabilidade do amido sdo alguns
motivos para que este biopolimero seja bastante estudado no sentido de ser modificado ou
misturado com outras substdncias quimicas para melhoramento de sua processabilidade,
formando uma familia bastante versatil de bioplasticos (Pradella, 2006) e biofilmes (Mali, et
al., 2002; Tanada-Palmu e Grosso, 2003; Yamashita et al., 2005; Fama et al., 2007; Piran et
al., 2008; Galdeano et al., 2009; Martins et al., 2009).
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2.3 PLASTIFICANTES

Virios materiais podem ser incorporados aos filmes para melhorar as suas
propriedades mecanicas, de protecdo, sensoriais ou nutricionais. A influéncia de um aditivo
nas propriedades de filmes depende de sua concentracdo, grau de dispersdo e da interacdo
com o polimero (Kester e Fennema, 1986).

A adi¢do de um agente plastificante € necessdria para superar a fragilidade dos
biofilmes, que ficam quebradicos devido as extensivas forgas intermoleculares. Os
plastificantes reduzem essas forgas, suavizam a rigidez da estrutura do filme e aumentam a
mobilidade entre as cadeias biopoliméricas, melhorando as propriedades mecanicas do filme
(Veiga-Santos et al., 2005).

O plastificante ¢ uma molécula pequena de baixa volatilidade, e de natureza quimica
similar a do polimero usado na constitui¢do do filme (Swain et al., 2004). Os plastificantes
mais utilizados sdo mono-, di- e oligossacarideos (geralmente xaropes de glicose ou de
glicose-frutose, mel), polidis (glicerol e derivados, polietilenoglicol, sorbitol), lipideos e
derivados (4cidos graxos, monoglicerideos e seus ésteres, acetoglicéridos, fosfolipidios e
outros emulsionantes) (Guilbert e Biquet, 1995; Fama et al., 2005).

No entanto, os plastificantes indicados para serem empregados em filmes de amido
sdo os polidis, como o glicerol e o sorbitol, sendo materiais que interagem com as cadeias de
amido por meio de pontes de hidrogénio (Mali et al., 2005). O glicerol consiste em uma
molécula hidrofilica pequena, com trés grupos hidroxilas, que interagem facilmente com as
cadeias do amido (Mali et al., 2004). O sorbitol possui seis grupos hidroxilas, o que faz com
que este tenha maior capacidade de interagdo com as moléculas de amido que o glicerol,

sendo considerado menos hidrofilico que o glicerol (Jessen et al., 2007).

2.4 BIOPOLIMEROS MICROBIANOS

Biopolimeros, polissacarideos de origem microbiana, sintetizados por bactérias,
fungos e leveduras (Rottava, 2005), conhecidos como gomas tém a capacidade de formar géis
e solucdes viscosas em meio aquoso (Moreira et al., 2003; Aquino, 2006). Essas propriedades
sdo determinadas por sua composi¢do quimica, agrupamentos e ligagcdes moleculares, além de

seu peso molecular (Bulock e Kristiansen, 1991).
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Os biopolimeros ou polissacarideos microbianos sdo classificados de acordo com sua
localizacdo morfolégica: intracelulares (encontrado no interior da célula; como parte da
membrana citoplasmadtica; integrante da parede celular, formados como parte estrutural das
células) e extracelulares (exopolissacarideos - EPS), produzidos no interior da célula, sendo
posteriormente, secretados para o exterior, portanto, podem ser capsulares ou livres. Os de
maior interesse sdo os extracelulares livres, devido a sua facilidade de obtencgdo, extragdo,
purificacdo, possibilidade de uma produtividade elevada e menor custo para a inddstria
(Rottava, 2005; Souza e Garcia-Cruz, 2004).

Além da localizacdo, os polissacarideos extracelulares podem ser classificados em
homo ou heteropolissacarideos. Os homopolissacarideos, como por exemplo, glucanas,
alginatos, dextrana e levana, sdo constituidas por somente um tipo de acucar (polimeros
compostos de D-glicose) e sdo produzidos por uma sé ou por um sistema simples de enzimas.
Em contraste, os heteropolissacarideos sdo constituidos por varios tipos de agiicares composto
por unidades repetidas e alinhadas desde dissacarideos até octassacarideos (composto de dois
a quatro tipos de monossacarideos diferentes e muitos contém grupos acetila, piruvato,
hidroxibutirato e succinato), sintetizados por sistemas enzimdticos complexos (Ernandes e
Garcia-Cruz, 2005; Souza e Garcia-Cruz, 2004; Borges et al., 2004).

Os exopolissacarideos desempenham diferentes papéis, que incluem: proteger o
microrganismo contra desidratacdo; servir de barreira, impedindo que fagos e anticorpos se
liguem a sitios especificos sobre a parede celular; acoplar e neutralizar toxinas carregadas de
fons metalicos toéxicos; atuar como fonte de carbono e energia; converter o excesso de
substrato em uma massa espumosa que ¢ dificil de ser metabolizada por outros
microrganismos; interagir com células de animais ou plantas em relagdes especificas,
simbidticas ou patogénicas (Pace, 1991).

Os biopolimeros apresentam-se como uma alternativa as gomas tradicionais, com
aplicagdo em ampla faixa de pH e temperatura, producido independente de condigGes
climéticas, possibilidade de utilizacio de matérias-primas regionais, maior rapidez na
obtencdo do produto acabado e necessidade de espaco operacional relativamente pequeno e
um visivel interesse por suas propriedades reoldgicas, sendo utilizados como espessantes,
gelificantes e estabilizantes nas industrias de alimentos, farmacéutica, quimica e petroquimica
(Berwanger, 2005; Fontana, 2004).

Os polissacarideos microbianos podem ser produzidos sob condi¢des controladas e

com espécies selecionadas, em que os problemas de variagdo de estrutura podem ser evitados,
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apresentando vantagens em relacio a outras gomas, tais como: ndo dependéncia das condi¢des
climaticas, possibilidade de utilizacio de matérias-primas regionais, maior rapidez na
obtencdo do produto acabado e necessidade de menor espago fisico das instalagdes fabris. Na
industria de alimentos a preferéncia por biopolimeros microbianos estd voltada as suas
propriedades e caracteristicas funcionais, que estdo relacionadas a capacidade de espessar, de
manter particulas em suspensdo e reter dgua, somada as vantagens de uma produgio
independente das condi¢Oes climdticas e sob condicdes controladas. As propriedades
funcionais dos biopolimeros sido consideradas uma ferramenta poderosa para se criar novas
texturas (Ernandes e Garcia-Cruz, 2005).

Um polissacarideo somente apresenta propriedades de interesse comercial se forem
capazes de apresentar caracteristica de elevada viscosidade em ampla faixa de pH e
temperatura, € composicdo quimica compativel com o metabolismo humano. Estudos estdo
sendo desenvolvidos para aperfeicoar o processo de producdo, visando a obtencdo de
biopolimeros com potencial aplicagdo industrial e alta produtividade. No entanto, € de
extrema importancia o desenvolvimento de processos econdomicos que visam a redugdo de
meios de cultura e do tempo de cultivo (Borges, 2004).

Berwanger (2005) relata que varios biopolimeros tém sido produzidos e utilizados em
escala comercial/industrial, entre eles: dextrana (bactérias dos géneros Leuconostoc e
Stretococcus), xantana (bactérias do género Xanthomonas), curdulana (bactérias Alcaligenes
faecalis var. mixogenes e Agrobacterium radiobacter), alginato bacteriano (bactérias dos
géneros Azotobacter, em especial Azotobacter vinelandii, e Pseudomonas), zanflo (bactéria
Erwinia tahitica), gelana (Sphingomonas paucimobilis, anteriormente classificada como
Pseudomonas elodea), welana (espécies de Alcaligenes), escleroglucana (diferentes espécies
de Sclerotium), pululana (fungo Aureobasidium pullulans; Rhodotorula bacarum), celulose
bacteriana (bactéria Acetobacter xylinum), &4cido hialurdnico de Streptococcus equii,
succinoglucanade Rhizobium. O mesmo autor cita que outros polimeros como indicana
(produzida por Beijerinckia indica), emulsana (produzida por Acitenobacter calcoaceticus),
pululana (produzida pela levedura Rhodotorula bacarum), ciclossoforanas (produzidas por
Rhizobium, Agrobacterium e alguma espécies de Xanthomonas), clairana (produzida por
Beijerinckia sp.), diutana (produzida pelo género Sphingomonas) vém sendo estudados, sem
ainda terem sua producfo em escala industrial.

Segundo Rottava (2005), quatro biopolimeros sdo aprovados pelo Food and Drug

Administration (FDA) para uso alimentar: xantana, dextrana, curdulana e gelana. A
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Legislacdo Brasileira, por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
prevé o uso de xantana e da dextrana, e ainda ndo consta a curdulana e a gelana como um
aditivo alimentar usual.

As aplicacdes existentes para biopolimeros sdo tdo numerosas e diversas, que juntas,
constituem um mercado substancial e em crescimento. Sdo desde alimentos, bebidas,
cosméticos, detergentes (e todas as embalagens necessdrias) até materiais de construgdo,
tintas, téxteis, produtos para a industria automobilistica e muitos outros produtos industriais

(Pradella, 2006).

2.5 Acetobacter xylinum E A PRODUCAO DE CELULOSE

O nome do género Acetobacter foi originalmente utilizado para denominar todas as
bactérias do 4cido acético, hoje se sabe que estas compreendem um grupo bacteriano
heterogéneo, envolvendo organismos que apresentam flagelos polares ou peritriquios. Outra
propriedade ¢ a alta tolerincia a condigdes dcidas, a maioria das linhagens é capaz de crescer a
valores de pH menores que 5,0 (Lima et al., 1975).

A bactéria Acetobacter xylinum pertence a familia Acetobacteriaceae, do género
Acetobacter, possuem a forma de bastonetes elipsoidais, retos ou ligeiramente curvos, com
flagelos peritriquios ou lateral, aerébico, Gram negativo, oxida lactato acético a didéxido de
carbono e 4gua, sdo catalase positiva, incapaz de liquefazer a gelatina, ndo reduz nitrato a
nitrito e sua temperatura de morte é entre 65°C a 70°C. A coldnia em meio s6lido apresenta-se

arredondada, pequena e de cor branca leitosa (Spinosa, 2002; Alaban, 1962).

Estudos sobre a Acetobacter xylinum descrevem a capacidade de produzir fibras de
celulose, polissacarideo, com caracteristicas especiais: consisténcia gelatinosa, alta pureza,
alta resisténcia e tensdes (elasticidade), elevada capacidade de absor¢do de 4gua,
cristalinidade e uma estrutura reticular ultrafina compacta de fibras entrelacadas (Ross et al.,
1991; Brow, 1999; Okiyama et al., 1993).

A nata (termo de origem latina natare significando flotar) produzida pela Acetobacter
xylinum, de natureza celuldsica, se refere & massa sobrenadante formada na superficie de meio
de cultura como sucos de frutas, soro de leite, folhas de cha-preto (Danesi e Wosiacki, 1998).
Esta bactéria foi primeiramente descrita por Brow em 1886 (Jonas e Farah, 1998) sendo o
principal agente biolégico responsdvel pela formacido da nata de coco (celulose bacteriana —

polissacarideo) (Iguch et al., 2000). Normalmente encontrada na superficie de plantas, frutas e
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flores. Constitui a microbiota secunddria de material vegetal em decomposi¢do e estd
envolvida na acidificacio bacteriana de sucos de frutas e bebidas alcodlicas (Spinosa, 2002;
Pacheco et al., 2004).

A partir de 1930, foi observado que as a-proteobactérias Acetobacter xylinum,
Agrobacterium tumefaciens e Rhizobium spp sao capazes de produzir celulose. Recentemente,
a producdo desse polimero foi verificada nas y-proteobactéria Salmonella typhimurium,
Escherichia coli e Pseudomonas fluorescens sbw25 (Recouvreux et al., 2005).

A Acetobacter xylinum forma sobre a superficie dos meios HESTRIN & SCHRAMM
(1954), ALABAN (1962) e MASAOKA (1992) uma capa de celulose, o que pode ser uma
maneira do organismo assegurar sua permanéncia na interface liquido-ar, onde o oxigénio estd
mais concentrado. Acredita-se que a celulose sirva para manter a bactéria em ambiente aerébio
na superficie de frutas em decomposi¢@o, usando-o para a sua nutri¢cdo. A celulose pode atuar
como uma matriz extracelular para acentuar a colonizacdo pelas bactérias, prevenir o potencial
dos competidores, e obter beneficios nos substratos. Outra possivel fungdo é a de oferecer
protecdo para as células face aos prejuizos causados pela luz ultravioleta. A pelicula pode
auxiliar na retencdo da umidade, prevenindo o ressecamento dos substratos naturais enquanto a
bactéria estd se reproduzindo (Ross et al., 1991; Chavez-Pacheco et al., 2004).

Além da 4gua de coco podem ser utilizados como meio de cultura para a producio da
celulose bacteriana, os sucos citricos de abacaxi e de tomate € o soro de leite. O meio de
cultura HESTRIN e SCHRAMM (1954) € constituido de 2% de glicose, 0,5% peptona, 0,5%
extrato de levedura, 0,27% anidro fosfato bisdédio e 0,15% dacido citrico monohidratado. O
meio de cultura MASAOKA (1992) contém 2% de peptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5%
de D-Glicose, 0,1% de MgSO4 7TH,0 e 0,2% de etanol. O meio de cultura ALABAN (1962)
apresenta 0,2 g.L” de sacarose, 0,05 g.L’1 de peptona, 0,05 g.L’1 de extrato de levedura, 0,027
g.L'1 de anidro fosfato bisddio e 0,015 g.L’1 de acido citrico monohidratado (Lacadin e Millan,
1980; Gomez et al., 1987).

O metabolismo da bactéria Acetobacter xylinum para a producio de celulose, encontra-
se diretamente ligada a composicdo do meio utilizado para o seu crescimento e ao pH, tendo
como principais fontes de carbono requeridas a glicose ou sacarose € um pH 6timo entre 4 € 6
(Vandamme et al., 1998; Masaoka, 1992).

Com respeito ao controle do pH no processo de fermentacdo, Vandamme et al. (1998)

descrevem a utilizagdo de 4cido acético para o controle do mesmo, uma vez que o género
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Acetobacter spp. pode oxidar o dcido acético em CO, e dgua, gerando ATP extra e favorecendo
o alcance do pH desejavel.

A celulose, produzida pela linhagem de Acetobacter xylinum, tem como caracteristicas
alta pureza quimica, cristalinidade, alta forca de tensio, elasticidade, durabilidade, capacidade
de retengdo e absorcdo de dgua, biodegradabilidade, atdxica e ndo € alérgica (Recouvreux et
al., 2005; Sutherland, 2001; Ross et al., 1991; Okiyama et al., 1993; Jonas e Farah, 1998).

As perspectivas biotecnoldgicas para a celulose bacteriana do Acetobacter xylinum
estd no aproveitamento da propriedade de ser permedvel para liquidos e para gases, desta
forma, na drea de alimentos acredita-se que poderia resultar em algumas aplicagdes como
aditivo de alimentos, emulsificante, fibra dietética, conservante comestivel e digestivo, ou
seja, impregnar os alimentos com a celulose, para barrar a entrada de bactérias e ainda auxiliar
como fibra alimentar (Mateos, 2007; Pacheco et al., 2004).

Embora a producio de celulose sintetizada por bactéria ja venha sendo estudada desde
1930, avangos genéticos moleculares s6 aconteceram a partir de 1958, quando Glaser (1958)
identificou o envolvimento da uridina difosfato glicose (UDP-glicose) na biossintese de
celulose.

Estudos intensivos da produgdo de celulose bacteriana, usando a bactéria Acerobacter
xylinum como modelo, iniciaram a partir da descoberta por Ross et al. (1987) do regulador da
biossintese de celulose, diguanilmonofosfato ciclico (c-di-GMP). Lin et al. (1989) identificou
tr€s polipeptideos com massa molecular de 83, 93 e 97 kDa, em um sistema de producio de
celulose in vitro por Acetobacter xylinum. Estes autores sugeriram o possivel envolvimento
destes polipeptideos na polimerizacdo da glicose em celulose. Estes resultados foram
confirmados por Lin et al. (1990), por meio da identificacdo do polipeptideo de 83 kDa, como
sendo a subunidade catalitica da celulose sintase. Saxena et al. (1995) publicou o primeiro
trabalho propondo uma arquitetura multidominio para as B-glicosiltransferases, classe de
enzimas a qual pertence a celulose sintase.

A celulose bacteriana produzida pela Acetobacter xylinum tem como vantagem, sobre a
extraida da madeira e do algoddo de ser desprovida de lignina e hemicelulose; possui elevada
capacidade de retenc¢do de dgua devido a um didmetro menor das microfibrilas, € uma maior
area superficial, comparado com a celulose da madeira (absorcdo - retém até 100 vezes e seu
peso); consideravel elasticidade (resisténcia ao rasgo), podendo assumir ou ser produzida sob
vdrias formas; alto grau de cristalinidade; forca mecanica; pureza quimica, relacionada com

polifendis, acticares contaminantes; inerte metabolicamente, ndo toxica e ndo provoca reacdes
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alérgicas ao contato (Okiyama et al., 1992; Vandamme et al., 1998). Em geral, a celulose
bacteriana mostra-se estivel em solugdes basicas, mas suscetivel a hidrélise alcalina em
condicdes drasticas (NaOH 1M, 170°C) (Chavez-Pacheco et al., 2004).

A celulose bacteriana consiste em um polimero insolivel em &4gua formado por
ligacdes beta (1> 4)-D-glicosidicas, com cadeia linear. As cadeias lineares do polimero se
ligam por pontes de hidrogénio e for¢as de Van der Waals. A associacdo das cadeias (pelo
menos 10) forma uma estrutura denominada “microfibrilas de celulose”. A produgdo se dd na
forma de uma pelicula extracelular (Jonas e Farah, 1998) com polaridade unidirecional e de
espessura varidvel. O mecanismo de cristalizagdo das microfibrilas, em A. xylinum, pode dar
origem a duas formas de celulose: se as microfibrilas se orientam em forma paralela sintetiza
a celulose I, se o aspecto das microfibrilas for antiparalelas se obtém a celulose II. O
tratamento quimico da celulose II (processo de mecerizag¢do industrial — tratamento alcalino)
d4 lugar a outras formas de celulose, denominadas de celulose III e IV, diferenciadas por sua
estrutura cristalina. A microestrutura da celulose bacteriana forma microfibrilas com didmetro
de 4 a 7 nm e um grau de polimerizacdo de 2,000 a 14,000 moléculas de glicose. As
microfibrilas se cristalizam compactadas e em fitas, as quais a alcancam uma espessura de 1 a
9 um e formam uma extensa estrutura reticulada estabilizada por pontes de hidrogénio. A
condensagdo das fitas dd lugar a uma estrutura tridimensional, a macroestrutura da celulose

bacteriana (Figura 2.4) (Chavez-Pacheco et al., 2004).
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Fonte: Chavez-Pacheco et al. (2004).

FIGURA 2.4 - ESTRUTURA MOLECULAR DA CELULOSE BACTERIANA (A) E
DESENHO ESQUEMATICO DA MICROESTRUTURA DA CELULOSE BACTERIANA
(B) (1 - CADEIA LINEAR, 2 - MICROFIBRILA DE CELULOSE BACTERIANA, 3 -
MICROFIBRILAS COMPACTADAS)
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Embora muito similar a celulose de madeira, a celulose bacteriana é descrita como
uma fibra aproximadamente 300 vezes maior que a encontrada em celulose de madeira
(Figura 2.5) em relacdo a area superficial. Essas fibras finas fornecem uma textura mais suave

as formulacdes de alimentos (Lima et al., 2001).

(A)

FONTE: Shoda (2007).

FIGURA 2.5 — MICROSCOPIA ELETRONICA: (A) CELULOSE BACTERIANA
(X20,000/2pum); (B) CELULOSE DE PLANTAS (X200/200um)

Devido suas caracteristicas peculiares, a celulose bacteriana, tem sido utilizada em

inimeras aplica¢des industriais (Quadro 2.2).

Produtos industrializados

Sobremesa (nata de coco, sorvetes com baixa caloria, lanches, doces)

Espessantes (sorvetes e temperos para saladas)

Bases para reducio de peso

Alimentos Bases para alimentos artificiais

Tripas para embutidos

Soro para redug@o de colesterol (US patente 4,960,763)

Elixir Kombucha ou chd Manchurian

Curativos para ferimentos (Patente EP 323717)

Agentes para producgio de remédios orais e dermatoldgicos

Medicina Substituto temporario da pele humana (Patente com nome BioFill,

aplicacdes e propriedade descritas por Farah; Jonas (1998)

Cosméticos e Estética Adstringente. Base para unhas artificiais. Espessantes e fortificantes.

Meio Ambiente Esponja para remover derramamento de 6leos

Base para remog¢ao de materiais toxicos

Petréleo e Mineragcao Recuperacdo de minérios e 6leos (US Patents 5,011, 596,797)

Vestimentas e Calcados Produtos de couro artificial
Esporte ao ar livre Barraca e utensilios para acampamentos
Produtos para bebés Fraldas descartdveis

Pomadas (Johnson & Johnson)
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Produtos para Audio Diafragma de alto-falante e fones de ouvido (Sony Corporation)

Produtos florestais Compensados

Caixas de alta resisténcia

FONTE: Brown (1999).

QUADRO 2.2 - APLICACOES DA CELULOSE PRODUZIDA POR Acetobacter xylinum

Segundo Jonas e Farah (1998) o processo de formagdo da celulose ocorre no
meio/pelicula interface e as fontes nutritivas precisam ser transportada pela pelicula até sua
superficie (Figura 2.6). Para Iguch et al., (2000) a formacdo da celulose ocorre na superficie
do meio liquido, e a producdo depende primariamente da drea de superficie do meio, e ndo do

volume e nem da altura do mesmo.

FONTE: Bielecki et al. (2007).

(A) (B)

FIGURA 2.6 - PRODUCAO DE CELULOSE POR Acetobacter xylinum EM CULTURA
ESTATICA (A) E EM AGITACAO (B)

Diversas pesquisas tém sido feitas para elucidar a rota biossintética, as condi¢des de
crescimento, e a fisiologia bacteriana que leva a producdo de polissacarideos. Geralmente, a
produgdo de exopolissacarideos em um microrganismo € induzida pela limitacdo de um
nutriente essencial, que ndo seja o carbono ou outra fonte de energia. Freqiientemente uma
relacio C:N (carbono:nitrogénio) alta tem sido considerada como a condigdo ambiental
significativa para a produgao do polissacarideo (Souza e Garcia-Cruz, 2004).
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A biossintese da celulose bacteriana (Figura 2.7) apresenta a conversdo da glicose em
celulose e, envolve reacdes em que a glicose primeiramente fosforilada em glicose-6-fosfato
(G6P) pela enzima glicoquinase com a participagdo de uma molécula de adenosina trifosfato
(ATP) e liberado uma molécula de adenosina difosfato (ADP); a reagdo da G6P € convertida a
glicose-1-fosfato (G1P) pela enzima fosfoglicomutase; G1P, por meio de uma reagdo de
isomerizagdo catalisada pela enzima UDP-glicose-pirofosforilase e convertida em uridina
difosfato glicose (UDP-glicose), utilizando uma molécula de uridina trifosfato (UTP) e
liberando uma molécula de pirofosfato (PPI). A molécula UDP-glicose é a precursora da
biossintese da celulose. A polimerizagdo de glicose em cadeias B (1->4) glicana é realizada
pela celulose sintase. O Ciclo diguanilmonofosfato (c-di-GMP) foi identificado como o
ativador da celulose sintase. Associagdo de vdrias cadeias nascentes forma as fibras de celulose

(Ross et al., 1990; Jonas e Farah, 1998).
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FONTE: Ross et al. (1991).

FIGURA 2.7 — BIOSSINTESE DA CELULOSE EM Acetobacter xylinum

Depois da polimerizacdo das unidades repetidas o polissacarideo é excretado através
do complexo parede/membrana para a superficie celular no ambiente extracelular. Este
estagio final da secrecdo do exopolissacarideo na membrana citoplasmética envolve a
passagem pelo periplasma, pela membrana e finalmente sua excre¢do para o ambiente

extracelular (Figura 2.8) (Sutherland, 2001).
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Fonte: Jonas e Farah (1998).
FIGURA 2.8 - ESQUEMA DE FORMACAO DA CELULOSE BACTERIANA

2.6 SUBSTRATOS UTILIZADOS NA PRODUCAO DE BIOPOLIMEROS
MICROBIANOS

Na literatura estdo descritos varios meios de producdo de biopolimeros microbianos.
Basicamente apresentam fontes de fésforo e nitrogénio para o crescimento do microrganismo,
carbono como reserva energética e oligoelementos como Na*', K*', Ca®*, Mg*, Fe**, com
papéis importantes como cofatores enzimdticos nas vias de produg¢do do polissacarideo
(Martins et al., 1990; Wong, 1993).

Os microrganismos utilizam como fonte de carbono e de energia diversos aguicares
como glicose, sacarose, frutose, ou ainda polissacarideos, amido e celulose. Para a producio
de biopolimeros, alternativas t€m sido sugeridas e testadas como melago, residuos da industria
de soja, soros de leite, casca de café e bagaco de mandioca (Sutherland, 2002; Sutherland,
2001; Woiciechowski, 2001; Kalogiannis et al., 2003, Jin et al., 2003; Chi e Zhao, 2003; Boza
et al., 2004; Bae e Shoda, 2004).

Como fonte de nitrogénio t€m sido utilizados os sais (NH4)>,SO4, (NH4),HPOy4, ou
ainda aminoacidos e uréia, que permitem reduzir os problemas com o controle de pH. Para
fosforo, utilizam-se os fosfatos soliveis com célcio, potdssio, sédio, ferro, cobre, magnésio,
manganés, cobalto, em concentra¢des reduzidas (Maugeri, 2001).

Para suprir as necessidades de linhagens mais exigentes e com caracteristicas
nutricionais pouco conhecidas, pode-se adicionar aos meios industriais ou mesmo os obtidos

dos residuos agroindustriais, determinados componentes como: extrato de leveduras, extrato
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de carne, extrato de malte, peptona. Esses componentes permitem introduzir no meio de
cultura os fatores ausentes em um meio definido (Maugeri, 2001), considerados fatores de
crescimento para microrganismos, com fonte de proteinas (Pelczar et al., 1996).

A utilizagcdo de substratos alternativos de baixo custo em processos fermentativos, os
residuos agroindustriais, permite a reduc¢do de custos, minimizando problemas ambientais e
auxiliando na destinacdo destes residuos (Berwanger, 2005).

O melago, um subproduto do processo de producdo do acticar, tanto do agucar de
beterraba como o de cana, definido como xarope do estigio final de cristalizacdo do agtcar,
apresenta-se como fonte econdmica de carbono para desenvolvimento microbiano em
processos fermentativos (Bae e Shoda, 2004).

Bae e Shoda (2005) pesquisaram a producdo de celulose bacteriana por Acetobacter
xylinum BPR 2001, usando melaco como fonte de carbono, em processos de batelada e
batelada alimentada. Para melhorar a produgdo de celulose bacteriana, utilizaram o melaco
pré-tratado com calor e acido sulftrico, obtendo um aumento na concentragdo de polimero
produzido de 76% quando comparado com a producdo obtida com melaco que ndo passou por
pré-tratamento.

Outra fonte de proteinas comercializada como residuo de baixo valor econémico, estd
o subproduto do processamento de soja, e, dependendo do processo de obtencdo, possui
significativos valores de carboidratos (Berwanger, 2005).

O soro de leite, resultante da fabricagdo de queijos vem sendo estudado como 6tima
fonte para a produg@o de goma xantana. Possui alto valor de lactose, proteinas e sais minerais,
constituindo um meio de cultura rico e de facil obtencdo (Nitschke et al., 2001).

No processo de beneficiamento do café por via seca, a casca representa o principal
residuo, representando 50% em massa de café seco, e no processo por via Umida gera-se um
residuo aquoso com alto teor de matéria orgédnica fermentescivel. O descarte desse residuo
resulta no desperdicio de uma biomassa que poderia ser Uutil devido a seu grande volume, alta
biodegradabilidade e alto contetido de matéria organica (Woiciechowski, 2001).

Danesi (1996) ressalta que a d4gua de coco, entre outros subprodutos, € o mais interessante para
a valorizacdo, pois engloba dois aspectos marcantes do ponto vista econdmico. Primeiro trata-
se de um efluente industrial com elevada demanda bioquimica de oxigénio (DBO), o que lhe
atribui um valor econdmico negativo devido a necessidade de investimentos para o tratamento;
e segundo, por apresentar caracteristicas que permitem o seu uso como substrato em processos

fermentativos para a indudstria de alimentos.
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A produgdo da nata de celulose por meio da dgua de coco como substrato, € um
processo rudimentar nas Filipinas. Para producdo doméstica, a dgua de coco é filtrada,
aquecida a ebulicdo, resfriada até a temperatura ambiente, e a cada 12 copos desta matéria-
prima adiciona-se 2 copos de licor-mie (liquido fermentado em processo anterior), % de copo
de 4cido acético glacial e 1 copo de acticar comum, misturando-se todos estes ingredientes até
a formag@o de uma suspensdo homogénea. Os recipientes, contendo o meio de cultura assim
preparado, sdo deixados em repouso a temperatura ambiente ou o0 mais proximo possivel de
28°C a fim de que ocorra a fermentacdo. A camada polissacaridica formada em torno de 14
dias, de aproximadamente 25 mm de espessura, € retirada e constitui a nata bruta, pronta para
ser beneficiada e o meio de cultura residual constitui-se no licor-mae, apto para ser usado como
inoculante de préximas producdes (Danesi e Wosiacki, 1998).

Para a utilizacdo de outros meios de cultura para a producdo de celulose, como residuos
agroindustriais ou mesmo sucos de frutas, sdo necessarias investigagdes mais detalhadas sobre
o processo de producdo, verificando a influéncia de nutrientes, tanto do ponto de vista

qualitativo quanto quantitativo (Danesi e Wosiacki, 1998).

2.6.1 Agua de Coco

A produgdo brasileira de coco (Cocos nucifera L.) estd estimada em 85%
comercializada na forma seca e, 15% destinam-se ao consumo in natura - 4gua de coco verde
(Senhoras, 2003).

O coco apresenta-se como a segunda cultura frutifera em importincia econdmica na
regido nordeste. A drea colhida de coco (gigante, ando e hibrido), foi superior a 266 mil
hectares em 2001, quando a produgdo atingiu 1,3 bilhdes de frutos, sendo 71% proveniente da
regido Nordeste, 15% da Norte e 14% da Sudeste. Os estados do Paré e Espirito Santo s@o os
maiores produtores em suas respectivas regides (Filho, 2005).

A 4gua de coco € um isotOnico natural existente na cavidade da semente do coco, rica
em nutrientes e de grande importdncia na germinagcdo da semente e na sobrevivéncia da
plantula. Corresponde a aproximadamente 25% do peso do fruto, e sua composi¢cdo basica
apresenta 93% de dgua, 5% de acucares, além de proteinas, vitaminas e sais minerais,

constituindo uma bebida leve, refrescante e pouco caldrica (Aragio, 2004).
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A composi¢do quimica média, no periodo de colheita do fruto para agua de coco, em
torno de 6 meses, apresenta: pH 4,8, valor caldrico de 18,1 Kcal, acidez de 1,3 mL de solucdo
normal.100 mL'l, solidos soluveis totais (°Brix) de 7,0, glicose 4,4 g.100 mL'l, proteina
0,37 mg, fésforo 6,2 mg.100 mL'l, potassio 175 mg.100 mL'l; célcio 17,5 mg.100 mL'l;
magnésio 8,5 mg.100 mL™', sédio 10,5 mg.100 mL", ferro 0,06 mg.100 mL™", vitamina C 57
mg.100g™" (Assis et al., 2002).

O processamento do coco apresenta-se como uma atividade geradora de residuos, apds
retirar o albimen sélido de interesse para a obtengdo de coco ralado e da dgua-de-coco,
restam as partes fibrosas representadas pelo exocarpo, mesocarpo e endocarpo, que
constituem cerca de 45 % dos componentes do fruto. Tais residuos sendo de dificil descarte,
acabam enviados para lixdes e aterros sanitdrios, elevando os custos da inddstria com
transporte até esses locais (Rosa, 2002).

Tem sido proposta sua utilizacao na alimentacdo do gado, como fonte de actcar e sais
minerais (Dangar, 1991). A Figura 2.9 apresenta um resumo do enfoque tecnolégico do coco
como matéria-prima, seus trés principais residuos e sua utilizacdo enquanto subprodutos, que
além de gerar bens econdmicos, diminuem a carga poluente no meio ambiente, produzindo

duplo beneficio.

Matéria-prima Coco
Produto intermedidrio Fibras Casca Agua Polpa
Caracteristica econdmica Residuo Residuo Residuo Copra
Possibilidade tecnolégica  Energia Carvao Alimento Oleo

Fonte: Leufstedt (1990)

FIGURA 2.9 — COCO E SEUS PRODUTOS INTERMEDIARIOS, CARACTERISITICAS
ECONOMICAS E POSSIBILIDADES TECNOLOGICAS

O aproveitamento de partes do coco constitui uma pratica comum, como por exemplo:
do mesocarpo (casca) obtém-se fibras empregadas na confec¢do de vassouras, colchdes,

cordas, tapetes, capachos, acolchoados para inddstria automobilistica; do endocarpo (noz do
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coco) faz-se varios produtos artesanais, além da utilizagdo como combustivel; do albimem
seco, ou copra, extrai-se o 6leo de coco utilizado como combustivel e matéria-prima na
fabricacdo de sabdes, cosméticos, resinas sintéticas, agente plastificador de vidros de
seguranga, glicerina (Senhoras, 2003).

A 4gua de coco de frutos maduros é considerada um residuo da inddstria que
produzem a copra, polpa de coco desidratada e outros produtos do coco. De acordo com e
Aragdo (2001), a dgua de coco extraida de cocos jovens constitui uma bebida nutritiva,
enquanto a dgua de coco de frutos maduros é considerada descartdvel. Isto ocorre devido ao
fato de que em estigios progressivos de maturacdo (a partir do sexto més), observa-se
acentuada reducdo no volume de 4gua, no conteddo de acticares, sdlidos totais, cinzas e
minerais, levando a acidez desta dgua de coco.

A 4gua de coco pode ser utilizada como fator de crescimento de microrganismos, ou
seja, meio de cultivo, devido sua eficiéncia, baixo custo e disponibilidade da matéria-prima
(Brito, 2004).

Buscar alternativas como a obtencdo de agentes biotecnoldgicos que possam
metabolizar a d4gua de coco para obtencdo de novos produtos, permite as industrias, tanto a
minimizacdo de residuos gerados no seu beneficiamento quanto uma insercio em um novo

mercado competitivo.

2.7 BIOFILMES COMESTIVEIS EM FRUTAS MINIMAMENTE PROCESSADAS

O Brasil apresenta uma das maiores taxas de perdas pds-colheita de frutas e hortalicas
do mundo, em torno de 35-40% comparado com a Europa, por exemplo, cujas perdas sdao, em
média, inferiores a 25% e aos EUA onde, em algumas regides, a perda é de aproximadamente
16%. As perdas de hortifruticolas no Brasil representam valores superiores a 10 milhdes de
toneladas/ano de produtos colhidos e nao consumidos (Soares, 2009; Artés, 2008).

Frutas e hortaligas de ambiente tropical, apés serem colhidas apresentam aceleracio da
maturacdo e deterioragdo em conseqiiéncia das mudancas bioquimicas e fisioldgicas, bem
como, formas de acondicionamento e praticas de manuseio adotadas (Assis et al., 2009). Os
procedimentos de conservagdo pés-colheita usualmente empregados estdo centrados na cadeia

de frio e em boas praticas de armazenamento.
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No entanto, a diversificacdo de habitos e as diferentes tendéncias no ambito do
consumo de produtos alimenticios sdo mundiais, e coloca uma nova necessidade a de
produtos prontos para o consumo, valorizando alimentos cada vez mais naturais e seguros. E
neste cendrio que surgem os alimentos minimamente processados, que une a praticidade e a
conveniéncia, proporcionando uma economia de tempo no preparo dos alimentos (Moraes et
al., 2008).

A utilizagdo de produtos minimamente processadas iniciou-se no Brasil na década de
1990, por algumas empresas atraidas pela nova tendéncia do mercado (Jacomino et al., 2004;
Assis et al.,, 2008). O valor agregado ao produto aumenta a competitividade do setor
produtivo e propicia meios alternativos para comercializagdo (Leme et al., 2007), além das
vantagens para o consumidor como a conveniéncia e 100 % de aproveitamento do produto
adquirido, comparado com as frutas e hortalicas compradas in natura.

Estima-se um crescimento anual préoximo a 20 %, o que representa um movimento
proximo a R$ 450 milhdes, s6 no mercado nacional. Essa taxa de crescimento é inferior
apenas a observada nos EUA e China, com dados superiores a 20 %, e de 19 % na América do
Norte (Santana et al., 2008).

No Brasil os consumidores de pré-processados ou minimamente processados,
participam com 2,9 % do total de hortifrutis consumidos nos lares. O consumo per capita
anual em outros paises apresenta-se em torno de 30 Kg nos EUA, 6 Kg na Franga, e de 1,5 Kg
a 2 Kg na Espanha. O aumento na demanda por frutos processados é mundial, seguindo uma
tendéncia do consumidor em adquirir frutas e hortalicas higienizadas, cortadas e prontas para
o consumo (Santana et al., 2008).

Porém, os produtos minimamente processados tém em geral vida-de-prateleira curta
quando comparados com os produtos intactos, devido principalmente ao estresse mecanico na
superficie dos tecidos (Sarantopdulos, 1997; Jacomino et al., 2004).

As alternativas tecnoldgicas disponiveis para melhor preservacdo baseiam-se no uso
de embalagens poliméricas (Brackmann et al., 1999; Yamashita et al., 2006) e na manutenc¢éo
constantes de ambientes refrigerados (Cantillano et al., 2008) , e ainda nestas condi¢des, ha
significativas perdas de qualidade. Em alguns casos hd o uso de atmosferas modificadas, com
a presenca de gases, que atuam na reducdo dos processos metabdlicos e na respiracio
(Calegaro et al., 2002; Malgarim et al., 2006; Moraes et al., 2008; Francoso et al., 2008;
Bender et al., 2010).
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Um novo segmento tecnolégico vem sendo desenvolvido, as coberturas comestiveis, e
quando aplicadas diretamente sobre os frutos possibilitam aumentar o tempo de conservagio,
buscando a preservacdo da textura e do valor nutricional, permitindo uma maior flexibilidade
de manuseio, transporte e comércio (Maftoonazad et al., 2007; Vargas et al., 2008; Assis et
al., 2008).

Virios estudos apresentam o potencial uso das coberturas comestiveis. Fontes et al.
(2008) aplicaram peliculas comestiveis em mac¢d minimamente processadas. Henrique e
Cereda (1999) utilizaram biofilmes de fécula de mandioca em morangos. Jacometti et al.
(2003) usaram revestimento a base de gelana em péssegos. Vieira et al. (2000) testaram
carboximetilcelulose, quitosana e fécula de batata em morangos minimamente processados.
Mali e Grossmann (2003) observaram o efeito de filmes de inhame em morangos. Vargas et
al. (2006) avaliaram o efeito do dcido oléico com quitosana em morangos. Assis e Alves
(2002) mostraram o uso quitosana em magas cortadas. Mazaro et al. (2008) avaliaram o efeito
da aplicacdo pré-colheita de quitosana e acibenzolar-S-metil no comportamento pés-colheita
de morangos. Baldwin et al. (1999) avaliaram os efeitos de dois tipos de cobertura, celulose e
carnatba, em mangas in natura.

Dentre as frutas minimamente processadas, o morango tem lugar de destaque por ter
alto valor agregado, devido a sua ampla utilizagdo na producio de sorvetes, caldas, tortas,
pavés, bolos e outros produtos (Moraes et al., 2005). O morango € um pseudofruto atrativo
devido as suas caracteristicas peculiares de coloragdo vermelho brilhante, odor, textura macia
e sabor levemente acidificado. Em virtude da alta perecibilidade, o que resulta em perdas
qualitativas e econdmicas considerdveis, a tecnologia do processamento minimo surge como
um fator determinante para prolongar a sua vida til (Cantillano, 2003), ao submeter a fruta a
processos de selecdo de matéria-prima, lavagem, sanifica¢do, embalagem e refrigeracéo (Silva

et al., 2006).

2.8 MORANGO

O morango pertencente a familia das rosidceas e ao género Fragaria e, considerado um
pseudofruto suculento, origindrio do recepticulo floral que se torna carnoso. Os frutos
verdadeiros sdo pequenos aquénios, vulgarmente denominados ‘sementes’. O morangueiro
oriundo de planta herbicea, rasteira e perene, se propaga por via vegetativa, por meio de

estolhos (IAC, 2007).
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No Brasil, o padrio varietal concentra-se num nimero reduzido de cultivares, sendo
Oso Grande na regido Sudeste e Camarosa e Aromas na regido Sul (Oliveira e Scivittaro,
2006; Antunes e Reisser Junior, 2007) as principais cultivadas.

Morango da cultivar Festival foi obtida na Universidade da Flérida, em 1995, sendo
resultante do cruzamento entre ‘Rosa Linda’ e ‘Oso Grande’. Nos tltimos anos, novas
cultivares tem sido introduzido no Brasil, tendo destaque o ‘morango Festival’. As primeiras
mudas chegaram ao Pais em 2007, importadas da Argentina. As plantas sdo vigorosas e
produtivas e, os frutos apresentam formato cdnico, tamanho médio, coloracdo vermelha
uniforme, textura firme e excelente sabor. O morango cv. Festival € suscetivel a antracnose
(Colletotrichum sp.), porém apresenta relativa tolerdncia ao mofo-cinzento (Botrytis cinerea)
e ao oidio (Sphaerotheca macularis f. sp. fragariae) (Chandler et al., 2000).

O morango é produzido e apreciado nas mais variadas regides do mundo, sendo a
espécie de maior expressdo econOmica entre as pequenas frutas. A producdo mundial vem
crescendo nos tultimos anos (Figura 2.10). Entre 1997 a 2006, a producdo cresceu 29%,
estimada em 3.908.975 toneladas e a drea plantada em 18%. Os Estados Unidos da América
sdo lideres na produc¢do mundial, com uma produgdo anual préximo a 1.115.000 milhdes de

toneladas (Specht e Blume, 2009).

1%  B% 7%

@ América do Norte
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OAmérica do Sul
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mAfrica mAméricas OAsia @Europa DOceanial

Fonte: Food and Agriculture Organization of the United Nations — FAO (2008) apud Specht e Blume, (2009).

FIGURA 2.10 - DISTRIBUICAO POR CONTINENTE DA PRODUCAO MUNDIAL DE
MORANGO EM 2006
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A produgdo anual de morangos no Brasil tem aumentado a uma taxa de 10 % a 15 %
ao ano, sendo a producdo da safra de 2006/2007 de 100 mil toneladas, obtidas em uma drea
estimada de 3,6 mil hectares, com destaque para os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio
Grande do Sul (Tabela 2). Em condi¢des normais de clima e de comercializacdo, o
faturamento bruto anual com a produ¢do de morango pode chegar até a R$ 50 mil por

hectares (Madail, 2008; Specht e Blume, 2009).

TABELA 2.2 - PRODUCAO DE MORANGO NO BRASIL E PRINCIPAIS PRODUTORES
EM 2006/2007

Estados Producao (toneladas) Participacgdo (%)

Minas Gerais 33.000 33
Sao Paulo 31.000 31
Rio Grande do Sul 16.000 16
Parana 9.000 9
Espirito Santo 7.000 7

Santa Catarina 1.370 1.37

Goias 950 0.95

Rio de Janeiro 800 0.80

Outros 880 0.88

Brasil 100.000.100 100

Fonte: Madail (2008) apud Specht e Blume (2009).

Apds a colheita, os morangos apresentam alta atividade fisioldgica, ocorrendo
desidratacdo e deterioragdo progressiva em virtude da acdo de bactérias e fungos, com
modificagdes indesejiveis de aroma e textura. Um metabolismo muito ripido leva o fruto a
um rapido periodo de senescéncia, o que pode em parte ser controlado pela utilizacdo de
condicdes de armazenamento de baixa temperatura e alta umidade (Garcia et al., 1998).

O morango tem comportamento ndo-climatério para respiragdo, por isso deve ser
colhido ap6s a maturidade em relagdo ao aroma, sabor e cor. O desenvolvimento do sabor
adocicado das frutas climatérias ap6s a colheita mostra ser resultante da quebra do amido em
moléculas menores de carboidratos. A reserva de amido das frutas ndo-climatérias € pequena
ou inexistente e por isso, ndo ha melhoria no sabor apds a colheita (Cordenunci et al., 2003).
Apesar disso, morangos colhidos brancos, ou seja, em estadio inicial de matura¢do, podem se

tornar vermelhos ao longo do armazenamento, mas nao sdo apropriados para o consumo em

53



funcdo do baixo teor de acticar e levada acidez, parametros que nao apresentam alteracdes
significativas ao longo do armazenamento (Kalt et al., 1993; Nunes et al., 2005).

A composi¢do do morango varia em funcdo da cultivar, da forma de cultivo como
composicdo do solo, incidéncia de luz e temperatura (Cordenunci et al., 2003).

Alguns estudos mostraram que as principais caracteristicas para a maturacdo do
morango sdo textura (docura e dcidos orgénicos) e coloracdo (Cordenunci et al., 2003; Pelayo
et al., 2003; Mitcham et al., 2004). Recomenda-se que o morango deve ter no minimo 7% de
solidos soliveis e no miximo 0,8% de acidez tituldvel. O indice de maturidade estd baseado
na coloracdo do pseudofruto, ou seja, 3% da superficie vermelha permanecem com boas
condicdes para o consumo ou processamento por alguns dias, dependendo da variedade, da
temperatura e da umidade atmosférica (Chitarra e Chitarra, 2005).

Os morangos apresentam alta taxa respiratdria, aproximadamente 15 mg COZ.Kg’l.h'1
a 0°C, que aumenta entre 4 a 5 vezes quando a temperatura aumenta 10°C. A perda da
firmeza, durante a maturagdo, € o principal fator que determina a qualidade do morango e sua
vida de prateleira (Cantillano et al., 2003).

O resfriamento por ar forcado é o método mais adequado para se resfriar morangos,
porque além de ser eficiente, evita o acimulo de umidade sobre a fruta, que os morangos nao
toleram. Com um resfriamento rapido eficiente, a temperatura desta fruta pode ser reduzida de

mais ou menos 25°C para 5°C, em duas ou trés horas (Cantillano, 2005).
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Concentragdo de minerais na produgdo de celulose bacteriana

CAPITULO III

CONCENTRACAO DE MINERAIS NA PRODUCAO DE
CELULOSE BACTERIANA

3.1 INTRODUCAO

A celulose bacteriana é um exopolissacarideo produzido por cepas de Acetobacter,
com propriedades fisicas e quimicas peculiares, como fitas de celulose ultrafinas, alto grau de
polimerizacdo e cristalinidade, auséncia de lignina e hemicelulose, alta forca de tensdo e
elasticidade, elevada capacidade de retencdo de 4gua, alta porosidade, pureza quimica e
biodegradabilidade (Okiyama et al., 1992; Saxena et al., 1994; Jonas e Farah, 1998;
Vandamme et al., 1998; Chavez-Pacheco et al., 2004). Todavia, atributos como rendimento,
estrutura da celulose bacteriana estdo diretamente relacionados com o método e meio de
cultivo (Park et al., 2009; Son et al., 2001; Krystynowicz et al., 2002), sendo as propriedades
funcionais dos biopolimeros ferramentas importantes no desenvolvimento de novas texturas
para diversas aplicacdes na inddstria em geral.

Estudos indicam que um bom rendimento na producdo de celulose bacteriana, por
Acetobacter, requer meios de cultivo enriquecidos com carboidratos, proteinas, vitaminas e
sais inorgéanicos (Jonas e Farah,1998; Tsuchida e Yoshinaga, 1997; Budhiono et al., 1999;
Baruque-Ramos et al., 2001; Son et al., 2003; Son et. al., 2001; Chavez-Pacheco et al., 2005;
Jagannath et al., 2009). Embora o requerimento de minerais seja em concentragdes reduzidas
nos meios de cultivo, apresentam efeito significativo no crescimento e na producio de
celulose bacteriana (Jagannath et al. , 2009).

Os elementos s6dio (Na), potissio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg) e ferro (Fe)
desempenham funcdes na producdo de polissacarideos bacterianos, como co-fatores
enzimdticos nas vias de sintese de polissacarideos (Martins et al., 1990; Wong, 1993). Como
fonte de fésforo (P), utiliza-se os fosfatos soldveis, e com Ca, K, Na, Fe, cobre (Cu), Mg,
manganés (Mn), cobalto (Co), entre outros, em concentracdes reduzidas (Lima et al., 2001).

fons férricos (Fe*) sdo co-fatores da oxigenase e da cadeia respiratéria de proteinas, os
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citocromos, mediando a producdo de compostos fosforicos de alta energia como ATP
(adenosina trifosfato) e UTP (uridina trifosfato), participando da biossintese de
polissacarideos bacterianos (Nohata e Kurane, 1997).

Enxofre (S) faz parte dos aminodcidos cisteina e metionina, de vitaminas e grupos
prostéticos de vérias proteinas importantes nas reacdes de 6xido-reducgdo. Os sulfatos (SO4?)
e os aminodcidos sdo as formas assimiladas pelas bactérias (Trabulsi, 1999).

A importancia dos fons magnésio foi observada na producdo de celulose bacteriana
produzido por Acetobacter sp. A9, na manutencdo do metabolismo celular, essencial no
crescimento e produgdo de celulose (Son et al., 2001), pois atua diretamente na atividade da
enzima celulase sintase, ativado por oligonucleotideo guanil (Fontana et al.,1997; Ross et al.,
1986), e importante no processo de ligacdo entre as subunidades das microfibrilas (Saxena e
Brown Jr, 2001).

Efeitos de varios nutrientes foram verificados com cepas de Acerobacter sp. V6 na
produgdo de celulose bacteriana. Os sais inorganicos MgSO4 7H,0, FeSO4 7H,O e H3;BOs3,
quando adicionados na concentragdo de 0,08%, 0,0005% e 0,0003%, respectivamente,
apresentaram produgio de 4,16 g.L”! celulose (Son et. al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia dos minerais K, Na, Fe, Mg, P, S-
SO4'2, boro (B), nitrogénio total Kjeldahl (NTK), nitrato (N-NOjs’), amonio (N-NH;") na
producgdo da celulose bacteriana, pelo Acetobacter xylinum, em relacdo ao meio (dgua de

coco de fruta madura e verde) e a forma de cultivo (estatico e agitacao).

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Material
O microrganismo Acetobacter xylinum (ATCC 23769) oriundo da Fundagdo André

Tosello, Campinas-SP, dgua de coco de fruta madura e verde e os sais (NH4),SO,4, KH,POy,

MgSO, 7H,0, NaH,POy, FeSO,4, H;BO; (Vetec) foram utilizados neste trabalho.
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3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Preparo do in6culo

O pré-inoculo foi produzido a partir de células liofilizadas, reidratadas com 0,2 mL de
dgua destilada estéril e transferidas para tubo de ensaio contendo 5 mL de Caldo Manitol
estéril (5,0 g.L'1 de extrato de levedura; 3,0 g.L'1 de Bacto-Peptona; 25,0 g. L"' de D-Manitol)
e incubados a temperatura de 30°C durante 48h. A partir dessa cultura foi realizado
estriamento em placas de Petri com Agar Manitol, e incubados a 30°C por 48h.

Ap6s crescimento foi inoculada uma colénia em 50 mL de Caldo ALABAN (1962)
(100 g.L'1 de sacarose; 5 g.L'1 de fosfato 4cido de potdssio; 2,5 g.L'1 de extrato de levedura;
0,2 g.L’1 de sulfato de magnésio heptahidratado; 0,6 g.L"' de sulfato de aménio), e incubado a
30°C por 24h. Decorrido o tempo, 1 mL do pré-inoculo foi inoculado em 100 mL de Caldo
ALABAN (1962) e incubado a temperatura de 30°C por 24 horas. Em seguida, a mesma
concentragdo foi inoculada em 200 mL do mesmo caldo, e mantida a 30°C por 24 horas,

obtendo-se o inoculo inicial para o processo fermentativo.

3.2.2.2 Produgdo de celulose bacteriana

A produgdo de celulose bacteriana foi desenvolvida em meio de cultivo com agua de
coco de fruta madura e verde, portanto, utilizando dois processos de fermentagdo. O processo
fermentativo foi realizado segundo delineamento experimental, fatorial fracionado 2”2 com
32 tratamentos, em duplicata. As varidveis independentes foram forma de cultivo (sem e com
agitacdo a 100 rpm em estufa (Marconi — modelo MA- 832) e, sem e com adi¢cdo de sais
como (NH4),S04 (600 mgL™), KH,PO; (5000 mgL™), MgSO, 7H,O (200 mg.L™),
NaH,PO, (300 mg.L’l), FeSOy4 (5 mg.L'l) e H;BO; (3 mg.L’l). A adi¢do dos respectivos
minerais e concentracdes estdo relacionadas com o encontrado na literatura nos meios
sintéticos ALABAN (1962) e HESTRIN e SCHRAMM (1954).

A varidvel dependente observada foi a produgdo de celulose bacteriana (CB) (g.L™")

(Tabela 3.1).
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TABELA 3.1 - PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO 2"

Varidvel Independente Varidvel
Dependent
Tratament e
o Forma  Producio
(NH4)2SO4 KH2P04 MgSO4 NaH2P04 FeSO4 H3BO3 de CB
7H,0 Cultiv (gLh

0
1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1
2 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1
4 1 1 -1 -1 -1 1 1
5 -1 -1 1 -1 -1 -1 1
6 1 -1 1 -1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1 -1 1 -1
8 1 1 1 -1 -1 -1 1
9 -1 -1 -1 1 -1 -1 -1
10 1 -1 -1 1 -1 1 1
11 -1 1 -1 1 -1 1 1
12 1 1 -1 1 -1 -1 -1
13 -1 -1 1 1 -1 1 -1
14 1 -1 1 1 -1 -1 1
15 -1 1 1 1 -1 -1 1
16 1 1 1 1 -1 1 -1
17 -1 -1 -1 -1 1 1 -1
18 1 -1 -1 -1 1 -1 1
19 -1 1 -1 -1 1 -1 1
20 1 1 -1 -1 1 1 -1
21 -1 -1 1 -1 1 -1 -1
22 1 -1 1 -1 1 1 1
23 -1 1 1 -1 1 1 1
24 1 1 1 -1 1 -1 -1
25 -1 -1 -1 1 1 -1 1
26 1 -1 -1 1 1 1 -1
27 -1 1 -1 1 1 1 -1
28 1 1 -1 1 1 -1 1
29 -1 -1 1 1 1 1 1
30 1 -1 1 1 1 -1 -1
31 -1 1 1 1 1 -1 -1
32 1 1 1 1 1 1 1
33% -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

NOTA - CB- Celulose bacteriana; Sinais codificados- sais: -1(auséncia) e 1 (presenga); Forma de cultivo:
estético (-1) e agitacdo (1). * Tratamento controle para os sais.

A 4agua de coco de fruta madura e verde foi colocada em tanques sob agitagcdo manual
constante, para homogeneizacdo, com retirada de aliquotas de 300 mL e transferidos para
frascos de 500 mL, que continham os minerais segundo planejamento experimental (Tabela
3.1). O pH do meio foi ajustado para 5,0 (+ 0,01) com dcido acético 1 mol.L" e hidréxido de
sédio 1 mol.L”, seguido de esterilizacio em autoclave a 121°C durante 20 minutos. Na

seqiiéncia, foi feito a inoculag¢do, no meio de cultivo, de 5% (v/v) do microrganismo, que
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corresponde a 0,093 g.L™ (p/v), conservado em caldo de manutenc¢io (Caldo ALABAN). A

temperatura de incubagao foi de 30°C £1°C, com tempo de fermentacio de 168h.

3.2.2.3 Determinacao de minerais

Foram determinados, em duplicata, as concentragdes dos minerais K, Na, Fe, Mg, P,
S-SO4?, B, NTK, N-NO3,, N-NH,4* nos tratamentos que apresentaram producdo de celulose
bacteriana igual ou superior a 4 g.L’l. As coletas das aliquotas ocorreram no inicio (Oh) e final
(168h) do processo de fermentacao.

As amostras foram aquecidas a 70°C para destrui¢do do microrganismo. A celulose
bacteriana produzida, apds 168h, foi coletada e prensada para retirada do caldo de
fermentacdo e conduzido a lavagem, secagem e pesagem. O caldo retirado foi devolvido ao
caldo de fermentacdo e separado em duas sub-amostras: (A) ndo filtrada e (B) filtrada em
membrana de éster celulose de 0,45mm. As sub-amostras (A) foram submetidas a andlise de
nitrogénio total Kjeldahl, utilizando a digestdo com &cido sulfurico pelo método semi micro-
Kjeldahl. A fracdo de particulas sélidas, retida na membrana de éster de celulose, apds
filtragem das sub-amostras (B), foi submetida a digestdo seca, em mufla a 550 °C, durante 6
horas. Depois, as cinzas foram dissolvidas em &cido cloridrico 0,1 mol.L! e, em seguida,
refrigeradas até as andlises. Os filtrados de sub-amostras (B) foi dividido em duas partes,
metade foi preservada com 4cido nitrico concentrado (trés gotas para cada 20 mL de extrato) e
mantido sob refrigeracdo até a andlise dos minerais K, Na, Fe e Mg, e a outra mantida
congelada até a realizacdo das andlises de P, S-SO4?, B, N-NO; e N-NH,*. Portanto, as sub-
amostras (filtrado e digerido via seca) foram utilizadas para determinar os minerais K, Na, Fe,
Mg, P, S—SO4'2, B, NTK, N-NO;, N-NH," . Todas as andlises foram realizadas segundo
Malavolta et al., (1997).

Sédio e potassio foram determinados por fotometria de emissdo de chama (FES) em
Fotdémetro de Chama (B-262, Micronal), Foi utilizado 0,2 mL da amostra e acrescentado 10
mL de HCI 10%, seguido de agitacdo. Desta solugéo, foi retirada uma aliquota de 0,2 mL e
acrescentado 10 mL de HCI 10%, e novamente submetida ao turbilhonamento. Apés a leitura

1 P L, .
os resultados foram expressos em mg.L.™ de s6dio e potassio.
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Para a determinacgéo de ferro as amostras foram conduzidas, sem diluicdo, para leitura
em espectrofotdmetro de absorcdo atomica (AAS 240 FS - Varian). Os resultados foram
expressos em mg.L'1 de ferro.

O magnésio foi determinado em espectrofotdmetro de absor¢ao atomica (AAS 240 FS
- Varian). As amostras foram diluidas em solucdo de 5,1 g.L'1 de lantanio, ou seja, 0,2 mL da
amostra e 10 mL da solu¢do de lantinio, seguido de homogeneizacdo e leitura. O resultado foi
expresso em mg.L”! de magnésio.

A determinacdo de fésforo foi desenvolvida em fotocolorimetro (Bel SP 1150- Tecnal)
em 420 nm. Para a leitura das amostras, 0,5 mL do extrato foi diluido em 10 mL de 4gua
deionizada. Em seguida, 1 mL desta solugdo foi adicionada 4 mL de dgua deionizada e 2 mL
do reativo colorido de metavanadato de aménio 0,025%, mantido em repouso por 5 minutos e
conduzidos a leitura. O resultado foi expresso em mg.L'1 de fésforo.

A determinagéo de sulfato (S—SO4"2) foi feito com sulfato de bario por turbidimetria,
em fotocolorimetro (Bel SP 1150- Tecnal). Para a leitura foi usado 10 mL da amostra, 1 mL
de HCI 6,0N (contendo 20 ppm de enxofre) e 500 mg de BaCl, 2H,0, agitados por 30
segundos e conduzidos a leitura em 420 nm. O resultado foi expresso em mg.L™ de sulfato.

O Boro foi determinado baseada na formacdo de um complexo colorido pela reagdo do
acido borico com o reagente azometina H. As amostras foram diluidas, ou seja, em 5 mL da
amostra foi adicionado 20 mL de dgua deionizada. Dessa solugdo, foram retirados 2,0 mL e
acrescentados 2,0 mL da soluc¢do tampao e 2,0 mL da solucdo de azometina H, seguido de
agitacdo e leitura em fotocolorimetro (Bel SP 1150- Tecnal), 420 nm. Os resultados foram
expressos em mg.L" de boro.

O nitrogénio total Kjeldahl (NTK) foi determinado pelo método de Kjeldahl (IAL,
2008), nas amostras nao filtradas, e nas membranas de éster celulose utilizado no processo de
filtracdo, e os resultados expressos em mg.L’l.

Para determinar a concentragdo de N-NO; foi utilizado 25 mL da amostra e
acrescentado 0,2 mg de 6xido de magnésio e destilado, por arraste de vapor, em destilador
(Destilador de Nitrogénio MA 036 Plus), utilizando 5 mL de &4cido bdrico a 5% como
indicador. Em seguida a solucdo foi titulada com dcido sulfiirico a 0,0025 mol.L". Para
determinar a concentracdo de N-NH," foi adicionada 0,2 mg de liga de Devarda ao tubo de
Kjeldhal, utilizado na destilacdo de N-NOj, seguido de destilagdo e titulacdo. Os cdlculos
foram realizados segundo equagdo 1 e os resultados, para o N-NH4" e N-NOs, foram

-1
expressos em mg.L".
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(VH:sm - V}-msm bmnca]
N—NO;eN—-NH,= V amostra *Fieido

x 1000
(1)

Onde,

N-NO; = mg.L'1 de nitrato;

N-NH," = mg.L" de aménio;

V mso4 = volume de acido sulfirico gasto na titulacio;

V 12504 branco = VOlume de dcido sulfirico gasto na titulacdo do branco;

F 4cido = fator de corregéo do 4cido;

V = volume da amostra.
3.2.2.4 Analise dos dados

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) em nivel de 95% de
confianga, em fungio dos tempos de fermentagdo e dos tratamentos.

A anélise exploratéria dos valores de concentracio percentual de minerais foi por meio
da anélise de componentes principais (PCA). A PCA foi construida a partir de uma matriz de
dados de 52 x 10, ou seja, 52 tratamentos considerando o tempo inicial (Oh) e final (168h) do
processo fermentativo e, 10 varidveis referentes aos minerais. As amostras foram divididas
em quatro classes: fermentado em 4gua de coco de fruta madura O hora (FACM-0Oh) e 168
horas (FACM-168h); fermentado em dgua de coco de fruta verde a 0 h (FACV-0h) e 168 h
(FACV-168h). Este modelo foi desenvolvido no programa Pirouette 4.0 (Infometrix).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Rendimento da produgéo de celulose bacteriana

Os tratamentos com variagdes no rendimento de celulose bacteriana de 4,0 a 4,1 g.L'l,
42249 gL' e5,0a6,0 gL" foram considerados, para este trabalho, baixos, moderados e

altos, respectivamente (Tabela 3.2). A classificacdo foi realizada segundo levantamento de
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produgdo e produtividade relatado na literatura (Garcia et al., 1974; Masaoka et al., 1992;
Okiyama et al., 1992; Danesi, 1996; Danesi e Wosiacki, 1998; Budhiono et al., 1999;
Krystynowicz et al., 2002; Son, 2003; Bae e Shoda, 2004; Kurosumi et al., 2009; Kyazanova
et al., 2009; Park et al., 2009).

Os tratamentos 8 e 11; 15, 22 e 27; 18, 19, 20 e 23 do fermentado de dgua de coco de
fruta madura (FACM) e, 3,9, 11 e 18; 7, 10, 12, 13, 20, 23, 24 e 26; 16 e 27 do fermentado
em 4gua de coco de fruta verde (FACV), tiveram producdo de celulose bacteriana baixa (B-
CB), moderada (M-CB) e alta (A-CB), respectivamente, em ambos os fermentados (Tabela

3.2).

TABELA 3.2 — RENDIMENTO DA PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA EM
AGUA DE COCO DE FRUTA MADURA (FACM) E VERDE (FACV)

Variaveis Independentes Variavel
Dependente
T Forma de Produgdo de CB
(NH,4),SO4 KH,PO, MgSO, 7TH,O NaH,PO, FeSO, H;BO; Cultivo (gL'h
FACM FACV

1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 2,8 1.9
2 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 2,4 3.4
3 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 2,5 4,1
4 1 1 -1 -1 -1 1 1 3,8 2,9
5 -1 -1 1 -1 -1 -1 1 3,0 1.9
6 1 -1 1 -1 -1 1 -1 2,5 3,7
7 -1 1 1 -1 -1 1 -1 2,7 4,6
8 1 1 1 -1 -1 -1 1 4,0 3.4
9 -1 -1 -1 1 -1 -1 -1 32 4,1
10 1 -1 -1 1 -1 1 1 3,6 4,8
11 -1 1 -1 1 -1 1 1 4,0 4,0
12 1 1 -1 1 -1 -1 -1 3,6 4,9
13 -1 -1 1 1 -1 1 -1 32 4,4
14 1 -1 1 1 -1 -1 1 3,6 39
15 -1 1 1 1 -1 -1 1 4,5 4,3
16 1 1 1 1 -1 1 -1 3,7 5,4
17 -1 -1 -1 -1 1 1 -1 2,8 39
18 1 -1 -1 -1 1 -1 1 53 4,1
19 -1 1 -1 -1 1 -1 1 6,0 3.8
20 1 1 -1 -1 1 1 -1 5,9 4,7
21 -1 -1 1 -1 1 -1 -1 3,4 3,7
22 1 -1 1 -1 1 1 1 4,8 32
23 -1 1 1 -1 1 1 1 6,0 4,6
24 1 1 1 -1 1 -1 -1 39 4,5
25 -1 -1 -1 1 1 -1 1 2,7 2,8
26 1 -1 -1 1 1 1 -1 2,9 4,5
27 -1 1 -1 1 1 1 -1 4,7 5,2
28 1 1 -1 1 1 -1 1 3,1 34
29 -1 -1 1 1 1 1 1 2,5 34
30 1 -1 1 1 1 -1 -1 2,9 2,7
31 -1 1 1 1 1 -1 -1 2,7 3,1
32 1 1 1 1 1 1 1 3,4 35
33* -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1,37 1,8

NOTA - T = Tratamentos; CB = celulose bacteriana; * Tratamento controle para os sais;
Sinais codificados: -1(auséncia) e 1 (presenga); Forma de cultivo: estatico (-1) e agitacdo (1).
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Foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) na producdo de celulose
bacteriana entre os tratamentos do FACM. Tiveram efeito significativo as varidveis forma de
cultivo (com e sem agita¢do), KH,PO,4, FeSO,4, NaH,POy,, e as interacdes entre NaH,PO, e
FeSOy4, e NaH,PO4 com a forma de cultivo. O teste F corrobora com os valores de p e,
apresentam significincia estatistica para fins preditivos, apenas para a interacdo NaH,PO, e
FeSO, (Apéndice A - Tabelas 3.3A e 3.4A).

As diferencas significativas (p < 0,05), na producdo de celulose bacteriana, também
foram verificadas entre os tratamentos do FACV. Efeito significativos foram observados nas
varidveis forma de cultivo (com e sem agitacdo), KH,PO, e as interagdes entre NaH,POy4 e
FeSO4. O teste F corrobora com os valores de p, porém ndo apresentam significancia

estatistica para fins preditivos (Apéndice A - Tabelas 3.3A e 3.5A).

3.3.2 Influéncia dos minerais na producgéo de celulose bacteriana

As concentragdes dos minerais em fermentados de dgua de coco de fruta madura e

verde, do inicio e final do processo fermentativo estdo apresentadas nas Tabelas 3.6 e 3.7.
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Em relacdo as formas de cultivo, os tratamentos mantidos sob agitacdo tiveram

maior consumo de minerais, em ambos os fermentados (Tabela 3.8).

TABELA 3.8 - CONSUMO DE MINERAIS DE ACORDO COM A FORMA DE
CULTIVO

Consumo de minerais (%)

Meio de Forma de
cultivo cultivo K Na Fe Mg P S- B NTK N- N-
S0,* NO;  NH,"
Estatico 63 65 75 32 97 64 56 37 90 76
FACM
C Agitagcdo 69 69 84 23 84 52 52 55 94 95
Estatico 63 92 43 65 50 53 48 46 91 88
FACV
Agitagcdo 67 94 38 67 40 64 55 56 85 85

No FACM, os maiores consumos foram verificados nos tratamentos 11(B-CB),
15(M-CB), 18 e 23(A-CB), nos minerais N-NO3; Na e NTK; K; Fe e N-NH,",
respectivamente. Em FACV, sob agitacdo, os tratamentos 10 (M-CB), 11(B-CB) e
23(M-CB) tiveram maior consumo de minerais, sendo B, S—SO4'2 e NTK; Mg e NTK; K
e Na, respectivamente. Em FACM, os tratamentos mantidos sob agitacdo e com maior
produgdo de celulose bacteriana (6 g.L'l), 19(A-CB) e 23(A-CB), mostraram maiores

consumos de N-NOs e N-NH,", respectivamente (Figura 3.1).
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FIGURA 3.1 — VARIACAO PERCENTUAL NA CONCENTRACAO DOS MINERAIS
DO PROCESSO FERMENTATIVO EM AGUA DE COCO DE FRUTA MADURA E A
PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA: (A) K, (B) Na, (C) Mg, (D) Fe, (E) B, (F)
P, (G) S-SO, 7, (H) NTK, (I) N-NO; E (J) N-NH,*

Porém, em FACV a maior producdo de celulose foi verificada nos tratamentos 16
(A-CB)(5,4 g.L'l) e 27(A-CB) (5,2 g.L’l), em condicdes de cultivo estatico, ambos tiveram
maior consumo de N-NOs” (Figura 3.2) (Tabela 3.8).
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FIGURA 3.2 — VARIACAO PERCENTUAL NA CONCENTRACAO DOS MINERAIS
DO PROCESSO FERMENTATIVO EM AGUA DE COCO DE FRUTA VERDE E A
PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA: (A) K, (B) Na, (C) Mg, (D) Fe, (E) B, (F)
P, (G) S-SO42, (H) NTK, (I) N-NO; E (J) N-NH,*
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Em relacdo a produgido de celulose bacteriana, nos FACM, entre os tratamentos
com baixa, moderada e alta produ¢do mostraram maiores consumos médios de N-NOs’
(87,7%); Na (69,1%) e P (91,1%); N-NO3™ (86,3%) e N-NH," (84,6%), respectivamente.
Entre os minerais, K, Na, Fe, Mg, P, S—SO4'2, B, N, N-NO; e N-NH,", o maior e menor
consumo foi observado nos tratamentos 18 (A-CB) 69% e 23 (A-CB) 42,2%; 15(M-CB)
69,1% e 22 (M-CB) 39,4%; 23(A-CB) 84,1% e 15 (M-CB) 23,7%; 27 (M-CB) 32,9% e 22
(M-CB) 0,6%; 27 (M-CB) 97,4% e 23(A-CB) 53,3%; 27 (M-CB) 64,9% ¢ 19 (A-CB)
3,5%; 33 (B-CB) 56,1% e 15 (M-CB) 0,6%;15 (M-CB) 55,2% e 19 (A-CB) 1,0%; 11 (B-
CB) 94,7% e 22 (M-CB) 50,5%; 23 (A-CB) 95,2% e 20 (A-CB) 17,5%, respectivamente
(Figura 3.1) (Tabela 3.9).

TABELA 3.9 - CONSUMO MEDIO DE MINERAIS DE ACORDO COM A
PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA

Meio de Consumo de minerais
cultivo B Alto consumo (%) Baixo consumo (%)
B-BC NOs - N (87,7) Mg (2,4)
FACM M-BC Na (69,1); P (91,1) B (2,9); Mg (0,6)
A-BC  NO;-N(86,3);NH,"-N(84,5) Mg (3,6); NTK (1,1)
B-BC Na (92,2); NH;"-N(84,1) S-S0, (8,9); P (4,0); B (15,3)
FACV M-BC Na (87,1); NO3-N(80,6); Fe (22,5); P (12,6); S-SO4~ (0,5);
Mg (65,1) B (2,4); NTK (5,2)
A-BC NOs™-N (78,1) NTK (5,0); NH4"-N(0)

NOTA - FACM - Fermentado em dgua de coco de fruta madura; FACV — Fermentado em 4gua de coco de
fruta verde; Baixa producdo de celulose bacteriana (B-BC); Moderada produgdo de celulose bacteriana (M-
BC); Alta produgéo de celulose bacteriana (A-BC).

Em FACM os minerais K, B e S-SO4~ com porcentagem de varidncia explicada,
maior que 90%, foram submetidos a andlise de regressdo, e demonstraram diferenga
significativa entre os tempos Oh e 168h e, nos tratamentos. Os valores encontrados, com
probabilidade de 5% de incerteza, corroboram com o teste F (Apéndice A — Tabela 3.10A).

Em FACV, entre os tratamentos com B-BC, M-BC e A-BC, apresentaram maiores

consumos médios de Na (92,2%) e N-NH;" (84,1%); Na (87,1%), N-NOs™ (80,6%) ¢ Mg
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(65,0%); N-NO3™ (78,1%) e, os menores consumos de S—SO4'2 (8,9%), P (4%) e B (15,3%);
Fe (22,5%), P (12,6%), S-SO47 (0,5%), B (2,4%) e NTK (5,2%); NTK (5,0%) e N-NH,*
(0%), respectivamente. Entre os minerais K, Na, Fe, Mg, P, S—SO4'2, B, NTK, N-NOs; e N-
NH,*, o maior e menor consumo foi observado nos tratamentos 23 (M-CB) 67,5% e 13
(M-CB) 30,7%; 23 (M-CB) 94,5% e 26 (M-CB) 50,8%; 13 (M-CB) 43,6% e 16 (A-CB)
0,8%; 11 (B-CB) 67,7% e 3 (B-CB) 27,8%; 7 (M-CB) 48,3% e 33 (B-CB) 0,5%; 10 (M-
CB) 64,4% e 9 (B-CB) 2,6%; 10 (M-CB), 11(B-CB) 56,6% e 15 (B-CB) 2,4%; 7 (M-CB)
91,9% e 26 (M-CB) 45,2%; 3 (B-CB) 88,8% e 16 (A-CB) 0%, respectivamente (Figura
3.2) (Tabela 3.9).

Nos FACV os minerais Na, Mg, Fe, B, P, S—SO4’2, com porcentagem de varidncia
explicada, maior ou igual a 90%, submetidos a andlise de regressdo mostraram a existéncia
de diferenca significativa (p< 0,05) para ambos os fatores, tempos e tratamentos
(Apéndice A — Tabela 3.11A).

A baixa concentracdo de P, nos tratamentos 16 (50,8%) e 27 (29,1%) com maior
producdo de celulose bacteriana (FACV), podem estar relacionadas a importante fungéo
deste elemento na rota biossintética da celulose bacteriana em cepas de Acetobacter, na
forma combinada como nucleotideos (ATP, ADP, UDP, UTP, UGP) e fosfato inorgénico.
Algumas substancias fosforiladas estdo envolvidas com o armazenamento de energia
(como o ATP) e atuam como reguladoras de processos metabdlicos, pois muitas enzimas
tornam-se ativas ao serem fosforiladas (Benziman e Mazover, 1973; Weinhouse e
Benziman, 1974).

O baixo consumo de Fe foi verificado em FACV nos tratamentos com moderada
produgdo de celulose. Porém, a acdo dos fons férricos e ferrosos na producgéo de celulose
bacteriana pode estimular a combinac¢do de compostos fosforados com alta energia, o que
contribui na biossintese da celulose (Chédvez-Pacheco et al., 2004). Essa importancia foi
relatada por Chévez-Pacheco et al. (2005) ao verificarem aumento na produgdo de
celulose pela mudanca na concentragio de fosfato, para 100 mmol.L™.

O Mg e o NTK apresentaram baixo consumo no FACM, com baixa, moderada e
alta producdo de celulose bacteriana. Entretanto, esse aspecto nao foi observado por Son et
al. (2003b) quando examinaram o efeito de varios nutrientes na producdo de celulose
bacteriana por Acetobacter sp. V6, ao verificarem aumento na quantidade de celulose
bacteriana quando elevaram a concentragdo de MgSO4 7H,0 até 0,08%, FeSO4 7H,0 até
0,0005%, H3;BO3 até 0,0003%, (NH4),SOy4 até 0,2%, NaH,PO4 12H,0 e KH,PO, até 0,3%.
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Kyazanova et al. (2009) verificaram que células de Acetobacter xylinum diminuem a
concentragdo de fosfatos no meio de 5 para 2,5 ou 0,3 mM durante incubagéo na presenga
de Mg™* e glicose , ou Mg** e dcido casamino. Outras atividades do Mg** foram
observadas por Garcia et al. (1974) na formagéo de varios componentes lipofilicos (lipidios
difosfato a-glucose, lipidio difosfato a-celobiose e lipidios monofosfato B-galactose) a
partir do sistema enzimdtico, na presenca de UDP-Glc (uridine difosfato glucose), com
importante papel na formacdo lipidica quando adicionado de 3-6 mM, com influéncia na
biossintese de polissacarideos bacterianos.

O B teve o maior consumo no tratamento 33 (controle), em ambos os fermentados.
Esta caracteristica foi observada nos tratamentos com moderada producdo de celulose
bacteriana, o que sugere certo grau de contribui¢do do boro na producdo da mesma.

Os tratamentos com moderada e alta produgdo de celulose bacteriana, em FACM e
FACYV, respectivamente, demonstraram baixo consumo para o NTK. Budhiono et al.
(1999) observaram caracteristicas como o aumento linear da produgdo de celulose
bacteriana em relagdo & espessura e, o peso umido e seco quando adicionado fonte de
nitrogénio no processo fermentativo. As fontes com nitrogénio e fosfato foram eficientes
na producdo de celulose bacteriana. Kurosumi et al. (2009), quando investigaram a
utilizacdo de varios sucos de frutas como fonte de carbono para produgdo de celulose
bacteriana por Acetobacter xylinum NBRC 13693, observaram que a adicio de extrato de
levedura e peptona como fonte de nitrogénio era indispensavel ao crescimento celular e a
produgdo de celulose bacteriana.

O N-NH," foi significativo nos tratamentos com alta produ¢do de celulose

bacteriana em FACM. Porém, em FACV nfo apresentou grande contribui¢do. No estudo
desenvolvido por Jagannath et al.(2009) o médximo da espessura em nata-de-coco foi
verificada em pH 4, com 10% de sacarose e 0,5% de sulfato de amonio.
Em relacdo ao meio de cultivo, entre os minerais do FACM, o maior consumo foi do P
com 97,4% e o menor do Mg com 32,9% (Figura 3.1). No FACV, o Na foi o mineral mais
consumido durante o processo, com 94,5%, enquanto o Fe, com 43,6%, apresentou o
menor consumo. Em FACM houve maior consumo dos minerais K (69,0%), Fe (84,1%), P
(97,4%), S-S0, (64,9%), B (56,1%), N-NO3™ (94,7%) e N-NH," (95,2%) e, em FACV o
maior consumo foi observados em Na (94,5%), Mg (67,7%) e NTK ( 56,6%)(Figura 3.2)
(Tabela 3.12).
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TABELA 3.12 — CONSUMO DE MINERAIS DE ACORDO COM O MEIO DE

CULTIVO.
Forma de cultivo Consumo de minerais (%)
K Na Fe Mg P S-SO,© B NTK N-NO; N-NH,
FACM 69,0 69,1 84,1 329 974 649 56,1 552 94,7 95,2
FACV 67,5 945 436 67,7 483 644 559 56,6 91,9 88,8

No tratamento 33 (controle) os minerais analisados estdo em maior concentragdo no
FACM no inicio do processo (Figura 3.1), fato também observado em outros estudos sobre
o teor desses minerais em dgua de coco de fruta madura e verde (Carvalho et al., 2006;
Srebernich, 2000; Santoso et. al., 1996; Pue et al., 1992). Ao final do processo
fermentativo houve maior consumo, em ordem decrescente, de B > K, P, S-S0, ¢ N-NH,*
> N-NO3” > Mg > Fe e Na > NTK em FACM. Em FACV as maiores redu¢des foram
observadas nos minerais B > Na> K e N-NH;" > Fe > Mg > N-NO; > NTK > S—SO4’2 >P.

3.3.3 Analise multivariada

Considerando a andlise dos componentes principais (PCA) foi possivel descrever
99,46% dos dados com nove componentes, sendo 32,71% da varidncia total descrita pela
primeira componente principal (PC1) e 12,71% pela terceira componente principal (PC3).

A andlise conjunta dos gréficos dos escores e dos pesos (Figuras 3.3a e b) mostra
que PC1 separa os tratamentos em duas classes em funcao dos tempos de fermentacido Oh e
168h. Permite ainda observar, que os fermentados de Oh apresentaram maior concentracio

de S-SO47, NTK, N-NO3, N-NH;* ¢ K e, em 168h de Na, Fe, Mg,P,eB.
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FIGURA 3.3 - GRAFICO DOS ESCORES (A) E DE PESOS (B) DA ANALISE POR PCA DOS
DADOS DA CONCENTRACAO PERCENTUAL NO CONSUMO DOS MINERAIS NOS
TRATAMENTOS DE FERMENTADOS: FACM -0H (A) E FACM-168H (V), FACV-0H (l) E
FACV-168H ().

A PC3 separa em duas regides os minerais relacionados ao meio de cultivo. Os
tratamentos com valores positivos como Fe, P, B, S—SO4'2 e NTK discriminam o FACV.
Por sua vez os valores negativos de pesos correspondem as varidveis K, Na, Mg, N-NH, e
N-NOj discriminam significativamente os FACM.

No inicio do processo fermentativo os minerais em maior concentracdo foram K,
N-NH," e N-NO;” em FACM e, S—SO4'2 e NTK em FACV. As 168 h observou-se no
FACM menor consumo de Na e Mg e, maior dos minerais Fe, P, B, S-SO4% e NTK. Em
FACV os minerais Fe, P, B demonstram menor consumo ¢, K, Na, Mg, N-NO3 ¢ N-NH,*
apresentaram redug@o acentuada. Esses resultados mostraram relag@o inversa ao consumo
desses minerais entre os meios de cultivo.

O Fe e o Mg sdo os minerais com maiores valores de pesos na regido positiva e
negativa, respectivamente, da PC1. Na PC3, o N-NOjs™ apresenta maior valor de peso na

regido negativa do lado direito, e o Na no lado esquerdo (Figura 3.3b).
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3.4 Conclusao

Em FACM, as varidveis forma de cultivo (com e sem agitacdo), KH,PO4, FeSOys,
NaH,PO,, e as interacdes entre NaH,PO4 e FeSO,, e NaH,PO, com a forma de cultivo
(com e sem agitacdo), tiveram efeito significativo durante o processo fermentativo. Em
FACYV os efeitos foram observados nas varidveis forma de cultivo, KH,POy, e as interagcdes
entre NaH,PO, e FeSO,.

Entre as formas de cultivo, os tratamentos mantidos sob agita¢do tiveram maiores
reducdes de minerais, em ambos os processos. Considerando os meios de cultivo, o
FACM apresentou maior consumo dos minerais K, Fe, P, S—SO4'2, B, N-NO; e N-NH," e,
em FACV os maiores consumos foram de Na, Mg e NTK.

Em relagdo a producdo de celulose bacteriana, os dois processos fermentativos
apresentaram maior consumo de Na e N-NOs, nos tratamentos com moderada e alta
producdo de celulose, respectivamente, o que sugere maior contribui¢do desses minerais
para produgdo de celulose bacteriana. Os tratamentos com baixa produgdo de celulose
bacteriana mostraram maior consumo de N-NOs;” em FACM e, Na e N-NH;" em FACV.
Menores reducdes de NTK foram verificadas em tratamentos com moderada e alta
producdo de celulose, em ambos os fermentados. Nos tratamentos com baixa produgao de
celulose houve menor consumo de Mg e NTK em FACM e de S—SO4'2, Pe B em FACV.

A PCA permitiu diferenciar os minerais com maior influéncia entre os meios de
cultivo. Em FACM, K, Na, Mg, N-NH," e N-NOs~ foram mais significativos e, Fe, P, B,
S—SO4'2 e NTK discriminaram o FACV. Ao final do processo fermentativo, os resultados
mostraram relagdo inversa no consumo dos minerais entre os meios de cultivo, com
maiores consumos de Fe, P e B (FACM) e, Na e Mg (FACV).

Portanto, a maior producdo de celulose bacteriana, 6 gL', foi verificada nos
fermentados contendo 4dgua de coco de fruta madura, KH,PO, (5000 mg.L‘l), FeSO4 (5
mg.L'l), NaH,PO, ( 300 mg.L'l) e, mantidos sob agitacao.
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Produgdo e caracterizacdo de biofilme de blenda de fécula de batata e celulose
bacteriana

CAPITULO IV

PRODUCAO E CARACTERIZA(;AO DE BIOFILMES
DE BLENDA DE FECULA DE BATATA E CELULOSE
BACTERIANA

4.1 INTRODUCAO

Consideravel interesse tem sido demonstrado no desenvolvimento e caracterizago
de biofilmes devido ao seu potencial de aplicagdo nos setores alimenticio, agricola e pela
questdo da biodegradabilidade (Batista et al., 2005; Elizondo et al., 2009). Geralmente sio
elaborados a partir de proteinas, polissacarideos, lipideos e derivados (Henrique et al.,
2008). Vdrios polissacarideos sdo empregados como bons formadores de biofilmes, como
quitosana, amidos, alginatos, carragenas, pectinas e derivados da celulose (Garcia et al.,
2004).

A celulose é o mais abundante biopolimero da natureza e de grande importancia na
economia global (Klemm et al., 2001; Czaja et al., 2006; Klemm et al., 2005). Pesquisas
tém sido desenvolvidas visando a producdo de celulose de origem bacteriana devido a sua
ampla aplicacdo, e vem sendo caracterizada como uma nova commodity bioquimica, tendo
importante valor comercial (Vandamme et al., 1998; Phisalaphong e Jatupaiboon, 2008).

A celulose bacteriana produzida por Acetobacter xylinum é composta por moléculas
de glicose unidas por ligacdes glicosidicas B (1 — 4), formando cadeias lineares nao-
ramificadas longas e rigidas. A unido destas cadeias forma micro-fibrilas, orientadas em
paralelo, formando ligagdes de hidrogénio intra-molecular (Raven et al., 2001). As micro-
fibrilas apresentam didmetro de 3 a 8 nm (Czaja et al., 2006; Klemm et al., 2005) com
grau de polimerizacdo de 2.000 a 14.000. Cristalizam-se compactadas e em fitas, as quais
alcancam uma espessura de 1 a 9 um, formam extensa estrutura reticulada estabilizada
por pontes de hidrogénio, e sua condensagdo dd lugar a uma estrutura tridimensional

(Chavez-Pacheco et al., 2004).
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A fibra de celulose bacteriana desprovida de lignina e hemicelulose tém alta pureza
quimica, cristalinidade (60-90%), forca de tensdo, elasticidade, durabilidade,
biodegradabilidade, elevada capacidade de retencdo e absor¢do de dgua (99% do seu peso)
(Czaja et al., 2006; Klemm et al., 2005) devido ao didmetro menor das microfibrilas, é
inerte metabolicamente, além de ndo ser toxica e alergénica (Saxena et al., 1994; Jonas e
Farah, 1998; Vandamme et al., 1998).

A eficiéncia funcional dos biofilmes depende da composicdo, do processo de
formacao, de sua aplicacdo e sdo influenciadas por fatores como espessura, densidade,
gramatura, taxa de permeabilidade ao vapor de dgua e solubilidade (Sobral, 2000).

Uma alternativa para melhorar as propriedades fisicas € a preparacdo de blendas
poliméricas, mediante o uso combinado de polimeros (polissacarideos, lipideos e
proteinas), com as vantagens de cada um dos componentes (Garcia et al., 2004). Desta
forma, misturas fisicas de dois ou mais polimeros de alta massa molar em conjunto com
um plastificante e um solvente tem se mostrado eficiente para obtencdo destes novos
materiais poliméricos. A mistura freqiientemente exibe propriedades superiores quando
comparadas as propriedades de cada componente polimérico individualmente (Laurindo,
2007).

A combinagdo de biopolimeros para compor os biofilmes permite utilizar
vantajosamente suas caracteristicas funcionais, como propriedades mecanica (resisténcia e
flexibilidade), propriedades opticas (cor e opacidade), propriedades sensoriais,
propriedades de barreira (permeabilidade ao vapor de dgua, ao O, e CO,) e solubilidade em
dgua (Rigo, 2006).

A associacdo da celulose bacteriana com outros polimeros pode ser um método
efetivo para aumentar suas caracteristicas e estrutura, proporcionando novas aplicacdes
industriais. Estudos recentes sobre o uso da celulose bacteriana na formagao de compdsitos
pelo método de impregnagdo apresentaram bom desempenho nas propriedades mecénicas
dos filmes formados. Saibuatong e Phisalaphong (2010) adicionaram Aloe vera no meio de
cultivo durante a biossintese da celulose bacteriana, promovendo refor¢o no biopolimero,
com aumento significativo nas propriedades mecanicas de forca, cristalinidade, capacidade
de absorcdo de dgua e permeabilidade ao vapor de dgua. Wan et al. (2009), produziram
biocompositos de nanofibrilas de celulose bacteriana e amido e, observaram maior
eficiéncia nas propriedades de tensdo, resisténcia a umidade e ao ataque de

microrganismos. Martins et al. (2009), utilizaram celulose bacteriana como refor¢co em
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matriz de amido de milho termopldastico, esta combinagdo exibiu melhores propriedades
mecanicas quando comparadas com compésitos de celulose vegetal. Yano et al. (2005)
apresentaram a producdo de nanocompésitos feitos com nanofibras de celulose bacteriana
e resina acrilica. Compésitos de celulose bacteriana, na forma de folha, adicionado de
resina fendlica foram produzidas por Nakagaito et al. (2005) e, mostrou alta resisténcia
de tensdo, com modulo de Young de 28 giga Pascal (GPa). Outras pesquisas com altos
valores no médulo de Young foram relatados por Guhados et al. (2005) de 78 £17 GPa em
fitas de celulose com largura variando de 35 a 90 nm; em filamento tnico de celulose
bacteriana foi obtido 114 GPa por Hsieh et al. (2008). O mdédulo de cristal em celulose
tipo I (presente em celulose bacteriana) em direcdo paralela ao eixo da cadeia, medida por
difracdo de raios X, foi calculado em 138 GPa, sugerindo que a celulose bacteriana é
promissor candidato ao refor¢co de bionanocompositos (Soykeabkaew et al., 2009).
Entretanto, até o momento nao hé informacao sobre as propriedades de barreira em
compositos de celulose bacteriana e amido, produzidos por método de mistura. Assim, o
objetivo deste trabalho foi verificar as propriedades fisicas, quimicas e de barreira em
biofilme a base de celulose bacteriana (BC) e fécula de batata (FB) produzida pelo método

de mistura.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material

Celulose bacteriana produzido por Acetobacter xylinum ATCC 23769 oriundo da
Fundacdo André Tosello — Campinas-SP, fécula de batata (Yoki) e glicerol P.A. (Merck)

foram utilizados neste trabalho.

4.2.2 Métodos
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4.2.2.1 Caracterizacdo da fécula de batata

A fécula de batata foi analisada quanto ao teor de proteinas, lipideos, cinzas e
umidade, determinados de acordo com o método do Instituto Adolfo Lutz (2008). A
umidade foi determinada gravimetricamente, por perda de peso, em estufa a 105°C até
massa constante, e o teor de cinzas foi obtido por incineracdo do material em mufla a
temperatura de 550°C. Os lipideos (extrato etéreo) foram obtidos por extragdo continua
com hexano, em aparelho de Soxhlet. O nitrogénio total foi determinado pelo método de
Kjeldahl e, para expressar o resultado em proteina foi usado o fator de 6,25. A
determina¢do de amido total foi realizada segundo Demiate et al. (2001) e os resultados
expressos em porcentagem. A amilose total foi determinada por método colorimétrico,
conforme descrito por Zavareze et al. (2009) e o resultado expresso em procentagem. O
teor de amilopectina (%) foi calculado pela subtracdo do teor de amilose total (%) de

100%.

4.2.2.2 Processamento de celulose bacteriana

A celulose bacteriana retirada do caldo de fermentagcdo (dgua de coco de fruta
madura -300 mL; KH,PO, — 5000 mg.L™"; FeSO4 — 5 mg.L™"; NaH,PO, — 300 mg.L™) foi
aquecida até a fervura por 10 minutos, para destruicio do microrganismo. As peliculas
foram submetidas a sucessivas lavagens com dgua deionizada para retirada dos residuos da
fermentacdo, com posterior tratamento com NaOH 0,1N a 90°C por 30 minutos (Wu e Lia,
2008), e novamente lavagens com dgua deionizada (Figura 4.1A). Apés purificagdo, foi
desidratada em estufa com circulacdo de ar (QUIMIS — modelo Q317B) a 50°C £ 2°C por
24 horas (Figura 4.1B) e triturada em moinho de bola (Modelo CT-241) por 40 minutos.
Peneira de 150 mesh (1267,85 pum) (Bertel — modelo BT L021) foi utilizada para

padronizar a granulometria da celulose (Figura 4.1C).
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(A)

(B)

FIGURA 4.1 - CELULOSE BACTERIANA: (A) PURIFICADA; (B) SECA; (C)

TRITURADA

4.2.2.3 Processamento de biofilme polimérico

Os biofilmes foram formulados utilizando planejamento experimental por Modelo

de Mistura Terndria (Barros Neto et al., 1995), com componentes de fécula de batata (FB),

celulose bacteriana (CB) e glicerol (GL), com propor¢des que variaram de 0 a 87,5%, 0 a

100% e 0 a 17,5%, respectivamente, com peso total de 4g (Tabela 4.1). As propor¢des do

planejamento experimental foram determinadas por meio de ensaios preliminares.

TABELA 4.1 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL POR MODELO DE MISTURA

Componentes da Mistura (%)

Tratamentos Fécula de batata (FB) Celulose bacteriana (CB) Glicerol (Gl)
1 50,00 37,50 12,50
2 62,50 25,00 12,50
3 75,00 12,50 12,50
4 87,50 0,00 12,50
5 47,25 35,25 17,50
6 59,00 23,50 17,50
7 70,75 11,75 17,50
8 82,50 00,00 17,50
9 00,00 100,0 00,00

As solugdes filmogénicas foram produzidas por meio da técnica de mistura, e

aquecidas a 70°C, sob agitacdo de 50 rotagdo por minuto (rpm) em agitador magnético

(Nova Etica- modelol14) , durante

25 minutos. A celulose bacteriana, em po6, foi

adicionada apds 20 minutos de aquecimento. A dgua foi utilizada como solvente. Este
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procedimento foi adotado devido a formagdo de filamentos que sdo produzidos com o
aquecimento gradual, conforme ensaios preliminares.

Ap6s resfriamento, em temperatura ambiente, os biofilmes foram confeccionados
pela técnica de casting (Yang e Paulson, 2000), que consiste na desidratacdo de uma
solu¢do filmogénica aplicada sobre um suporte, em placa de vidro com drea de 200 x 200 x
30 mm, cobertas com filme de PVC (policloreto de vinila) e delimitadas a uma area de 170
x 170 x 30mm. A secagem ocorreu em estufa com circulagio de ar for¢ado (QUIMIS-
modelo Q 317B) a 37°C % 2°C por 18 horas. O tratamento 9, com celulose bacteriana pura,
foi processada como descrito no item 4.2.2.2 até a fase de purificagdo. Apds foi esticada
sobre grades e secas em estufa a 50°C por 60 minutos. Os biofilmes foram mantidos em
frascos hermético contendo solugdo saturada de brometo de sédio NaBr (Vetec) a 22°C,
com 58% de umidade relativa (UR), em estufa de DBO (Thelga-Modelo T34P) até a

realizacdo das andlises.

4.2.2.4 Caracterizacdo de propriedades fisicas, quimicas e de barreira de biofilmes

poliméricos

Os biofilmes foram caracterizados por meio das propriedades fisicas, quimicas e de
barreira, sendo, espessura, gramatura, densidade, opacidade, solubilidade, umidade, indice
de intumescimento em pH 1,8 e 8,0, taxa de permeabilidade ao vapor de dgua (TPVA),
permeabilidade ao vapor de dgua (PVA), umidade, isoterma de adsorcdo de dgua a 20°C e
30°C, andlise estrutural por microscopia eletronica de varredura (MEV), andlise da
interagdo entre os componentes do biofilme por espectroscopia de infravermelho por

Transformada de Fourier (FTIR). Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.

4.2.2.4.1 Espessura, gramatura, densidade e opacidade

A espessura, gramatura e densidade foram realizadas segundo Sarantépoulos et al.
(2002). Os corpos de prova foram previamente desidratados em estufa a 50°C + 2°C por
2h, e colocados em dessecador com silica-gel para serem resfriados em temperatura

ambiente. A espessura foi obtida com micrometro (Mitutoyo + 0,001) em cinco pontos de
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cada corpo de prova de 4 cm”. A gramatura foi determinada pela pesagem de uma drea de 2
cm’” do filme, em balanca analitica utilizando a equagdo 2. Os resultados foram expressos

2
emgm".

b
G = 10000-
a

2)

Onde,
G = gramatura (g.m’z)
p = peso do filme (g)

a = area do filme (sz)

A densidade foi determinada através da medi¢@o da espessura em cinco pontos, do

corpo de prova de 2 cm’ e, calculados pela equagdo 3. Os resultados foram expressos em g.

3
cm”.

< |8

3)

Onde,
d = densidade (g.cm™)
m = massa (g)

v = volume (cm3 )

A opacidade aparente dos biofilmes foi determinada em espectrofotometro
UV/Visivel (Cintra 10 - Modelo Cintra Double Bean). Os corpos de prova foram cortados
em retangulos e aderidos a parede interna da cubeta de quartzo (Biosystem — modelo Q 4).
Nessas condic¢des, foi varrida a faixa de comprimento de onda da luz visivel em 600 nm.
Os resultados foram apresentados como a razdo entre a absorbincia e a espessura do

biofilme (mm) (AbSggonm mm’l), conforme Park e Zhao (2004).
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4.2.2.4.2 Solubilidade e indice de intumescimento

A solubilidade em dgua foi determinada segundo Gontard et al. (1994), com corpos
de prova de 2 cm”. O peso seco inicial foi obtido em balanga analitica (Shimadzu AX 200)
(£ 0,0001g), apds secagem a 50°C + 2°C por 2h. Os corpos de prova foram imersos em
recipiente contendo 50 mL de dgua destilada e colocados sob agitacdo de 50 rpm (Nova
Etica- modelo114), durante 24h, em temperatura de ambiente. A suspensio resultante foi
filtrada e o residuo foi seco a temperatura de 105°C por 24h. Apés pesagem, foi
determinada a quantidade de matéria seca nao solubilizada. A solubilidade do biofilme foi
expressa em porcentagem de massa solubilizada em relagdo & massa inicial.

O indice intumescimento, ou seja, a hidratacdo dos biofilmes em pH acido (pH 1,8)
e alcalino (pH 8,0), foi realizado com corpos de prova de 2 cm?, segundo Cavalcanti et al.
(2002). O peso seco inicial foi obtido apés secagem a 50°C +2°C por 2h. Os corpos de
prova foram imersos em solu¢do com dcido cloridrico pH 1,8 e, solucdo com bicarbonato
de soédio pH 8,0 por periodo de tempos de 1, 10, 30 e 60 minutos. Transcorridos os
intervalos pré-determinados, os biofilmes foram removidos utilizando pinga, e o excesso
de dgua foi absorvido em papel filtro, durante 1 minuto. Os biofilmes hidratados foram
repesados. O indice de intumescimento foi calculado conforme equagéo 4, e os resultados

expressos em porcentagem (%).

Pf—Pi
Pi

Ii% = . 100

@

Onde,

Pf = peso final do biofilme apds periodo de hidratagao;

Pi = peso inicial do biofilme seco.
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4.2.2.4.3 Umidade

A umidade foi determinada por técnica gravimétrica, que se fundamenta na perda
de umidade e substincias volateis a temperatura de 105°C, segundo metodologia do
Instituto Adolfo Lutz (2008).

Capsulas de aluminio foram previamente limpos, secos em estufa a 105°C por 2
horas, resfriados em dessecador e pesados. Adicionou-se 1g da amostra, mantidos em
frascos hermético contendo solucdo saturada de NaBr (Vetec) a 22°C, com 58% de
umidade relativa (UR). Cédpsula de aluminio e amostra foi conduzida em estufa e mantida a
105°C durante 24h, até massa constante. Resfriados em dessecador, foram pesados e

calculado pela equacgéo 5. Os resultados foram expressos em porcentagem (%).

(4—B)

Umidade = x100

)
Onde,

A = Peso inicial (cdpsula + amostra)
B = Peso final (cdpsula + amostra apds secagem)

C = Peso da amostra

4.2.2.4.4 Taxa de permeabilidade ao vapor de dgua (TPVA) e permeabilidade ao vapor de
dgua (PVA)

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) foi determinada por
gravimetria pelo método padrdo da norma da American Society for testing and materials -
ASTM E96-00 (Sarantépoulos et al., 2002). Os corpos de prova apresentaram area de
0,0011 m’ e aplicados em capsulas de aluminio contendo 5g de CaCl, (anidro), dessecado
em estufa a 150°C por 24h, e vedados com silicone. As cdpsulas foram acondicionadas

em dessecadores contendo solugdo saturada de cloreto de sédio. Todo o conjunto foi
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acondicionado em estufa de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) (Thelga — Modelo
T34P) a 20°C £ 0,5°C, proporcionando umidade relativa de 75%.

A permeabilidade do biofilme foi calculada por meio de regressédo linear entre o
ganho de peso (g) e o tempo (h) durante o experimento. O coeficiente angular da reta
determina a quantidade de dgua ganho pelo tempo (tg o). A TPVA foi calculada segundo a

equacio 6 e expressa em g H,O.m™. dia™.

o
TPVA = tg_
A

(6)

Onde,
TPVA = gH,0 m™. dia™
Tg a = coeficiente angular da reta

A = dreaem (mz)

O resultado da TPVA permite calcular a permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

por meio da equacdo 7 e, foi expressa em gH,O mm m’2.dia’1.mmHg’1.

__100.TPVA.e

p.URs=
(7

Onde,
PVA = gH,0 mm. m? .dia’.mmHg"
e = espessura do biofilme (mm)

p = pressdo de vapor de dgua pura na temperatura de 20°C, expressa em mmHg

URe = umidade relativa a 20°C

87



4.2.2.4.5 Tsoterma de adsor¢do de dgua

Isotermas de adsor¢do foram determinadas em temperaturas de 20°C e 30°C, pelo
método estitico (Mortola et al., 2003). A obten¢do de valores de umidade relativa (UR)
entre 5% e 100%, foi realizada com diferentes concentra¢des de solucdo de dcido sulfirico

P.A. (Ditchfield, 2000) (Tabela 4.2).

TABELA 4.2 - ATIVIDADE DE AGUA, (AW) EM DIFERENTES TEMPERATURAS E
CONCENTRACOES DE ACIDO SULFURICO

Concentragdo de H,SO, (%) Atividade de dgua (Aw)

20°C 30°C
0 0,100 0,100
5 0,980 0,980
10 0,955 0,956
20 0,879 0,881
30 0,749 0,755
40 0,562 0,572
50 0,355 0,358
55 0,258 0,260
60 0,167 0,170
80 0,053 0,055

Fonte: Ditchfield (2000).

A concentracdo do 4acido sulftirico P. A. foi determinada por titulacio com
hidréxido de sédio P.A. e indicador metil orange, considerando o grau de pureza do 4cido
sulftrico e do hidréxido de sédio P.A.

Os biofilmes foram mantidos em estufa a 50°C por 2h. Apds resfriados em
dessecadores foram pesados 0,2 g para obtencdo da massa inicial. Os biofilmes foram
mantidos em frascos de vidro, hermeticamente fechados, contendo solucdo de éacido
sulfdrico, em 10 concentracdes diferentes e, acondicionados em estufa de DBO (Thelga -
Modelo T34P) a 20 °C e 30 °C, conforme andlise. As pesagens foram realizadas em
balanga analitica (Shimadzu AX 200) + 0,0001g a cada 24h, até atingir a umidade de
equilibrio com trés massa constante. Os biofilmes foram secos em estufa a 105°C, por 24
horas. Resfriados em dessecadores, foram pesados, obtendo o valor da umidade de

equilibrio por meio da equacdo 8 e, expresso em g de dgua por 100g™” de matéria seca.
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meq — ms
Xegq= —

®)

Onde,

Xeq = umidade de equilibrio (base seca) (g de dgua por IOOg'1 de matéria seca)
meq = massa da amostra no equilibrio (g)

ms = massa da amostra seca (g)

Os resultados foram ajustados matematicamente pelo modelo de GAB

(Guggenheim — Anderson — de Boer), segundo equagao 9.

KCX,, aw
(1 — Kaw)(1— Kaw + CKaw)

Xeq =
)

Onde,

Xeq = umidade de equilibrio (g de 4gua por 100 gﬁ1 de matéria seca)

K = constante de GAB relacionada a energia de interacio das moléculas
adsorvidas na multicamada

C = constante relacionada a energia de interacdo das moléculas adsorvidas na
monocamada

Xm = umidade na monocamada (g de dgua por 100 g’1 de matéria seca)

Aw = atividade de 4gua (UR/100)
A determinagdo dos pardmetros do modelo foi realizada por regressdo ndo-linear,

com critério de convergéncia de 0,0001, usando o método Quasi-Newton, por meio do

programa Statistica 5.1.
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4.2.2.4.6 Andlise estrutural dos biofilmes por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para anélise microscépica, os biofilmes foram mantidos em dessecador com cloreto
de célcio anidro (CaCly) (Vetec) por 48 horas. Os corpos de prova foram metalizados com
ouro usando IC-50 ION COATER, marca Shimadzu, por 10 minutos. As imagens foram
obtidas por meio do Microscépio Eletrdnico de Varredura, marca Shimadzu - modelo SSX

550 SUPER SCAN.

4.2.2.4.77 Andlise da interacio dos componentes do biofilme por espectroscopia de

infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os biofilmes foram analisados em espectrofotometro de infravermelho Nicolet,
modelo FTIR 4700, na regido espectral entre 4000 a 400 cm-, com resolugdo de 2 cm-. Para
detectar mudancas na estrutura e a interac@o entre os polimeros do biofilme foi feito com
60 scans. Pastilha com 40 mg de brometo de potassio (KBr) (Merck), previamente
dessecado, foi utilizado para corre¢do de ruidos instrumentais.  Os biofilmes foram
preparados na forma de pastilhas, com 0,0391mg de KBr e 0,0009 mg da amostra, para

cada tratamento.

4.2.2.5 Analise dos dados

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 95% de confianca (a 0,05). Os pardmetros
estudados foram analisados pela metodologia de andlise de superficie de resposta, por meio
de diagrama terndrio (Statistica 5.1).

A andlise de componentes principais (PCA) foi utilizada com o objetivo de avaliar
a similaridade entre os biofilmes e a influéncia exercida por cada propriedade. A PCA foi
aplicada a matriz de correlagdo de dados no programa Pirouette (Infometrix) versdo 4.1,

utilizando o pré-processamento de autoescalamento em fungdo da correlacdo entre as
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propriedades (espessura, gramatura, densidade, opacidade, solubilidade, indice de
intumescimento em pH 1,8 e 8,0, TPVA e PVA) de cada tratamento, com as diferentes

concentragdes de fécula de batata, celulose bacteriana e glicerol.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Composi¢ao da fécula de batata

Os resultados da composi¢do da fécula de batata estdo apresentados na tabela 4.3.

TABELA 4.3 - TEORES DOS COMPONENTES DA FECULA DE BATATA

Teores dos componentes da fécula de batata (%)

Proteina  Lipideos = Amido total Amilose  Amilopectina ~ Umidade Cinzas

0,17 0,10 78,3 35,4 42,8 10,1 0,10
+0,01 +0,01 +0,83 +0,73 +1,37 +0,36 +0,007

Nota: Sdo apresentados as médias das triplicatas e respectivo desvio padrio.

A fécula de batata apresentou 78,3% de amido total, 35,4% de amilose, 42,8% de
amilopectina. Valores menores de amido total, 65,1%, foram encontrado por Freitas et al.
(2005), em farinha de batata. A amilose € a fracdo menos organizada (amorfa), com
densidade que permite a penetragdo da dgua entre suas camadas e amilopectina, a fracio
mais organizada (cristalina) dos granulos, mais densa, confere maior resisténcia a
penetracdo da 4gua e aglo enzimdtica; ambas estdo ligadas entre si por pontes de
hidrogénio e envoltas por uma matriz protéica (Ezequiel, 2002). As propor¢des de amilose
e amilopectina influem na viscosidade e no poder de gelificagdo do amido (Cereda et al.,
2001). Bobbio e Bobbio (1989) relatam menores valores de amilose para o amido de

batata, 18%, e maiores porcentagens de amilopectina, 82%, em relagdo ao encontrado neste
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trabalho, contudo o estddio de desenvolvimento da planta € um dos fatores que pode
influenciar esta porcentagem. Geddes et al. (1965) observaram um aumento significativo
do teor de amilose em amido extraido de batata em estadio de tuberizacdo mais avangado.

O teor de proteinas foi de 0,17%, o que pode significar um sabor suave, nio
interferindo no sabor e aroma dos alimentos, devido aos baixos teores de proteina residual,
que em geral fica abaixo de 0,1%. O baixo teor de proteina é parcialmente responsavel pela
alta transparéncia de amidos nativos e modificados (Cereda, 2001). Comparando-se com
os resultados de Franco (2002), o teor obtido de proteina em amido de batata foi de 5,8% e
Freitas et al. (2005) verificou teor de 3,9%, esses valores sdo maiores que o encontrado
neste trabalho. Esta diferenca pode ser devido a processos de obtencdo desta, e diferencas
das caracteristicas das matérias-primas.

O teor de lipideos foi de 0,10%, e segundo Franco (2002), a batata inglesa possui
baixos teores de lipideos, o que pode facilitar o processo de gelificacio e retrogradacio do
amido. Freitas et al. (2005) encontraram baixos valores, 0,2%, porém pouco superior ao
encontrado neste trabalho.

A farinha de batata obteve um teor de umidade de 10%, estes valores estdo em
consonancia com os teores de umidade das farinhas especificadas na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2005), que variam de 8 a 21%. Freitas et al.
(2005) observaram 7,9 % no teor de umidade em farinha de batata, ou seja, valores
menores que neste trabalho.

O teor de cinzas foi de 0,10%, ou seja, indicando alto teor na matéria seca. Rezende
et al. (2007) relatam que normalmente tem-se menor quantidade de matéria seca para
batata cultivada no verdo do que no inverno, pois temperaturas elevadas e dias nublados
acarretam diminui¢do da fotossintese liquida. No inverno, o teor de matéria seca
normalmente € mais alto, em funcéo da temperatura amena e da alta luminosidade.

Os teores de umidade e cinzas indicam 89% de matéria orgéinica, esse aspecto

influencia no volume da goma formada para a elaboracio dos biofilmes.
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4.3.2 Espessura, gramatura, densidade e opacidade

Foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) nos valores da espessura,
gramatura, densidade e opacidade entre os tratamentos, confirmada pelo teste de Tukey
(Tabela 4.4). O teste F corrobora com os valores de p e, apresentam falta de significancia
estatistica para fins preditivos, nas propriedades analisadas (Apéndice B - Tabela 4.5B e

4.6B).

TABELA 4.4 — RESULTADOS DAS PROPRIEDADES ESPESSURA, GRAMATURA,
DENSIDADE E OPACIDADE EM BIOFILMES COM FECULAS DE BATATA,
CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL

Propriedades

Tratamentos Espessura Gramatura Densidade Opacidade
(mm) (g_m-z) (g-cm'3) (Absf,()().mm'l)

1 0,078°+0,002 92°+0,050 0,96°+0,036 7,868+0,100
2 0,063°+0,001 80™+0,053 1,03°+0,019 11,50°+0,200
3 0,074*+0,001 91°+0,033 1,21+£0,037 11,42°40,100
4 0,067°°+0,000 88°°+0,026 1,43%+0,011 8,28'+0,000
5 0,068"+0,000 78>+0,041 1,22°+0,040 6,80"+0,000
6 0,058°+0,001 95°+0,019 1,72*+0,019 14,81°+0,200
7 0,067°°+0,001 940,049 1,56°+0,032 8,50°+0,100
8 0,064°+0,001 93%+0,056 1,430,057 6,25'+0,000
9 0,020%+0,000 90™°+0,015 0,430,040 23,75°+0,000

NOTA - Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de
5% de probabilidade. Sdo apresentados os valores médios das triplicatas e respectivo desvio padrio.

As espessuras médias apresentaram valores entre 0,020 a 0,078 mm. Entre os
biofilmes formados por blendas, a variacdo foi de 0,058 a 0,078 mm, com diferenca de
25,6%. Essa oscilacdo pode estar relacionada a composi¢do dos componentes da mistura.
Blendas com maior concentracio de celulose bacteriana apresentaram aumento de 16,4% e
6,2% na espessura, em biofilmes com 12,5% e 17,5% de glicerol, respectivamente. O
aumento do glicerol contribuiu na reducdo da espessura, pois diminuiu a rigidez da
estrutura do biofilme e aumentou a mobilidade entre as cadeias poliméricas (Fama et al.,
2005). Com aumento da concentragdo de fécula de batata houve reducio da espessura em
14,1%, em biofilmes com 12,5% de glicerol e, com 17,5% de glicerol, a reducio foi de

5,8% (Figura 4.2).
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O tratamento 9', formado por celulose bacteriana pura, mostrou menor espessura,
entre os biofilmes. Esta espessura foi alcancada apds 5 dias de processo fermentativo, em

dgua de coco de fruta madura.

Celulose bacteriana (%) Celulose bacteriana (%)
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FIGURA 4.2 - INFLUENCIA DA FECULA DE BATATA E DA CELULOSE

BACTERIANA NA ESPESSURA: (A) 12,5% DE GLICEROL; (B) 17,5% DE
GLICEROL.

Ayarancy e Cetin (1995) com filmes de celulose e proteinas de pistache obtiveram
espessuras entre 0,014 a 0,045 mm. Rhim (2004) encontrou valores entre 0,056 a 0,069
mm na espessura de filmes a base de fécula de mandioca. Henrique et al. (2008) em filmes
de amidos de mandioca modificados, sob diferentes concentracdes, apresentaram variacao
de espessura entre 0,06 e 0,12 mm. Os valores encontrados na literatura foram similares
aos obtidos nos biofilmes formados por blenda de fécula de batata e celulose bacteriana.

Com base na andlise de varidncia (Apéndice B - Tabela 4.7B) os valores dos
coeficientes da regressdo indicaram que, entre os componentes do biofilme, as interagdes
da fécula de batata e da celulose bacteriana com o glicerol foram os fatores de maior
influéncia (p < 0,05) na espessura dos biofilmes e, o glicerol apresentou significincia

inversamente proporcional (Figura 4.3).

19 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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FIGURA 4.3 - MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A ESPESSURA

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

Por meio do diagrama ternario pode-se observar que os tratamentos, com maiores
quantidades de fécula de batata e celulose bacteriana apresentaram biofilmes com maior

espessura (Figura 4.4).

Superficie de Resposta: Diagrama Ternério
Varidvel ESPESSURA

Modelo Quadidtico R’ =0.9161
6L

I 002
I 0032
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= 0043
] 0049
1 0055
= 006t
I 0067
W 0072
I 0078
I above

FIGURA 4.4 - DIAGRAMA TERNARIO: INFLUENCIA DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE ESPESSURA

Nota — FB = Fécula de batata; CB = Celulose bacteriana; GL = Glicerol
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O modelo matematico que descreve a espessura € definido pela equagéo 10.

Espessura=-102043%x+ 0199999%y-6.063814%2- 124807 x*y+8.205092% "2+ 8.0405 04 *2+ 0.
(10)

Onde,
X = fécula de batata

Y = celulose bacteriana

Z = glicerol

Os resultados da gramatura entre os tratamentos apresentaram valores de 0,78 a
0,95 g.m'z, com diferenca de 21,7% (Tabela 4.4). Aumento de 4,5% na gramatura foi
observado em blendas com maior concentracdo de celulose bacteriana e 12,5% de glicerol.
Biofilmes com 17,5% de glicerol, e maior concentragdo de celulose bacteriana, apresentou
reducdo de 16,1% na gramatura. O acréscimo no teor de fécula de batata promoveu a
reducdo da gramatura em 4,3%, em biofilmes com 12,5% de glicerol e, em biofilmes com

17,5% de glicerol, a gramatura aumentou 19,2% (Figura 4.5).

Celulose bacteriana (%)

Celulose bacteriana (%)
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FIGURA 4.5 — INFLUENCIA DA FECULA DE BATATA E DA CELULOSE
BACTERIANA NA GRAMATURA: (A) 12,5% DE GLICEROL; (B) 17,5% DE
GLICEROL
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Foi observado aumento de 2,2% e redugdo de 3,2% na gramatura do tratamento 9i,
comparado com o0s tratamentos 44 e 8h, com auséncia de celulose bacteriana,
respectivamente.

A gramatura de filmes, definidos como o peso de uma determinada drea do
material, esta diretamente relacionada a resisténcia mecéanica e de barreira dos filmes,
sendo que maiores gramaturas oferecem maiores resisténcias mecanicas (Oliveira et al.,
1996; Sarantépoulos et al., 2002). A resisténcia mecénica é desejavel em biofilmes, quando
utilizado como embalagens em alimentos sensiveis a manipulacdo, podendo reduzir esses
efeitos.

Na andlise de variancia (Apéndice B - Tabela 4.7B) os valores dos coeficientes da
regressdo mostraram que, entre 0os componentes do biofilme, as interacdes da fécula de
batata e da celulose bacteriana com o glicerol foram os pardmetros importantes (p < 0,05)
na gramatura. O glicerol apresentou influencia inversamente proporcional, ou seja, quanto

maior a concentragdo de glicerol menor a gramatura dos biofilmes (Figura 4.6).

10000

8000 w
3 6000 - w
c
S 4000 J J
°
3 2000
(3]
[72]
_g 0 T T T T T T T T
° F.G Cc.G G F F.C c
g -2000 [
S -4000-
©
g \
-6000 -
-8000 -

FIGURA 4.6 - MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A GRAMATURA

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

94 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); " 8 ( 82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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Por meio do diagrama terndrio pode-se observar que os tratamentos, com maiores
quantidades de fécula de batata tiveram influencia nos resultados da gramatura dos

biofilmes (Figura 4.7).

Superficie de Resposta: Diagrama Temdrio
Variavel GRAMATURA

Modelo Quadréfica R”=0.9562
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FIGURA 4.7 - DIAGRAMA TERNARIO: INFLUENCIA DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A GRAMATURA

Nota — FB = Fécula de batata; CB = Celulose bacteriana; GL = Glicerol

O modelo matematico que descreve a gramatura é definido pela equacéo 11.

Gramatura =37.18480%x+0 33533353% 723 46703 8% 236 832 TR ¥ x*y+3504 73753 ¥x*z+4 760 41 108 8%y *z
(11

Onde,

X =fécula de batata
Y = celulose bacteriana

Z = glicerol
A densidade variou de 043 a 1,72 g.cm'3, com diferenca de 300%, entre os

tratamentos (Tabela 4.4). Com o aumento da celulose bacteriana houve redugéo de 32,8% e

14,7% na densidade em biofilmes com 12,5% e 17,5% de glicerol, respectivamente (Figura
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4.8). A menor densidade foi verificada no tratamento 9'. Esse fato pode estar ligado a
composicdo das fibras de celulose bacteriana (Chavez-Pacheco et al., 2004) de baixo peso
molecular, ou seja, ndo apresentam atomos pesados (C,H,O) e, portanto, sua massa por
unidade de volume ¢é relativamente baixa. A densidade de um polimero esta relacionada a
composicdo quimica, ao peso molecular (moléculas individuais) e a forma como estio
compactadas as moléculas (cristalinidade) (Sarantépoulos et al., 2002).

A densidade no tratamento 9' reduziu em média 69,9% comparado com oS
tratamentos 4" e 8", com auséncia de celulose bacteriana.

A densidade aumentou em 48,9% com o acréscimo no teor de fécula de batata, em
biofilmes com 12,5% de glicerol e, em 17,5% de glicerol a elevacdo foi de 17,2% (Figura
4.8).
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FIGURA 4.8 — INFLUENCIA DA FECULA DE BATATA E DA CELULOSE
BACTERIANA NA DENSIDADE: (A) 12,5% DE GLICEROL; (B) 17,5% DE
GLICEROL

Com base na andlise de variancia (Apéndice B - Tabela 4.8B), os valores dos
coeficientes da regressdo mostraram que, entre os componentes do biofilme, o glicerol foi
o fator de maior influéncia (p < 0,05) na densidade. As interacdes da fécula de batata e da

celulose bacteriana com o glicerol apresentaram significincia negativa (Figura 4.9).

44 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); " 8 ( 82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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FIGURA 4.9 - MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A DENSIDADE

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

Segundo o diagrama ternério, os tratamentos com maiores quantidades de glicerol e

fécula de batata produziram biofilmes mais densos (Figura 4.10).

Superficie de Resposta: Diagrama Ternario
Varidvel: DENSIDADE
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FIGURA 4.10 - DIAGRAMA TERNARIO: INFLUENCIA DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A DENSIDADE

Nota — FB = Fécula de batata; CB = Celulose bacteriana; GL = Glicerol

O modelo matematico que descreve a densidade € definido pela equagéo 12.
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Densidade=+5.963166%x+.430000Fy+17 0,01 24607 24+3.26 7534 1*x*y-2 20,7383 67*x*2- 209,965 864 y*z+-0.
(12)
Onde,

X = fécula de batata
Y = celulose bacteriana

Z = glicerol

Os resultados da opacidade mostraram variacdo de 6,25 a 14,81 Abs600nm.mm'1,
entre os tratamentos formados por blendas, com diferenga de 137% (Tabela 4.4). Valores
baixos e altos na opacidade indicam biofilmes transparentes e opacos, respectivamente.
Com aumento da concentracdo de celulose bacteriana houve reducdo de 5,1% na
opacidade, em biofilmes com 12,5% de glicerol e, com 17,5% de glicerol a opacidade

aumentou 8,8% (Figura 4.11).
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FIGURA 4.11 — INFLUENCIA DA FECULA DE BATATA E DA CELULOSE
BACTERIANA NA OPACIDADE: (A) 12,5% DE GLICEROL; (B) 17,5% DE
GLICEROL

A maior opacidade foi verificada no tratamento g (Tabela 4'4), com biofilme formado
por celulose pura. Esta caracteristica é conseqiiéncia da morfologia ou estrutura quimica
relacionada a massa molecular do componente utilizado no filme (Chen, 1995). A celulose

bacteriana é formada por fitas ultrafinas com comprimentos que variam de 1 a 9 um e,

"9 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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formam uma densa estrutura reticulada que ¢é estabilizada por extensas pontes de
hidrogénio (Bielecki, et al., 2005; Chavez-Pacheco et al., 2004) e altamente cristalinas (60
a 90%) (Czaja et al., 2006). As regides cristalinas refletem ou desviam o feixe de luz
incidente, comprometendo a transmissdo da luz, o que propicia maior opacidade em
relacdo aos amidos gelatinizados (cristalinidade reduzida).

Biofilmes opacos podem promover barreira a perda de cor em alimentos
congelados e reducdo do escurecimento pelo processo oxidativo, principalmente em frutas.
Essa caracteristica proporciona maior protecdo contra a incidéncia de luz, prevenindo a
oxidacdo de vitaminas e lipideos e a fotodegradacdo de pigmentos (Guilbert et al. 1996;
Henrique e Cereda, 1999).

Aumentos de 186,8% e 280% foram observados na opacidade do tratamento 9i,
comparado com os tratamentos 4% ¢ 8", com auséncia de celulose bacteriana.

Com acréscimo da concentracdo da fécula de batata a opacidade aumentou 5,3%,
em biofilmes com 12,5% de glicerol e, com 17,5% de glicerol a opacidade reduziu 8,1%
(Figura 4.11). Park e Zhao (2004) observaram o mesmo efeito ao estudarem a opacidade
em filmes de quitosana, ou seja, a opacidade diminui com aumento do glicerol.

A opacidade dos biofilmes, também, pode ter variado em func¢éo do teor de amilose
(35,4%). Devido a linearidade de suas moléculas, em soluc¢do, tendem a orientar-se
paralelamente, aproximando-se suficientemente para formar pontes de hidrogénio entre
hidroxilas de cadeias adjacentes. Como resultado, a afinidade do polimero por 4gua é
reduzida, favorecendo a formagdo de pastas opacas e filmes resistentes (Wurzburg, 1986).
Durante o processo de gelatinizacdo do amido ocorre mudanga na coloracio devido a perda
da estrutura e cristalinidade dos granulos de amido, tornando-se gel com certa opacidade
(Silva et al., 2007). No entanto, a baixa opacidade em biofilmes a base de amido foi
verificada por Silva et al. (2008); Silva et al. (2007), Fakhouri et al. (2007) e, em biofilme
de proteinas por Mali et al. (2002).

Na andlise de variancia (Apéndice B - Tabela 4.8B) os valores dos coeficientes da
regressao mostraram que, entre os componentes do biofilme, o glicerol foi o fator de maior
influéncia (p < 0,05) na opacidade dos biofilmes. A presenga da fécula de batata e da
celulose bacteriana e sua interacdo também contribuiram para os resultados da opacidade,

de forma diretamente proporcional. As interacdes da fécula de batata e da celulose

44 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); " 8 ( 82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL)
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bacteriana com o glicerol apresentaram influéncia inversamente proporcional (Figura

4.12).
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FIGURA 4.12 - MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A OPACIDADE

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

Por meio do diagrama terndrio observa-se que, os tratamentos com maiores
quantidades de fécula de batata, celulose bacteriana e glicerol, tiveram influencia direta nos

resultados da opacidade dos biofilmes (Figura 4.13).

Superficie de Resposta: Diagrama Terndrio
Varidvel: OPACIDADE

Modelo Quadrdtico R”=(0.9192
6L

FIGURA 4.13 - DIAGRAMA TERNARIO: INFLUENCIA DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A OPACIDADE

Nota — FB = Fécula de batata; CB = Celulose bacteriana; GL = Glicerol
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O modelo matematico que descreve a opacidade é definido pela equacéo 13.

Opacidade—+125.05%x4+23.75%y+3700.68%24+ 142,43 x¥y-5159,19%x%2-4026,1 6%y *z+-0
(13)
Onde,
X = fécula de batata

Y = celulose bacteriana

Z = glicerol

4.3.3 Solubilidade, umidade e indice de intumescimento

Foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) nos valores da solubilidade,
umidade e indice de intumescimento entre os tratamentos, confirmadas pelo teste de Tukey
(Tabela 4.9). O teste F corrobora com os valores de p, e apresentam falta de significancia
estatistica para fins preditivos, com exce¢do no indice de intumescimento em pH 8,0 1
minuto (Apéndice B - Tabelas 4.10B, 4.11B, 4.12B, 4.13B e 4.14B).

A solubilidade apresentou variacio de 28,6% a 86,2%, entre os tratamentos
formados por blendas, com diferenca de 201,4% (Tabela 4.9). Com aumento da
concentracdo de celulose bacteriana houve redugdo de 56,2% na solubilidade, em biofilmes
com 12,5% de glicerol e, com 17,5% de glicerol a solubilidade foi reduzida em 64,3%
(Figura 4.14). Entre os biofilmes, com maior concentracdo de celulose bacteriana,
tratamentos 1* e 5°, apresentaram reducdo de 24,1% na solubilidade, quando houve
aumento de 17,5% a concentracdo de glicerol. A celulose bacteriana reduziu a
porcentagem da solubilidade nos biofilmes, devido sua caracteristica insoldvel em 4gua.
Porém, Laszkiewicz (1998) relata a solubilidade da celulose bacteriana quando tratado com
NaOH 8,5% em temperatura de -5°C, somente se o grau de polimeriza¢do ndo for maior
que 400. Quando adicionado 1% de uréia, a solubilidade aumenta desde que o grau de
polimerizacdo esteja abaixo de 560.

A solubilidade no tratamento 9' reduziu em média 96,8% ao comparar com 0s

d _ oh .
tratamentos 4" € 8", sem celulose bacteriana.

*1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); 4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); °5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); " 8
(82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL);'9 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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TABELA 4.9 — RESULTADOS DA SOLUBILIDADE, UMIDADE E /I’NDICE DE
INTUMESCIMENTO EM pH 1,8 E 8,0, EM BIOFILMES DE COM FECULAS DE
BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL

Propriedades
Solubilidade Umidade Indice de Intumescimento (%)
T (%) (%) pH 1,8 pH 8,0
1 min 10 min 30 min 60 min 1 min 10 min 30 min 60 min
1 37,70 5,349 82,21° 79,38° 89,067 85,35° 73,53° 87,50° 103,427  91,94°
+0,069 +0,77 0,049  #0,119  +0,083 0,028  +0,039 0,109  +0,204 20,096
2 38,90 8,91° 58,64°  136,80°  153,90° 184,50° 67,33°  73,16° 76,987  9546°
+0,022 +1,5 +0,124  #0,192 0,107 0,02  +0,052 0,088 0,136 0,094
3 65,20° 1532° 9328  170,30® 345,90 342,50° 122,10° 197,19° 177,35 240,20
+0,044 +0,80 +0,488  #0,171 0,108  *0,057 #0251 0,016  +0,011 0,021
4 86,20° 17,49° 131,90  262,90° 219,80° 258,90  88,77°  189.32° 21555 227,79°
+0,048 +1,04 +0,027  #0,062 0,096  +0,033 0,155 0,057  +0,026 0,136
5 28,60° 4,37 115,50°  84,39° 109,40 126,06 84,73  73,79° 55217 91,43¢
+0,037 +0,60 +0,045  #0,076 20,018  *0,024  +0,061 0,134  *0,061 0,056
6 45,50° 7,009¢  134,00° 7336 85,03  90,58°  59,10°  85,00° 78207 82,39
40,092 +1,42 10,11 0,043  +0,058  +0,107  £0,108 0,117 20,05 0,072
7 48,10° 12,07° 90,09°  91,56% 84,33  88,72°  7533°  7231° 82,02  9345°
+0,138 +0,73 0,242 #0,092  +0,04 +0,1 0,117  #0,035 0,126  +0,105
8 80,20° 16,77° 115,50  204,20° 211,20° 231,90 133,60° 209,22 378,53* 418,11*
+0,092 +0,67 0,027  #0,045  #0,05 0,039  £0,029 0,039 0,013 0,04
9 2,60° 747 24470 199,60° 161,50* 191,80° 271,60° 261,05 28522°  260,70°
+0,078 +1,13 +0,057  +0,144 20272  +0,109 #0271  +0,092  +0,067  +0,087

NOTA - T = tratamento. Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. Sdo apresentados os valores médios das triplicatas e o respectivo

desvio padrao.

Biofilmes com maior concentragdo de fécula de batata tiveram aumento na

solubilidade, de 128,6% e 180,4%, com 12,5% e 17,5% de glicerol na composicao dos

biofilmes, respectivamente (Figura 4.14). Essa caracteristica pode estar relacionada ao

aumento na quantidade de hidroxilas em matrizes poliméricas polares, € com a maior

formacao de pontes de hidrogénio com a 4gua (Mchugh e Krochta, 1994; Miller e Krochta,

1997), resultando biofilmes mais soldveis.
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FIGURA 4.14 — INFLUENCIA DA FECULA DE BATATA E DA CELULOSE
BACTERIANA NA SOLUBILIDADE: (A) 12,5% DE GLICEROL; (B) 17,5% DE
GLICEROL

Biofilmes com pouca resisténcia a dgua dificilmente pode ser utilizado como
protecdo em alimentos com alta umidade. Porém, podem ser requeridos em alimentos
produzidos em pequenas porcdes que serdo dissolvidas em dgua e processados sob
aquecimento (Guibbert e Biquet, 1989).

A alta solubilidade é desejdvel em filmes biodegraddveis (Yamashita et al., 2005;
Siracusa et al., 2008) e quando utilizados em alimentos como cobertura, podem reduzir
problemas de textura nestes alimentos. Entretanto, a baixa solubilidade pode ser requerida
quando o objetivo é o aumento do teor de fibras no alimento, como o caso da celulose
bacteriana sugerido por Okiyama et al. (1992), Okiyama et al. (1993), Lin e Lin (2004),
Jagannath et al. (2009), ou ainda para recobrir firmacos como a quitosana e N-
carboximetilquitosana em estudo desenvolvido por Lamim (2006), com intuito em manter
a integridade e resisténcia a d4gua nos farmacos.

Na andlise de variancia (Apéndice B - Tabela 4.15B) os valores dos coeficientes da
regressdo indicaram que, entre os componentes do biofilme, as interacdes entre a fécula de
batata e a celulose bacteriana com o glicerol tiveram maior influéncia (p < 0,05) na

solubilidade dos biofilmes e, o glicerol mostrou influéncia negativa (Figura 4.15).
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FIGURA 4.15 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A SOLUBILIDADE

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

Por meio do diagrama terndrio pode-se observar que os tratamentos, com maiores
quantidades de fécula de batata e celulose bacteriana apresentaram maior influencia nos

resultados da solubilidade dos biofilmes (Figura 4.16).

Superficie de resposta: Diagrama Termnario
Variavel: SOLUBILIDADE

Modelo Quadrdtico R’ = 09561
6L

10345
I 15221
B 26.096
I 33972
] 41847
(149723
[ 57598
I 65474
I 73340
31225
I above

FIGURA 4.16 - DIAGRAMA TERNARIO: INFLUENCIA DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A SOLUBILIDADE

Nota — FB = Fécula de batata; CB = Celulose bacteriana; GL = Glicerol
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O modelo matematico que descreve a solubilidade é definido pela equacdo 14.

Solubilidade = -21.508%x+2.659%y-4418.372°2-299.281 *x*v+6021.461*x*2+5925.780%y*z+0.
(14)

Onde,

X = fécula de batata
Y = celulose bacteriana

Z = glicerol

A umidade variou de 4,3% a 17,4%, com diferenca de 300%, entre os tratamentos
(Tabela 4.9). Com o aumento da celulose bacteriana houve reducido de 69,5% e 73,9% na
umidade, em biofilmes com 12,5% e 17,5% de glicerol, respectivamente (Figura 4.17). A
presenca da celulose bacteriana reduziu a umidade dos biofilmes. Entre os biofilmes,
formado por blenda, com maior concentra¢do de celulose bacteriana, tratamento 1% € 5°,
houve reducdo de 18,2%, quando houve aumento na concentragdo de glicerol. Trabalhos
desenvolvidos por Funke et al. (1998), Dufresne e Vignon (1998), Avérous et al. (2001)
mostraram que em filmes de amido com adi¢do de fibras de celulose, em quantidades
pequenas, diminui a afinidade deste com a dgua. Curvello et al. (2001) adicionando fibras
de celulose em materiais termoplasticos de amido de milho e, Miiller (2007) adicionando
fibras de celulose em filmes de amido de mandioca observaram uma reducio na absorcao
de 4gua, além de maior solidez na estrutura dos filmes.

A umidade no tratamento 9' reduziu em média 53,3% ao comparar com os valores
encontrados nos tratamentos 4% e 8h, sem celulose bacteriana.

Com a elevacdo na concentracdo de fécula de batata ocorreu acréscimo de 227,5%
na umidade dos biofilmes, com 12,5% de glicerol. Biofilmes, com 17,5% de glicerol, o
aumento foi de 283,7%, ou seja, o acréscimo no teor de glicerol proporcionou biofilmes

com maior umidade (Figura 4.17). O aumento da hidrofilicidade dos biofilmes com a

*1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); 4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); ¢ 5 (47,25% FB, 35,25% CB,
17,5% GL); " (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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quantidade de plastificante pode ser atribuido a maior disponibilidade de grupos hidroxilas

para a ligacdo com a dgua (Mali et al., 2004; Godbillot et al., 2006; Chang et al., 2006;
Miiller et al., 2008).
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FIGURA 4.17 — INFLUENCIA DA FECULA DE BATATA E DA CELULOSE
BACTERIANA NA UMIDADE: (A) 12,5% DE GLICEROL; (B) 17,5% DE GLICEROL

Na andlise de variancia (Apéndice B - Tabela 4.15B) os valores dos coeficientes da
regressao mostraram que, entre os componentes do biofilme, a fécula de batata e a celulose
bacteriana tiveram maior influéncia (p < 0,05) na umidade dos biofilmes. O glicerol,
embora tenha apresentado magnitude positiva, mostrou um amplo desvio padrio,

configurando baixa significancia estatistica (p > 0,05) (Figura 4.18).
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FIGURA 4.18 - MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A UMIDADE

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

Por meio do diagrama terndrio pode-se observar que os tratamentos, com maiores
quantidades de fécula de batata e glicerol apresentaram maiores teores de umidade (Figura

4.19).

Superficie de Resposta: Diagrama Temério
Variavel UMIDADE

Modelo Quadrafico R” = 0.9492
GL

I 5054
I 6382
M 7712
= 9.042
110371
[ 11.700
[ 13.029
I 14358
Il 15687
I 17017
Il zbove

FIGURA 4.19 - DIAGRAMA TERNARIO: INFLUENCIA DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A UMIDADE

Nota — FB = Fécula de batata; CB = Celulose bacteriana; GL = Glicerol
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O modelo matematico que descreve a umidade é definido pela equacio 15.

Umlidade=+35.3397*x+7.4679*y+400.703 1%2-3.9638*x"y-573.7289*x*z-609.3003%v"*z

(15)

Onde,
X = fécula de batata
Y = celulose bacteriana

Z = glicerol

O indice de intumescimento em pH 1,8 nos tempos 1, 10, 30 e 60 minutos,
apresentaram variagdes entre os tratamentos formados por blendas, com diferencas de
128,5%, 258,4%, 310,3% e 301,4% e, em pH 8 as diferengas foram de 126,2%, 189,3%,
585,6% e 407,5%, respectivamente (Tabela 4.9).

Com aumento da concentragdo de celulose bacteriana, em biofilmes formados por
blendas, houve reducio no indice de intumescimento, tanto em pH é4cido quanto alcalino,
com excecdo dos biofilmes com 17,5% de glicerol, imersos em solugdao com pH 1,8 por 1
minuto. Em biofilmes, com 12,5% de glicerol, e colocados em solucdo de pH 1,8, as
reducdes foram de 37,7%, 69,8%, 59,5% e 67% e, em pH 8,0, apresentaram 17,1%,
53,8%, 52% e 59,6%, nos tempos 1, 10, 30 e 60 minutos, respectivamente. Em biofilmes,
com concentragdo de 17,5% de glicerol, imersos em solucdo com pH 1,8, as reducdes
foram de 58,7%, 48,2% e 45,6% nos tempos de 10, 30 e 60 minutos e, em pH 8,0
apresentaram  36,6%, 64,7%, 85,4% e 78,1%, nos tempos 1, 10, 30 e 60 minutos,
respectivamente (Figura 4.20). Esse efeito foi verificado por Phisalaphong e Jatupaiboon
(2008), em filmes produzidos com celulose bacteriana e quitosana, houve aumento na
capacidade de absor¢éo a 4gua com o acréscimo de quitosana.

Com o acréscimo na concentracio de fécula de batata, em biofilmes formados por
blendas, o indice de intumescimento apresentou relagdo inversa a celulose bacteriana.
Biofilmes com 12,5% de glicerol, e submetidos a solu¢do com pH 1,8, os aumentos foram

de 60,4%, 231,2%, 146,9% e 203,4% e, em pH 8,0, apresentaram 20,7%, 116,3%,
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108,4% e 147,7% nos tempos 1, 10, 30 e 60 minutos, respectivamente. Em biofilmes, com
17,5% de glicerol, imersos em solu¢do com pH 1,8, os aumentos foram de 142%, 92,9%,
83,9%, nos tempos 10, 30 e 60 minutos e, em pH 8,0, apresentaram 57,7%, 183,5%,
585,6% e 147, 7% nos tempos 1, 10, 30 e 60 minutos, respectivamente (Figura 20). Rosina
et al. (2004) em estudo com polissacarideo extraido da raiz de Létus, quando incorporado
ao Eudragit®RS30D (30% de peso seco na dispersdo), encontraram aumento no grau de

hidratacdo nos filmes com maior concentracdo de polissacarideo.
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FIGURA 4.20 - INF,LUENCIA DA FECULA DE BATATA E DA CELULOSE
BACTERIANA NO INDICE DE INTUMESCIMENTO: (A) pH 1,8 12,5% DE
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GLICEROL; (B) pH 1,8 17,5% DE GLICEROL; (C) pH 8,0 12,5% DE GLICEROL; (D)
pH 8,0 17,5% DE GLICEROL

Maior valor no indice de intumescimento foi verificado no tratamento 9", com
2447% e 271,6%, no tempo de 1 minuto, em pH dcido e alcalino, respectivamente.
Phisalaphong e Jatupaiboon (2008) apresentaram maiores valores na capacidade de
absorcdo a dgua pela celulose bacteriana, 482%, em dgua deionizada. Em 10 minutos, os
maiores aumentos foram encontrados nos tratamentos 4° (pH 1,8) e 9 (pH 8,0), com
262,9% e 261,1%, respectivamente. Em 30 e 60 minutos, o maiores indices foram
observados nos tratamentos 3° (pH 1,8) com 345,9% e 342,6% e, 8" (pH 8,0) com 378,5%
e 418,1%, respectivamente.

O fndice de intumescimento no tratamento 9' em pH 1,8 aumentou em média 98,6%
no tempo de 1 minuto e, em 10, 30 e 60 minutos houve reducdo média de 13,1%, 25% e
21,6%, respectivamente, comparado com 0s tratamentos 4% 8"

O indice de intumescimento esté relacionado ao grau de hidratacdo dos biofilmes e,
a velocidade de difusdo, em polimeros, depende do nimero de moléculas do permeante e
do tamanho dos espagos vazios. Também estdo relacionados ao volume livre (grau de
espaco intersticial entre moléculas do polimero), a densidade e ao grau de compactagéo das
cadeias. Amidos em geral apresentam maior densidade, grau de compactacdo e menores
espacos vazios entre as cadeias (Kester e Fennema, 1986). A fracdo de amilopectina
encontrada foi de 42,8% na fécula de batata e, isso confere alguma resisténcia a penetracao
da 4gua, o que justifica o indice de intumescimento mais lento que a celulose bacteriana,
durante o primeiro minuto.

No entanto, o uso de plastificante como o glicerol, o qual possui cariter
higroscépico, aumenta a afinidade e solubilidade dos biofilmes com a dgua (Mali et al.,
2004; Chang et al., 2006; Miiller et al., 2008) e afeta diretamente as propriedades frente
aos vapores e solutos, pela reducdo das forgas intermoleculares entre as cadeias dos
polimeros que o compdem. Isso ocorre devido a maior disponibilidade de grupos
hidroxilas na fécula de batata para a ligagdo com a 4gua, ja que o glicerol possui trés

hidroxilas, favorecendo essa interacdo com as moléculas de amilose e amilopectina.

44(87,5% FB, 0% CB, 12,5% GL);" 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL);" 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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O aumento na capacidade de absorcdo também foi verificado em blendas de
celulose bacteriana com quitosana, quando houve aumento na concentragdo de quitosana
(Phisalaphong e Jatupaiboon, 2008). Blendas de celulose bacteriana com gel de alginato
resultaram no aumento da capacidade dos filmes na absor¢do de dgua relatados por
Phisalaphong, Suwanmajo e Tammarate (2008). Filmes de celulose bacteriana
suplementado com gel de Aloe vera a 30% proporcionaram aumento de 735% ou 1,5 vezes
a capacidade de absorcdo de dgua, comparado com celulose bacteriana sem tratamento,
descrito por Saibuatong e Phisalaphong (2010). Assim, o grau de intumescimento em
filmes formados por blendas pode ser aumentado com a incorporagdo de um componente
hidrofilico. Em pesquisa desenvolvida por Sokolnicki et al. (2006) sobre a permeabilidade
da celulose bacteriana, foi verificado que o efeito do coeficiente de difusdo das moléculas
de vitamina B12, lisozima e albumina de soro bovino demonstraram redu¢do, com o
aumento do peso molecular, devido a obstrucdo das fibras, sugerindo ligeiro retardo na
transferéncia de substincias pela membrana de celulose bacteriana. Essa caracteristica, no
retardo do intumescimento apds o primeiro minuto, pode ter ocorrido neste trabalho, com a
mistura da celulose bacteriana com a fécula de batata.

Na andlise de varidncia (Apéndice B - Tabelas 4.16B, 4.17B, 4.18B e 4.19B) os
valores dos coeficientes da regressdo mostraram que, entre os componentes do biofilme, a
celulose bacterina teve maior influéncia (p < 0,05) no indice de intumescimento, em pH
1,8 em 1 minuto e, em 30 e 60 minutos foram significativos o glicerol, fécula de batata,
celulose bacterina e a interagdo da fécula de batata como a celulose bacteriana. Em pH 8,0
as maiores influéncias foram verificados pelo glicerol, fécula de batata, celulose bacteriana

e a interacdo da fécula com a celulose (Figura 4.21).

114



itude dos

Magnitude dos coeficientes

Magnitude dos coeficientes

25000
20000
15000
10000 -

5000 -

—

[ indice de Intumescimento
pH 1.8 1 minuto

F.
-5000 4 <
-10000 - w

-15000 -

-20000 -
-25000 -
-30000 -

600000+

450000

3000004

1500004

o

o

(A)

[ indice de Intumescimento
pH 1.8 30 minutos

-600000

200000
150000 4
100000 4

50000

0 T

©)

Fe||ce| e |[rcal F¢ F ¢
1500004
3000004
4500004

[indice de Intumescimento
pH 8 1 minuto

-50000

-100000

-150000

-200000 -

(E)

25000 -

20000

15000

10000+

5000

0

[indice de Intumescimento
pH 1.8 10 minutos

-5000

100004

Magnitude dos coeficientes

-150004

-20000-

400000

300000

200000+

100000 -

F.C BiG f

(B)

[ indice de Intumescimento
pH 1.8 60 minutos.

0

-100000

-200000

-300000

Magnitude dos coeficientes

-400000

-500000 -

200000 4

150000

100000

50000 -

-50000 -

-100000

Magnitude dos coeficientes

-150000

-200000 -

n
o
[2)
-
(2]
o

D)

[Jindice de Intumescimento
pH 1.8 10 minutos

(F)

115



[ indice de Intumescimento 400000 4 [ indice de Intumescimento
200000 pH 8 30 minutos PH 8 60 minutos

300000

200000

100000 4

04— e ————
F.G C.G G F.CG F.C F c

-100000 -{
-200000 -{

-300000

Magnitude dos coeficientes
Magnitude dos coeficientes

-400000

-500000 -

(&) (H)

FIGURA 4.21 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE O INDICE DE INTUMESCIMENTO: (A) pH 1,8 1 MINUTO; (B)
pH 1,8 10 MINUTOS; (C) pH 1,8 30 MINUTOS; (D) pH 1,8 60 MINUTOS; (E) pH 8,0 1
MINUTO; (F) pH 8,0 10 MINUTOS; (G) pH 8,0 30 MINUTOS; (H) pH 8,0 60
MINUTOS

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

Por meio do diagrama ternério (Figura 4.22) pode-se observar que, os biofilmes
imersos em solucdo com pH 1,8, por 1 minuto, e com maiores quantidades de fécula de
batata, celulose bacteriana e glicerol, tiveram maior influencia no indice de
intumescimento. Mantidos por 10 minutos, os tratamentos com maiores quantidades de
fécula de batata e celulose bacteriana foram mais significativas e, em 30 e 60 minutos a

fécula de batata e o glicerol apresentaram influéncia direta nos resultados.

Superficie de Resposta: Diagrama Temdrio
Variavel: ndice de Intumescimento pH 1.8 10 minutos

Modelo Quadiico R’ =0.949

Superficie de Resposta: Diagrama Temério
Varidve!: indice de Infumescimento pH 1.8 1minuto
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Superficie de Resposta: Diagrama Temnério Superficie de Resposta: Diagrama Ternério
Varidvel: Indice de Infumescimento pH 1.8 30 minutos Varidvel: indice de Intumescimento pH 1.8 60 minutos

Modelo Quadratico R =0.5577 Modelo Quadrdtico R =0.6562
GL GL

I 100408 I 104317
I 137.368 I 129505
I 165325 I 15469
[ 193283 [ 179.879
O 21241 [ 205066
1249199 ] 230254
I 277457 I 255441
W 205115 I 230628
I 233074 I 305815
W 31032 I 331003
I above I above
© (D)

FIGURA 4.22 - DIAGRAMA TERNARIO: INFLUENCIA DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE O INDICE DE INTUMESCIMENTO EM pH 1,8 DURANTE OS
TEMPOS: (A) 1 MINUTO; (B) 10 MINUTOS; (C) 30 MINUTOS; (D) 60 MINUTOS

Nota — FB = Fécula de batata; CB = Celulose bacteriana; GL = Glicerol

O modelo matematico que descreve o indice de intumescimento em pH 1,8, nos

tempos 1, 10, 30 e 60 minutos, € definido pelas equagdes 16, 17, 18 e 19, respectivamente.

IInt. pH 1.6 1 minuto=+503.036%x+244.733*y+11183.369%2-615.146%x*y-15628.619*x*2-12278.030*y*z
(16)

IInt.pH1.8 10 minuto=|+293.265*x+199.633*y-7199.365%2-1298.009* "y +8342.603%x*2+ 1055541 2%y*z
(7)

IInt.pH1.8 30minutos= | 11413.18%x | 161.50%y | 26527.86%= | 515.13%x*y 30286.11%x*z 183 1.530%y*=
(18)

IInt.pH 1.8 60 minutos=+1548.159*x+191.853%y+27211.559*2+223.7686%¢*y-40593.264*x"2-34982.862 %y "z
(19)

Onde,
X =fécula de batata
Y = celulose bacteriana

Z = glicerol
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O diagrama ternario (Figura 4.23) mostra que os biofilmes imersos, em solucdo
com pH 8,0 por 1 minuto, com maiores quantidades de celulose bacteriana, tiveram
influéncia direta no indice de intumescimento. Os tratamentos com maiores teores de
fécula de batata e celulose bacteriana, mantidos por 10, 30 e 60 minutos, demonstraram

significancia direta nos resultados do indice de intumescimento.

Superfcie de Resposta: Diagrama Temrio Superfice de Respostz: Dizgrama Temério

Varidvel. Indice de Intumescimento pH§ 1 minuto Varidvel Indice de ntumescimento pH 8 10 minutos
Modelo Quadidico R’ =08162 Modelo Quackiico R =08245
6L 6L

W 72501 1 63869

[ 2 I 104328

1233 I 124787

I 132245 I 145246

15215 ] 165,705

1172067 ] 186165

[ 191979 [ 206624

1 21189 I 27083

1 231801 W 247542

W 51712 1 265001

I above I abowe
(A) (B)

Superficie de Resposta: Diagrama Temério Superficie de Resposta: Diagrama Temério
Varivel Indice de Intumescimento pH 8 30 minutos Varidvel: Indice de ntumescimento pH8 60 minutos
Modelo Quadritco R'=0.8623 Modeh Quadiéico R= 07551

L 6L

81526 1 107.958

I 111753 I 139146

I 141979 I 170335

[ 172205 I 201523

10243 Cmm

] 232658 [ 263,899

I 262085 [ 205.087

29311 I 36275

323337 I 357 464

1 353 564 I 388,652

I above I above
© (D)

FIGURA 4.23 — DIAGRAMA TERNARIO: INFLUENCIA DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE O INDICE DE INTUMESCIMENTO EM pH 8,0 DURANTE OS
TEMPOS: (A) 1 MINUTO; (B) 10 MINUTOS; (C) 30 MINUTOS; (D) 60 MINUTOS
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Nota — FB = Fécula de batata; CB = Celulose bacteriana; GL = Glicerol

O modelo matematico que descreve o indice de intumescimento em pH 8,0, nos
tempos 1, 10, 30 e 60 minutos, € definido pelas equacdes 20, 21, 22 e 23, respectivamente.
[IntpH8 1 minuto=-34.013%x+271.623%-3743.861%2-422.493%*y+5553.114%*2+4154.51 3%y %z

(20)
IInt.pH 8 10 minutos= +25.382%x+261.046%y-9530.514%2-1056.217**y+12679.491 *x¥2+ 12270 46 4%y %2
2D
IIntpH 8 30 minutos=-2129.044%+285.223%y-70245820%2-2752.131%*y+99615.83 7*x*2+88515.016%7%2
(22)
IIntpH 8 60 minutos=-1727.008%+260.696%y-59262.304%2-2506.183**y+B84157.885% ¥ 2+ 74746 .407%7*2
(23)

Onde,

X =fécula de batata
Y = celulose bacteriana

Z = glicerol

4.3.4 Taxa de permeabilidade ao vapor de dgua (TPVA) e permeabilidade ao vapor de dgua

(PVA)

A taxa de permeabilidade ao vapor de dgua (TPVA) nado apresentou diferenca
significativa (p=> 0,05) entre os tratamentos ao nivel de confianca de 95%. No entanto,
foram observadas diferencas significativas (p < 0,05), entre os tratamentos, nos valores da
permeabilidade ao vapor de dgua (PVA), confirmadas pelo teste de Tukey (Tabela 4.20).
O teste F corrobora com os valores de p, porém ndo apresentam significancia estatistica

para fins preditivos para TPVA e PVA (Apéndice B - Tabela 4.21B)
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TABELA 420 - RESULTADOS DA TPVA E PVA EM BIOFILMES DE COM
FECULAS DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL

Propriedades
Tratamentos TPVA (g H,O. m-".dia™) PVA (g H,O mm. m'z.dia'l.mmHg'l)
1 42,69+7.5 0,24°+7 4
2 38,4042.4 0,18°42.5
3 41,1520,0 0,23°+0,0
4 36,58+6,6 0,19%+6,7
5 42.60+5,8 0,22*+57
6 38,40+8.3 0,16°+8.5
7 39,01+3,6 0,19™+3,5
8 39,62+5,8 0,20°+5,8
9 38,71+14 0,06'+1,0

NOTA - Médias seguidas de mesma letra na coluna da PVA ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, em
nivel de 5% de probabilidade. Sdo apresentados os valores médios das triplicatas e o respectivo desvio
padrdo.

A TPVA apresentou variacdo de 36,5 a 42,6 gHZO.m—z.dia'l, entre os tratamentos
formados por blendas, com diferenca de 16,6%. A PVA variou de 0,16 a 0,24 gH,O.mm.
m?. dia” mmHg’l, com diferenca de 50% entre os tratamentos (Tabela 4.19). Maiores
valores de TPVA e PVA foi relatado por Yamashita et al. (2005), em filmes de amido de
mandioca com variacio na TPVA, de 494 a 785 g H20.m—2.dia'1 e de 0,58 a 0,92
gHgO.mm.m'l. dia™". Pa'l, na PVA.

Os tratamentos apresentaram alta taxa de permeabilidade ao vapor de 4gua,
considerando os parametros apresentados por Garcia et al. (1989), ao mencionar materiais
com alta e altissima barreira ao vapor de dgua apresentam taxa de permeabilidade ao vapor
de d4gua menor que 8 g.m™.dia” e 0,8 g.m™.dia”', respectivamente.

Com acréscimo na concentracdo de celulose bacteriana houve elevagdo da TPVA e
PVA em 16,6% e 26,3%, em biofilmes com 12,5% de glicerol, respectivamente. Biofilmes
com 17,5% de glicerol, os aumentos foram de 7,5% e 10%, na TPVA e PVA,
respectivamente (Figura 4.24 e 4.25).

O aumento na concentracio da fécula de batata promoveu reducdo na TPVA e PVA
em 14,3% e 20,8%, em biofilmes com 12,5% de glicerol e, com 17,5% de glicerol a
reducdo foi de 7% e 9,1%, respectivamente. Yamashita et al. (2005) observou menor
TPVA com aumento no teor de amido de mandioca, em filmes biodegraddveis para

aplicagdo em frutas e hortalicas minimamente processadas. Biofilmes com menor
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permeabilidade ao vapor de dgua podem ser indicados para embalagem de alimentos com
alta umidade, para evitar a desidratacio da superficie, perda de peso, alteracdes fisicas,
quimicas e organolépticas como em vegetais frescos, carnes, queijos (Debeaufort et al.,

1998).

Celulose bacteriana (%) Celulose bacteriana (%)
375 25.0 125 0.0 35.25 23.50 1.75 0.00
46 T T T T 46 T T T T
44 44
- )
O 42 S 424
E 3
[e) - o
S g
e 40 ° 40+ -
< < /./
B a
38+ F 38
6 T T T T 36 T T T T
50.0 62.5 75.0 87.5 47.75 59.50 71.25 83.00
Fécula de batata (%) Fécula de batata (%)

(A) (B)

FIGURA 4.24 — INFLUENCIA DA FECULA DE BATATA E DA CELULOSE
BACTERIANA NA TPVA: (A) 12,5% DE GLICEROL; (B) 17,5% DE GLICEROL

Celulose bacteriana (%) Celulose bacteriana (%)
375 25.0 125 0.0 35.25 23.50 11.75 0.00
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3 ‘,Z
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£ i\ . £
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g . ' o —
2 T
< 2
E 0.1 <>t 0.1
o
0.0l — T T T 0.0 T T T T
50.0 62.5 75.0 87.5 47.75 59.50 71.25 83.00
Fécula de batata (%) Fécula de batata (%)

FIGURA 4.25 — INFLUENCIA DA FECULA DE BATATA E DA CELULOSE
BACTERIANA NA PVA: (A) 12,5% DE GLICEROL; (B) 17,5% DE GLICEROL
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Considerando os biofilmes sem e com celulose bacteriana, tratamentos gh e 9i,
apresentaram reducdo de 2,3% e 70% na TPVA e PVA, respectivamente, com o aumento
da celulose. Porém, entre os tratamentos 4% ¢ 9i, ocorreu aumento de 5,8% na TPVA e
reducdo de 68,4% na PVA, respectivamente.

Estes resultados podem estar relacionados as caracteristicas da celulose bacteriana,
como a alta cristalinidade, devido ao didmetro menor das suas microfibrilas, o que
proporciona elevada capacidade de retengdo e absorcdo de dgua e baixa capacidade de
dessor¢do (Phisalaphong e Jatupaiboon, 2008; Czaja et al., 2006; klemm et al., 2005;
Chéavez-Pacheco et al., 2004; Jonas e Farah, 1998; Vandamme et al., 1998; Saxena et al.,
1994). Em filmes poliméricos a segunda etapa da permeabilidade estd relacionada ao
transporte do permeante através das regides ndo-cristalinas dos polimeros ou por meio de
espacos vazios formados pela movimentagdo da cadeia polimérica (Feldman, 2001). Dessa
forma, a celulose bacteriana apresenta-se menos eficaz no processo da dessorcdo do
permeante no lado oposto do filme.

Teoricamente, segundo a lei de difusdo de Fick, e a lei de sor¢cdo de Henry, a taxa
de permeabilidade ao vapor de dgua (TPVA) varia com o inverso da espessura do filme, e
a permeabilidade ao vapor de dgua deve variar com a espessura (Chen, 1995; Cuq et al.,
1996). Neste trabalho tanto a TPVA quanto a PVA variaram conforme a espessura.
Segundo Park e Chinnan (1995), as razdes desse comportamento estio relacionadas com as
possiveis mudangas estruturais da matriz do filme. Esse mesmo comportamento foi
observado nos trabalhos de Sobral (2000), Martin-Polo et al. (1992) e Cuq et al. (1996),
que trabalharam com espessuras entre 0,050 mm a 0,140 mm e 0,010 mm a 0,055 mm,
respectivamente.

Em filmes hidrofilicos, a PVA ¢ diretamente proporcional a espessura, como sao
reportados por Swartzberg (1986); Mchugh et al. (1993); Cugq et al. (1996); Sobral (2000);
Mali et al. (2004).

Na andlise de variancia (Apéndice B — Tabela 4.22B) os valores dos coeficientes da
regressdo mostraram que, entre os componentes do biofilme, a celulose bacteriana e as
interagdes da fécula de batata e da celulose bacteriana com o glicerol contribuiram
significativamente (p < 0,05) nos resultados da PVA (Figura 4.26). Esse fato pode ter

ocorrido quando esses componentes aumentaram a habilidade de hidratacdo do biofilme

44 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); " 8 ( 82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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formado, devido ao grande nimero de hidroxilas livres que refor¢cam as interagdes com a

dgua, favorecendo sua propagacio e transmissao.

50
w] | I
% 30 J J
g 20
1
o T T T T - T
'g 0] FO c.G G F.C F c
ERll
-30 l
-40 -
-50 -

FIGURA 4.26 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A PVA

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

Por meio do diagrama terndrio pode-se observar que os tratamentos, com maiores
quantidades de fécula de batata e glicerol apresentaram maior influéncia nos resultados da
TPVA e, na PVA os componentes fécula de batata e celulose bacteriana tiveram maior

significincia (Figura 4.27).

Superficie de Resposta: Diagrama Temério Superficie de Resposta: Diagrama Temario
Varidvel TPVA VarigvelPVA

Modelo Cibico Especial R=0.3425 Modelo Quadrdtico R =0.8561
a oL

I 37015
I 27885
I 38756
[ 39626
40407
] 41367
[ 42238
I 43108
M 43979
I 44849
I above

(A) (B)

FIGURA 4.27 — DIAGRAMA TERNARIO: INFLUENCIA DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A TPVA E PVA: (A) TPVA; (B) PVA

Nota — FB = Fécula de batata; CB = Celulose bacteriana; GL = Glicerol
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O modelo matematico que descreve a TPVA e PVA ¢ definido pelas equacgdes 24 e

25, respectivamente.

TPVA=+109.353"x+38.706"y + 26696667 +210.43 7 =%y 3584.900%5"-2939.667 y "2-1644.674 s  y e
(24)

PVA=-0.601982*x+0.058333%-26.850917*z 0.682653*x*v+37.360146%x*2+35.55489 %y *z
(25)
Onde,
X = fécula de batata
Y = celulose bacteriana

Z = glicerol

4.3.5 Isoterma de adsorcdo de dgua

As isotermas de adsor¢do de umidade descrevem a relacdo entre o contetido de
umidade de equilibrio do biofilme em relacdo a sua atividade de dgua em determinada
temperatura. As isotermas forneceram informacdes sobre a hidrofilicidade dos biofilmes
sob diferentes valores de umidade relativa, entre 5,3% a 100%. O modelo de Guggenheim
— Anderson - de Boer (GAB) foi utilizado para representar as isotermas de sorcdo de dgua
e forneceu altos coeficientes de correlacdo, indicando significativa a representacdo dos

dados (Tabela 4.23).
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TABELA 4.23 — PARAMETRO DE AJUSTE DO MODELO GAB PARA AS
ISOTERMAS DE ADSORCAO A AGUA DOS TRATAMENTOS NAS

TEMPERATURAS DE 20°C E 30°C E COEFICIENTES DE DETERMINACAO (R?)

Tr T Parametros R’
Xm K

20°C 0,0147+0,011 0,9345+0,103 0,98

1 30°C 0,0378+0,011 0,9229+0,022 0,99
20°C 0,0242+0,011 0,9448+0,025 0,99

2 30°C 0,0393+0,011 0,9044+0,018 0,99
20°C 0,0545+0,011 0,9175+0,002 0,99

3 30°C 0,0770+0,04 0,7596%0,083 0,99
20°C 0,01770+0,02 0,9066+0,005 0,98

4 30°C 0,02056+0,05 0,9200+0,002 0,97
20°C 0,0416+0,02 0,9261+0,029 0,99

5 30°C 0,0409+0,001 0,9098+0,001 0,98
20°C 0,0318+0,001 0,9271+0,004 0,99

6 30°C 0,0436+0,001 0,8941+0,003 0,99
20°C 0,0265+0,0005 0,9397+0,001 0,99

7 30°C 0,0381+0,011 0,9053+0,020 0,99
20°C 0,0272+0,001 0,9369+0,005 0,98

8 30°C 0,0594+ 1E-05 0,8870+5,3E-05 0,99
20°C 0,0373+0,034 0,9096+0,065 0,99

9 30°C 0,0837+0,065 0,8244+0,073 0,99

NOTA - Tr = tratamentos; T = temperatura; X,, = umidade na monocamada (g de 4gual00 g”' de matéria
seca); K = constante relacionada a energia de interacdo das moléculas adsorvidas na multicamada. S@o
apresentados as médias das triplicatas e respectivo desvio padrio.

Todas as isotermas apresentaram o mesmo perfil, isotermas do tipo III, de acordo
com classificacdo da International Union of Pure and Applied Chemistry -IUPAQ (1985)
(Figura 4.28). Segundo Ordoéiiez (2005), as curvas que apresentam uma zona mais plana na
sua primeira parte, ou seja, em formato de J, sdo tipicas de alimentos com grande

quantidade de actcar e solutos e, que t&€m pouca adsor¢do por capilaridade.
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Umidade de equilibrio (b.s.)

Umidade de equilibrio {b.s.)

Umidade de equilibrio (b.s.)

ISOTERMA DE ADSORGAO 20°C
T4 R=098

¥=((0.9008065)7(0.0296537)°(0.2087522)"Y((1-(0.9008085)%)"(1-(0.9008065)"x+(
0.0296537)°(0.9008065)7%))

055

06

T4 (87,5% FB, 0%

ISOTERMA DE ADSORGAO 20°C
T6 R=099
y=((09422595)(3 526897e8)7(0.0256856)x)((1-(0 9422595)x)"(1-(0 9422595 ) x+
(3526807e8]/(0 9422505)))

ISOTERMA DE ADSORGAO 30°C
T4 R=097

¥={(0.9173534)7(0.0185767)7(0. 2722485 %)((1-(0.9173534)4)"(1-(0.9173534)"x+(
0.0185767)70.9173534))

A
s
g
g
3
o
H
o
T
0
T
o
0
E
3
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Aw

CB, 12,5% GL)

ISOTERMA DE ADSORGAO 30°C
T6 R=098

¥=((0.9096120)(2151577 7)/(0.0409914)x)((1-(0 9096129) x)"(1-(0.9096 120 x+(
2151577 7)/(0.9096129)x))

@
e
o
a
35
3
g
o
)
o
3
3
ke
E
5
0.05 0.05
0.1 0.2 0.3 04 05 06 07 08 09 10 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Aw Aw
TS5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL)
A 0
ISOTERMA DE A?SORQAO we ISOTERMA DE ADSORGAO 30°C
T6 R=099 o o Cam
" " . - -y .
HORS A (0'03051) i (0'9318203) RIS ¥={(0.8978206)11615027)(0.042118)'1)((1-0.8978203)"X)"(1-(0.8978206)’x {161
26277109318203)%)) 5007)/(0 8978208 )
055 0
c
045 ¢ ~
[
a
035 g o
C g
=
2
H
H
3
H
b
3
e
£
o)
0.05 0.05
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 01 02 03 04 05 06 07T 08 09 10
Aw AW

T6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL)

127



0.55

Umidade de equilibrio (b.s)

ISOTERMA DE ADSORGAO 20°C
T7 R=0.99
¥=((0.9411119)7(84 606764)(0.0259669)x)((1-(0.9411119)%)*(1-(0.9411119)x+{
84.606764)7(0.9411119)%))

0.1

04 06

Umidade de equilibrio (b.s.)

0.55

045

-0.05

ISOTERMA DE ADSORGAO 30°C
T7 R=099
¥=((0.923027)"(1781537)/(0.0292308)x)((1-(0.923027)%)"(1-(0.923027'x+(17815
37)%(0.923027)%))

T7 (70,75% FB, 11,75% CB, 17,5% GL)

ISOTERMA DE ADSORGAO 20°C
T8 R-=08
Y=((0.9302725)"(60.925166)7(0.0288302)"x)/((1-(0.9302725)"%)"(1-(0.9302725]"x+(
60.925166)7(0.9302725)"))

ISOTERMA DE ADSORCAO 30°C
T8 R°=099
y=((0.8870181)7(170.69775)"(0.0594983)")/((1-(0.8870181)™%)"(1-(0.8870181)"x+(
170.69775)7(0.8870181)"))

055
G 045 ¢ =
g ] &
2 K
g 0% / 3
3 5
g 025 o7 5 g
@ o @ 2
o 015 cs °
] o 3
3 1 c2 C3 4 ¢ -'.'E
£ 005 £
= =1
-0.05 -0.05
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Aw Aw
T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL)
ISOTERMA DE ADSORGAO 20°C ISOTERMA DE ADSORGAO 30°C
T9 R™=099 T9 R=0.99
V=((0.9183085)7(8.2277167)7(0.0223096)"X)/((1-(0.9183085)"%)7(1-(0.9183085)x+( V=((0.9079)7(4.896135)(0.0151358)%)/((1-(0.9079)"X)"(1-(0.9079)"X+(4.896135)"
8.2277167)(0.9183085)'%) (0.9079)°%)
055 055
@ 045 @ 045
s s
g 2 035
s s
B g 025
g g
$ $ c§
o o 015 o]
T k1 c7 &
5 2 ool c2 c3 c4 cs cs
=1 =1
-0.05
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Aw Aw

T9 (0% FB, 100% CB, 0% GL)

FIGURA 4.28 — ISOTERMAS DE ADSORCAO DE AGUA EM BIOFILMES COM
DIFERENTES CONCENTRACOES, SUBMETIDOS A TEMPERATURAS DE 20°C E
30°C, AJUSTADAS PELO MODELO MATEMATICO DE GAB

NOTA: FB — Fécula de batata; CB — Celulose bacteriana; GL — Glicerol.
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Os biofilmes com maior concentragdo de glicerol (17,5%), tratamentos 5°, 6', 78 e 8",
se mostraram mais hidrofilicos. O que pode ser explicado pela composi¢do de sua
molécula, com 3 carbonos ligados a 3 hidroxilas, isso proporciona maior capacidade de
interacdo com as moléculas de amido e celulose, dando maior mobilidade as cadeias
formadoras da matriz do biofilme. Em todos os tratamentos, a umidade de equilibrio
diminuiu com o aumento da temperatura e com a redugdo da atividade de dgua. Também
foi observado que para temperatura constante, as umidades de equilibrio aumentaram com
o aumento da atividade de 4gua.

Considerando as temperaturas 20°C e 30°C, o ponto critico das isotermas (Figura
4.28) foi observado nas atividades de dgua: tratamento 1° e 20,95 e 0,87, tratamento 3° e
40,87 e 0,87, tratamento 5° e 6' 0,87 e 0,74, tratamento 7% 0,87 e 0,87, tratamento 8" 0,97
e 0,74, tratamento 9! 0,87 e 0,95, respectivamente. O ponto critico de uma isoterma
determina o limite da atividade de agua e da umidade de equilibrio, que acima do qual o
produto acelera as suas transformacgdes (Moura e Germer, 2004).

O valor da monocamada (X;,) indica a quantidade méxima de dgua por grama de
biofilme seco, que pode ser adsorvida em uma unica camada e, € uma medida do nimero
de sitios de adsorcdo (Jensen et al., 2009). O valor maximo e minimo da monocamada a
20°C foi de 0,054 e 0,0147g de dgua. g de sélidos, nos tratamentos 3° e 1°
respectivamente. A 30°C foi verificada valor maximo e minimo de 0,083 a 0,0205g de
agua. g_l de s6lidos, nos tratamentos 9' e 4, respectivamente.

Os valores da umidade da monocamada (X;,) aumentaram com a temperatura. Foi
observado aumento de X, a medida que se reduziu a concentragdo de celulose bacteriana,
em biofilmes com 12,5% de glicerol, em temperatura de 20°C. Efeito contrario foi
verificado em biofilmes com 17,5% de glicerol. Em temperatura de 30°C, também ocorreu
aumento de X, com a redug@o da celulose bacteriana, entre os tratamentos formados por

blendas. A equacdo de GAB indica que o valor de umidade correspondente & monocamada

1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ® 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); €3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); 4y
(87,5% FB, 0% CB, 12,5% GL); © 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); & 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0%FB, 100% CB, 0% GL).
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em gramas de dgua/100g massa seca, e poderd ser usado como referéncia para o teor de
umidade critica, para manter a estabilidade do produto durante o armazenamento nas
temperaturas analisadas (Labuza, 1985).

O pardmetro K esté relacionado a energia de interagdo das moléculas adsorvidas na
multicamada para filmes, e segundo Coupland et al. (2000) ¢ independente da formulag@o.
Os biofilmes tiveram valores de K menores que 1, entre 0,75 a 0,97. Tem-se uma
diminuic¢do desse parametro com o aumento da temperatura, fato também observado neste
trabalho, com exce¢do do tratamento 4, Comportamento inverso foi verificado no
parametro X;,. Valores de K menores que 1,0 sdo caracteristicas de produtos alimenticios,
indicando que a isoterma tende a uma assintota em atividade igual a 1,0 (Fernandez, 1995).

A energia de interagdo das moléculas de 4dgua adsorvidas na monocamada dos
biofilmes, pardmetro C, em geral varia muito entre os tratamentos de uma mesma
composicdo, como foi observado neste trabalho, e razdo pela qual é pouco discutida pela
literatura e ndo mencionado neste trabalho. A grande variagdo estd relacionada com a
primeira curvatura da forma sigmdide que caracteriza o modelo de GAB. Desta forma, este

parametro nao foi apresentado neste trabalho.

4.3.6 Andlise estrutural dos biofilmes por microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) € uma ferramenta que permite a
obtencdo de informacdes estruturais das amostras, tais como a homogeneidade ou a
presencga de rupturas e falhas. A presenga de falhas pode afetar as propriedades mecanicas
do material.

As andlises foram realizadas nas superficies dos biofilmes e mostraram entre os
biofilmes formados por blendas, uma matriz coesa, porém, irregular com presenca de
particulas insoldveis, provavelmente causada pela presenca da celulose bacteriana (Figura

4.29).

44 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL)
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T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL)

4 | o+

T3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL) T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL)

T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL) T6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL)
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T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL)

FIGURA 429 - MICROGRAFIAS DOS BIOFILMES OBTIDAS POR MEIO DE
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

NOTA: FB — Fécula de batata; CB — Celulose bacteriana; GL — Glicerol

De acordo com as micrografias, foi observado que as fibras de celulose bacteriana
ficaram cimentadas, formada pela mistura com a fécula de batata. Esse efeito foi relatado
por Miiller (2007) adicionando fibras de celulose em filme de amido de mandioca. Dias
(2008) também verificou essa caracteristica em filmes de farinha de arroz com fibras de
celulose. Segundo Mali et al. (2002) a homogeneidade da matriz de um filme € um bom
indicador da integridade de sua estrutura, bem como de suas propriedades mecanicas.
Bertan (2003), Yang e Paulson (2000), trabalhando com blendas, observaram
irregularidades semelhantes quando foram adicionados dcidos graxos em filmes de gelatina

e gelana, respectivamente. Tanada-Palmu et al. (2002) ao investigarem a morfologia dos
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filmes a base de derivados de celulose, observaram uma organizagdo descontinua da
matriz. Batista et al. (2005) observaram em filmes de pectina adicionado de acidos graxos,
matriz filmogénica irregular. Miranda (2004) ao produzir filmes de N-carboximetil
(NCMQ) e quitosana verificou uma camada lisa e densa. Porém o filme de quitosana
mostrou uma superficie menos uniforme, irregular quando comparado ao de NCMQ, e
homogéneo. Zhou et al. (2007) ao produzirem blendas de celulose bacteriana com alginato
observaram uma rede com muitos poros e com particulas de alginato também na superficie.

O tratamento 9" apresentou estrutura tipica, com matriz densa, reticulada, porosa e
sugerindo varias camadas (Figura 4.29), conforme descrito por Watanabe et al. (1998),

Bielecki et al. (2005), Yan et al. (2008), Wan et al. (2009).

4.3.7 Andlise da interacdo dos componentes do biofilme por espectroscopia de

infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).

A maior parte da energia das vibra¢des moleculares estd localizada na regido do
infravermelho do espectro eletromagnético. Os dtomos ou grupos funcionais tém vibragdes
caracteristicas, o que possibilita a sua identificacdo. A espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier foi utilizada para detectar mudangas nas estruturas dos biofilmes
formados por blendas e avaliar as possiveis intera¢des entre os biopolimeros utilizados na
composicao.

O espectro do tratamento 9' mostra picos entre 935 a 1067 cm™, e corresponde a
ligacdo C-O, atribuidos a alcodis primdrios. A banda de 1135 cm™ & atribuida 2 ligacdo C-
O-C alongamento assimétrico, e o pico 1443 e 1461 cm™ a deformagio axial CH,. A banda
de 2930, 35 cm ' corresponde 2 deformacdo axial de CH. A banda presente entre 3572 e
3459 cm™ corresponde a deformagdo axial de O-H, modo de estiramento dos grupos
alcoGlicos. Também foi observado nas regides entre 700 ¢ 760 cm™ as formas cristalinas

da forma f e a, tipicas da celulose bacteriana (Figura 4.30).

19 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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FIGURA 4.30 - ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA
DE FOURIER

NOTA - (A) celulose bacteriana; (B) biofilmes formados por blenda (— T1; — T2; — T3; — T4; — T5; —
T6;  T7;,—T8).
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As formas cristalinas Io e If também foram detectadas nas blendas de celulose
bacteriana e fécula de batata, mas com intensidade reduzida, indicando haver interagéo
entre os componentes. Nos tratamentos 1%, 2b, 3¢, 5%, 6' e 7¢ as bandas IB e Io foram

observadas em 706,79 e 760,79 cm™!, 705,83 e 760,79 cm™, 702,94 ¢ 762,72 cm™, 703,90 ¢

762,72 cm'l, 705,83 e 761,76 cm’le 707,76 € 762,72 cm'l, respectivamente.

d h A . ~
Os tratamentos 4° e 8, com auséncia de celulose bacteriana, ndo mostraram as

bandas com formas cristalinas (Figura 4.31A e B)
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FIGURA 4.31 — ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA
DE FOURIER EM TRATAMENTOS SEM CELULOSE BACTERIANA

NOTA — Tratamento 4 (A) e 8 (B)

*1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ° 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); €3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); 4y
(87,5% FB, 0% CB, 12,5% GL); ©5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); " 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); ¢ 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL).
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Os espectros dos biofilmes formados por blendas de fécula de batata e celulose
bacteriana mostram interagdo entre os componentes (Figura 4.30b). Os tratamentos com
maior concentra¢do de glicerol, tratamentos 5°, 6f, 7% ¢ 8" apresentaram menor intensidade
nas vibragdes.

Observacdo similar foi verificada por Phisalaphong e Jatupaiboon (2008), e Yin et
al. (2006), na interacdo de celulose bacteriana e quitosana e, de quitosana com dois ésteres
de celulose — hidroxipropilmetilcelulose e metilcelulose, respectivamente. Li et al. (2009)
também observou interagdo significativa entre celulose bacteriana e nanoparticulas de

cddmio (Cad*™).

4. 3.8 Anilise dos Componentes Principais — PCA

Os dados analisados por métodos quimiométrico, como analise dos componentes
principais (PCA), permitiu uma avaliacdo global de todos os dados e tratamentos ao
mesmo tempo, discriminando-os pelas suas similaridades e/ou diferencas.

A PCA € o processamento matematico de um conjunto de dados com o objetivo de
representar as variacdes presentes. O objetivo € descrever as distdncias entre pontos
(espalhamento ou variagdo) usando poucos eixos ou dimensdes. Isto € efetuado pela
construcdo dos eixos dos componentes principais que se alinha com os dados.

A PCA foi construida a partir de uma matriz de dados de 9 x 15, ou seja, 9
tratamentos e 15 propriedades. A PCA mostrou que com seis componentes principais foi
possivel obter 99,21% de informacgdo, sendo 50,68% da variancia total descrita pela
primeira componente principal (PC1) e 28,37% por PC2 a segunda componente. Verifica-
se que houve discriminacdo nas composi¢des dos biofilmes, como mostra os graficos de
dispersdo de componentes principais (CP) 1 e 2 (Figura 4.32 A e B).

O grifico dos escores (Figura 4.32A) mostra que as composic¢des se distribuem em
trés grupos em fun¢do da concentracdo de celulose bacteriana e da fécula de batata, e se
nomeia da direita para a esquerda em grupo A, B e C. A segunda componente principal

(CP2) com escores negativos estd relacionada com amostras com concentragdo maior de

®5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6 (539% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); ¢ 7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL);"
8(82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL);
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celulose bacteriana e menor de fécula de batata, enquanto que os escores positivos
apresentam concentragdo inversa. Ao comparar com o grafico dos pesos (Figura 4.32B)
pode ser observado que as propriedades opacidade, indice de intumescimento pH 1,8 e 8,0
(1 minuto) e TPV A sdo afetadas de forma direta pela concentragdo de celulose bacteriana
e, com menor influéncia nas propriedades densidade, espessura, gramatura, solubilidade,
indice de intumescimento pH 1,8 e 8 (10, 30 e 60 minutos) e PVA. Isso corrobora com 0s

resultados apresentados nas secdes anteriores.
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FIGURA 4.32 - ANALIS}E DOS COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA): (A) GRAFICO
DOS ESCORES; (B) GRAFICO DOS PESOS

A composi¢do do grupo A mostram opacidade e indice de intumescimento em pH
1,8 e 8,0 (I minuto) maior que os outros grupos, por apresentar elevada concentracdo de
celulose bacteriana (componente altamente higroscdpico) em relagdo a fécula de batata, em
maior quantidade no grupo B.

O grupo B se destaca pela baixa concentra¢do (tratamento 3°) e até auséncia de
celulose bacteriana nas composi¢des 4% 8", que possibilitou maior influéncia no indice de

intumescimento em pH 1,8 e 8,0 (10, 30 e 60 minutos). Este grupo também interfere, em

€3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL);" 4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL).
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menor nivel, na densidade, espessura, gramatura, solubilidade e PVA. A densidade e
gramatura tiveram maior influéncia no grupo B, caracterizado pela menor densidade da
celulose bacteriana e como conseqiiéncia menor massa, ou seja, menor teor de matéria
seca, em relacdo a fécula de batata.

O grupo C apresenta composicdo com concentracdo intermedidria de celulose
bacteriana e, a interacdo com a fécula de batata proporciona influéncia direta nas
propriedades TPVA, e mostra influéncia menor nas propriedades espessura, densidade,
PVA, gramatura e solubilidade. As propriedades opacidade de indice de intumescimento

pH 1,8 e 8,0 (1 minuto) sofreram menor influéncia do grupo C.

4.4 CONCLUSAO

A produgdo de biofilmes formados por blenda de fécula de batata, celulose
bacteriana e glicerol pode ser feita pelo método de mistura, configurando uma matriz
coesa, porém com granulos, provavelmente pela presencga de celulose bacteriana.

Biofilmes densos e com maior gramatura foram verificados nas composi¢cdes com
maior concentracdo de fécula de batata, e menor teor de celulose bacteriana e glicerol.
Biofilmes espessos foram observados com maior concentragdo de celulose bacteriana e
menor teor de fécula de batata e glicerol. As maiores opacidades, solubilidades e umidades
foram verificadas, em biofilmes com maior concentragdo de fécula de batata e glicerol e,
menor teor de celulose bacteriana. A taxa de permeabilidade ao vapor de &4gua e
permeabilidade ao vapor de dgua foi significativa em biofilmes com maior teor de celulose
bacteriana e glicerol e, menor concentragdo de fécula de batata.

A celulose bacteriana promoveu, nos biofilmes, um indice de intumescimento mais
rdpido no primeiro minuto e com o passar do tempo torna-se mais lento, tanto em pH 4cido
quanto alcalino, configurando elevada capacidade de retencdo e absorcdo de dgua, e baixa
dessor¢@o. O indice de intumescimento foi maior em pH dcido, em todas as composi¢cdes
analisadas.

Os resultados das isotermas de adsorcdo indicaram que, biofilmes com maior
concentragdo de glicerol sdo mais hidrofilicos. Em todos os tratamentos a umidade de
equilibrio diminuiu com o aumento da temperatura e com a reducio da atividade de dgua e,

em temperatura constante o processo foi contrdrio. O acréscimo na umidade da
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monocamada foi observa em maior temperatura, porém reduziu com a elevagdo da
concentracdo de celulose bacteriana. A energia de interacdo das moléculas adsorvidas nas
multicamadas dos biofilmes foi reduzida com a ampliagdo da temperatura.

Os espectros do infravermelho (FTIR) nos biofilmes formados por blendas de
fécula de batata e celulose bacteriana mostram as formas cristalinas Ia e I, caracteristica
da celulose bacteriana, indicando haver interacdo entre os componentes. Os tratamentos
com maior concentracdo de glicerol apresentaram menor intensidade nas vibragdes.

A andlise dos componentes principais demonstrou que, entre os biofilmes, a
opacidade, indice de intumescimento pH 1,8 e 8,0 (1 minuto), TPVA, densidade,
espessura, gramatura sdo afetadas diretamente pela concentragdo da celulose bacteriana. A
solubilidade, o indice de intumescimento pH 1,8 e 8,0 (10, 30 e 60 minutos) e PVA
tiveram maior influéncia da fécula de batata.

A selecdo da concentragdo ideal na formulacdo do biofilme, requeridas para
determinadas propriedades, depende do uso especifico e da técnica de aplicacdo. Com as
caracteristicas apresentadas neste trabalho, pode potencialmente estimular varios campos
de aplicagdo como, a drea de embalagens para industria alimenticia, como cobertura em
alimentos, naqueles que necessitem a manutencdo da umidade e que requeiram cuidados

mecanicos durante a manipulagao.
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Aplicagdo de biofilme de blenda de fécula de batata e celulose bacteriana na
conservagdo de morangos

CAPITULO V

APLICACAO DE BIOFILME DE BLENDA DE FECULA
DE BATATA E CELULOSE BACTERIANA NA
CONSERVACAO DE MORANGOS

5.1 INTRODUCAO

O morango é produzido e apreciado nas mais variadas regides do mundo, sendo a
espécie de maior expressdo econdOmica entre as pequenas frutas (Oliveira e Scivittaro,
2006). Devido a sua susceptibilidade, demanda muita mao-de-obra, em torno de cinco
pessoas por hectare produtivo, sendo uma cultura de importancia sécia econdmica (Madail,
2008; Castro et al., 2003; Balbino et al., 2004).

Sua coloragdo, sabor e aroma caracteristicos, fazem com que sejam aceitos pelo
mercado consumidor (Malgarim et al., 2006; Prasanna et al., 2007; Gimenez et al., 2008),
porém, por seu tecido delicado torna-se extremamente perecivel e apds a colheita
apresentam alta atividade fisioldgica, com desidratacdo e deterioragdo progressiva. Sua
atividade de dgua favorece o crescimento de bactérias e fungos com perdas da qualidade do
aroma e textura. Em funcfo desta alta perecibilidade, a conservacdo pds-colheita é
complexa, tornando a comercializacdo, um desafio. A velocidade do metabolismo leva o
pseudofruto a um periodo de senescéncia e a perda da qualidade (Garcia et al., 1998).

A qualidade em produtos horticolas abrange propriedades sensoriais (aparéncia,
textura, sabor e aroma), valores nutricionais, constituintes quimicos, propriedades
mecanicas e funcionais, e defeitos. As principais caracteristicas relatadas para a qualidade

da maturacio do morango sdo textura, sabor (dulcor e 4cidos orgénicos) e coloracdo
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(Cordenunsi et al., 2003; Pelayo et al., 2003; Mitcham et al., 2004). S@o vérios os fatores
que podem interferir nos atributos de qualidade nos morangos pds-colheita, como estadio
de maturacdo, temperatura de armazenamento, taxa respiratéria, textura, pH, a
concentragdo da acidez, dos sélidos soldveis, da carga microbiana, dos compostos
fendlicos, das antocianinas, dos antioxidantes, entre outros.

A temperatura € considerada o fator ambiental mais importante na conservagio de
frutas e hortalicas, uma vez que afeta diretamente os processos naturais de respiragdo,
transpiracdo e outros aspectos fisioldgicos. A cada 10°C de aumento na temperatura do
ambiente ha um aumento de duas a trés vezes na velocidade de deterioracdo dos produtos
e, conseqiientemente, na reducdo do tempo de vida ttil ou de conservacdo (Cortez et al.,
2002). Cantillano (2008) indica que a 0°C e 90% a 95% de umidade relativa (UR), o
morango pode ser conservado por 3-4 dias.

Morangos apresentam alta taxa respiratoria que aumenta de 4 a 5 vezes quando a
temperatura se eleva 10°C e o pseudofruto amadurece (Cantillano et al., 2003).

A firmeza da polpa consiste no resultado das transformacgdes na estrutura celular, da
coesdo das células e de alteracdes bioquimicas e, pode sofrer variacdes em fungdo da
cultivar, das condicdes climaticas, grau de maturacido e tamanho do fruto (Chitarra e
Chitarra, 2005). Ela constitui no principal fator que determina a qualidade do morango e
sua vida pés-colheita (Cantillano et al., 2003).

O pH tem efeito na estabilidade das antocianinas e na expressdo da coloragdo dos
frutos, particularmente em solug¢do aquosa e, por tratamentos com atmosferas controladas
(Holcroft e Kader, 1999). A manutengdo da cor dos morangos durante o armazenamento é
um atributo de qualidade desejado, pois o escurecimento compromete seu aspecto visual e,
portanto, sua aceitagdo pelo consumidor (Conti et al., 2002). Com o amadurecimento, os
morangos perdem rapidamente a acidez, mas em alguns casos, hd um pequeno aumento
nos valores com o avanco da maturacdo e, pode ser utilizado em conjunto com o teor de
s6lidos soliveis como ponto de referéncia para o grau de maturacio (Chitarra e Chitarra,
2005).

Os inconvenientes sinais da deterioracdo de morangos por microrganismos siao
obice para o comércio que demanda por produtos seguro (Costa et al., 2006). Com a
mudanga dos habitos alimentares e com a exigéncia maior de qualidade por parte dos
consumidores, comeca haver maior necessidade de melhorias na qualidade dos morangos,

como também para redugdo das perdas na cadeia produtiva (Malgarim et al., 2006).
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A senescéncia, pos-colheita, de frutas € normalmente retardada pelo
armazenamento em baixas temperaturas, em atmosferas modificadas ou pela utilizacdo de
tratamentos que reduzam o metabolismo do produto e a deterioragdo por microrganismos.
Outros fatores também podem aumentar o valor agregado, conseqiientemente, a
competitividade do produto, como a tecnologia do processamento minimo (Moretti et al.,
2007) e as coberturas comestiveis (Vargas et al., 2006).

A demanda dos consumidores por alimentos frescos e convenientes tem aumentado
muito nas ultimas décadas (Santana, 2008). Neste cendrio surgem os alimentos
processados minimamente, que unem a praticidade e a conveniéncia, proporcionando uma
economia de tempo no preparo dos alimentos (Garcia, 2009; Santana, 2008).

Os produtos minimamente processados de frutas e hortalicas correspondem a
ampla variedade de 6rgios vegetais que foram submetidos a algum tipo de modificagdo em
sua condicdo natural, mas devem ser semelhantes ao produto fresco sem perder suas
qualidades nutricionais e com vida de prateleira suficiente para sua distribuicdo até o
consumo. Sdo conhecidos como produtos levemente processados, parcialmente
processados, processados frescos, cortados frescos ou pré-preparados (Vitti, 2003).

Frutas e hortalicas processadas minimamente sdo pereciveis e demonstram rapida
degradacdo da qualidade, devido principalmente ao estresse mecénico na superficie dos
tecidos, decorrentes das operagdes de selecdo, limpeza, lavagem, descascamento, corte,
sanitizacdo, secagem e embalagem (Damasceno et al., 2001). Essas operagdes sdo
responsdveis pelas imediatas e subseqiientes respostas fisicas, quimicas, fisioldgicas e
microbioldgicas como a desestruturacdo celular do tecido, resultando no aumento de
processos metabdlicos que culminam na perda do brilho natural (Calegaro et al., 2002),
perda de massa fresca ou desidratacdo (Piagentini et al., 2002), aumento da taxa
respiratdria e evolugdo de etileno (Aguayo et al., 2004), ruptura de membranas celulares
(Hodges et al., 2000), perda de pigmentos (Bhagwat et al., 2004), declinio nos niveis de
compostos nutricionais como dcido ascérbico (Gil et al., 2006), alteracdes no sabor e
firmeza (Lamikanra e Richard, 2002) ou desenvolvimento de odores estranhos (Moretti €
Sargent, 2000; Beaulieu, 2006), além da atividade de enzimas envolvidas no
escurecimento.

A alta perecibilidade dos minimamente processados pode ser em parte compensada
pelo uso de sanitizantes, armazenamento em baixas temperaturas, promog¢ao de atmosferas

modificadas, aplicacdo de coberturas comestiveis, entre outros. Diversos trabalhos tém

142



sido realizados com o objetivo de aprimorar as condi¢des de processamento bem como
prolongar a vida qtil de frutas, como meldo (Ferrari et al., 2008), maca ( Rojas-Graii et al.,
2007 a, b), goiaba (Pereira et al., 2004), laranja (Leme et al., 2007), mamdao papaia (Tapia
et al. 2008), banana (Bico et al., 2008), manga (Chiumarelli, 2008), morango (Cantillano et
al., 2008; Moraes et al., 2008; Bender, et al., 2010; Vargas et al., 2006; Nunes et al., 2006;
Brackmann et al., 1999; Malgarim et al., 2006; Pelayo et al., 2003; Mazaro et al., 2008;
Calegaro et al., 2002; Yamashita et al., 2006; Mali et al., 2003; Francoso et al., 2008).

Os diferentes tratamentos alternativos pds-colheita t€ém sido utilizados no controle
de microrganismos, bem como, no retardo ou prevencdo do amadurecimento em frutas.
Estes tratamentos estdo fundamentados na teoria dos obsticulos (Leistner, 1992), com
aplicacdo de parametros fisicos, fisico-quimicos e microbioldgicos, com ag¢fo sinergética,
buscando a redugdo da desordem fisiolégica (Franco e Landgraf, 1999). Neste aspecto, os
morangos sdo apropriados para serem protegidos com coberturas devido a alta
susceptibilidade e valor agregado (Garcia et al., 1998).

Virios estudos vém sendo realizados considerando a utilizagdo de coberturas a base
de amido de milho e batata (Garcia et al., 1998), gliten de trigo (Tanada-Palmu; Grosso,
2005), mucilagem de cactos (Del-Valle et al., 2005), quitosana (Herndndez-Mufioz et al.,
2006; Vargas et al., 2006), fécula de mandioca (Vieira, 2000), amido de inhame (Mali et
al., 2003), alginato e pectina de baixa metoxilacdo (Andrade et al., 2008), gelana
(Jacometti et al., 2003), amido da banana (Zamudio-Flores et al., 2007), ésteres de celulose
(Park et al., 1993).

A aplicacdo de filmes e coberturas tem uso promissor no mercado pelas numerosas
vantagens que apresentam. Estes aspectos se referem as caracteristicas biodegradaveis, a
incorporacdo de aditivos, ao retardo na perda de dgua, ao menor custo, a produgdo de
atmosfera modificada no interior do produto, ao retardo no amadurecimento em frutos, a
reducdo na incidéncia de doengas e na abrasio superficial durante o manuseio em frutas e
hortalicas frescas, ao aumento do brilho superficial e 2 manutencdo da cor (Chitarra e
Chitarra, 2005).

A busca pela combinagdo de biopolimeros, para compor os biofilmes, permite
utilizar vantajosamente suas caracteristicas funcionais, como propriedades mecanicas
(resisténcia e flexibilidade), opticas (cor e opacidade), sensoriais, de barreiras
(permeabilidade ao vapor de dgua, ao O, e CO,), e solubilidade em dgua (Rigo, 2006),

proporcionando melhor atuacio funcional como revestimento comestivel.
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As propriedades funcionais dos biofilmes variam em fun¢do da formulacio e da
composicdo do produto no qual a cobertura € aplicada. Dentre os componentes utilizados
estdo os lipideos, resinas, polissacarideos e proteinas. Cada um apresenta vantagens e
desvantagens e, por esta razdo, as coberturas podem conter, em suas formula¢des, um
componente ou mais componentes (Colla et al., 2006).

Filmes hidrofébicos, geralmente & base de lipideos ou proteinas, agem como
barreira controladora de umidade, oxigénio, di6xido de carbono, 6leos e demais compostos
volateis, atuando eficientemente contra a deterioragdo natural. As proteinas por si sé
formam filmes com baixa flexibilidade, principalmente com alteracdes na umidade e
temperatura ambiente (Britto et al., 2005).

A coberturas a base de polissacarideos em produtos minimamente processados
caracterizam por apresentar baixa permeabilidade aos gases, alta permeabilidade ao vapor
de agua (Vargas et al.,, 2006), melhorar a cor e a firmeza, e reduzir as taxas de
escurecimento enzimadtico (Assis et al., 2008). Coberturas a base de amido de mandioca
aplicadas em morangos frescos contribuiram para a reducéo da perda de massa, retengdo da
cor e aumento da vida de prateleira (Henrique e Cereda, 1999).

Polissacarideos de origem microbiana apresentam-se como novas perspectivas para
auxiliar as propriedades de barreira e mecénica dos biofilmes. A celulose bacteriana,
produzida por Acetobacter xylinum, tem como propriedades e caracteristicas a
permeabilidade para liquidos e gases, alta pureza quimica, cristalinidade, alta forca de
tensdo, elasticidade, durabilidade, biodegradabilidade, atoxica e ndo alérgica. Na drea
alimenticia, pode consistir aplicada como aditivo, emulsificante, fibra dietética e
conservante comestivel, uma barreira a entrada de bactérias (Mateos, 2007; Pacheco, 2004).

Em funcdo das caracteristicas inerentes ao fruto, bem como da necessidade do
mercado, este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da aplicacao de composicoes de
biofilmes celulésicos sobre parametros fisicos, fisico-quimicos, microbioldgicos, para
manutengdo da qualidade e aumento da conservacdo de morangos minimamente

processados.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material

Morangos (Fragaria x ananassa Duch.) da variedade ‘Festival’ produzido na regido
de Ponta Grossa-PR, fécula de batata (FB) (Yoki), glicerol PA (Merck) e celulose
bacteriana (CB) produzida por processo fermentativo, descrito no capitulo 3, item 3.2.2.2,

foram utilizados neste trabalho.

5.2.2 Métodos

5.2.2.1 Processamento minimo do morango e revestimento

Os frutos foram colhidos durante o periodo da manhia, no estado de maturacio
comercial (3/4 da superficie vermelha) e transportados em caixas de isopor com gelo, em
temperatura de 5°C+2°C por 40 minutos, até ao laboratdrio.

Os frutos inteiros foram lavados e submersos em 1L de dgua gelada, com 150 ppm
hipoclorito de sédio por 15 minutos. Seguido de enxagiie e secagem sob ventilacdo forcada
de ar por 1 hora (ventilador Arno), em temperatura ambiente de 18°C e 70% de umidade
relativa (Moretti, 2001).

As composi¢cdes empregadas no revestimento dos morangos foram descritos no
capitulo 4, item 4.2.2.3, Tabela 4.1. Houve acréscimo de mais um tratamento no
planejamento experimental, ou seja, o tratamentol0 (0% Fécula de batata, 0% Celulose
bacteriana, 0% Glicerol) como controle, que foi submetido as mesmas condi¢des, com
exce¢do da imersdo na goma.

Os frutos sanitizados e secos foram imersos nas solucdes filmogénicas (descritos no
capitulo 4 item 4.2.2.3) por 1 minuto e colocados sobre grades, sob ventilacdo forcada de
ar por 90 minutos (ventilador Arno), em temperatura de 18°C+2°C e 70 a 80% de umidade
relativa (UR), para acelerar o processo secagem e de cura (polimerizacio) do filme. Apds
estarem com a superficie seca, os morangos foram distribuidos em bandejas de poliestireno

(150x150x18mm) e mantidos sob refrigeracio a 7°C + 2°C com UR de 90%z=5%,
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controlado com Termo Higrometro (Incoterm — Modelo 7666.02.0.00), sem outra
cobertura, por 192h.

No tratamento 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL) o morango foi coberto por pelicula
pura de celulose bacteriana, produzidas e purificadas conforme capitulo 3 item 3.2.2.2 e

capitulo 4 item 4.2.2.2, respectivamente.

5.2.2.2 Avaliagdo da eficiéncia do biofilme

Os indicadores de qualidade analisados para a avaliacdo da eficiéncia do biofilme
foram massa fresca, solidos soliveis totais (SST), acidez total titulavel (ATT), razdo entre
SST e ATT, pH, firmeza, atividade de 4gua (Aw), contagem total de mesoéfilos aerdbios,
compostos fendlicos, antocianinas, antioxidantes, vitamina C, cor, atividade respiratéria de
CO; e O,. As andlises foram realizadas em triplicata a cada 48h, sendo utilizado como
amostra o suco de oito frutos por tratamento, exceto para andlise de perda de massa, na
qual foi utilizada a média de tr€s bandejas com trés frutos cada, por tratamento, a cada 24

horas.

Massa - As perdas de massa nos morangos foram determinadas, em gramas, com auxilio de
balanga analitica com precisdo de 0,0001g. Foi utilizada a média de trés bandejas com trés
frutos cada, por tratamento. Os frutos foram pesados no inicio do experimento (Oh - massa
inicial), e durante o armazenamento, a cada 24h, até 192h. Os dados foram expressos em
porcentagem, considerando a diferenga entre a massa inicial e a massa obtida a cada
intervalo de tempo. A porcentagem da perda de massa foi calculada de acordo com a

equacdo 1.

masza inicia ~mazza final

Perdademassa (g 100g7%) = 1100

magza inicial

)]
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A partir dos dados foi feita uma correlagéo linear da perda de massa em funcao do

tempo, de acordo com a equagdo 2.

Percademasia= (4Kt
)

Onde,

Perda de massa = g.100g™

C = constante (g. IOOg'l)

K = taxa de perda de massa (g.lOOg'l.dia'l)
t = tempo (dia)

Acidez total tiluldvel — As andlises foram realizadas por titulometria de neutralizagdo de
acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz (2008), utilizando-se como amostra 10 mL
de suco do morango, obtido em centrifuga doméstica extratora de suco (Walita®) e filtrado
em gaze. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de acido citrico por 100

gramas do fruto.

Sélidos soliveis totais — Foram determinados pelo indice de refracdo em refratometro (2
WAJ- 970139), calibrado com dgua destilada e corrigido em relacdo a temperatura de

20°C. Os resultados foram expressos em graus Brix (°Brix).
Relacdo entre sélidos soliveis totais e acidez total tilulavel (SST/ATT) - Foi obtida pela
divisdo dos resultados do teor de sélidos soliveis totais (°Brix) e da acidez total titulavel

(% de 4cido citrico). Os resultados foram expressos por meio do valor adimensional.

pH - Foi medido com peagametro digital de bancada (Pec-2MP Tecnal) padronizado com

solugdes padrdo de pH 4 e pH 7, diretamente em 10 mL de suco de morango.
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Firmeza - Foi avaliada em Texturometro (CT3 Texture Analyzer Brookfield), com ponta
de prova cilindrica, (probe TA18). Dez morangos foram cortados pela metade, sentido
longitudinal, e submetidos ao teste da forca de compressdo, com deformacdo de 5,0 mm e

velocidade de 2,00 mm.s™. Os resultados foram expressos em Kgf.

Atividade de dgua - Foi determinada com higrometro AQUA Lab (série 3TE) com sensor

de infravermelho, com precisdo de + 0,003, em temperatura ambiente de 20°C + 0,1°C.

Contagem total de mesdfilos aerébios - Os morangos foram avaliados em relacdo a carga
microbiana, por meio da contagem total de mesdfilos aerébios (Silva et al., 2010). A
inoculacdo ocorreu pelo método de plaqueamento em profundidade, em ambiente asséptico
em meio de cultura Plate Count Agar (PCA), previamente fundido e resfriado a 45°C.
Completada a solidificacdo do meio de cultura, as placas foram invertidas e incubadas a
35°C+ 2°C por 48 horas. A contagem das placas foi realizada com auxilio de contador de
coldnias (CP 600PLUS Phoenix). Os resultados foram expressos em unidades formadoras

de colonias (UFC) por grama da amostra.

Compostos fendlicos totais - Os compostos fendlicos totais foram quantificados usando o
método de Folin-Ciocalteau (Singleton e Rossi, 1965). Foi utilizado catequina como
padrdo (200 mg.L™). O cilculo foi realizado segundo a equacio 3, e os resultados foram

1 .
expressos em mg.L de catequina.

Leitura da amostra x Concentracio do padrdo x Diluicido
Leitura do padrdo

Fendlicos Tulais =

3)

Antocianinas — Suco de morango clarificado foi utilizado para a determinag@o dos teores
de antocianinas utilizando coeficiente molar de 98,2. O método de pH-diferencial (Giusti e
Worlstad, 2001) foi utilizado para quantificagdo do contetido de antocianinas monoméricas
totais (usando MW = 444.9, para cianidina-3-glucosidio e & = 28000), conforme equagio
4. O resultado foi expresso em mg de cianidina-3-glicosidio/L dividindo por 4 = mg.100g™

de fruto.
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AxMW=xDF=x 1000

gx1

Antocianinas moncméricas totais =

)

Onde,
A = absorbancia
MW = 4492 - cianidina-3-glicosidio, peso molecular
DF = dilui¢éo final
¢ = coeficiente de absortividade molar 28000 - solvente extrator, metanol:

HCI (99:1)

Para a determinacdo dos teores de antocianinas totais foram extraidos 10 mL de
suco de morango, em centrifuga doméstica (Walita®), e filtradas em papel filtro com poros
de 8 um, obtendo suco clarificado. A quantificacdo de antocianinas totais foi determinada
segundo Lees e Francis (1972), utilizando o coeficiente de absortividade molar de 98,2. As
andlises quantitativas totais relativas as quantidades de compostos foram realizadas por

meio da absor¢éo espectrofotométrica (UV-Vis) (Cintra 10 - Modelo Cintra Double Bean).

Antioxidantes - A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada segundo a
metodologia de Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP), descrita por Benzie e Strain
(1996), Bravo e Calixto (2000), por meio de andlise colorimétrica. O reagente de FRAP
foi preparado pela mistura de tampao acetato de s6dio 300 mM a pH 3,6, solucdo de 2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM em HCI 40 mM, soluc¢éo de cloreto férrico 20 mM, na
proporcao 10:1:1 respectivamente, preparada no momento da andlise. Como padrao foi
utilizado o reativo dcido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (TROLOX). Na
sequéncia, 3 mL de FRAP reagiram com 100 uL do padrio e a absorbancia foi lida a 593
nm contra um branco (FRAP). As reacdes com as amostras do suco foram monitoradas
durante 6 minutos, a cada 15 segundos, e a diferenca foi convertida em valor de atividade
antioxidante, mediante curva de calibracdo feita com o padrdo. O resultado foi expresso

como umol de reducdo de ferro/poder antioxidante (valor de FRAP), conforme equagao 5.
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(0 26 minAAggz,y, Jamostrax [FRAP] .4 (uM)
(03 6minAgg ,p, Jpadrio

FRAP(uM) =

®)

Vitamina C - O teor de vitamina C foi determinado pelo método de Tillmans, segundo
Instituto Adolf Lutz (2008), com amostra diluida com acido oxalico 1:10, sendo titulada
com 2,6-diclorofenol indolfenol (DCFI). Os resultados foram expressos em mg de acido

ascorbico por 100g de fruto.

Cor pelo sistema CIE L* a* b* - Para medida da cor utilizou-se Colorimetro Chroma
Minolta Meter CR 410, de acordo com a escala L* a* b* ou CIELAB, recomendada pela
Commision Internationale de L’Eclairage (CIE). O sistema tri-axial (“tristimulus”) de
cores fornece trés eixos com as coordenadas L*, a* e b* para determinar a coloragdo do
fruto. No eixo x a coordenada a* varia do vermelho (+ a*) ao verde (- a*); no eixo y, a
coordenada b* do amarelo (+b*) ao azul (-b*) e o eixo z corresponde as cores que vao do
branco (+L*) ao preto (-L*¥). O equipamento foi calibrado com fundo branco obtendo os
valores de L = 86,22, a* = -0,91 e b* = -1,38. A avaliacdo da coloracdo foi feita em dois
pontos da superficie do fruto na regido equatorial, anotando a leitura de L*a*b*. A

interpretacdo ocorreu por meio das equacdes 6 e 7.

€= .(ax?+(b«)? (6)

Onde,
C = Croma — obtém-se a cor real do objeto analisado;

a* = coloracdo na regido do vermelho (+a*) ao verde (-a*);

b* = indica colorag@o no intervalo do amarelo (+b*) ao azul (-b*);
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b=
H?= arctg —
ax

@)

Onde,

H’ = Hue-Angle — adngulo formado entre a* e b* indicando a saturagdo da cor do
objeto.

Atividade respiratdria (CO, e Oy) - A taxa respiratéria dos morangos foi determinada pelo
método estatico. O método consistiu no acondicionamento de, aproximadamente, 100g de
morango em recipiente de 350 mL, hermeticamente fechado, com tampa de borracha
contendo sensor de CO; e O,. A medicao de percentual de gis carbonico foi feita por
sensor modelo GMT 221, fornecido pelo fabricante Vaisala (Vaisala, 2006), cuja base de
funcionamento é por infravermelho (Sturm et al., 2008). A sonda de medi¢ao foi adaptada
para fixacdo mecanica ao Erlenmeyer. O resultado apresentado pelo sensor é apenas em
propor¢do percentual, assim foi necessario determinar o volume total do recipiente, bem
como a subtracdo dos volumes tanto de morangos presentes quanto da prdopria sonda do
sensor. Pelo volume restante foi calculada a massa de CO, apds 1h de acondicionamento
dos morangos, mantidos a 7°C+2°C em banho de gelo, e foi considerado que ndo houve
aumento de pressdo. Como informacdo complementar, cabe salientar que o sensor atua
numa faixa de 0 a 20% de gas carbdnico. A resolucido desta medigao € de 0,006%, porém o
indicador ao qual este foi conectado possui uma resolucéo de 0,01%, ficando, desta forma,
limitado a este dltimo valor. A producdo de CO, e consumo de O, foi medida 1 hora apds o
acondicionamento dos morangos, mantidos a 7°C+2°C em banho de gelo.

Para a medida do O, foi utilizada a mesma forma de acondicionamento € 0 sensor
foi o Oximetro DM-4, na funcio O, gasosa, calibrada conforme o manual de operacdo. O
medidor de O, estd baseado no uso de uma célula eletrolitica, com céatodo de platina e
anodo tubular de prata separados por epoxy fundida, ambos imersos em eletrdlito e, o
conjunto isolado por uma membrana de politetrafluoretileno (PTFE) permeével a gases. A
determina¢do do O, ocorre por difusdo através da membrana, reduzindo-se no céitodo e
formando no &nodo o produto da oxidagdo. A corrente resultante € proporcional a

quantidade de oxigénio presente com resolucéo de 0,1 e precisdo de 0,33%.
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A taxa de respiracdo foi determinada de acordo com o O, consumido e o CO,

produzido por meio das equacdes 8 e 9.

R [(Vtomi — Vmorango — Vsensor)x % G::| Massamolar 0,
oz =

100 x I'empo ¥ ilq
(®)
R _ (Vtotal — Vmorango — Vsensor)x % CO,| Massamolar CO,
oz = 100 x Tempo veo,
©)

Onde,

Vtotal = Volume total do frasco (L)

Vmorango = Volume de morango (L), calculado pela densidade (d=m/v)
Vsensor = Volume do sensor dentro do frasco (L)

% O, = porcentagem de O, medida

Tempo = tempo de anélise (horas)

Massa molar O, = 0,032 Kg

VO, = Volume de O, (22,415L)

Massa molar CO, = 0,044 Kg

VCO, = Volume de CO, (22,415L)

5.23 Analise dos dados

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA). Para verificar
quais tratamentos diferiram, foi aplicado o teste de Tukey para realizar comparagdes
pareadas das médias dos tratamentos estabelecendo-se o nivel minimo de significincia de

5% (p< 0,05), utilizando o programa Statistica versao 5.0.
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A andlise de componentes principais (PCA) foi utilizada com o objetivo de avaliar
a similaridade entre os tratamentos e a influéncia exercida por cada propriedade de
qualidade. A PCA foi aplicada a matriz de correlacdo de dados no programa Pirouette
(Infometrix) versao 4.1, utilizando o pré-processamento de autoescalamento em funcio da
correlacdo entre as propriedades (perda de massa, acidez total tituldvel, sélidos soldveis
totais, pH, firmeza, atividade de dgua, compostos fendlicos, antocianinas, antioxidantes,
vitamina C, cor — Croma, Hue-angle, L*, a* e b* ), atividade respiratdria) e o tempo de

armazenamento, para cada tratamento.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Massa

Foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) nos valores das médias da
massa, entre os tratamentos e durante o periodo de armazenamento (p < 0,05). O teste F
corrobora com os valores de p e apresentam significancia estatistica para fins preditivos
para ambas as varidveis (Apéndice C - Tabela 5.1C).

A massa fresca apresentou comportamento linear em fungcdo do tempo de
armazenamento em todos os tratamentos. Morangos deixam de ser considerados
comercializaveis quando perdem 6% do seu peso do periodo da colheita (Garcia et al.,
1998; Malgarim et al., 2006). Neste aspecto foi verificado que os tratamentos com
aplicag@o de biofilme foram eficientes na redugdo da perda de massa, com valores médios
5,96% até as 96h. No tratamento 10 a perda foi de 7,30% neste mesmo periodo, estando

dentro do limite somente até as 72h (Tabela 5.2) (Figura 5.1).
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TABELA 5.2 - CARACTERISTICAS DA PERDA DE MASSA (%) EM MORANGO CV

FESTIVAL COBERTO COM BIOFILME DE DIFERENTES CONCENTRACOES

Tempo Tratamentos
(horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
24 1,28 2,84 2,61 2,31 1,36 2,62 2,36 1,93 1,31 2,73
+0,14 0,11 +0,31 +0,31 +0,15 +0,39 +0,23 +0,05 +0,15 +0,18 2,11
48 3,28 3,69 3,51 3,38 2,14 3,07 3,99 3,05 1,73 4,03
S +0,21  +0,31 +0,22 +0,22 +0,09 +0,34 +0,16 +0,11 +0,55 +0,34 3,16
E 72 4,07 5,08 5,29 4,51 3,40 3,88 4,07 4,40 2,99 4,90
g +0,03  +0,53 +0,17 +0,17 +0,24 +1,29 +0,29 +0,12 +0,32 +0,47 4.0"
3 96 4,98 7,03 6,81 6,36 4,96 6,40 6,85 5,94 4,38 7,30
= +0,65 0,21 +0,13 +0,13 +0,45 +0,70 +0,87 +0,14 +0,39 +1,22 6,1"
1 120 6,05 8,42 7,98 7,93 6,02 7,97 7,82 7,51 5,70 7,59
% +0,84  +0,53 +0,34 +0,34 +0,58 +1,01 +0,76 +0,37 +0,51 +0,43 7,3°
5 144 8,89 9,74 9,28 8,97 8,47 9,22 8,95 8,89 6,91 11,31
A +1,01  +0,82 +0,25 +0,25 +0,38 +1,55 +0,58 +0,12 +0,21 +1,53 9,0¢
168 8,94 10,7 10,11 10,29 8,58 10,60 9,73 9,76 7,66 11,36
+0,22 +0,87 +0,28 +0,28 +0,78 +1,36 +0,24 +0,49 +0,79 +1,26 9,78
192 9,70 11,5 11,90 11,67 10,06 11,14 10,96 11,41 8,83 13,66
+0,77  *1,42 +0,32 +0,32 +1,34 +1,15 +1,07 +0,51 +0,25 +0,44 11,04
M 5 ’9bcd 73° 7, 12 6’9abcd 5 ’6abcd 6’8abcd 6’8abcd 6’6ab 4’9cd 7.8

NOTA - M = média; valores com letras mindsculas iguais na linha ndo diferem pelo teste de Tukey (p <
0,05), em nivel de 95% confianga; e valores com letras maitisculas iguais na coluna ndo diferem pelo teste de
Tukey (p < 0,05), em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os valores médios das triplicatas de cada

tempo e respectivo desvio padrao.
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FIGURA 5.1 — EVOLUCAO DA PERDA DE MASSA (%) EM MORANGO CV.
FESTIVAL COBERTOS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

NOTA - (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL), T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL), T3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5%
GL), T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL), TS (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5%
GL), T7 (70,75% FB, 11,75% CB 17,5% GL), T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL), T9 (0% FB, 100% CB, 0% GL) e
T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).

154



No final do periodo de armazenamento o tratamento 104 perdeu 13,6% de massa,
enquanto a média entre os tratamentos com biofilme foi de 10,8%, portanto, a utilizacdo do
biofilme reduziu 2,8% a perda de massa nos morango (Figura 5.2). Esta reducdo também
foi verificado por Han et al. (2005), em morangos armazenados a 2°C por 14 dias apods
aplicacdo de cobertura a base de quitosana (2%), com reducdo aproximada de 18% na

perda de massa.

C—IPMOh - 192h

| nlE LR

Perda de Massa (%)
2 2
1 1

Tratamentos

FIGURA 5.2 — PERCENTUAL DE VARIACAO DA PERDA DE MASSA, ENTRE O
INICIO E FINAL DO PROCESSO DE ARMAZENAMENTO, EM MORANGOS CV.
FESTIVAL COBERTOS COM BIOFILMES DE DIFERENTES CONCENTRACOES

Os tratamentos 1%, 5° e 9', com maiores concentracdes de celulose bacteriana na
composicdo dos biofilmes, apresentaram menor perda de massa ao final do periodo de
armazenamento, com redugéo de 9,7%, 10,0% e 8,8%, respectivamente. Os tratamentos 1°
e 5° mostraram-se dentro do limite comercialmente aceitavel até as 120h e, o tratamento 9'
até as 144h (Figura 5.1). Pode-se atribuir a esses resultados a caracteristica hidrofilica e
cristalina da celulose bacteriana, conseqiiéncia do didmetro menor de suas microfibrilas, o
que proporciona elevada capacidade de absorcdo e retencdo de dgua, e dificuldade no
processo de dessorcdo (Phisalaphong e Jatupaiboon, 2008), favorecendo a manutencio da

umidade no fruto.

"1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ©5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL); 10
(0% FB, 0% CB, 0% GL).
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A cobertura com os biofilmes foram eficientes em reduzir, ao longo do periodo de
armazenamento, a perda de massa dos morangos. Isso pode ser explicado pelo aumento da
dificuldade de migracdo da dgua para o ambiente, causado pela pelicula formada ao redor
do fruto, com espessuras que variaram entre os tratamentos de 0,91 pm a 35,93 um (Figura

5.3).

7,6 pm
7.9 um |8”,6 pm 18

T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL) T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL)

3,5pm 3,5 pm 3,4 pm

YA =

T3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL) T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL)

26.1 um 31.6 um
ST NP T e TR

18,9 pm 19,4 pm -

18,1 pm. s #wpﬂi\',ﬁ o

T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL) T6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL)
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153 um 139 ym 152 pm

Dapm 2um

T7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL) T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL)

Llpm 1,2pm 0.8um

et
o &3 m

iy
S ";‘ngpm 1,24 ym

T9 (0% FB, 100% CB, 0% GL)
FIGURA 5.3 — ESPESSURA DOS BIOFILMES APLICADOS EM MORANGO CV

FESTIVAL

NOTA - Fotos obtidas em Microscépio Optico de Transmissio e Reflexdo Olympus — Modelo BX — 51
(TRF) com camera CCD acoplada a um software para aquisicdo da imagem.

A perda de peso em frutas ocorre durante a estocagem em virtude do processo
respiratério, da transferéncia de umidade e dos processos de oxidagdo (Ayranci e Tunc,
2003) promovendo alteracdes morfolégicas importantes que podem afetar a cor e a textura
do fruto. A perda de dgua é um acelerador da senescéncia das frutas, acarretando uma
maior rapidez na taxa de desintegracdo da membrana e perda do conteido celular e,

conseqiientemente, o murchamento e a perda de suculéncia (Kalt et al., 1993).
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Com base na andlise de variancia (Apéndice C - Tabela 5.3C) os valores dos

coeficientes da regressdo mostraram que entre os componentes do biofilme o glicerol foi o

fator de maior influéncia (p < 0,05) na perda de massa dos morangos, no inicio e final do

periodo de armazenamento. Também foram significativas, em menor grau, a fécula de

batata, a celulose bacteriana e as suas interacdes (Figura 5.4).

O uso de plastificante como o glicerol promoveu a maleabilidade e a afinidade dos

biofilmes a 4gua tornando mais suscetiveis a perda de 4dgua durante o periodo de

armazenamento (Mali et al., 2004; Chang et al., 2006; Godbillot et al., 2006; Miiller et al.,

2008).

1000
800
600
400
200

——

Magnitude dos coeficientes

-10004
-1200-

-200
-400
-600
-800

F.G

CG G

—t

—

(A)

F.C

Magnitude dos coeficientes

1000
750
500
250

250
-500
-7504

-1000 4

-1250 4

-1500-

F.G

CG

(B)

FIGURA 5.4 - MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A PERDA DE MASSA DURANTE O ARMAZENAMENTO: (A)
PERDA DE MASSA OH, (B) PERDA DE MASSA 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

5.4.2 Acidez Total Titulavel

As diferentes concentragdes utilizadas nos biofilmes promoveram alteracdes

significativas (p < 0,05) na média dos teores da acidez total tituldvel entre os tratamentos.

No entanto, ndo houve alteracdo significativa (p > 0,05) durante o periodo de
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armazenamento. O teste F confirma os valores de p, e ndo apresentam significancia para
fins preditivos para ambas as varidveis (Apéndice C — Tabela 5.4C).

A cultivar estudada apresentou a 0 hora variagdo de 0,36% a 0,76% de 4cido citrico
(Tabela 5.5), indicando que a maioria dos frutos estdo dentro da faixa encontrada para
morangos maduros, que pode variar de 0,5% a 2,3% de acido citrico (Pelayo et al., 2005;
Cordenunsi et al., 2003), com excecdo dos tratamentos 17, 78, 8" ¢ 10’ com acidez abaixo de
0,5%, ou seja, variaram de 0,36% a 0,46%, indicando, possivelmente, frutos ainda
“verdes”. Morangos com baixa acidez sdo mais saborosos e agraddveis (Cordenunsi et al.,
2003) e, o maximo de acidez para obten¢do de “flavor” aceitdvel pelo consumidor é de

0,8% (Chitarra e Chitarra, 2005).

TABELA 5.5- CARACTERISTICAS DA ACIDEZ TOTAL TITULAVEL (ATT) (% DE
ACIDO CITRICO) EM MORANGO CV FESTIVAL COBERTOS COM BIOFILME DE
DIFERENTES CONCENTRACOES

Tempo Tratamentos
_ (horas) 7 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
é 0 0,41 0,76 0,58 0,50 0,71 0,51 0,46 0,38 0,36 0,50
£ +0,02  +0,002 +0,02 +0,01 +0,002 +0,02 0,004  +0,01 +0,01 +0,01  042°
° 48 0,53 0,45 0,54 0,51 0,58 0,39 0,54 0,37 0,38 0,48
E +0,02  +0,004 +0,01 +0,02 +0,01 +0,04  +0,005 +0,01 +0,01 +0,01 047"
b 96 0,83 0,53 0,58 0,47 0,51 0,52 0,53 0,46 0,48 0,55
< +0,03  +0,005 +0,01 +0,03 +0,02 +0,01 0,002 +0,02 +0,01 +0,01  0,54¢
& 144 0,61 0,64 0,60 0,57 0,60 0,56 0,58 0,51 0,49 0,54
E 0,02 0,007 +0,01 +0,01 +0,01 0,02 +0,001 +0,01 0,02 0,02 057"
< 192 0,69 0,68 0,77 0,74 0,73 0,77 0,59 0,84 0,58 0,43
+0,03 +0,02 +0,006  +0,01 +0,008 +0,02  #0,006  +0,02 0,02 0,02 0,72*
M 0,62° 0,61° 0,61° 0,56° 0,63 0,55° 0,54 0,514 0,46° 0,50¢

NOTA - M= média; valores com letras mintsculas iguais na linha ndo diferem pelo teste de Tukey (p <
0,05), em nivel de 95% confianga; e valores com letras maitisculas iguais na coluna néo diferem pelo teste de
Tukey (p<0,05), em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os valores médios das triplicatas de cada
tempo e respectivo desvio padrao.

Considerando os intervalos de confianca de 95%, os tratamentos que mantiveram a
acidez total tituldvel dentro dos limites minimo de 0,5% e méximo de 0,8% durante o

periodo de armazenamento foram os tratamentos 3°, 5° e 7% Com valores abaixo do

* 1(50% FB, 37.5% CB, 12.5% GL); °2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); ° 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); ©5
(47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); 27 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL);" 8 ( 82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); 10
(0% FB, 0% CB, 0% GL).
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minimo foram 2b, 4d, 6f, 8h, 9 e IOi, somente o tratamento 1* demonstrou aumento acima
do limite maximo as 96h.

Durante o periodo de armazenamento houve oscilagdo no teor de 4cido citrico,
entre os tratamentos, até 96h, apos foi verificado aumento gradual na maioria, com excecao
do tratamento 10’ (Figura 5.5). Os resultados encontrados estao em desacordo com Mazaro
et al. (2008); Vieites et al. (2006); Chitarra e Chitarra (2005) ao afirmarem que ao longo do
armazenamento a acidez tituldvel tende a diminuir.

A variag@o observada nos primeiros dias (96h) pode ser decorrente do tempo em
que os frutos ficaram fora da refrigeracdo para o processo de sanitizagdo, da manipulacio
durante esse processo, € o tempo de secagem da solucdo filmogénica sobre os morangos,
deixando-os mais suscetiveis para o processo de transpiracdo e respiracdo. A perda da
acidez estd relacionada ao processo natural de maturacao dos frutos, pois ocorre utilizacao
dos 4cidos organicos, principalmente citrico e malico em morangos, como substrato no
processo respiratorio via ciclo de Krebs (Mazaro et al., 2008).

O aumento da acidez ap6s 96h pode ter sido causado por fatores como a reducio do
processo respiratério (difus@o), devido ao armazenamento sob refrigeracdo, e, o
preenchimento parcial dos poros da cuticula no pseudofruto. Outro fator a ser considerado
pode estar relacionado ao efeito da concentracdo, em razdo da perda de dgua pelos
pseudofrutos, que resulta em aumentos na concentracido dos acidos orginicos presentes no

suco celular (Calegaro et al., 2002).

*1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); * 4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); ' 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL);" 8 (
82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL);' 10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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FIGURA 5.5 — EVOLUCAO DA ACIDEZ TOTAL TITULAVEL (% DE ACIDO
CITRICO) EM MORANGO CV. FESTIVAL COBERTOS COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE BIOFILME

NOTA - (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL), T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL), T3 (75% FB, 12,5%
CB, 12,5% GL), T4 (87,5% FB, 0%°CB, 12,5% GL), T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL), T7 (70,75% FB, 11,75% CB, 17,5% GL), T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL),
T9 (0% FB, 100% CB, 0% GL), T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).

Aumento na acidez tituldvel também foi relatado por Calegaro et al. (2002) em
morangos da cv Oso Grande conservados em atmosfera modificada com concentracdes de
0O, e CO, (BKPaO, + 10KPaCO, e 5KPa0O, + 15KPaCO,). Pizarro (2009) observou
aumento da acidez em morangos das variedades Camarosa, Dover, Oso Grande e Sweet,
submetidos a resfriamento rdpido e armazenamento em diferentes tipos de embalagens e
temperaturas.

Ao final das 192h, a maior porcentagem de acidez foi produzida pelo tratamento 8",
a acidez passou de 0,38% para 0,84%, portanto, aumento de 123,2%. A menor produgdo
foi observada no tratamento 5°, com aumento de 2,4%. Os tratamentos 100 e 2°

apresentaram redugdo de 13,6% e 10,9%, respectivamente, no teor de dcido citrico. Os

*1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL);" 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); ® 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL);' 6
(59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL);" 8 ( 82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL);! 10 (0% FB, 0%
CB, 0% GL).
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tratamentos 1%, 9', 6, 49, 3¢, 78 ¢ 5° apresentaram aumento na acidez de 68,6%, 59,8%,
50,0%, 48,5%, 31,9%, 29,4% e 2,4%, respectivamente (Figura 5.6). Os frutos cobertos
com o biofilme e com acidez inicial abaixo ou préximos a 0,5% tiveram aumento maior na

acidez nos tratamentos 1* € 9' com concentragdes maiores de celulose bacteriana.
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FIGURA 5.6 — PERCENTUAL DE VARIACAO DA ACIDEZ TOTAL TITULAVEL,
ENTRE O INICIO E FINAL DO PROCESSO DE ARMAZENAMENTO, EM
MORANGOS CV. FESTIVAL COBERTOS COM BIOFILMES DE DIFERENTES
CONCENTRACOES

Os acidos organicos presentes nos frutos, em conjunto com os teores de agicares,
representam um importante atributo de qualidade, auxiliando como ponto de referéncia o
grau de maturacdo das frutas (Chitarra e Chitarra, 2005), e muitos desses 4cidos sdo
voléteis, o que contribui para o aroma caracteristico (Frangoso et al., 2008).

Desta forma, de acordo com os teores iniciais da acidez que se encontravam 0s
morangos, do processo de sanitizacdo, do tratamento que foram submetidos (acidez da
solug¢do filmogénica) e das condi¢cdes de armazenamento (temperatura), foi observada

acidez total tituldvel adequado para o consumo as 192h, os tratamentos 1%, 2° 3¢ 49 5°¢ 6,

*1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ® 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); ¢ 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); ¢ 4
(87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); © 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); " 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); £ 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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Os valores apresentados nesta pesquisa foram abaixo do encontrado por Antunes et al.
(2008) para as cultivares Festival, Saborosa, Camarosa e Galexia, com teores de 0,74%,
0,79%, 0,76% e 0,78%, respectivamente.

A andlise de varidncia indicou, por meio da magnitude dos coeficientes da
regressdo (Apéndice C — Tabelas 5.6C), o glicerol como o componente do biofilme com
maior influencia significativa (p< 0,05) no inicio do armazenamento. As 192h, o glicerol, a
fécula de batata, a celulose e as interacdes da fécula de batata com celulose bacteriana

tiveram efeito significativo (p < 0,05) sobre a acidez total tituldvel (Figura 5.7).
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FIGURA 5.7 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A ACIDEZ TOTAL TITULAVEL DURANTE O
ARMAZENAMENTO: (A) ACIDEZ TOTAL TITULAVEL OH, (B) ACIDEZ TOTAL
TITULAVEL 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

5.4.3 So6lidos Soluveis Totais

As virias concentragdes dos biofilmes proporcionaram diferengas significativas (p
< 0,05) entre as médias dos tratamentos, no teor de solidos soldveis totais (SST). Porém,
durante o periodo de armazenamento esse fator ndo apresentou alteracdo (p > 0,05),

mesmo considerando o intervalo de confianga dos resultados (Apéndice C - Tabela 5.7C).
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A quantidade de SST mostrou variagcdo a Oh (Tabela 5.8), possivelmente resultado
da elevada variabilidade existente entre os frutos da prépria cultivar e das concentragdes
dos actcares presentes na composicdo dos biofilmes. Os sdlidos soliveis indicam a
quantidade de sélidos que se encontram dissolvidos no suco ou polpa de frutas, e tem a
tendéncia de aumento com o avanc¢o da maturacdo (5% em frutos verdes pequenos e 6% a
9% em morangos maduros) (Kader, 1991) e sdo constituidos principalmente pelos
acucares, com valores médios entre 8% a 14% em morangos (Chitarra e Chitarra, 2005).
As concentragdes iniciais de 5,9% a 6,9% sdo valores menores que o minimo sugerido de
7% para obtencao de “flavor” aceitdvel pelo mercado consumidor, que requer frutos doces

(Chitarra e Chitarra, 2005).

TABELA 5.8 - CARACTERISTICAS DOS SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS (SST)
(°BRIX) EM MORANGO CV FESTIVAL COBERTO COM BIOFILME DE
DIFERENTES CONCENTRACOES

Tempo Tratamentos
(horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
0 59 59 59 59 5,9 6,9 6,9 6,9 6,9 59
+0,01 0,01 #0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 6,2¢
= 48 5.1 5.1 5.1 5,1 5,1 5,1 5,1 5,1 5,1 6,2
E +0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 5,1E
< 96 6,8 6,0 7.8 6,1 5,0 6,9 6,9 5.8 6,1 6,1
; +0,01 0,01 #0,01 #0,01 0,01 0,01 #0,01 0,01 0,01 +0,01 6,4°
n 144 6,0 6,0 6,1 6,1 5,1 6,0 6,1 6,1 6,1 6,5
+0,01 0,01 #0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 5,9°
192 6,9 6,0 5.1 6,0 6,0 6,0 6,9 6.9 6,5 79

0,05 20,05 0,02 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 6,2*
M 6,134 5798 599 583" 540" 6,17° 638 6,15 6,13¢ 6,51°

NOTA - M = média; valores com letras mindsculas iguais na linha ndo diferem pelo teste de Tukey (p <
0,05), em nivel de 95% confianca; e valores com letras maitisculas iguais na coluna ndo diferem pelo teste de
Tukey (p < 0,05), em nivel de confianga de 95%. Sao apresentados os valores médios das triplicatas de cada
tempo e respectivo desvio padrio.

O tratamento 10/ apresentou variacdo inversa aos tratamentos com biofilmes com
aumento de 19,2% em 48h, seguido de declinio de 1,6% as 96h e aumento de 29,5% em
192h. Porém, considerando todo periodo de armazenamento houve aumento de 33,8% nos
SST (Figura 5.8). Esse efeito se deve, provavelmente, a auséncia de revestimento durante o

periodo de armazenamento, quando os pseudofrutos permaneceram totalmente expostos a

710 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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atmosfera externa (ambiente de refrigeracdo). A perda de massa de 13,8% pode ter
contribuido para aumentar a concentracio dos sélidos soliveis nos morangos (Item 5.4.1,
Figura 5.1).

Segundo Carmo (2004), os processos metabdlicos relacionados com o avango do
amadurecimento, provavelmente pela dissociacdo de algumas moléculas e enzimas
estruturais em compostos soliveis, influem diretamente nos teores de solidos soliveis, em
que frutos em avancados estddios de amadurecimento apresentam os teores mais elevados

de solidos soluveis.
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FIGURA 5.8 — EVOLUCAO DOS SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS (°BRIX) EM
MORANGO CV. FESTIVAL COBERTOS COM DIFERENTES CONCENTRACOES
DE BIOFILME

NOTA - (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL), T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL), T3 (75% FB, 12,5%
CB, 12,5% GL), T4 (87,5% FB, 0% CB, 12,5% GL), TS5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL), T7 (70,75% FB, 11,75% CB 17,5% GL), T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL), T9
(0% FB, 100% CB, 0% GL), T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).

165



Entre os tratamentos cobertos com biofilmes as maiores porcentagens na
concentragdo de SST, durante o armazenamento, foi verificado no tratamento 3°, com
aumento de 32,2%, as 96h, permanecendo dentro do minimo aceitdvel para concentragdo
de agucar (6% a 9%) em morangos maduros. Porém, ao final do periodo esse tratamento
apresentou maior reducdo, 13,5% (Figura 5.9). A menor concentracdo de SST foi de

5,1°Brix, na maioria dos tratamentos, as 48h.

I SST 0Oh-192h

0 T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
-104

-20-

Solidos Soltveis Totais (%)
o
1

FIGURA 5.9 - PERCENTUAL DE VARIACAO DOS SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS,
ENTRE O INICIO E FINAL DO PROCESSO DE ARMAZENAMENTO, EM
MORANGOS CV. FESTIVAL COBERTOS COM BIOFILMES DE DIFERENTES
CONCENTRACOES

Comparando com o tratamento 10', os tratamentos cobertos pelos filmes foram
efetivos em retardar o processo metabdlico (respiragdo). No entanto, os tratamentos 2b, 4d,
5, 7% 8" apresentaram maior estabilidade na concentragdo de SST, considerando o inicio
e final do periodo de armazenamento, com aumentos de 1,7%, 1,7%, 1,7%, 0% e 0%,
respectivamente.

As oscilagdes ocorridas nos teores de SST, durante o periodo de armazenamento,
podem ser atribuidas em parte pela mobilizagdo dos sdlidos soliiveis para respiragdo,

constituidos principalmente pelos agucares (glicose, frutose e sacarose), dcidos orgénicos,

® 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); © 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); ® 4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL);.e 5
(47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ® 7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); "8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL);' 10
(0% FB, 0% CB, 0% GL).
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e pectinas soliveis (Atta-Aly, 2003; Pelayo-Zaldivar et al., 2005; Garcia et al.,1998). A
baixa desidratacdo dos morangos, observado no percentual de perda de massa (Item 5.4.1
Tabela 5.2), em alguns tratamentos, indica ter contribuido na pequena variacdo dos s6lidos
soliuveis. Porém, o aumento pode ser conseqiiéncia da transformagio das reservas
acumuladas durante a formacdo e o desenvolvimento desses sélidos em agticares soluveis,
para posterior utilizacdo (Jerdnimo e Kanesiro, 2000).

Por meio da andlise de variancia (Apéndice C — Tabela 5.9C), os coeficientes da
regressao mostraram que, entre os componentes do biofilme, as interacdes da fécula de
batata e da celulose bacteriana com o glicerol e dos trés componentes foram significativas
(p £0,05) nos resultados dos s6lidos soltiveis totais, no final do periodo de armazenamento

(Figura 5.10).
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FIGURA 5.10 - MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE OS SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS DURANTE O
ARMAZENAMENTO: (A) SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS OH, (B) SOLIDOS
SOLUVEIS TOTAIS 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

5.4.4 Relacdo entre Solidos Soldveis Totais e Acidez Total Tituldvel (SST/ATT)

As diferentes concentragdes utilizadas na composi¢do dos biofilmes foram
significativas (p < 0,05) para diferenciacdo do sabor do morango entre as médias dos

tratamentos e no decorrer do periodo de armazenamento (Apéndice C — Tabela 5.10C). O
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teste F confirma os valores de p e mostra falta de significancia para fins preditivos para as
duas varidveis analisadas.

A relacdo SST/ATT teve um comportamento irregular durante as primeiras 96h nos
tratamentos cobertos com biofilme, e com reducio continua até as 192h. O tratamento 10/
apresentou efeito contrdrio apds as 96h, ou seja, aumento gradual até as 192h (Figura

5.11).
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Oh 48h 96h 144h 192h Oh 48h 96h 144h 192h
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—u—T1;—0-T2; A~ T3;—v—T4; - T5 —u—T6;—0-T7; A - T8;-v-- T9; — - T10
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FIGURA 5.11 - EVOLUCAO DA RELACAO ENTRE SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS
(°BRIX) E ACIDEZ TOTAL TITULAVEL (% DE ACIDO CITRICO) EM MORANGO
CV. FESTIVAL COBERTOS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

NOTA - (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL), T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL), T3 (75% FB, 12,5%
CB, 12,5% GL), T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL), T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL), T7 (70,75% FB, 11,75% CB 17,5% GL), T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL), T9
(0% FB, 100% CB, 0% GL), T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).

Ao final do periodo de armazenamento (192h), os tratamentos 1% 2° 78 9 e 10
apresentaram valores aceitdveis para a razdo SST/ATT, considerando a média 8,75% para

um sabor agraddvel (frutos doces e com baixa acidez), para o minimo exigido

“1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL);" 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); £ 7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); ' 9
(0% FB, 100% CB, 0% GL);’ 10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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comercialmente (Tabela 5.11). Segundo Chitarra e Chitarra (2005) em morangos o teor
minimo de sélidos soldveis totais é de 7° Brix e o maximo da acidez total tituldvel é de
0,8% para que se obtenha um fruto com sabor agradavel, ou seja, mantenha uma proporcao
adequada em torno de 8,7. Quando esta razdo € muito baixa o produto é considerado

insipido e perde a qualidade.

TABELA 5.11 - CARACTERISTICAS DA RAZAQ ENTRE OS SOLIDOS SOLUVEIS
TOTAIS (SST) E A ACIDEZ TOTAL TITULAVEL (ATT) EM MORANGO CV
FESTIVAL COBERTOS COM BIOFILME DE DIFERENTES CONCENTRACOES

Tempo Tratamentos
(horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
0 14,37 7,71 10,16 11,88 8,27 13,47 15,07 18,27 19,14 11,83
+0,81 +0,02 +0,3 +0 +0 +0 +0 +0 +1,18 +0,55 13,0%
| 48 9,60 11,38 9,44 10,06 8,72 12,97 9,52 13,68 13,30 12,94
= +0,38 +0,11 +0,2 +0,32 +0,28 +1,15 +0,98 +0,48 +0,37 +0,24 11,1€
s 96 8,22 11,42 13,46 13,00 9,79 13,19 13,00 12,73 12,66 11,15
)] +0,31 +0,1 +0,26 +0,7 +0,47 +0,2 +0,69 +0,45 +0,21 +0,29 11,8%
@ 144 9,76 9,33 10,10 10,67 8,47 10,74 10,48 12,01 12,50 12,01
+0,36 +0,11 +0,2 +0,19 +0,19 +0,36 +0,28 +0,18 +0,4 +0,45 10,6°
192 9,96 8,81 6,65 8,13 8,20 7,81 11,63 8,18 11,28 9,63
+0,40 +0,35 +0,05 +0,20 +0,08 +0,19 +0,12 +0,24 +0,46 +1 9,08
M 10,38% 9,73 9,96 10,75° 8,69¢ 11,63 11,94¢ 12,98° 15,25° 11,51

NOTA - M = média; valores com letras mindsculas iguais na linha ndo diferem pelo teste de Tukey (p <
0,05), em nivel de 95% confianga; e valores com letras maitisculas iguais na coluna néo diferem pelo teste de
Tukey (p<0,05), em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os valores médios das triplicatas de cada
tempo e respectivo desvio padrao.

Os frutos insipidos apresentam teor de sélidos soliveis e acidez muito baixos,
proporcionando uma relacio SST/ATT elevada entre esses componentes, conduzindo a
uma interpretacdo erronea da qualidade quanto ao sabor. Esse fato pode ter ocorrido nesta
pesquisa, em conseqiiéncia dos valores iniciais abaixo do minimo sugerido para sélidos
soldveis totais, em todos os tratamentos, e para acidez total tituldvel nos tratamentos 1%, 7%,
8"e 9l Porém, outro fator deve ser considerado como a maturidade dos frutos no momento
da colheita, embora, a coloragdo vermelha tenha prevalecido em 75% do fruto indicando
boa maturidade para colheita (Cantillano et al., 2003; Cantillano, 2008), pode ter

comprometido a qualidade organoléptica. As possiveis causas da variagdo na razdo

*1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); £ 7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL);" 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9
(0% FB, 100% CB, 0% GL).
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SST/ATT podem ser atribuidas ao comportamento das condi¢des de cultivo e de cada
tratamento que foram submetidos 0os morangos.

Considerando esses fatores, o tratamento 5° apresentou menor percentual de
variagdo, 0,76% (Figura 5.12), entre o inicio e final do armazenamento na relacio
SST/ATT. A relagdo SST/ATT € uma das formas utilizadas para avaliacdo do sabor, tendo
maior representacdo que a medicdo isolada de agicares ou da acidez. Esse parametro

indica o grau de equilibrio do sabor dos frutos (Chitarra e Chitarra, 2005).
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FIGURA 5.12 - PERCENTUAL DE VARIACAO DA RAZAO ENTRE SOLIDOS
SOLUVEIS TOTAIS E ACIDEZ TOTAL TITULAVEL, ENTRE O INICIO E FINAL DO
PROCESSO DE ARMAZENAMENTO, EM MORANGOS CV. FESTIVAL COBERTOS
COM BIOFILMES DE DIFERENTES CONCENTRACOES

Antunes et al. (2008), em pesquisa desenvolvida sobre o comportamento de novas
cultivares de morangueiros na regido de Pelotas-RS, encontraram em morangos cv
‘Festival’ valores médios de 7,6 °Brix, 0,74% de dacido citrico, e 10,2 de SST/ATT,
valores acima dos encontrados neste trabalho.

Na andlise de variancia (Apéndice C — Tabelas 5.12C), os coeficientes da regressao

mostraram as intera¢Oes da fécula de batata, da celulose bacteriana com o glicerol e, dos

€5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL).
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trés componentes como significativas (p < 0,05) nos resultados dos SST/ATT, no inicio e

final do armazenamento (Figura 5.13).
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FIGURA 5.13 - MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A RAZAO ENTRE 0OS SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS (STT) E A
ACIDEZ TOTAL TITULAVEL (ATT) DURANTE O ARMAZENAMENTO: (A)
SST/ATT OH; (B) SST/ATT 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

5.4.5 Potencial hidrogenionico (pH)

As diferentes concentracdes dos biofilmes dos tratamentos influenciaram
significativamente (p < 0,05) as médias dos resultados do pH, assim como, o periodo de
armazenamento. O teste F corrobora com os valores de p e, mostra significincia para fins
preditivos entre as duas varidveis analisadas (Apéndice C — Tabela 5.13C).

Os valores obtidos no pH inicial (Tabela 5.14), entre 3,03 e 3,55, estdo dentro da

faixa encontrada por Antunes et al. (2008), em morango ‘Festival’ com média de 3,45.
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TABELA 5.14 - CARACTERISTICAS DO pH EM MORANGO CV FESTIVAL
COBERTOS COM BIOFILME DE DIFERENTES CONCENTRACOES

Tempo Tratamentos
(horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
0 3,26 3,13 3,14 3,15 3,03 3,27 3,41 3,41 3,27 3,55

0,04 #0015 0,02 0,01 +0,006 0,01 0,02 0,006 0,015 0,02 326"
48 3,20 3,16 3,1° 3,14 3,05 3,32 3,26 3,37 3,39 3,33

£0,006 +0,006 +0,0 0,012 #0,0 0,006 0,0 0,006 0,006 0,006 3,24°
9 3,00 3,13 3,12 3,25 3,17 3,33 3,27 3,30 3,34 3,27

0,021  #0,006 0,032 0,01 0,006 0,058 +0,02 0,006 0,021 0,049 3,22B
144 3,12 3,11 3,06 3,10 3,15 3,14 3,23 3,14 3,35 3,17

£0,006 +0,025 0,01 20,006 20,006 0,006 0,051 +0,01 0,015 0,044 3,165
192 2,94 2,87 3,02 3,07 2,98 3,05 3,20 3,05 3,22 3,04

0,012 #0,101 0,025 0,015 0,006 0,006 0,006 0,006 =+0,04 0,015 3,057
M 3,11° 3,090 3,09 314¢ 308 323 328° 326° 3320 328"

pH

NOTA —-M = média; valores com letras mintsculas iguais na linha ndo diferem pelo teste de Tukey (p <0,05),
em nivel de 95% confianga; e valores com letras maitisculas iguais na colunas ndo diferem pelo teste de
Tukey (p<0,05), em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os valores médios das triplicatas de cada
tempo e respectivo desvio padrio.

Os morangos com biofilme tiveram pH abaixo do valores encontrados no
tratamento 10/ que pode ser explicado pela interferéncia do pH da cobertura, inferior ao

pH da fruta (Tabela 5.15).

TABELA 5.15 — pH DAS SOLUCOES FILMOGENICAS E CELULOSE BACTERIANA

Tratamentos
1 2 3 4 5 6 7 8 9
=
= d be b a e C b a f
3,25 3,31 3,33 3,47 3,21 3,30 3,32 3,45 3,02

+0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,005 +0,005 +0,005 +0,01 +0,01

NOTA - Valores com letras mindsculas iguais na linha nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05), em nivel
de 95% confianga. Sdo apresentados os valores médios das triplicatas de cada tratamento e respectivo desvio
padrao.

Durante o periodo de armazenamento houve oscilagdo do pH, porém foi observado
que, apds 144h, todos os tratamentos tiveram reducdo (Figura 5.14). O comportamento dos
solidos soliveis (Item 5.4.3 Tabela 5.8) pode ter influenciado os resultados finais do pH,

pois a liberagdo de solidos soldveis proporciona uma quantidade de acido dissociado.

710 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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Segundo Fontes (2005) o valor do pH expressa apenas o dcido dissociado e tem o poder de
tamponar a solucdo, enquanto que a acidez tituldvel expressa a quantidade de &cido
presente. Leningher (1990) sugere que uma pequena variagdo nos valores de pH resulta em
um efeito tamponante, causado pela presenca simultinea de dcidos orgénicos e seus sais,
mesmo que ocorram variagdes no contetido da acidez tituldvel.

Segundo Holcroft e Kader (1999) altas concentragdes de CO, podem influenciar no
pH intracelular de frutas e hortalicas aumentando a acidez e reduzindo o pH, por meio da
hidratagdo do CO, com produgio HCO;3 e H' e/ou pelo seu efeito no metabolismo dos
dcidos organicos. A dissociacdo de dcido carbonico no citoplasma € passivel de ocorrer,
uma vez que o vacuolo € acidificado, a dissociacdo do dcido carbdnico deve ser minima, e
€ provavel que a capacidade tamponante do tecido possa absorver essas mudangas. No
entanto, a acidificacdo do vacdolo nos morangos pode ndo ter ocorrido, pelo actimulo de

acidos fracos, como o citrico e o mdlico, auxiliando no tamponamento do vactolo.
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FIGURA 5.14 — EVOLUCAO DO pH EM MORANGO CV. FESTIVAL COBERTO
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

NOTA- (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL), T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL), T3 (75% FB, 12,5%
CB, 12,5% GL), T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL), T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL), T7 (70,75% FB, 11,75% CB 17,5% GL), T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL), T9
(0% FB, 100% CB, 0% GL), T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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As maiores variagdes do pH foram observadas nos tratamentos 10' ¢ 9' com maior e

menor reducdo, 14,36 % e 1,53%, respectivamente (Figura 5.15).

=1 pH (Oh - 192h)
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FIGURA 5.15 — PERCENTUAL DE VARIACAO DO pH, ENTRE O INICIO E FINAL
DO PERIODO DE ARMAZENAMENTO, EM MORANGO CV FESTIVAL COBERTO
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

Por meio da andlise de varidncia (Apéndice C — Tabelas 5.16C), os coeficientes da
regressao mostraram que as interacdes da fécula de batata, da celulose bacteriana com o
glicerol e, dos trés componentes tiveram influéncia significativa (p < 0,05) nos resultados

do pH (Figura 5.16).
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FIGURA 5.16 - MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE O pH DURANTE O ARMAZENAMENTO: (A) pH OH; (B) pH
192H

9 (0% FB, 100% CB, 0% GL); ' 10 (0% FB, 0% CB, 0% GL)
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NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

5.4.6 Firmeza

Foram observadas diferencas significativas da firmeza (forca de compressio) entre
as médias dos tratamentos e nos tempos de armazenamento (p < 0,05). O teste F corrobora
com os valores de p e, mostra significAncia para fins preditivos entre as duas varidveis
analisadas (Apéndice C - Tabela 5.17C). A firmeza dos morangos oscilou durante o tempo

de armazenamento em todos os tratamentos (Figura 5.17).
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FIGURA 5.17 — EVOLUCAO DA FIRMEZA EM MORANGO CV. FESTIVAL
COBERTO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

NOTA - (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL), T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL), T3 (75% FB, 12,5%
CB, 12,5% GL), T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL), T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL), T7 (70,75% FB, 11,75% CB 17,5% GL), T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL), T9
(0% FB, 100% CB, 0% GL), T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).

Em 48h houve aumento da firmeza, com exce¢do dos tratamentos 3° e 6!
apresentaram redugdes e o 7¢ manteve estdvel. Em 96h foi verificado redu¢do na maioria

dos tratamentos, exceto nos 4% ¢ 8" com estabilidade e declinio, respectivamente. As 144h

€3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); * 4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); "6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5%
GL); £7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL).
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b h . o .
os tratamentos 2° e 8" apresentaram aumento da firmeza e, o 3 estabilidade, os demais
mostraram reduc¢do. Em 192h foi verificado declinio nos tratamentos, com exce¢do dos 5° e

7% com estabilidade da firmeza (Tabela 5.18).

TABELA 5.18 - VALORES DA FIRMEZA EM MORANGO CV FESTIVAL COBERTO
COM BIOFILME DE DIFERENTES CONCENTRACOES DURANTE O PERIODO DE
ARMAZENAMENTO

Tempo Tratamentos
(horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
0 1,18 1,14 1,15 1,01 1,14 1,33 1,09 1,16 1,28 1,04
+0,06 0,10 +0,08 +0,07 0,07 0,07 +0,07 40,10 0,13 0,04 1,15°
% 48 1,43 1,40 1,06 1,12 1,38 1,13 1,09 1,19 1,59 1,12
% +0,12 +0,10 £0,12 #0,11 0,12 0,05 +0,05 0,05 0,13 0,07 1,254
8 96 1,18 1,09 1,04 1,12 1,08 1,11 0,96 0,92 1,63 0,83
‘é" +0,06 0,02  +0,10 #0,05 0,02 0,10 +0,09 40,10 0,18 0,04 1,10°
.E 144 1,10 1,13 1,04 0,90 0,91 0,90 0,78 0,94 1,45 0,79
+0,06 0,02 +0,12  +0,08 0,10 0,09 +0,07 £0,08 +0,07 0,07 0,99
192 1,03 0,80 0,85 0,85 0,91 0,61 0,78 0,67 1,24 0,66

£0,13 20,06 #0,04 20,08 0,06 0,07 0,07 0,04 0,11 +0,07 0,84°

M 1,18 1,11% 1,037 1,009 1,08%¢ 1,01°%f 0,94°%" 098" 144 0,89

NOTA — M = média; valores com letras mindsculas iguais na linha e valores com letras maitisculas iguais na
coluna nado diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05), em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os
valores médios das triplicatas de cada tempo respectivo.

O aumento da firmeza inicial pode estar relacionado a aspectos, como a
desidratacdo do fruto que leva ao enrijecimento do tecido superficial, conduzindo a uma
idéia erronea de maior firmeza, porém, esse fator ndo foi observado por meio visual (Item
5.4.8, Figura 5.24). Desta forma, sugere-se que o aumento detectado tenha ocorrido em
funcdo da resisténcia e a espessura do biofilme impregnada nos frutos (Item 5.4.1 Figura
5.3). Moraes et al. (2008) verificou aumento da firmeza em morangos submetidos a
processamento minimo e conservados sob refrigeracdo e atmosfera controlada, no 3° dia de
armazenamento.

As reducdes nos valores da firmeza, ao longo do armazenamento, sugerem terem

sido proporcionadas pelas reacdes tanto de sinteses como degrada¢des dos componentes da

®2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); © 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); ¢ 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL);" 8 ( 82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL).
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parede celular e, & perda de turgescéncia das células no tecido com o avango do
amadurecimento (Cordenunsi et al., 2003).

A degradagdo da parede celular estd relacionada com o aumento da atividade de
enzimas endogenas que degradam o material péctico, tais como a poligalacturonase e a
pectinametilesterase ou se deve a reducdo da pressdo de turgescéncia, que diminui com a
perda de 4gua, ou ainda, a desidratagdo provocada pela transpiragdo nos tecidos durante a
conservagdo (Hojo, 2005).

A maior e menor reducéo da firmeza foi observada nos tratamentos 6" com 54,2% e
9' com 2,6%, respectivamente (Figura 5.18). Os tratamentos cobertos pelos biofilmes com
maiores concentracdo de celulose bacteriana mostraram menor perda da firmeza, assim
como foi verificado na perda de massa (Item 5.4.1 Figura 5.2). Isso sugere que a celulose
bacteriana tenha sido um fator importante para retardar o processo de transpiracio e

senescéncia dos morangos e, também indica maior prote¢do mecanica.
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FIGURA 5.18 — PERCENTUAL DE VARIACAO NOS VALORES DA FIRMEZA,
ENTRE O INICIO E FINAL DO ARMAZENAMENTO, EM MORANGO CV
FESTIVAL COBERTO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL);' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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Por meio da andlise de varidncia (Apéndice C — Tabela 5.19C), as estimativas dos
coeficientes de regressdo apresentaram influencia significativa (p < 0,05) da celulose
bacteriana no inicio do armazenamento. A celulose e as interagdes da fécula de batata e da
celulose bacteriana com o glicerol tiveram maiores influencia (p < 0,05) sobre os

resultados da firmeza no final do periodo de armazenamento (Figura 5.19).
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FIGURA 5.19 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A FIRMEZA EM MORANGO CV FESTIVAL, COBERTOS COM
BIOFILMES EM DIFERENTES CONCENTRACOES: (A) FIRMEZA OH, (B)
FIRMEZA 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol.

5.4.7 Atividade de agua (Aw)

A atividade de dgua (Aw) ndo foi influenciada estatisticamente pelos resultados das
médias dos pardmetros, tratamentos e tempos de armazenamento, ao nivel de confianca de
95% (p > 0,05) confirmado pelo teste F, e, mostra falta de significancia para fins preditivos
entre as duas varidveis analisadas (Apéndice C - Tabela 5.20C).

Entretanto, considerando a evolucdo da Aw em cada tratamento, o coeficiente de
determinagdo mostrou acima de 0,90, configurando resultados significativos na explicacao
da variagdo das respostas.

Durante o periodo de armazenamento todos os tratamentos apresentaram reducao

gradual da Aw até as 96h, seguida de declinio significativo até as 192h (Figura 5.20). A
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reducdo gradual pode estar relacionada a temperatura de estocagem, com a reducio da

pressdo parcial de vapor de dgua formada sobre a superficie dos frutos pela aplicagdo do

biofilme.
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FIGURA 5.20 - EVOLUCAO DO AW EM MORANGO CV. FESTIVAL COBERTO
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

NOTA - (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL), T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL), T3 (75% FB, 12,5%
CB, 12,5% GL), T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL), T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL), T7 (70,75% FB, 11,75% CB 17,5% GL), T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL), T9
(0% FB, 100% CB, 0% GL), T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).

A variagdo da Aw inicial de 0,97 e 0,98 em todos os tratamentos pode ser
decorrente do processo de sanitizacdo e da aplicagdo da solugdo filmogé€nica nesses
tratamentos (Tabela 5.21). A adicdo de sais, agicar e outras substincias provocam a
reducdo do valor de Aw de um alimento pela saturag¢do, com a reducdo o valor da pressao
parcial de vapor da dgua contida na solucio ou no alimento (International Commission on

Microbiological Specifications for Foods — ICMSF, 1980).
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TABELA 521 - CARACTERISTICAS DA ATIVIDADE DE AGUA (AW) EM
MORANGO CV FESTIVAL COBERTO COM BIOFILME DE DIFERENTES
CONCENTRACOES

Tempo Tratamentos
(horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
0 0,98 0,97 0,98 0,98 0,97 0,98 0,98 0,97 0,98 0,97

+0,003 +0,001 0,005 0,007 0,002 0,004 0,001 0,004 0,005 0,00 0,97
48 0,97 0,97 0,97 0,97 0,96 0,97 0,97 0,97 0,98 0,97

+0,005 0,007 0,008 0,001 0,002 0,003 0,004 +0,003 0,005 0,005 0,96
96 0,98 0,96 0,97 0,96 0,96 0,96 0,97 0,96 0,97 0,96

+0,005 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 +0,002 0,005 0,005 0,96
144 0,96 0,92 0,96 0,95 0,94 0,92 0,94 0,96 0,97 0,90

+0,003 +0,003 0,002 0,002 0,005 0,008 0,003 0,007 0,00 0,001 0,95
192 0,94 0,90 0,95 0,90 0,91 0,90 0,93 0,90 0,96 0,88

+0,001 0,002 0,002 0,004 0,001 0,001 0,001 0,001 0,003 0,002 0,92

Aw

M 0,96 0,90 0,95 0,95 0,94 0,90 0,94 0,90 0,95 0,93

NOTA — M = média; Sdo apresentados os valores médios das triplicatas de cada tempo e respectivo desvio
padrao.

O tratamento 9' pode ter diminuido a saturagdo na superficie do fruto, permitindo
maior estabilidade dos morangos em relacdo a atividade de dgua ao longo do periodo de
armazenamento, com reducdo de 2,3%. O tratamento 10 apresentou maior reducdo na
atividade de 4dgua durante o periodo de armazenamento, com 9,2%, assim como foi
verificado na perda de massa (Item 5.4.1 Figura 5.1). A cobertura do morango com
celulose bacteriana pura, tratamento 9 conseguiu reduzir a perda da atividade de 4gua em
7,16% em relagdo aos morangos sem cobertura. Entre os tratamentos com biofilme

formado apenas por fécula de batata, 4% ¢ 8", mostraram maior reducdo da atividade de

44 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL); ! 10 (0% FB,
0% CB, 0% GL).
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agua, 8,2% e 7,2%, respectivamente. Os tratamentos 17, 2° 3¢ 5° 6" e 72 reduziram de

4,8%, 1,2%, 3,06%, 6,2%, 8,1% e 5,1%, respectivamente (Figura 5.21).

1 Aw0h - 192h
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1

FIGURA 5.21 - PERCENTUAL DE YARIACAO DA ATIVIDADE DE AGUA (AW)
ENTRE O INICIO E FINAL DO PERIODO DE ARMAZENAMENTO, EM MORANGO
CV FESTIVAL COBERTOS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

Por meio da andlise de variancia (Apéndice C — Tabela 5.22C), os coeficientes de

regressdo mostraram que, entre os componentes do biofilme, a interacdo da fécula de

batata e da celulose bacteriana com o glicerol teve maior contribui¢do na variagdo da

atividade de 4gua no inicio e final do periodo de armazenamento (Figura 5.22).

1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ® 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); © 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); © 5
(47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); ¢ 7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL).
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FIGURA 5.22 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A AW DURANTE O ARMAZENAMENTO: (A) AW OH; (B) AW
192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

5.4.8 Contagem Padrio de Mesofilos Aerdbios Totais

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) ndo estabelece limites
quanto a contagem de mesdfilos aerdbios totais para produtos minimamente processados.
No entanto, o crescimento excessivo destes contaminantes compromete a aparéncia, o
sabor e o aroma do produto, provocando uma reducdo na aceitagdo sensorial. A carga
microbiana de 10° unidades formadora de coldnia por grama de produto (UFC. g”) foi
estabelecida como populagdo limite aceitdvel, j4 que em populagdes superiores a esta,
substancias toxicas podem ser produzidas (Lee et al., 2003; Vieites et al., 2004; Rojas-
Grau et al., 2007b).

As diferentes concentragcdes dos tratamentos cobertos pelos biofilmes e o periodo
de armazenamento proporcionaram alteragdes significativas (p < 0,05) na média da
contagem de mesofilos aerdbios totais, confirmado pelo teste F. O teste F corrobora com os
valores de p e, mostra falta de significAncia para fins preditivos para as duas varidveis

analisadas (Apéndice C - Tabela 5.23C).
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Ao longo do armazenamento houve oscilacdo na carga microbiana, com aumento
em 48h na maioria dos tratamentos, com exce¢do do 5° e 10 que mantiveram o ciclo
logaritmico. Foi observado acréscimo na contagem de mesdfilos em 96h nos tratamentos
5%, 6", 8" ¢ 10', reducdo nos tratamentos 1* ¢ 4° e, manutengdo do ciclo logaritmico em 2°,
3, 7% e 9. Em 144h os tratamentos 2° e 10/ apresentaram aumento, com declinio no
tratamento 5° ¢ manutencg@o nos demais tratamentos. Em 192h foi constatado aumento na
carga microbiana nos tratamentos 4°, 6., 7% 10 e manutengdo em 1% 3¢, 5°, 8" ¢ 9' (Tabela

5.24).

TABELA 5.24 - CONTAGEM DE MESOFILOS AEROBIOS TOTAIS EM MORANGO
CV FESTIVAL COBERTO COM BIOFILME DE DIFERENTES CONCENTRACOES
DURANTE O PERIODO DE ARMAZENAMENTO

Tempo Tratamentos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
9x10 2x10*  52x10°  3x10? 4x10? 3x10>  7,6x10>  4x10*>  5,5x10°  3,7x10°

0 7,3% 2,9% 1,9% 9,1% 9,5% 1,3% 6,3% 9,9% 7,0% 5,4% 1,6x103¢
34x10  12x10  43x0* 1,3x10*  7x10*  1,7x10° 4x10* 4,0x10° 8x10>  3x10°

48 7.4% 9,1% 3,6% 7,1% 2,1% 1,3% 3,7% 8,3% 3.8% 6,7% 1,5x10%
12x10*  2,3x10* 43x10* 5x10° 2,1x10* 3,3x10* 6x10° 7,1x10* 6x10°  12x10°

96 9,1% 1,1% 8,1% 5,6% 1,4% 6,7% 2,5% 4.6% 6,8% 13%  3,7x10*

2x10*  14x10°  2x10*  3x10°  1,1x10°  5x 10 5x10°  4.6x10°  3x10°  44x10°

144 5.9% 1.2% L1% 3.4% 2,2% 31%  40%  41% 10% 64%  92x10%®
2x10®  7x 10 1x10*  3x10*  4x10°  53x10°  5x10°  2x10  3.1x10°  7,1x10

192 75%  13%  2.4% 1.3% 6.2% 6,0% 5.0% 5.9% 4,8% 22%  72x10%

Contagem Mesoéfilos Aerébios Totais
(TTRC oh#

M 7,8x10°  49x10°  24x10°  1x10*  54x10°  1.2x10°  1,3x10°  2,8x10°  1,5x10°  1,5x10°

NOTA - *UFC.g" ~ Unidade Formadora de Col6nia por grama de morango; M = média. Os valores com
letras mindsculas iguais na linha e maidsculas iguais na coluna nio diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05),
em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os valores médios das triplicatas de cada tempo e respectivo
coeficiente de variacdo (%).

*1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ® 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); © 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); * 4
(87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); ¢ 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); ¢ 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL);' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL); ' 10 (0% FB,
0% CB, 0% GL).
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FIGURA 5.23 - EVOLUCAO DA CONTAGEM DE MESOFILOS AEROBIOS TOTAIS
EM  MORANGO CV. FESTIVAL COBERTOS COM  DIFERENTES
CONCENTRACOES DE BIOFILME

NOTA - (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL), T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL), T3 (75% FB, 12,5%
CB, 12,5% GL), T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL), T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL), T7 (70,75% FB, 11,75% CB 17,5% GL), T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL), T9
(0% FB, 100% CB, 0% GL), T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).

De forma geral, todos os tratamentos com biofilme apresentaram contagem
microbiana dentro do limite aceitdvel de 10° UFC.g'1 (Vieites et al., 2004), até o final do
periodo de armazenamento, 0 que ndo ocorreu com o tratamento 10/, chegando ao limite as
144h. A acidez verificada durante o periodo de estocagem (item 5.4.2 Figura 5.5) ndo
favoreceu o crescimento visivel de fungos e pode ter auxiliado a inibicdo bacteriana
(Figura 5.24). A utilizag@o da cobertura promoveu barreira microbiana, mas ndo inibiu seu
desenvolvimento. O uso de peliculas comestiveis de baixa permeabilidade a gases, como é
o caso de polissacaridios, reduz o acesso do oxigénio aos tecidos, minimizando as
alteracdes causadas pela deterioragdo de microrganismos em frutas processadas (Kester e
Fennema, 1986). Entretanto, a evolucdo da atividade de dgua, entre os tratamentos, nio

auxiliou a reducdo no desenvolvimento microbiano, confirmado pelos altos valores

710 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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encontrados para a atividade de dgua (Item 5.4.7 Figura 5.20). Segundo Oliveira et al.
(2008) a aplicagdo de soro de leite como revestimento comestivel em morangos,
especialmente na concentragdo de 100%, reduz a incidéncia de bolores e leveduras quando

combinada com armazenamento a 10°C.

En::'lel
T1 192h T2 Oh T2 192h
~ R — = - —re—
T3 Oh T3 192h T4 Oh T4 192h
—p — L
T5 Oh T5 192h T6 Oh T6 192h
e — o
T7 Oh T7 192h T 8 Oh T8 192h
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T9 192h T10 0h T10 192h

Controle

FIGURA 5.24 - MORANGOS COM BIOFILME

Por meio da andlise de varidncia (Apéndice C — Tabela 5.25C), os coeficientes de
regressdo mostraram as interagdes da fécula de batata e da celulose bacteriana com o
glicerol como os componentes do biofilme com maior influéncia (p < 0,05) nos resultados
das contagens de mesofilos aerdbios totais, no inicio do armazenamento. No final, o
glicerol demonstrou maior significincia (p < 0,05) entre os componentes do biofilme

(Figura 5.25).
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FIGURA 5.25 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A CONTAGEM DE MESOFILOS AEROBIOS TOTAIS DURANTE
O ARMAZENAMENTO: (A) CONTAGEM DE MESOFILOS AEROBIOS TOTAIS 0H;
(B) CONTAGEM DE MESOFILOS AEROBIOS TOTAIS 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol
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5.4.9 Compostos Fenélicos Totais

Os teores de fendlicos totais foram afetados pelas diferentes concentracdes do
biofilme entre as médias dos tratamentos e durante o periodo de armazenamento (p < 0,05),
confirmado pelo teste F, e, no entanto mostra falta de significancia para fins preditivos para
as duas varidveis analisadas (Apéndice C — Tabela 5.26C).

O tratamento 10’ apresentou valores iniciais de 263,6 mg.L™ de catequina e, entre
os morangos cobertos pelo biofilme foram de 181,3 a 244,7 mg.L’1 de catequina (Tabela
5.27).

O conteddo de fitoquimicos nos frutos pode ser afetado pelo grau de maturagio e
condicdes ambientais durante a colheita, por diferencas genéticas entre cultivares, pela
manipulagcdo dos frutos e por condi¢bes de estocagem pés-colheita (Chitarra e Chitarra,

2005).

Tabela 5.27 - CARACTERISTICAS DOS COMPOSTOS FENOLICOS EM MORANGO
CV FESTIVAL COBERTO COM BIOFILME DE DIFERENTES CONCENTRACOES

Tratamentos
Temp
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
(horas

)

0 207,9 2295 2447 1974  231,8 2410 181,3 1994 2055 263,6

+272  £295  £16,8 +26,6 +29 2277 143  £55 +0,6 +5,8 220,24¢
48 3033 2538 2524 221,7  250,7 2554 2494 2669 2082 2794

17,1 9,7 +12 +6,4 *+18,5 +23 +21,1 +3,1 +0,2 +7,7 254,158
96 286,7 2614 2732 311,0 2445 266,1 2432 2874 2132 2684

9,3 +16,3 +1,6 +26 +4.5 +14,1  £242 *158 0,5 £3,6 26556
192 267,1 2669  269,1 2355 2448 2296 2640 2984 2229 2932 259,20"
+14,1  #10,5 #139 9,3 5,5 £33 +6,2  *10,6 0,6 42 B
b266,2a 253,9 259,9" 24141 243,0 24%3,0C 234,5 263,1 21f2,4 276,1

C.F.(mg.L" de catequina)

M

NOTA- M = média; C.F. = compostos fendlicos; valores com letras mindsculas iguais na linha e valores com
letras maitsculas iguais na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05), em nivel de confianca de 95%.
Sdo apresentados os valores médios das triplicatas de cada tempo e respectivo desvio padrdo.

Durante o periodo de armazenamento todos os tratamentos tiveram aumentos nos
valores dos compostos fendlicos totais a 48h, com oscilacido posterior. Aumentos menores

foram observados até as 96h nos tratamentos 2°, 3¢, 4%, 6', 8" ¢ 9', seguido de redugdo nos

710 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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tratamentos 1%, 5%, 7% e 10. A redugdo pode ser justificada pela intensa oxidagdo dos
compostos fendlicos, acarretando escurecimento nestes tratamentos (Item 5.4.13 — Figura
5.39). As perdas podem ser resultado de alteragcdes metabdlicas ou de reagdes de
condensagcdo enzimdtica ou ndo enzimdtica. Os tratamentos 2b, 5¢, 78, 8h, 9 e 10

apresentaram aumento dos valores em 192h (Figura 5.26).
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FIGURA 526 — EVOLUCAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS EM
MORANGO CV. FESTIVAL COBERTOS COM DIFERENTES CONCENTRACOES
DE BIOFILME

NOTA- (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL), T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL), T3 (75% FB, 12,5%
CB, 12,5% GL), T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL), T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL), T7 (70,75% FB, 11,75% CB, 17,5% GL), T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL),
T9 (0% FB, 100% CB, 0% GL), T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).

Esse aumento pode ser explicado pela inducdo da biossintese dos compostos
fendlicos com o intuito de formar defesa contra o estresse causado no processamento que
foram submetidos os morangos, além do ataque de microrganismos durante o

armazenamento, ji que ndo houve outra cobertura. De acordo com Moretti (2007) as

®1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ° 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); ¢ 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); ¢ 4
(87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); ¢ 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); ¢ 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL);' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL); ' 10 (0% FB,
0% CB, 0% GL).
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primeiras respostas fisioldgicas ao estresse, causado pelo processamento minimo no
vegetal, sdo os aumentos na evolugdo do etileno e elevacdo na atividade respiratéria, que
podem estar interligados com a indugdo do metabolismo dos compostos fendlicos e com o
processo de cicatrizagdo do tecido.

A 192h, os tratamentos 8" e 7% apresentaram maiores aumentos nas concentracoes
dos compostos fendlicos, com 49,6% e 45,6%, respectivamente. O tratamento 10’ mostrou
acréscimo de 11,2%. Os acréscimos indicam maiores atividades antioxidantes e menores
graus nas reacdes do escurecimento enzimatico dos morangos. Esse fato foi confirmado
pela luminosidade (Item 5.4.13) no tratamento 8" mas ndo verificado para o tratamento
10". O tratamento 5° teve menor percentual de variacdo, 5,6%, entre o inicio e final do
armazenamento. Somente o tratamento 6 apresentou reducdo de 4,7% nos teores dos
compostos fendlicos (Figura 5.27). A principal perda de compostos fendlicos pode ter
ocorrido durante o processamento para andlise, devido a oxidag¢do enzimdtica durante a

trituracdo da fruta.

[ C. fendlicos Oh - 192h

7

T T T 1
8 9 10 11

Compostos fendlicos totais (%)
N
=)
1

-10

j;ﬁﬁm+y
e

-20

FIGURA 527 — PERCENTUAL DE VARIACAO NA CONCENTRACAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS ENTRE OS TRATAMENTOS DURANTE O PERIODO
DE ARMAZENAMENTO

©5(47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); " 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); £ 7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL);
"8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL);' 10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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De modo geral, os biofilmes contribuiram para melhorar a atividade antioxidante
dos morangos, por serem formados por polissacarideos com caracteristicas a baixa
permeabilidade a gases, induzindo a redugdo as taxas de escurecimento enzimatico. O
escurecimento enzimadtico consiste em diversas reagdes que ocorrem a partir de oxidacio
enzimdtica de compostos fendlicos pela acdo de polifenoloxidases (PPO). A reacdo
acontece como resultado de injdrias mecénicas pds-colheita e da desintegracdo durante o
processamento, que permitem o acesso do O, aos tecidos e o contato da enzima com o
substrato. A principal conseqiiéncia ¢ a formagdo de melaninas, pigmentos escuros que
prejudicam a aceitacdo de muitas frutas. J4 que o O, é requerido para iniciar a reagdo, a
utilizacdo de filmes comestiveis pode ser ttil para reduzir as taxas de escurecimento
(Martinez e Whitaker, 1995). Assim como neste trabalho, alguns autores obtiveram
reducdo nas taxas de escurecimento enzimdtico em frutas como resultado da adicdo de
coberturas a base de polissacaridios (Howard e Dewi, 1995; Zhang e Quantick, 1997; Jiang
e Li, 2001).

Por meio da andlise de variancia (Apéndice C — Tabela 5.28C), o coeficiente de
regressdo mostrou que no inicio do armazenamento o glicerol foi o componente do
biofilme com maior influéncia, nos resultados dos compostos fendlicos totais. No final, as
interacdes da fécula de batata, da celulose bacteriana com o glicerol foram mais

significativas (p< 0,05) (Figura 5.28).
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FIGURA 5.28 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE 0OS COMPOSTOS FENOLICOS DURANTE O
ARMAZENAMENTO: (A) COMPOSTOS FENOLICOS OH; (B) COMPOSTOS
FENOLICOS 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol
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5.4.10 Antocianinas

Foram observadas diferencas significativas no teor de antocianinas (p < 0,05) entre
as médias dos diferentes tratamentos e para os tempos de armazenamentos (Apéndice C —
Tabela 5.29C), confirmado pelo teste F, que mostra falta de significancia para fins
preditivos entre as duas varidveis analisadas. Estes resultados evidenciam uma forte
correlacdo positiva entre as vdrias composicdes de biofilmes que cobriram os morangos e o
periodo de armazenamento, no teor de antocinaninas.

Todos os tratamentos demonstraram redug@o nos teores de antocianinas ao longo do
armazenamento, com exce¢do do tratamento 2" com aumento em 48h e 4% em 96h (Tabela

5.30) (Figura 5.29).

TABELA 5.30 — CONCENTRACOES DE ANTOCIANINAS EM MORANGO CV
FESTIVAL COBERTO COM BIOFILME DE DIFERENTES CONCENTRACOES

\ Tempo Tratamentos
[an]
é (horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
3 0 55,4 52,3 41,8 27,7 55,9 52,1+ 425 514 52,6 57,1
2 '5 0,2 #0,19 0,03 0,01 0,27 0,58 0,06 030 0,06 +029 46,6*
E 5 48 36,6 56,1 36,5 274 47,9 44,1 414 339 479 53,7
g @ 0,07 0,10 0,05 £023 0,28 +033 0,37 0,17 027 024 414°
<IN S 96 29,5 55,5 36,1 355 46,8 36,9 36,9 294 45,9 433
é © 3 0,26 0,05 20,07 0,05 0,49 0,33 0,08 027 0,51 =043 352°
< 192 23,1* 21,5 244 21,2 253 25,5 282 24,1 44,1 30,6
%0 é 0,05 0,22 0,12 20,32 0,43 +030 026 0,13 0,13 =044 17,8
ET M

36,20 463 3478 279"  440° 39,6° 373° 347% 47.6° 462°

NOTA — M = média; valores com letras mindsculas iguais na linha e valores com letras maitisculas iguais na
coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05), em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os
valores médios das triplicatas de cada tempo e respectivo desvio padrio.

O teor de antocianinas é um fator importante na avaliagdo do ponto de maturagio
dos morangos, ja que muitas vezes a colheita dos pseudofrutos é baseada na cor vermelha
superficial, que € resultante do teor de antocianinas presente na epiderme e aquénios (Aaby

et al., 2005; Cordenunsi et al., 2002).

®2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); * 4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL).
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FIGURA 5.29 — EVOLUCAO DE ANTOCIANINAS EM MORANGO CV. FESTIVAL
COBERTOS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

NOTA - (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); T3 (75% FB, 12,5%
CB, 12,5% GL); T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL); T7 (70,75% FB, 11,75% CB 17,5% GL); T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); T9
(0% FB, 100% CB, 0% GL); T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).

O declinio observado pode ser decorrente da influéncia das antocianinas em relacio
a temperatura e oxigénio que foram expostos os morangos (armazenados sem prote¢do a
7°C+£2°C), ao aumento gradual da perda de massa (Item 5.4.1 Figura 5.1) e a oscilagdo no
pH durante o periodo de estocagem (Item 5.4.5 Figura 5.14), ocasionando reducdo
significativa da cor vermelha. Este comportamento também foi verificado no croma a*
(Item 5.4.13 Figura 5.38). Gonzdlez-Martinez et al. (2006) observaram reducdo na
concentracdo de antocianinas em morangos revestidos com quitosana ao final do periodo
de estocagem. Shin et al. (2007) verificaram a redug@o no teor dos pigmentos em morangos
armazenados a 0,5°C. Garcia et al. (1998) mostraram relacao linear entre a concentragdo de
antocianinas e a razdo entre o croma a* e b* (b*/a*), dos parametros de cor de Hunterlab.
Quando as antocianinas aumentam, hd intensificacdo do vermelho (a*) e o amarelo (b*)

diminui, e a razdo entre b*/a* aumenta durante a estocagem.
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Trabalho realizado por Rubinskiene et al., (2005) citam que as antocianinas, de
modo geral, sdo susceptiveis as mudancas de pH, temperatura e enzimas. Kalt et al. (1993)
descrevem que a presenca de enzimas e a perda de dgua podem afetar o perfil das
antocininas. Moraes et al., (2008) verificaram que a variacio nos teores de antocianinas foi
em funcdo da alteracdo da atmosfera de armazenamento, com elevados niveis de CO,,
refletindo no metabolismo dos pigmentos de morangos processados minimamente.
Holcroft e Kader (1999) indicam que hé relacdo direta entre a concentracdo de CO; e a
reducdo na sintese de antocianinas.

A menor perda na concentragdo de antocianinas foi verificada no tratamento 9
com 16,03% (Figura 30). Este fato pode ser atribuido a barreira da celulose bacteriana a
luz, menor perda de massa, entre os tratamentos (Item 5.4.1 Figura 5.1) e a modificagdo na
atmosfera interna dos morangos na concentracdo do CO, durante o periodo de estocagem
(Item 5.4.14 Figura 5.50). Sanz et al. (1999) citam que a concentracdo de CO, e/ou O,
podem afetar a sintese e/ou a taxa de degradacdo das antocianinas. Da mesma forma, Pérez
e Sanz (2001) detectaram baixa concentragdo de antocianinas em morangos cv Caramosa
estocado em atmosfera controlada. Redugdes menores foram verificadas por Nunes et al.
(1995) com diminuicio de 43% no contetido de antocianinas de morangos nao embalados
armazenados a 1°C, durante 8 dias. Bobbio e Bobbio (2001) destacam que a destruicdo das

antocianinas € intensa quando o fator luz é combinado com o efeito do oxigénio.

19 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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FIGURA 530 — PERCENTUAL DE VARIACAO NA CONCENTRACAO DE
ANTOCIANINAS ENTRE O INICIO E FINAL DO ARMAZENAMENTO

Porém, nos tratamentos formados por blendas, com maior concentragcdo de celulose
bacteriana, o efeito foi contrdrio, ou seja, houve maiores reducdes nos teores de
antocianinas, com perdas de 58,8%, 58,1%, 54,7% verificados nos tratamentos 2° 1% e 5°,
respectivamente.

As estimativas dos coeficientes de regressdo (Apéndice C - Tabelas 5.31C), da
andlise de varidncia, mostram que, entre os componentes do biofilme, as interagcdes da
fécula de batata e da celulose com o glicerol tiveram maior influéncia (p < 0,05) nos
resultados das antocianinas no inicio do armazenamento. No final, o glicerol foi o

componente com maior influéncia (p < 0,05) positiva nos resultados das antocianinas,

presente nos morangos (Figura 5.31).

°1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ) (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); ° 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ‘9
(0% FB, 100% CB, 0% GL).
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FIGURA 5.31 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE AS ANTOCIANINAS DURANTE O ARMAZENAMENTO: (A)
ANTOCIANINA OH; (B) ANTOCIANINA 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

5.4.11 Antioxidantes

Diferencas significativas no teor de antioxidantes foram verificadas (p < 0,05) entre
as médias dos diferentes tratamentos, mas ndo para os tempos de armazenamentos
(Apéndice C- Tabela 5.32C). O teste F confirma os valores de p e, mostra falta de
significincia estatistica para fins preditivos para ambas as varidveis.

A maioria dos tratamentos mostrou redu¢cdo na concentracdo de antioxidantes as
48h, seguido de aumento em 96h e, declinio em 192h. Os tratamentos 4% & 78 mostraram
aumento até as 96h e reducdo até 192h. O tratamento 5° apresentou redugdo até 48h, com
aumento posterior até 192h. No tratamento 10 foi verificada reducdo durante todo o

periodo de armazenamento (Tabela 5.33) (Figura 5.32).

44 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL);° 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); £ 7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL);
10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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TABELA 5.33 — CONCENTRACOES DE ANTIOXIDANTES EM MORANGO CV
FESTIVAL COBERTO COM BIOFILME DE DIFERENTES CONCENTRACOES
DURANTE O PERIODO DE ARMAZENAMENTO

Tempo Tratamentos
(horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
0 103,3 1242+ 110,1 60,0 88,2 87,1 82,2 84,9 109,6 122,3
+0,5 1.5 +1 +0,7 +1 +0,5 +0,7 +1,3 +1 13 9728
48 67,7 62,1 65,0 66,0 62,5 63,3 71,0 66,3 97,8 115,6

+0,3 +0,1 +0,4 +0,3 +0,3 +0,3 +0,1 +0,2 +0,1 0,2 73,7°
96 113,4 95,7 102,2 126,6 69,4 116,4 97,5 115,9 89,9 84,2

+23 +1,3 +0 +0,8 +1 +0,6 +0,6 +0,6 +0,3 +0,6 1014
192 82,8 67,0 87,9 89.8 81,6 68,6 95,9 96,0 86,9 76,5

+5.4 +6,9 +1,1 +32 +4,1 +9,2 +0,2 +29 +3.3 44  833¢

Antioxidantes(mMol/100mL)

M 91,8 873% 913 856% 754" 838 86,7 90,8  96,1° 99,7°

NOTA - M = média; valores com letras mindsculas iguais na linha e valores com letras maitisculas iguais na
coluna nio diferem pelo teste de Tukey (p< 0,05), em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os
valores médios das triplicatas de cada tempo respectivo.
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FIGURA 5.32 - EVOLUCAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM MORANGO CV.
FESTIVAL COBERTOS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

NOTA - (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); T3 (75% FB, 12,5%
CB, 12,5% GL); T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL); T7 (70,75% FB, 11,75% CB 17,5% GL); T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); T9
(0% FB, 100% CB, 0% GL); T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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. e . . , d
Considerando o inicio e final do periodo de armazenamento, os tratamentos 4°, 7¢ e
h . .. ~ ..
8" apresentaram percentuais positivos nas concentracdes de antioxidantes, com 49,5%,
16,5% e 13,1%, respectivamente. Os demais tratamentos mostraram reducdo, sendo o

tratamento 2° com maior declinio na concentracdo, 46,0% (Figura 5.33).
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FIGURA 533 — PERCENTUAL DE VARIACAO NA CONCENTRACAO DE
ANTIOXIDANTES ENTRE O INICIO E FINAL DO ARMAZENAMENTO EM
MORANGO CV FESTIVAL

O aumento da atividade antioxidante nos tratamentos 1%, 4d, 78 e 8t pode ser efeito
dos teores dos compostos fendlicos encontrados nestes tratamentos (Item 5.4.9 Figura
5.26), em decorréncia do efeito protetor das células induzida pelo estresse oxidativo para
evitar a toxicidade do pseudofruto. O menor percentual de variagdo de antioxidantes foi de
7,5% no tratamento 5°. Esse mesmo fato foi verificado na concentragio dos compostos
fendlicos para esse tratamento (Item 5.4.9 Figura 5.27).

As estimativas dos coeficientes de regressdao (Apéndice C — Tabela 5.34C), da

andlise de varidncia, mostraram que entre os componentes do biofilme, a celulose e a

) (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); * 4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); © 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ¢ 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL).
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interac@o da fécula de batata com a celulose bacteriana tiveram maior influéncia (p < 0,05)
nos resultados dos antioxidantes presentes no morango no inicio e, no final do

armazenamento a celulose apresentou significincia (Figura 5.34).
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FIGURA 5.34 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE OS ANTIOXIDANTES DURANTE O ARMAZENAMENTO: (A)
ANTIOXIDANTES OH; (B) ANTIOXIDANTES 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

5.4.12 Vitamina C

Os teores de vitamina C diferiram significativamente (p < 0,05) entre as médias dos
tratamentos e durante o periodo de armazenamento, confirmados pelo teste F (Apéndice C
- Tabela 5.35C). Entre os tratamentos, as concentrac¢des iniciais oscilaram de 42,9 a 59,4

mg.100g™" de 4cido ascérbico (Tabela 5.36).
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TABELA 536 - CARACTERISTICAS DA VITAMINA C EM MORANGO CV
FESTIVAL COBERTO COM BIOFILME DE DIFERENTES CONCENTRACOES

Temp Tratamentos
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
(horas

)

0 42,9 56,3 574 59,1 59,4 46,9 54,2 54,8 49,2 44,7
+0,6 +32 +2,6 +1,3 +32 +3,0 +3,0 +2,0 +1,4 +1,6 52,54

48 37,5 46,3 543 479 47,6 40,7 45,2 54,1 45,2 40,6
+5,6 +3,7 +33 +5,4 +3.5 +1,2 +1,3 +4,3 22 +23 45,9®

96 414 47,8 42,4 50,4 46,6 42,6 45,8 354 42,4 32,2
+1,4 +5,4 +1,8 +6,8 +2.4 +2,0 +1,8 +35 +2.,6 +1,7 42,7¢

144 46,9 45,9 48,7 43,0 35,4 28,3 42,1 453 32,9 30,2
+6,6 +1,8 +5,5 +22 +42 +1,2 +1,5 +2,6 +2.8 +1,6 39,9P

192 43,1 44.5 44.5 40,9 35,5 27,6 41,7 424 35,8 29,5
+4,2 +2,1 +2.5 +2.8 +3,6 +0,3 +0,2 +2.4 +0,9 +1,7 38,7°

424° 481" 495" 482% 449" 372 458"  464* 411> 3549

Vitamina C (mg.100g "de dcido ascérbico)

M

NOTA — M = média; valores com letras mindsculas iguais na linha e valores com letras maitisculas iguais na
coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05), em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os
valores médios das triplicatas de cada tempo e respectivo desvio padrao.

Durante o periodo de armazenamento todos os tratamentos apresentaram declinio
na concentracio de vitamina C as 48h, seguido de oscila¢des nos tratamentos cobertos com
biofilmes (Figura 5.35). Os tratamentos 3°, 5°, 8h, 9" mostraram reducdo nos teores de
vitamina C em 96h e houve aumento nos tratamentos 1% 2b, 4d, 6" ¢ 75. Em 144h os
tratamentos 2°, 49, 5¢, 6%, 76 ¢ 9! apresentaram redugdo e, os tratamentos 1°, 3¢ e 8" tiveram

aumento nas concentragdes de vitamina C. Somente os tratamentos 5° ¢ 9' mostraram

a1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL);" 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); ¢ 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); 4
(87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); © 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); " 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); £ 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL); ! 10 (0% FB,
0% CB, 0% GL).
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aumento nas concentracdes de vitamina C entre 96h a 192h. O tratamento 10’ apresentou

declinio na concentracio de vitamina C durante todo periodo de armazenamento.

[+
a
-]
a

=
o
1

o
o
I

a
o
1

»
a
I

Vitamina C (mg L" de acido ascorbico)
Vitamina C (mg L™ de 4cido ascérbico)

40 \ _— 404
35- } 35-
30 304
25 T T T T T 25 T T T T T
0 48 96 144 192 0 48 9% 144 192
Tempo (horas) Tempo (horas)
—8—T1; -0 T2; ~A--T3;—y—- T4, - T5 —8—T6;--@-—T7,~A- T8, —~v- T9; ~4—-T10

FIGURA 5.35 — EVOLUCAO DA VITAMINA C EM MORANGO CV. FESTIVAL
COBERTO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

NOTA - (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL), T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL), T3 (75% FB, 12,5%
CB, 12,5% GL), T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL), T5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); (B) T6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL), T7 (70,75% FB, 11,75% CB 17,5% GL), T8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL), T9
(0% FB, 100% CB, 0% GL), T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL)

A reducdo nos teores de vitamina C, durante o periodo de armazenamento, pode ter
ocorrido devido a alta atividade pds-colheita da enzima 4cido ascérbico oxidase,
envolvidas em reagdes antioxidativas que se processam durante a senescéncia dos frutos
(Islan et al., 1993) e a menor capacidade dos vegetais sintetizarem esse dcido durante este
periodo (Agius, 2003). Outro fator € a ocorréncia do processo de oxidac¢do, quando os
morangos foram expostos a produtos que continham halogénios em sua molécula (Wright e
Kader, 1997), como os sais de hipoclorito utilizados no processo de sanitizacdo, o
hipoclorito de sédio.

Também pode estar associado a degradacdo de dcidos organicos, dentre os quais o

dcido ascorbico, durante o processo natural de maturacdo e senescéncia (Garcia et al.,

110 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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1998) e, ao manuseio durante o processo de sanitizagdo, secagem e cobertura das solugcdes
filmogénicas. Durante o armazenamento, a reducdo no teor de 4cido ascérbico foi
verificado por Calegaro et al. (2002), Malgarim (2005), Nunes et al. (2006).

O aumento em alguns periodos do processo de armazenamento pode ter ocorrido
em resposta ao estresse oxidativo na manipulacdo dos morangos para retirada de aliquotas
para realizacdo de andlise, promovendo aumento da temperatura. A elevacdo da
temperatura acarreta perda de 4gua resultando em maior concentracio desse dcido nos seus
tecidos (Calegaro et al., 2002). Segundo Nunes et al. (1998), a elevada perda de dgua
durante a armazenagem de morangos tende a mascarar as perdas de &acido ascérbico
quando os valores sdo expressos na base do peso fresco. Nunes et al. (1995) em estudos de
pos-colheita de morangos cv. Chandler, Oso Grande e Sweet Charlie, verificaram aparente
aumento no contetido de dcido ascdrbico total, expresso em base do peso fresco durante a
armazenagem, e esse fato sugeriu mais a perda de dgua dos frutos do que ao aumento real
nos teores desse dcido. Entretanto, este aspecto pode ndo ter ocorrido no tratamento 1° ja
que apresentou ao final do armazenamento 3,9% menor que o tratamento 10’ com maior
perda de massa de 13,6% e, 1,5% menor que a média entre os outros tratamentos. Outro
fator que deve ser considerado sdo as concentragdes elevadas de vitamina C em regides de
alta atividade metabdlica no tecido vegetal, resultado de um sistema anti-oxidativo que
promove sua biossintese e estd ligada a degradagdo de pectinas que liberam precursores do
dcido ascoérbico segundo Agius et al. (2003).

Ao final do periodo de armazenamento foi observada maior redugdo na
concentracdo de vitamina C entre os tratamentos com maior concentra¢do de glicerol no
biofilme, ou seja, 5°, 6' e 78, com redugdo de 40,2%, 41,1% e 23%, respectivamente
(Figura 5.36). O tratamento 2° mostrou menor reducdo na concentracdo da vitamina C,
20,9%, o que significa que o estado de conservacdo foi melhor, mantendo suas
caracteristicas fisioldgicas e nutricionais (Yamashita et al., 2006). Segundo Calegaro et al.
(2002) isso indica que os demais nutrientes do pseudofruto provavelmente foram

preservados, ja que a vitamina C € suscetivel a degradacéo.

°1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); 10 (0% FB, 0% CB, 0% GL);*° 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); " 6 (59%
FB, 23,5% CB, 17,5% GL); ¢ 7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL).
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FIGURA 536 — PERCENTUAL DE VARIACAO NA CONCENTRACAO DE
VITAMINA C ENTRE OS TRATAMENTOS DURANTE O PERIODO DE
ARMAZENAMENTO

Com base nos resultados da anélise de variancia (Apéndice C Tabela 5.37C), os
coeficientes de regressdo mostraram que entre os componentes do biofilme, o glicerol
apresentou maior influéncia nos resultados da vitamina C no inicio e, final do periodo de

armazenamento a celulose e as interagdes da fécula de batata com a celulose (Figura 5.37).
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4
6000 [ 15000 -
g 4000 J 8 10000
£ g
:g 2000 - g 5000 -
SN I S S - R
§ F.G CG G F c F.C g FG | | CG G |FCG| FC F c
20004 g 5000
g 3
E -4000 ] [ ‘E -10000 -|
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FIGURA 5.37 - MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE  OS COMPOSTOS FENOLICOS DURANTE O
ARMAZENAMENTO: (A) VITAMINA C 0H; (B) VITAMINA C 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol
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5.4.13 Cor

A modificacdo da cor ocorre durante a vida pds-colheita dos morangos com
evidéncia de amadurecimento, que ¢ acompanhado pela diminui¢do da luminosidade (L),
acréscimo da cor vermelha (a*) e decréscimo da coloracdo amarela (b*). O aumento da
razdo entre os parimetros de cromaticidade, Hue Angle (b*/a*) indicam uma acelerag¢do na
velocidade de senescéncia dos pseudofrutos (Colla, 2006).

A andlise de varidncia mostrou diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias
dos tratamentos em todos os pardmetros de cor (Croma, Hue Angle, Luminosidade, a* e
b*). No entanto, considerando o periodo de armazenamento foi verificada diferenga
significativa apenas nos parametros luminosidade, a* e b*, confirmada pelo teste F
(Apéndice C - Tabela 5.38C).

Durante todo periodo de armazenamento houve oscilacdo na saturagdo de cor ou
croma, nos tratamentos 2b, 35,55 7% e 8" Os tratamentos 9' e 10/ mostraram aumentos €, 0

1? apresentou declinio (Tabela 5.39) (Figura 5.38).

1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ° 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); ° 5
(47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); 8 7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9
(0% FB, 100% CB, 0% GL);' 10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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TABELA 5.39 - CARACTERISTICAS DA COR EM MORANGO CV FESTIVAL

COBERTO COM BIOFILME DE DIFERENTES CONCENTRACOES

Tempo Tratamentos
(horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
0 16,9 16.8 153 183 144 19.3 16,0 14,1 7.8 11,7 A
+1,15 +3,16 +0,34 +0,67 +0,18 +0,87 +0,66 +0,84 +0,81 +0,82 15,1
48 15,0 21,8 24,7 17,7 16,6 18,3 20,7 18,7 9,5 12,5 s
< +0,51 *1,11 +0,84 +0,36 +1,61 +1,74 +1,16 +0,39 +0,30 +1,40 17,5
s 9 14,7 13,7 18,0 14,3 11,5 14,8 12,1 15,7 10,1 158 A
g +0,44 +0,51 +1,92 +0,70 +0,14 0,75 +1,00 +2,06 +0,61 +0,92 14,1
3) 192 14,5 134 147 17.4 153 16,7 12,7 14,6 144 16,9
+0,42 +0,73 +0,83 +0,29 +0,76 +0,25 +0,38 +0,38 +0,69 +0,88 15,14
M 153 164 182° 169" 145 173® 154° 158® 105 142"
0 178 10,3 3.8 8,0 13 32 27 272 8,7 17,7
+1,69 *1,24 +0,15 £1,93 0,30 +1,13 0,27 *2,54 +1,38 +1,31 6,7
“ 48 2.8 8.9 9,0 7.1 55 25 27 112 0.1 98 .
= +0,93 +0,52 +0,59 +0,33 +0,80 +0,23 +0,67 +0,37 +0,46 +1,85 4,0
S 96 08 2,1 122 9,5 8,7 50 5.8 2,62 2,7 38 B
< +0,76 +0,51 +0,06 +1,17 0,55 +0,90 +0,32 +0.49 +0,20 #0,19 3,4
) 192 9.9 103 114 8.0 8.8 8,22 13 6,0 23 6.1 N
T +0,89 +0,88 +1,34 0,52 0,17 +0,73 0,45 +0,96 +0,21 +0,38 7,2
M 74" 68° 9,1° 4,1% 619 479 3,1% 11,7 23" 25°
0 60,7 559 54,0 525 49,2 553 57.9 56,2 67.5 66,7
#32 *1.4 32 *1,6 +1.4 *45 *1,6 2,1 *12 2.0 57,6*
48 46,1 46,4 434 436 452 459 492 53,6 61,3 46,9
+0,4 2.4 +0,8 +0,7 +0,4 *1,8 +43 +1,7 +0,5 *1,5 482¢
96 472 478 475 50,7 56,3 57,1 57.8 56,2 59.4 44,7
= #3,1 2.6 +0,5 2.8 +0,9 *19 +0,9 +0,5 #3,5 *1,3 52,5°
192 51,2 519 475 41,7 373 437 50,0 54,5 64,0 444
*1,2 +0.,8 *7.5 +0,1 +0,2 +6,0 43 +0,5 +1.8 *12 48,6¢
M 51,3  50,5™ 48,1° 47,1° 47,0° 50,5™ 53,7° 55,1 63,1°  50,7™
0 16,4 16,5 158 14,6 17,1 153 14,6 17,5 7.6 17,6
+1,38 +323 #2778 +0,89 +1,57 +323 0,16 *14 +0,96 +136 15,34
48 15,0 16,4 22,6 24,8 17,2 16,9 16,5 17,9 9,5 8,9
+0,49 +3,68 +1,06 +0,36 +124 +1,26 #1,59 *1,71 +0,31 +2,94 14,84
% 9 14,7 13,6 15,2 17,2 13,4 12,3 12,5 14,8 93 25
= +0,43 +1,86 +2,46 +1,99 +0,95 +1,94 +1,80 +0,74 *1,72 *1.42 12,08
192 144 136 14,1 14,1 16,9 158 142 12,9 74 59 s
+0,44 +1,36 +1,24 +0,04 +0,19 +1,59 *2,10 +0,29 +0,52 +0,91 12,9
M 15,17 15,0° 16,9 17.7* 16,2* 15,1* 14,5 15,8° 8,5° 3,0°
0 4.1 2.8 0.4 02 0,47 3.1 24 0,6 1.6 33
+0,8 *1,5 *1,5 *1.2 0.4 +0,9 +0,9 +0,4 +0.7 *0,6 2,144
48 0.8 3.1 2.8 1.5 0,7 33 43 -0,9 0.2 23
+0,2 +0,7 0.4 +0,6 #0,1 +0,5 #0,7 +0,3 0.4 +0,82 1,338
N 9 0.2 -0,06 3,0 2,1 1,0 0.4 1.2 1.4 04 08 c
) +0,9 +0,8 +0,9 +0,3 +0,2 +0,3 0.4 +0,7 +0,1 +0,2 0,53
192 2.4 22 22 26 0,49 15 0,1 0,5 03 1.8
+0,6 +0,2 +0,5 +0,04 *1,0 +0,3 +0,6 +0,4 +0,1 *0,3 1,318
M L7 200 21% 16 07 33" 1,3° 019  -05  06°

NOTA — M = média; valores com letras mindsculas iguais na linha e valores com letras maitisculas iguais na
coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05), em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os

valores médios das triplicatas de cada tempo e respectivo.
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FIGURA 5.38 — EVOLUCAO DA COR EM MORANGO CV. FESTIVAL COBERTO
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME

NOTA - (A) T1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); (B) T2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); (C) T3 (75%
FB, 12,5% CB, 12,5% GL); (D) T4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); (E) TS (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5%
GL); (F) T6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); (G) T7 (70,75% FB, 11,75% CB, 17,5% GL); (H) T8 (82,5%
FB, 0% CB, 17,5% GL); (I) T9 (0% FB, 100% CB, 0% GL); (J) T10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).

Os tratamentos com os maiores aumentos e reducdes nos valores do croma foram o
9' ¢ 2°, com 84,8% e 20,5%, respectivamente. Porém, entre os tratamentos formados por
blenda, o 5° mostrou maior elevagdo nos valores do croma, 6,1%, e o tratamento 8" menor

oscilagdo, 3,3%, entre o inicio e final do armazenamento (Figura 5.39).

® 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); © 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); "8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0%
FB, 100% CB, 0% GL).
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FIGURA 5.39 - PERCENTUAL DE VARIACAO NOS VALORES DO CROMA ENTRE
O INICIO E FINAL DO ARMAZENAMENTO

As redugdes nos valores do croma mostraram maior impureza da cor durante o
periodo de conservagdo, apontado pela saturacdo de cor na superficie dos morangos.
Segundo Cocozza (2003), a pureza pode ser definida pela saturacdo de cor baseada em
escala de 0 a 60, em que os valores mais proximos de 0 (zero) sugere impureza de cor,
menor limpidez, e os valores mais préximos de 60, cor nitida ou pura. Nos morangos, as
impurezas na cor podem estar associadas ao efeito visual opaco ou a perda de brilho na cor
vermelha dos morangos durante sua conservagao.

O aumento no teor de compostos fendlicos no tratamento 7 (Item 5.4.9 Figura
5.26) sugere que possiveis agentes interferentes possam ser responsaveis pelo aumento na
intensidade de cor vermelha e saturacdo de cor (aumento de impureza). Esses efeitos
negativos contribuem na escolha do consumidor, principalmente na rejeicdo daqueles
morangos que apresentam cor descaracterizada ou atipica, em relagdo ao produto recém-
colhido com aspecto de frescor (Costa, 2006).

Por meio da andlise de variincia, os coeficientes de regressdo dos valores do croma
(Apéndice C Tabela 5.40C) mostraram que as interagdes da fécula de batata, da celulose
bacteriana com o glicerol tiveram maior influéncia (p < 0,05) no inicio e, no final do

periodo de armazenamento a celulose bacteriana (Figura 5.40).
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FIGURA 5.40 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE O CROMA DURANTE O ARMAZENAMENTO: (A) CROMA 0OH;
(B) CROMA 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

As modificacdes de cor dos morangos foram acompanhadas pelo Hue Angle
(b*/a*), ou seja, pela razdo entre os parametros de cromaticidade. Aumento nos valores de
Hue Angle foi observado nos tratamentos 3° e 5° as 48h, apds houve eleva¢do nos
tratamentos 3%, 4%, 5, 6", 7%, 9" e 10/ s 96h, seguido pelo acréscimo nos tratamentos 1%, 2°,
5°, 6f, 8" ¢ 10 as 192h (Figura 5.38). Estes aumentos indicam aceleracdo no
amadurecimento dos morangos. No entanto, deve-se ressaltar que os tratamentos com

celulose bacteriana poderiam ter intensificado a cor dos morangos, jd que a coloracdo da

*1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ° 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); © 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); * 4
(87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); © 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); ¢ 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL); ! 10 (0% FB,
0% CB, 0% GL).
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solugdo filmogénica formada apresentou coloragdo amarelada (Figura 5.41) sugerindo,

assim, um resultado falso positivo para o amadurecimento dos morangos.

FIGURA 5.41 - COLORACAO DA SOLUCAO FILMOGENICA

Os tratamentos com maiores aumentos nos valores de Hue Angle durante o periodo
de armazenamento, em ordem decrescente, foram 5°, 3° e 6f, ou seja, 541,6%, 220,1% e
151,4%, respectivamente. O tratamento 4% mostrou menor razio entre os valores de b*/a*

(Hue Angle), com 199,1% (Figura 5.42).

[ Hue Angle (0h - 192h)

Hue Angle (%)

FIGURA 5.42 — PERCENTUAL DE VARIACAO DOS VALORES DE HUE ANGLE
ENTRE O INICIO E FINAL DO ARMAZENAMENTO

€3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); * 4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6
(59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL)
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Por meio da andlise de varidncia (Apéndice C Tabela 5.41C), no inicio e final do
periodo de armazenamento, as estimativas dos coeficientes demonstram que o glicerol

apresentou maior influencia nos resultados de Hue Angle (Figura 5.43).
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FIGURA 543 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE O HUE ANGLE DURANTE O ARMAZENAMENTO DOS
MORANGOS: (A) HUE ANGLE 0OH; (B) HUE ANGLE 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

Os valores de L* indicam a luminosidade na faixa de 100 (branco) a 0O (preto), que
o diferencia em claro e escuro. Todos os tratamentos apresentaram redugcdo na
luminosidade as 48h, seguido de aumento s 96h, com excegdo dos tratamentos 9' e 10/,
Apébs 96h, foi observado oscilagdo, ou seja, os tratamentos 1% 2% e 9 apresentaram

d f h ~ ;
aumento, 4°, 5° 6, 7% e 8" mostraram redug¢do, e os tratamentos 3 e 10’ apresentaram

“1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ® 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); * 4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); ° 5
(47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); £ 7 (70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); ' 9
(0% FB, 100% CB, 0% GL);' 10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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estabilidade na luminosidade (Figura 5.38). Acredita-se que a tendéncia de elevagdo da
luminosidade, ao final do periodo de armazenamento, possa ser devido ao aumento do
indice de refracdo ocasionado pela perda de compartimentagdo e pelo acréscimo da
umidade nestes tratamentos (Reis et. al., 2008), atraidos pela presenca da celulose
bacteriana.

O tratamento 10’ apresentou maior escurecimento ao longo do periodo de
armazenamento, com elevacio de 33,3%, provavelmente devido & atividade metabdlica
observada nos resultados de perda de massa (Item 5.4.1 Figura 5.1), concentragcdo de
vitamina C (Item 5.4.12 Figura 5.35) e antocianinas (Item 5.4.10 Figura 5.29). O menor
escurecimento foi observado no tratamento 8" com variacdo de 3,1% no decorrer do
armazenamento (Figura 5.44). O valor de L* é um indicador de escurecimento ao longo do
armazenamento, que pode ser causado tanto por reagdes oxidativas quanto pelo aumento

da concentragdo de pigmentos (Moraes, 2008).
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FIGURA 544 - PERCENTUAL DE VARIACAO DOS VALORES DA

LUMINOSIDADE ENTRE O INICIO E FINAL DO ARMAZENAMENTO

©3(75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL);’ 10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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Por meio da andlise de variancia (Apéndice C Tabela 5.42C), as estimativas dos
coeficientes de regressdo mostraram que, no inicio e final do armazenamento, as interacdes
da fécula de batata, da celulose bacteriana com o glicerol tiveram maior influéncia (p <

0,05) nos resultados da luminosidade (Figura 5.45).
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FIGURA 545 - MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A LUMINOSIDADE DURANTE O ARMAZENAMENTO: (A)
LUMINOSIDADE 0H; (B) LUMINOSIDADE 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

O croma a* relacionada a intensidade de cores, com variacdo do verde (- 60) ao
vermelho (+ 60), mostraram aumento da cor vermelha nos tratamentos 3°, 4d, 5¢, 6f, 78, ghe
9' as 48h, com exce¢do dos tratamentos 17 2° ¢ 10). Em seguida foi observado declinio em

todos os tratamentos cobertos pelo biofilme as 96h e, os tratamentos com maior

%1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL);" 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); ¢ 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); * 4
(87,5% FB, 0% CB, 12,5% GL); © 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); £ 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL);' 10 (0% FB,
0% CB, 0% GL).
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concentragcdo de celulose bacteriana continuaram a apresentar redugcdo nos valores de a*
até as 192h (Figura 5.38). Esses resultados sugerem uma estabilidade na cor dos morangos,
provavelmente ocasionado pelas oscilacdes no pH (Item 5.4.5 Figura 5.14) durante o
periodo de armazenamento. Holcrot e Kader (1999) calcularam que mudangas no pH de
3,21 para 3,81 poderiam significar alteracdes na forma flavulina (cition de cor vermelha)
de 37% para 13% e, concluiram que a reducdo do pH melhora a estabilidade das
antocianinas e na cor dos morangos.

As maiores variagdes nos valores de a* (Figura 5.46), ao longo do armazenamento,
foram verificadas no tratamento 6", com 3,2%, pela intensificacdo da cor vermelha e,
reducdo de 66,2% no tratamento 10'. Entretanto, essa reducdo pode ter ocorrido devido ao
ressecamento da epiderme pela perda de dgua (Item 5.4.1 Figura 5.1) favorecendo a
diminuicdo na colora¢do vermelha. Segundo Mali et al. (2003) em frutos em que a perda
de peso € particularmente alta, a perda de dgua pode criar mudangas morfoldgicas e até
afetar a qualidade da cor. O tratamento 5° apresentou menor varia¢do na coloragio,
reducdo de 1,16%, durante o armazenamento, ou seja, atributo de qualidade desejavel em
morangos, pois o escurecimento dos frutos compromete seu aspecto visual e, portanto, sua

aceitacdo pelo consumidor (Calegaro et al., 2002).
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FIGURA 5.46 — PERCENTUAL DE VARIACAO DOS VALORES DO CROMA a*
ENTRE O INICIO E FINAL DO ARMAZENAMENTO

© 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); 10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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Por meio da andlise de variancia (Apéndice C Tabela 5.43C), as estimativas dos
coeficientes de regressdo mostraram a celulose como o componente do biofilme com maior
influencia (p < 0,05) nos valores do croma a* no inicio e, no final do periodo de

armazenamento a fécula de batata e a celulose bacteriana (Figura 5.47).
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FIGURA 5.47 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE O CROMA a* DURANTE O ARMAZENAMENTO: (A) CROMA
a* OH; (B) CROMA a* 192H

O croma b*, com variagdo das cores do azul (- 60) a amarelo (+ 60) mostrou, ao
longo do armazenamento, resultados positivos, mas préximo do zero, ou seja, indicando
uma coloracdo levemente amarelada em alguns tratamentos, durante todo periodo de
armazenamento (Tabela 5.39).

Os tratamentos 2°, 3¢, 49, 5°, 7¢ ¢ 8" mostraram acréscimo nos valores de b* as 48h

a f g i ~ )
e, somente os tratamentos 1%, 6, 9' e 10’ apresentaram redugio. Apds, houve aumento nos

“1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); " 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); © 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); * 4
(87.5% FB, 0%CB, 12,5% GL); © 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); ¢ 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL); ' 10 (0% FB,
0% CB, 0% GL).
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tratamentos 3°, 4%, 5°, 8" e 9' ¢, reducdo nos tratamentos 1%, 2°, 6', 76 ¢ 10’ as 96h. Em
seguida, foi observado eleva¢do nos tratamentos 1% 2b, 4d, 6 e IOi, e reducdo nos
tratamentos 3¢, 5¢, 7%, 8" e 9" até 192h (Figura 5.38).

O tratamento 4 e 3¢ apresentaram, ao longo do periodo de armazenamento, as
maiores porcentagens de variagdo positiva nos valores do croma b*, ou seja, indicaram
maiores aumentos da coloragcdo amarela em relacdo aos outros tratamentos, com 1137,2%
e 400,5%, respectivamente (Figura 5.48). Malgarim et al.(2006), encontraram valores para
o parametro b* entre 16,35 e 23,17. Reis et al. (2008) verificaram valores de 12,77 a 19,17
para o croma b*, valores altos em relacdo aos do presente trabalho, que foram entre 0,11 a

8,15 durante o periodo de armazenamento.
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FIGURA 5.48 — PERCENTUAL DE VARIACAO DOS VALORES DO CROMA b#*
ENTRE O INICIO E FINAL DO ARMAZENAMENTO

%1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); " 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); ¢ 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); * 4
(87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); © 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); £ 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL); ! 10 (0% FB,
0% CB, 0% GL).
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Por meio da andlise de variancia (Apéndice C Tabela 5.44C), as estimativas dos
coeficientes de regressdo mostraram as interagdes da fécula de batata, da celulose
bacteriana com o glicerol e, dos trés componentes com maior influéncia nos resultados do

croma b* no inicio e final do periodo de armazenamento (Figura 5.49).
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FIGURA 5.49 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE O CROMA b* DURANTE O ARMAZENAMENTO: (A) CROMA
b* OH; (B) CROMA b* 192H

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol

5.4.14 Atividade Respiratéria

As diferentes concentra¢des utilizadas na composi¢do dos biofilmes promoveram
alteragdes significativas (p < 0,05), nos teores de CO, e O, entre as médias dos tratamentos
e, durante o periodo de armazenamento somente para o O,, confirmado pelo teste F
(Apéndice C - Tabelas 5.45C e 5.46C).

A concentracdo inicial de CO,, entre os tratamentos cobertos com biofilme,
variaram de 16,1 mgCOz.Kg’l.h'1 a 25,8 mgCOg.Kg’l.h'l, enquanto o O, teve variacio de
29,7 mgOz.Kg’l.h’1 a 35,6 mgOg.Kg'l.h’l. No tratamento 10’ a taxa foi de 24,9 mgCO,. Kg’

'h'e28 mgOQ.Kg’l.h'l, ou seja, valores abaixo para o O,, do maximo encontrado entre os

110 (0% FB, 0% CB, 0% GL).

217



tratamentos cobertos pelo biofilme, acelerando o consumo de O, inicial devido o

processamento (Tabelas 5.47 e 5.48 ).

TABELA 5.47 — CONCENTRACOES DE CO, NA ATIVIDADE RESPIRATORIA EM
MORANGO CV FESTIVAL, COBERTO COM BIOFILME DE DIFERENTES
CONCENTRACOES, DURANTE O PERIODO DE ARMAZENAMENTO

Tempo Tratamentos
(horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
0 20,8 23,1 24,8 25,7 16,0 24,5 22,1 25,7 25,7 24,8

+0,9 +0,8 +1,0 +33 +0,4 +0,6 +0,2 +1,0 +0,3 +1,2 23,3®
48 21,9 18,2 17,0 23,8 17,7 16,5 18,6 24,9 21,7 25,6

+0,5 +0,8 +0,4 +0,5 +0,6 +0,7 +1,1 +1,0 +1,1 +0,7 20,6°
96 16,1 18,5 16,3 21,2 12,1 12,9 14,3 15,1 13,0 30,2

+1,1 +1,8 +0,4 +0,4 +0,7 +1,1 +1,2 +1,2 +0,7 +0,9 17,0°
144 12,5 13,8 17,8 18,9 12,2 19,4 17,0 16,6 19,3 22,8

+0,2 +0,4 +0,9 +0,6 +0,4 +0,6 +1,3 +1,5 +0,3 +0,9 17,0°
192 372 30,4 21,3 20,2 359 243 374 41,7 16,8 30,0

+0,4 +1,4 +4.3 +1,1 +1,3 +0,4 +0,5 +0,4 +0,4 +23 29,54

CO, (mg.Kg'.h")

M 21,7 208° 19,4¢ 21,9° 18,8¢ 19,59 21,9° 24.,8° 19,3¢ 26,7°

NOTA - M = média; valores com letras mindsculas iguais na linha e valores com letras maitisculas iguais na
coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05), em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os
valores médios das triplicatas de cada tempo e respectivo desvio padrao.

TABELA 5.48 — CONCENTRACOES DE O, NA ATIVIDADE RESPIRATORIA EM
MORANGO CV FESTIVAL, COBERTO COM BIOFILME DE DIFERENTES
CONCENTRACOES, DURANTE O PERIODO DE ARMAZENAMENTO

Tempo Tratamentos
(horas) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M
0 34,6 34,1 30,5 29,8 299 33,9 30,8 35,6 29,7 28,0 31,7
+0,3 +1,0 +0,9 +0,3 +0,5 +1,0 +0,3 +0,7 +0,5 +0,7 A
- 48 28,9 29,4 29,0 259 27,7 28,9 31,2 31,2 28,4 18,6
" +0,8 £0,4 05 03 202 0,6 02 0,9 0,6 1,1 279°
ﬂ'u.n 96 27,8 23,8 29,1 26,0 28,3 26,6 28,0 30,2 27,8 18,4
) +0,7 +0,5 +0,3 +0,4 +0,5 +0,7 0,2 04 0,6 03 26,6°
%" 144 20,0 20,2 28,4 23,6 21,5 25,5 24,0 335 259 16,3 23,9
= £0,6 £0,6 05 204 206 03 0,7 0,5 204 04 P
=) 192 17,3 18,4 25,9 22,0 16,8 23,9 233 18,1 26,6 14,8

+0,7 +0,6 +0,5 +0,6 +1,0 +0,4 0,4 0,8 04 +0,7 20,7¢

M 25,7° 2520 286"  254°" 248"  277° 275 297° 277% 1928

NOTA - M = média; valores com letras mindsculas iguais na linha e valores com letras maitisculas iguais na
coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05), em nivel de confianca de 95%. Sdo apresentados os
valores médios das triplicatas de cada tempo e respectivo desvio padrao.
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A concentragdo de CO, apresentou oscilagdo durante o periodo de armazenamento,
com reducdo em 48h na maioria dos tratamentos, com exce¢do do 1%, 5% e 10°. As 96h
foram observadas declinio pela maioria e, somente, o tratamento 10’ mostrou aumento. Em
144h de armazenamento foi verificado aumento nos tratamentos 3¢, 6f, 78, gh e 9i, com
reducdo em 1%, 2°, 4% ¢ 10'. No final do periodo, houve aumento em todos os tratamentos,

com excec¢do do tratamento 10 (Figura 5.50).
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*1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ° 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); ¢ 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); ¢ 4
(87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); ° 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); ' 6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); &7
(70,75% FB, 11,75% CB, 17,5% GL); " 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL);’ 10 (0% FB,
0% CB, 0% GL).
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FIGURA 5.50 — EVOLUCAO DA ATIVIDADE RESPIRATORIA, EM TERMOS DE
CO, E O, EM MORANGO CV. FESTIVAL COBERTO COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE BIOFILME

A variagdo do O, foi observada ao longo do armazenamento, com redug@o em 48h
em todos os tratamentos, com excec¢do o 75. Em 96h verificou-se a maior oscilagdo entre os
tratamentos, com reducdo em 1% 2°, 6", 7¢, 8" ¢ 9', aumento em 4" e 5° e, estabilidade em 3°
e 10 Apds este periodo houve redugdo em 144h e 192h, exceto nos tratamentos g"e 9!
com aumento e redugdo nestes tempos, respectivamente (Figura 5.50).

O declinio inicial na atividade respiratéria pode ser decorrente de fatores como o

equilibrio térmico vegetal/ambiente, conseqiiéncia da baixa temperatura que foram

*1(50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); ® 2 (62,5% FB, 25% CB, 12,5% GL); © 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); ¢ 4
(87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); ¢ 5 (47,25% FB, 35,25% CB, 17,5% GL); "6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); & 7
(70,75% FB, 11,75% CB,17,5% GL);" 8 (82,5% FB, 0% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL); 10 (0% FB,
0% CB, 0% GL).
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acondicionados os morangos, 7°C+2°C. Porém, temperaturas amenas reduzem, mas nao
cessam a atividade metabdlica do vegetal e de sua flora contaminante.

Em frutos maduros, as trocas gasosas pela respiracdo e a perda de dgua na forma de
vapor ocorrem apenas por difusdo através da cuticula (Chitarra e Chitarra, 2005). Com o
revestimento do biofilme houve aumento da barreira, reduzindo a troca gasosa, ou seja, a
taxa de respiracdo, o que permite um prolongamento na vida do fruto (Assis e Leoni,
2003).

As maiores atividades respiratérias foram verificadas no tratamento 8" com
concentragdo de 41,8 mgCOQ.Kg'l.h’1 e 35,6 mgOz.Kg'lh'l, em 192h e Oh, respectivamente
(Tabelas 5.47 e 5.48). Esse fato sugere baixa efici€ncia a barreira aos gases nos biofilmes
formados somente com fécula de batata e glicerol, em relacdo aos que possuem celulose
bacteriana na composicdo. Os biofilmes a base de polissacarideos possuem alto coeficiente
de permeabilidade ao vapor de 4dgua e a gases (Gontard e Guilbert, 1996). A celulose
bacteriana ao ser tratada por método alcalino, como foi utilizada neste trabalho, aumenta a
resisténcia a tensdo e reduz a taxa de transmissdo ao oxigé€nio (George et al., 2005). O
tratamento 10’ apresentou maiores atividades respiratérias em Oh e 96h, com concentracdes
de 28 mg 0, .Kg"' .h" e 30,2 mg CO, .Kg ™' .h™, respectivamente.

Considerando o inicio e final do periodo de armazenamento (Figura 5.51a) o
tratamento 9' reduziu 34,5% a liberacdo de CO, e 10,4% o consumo de O, (Figura 5.51b),
e apresentou o menor percentual, ou seja, menor consumo do O,. O tratamento 6' mostrou
menor percentual de variacdo de CO,, 0,7%. Isso evidencia eficiéncia dessas peliculas
quanto ao controle das trocas gasosas, possivelmente em funcdo da sua natureza e

formacdo de superficie continua sobre os morangos.

6 (59% FB, 23,5% CB, 17,5% GL); ' 9 (0% FB, 100% CB, 0% GL).
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FIGURA 5.51 - PERCENTUAL DE VARIACAO NA CONCENTRACAO DE CO,E O,,
ENTRE O INICIO E FINAL DO ARMAZENAMENTO, EM MORANGO CV
FESTIVAL: (A) CO»; (B) O,

O quociente respiratério (QR) para respiragdo aerébia varia entre 0,7 e 1,3
dependendo do substrato (Kader, 1987). No caso do morango, o QR assume um valor
préximo de 1 (Renault et al.,, 1994b; Hertog et al., 1999). Até 144h do periodo de
armazenamento o quociente respiratorio (Figura 5.52) mostrou valores abaixo da unidade,
nos morangos com cobertura de biofilme, com exce¢do do tratamento 17, Isso sugere que a
concentracdo de O, é muito baixa, e a liberacdo de CO, pode ser elevada em decorréncia
das reagdes de anaerobiose ou metabolismo fermentativo, conduzindo a processos como:
uso de substratos com relagdo C:O inferior a dos agucares simples (hexoses); oxidacdo
incompleta, com interrup¢do da producdo de compostos intermedidrios do ciclo de Krebs;
0 CO, produzido pode estar sendo utilizado em processo de sintese, como por exemplo, a
carboxilag@o do piruvato para formacgdo do dcido oxalacético (Chitarra e Chitarra, 2005).

Em 192h ocorreu aumento do quociente respiratério, exceto nos tratamentos 3°, 4%e

9'. O tratamento 10’ apresentou quociente respiratério maior que 1 a partir de 48h até o

1 (50% FB, 37,5% CB, 12,5% GL); © 3 (75% FB, 12,5% CB, 12,5% GL); * 4 (87,5% FB, 0%CB, 12,5% GL); ' 9 (0%
FB, 100% CB, 0% GL); 10 (0% FB, 0% CB, 0% GL).
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final do periodo de armazenamento, sugerindo que substratos com maior teor de O,, como
dcidos orgénicos, estdo sendo utilizados na respiracdo. Entretanto, a medida do QR
representa apenas um valor médio, que depende, sobretudo da contribuicdo de cada
substrato para respiracdo e de seu conteido relativo de carbono, hidrogénio e oxigénio

(Chitarra e Chitarra, 2005).
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FIGURA 5.52 — QUOCIENTE RESPIRATORIO (CO,/0,) EM MORANGO CV
FESTIVAL COBERTOS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOFILME
DURANTE O PERIODO DE ARMAZENAMENTO

Por meio da andlise de variincia, as estimativas dos coeficientes de regressao
(Apéndice C - Tabelas 5.49C e 5.50C) mostraram que entre os componentes do filmes, o
glicerol apresentou maior influéncia significativa (p < 0,05) na atividade respiratéria do
CO,, no inicio do periodo de armazenamento. As interacdes da fécula da batata, da
celulose bacteriana com o glicerol mostraram significancia no final. A atividade
respiratéria do O, apresentou relagdo contraria ao do CO,, para esses componentes, no

final do periodo de armazenamento (Figura 5.53).
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FIGURA 5.53 — MAGNITUDE DOS COEFICIENTES DOS COMPONENTES DO
BIOFILME SOBRE A ATIVIDADE RESPIRATORIA EM TERMOS DE CO, E O,, EM
MORANGO CV FESTIVAL COBERTO COM BIOFILMES EM DIFERENTES

CONCENTRACOES: (A) CO, OH, (B) CO, 192H, (C) O, OH, (D) CO;

NOTA - F = Fécula de batata; C = Celulose bacteriana; G = Glicerol.

5.4.15 Andlise dos componentes principais (PCA)

A PCA foi construida a partir de uma matriz de dados de 10 x 17, ou seja, 10

tratamentos e 17 caracteristicas. A PCA mostrou que com quinze componentes principais

foi possivel obter 99,25% de informacdo, sendo 31,08% da varidncia total descrita pela
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primeira componente principal (PC1) e 18,70% por PC2 a segunda componente. Verifica-
se que houve discriminagdo dos tratamentos em fungdo dos tempos de armazenamento,

como mostra os graficos de dispersdo de componentes principais (CP) 1 e 2 (Figura 5.54).
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FIGURA 5.54 - ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA): (A) GRAFICO
DOS ESCORES; (B) GRAFICO DOS PESOS

A andlise conjunta dos grificos, dos escores com o de pesos, possibilitou a
separagdo dos tratamentos em quatro grupos, nomeados da direita para esquerda em A, B,
C e D (Figura 5.54a), em fun¢do do tempo de armazenamento e das concentragdes
encontradas nas varidveis analisadas (Figura 5.54b). A PC 1 e PC 2 mostraram efeito
discriminante nos tratamentos do periodo inicial de armazenamento (Oh e 48h), com
influencia na intensidade da cor, maiores taxas respiratéria do O, e concentragdes de
vitamina C. Em 96h, as caracteristicas atividade de dgua (Aw), antocianinas, firmeza,
luminosidade, pH, e atividade antioxidante tiveram maior efeito neste periodo. Em 192h,
os fatores que indicam aceleracdo da senescéncia (Hue Angle), satura¢do da cor (croma),
concentragcdo de solidos soliveis, reducdo da acidez, e aumento dos compostos fendlicos
totais, perda de massa, taxa respiratéria do CO, foram significativos neste periodo de

estocagem.
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O croma a* e os antioxidantes sdo as varidveis com maiores pesos na regido
positiva e negativa, respectivamente, da PC1. Na PC2, o O, e a perda de massa apresentam

maiores pesos na regido positiva e negativa, respectivamente (Figura 5.54b).

5.5 CONCLUSAO

A aplicacdo de biofilmes formados por blenda de fécula de batata e celulose
bacteriana na conservacido de morangos, mantidos sob refrigeracao (7°C) e sem qualquer
outra cobertura além do biofilme, contribuiu na manuten¢do da qualidade de morangos cv.
Festival nas caracteristicas da massa fresca até 96h e, acidez total titulavel, s6lidos soldveis
totais, relacdo entre SST/ATT, compostos fendlicos, vitamina C, antioxidantes, croma a*,
croma b* e atividade respiratéria do O, em até 192h.

Os biofilmes composto por fécula de batata e glicerol mostraram-se eficientes nas
caracteristicas Hue Angle e luminosidade em até 192h, enquanto nos morangos cobertos
por celulose bacteriana pura, foram adequados na manuten¢do da qualidade nos aspectos
perda de massa em até 144h e, com menores variacdes de pH, firmeza, atividade de dgua,
antocianinas, contagem de meso6filos aerdbios totais, atividade respiratéria CO, durante
todo periodo de armazenamento (192h).

Entre os tratamentos, o biofilme com composi¢ido 47,25% de fécula de batata,
35,25% celulose bacteriana, 17,5% glicerol mostrou eficiéncia, no maior nimero de
caracteristicas analisadas, como perda de massa aceitdvel pela legislacdo em até 120h, e
concentragdes de acidez total tituldavel, solidos soldveis totais, relagdo entre sélidos
soliveis totais e acidez total tituldvel, compostos fendlicos, antioxidantes, contagem de

mesofilos aerdbios totais, croma a* e croma b* em até 192h.
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Consideragdes finais

CAPITULO VI

CONSIDERACOES FINAIS

6.1 CONCLUSAO

A produgdo de celulose bacteriana apresentou maior requerimento dos minerais N-
NO; e N-NH," em fermentado de dgua de coco de fruta madura e N-NO;™ em dgua de coco
de fruta verde. Porém, considerando os meios de cultivo, o fermentado em dgua de coco
de fruta madura apresentou aumento no consumo dos minerais K, Fe, P, S—SO4'2, B, N-
NO; e N-NH,". Entre as formas de cultivo, os tratamentos mantidos sob agita¢do tiveram
maiores reducdes de minerais, em ambos 0s processos fermentativos. Portanto, a maior
producdo de celulose bacteriana foi verificada nos fermentados de dgua de coco de fruta
madura, com adicdo de KH,PO4 (5000 mg.L'l), FeSO4 (5 mg.L’l), NaH,PO, (300 mg.L’l) e
mantidos sob agitacdo.

A producdo de biofilmes formados por blendas de fécula de batata, celulose
bacteriana e glicerol pode ser realizada pelo método de mistura, configurando uma matriz
coesa, mas com a presenga de granulos. Os biofilmes formados por blenda mostraram alta
opacidade e TPV A e, baixa densidade, espessura, gramatura, solubilidade e PVA. O indice
de intumescimento é mais rapido no primeiro minuto e com o passar do tempo torna-se
mais lento, tanto em pH d4cido quanto alcalino. No entanto, apresenta aumento no
intumescimento em pH 4acido. A celulose bacteriana pura demonstra elevada opacidade e
indice de intumescimento em pH d4cido e alcalino em todos os tempos analisados,
caracterizando biofilme com boa barreira a luz e a manuten¢do da umidade. Contudo,
demonstra densidade, espessura, solubilidade, TPVA e PVA reduzido, configurando
biofilme com baixo transporte de dgua, comparado a biofilmes formados por fécula de
batata.

Desta forma, a producdo de biofilme formado por blenda de fécula de batata e
celulose bacteriana se apresenta como promissor na aplicacdo do segmento de embalagens

comestiveis, entretanto, depende das caracteristicas composicionais do alimento escolhido.
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A aplicagdo de biofilmes formados por blendas de fécula de batata, celulose
bacteriana e glicerol em morangos cv Festival demonstrou ser eficiente na manutengéo da
qualidade, nos aspectos de massa, ATT, SST, relacio entre SST/ATT, compostos
fenodlicos, vitamina C, antioxidantes, croma a* e croma b*.

Morangos, cobertos com celulose bacteriana pura, mostraram maior estabilidade
nas caracteristicas de massa, pH, firmeza, atividade de dgua, antocianinas, controle de
microrganismos e atividade respiratéria durante o periodo de armazenamento (192h).
Porém devido aos custos de producdo da celulose bacteriana sugere-se a producio de
biofilmes e sua aplica¢do em frutas na forma de blenda.

Portanto, a aplicacdo de biofilmes formados por blenda de fécula de batata e
celulose bacteriana oferece potencial de aplicagcdes em morangos conservados por métodos
combinados (biofilme e processo de refrigeracdo), podendo ser utilizados para aumentar a
estabilidade fisica, quimica e microbiolégica de tais produtos. Além disso, podem
favorecer a aceitacdo do consumidor pela melhoria da aparéncia e manutencdo de suas
propriedades. Contudo, hd necessidade de pesquisas futuras envolvendo avaliagdes mais

detalhadas e comparativas sobre as caracteristicas sensoriais.

6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com relagdo:
a) A producio de celulose bacteriana:
- Analisar o comportamento cinético da producdo de celulose bacteriana e o consumo de
minerais em relacdo a produgdo de biomassa, consumo de acticares, variagdo de pH, teor
de oxigénio dissolvido e consumido.
- Verificar a influencia dos minerais K, Na, Fe, Mg, P, S-S0,2, B, N, N-NO;5, N-NH," na
producao de celulose bacteriana, pelo Acetobacter xylinum, em outros meios fermentativos

(naturais e sintéticos).

b) A producio e caracterizacio de biofilme:
- Avaliar novas concentracdes e composi¢des para a producdo de biofilme a base de
celulose bacteriana.

- Analisar diferentes graus de granulometria para producgao de biofilmes por mistura.
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- Analisar a influéncia da secagem a viacuo e em estufa convencional na producdo de
biofilmes celulésicos formados por blendas.

- Avaliar os biofilmes em relagdo as propriedades de barreira a gases e mecanicas.

- Avaliar o efeito dos biofilmes no uso como filme em embalagens com frutas in natura.

- Avaliar a adi¢do de aditivos antimicrobianos na formulacio dos biofilmes.

¢) A aplicagio de biofilme em frutas:

- Analisar a aplicacdo de biofilmes formados por blenda de fécula de batata e celulose
bacteriana em outras variedades de morangos.

- Identificar e quantificar os compostos aromadticos liberados por morangos cobertos com
biofilme celulésico.

- Comparar faixas de temperatura de armazenamento de morangos minimamente
processados cobertos por biofilme celuldsico.

- Quantificar a liberag@o de etileno por morangos cobertos com biofilme celuldsico.

- Verificar a eficiéncia de biofilme celulésico em morangos segundo os valores
nutricionais.

- Verificar outras formas de aplicacio (aspersdo) de biofilme celuldsico em morangos.
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APENDICE

APENDICE A

TABELA 33A - EFEITOS DA RIEGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE
SIGNIFICANCIA (P <0,05) DA PRODUCAO DE CELULOSE EM FACM E FACV

FACM FACV

Parimetros Efeitos Erro-padrio p Parimetros Efeitos Erro-padrio p
Média/Interacoes 3,58125 0,090966 1,79E-08 Média/Interacoes 3,865625 0,099396 1,93E-08
4 por 5 -1,1 0,181931 0,000926 4 por 5 -0,79375 0,198792 0,007177
(2)KH,PO, 0,8375 0,181931 0,003679 (2)KH2PO4 0,68125 0,198792 0,014024
(7)Fcultivo 0,675 0,181931 0,009967 (7)Fcultivo -0,63125 0,198792 0,019186

(5)FESO, 0,6625 0,181931 0,010816 4 por 6 0,40625 0,198792 0,08701

4 por 7 -0,5875 0,181931 0,017928 (6)H3BO3 0,35625 0,198792 0,123298
(4)NAH,PO, -0,55 0,181931 0,023303 4 por 7 0,34375 0,198792 0,134504
3 por5 -0,375 0,181931 0,084913 (4)NAH2PO4 0,33125 0,198792 0,146701
1 por 2 -0,3625 0,181931 0,09339 3 por 4 -0,28125 0,198792 0,206868
2 por 6 0,3375 0,181931 0,112989 (1)NH4_2S04 0,26875 0,198792 0,225138
(6)H;BO; 0,2875 0,181931 0,165127 2 por 4 -0,26875 0,198792 0,225138
1 por 4 -0,225 0,181931 0,262397 1 por 2 -0,25625 0,198792 0,244849
2 por 5 0,2125 0,181931 0,287105 3 por7 0,25625 0,198792 0,244849
2 por 3 -0,2 0,181931 0,313771 2 por 3 0,24375 0,198792 0,266075
4 por 6 0,175 0,181931 0,373245 3 por 6 0,19375 0,198792 0,367381
(1)(NH4)2SO4 0,1625 0,181931 0,40615 1 por 7 0,18125 0,198792 0,397049
1 por 7 -0,15 0,181931 0,4412 1 por 6 -0,15625 0,198792 0,461772
(3)MGSO4 -0,15 0,181931 0,4412 3 por5 -0,15625 0,198792 0,461772
3 por 7 0,1375 0,181931 0,478392 (5)FESO4 0,13125 0,198792 0,533612
2 por 4 -0,125 0,181931 0,517698 2 por 5 0,10625 0,198792 0,612226
1 por 6 0,0875 0,181931 0,647587 1 por 3 -0,09375 0,198792 0,653874
1 por 3 -0,075 0,181931 0,694485 2 por 7 -0,08125 0,198792 0,696934
3 por 6 -0,05 0,181931 0,792666 (3)MGS0O4 -0,08125 0,198792 0,696934
1 por 5 -0,0375 0,181931 0,843512 2 por 6 -0,04375 0,198792 0,833106
2 por 7 -0,025 0,181931 0,895198 1 por 4 -0,03125 0,198792 0,880244
3 por 4 -0,0125 0,181931 0,947455 1 por 5 -0,00625 0,198792 0,975938

TABELA 3.4A - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AOS VALORES OBTIDOS DA
PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA EM FACM, DURANTE 168H

Pardmetros SQ gl MQ Fcal p Ftab
(1)NH4_2S04 0,21125 1 0,21125 0,797797 0,40615 5,99
(2)KH2PO4 5,61125 1 5,61125 21,19119 0,003679 5,99
(3)MGSO04 0,18 1 0,18 0,67978 0,4412 5,99
(4)NAH2PO4 242 1 242 9,13926 0,023303 5,99
(5)FESO4 351125 1 351125 13,26042 0,010816 5,99
(6)H3BO3 0,66125 1 0,66125 2,497246 0,165127 5,99
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(7)FCULTIVO
1 por 2
1 por 3
1 por 4
1 por 5
1 por 6
1 por 7
2 por 3
2 por 4
2 por 5
2 por 6
2 por 7
3 por 4
3 por 5
3 por 6
3 por 7
4 por 5
4 por 6
4 por 7

Erro

Total SQ

3,645
1,05125
0,045
0,405
0,01125
0,06125
0,18
0,32
0,125
0,36125
0,91125
0,005
0,00125
1,125
0,02
0,15125
9,68
0,245
2,76125
1,58875
35,28875

31

3,645
1,05125
0,045
0,405
0,01125
0,06125
0,18
0,32
0,125
0,36125
0,91125
0,005
0,00125
1,125
0,02
0,15125
9,68
0,245
2,76125
0,264792

13,76554
3,970102
0,169945
1,529504
0,042486
0,231314
0,67978
1,208497
0,472069
1,36428
3,441385
0,018883
0,004721
4,248623
0,075531
0,571204
36,55704
0,925256
10,42801

0,009967
0,09339
0,694485
0,262397
0,843512
0,647587
0,4412
0,313771
0,517698
0,287105
0,112989
0,895198
0,947455
0,084913
0,792666
0,478392
0,000926
0,373245
0,017928

5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99
5,99

NOTA - SQ=soma quadritica; gl=graus de liberdade; MQ=média quadritica; Fcal = Fcalculado; Ftab = F

tabelado; R*= 0,95

TABELA 3.5A - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AOS VALORES OBTIDOS DA
PRODUCAO DE CELULOSE BACTERIANA EM FACV, DURANTE 168H

Parimetros SQ gl MQ Fcal p Ftab
(1)(NH4),SO4 0,577813 1 0,577813 1,827677 0,225138 5,99
(2)KH,PO4 3,712813 1 3,712813 11,74399 0,014024 5,99
(3)MGSO, 0,052812 1 0,052812 0,167051 0,696934 5,99
(4)NAH,PO, 0,877813 1 0,877813 2,776606 0,146701 5,99
(5)FESO, 0,137813 1 0,137813 0,435914 0,533612 5,99
(6)H;BO; 1,015313 1 1,015313 3,211532 0,123298 5,99
(7)Fcultivo 3,187813 1 3,187813 10,08336 0,019186 5,99
1 por 2 0,525313 1 0,525313 1,661614 0,244849 5,99

1 por 3 0,070313 1 0,070313 0,222405 0,653874 5,99

1 por4 0,007813 1 0,007813 0,024712 0,880244 5,99

1 por 5 0,000313 1 0,000313 0,000988 0,975938 5,99

1 por 6 0,195313 1 0,195313 0,617792 0,461772 5,99

1 por7 0,262813 1 0,262813 0,831301 0,397049 5,99

2 por 3 0,475313 1 0,475313 1,50346 0,266075 5,99

2 por 4 0,577812 1 0,577812 1,827677 0,225138 5,99

2 por 5 0,090313 1 0,090313 0,285667 0,612226 5,99

2 por 6 0,015313 1 0,015313 0,048435 0,833106 5,99
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2 por 7 0,052813 1 0,052813 0,167051 0,696934 5,99
3 por 4 0,632813 1 0,632813 2,001647 0,206868 5,99
3 por5 0,195313 1 0,195313 0,617792 0,461772 5,99
3 por 6 0,300313 1 0,300313 0,949918 0,367381 5,99
3 por7 0,525313 1 0,525313 1,661614 0,244849 5,99
4 por 5 5,040313 1 5,040313 15,943 0,007177 5,99
4 por 6 1,320313 1 1,320313 4,176277 0,08701 5,99
4 por 7 0,945312 1 0,945312 2,990115 0,134504 5,99
Erro 1,896875 6 0,316146
Total SQ 22,69219 31

NOTA - SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média quadrética; Fcal = Fcalculado; Ftab =F

tabelado; R*>= 0,91

TABELA 3.10A — ANALISE DE VARIANCIA DOS MINERAIS K, B E S-SO,* EM FACM

F M FV SQ gl MQ Fcal valor-P F tab R’
Oh e 168h 5930720 1 5930720 225,12 1,13E-07 5,117355 0,97
K Tratamentos 3575465 9 397273.9 15,08 0,000206 3,178893
Erros 237092.6 9 26343.62
Total 9743277 19
Oh e 168h 1,105112 1 1,105112 11,06 0,008852 5,117355 0,92
FACM B Tratamentos 9,571967 9 1,063552 10,64 0,000818 3,178893
Erros 0,898977 9 0,099886
Total 11,57606 19
Oh e 168h 536,5533 1 536,5533 11,01 0,00897 5,117355 0,98
$-S0,? Tratamentos 29996,97 9 3332,997 68,38 3,29E-07 3,178893
Erros 438,6623 9 48,74025
Total 30972,19 19

NOTA - F = fermentado; M=minerais; FV=fonte de varia¢do; SQ= soma quadrdtica; gl= graus de liberdade;
MQ= média quadratica; Fcal = teste Fcalculado; Ftab = teste F tabelado.

TABELA 3.11A — ANALISE DE VARIANCIA DOS MINERAIS Mg, Fe, B, P, S-SO,*, EM

FACV
F M FV SQ gl MQ Fcal valor-p F tab R?
Mg Oh-e 168h 8314,029 1 8314,029 236,26 1,37E-10 4,543077 0.95
Tratamentos 1714,292 15 114,2861 3,24 0,014474 2,403447
Erros 527,8486 15 35,18991
Total 10556,17 31
FACV Fe Oh e 168h 0,249384 1 0,249384 12,53464 0,002967 4,543077 0,98
Tratamentos 16,45858 15 1,097239 55,14 2,27E-10 2,403447
Erros 0,298434 15 0,019896
Total 17,0064 31
B Oh-e 168h 1,611184 1 1,611184 16,89 0,000927 4,543077 0.91
Tratamentos 14,72452 15 0,981635 10,29 2,49E-05 2,403447
Erros 1,430607 15 0,095374
Total 17,76631 31
P Oh e 168h 916500,1 1 916500,1 24,57 0,000172 4,543077 0,93
Tratamentos 7076727 15 471781,8 12,65 6,59E-06 2,403447
Erros 559316,7 15 37287,718
Total 8552543 31
S-SO4
z Oh'e 168h 955,4618 1 955,4618 11,18 0,004434 4,543077 0.6
Tratamentos 3448478 15 2298,985 26,91 3,86E-08 2,403447
Erros 1281,162 15 85,41079
Total 36721,41 31

NOTA - F = fermentado; M=minerais; FV=fonte de varia¢do; SQ= soma quadritica; gl= graus de liberdade;
MQ= média quadratica; Fcal = teste F calculado; Ftab = teste F tabelado
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APENDICE B

TABELA 4.5B - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AOS VALORES DA ESPESSURA E
GRAMATURA, EM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E
GLICEROL, COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Espessura Gramatura
FV ) 2

SQ gl Fcal valor-P  Ftab R~ SQ gl Fcal valor-P Ftab R”

Regressdo 1,34E- 9,46E- 0,95
0,006408 5 45,86964 10 2,68 091 1728131 5 96,32511 14 2,68

Residuos 0,000587 21 753,5054 21

Falta de 2,55E- 7,73E-

ajuste 0,000427 3 16,00255 05 3,16 5205327 3 13,40584 05 3,16

Erro puro 0,00016 18 2329727 18

Total 0,006995 26 18034,81 26

NOTA - FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado; R’=
coeficiente de determinacao.

TABELA 4.6B - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AOS VALORES DA DENSIDADE E
OPACIDADE, EM BIOFILMES DE Ff:CULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL,
COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Densidade Opacidade
Fv valor- 2 2
SQ gl Fcal P Ftab R SQ gl Fcal valor-P Ftab R

Regressio 7,57E- 0,90 0.91

8ress 3,230876 5 38,17453 10 2,68 ’ 665,3313 5 47,76297 9,13E-11 2,68
Residuos 355464 21 58,50539 21
Falta de 1,99E-
ajuste 0,321931 3 57,60195 09 3,16 58,50312 3 154861,2 0 3,16
Erro puro 0,033533 18 0,002267 18
Total 3,586341 26 723,8367 26

NOTA - FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado; R’=
coeficiente de determinacao.

TABELA 4.7B — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DA ESPESSURA E GRAMATURA, EM BIOFILMES DE FﬁCULA DE BATATA, CELULOSE
BACTERIANA E GLICEROL, COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Espessura Gramatura
Parimetros Coeficientes Erros-padrao p Pardmetros Coeficientes Erros-padrao P
F.G 8,405092 2,683562 0,005036 F.G 5504,757 3041,123 0,084614
CG 8,040505 2,45321 0,003593 CG 4760,411 2780,078 0,101565
G -6,06381 1,910417 0,00457 G -3723,47 2164,963 0,10016
F.C -0,12481 0,073181 0,102858 F -57,1849 72,07638 0,436422
F -0,10504 0,063602 0,113496 F.C 56,85278 82,93189 0,500504
C 0,02 0,003052 1,72E-06 C 9,333333 3,458382 0,013447

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Espessura R®= 0,91; Gramatura R?>= 0,95
TABELA 4.8 B — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA

(P<0,05) DA DENSIDADE E OPACIDADE, EM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE
BACTERIANA E GLICEROL, COM DIFERENTES CONCENTRACOES
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Densidade Opacidade
Parimetros Coeficientes Erros-padrao p Pardmetros Coeficientes Erros-padrao p
F.G -229,758 66,05241 0,002244 F.G -5159,2 847,4004 4,84E-06
CG -209,966 60,3826 0,00225 CG -4926,16 774,6611 2,64E-06
G 170,0125 47,02245 0,001623 G 3700,69 603,261 4,36E-06
F 5,965167 1,565481 0,001021 F.C 142,4336 23,10874 4,09E-06
F.C 3,567542 1,80126 0,060888 F 125,0508 20,08389 3,55E-06
C 0,43 0,075115 1,11E-05 C 23,75 0,963668 5,55E-17

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Densidade R?=0,90; Opacidade R?>=091

TABELA 4.10B - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AOS VALORES DA UMIDADE E
SOLUBILIDADE, EM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E
GLICEROL, COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Umidade Solubilidade
FV ) 2
SQ el Fcal valor-P Ftab R” SQ gl Fcal valor-P Ftab R”

Regressdo 5929513 5 78,50646 725E-13 2,68 094 1584186 5 91,53693 1,58E-13 268 095
Residuos 31,72217 21 7268741 21
Falta de
ajuste 13,32067 3 4343342  0,018093 3,16 426,8175 3 8,534737  0,000972 3,16
Erro puro 18,4015 18 300,0567 18
Total 624,6735 26 16568,74 26

NOTA - FV=fonte de variagdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado; R’=
coeficiente de determinacao.

TABELA 4.11B - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AOS VALORES DO [NDICE DE
INTUMESCIMENTO pH 1,8 (1 E 10 MINUTOS), EM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA,
CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL, COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Indice de Intumescimento em pH 1,8

EV 1 minuto 10 minutos
SQ el Fcal valor-P Ftab R? SQ gl Fcal valor-P Ftab R?

Regressao 64138,7 5 2767344 143E08 2,68 086 1059262 5 39,94266  4,96E-10 2,68 090
Residuos 9734335 21 1113821 21
Falta de
ajuste 4009,051 3 4201418 0,020331 3,16 5284,204 3 5415985 0,007821 3,16
Erro puro 5725283 18 5854,009 18
Total 73873,03 26 1170644 26

NOTA - FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado; R’=
coeficiente de determinacio.

TABELA 4.12B - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AOS VALORES DO [INDICE DE
INTUMESCIMENTO pH 1,8 (30 E 60 MINUTOS), EM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA,
CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL, COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Indice de Intumescimento em pH 1.8

FV 30 minutos 60 minutos
SQ gl Feal "ag’r’ Ftab R SQ el Feal valorP  Fab  R?
Regressio 8,02E- 0,78 2,32E- 0,90
147819 6 1236257 06 2,68 1756343 6 3303963 09 2,68
Resfduos 39856,61 20 17719,56 20
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Falta de 9,21E- 1,05E-

ajuste 31347,84 2 33,15763 07 3,55 15418,19 2 60,29602 08 3,55
Erro puro 8508,767 18 2301,374 18

Total 187675,6 26 1933539 26

NOTA - FV=fonte de variagdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado; R’=
coeficiente de determinacio.

TABELA 4.13B - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AOS VALORES DO INDICE DE
INTUMESCIMENTO pH 8,0 (1 E 10 MINUTOS), EM BIOFILMES DE FE~CULA DE BATATA,
CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL, COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Indice de Intumescimento em pH 8,0

FV 1 minuto 10 minutos
SQ gl Fcal valor-P  Ftab  R? SQ gl Fcal valor-P  Ftab R?

Regressio 0,85 TA4E- 0.86

8ress 1011855 6 20,11703  1,69E-07 2,68 117567,8 6  22,17477 08 2,68
Residuos 16766,15 20 176729 20
Falta de 721E-
ajuste 3340449 2 223929 0,135373 3,55 15471,95 2 63,26702 09 3,55
Erro puro 134257 18 220095 18
Total 117951,7 26 135240,7 26

NOTA - FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado; R’=
coeficiente de determinacio.

TABELA 4.14B - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AOS VALORES DO INDICE DE
INTUMESCIMENTO pH 8,0 (30 E 60 MINUTOS), EM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA,
CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL, COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Indice de Intumescimento em pH 8,0

FV 30 minutos 60 minutos
SQ el Fcal Vag)r' Ftab R SQ el Feal valorP  Ftab R

Regressdo 2A4E- 0,92 2.07E- 0,90

g 282007,7 6 4238751 10 268 300248,1 6 3345317 09 268
Resfduos 2217695 20 2991725 20
Falta  de 1,06E- 5,82E-
ajuste 1994602 2 8046598 09 355 2627889 2 6500458 09 355
Etro puro 2230932 18 3638359 18
Total 3041847 26 3301653 26

NOTA - FV=fonte de variagdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado; R’=
coeficiente de determinacao.

TABELA 4.15B — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRA/O E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DA UMIDADE E SOLUBILIDADE, EM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE

BACTERIANA E GLICEROL, COM DIFERENTES CONCENTRACOES

Umidade Solubilidade
Parimetros Coeficientes  Erros-padriao p Parimetros Coeficientes  Erros-padriao p
CG -609,3 570,4207  0,297574 F.G 6021,462 2986,898 0,056777
F.G -573,729 623,9822 0,368295 CG 5925,781 2730,508 0,041607
G 400,7031 4442104 0,377257 G -4418,37 2126,361 0,050172
F 35,33974 14,78874 0,026322 F.C -299,282 81,45316 0,001412
C 7,467935 0,709596 7,86E-10 F -21,5089 70,79122 0,764243
F.C -3,96383 17,01609 0,818059 C 2,66 3,396717 0,442306
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NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Umidade R? = 0,94; Solubilidade R? = 0,95

TABELA 4.16B — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DO INDICE DE INTUMESCIMENTO EM pH 1,8 (1 E 10 MINUTOS), EM BIOFILMES DE
FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL, COM DIFERENTES
CONCENTRACOES

Indice de Intumescimento em pH 1,8

1 minuto 10 minutos
Pardmetros Coeficientes  Erros-padrido p Pardmetros Coeficientes  Erros-padriao P
F.G -15628,6 10930,6 0,167483 F.C 10555,41 10688,62 0,334622
C.G -12278 9992,334 0,23276 B.G 8352,603 11692,26 0,482864
G 11183,37 7781,448 0,1654 G -7199,37 8323,674 0,396852
F.C -615,149 298,0791 0,051621 F.C -1298,01 318,8498 0,000548
F 503,0386 259,0615 0,0657 F 293,2652 277,1134 0,301947
C 244,7333 12,43034 5,13E-15 C 199,6333 13,2965 1,06E-12

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. 1 minuto R? = 0,86; 10 minutos R” = 0,90

TABELA 4.17B — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DO INDICE DE INTUMESCIMENTO EM pH 1,8 (30 E 60 MINUTOS), EM BIOFILMES DE
FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL, COM DIFERENTES
CONCENTRACOES

Indice de Intumescimento em pH 1,8

30 minutos 60 minutos
Pardmetros Coeficientes  Erros-padrdo p Parimetros Coeficientes  Erros-padrio P

F.G -429804 86935,06 7,82E-05 F.G -340177 75319,19 0,000211
C.G -369186 74785,02 7,95E-05 C.G -288559 64792,58 0,000244

G 309874,4 62997,07 8,28E-05 G 248620,8 54579,69 0,000192
F.CG -115912 24911,52 0,000153 F.C.G -125950 21582,95 1,04E-05
F.C 17545,21 3711,864 0,000129 F.C 15998,61 3215,902 7,28E-05

F 9734,466 1861,135 4,06E-05 F 7282,261 1612,458 0,000211

C 161,5933 25,77357 4,03E-06 C 260,6967 22,32982 2,21E-10

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. 1 minuto R? =0,78; 10 minutos R? = 0,90

TABELA 4.18B — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DO INDICE DE INTUMESCIMENTO EM pH 8,0 (1 E 10 MINUTOS), EM BIOFILMES DE
FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL, COM DIFERENTES
CONCENTRACOES

Indice de Intumescimento em pH 8,0

1 minuto 10 minutos
Pardmetros Coeficientes  Erros-padrido p Parimetros Coeficientes  Erros-padrio
F.G -126204 56384,7 0,0367 F.G -133728 57889,35 0,031679
CG -108653 48504.,4 0,0366 CG -113080 49798,74 0,034365
G 91854,92 40858,9 0,0360 G 96697,74 41949,24 0,032006
F.CG -39107,9 16157,2 0,0251 F.C.G -43456,2 16588,38 0,016412
F.C 5323,312 24074 0,0388 F.C 5328,455 2471,7 0,043459
F 2763,396 1207,1 0,0330 F 3133,832 1239,315 0,01997
C 271,6233 16,71 5,46E-13 C 261,0467 17,16241 1,86E-12

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. 1 minuto R?=0,85; 10 minutos R”=0,86
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TABELA 4.19B — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DO INDICE DE INTUMESCIMENTO EM pH 8,0 (30 E 60 MINUTOS), EM BIOFILMES DE
FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL, COM DIFERENTES
CONCENTRACOES

Indice de Intumescimento em pH 8,0

30 minutos 60 minutos
Parimetros Coeficientes  Erros-padrio p Parimetros Coeficientes  Erros-padrio P
F.G -164423 64847,87 0,019679 F.G -340177 75319,19  0,000211
CG -137549 55784,73 0,022843 CG -288559 64792,58  0,000244
G 121332,1 46991,7 0,017806 G 248620.8 54579,69  0,000192
F.C.G -78371,4 18582.36 0,000423 F.C.G -125950 21582,95 1,04E-05
F.C 8762,341 2768,808 0,004873 F.C 15998.61 3215902  7,28E-05
F 3476,905 1388,285 0,021032 F 7282,261 1612,458  0,000211
C 285,2233 19,22539 2,95E-12 C 260,6967 22,32982  221E-10

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. 1 minuto R?= 0,92; 10 minutos R>=0,90

TABELA 4.21B - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AOS VALORES DA TPVA E PVA, EM
BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL, COM
DIFERENTES CONCENTRACOES

TPVA PVA
FV P 2
SQ gl Fcal valor-P Ftab R SQ gl Fcal valor-P Ftab R
Regressio 0,34 3,54E- 085
59,62017 6 1,736431 0,16422 2,68 ? 0,06092 5 2498358 08 2,68
Resfduos 114,4496 20 0,010241 21
Falta de 1,71E-
ajuste 33,57876 2 3,736931 0,043914 3,55 0,008182 3 23,83842 06 3,16
Erro puro 80,87087 18 0,002059 18
Total 174,0698 26 0,071161 26

NOTA - FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado; R’=
coeficiente de determinacao.

TABELA 4.22B — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0.05) DA TPVA E PVA, EM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E
GLICEROL, COM DIFERENTES CONCENTRACOES

TPVA PVA
Parimetros Coeficientes  Erros-padrido p Parametros Coeficientes  Erros-padrio P
F.G -3584,91 4658,563 0,450572 F.G 37,36015 11,21157 0,003162
CG -2939,67 4007,483 0,471738 CG 35,5549 10,24919 0,002294
G 2669,666 3375,806 0,438325 G -26,8509 7,98147 0,002935
F.C.G -1644,67 1334,926 0,232225 F.C -0,68265 0,305741 0,03658
F.C 210,4377 198,9066 0,30268 F -0,60198 0,265721 0,03418
F 109,3538 99,73208 0,285898 C 0,058333 0,01275 0,000164
C 38,70667 1,38112 1,59E-17

NOTA - F —fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. TPVA R?>=0,34; PVAR?>=0,85
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APENDICE C

TABELA 5.1C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES DE MASSA EM
MORANGO CV ‘FESTIVAL’ COBERTO COM BIOFILME DE FECULA DE BATATA, CELULOSE
BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES CONCENTRACOES

P \" FV SQ gl MQ Fcal valor-P  Ftab  Fcal/Ftab R?
~ 1,48E-
Regressdo 153841 5 3047682 1605742 06 268 5915 07
Residuos
b 3,985777 21 0,189799
4 Tratamentos Falta de
> ajuste 0,575975 3 0,191992 1,013504 0,40975 3,16

Erro puro  3,409803 18 0,189433
Total 19,22419 26 0,739392
1,21E-
336,8814 1 336,8814 3047415 27
Residuos  2,763665 25 0,110547
Total 339,6451 26

Regressio 4,24 718,7299 0,99

Tempos

NOTA - P=propriedade; V=varidvel; FV=fonte de variagdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrdtica; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinacao.

TABELA 5.3C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DA MASSA A OH E 192H

M Oh M 192
Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrao p Parametros Coeficientes Erros-padrao p
F.G -925,261 142,8799 2,04E-06 F.G -837,537 449,1694 0,076271
C.G -887,484 130,6154 1,02E-06 C.G -790,325 410,6135 0,067916
G 664,0366 101,7157 1,82E-06 G 605,4396 319,7619 0,072165
F.C 30,00185 3,896359 1,51E-07 F 31,65612 10,64558 0,007245
F 23,33458 3,386338 8,26E-07 F.C 23,81499 12,24892 0,065383
C 1,306039 0,162484 7,63E-08 C 8,829537 0,510798 6,78E-14

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. M Oh R?=10,8353; M 192h R*> = 0,6018

TABELA 5.4C — ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES DA ACIDEZ
TOTAL TITULAVEL EM MORANGO CV ‘FESTIVAL’ COBERTO COM BIOFILME DE FECULA DE
BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES CONCENTRACOES

P v FV SQ gl MQ Fcal valor-P Ftab Fcatl)/Fta R?
Regressio 3,68364E- 0,93
0,07197 6 001199 49,6625 11 2,60 19,1009 ’
Residuos 0,00483 20 0,00024
Tratamento
Falta de
E s ajuste 0,00269 2 0,00134 11,3531 0,00064638 3,55
< Erro puro 0,00213 18 0,00011
Total 0,07680 26  0,00295
Regressio  0,01793 1 0,01793 9,01005 0,05759195 0,75
Tempos Residuos 0,00597 3 0,00199
Total 0,02390 4

NOTA - P=propriedade; V=varidvel; FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrética; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinacao.
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TABELA 5.6C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DOS ATT A OH E 192H

ATT Oh ATT 192h
Parimetros Coeficientes Erros-padrdo p Parmetros Coeficientes Erros-padrdo p

F.G -7174,25 114,8386 1,47E-06 F.G -242,261 119,7673  0,056673
CG -664,103 98,78879 1,53E-06 CG -202,264 103,0286  0,063683
G 557,8723 83,21727 1,59E-06 G 176,724 86,78879  0,055185
F.C.G -183,677 32,90737 1,83E-05 F.CG -82,5565 3431969  0,025946

F.C 30,03088 4903262  5,51E-06 F.C 10,5956 5,113701 0,05141
F 17,61278 2,458504  6,14E-07 F 5,891919 2,564018  0,032487
C 0,257199 0,034046  2,79E-07 C 0,576389 0,035507  5,56E-13

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. ATT Oh R®= 0,8890; ATT 192h R®= 0,58

TABELA 5.7C — ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES DOS SOLIDOS
SOLUVEIS TOTAIS EM MORANGO FESTIVAL, COBERTOS COM BIOFILMES DE FECULA DE
BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES CONCENTRACOES

P \'% FV SQ gl MQ Fcal valor-P  Ftab Fcal/Ftab R’
Regressao 1,80516 6  0,30086 48,35423 7,28E-11 2,60 18,5977 0,93
Residuos  0,12444 20 0,006222
Falta de
Tratamentos ajuste 0,12444 2 006222 O 3,55
[
% Erro puro 0 18 0

Total 1,9296 26 0,074215

Regressdo 0,32448 1 0,32448 1,583209 0,230429 4,67 0,3390 0,10
Tempos Residuos 2,66436 13 0,204951

Total 2,98884 14

NOTA - P=propriedade; V=varidvel, FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrdtica; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinacao.
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TABELA 5.9C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DOS SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS A OH E 192H

SST Oh SST 192h
Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrdo p Pardmetros  Coeficientes Erros-padrdo p

F.G 1115,326 168,6516 1,93E-06 F.G 2964,552 429,3169 1,05E-06

CG 893,1436 145,0808 5,15E-06 CG 2557,675 369,3155 1E-06
G -782,601 122,2126 3,02E-06 G -2115,23 311,1024 1,31E-06
F.C.G 362,1548 48,32764 3,15E-07 F.C.G 576 123,0221 0,000143
F.C -45,2694 7,200913 3,88E-06 F.C -100,8 18,33053 2,21E-05
F -20,8727 3,61055 1,17E-05 F -61,6396 9,190959 1,59E-06
C 6,9 0,05 0 C 6,5 0,127279 1,15E-22

NOTA - F —fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. .SST Oh R?=10,9775; SST 192h R?=0,8883

TABELA 5.10C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES DA RAZAO
ENTRE OS SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS E A ACIDEZ TOTAL TITULAVEL EM MORANGO
FESTIVAL, COBERTOS COM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E
GLICEROL EM DIFERENTES CONCENTRACOES

P \'% FV SQ gl MQ Fcal valor-P Ftab  Fcal/Ftab R?
Regressao 54,21398 6 9,035663 56,6635 1,67E-11 2,60 21,7936 0,94
Residuos 3,189236 20 0,159462

—~ Tratamentos Fahlta de

[ ajuste 2,274911 2 1,137455  22,39269 1,31E-05 3,55

g Eropuro  0,914325 18  0,050796

@2 Total 5740322 26 2,207816
Regressao 63,27745 1 63,27745 29,32395 0,000118 4,67 6,27 0,69

Tempos Residuos 28,05239 13 2,157876

Total 91,32984 14

NOTA - P=propriedade; V=varidvel; FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média

quadrdtica; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinacao.

TABELA 5.12C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P <0,05) DA RELACAO ENTRE SST/ATT A OH E 192H

SST/ATTOh SST/ATT 192h
Parimetros Coeficientes Erros-padrido p Parimetros Coeficientes Erros-padrio P

F.G 24696,74 1033,457 3,52E-16 F.G 8594,759 2014,158 0,000377
CG 21809,42 889,0213 2,12E-16 CG 7265,176 1732,659 0,000448

G -17986,7 748,8899 3,19E-16 G -6182,09 1459,55 0,000406
F.C.G 7594,011 296,1404 8,97E-17 F.CG 2271,866 577,1634 0,000817
F.C -1299,9 44,1255 5,99E-18 F.C -326,182 85,99846 0,001141

F -488,757 22,1246 1,6E-15 F -182,16 43,11977 0,000416

C 19,15494 0,306388 2,07E-24 C 11,28966 0,597136 3,15E-14

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. . SST/ATT Oh R? = 0,9920; SST/ATT 192h R?=

0,7104
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TABELA 5.13C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES DO pH EM
MORANGO FESTIVAL, COBERTOS COM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE
BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES CONCENTRACOES

FV SQ gl MQ Fcal valor-P Ftab Fcal/Ftab R®

Regressao 0,178926 6 0,029821 333,4188 5,85E-19 2,60 128,23 0,99
Residuos 0,001789 20  8,94E-05

Tratamentos Fa} ta de
pH ajuste 0,000173 2 8,64E-05 0962376 0,400789 3,55
Erro puro 0,001616 18  8,98E-05
Total 0,180715 26 0,006951
Regressio 0,077013 1 0,077013  84,14447 4,85E-07 4,67 18,0180 0,86
Tempos Residuos 0,011898 13  0,000915
Total 0,088912 14

NOTA - P=propriedade; V=varidvel, FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrdtica; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinacao.

TABELA 5.16C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DO pH A OHE 192H

pH Oh pH 192h
Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrdo p Pardmetros  Coeficientes Erros-padrdo p

F.G 520,1064 42,70287 1,05E-10 F.G 333,3297 107,657 0,005693
CG 431,5385 36,73472 1,98E-10 CG 279,703 92,61089 0,006761

G -367,705 30,94443 1,62E-10 G -237,828 78,01315 0,006342
F.C.G 127,0289 12,23664 1,68E-09 F.C.G 117,0074 30,84946 0,001141
F.C -18,0653 1,823283 3,69E-09 F.C -16,4926 4,59663 0,001839

F -8,87699 0,914197 5,18E-09 F -4,16067 2,304758 0,086113

C 3,556667 0,01266 0 C 3,046667 0,031917 4,48E-28

NOTA - F —fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. pH Oh R%?=0,98; pH 192h R?=0,72

TABELA 5.17C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIAS DOS VALORES DA FIRMEZA
EM MORANGO FESTIVAL, COBERTOS COM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE
BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES CONCENTRACOES

P v FV SQ gl MQ Fcal valor-P Ftab  Fcal/Ftab R?

Regressio 542002,6 5 108400,5 74,75411 1,18E-12 2,68 27,8933 0,94
Residuos 30451,98 21 1450,094

CE" Tratamentos Falta de
X ajuste 4702,863 3 1567,621 1,09585 0,376414 3,16
g Erro puro 25749,12 18  1430,507
é Total 572454,6 26 2201748
iT Regressdo 230879 1 230879  40,56565 2,46E-05 4,67 8,6864 0,75
Tempos Residuos 73989,38 13  5691,491
Total 3048684 14

NOTA - P=propriedade; V=varidvel; FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadrdtica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrética; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinagdo.
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TABELA 5.19C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0.05) DA FIRMEZA A OH E 192H

Firmeza Oh Firmeza 192h
Parimetros  Coeficientes  Erros-padrido p Pardmetros  Coeficientes Erros-padrio p
CG -31000,7 47985,7 0,525251 F.G 103174,8 50860,11  0,055369
F.G -26987.9 52491,47 0,612523 C.G 102316,1 46494,37  0,039091
G 22476,57 37368,47 0,553955 G -76237,4 36207,11 0,04745
F.C 1887,277 1431,45 0,201557 F.C -3515,08 1386,963  0,019288
F 1322,374 1244,078 0,299883 C 1241,667 57,8384  9,06E-16
C 1275 59,69359 1E-15 F -1020,54 1205414  0,406745

NOTA - F —fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Firmeza Oh R? = 0,35; Firmeza 192h R* = 0,78

TABELA 5.20C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES OBTIDOS DA
ATIVIDADE DE AGUA (AW) EM MORANGO FESTIVAL, COBERTOS COM BIOFILMES DE
FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES

CONCENTRACOES
P \'% FV SQ gl MQ Fcal valor-P Ftab Fcall)/Fta R?
N 0,40221
5 Regressao 0,00047 5  94E-05  1,075229 8 268 04012 %0
Z Residuos 0,001835 21  8,74E-05
E Tratamentos Falta de aiuste 0,00142
& Ju 0,001043 3 0,000348  7,908865 5 3,16
3 Erro puro 0,000792 18 4,4E-05
2 Total 0,002305 26  8,86E-05
]
g _ 0,08657
2 emoos Regressao 0,000803 1 0,000803 3,436939 7 0,20
< p Residuos 0,003037 13  0,000234
Total 0,00384 14

NOTA - P=propriedade; V=varidvel; FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadrdtica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrdtica; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinacao.
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TABELA 5.22C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DA AW A OHE 192H

Aw Oh Aw 192h
Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrio p Pardmetros  Coeficientes Erros-padrdo p
F.G 29,0832 12,90482 0,035029 CG 7916115 10,02935 0,438761
CG 22,469142 11,79709 0,070617 F.G 6,670551 10,97109 0,549699
G -19,31254 9,186889 0,0477717 G -4,48991 7,810274 0,571486
C 0,9766667 0,014675 6,49E-26 C 0,95 0,012476 3,88E-27
F.C 0,4067802 0,351916 0,260704 F 0,897011 0,260021 0,0024
F 0,1628995 0,305852 0,599895 F.C -0,42697 0,299183 0,168248

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Aw Oh R?>=10,59; Aw 192h R*>=0,35

TABELA 5.23C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES OBTIDOS DAS
CONTAGENS DE MESOFILOS AEROBIOS TOTAIS EM MORANGO FESTIVAL, COBERTOS COM
BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES

CONCENTRACOES

P v FV SQ gl MQ Fcal valor-P  Ftab Fcal/Ftab R?
8 Regressio 2E+12 5 4E+11 21,38398 1,37E-07 2,68 79790 0,83
5‘5 8 Residuos 3,93E+11 21 1,87E+10

g S Tratamentos  Falta de ajuste 3,9E+11 3 1,3E+11 713,8626 6,82E-19 3,16

o t Erro puro 3,28E+09 18 1,82E+08

E ~§ Total 2,39E+12 26 9,21E+10

gn‘g Regressao 6,8E+13 1 6,8E+13  19,19984 0,000742 4,67 4,1113 0,60
é < Tempos Residuos 4,61E+13 13 3,54E+12

3 Total 1,14E+14 14

NOTA - P=propriedade; V=varidvel; FV=fonte de variagdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrética; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinagdo.

TABELA 5.25C — COEFICIENTES DE REGRESS@O, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P <0,05) DA CONTAGEM DE MESOFILOS AEROBIOS TOTAIS A OH E 192H

Mesofilos aerdbios totais Oh

Mesofilos aerdbios totais 192h

Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrio p Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrio p
F.G 5,19E+13 6,77E+12 1,64E-07 F.G -2,4E+08 68073238 0,001782
C.G 4,72E+13 6,19E+12 1,73E-07 C.G -2,4E+08 62229958 0,000946
G -3,7E+13 4,82E+12 1,48E-07 G 1,8E+08 48461067 0,001291
F -1,2E+12 1,6E+11 3,1E-07 F.C 8107221 1856368 0,00027
F.C -7,8E+11 1,85E+11 0,000357 F 4624048 1613376 0,009248
C 5099.974 7,7E+09 0,999999 C 313,3333 77413,27 0,996809

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Mesoéfilos aerébios totais Oh R? = 0,81; Mesdfilos

aerébios totais 192h R? = 0,65
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TABELA 5.26C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES OBTIDOS DOS
COMPOSTOS FENOLICOS EM MORANGO FESTIVAL, COBERTOS COM BIOFILMES DE FECULA
DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES CONCENTRACOES

P \" FV SQ gl MQ Fcal valor-P  Ftab Fcal/Ftab R?
Regressao 5489,914 1097,983  14,68547 3,01E-06 2,68 5,4796 0,77
Residuos 1570,098 21 74,76659

é Tratamentos Fa'l ta de

2 ajuste 1200,6 3 400,1843 19,49238 6,93E-06 3,16

‘g Erro puro 369,5 18 20,5303

U-j Total 7060,0 26.0 271,5389

o Regressao 1854,862 1 1854,862  9,79459  0,010697 4,96 1,9747 0,49

Tempos Residuos 1893,762 10 189,3762

Total

3748,624 11

NOTA - P=propriedade; V=varidvel; FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadrdtica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrética; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinagdo.

TABELA 5.28C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0.05) DOS COMPOSTOS FENOLICOS A OH E 192H

C.Fenolicos Oh

C. Fendlicos 192h

Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrido p Pardmetros  Coeficientes Erros-padrdo p
F.G 29,0832 12,90482 0,035029 CG 7916115 10,02935 0,438761
CG 22,469142 11,79709 0,070617 F.G 6,670551 10,97109 0,549699

G -19,31254 9,186889 0,0477717 G -4,48991 7,810274 0,571486
C 0,9766667 0,014675 6,49E-26 C 0,95 0,012476 3,88E-27
F.C 0,4067802 0,351916 0,260704 F 0,897011 0,260021 0,0024
F 0,1628995 0,305852 0,599895 F.C -0,42697 0,299183 0,168248

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Aw Oh R?>=10,59; Aw 192h R*>=10,35

TABELA 5.29C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES OBTIDOS DA

CONCENTRACAO DE ANTOCIANINAS EM MORANGO

‘FESTIVAL’,

COBERTOS COM

BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES

CONCENTRACOES
FV SQ el MQ Fcal valor-P  Frab Fed/Fa - po
P A/ b
~ 4,67E-
Regressio 9375897 5 1475175 1388124 06 268 517 076
Residuos 2231694 21 10,6271
Tratament
Falta de ajust 2,758
0s alladeajusle 5573880 3 7412963 1709,611 2 3,16
Erro puro 078049 18  0,043361
3 Total 960,7571 26 36,9522
.- 1.38E
[=| - , -~
3 Regressdo 1306998 1 1396998 6168119 05 496 1>+ 086
8 Tempos p
= Residuos 226,4869 10 22,64869
< Total 1623485 11

NOTA - P=propriedade; V=varidvel, FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrdtica; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinacao.
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TABELA 5.31C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P <0,05) DAS ANTOCIANINAS OH E 192H

Antocianinas Oh

Antocianinas 192h

Parimetros  Coeficientes  Erros-padrido p Pardmetros  Coeficientes Erros-padrio p
F.G 6747,761 1885,76 0,001772 C.G -2373,28 621,6365 0,001004
CG 5650,166 1723,89 0,003593 F.G -2334,71 680,0071 0,002495
G -4551,52 1342,465 0,002759 G 1773,658 484,0943 0,001447
F -158,651 44,69362 0,001896 F 62,63266 16,11657 0,000852
C 52,555 2,144497 6,22E-17 F.C 52,65367 18,5439 0,009821
F.C 0,680768 51,42497 0,989563 C 44,05333 0,773308 1,67E-24

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Antocianinas Oh R? = 0,85; Antocianinas 192h R? =

0,96

TABELA 5.32C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES OBTIDOS DAS
CONCENTRACOES DE ANTIOXIDANTES EM MORANGO FESTIVAL, COBERTOS COM
BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES

CONCENTRACOES
P v FV SQ gl MQ Fcal valor-P  Ftab  Fcal/Ftab R?
~ 155,976  46,6934381
Regressdo 279 681095 5 22 2 IB10 268 74229 091
Residuos 3,34043
70,1490559 21 12
Tratament Falta de 20 7607 47 5024403
g 0s ajuste 62,2822309 3 44 9  9E-09 3,16
5 Erro buro 0,43704
E 4 7,866825 18 58
= 32,6934
< Total 850,030151 26 67
y 0,5421
Regressdo 55,158 1 55158  0,398288 3 496 008 003
Tempos . 138,487
Residuos 1384877 10 7
Total 1440035 11

NOTA - P=propriedade; V=varidvel, FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média

quadrética; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinag@o.
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TABELA 5.34C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P <0,05) DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTES A OH E 192H

Antioxidantes Oh Antioxidantes 192h

Parimetros  Coeficientes  Erros-padrio p Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrido p
C.G -3167,044201  4410,322438 0,480610226 F.G 7705,325668  3789,850995 0,054870599
F.G -1450,289947  4824,443727 0,76666564 CG 7034,04286  3464,537225 0,055182655
G 1231,617997  3434,502294 0,723473094 G -5339,843057 2697,979845 0,061053877
F.C 607,2455206  131,5633337 0,000149232 F.C -262,9281229 103,3498284 0,018886068
C 109,6766667  5,486384502 3,78588E-15 F -94,8110791  89,82168686 0,303167935
F 83,47314518  114.3421402 0,473437827 C 86,93666667  4,309839836 3,16132E-15

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. * Antioxidantes Oh R? = 0,78 *Antioxidantes 192h R?
=0,55

TABELA 5.35C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES OBTIDOS DA
VITAMINA C EM MORANGO FESTIVAL, COBERTOS COM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA,
CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES CONCENTRACOES

P \% FV SQ gl MQ Fcal valor-P Ftab  Fcal/Ftab R?

Regressio  287,1278 6 47,85463 6,601778 0,000577 2,6 2,5391 0,66

Residuos 144,975 20 7,248748
Tratamentos Falta de

ajuste 88,17796 2 44,08898 13,97259 0,000217 3,55

Erropuro  56,79701 18  3,155389

Total 432,1027 26 16,61934

Regressdao  340,3512 1 3403512 115,6794 7,68E-08 4,67 24,7707 0,89
Tempos Residuos 38,24853 13 2942194

Total 378,5997 14

Vitamina C

NOTA - P=propriedade; V=varidvel; FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadratica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrética; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinacao.

TABELA 5.37C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DA VITAMINA C A OHE 192H

Vitamina C Oh Vitamina C 192h
Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrio p Pardmetros  Coeficientes Erros-padrdo p

F.G -34088,5 6665,019 5,28E-05 F.G -11794,2 7359,526 0,124706
CG -29065,2 5733516 5,86E-05 CG -10053 6330,959 0,127991

G 24624,14 4829,774 5,48E-05 G 8632,753 5333,045 0,121168
F.CG -8481,52 1909,882 0,000251 F.CG -5214,33 2108,895 0,022513
F.C 1246,59 284,5762 0,000289 F.C 731,3225 314,2295 0,030561

F 810,2387 142,687 1,48E-05 F 287,941 157,5552 0,082576

C 49,23967 1,975973 1,56E-16 C 35,86967 2,181873 4,39E-13

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Vitamina C Oh R? = 0,74; Vitamina C 192h R? = 0,67
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TABELA 5.38C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA A MEDIA DOS VALORES DA COR EM
MORANGO FESTIVAL, COBERTOS COM BIOFILMES DE FECULA DE BATATA, CELULOSE

BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES CONCENTRACOES

P v Fv SQ gl MQ Fcal valor-P Ftab Fcal/Ftab R?
Regressdo 109,9705 5 21,9941  33,23708  2,72E-09 2,68 12,4018 0,38
Residuos 13,89641 21 0,6617
- Tratamentos Falta de ajuste 9,379875 3 3,1266 12,46071 0,00012 3,16
=) Erro puro 4,516538 18 0,2509
8 Total 123,8669 26 4,7641
Regressdo 1,5153 1 1,5153 0,7631 0,4028 4,96 0,07
Tempos Residuos 19,8573 10 1,9857
Total 21,3727 11
Regressdo 268,92 5 53,78332  9,617986 6,9E-05 2,68 3,3219 0,7
Residuos 117,431 21 5,591952
Tratamentos Falta de ajuste 141,2669
° 112,647 3 37,54886 9 1,07E-12 3,16
Eﬂ Erro puro 4,78441 18 0,265801
ﬁ Total 386,348 26 14,85952
=1 - 0,601506
= Regressao 1,8996 1 1,8996 1 0455954 4,96 0.05
Tempos Residuos 31,58073 10 3,158073
Total 3348033 11
~ 46,52686
Regressao 608,21 5 121,642 1 1LI7E-10 2,68 17,36 0,91
® Residuos 54,9034 21 2,614446
9 Tratamentos
S Falta de ajuste 0.379559
'g 3,26654 3 1,088846 1 0,768889 3,16
g Erro puro 51,6368 18 2,868713
§ Total 663,113 26 25,50435
— Regressdo 71,03891 1 71,03891  6,843581 0,025773 4,96 1,3797 0,40
Tempos Residuos 103,8037 10 10,38037
Total 174,8426 11
Regressido 164,2004 5 32,84007  26,52302  2,09E-08 2,68 9,89 0,36
Residuos 26,00162 21 1,238172
Tratamentos Falta de ajuste 0,532371
2,915031 3 0,971677  0,757591 6 3,16
* Erro puro 23,08659 18 1,282588
© Total 190,202 26 7,315461
- 0,014023
Tempos Regressdo 113389 1 1133893 8826465 3 4,96 0,46
Residuos 12,8465 10 1,284651
Total 24,1854 11
Regressdo 23,89359 5 4,778717  9,125337  9,89E-05 2,68 3,4049 0,68
Residuos 10,99719 21 0,523676
Tratamentos Falta de ajuste 10,36082 3 3,453606  97,68661 2,5E-11 3,16
Erro puro 0,636371 18 0,035354
s Total 34,89078 26 1,341953
< 0,014023
Tempos Regressao 113389 1 1133893 8826465 3 496 L7195 046
Residuos 12,8465 10 1,284651
Total 24,1854 11

NOTA - P=propriedade; V=varidvel; FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadrdtica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrética; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinacdo.
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TABELA 5.40C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
DO CROMA A OHE 192H

Croma Oh Croma 192h
Parametros  Coeficientes  Erros-padrio p Pardmetros  Coeficientes Erros-padrdo p

F.G 10673,03 3018,166 0,002073 F.G 3108,639 2149,042 0,163522
CG 9152,651 2596,347 0,002127 CG 2843,718 1848,692 0,139663

G -7762,5 2187,099 0,002012 G -2286,77 1557,293 0,157542
F.C.G 3400,883 864,8649 0,000824 F.CG 1048,31 615,8149 0,10419
F.C -473,979 128,8665 0,001491 F.C -193,497 91,75761 0,04777

F -204,584 64,6139 0,004856 F -41,8618 46,00742 0,373715

C 7,820082 0,894793 2,9E-08 C 14,45433 0,637125 9,61E-16

NOTA - F —fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Croma Oh R?=0,83; Croma 192h R>=0,57

TABELA 5.41C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
DO HUE ANGLE A OH E 192H

Hue Angle Oh Hue Angle 192h
Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrio p Pardmetros  Coeficientes Erros-padrdo p

F.G -13249,3 5429,557 0,024112 F.G -10481,5 3442,752 0,0064
CG -11335,5 4670,722 0,0248 CG -8756,18 2961,593 0,007801
G 10144,32 3934,502 0,017949 G 7519,767 2494,774 0,006853
F.C.G -9594,15 1555,857 5,04E-06 F.CG -3179,97 986,5314 0,004262
F.C 1269,448 231,8257 2,33E-05 F.C 459,6599 146,9951 0,005309
F 198,1117 116,2378 0,1038 F 245,3726 73,70359 0,003345
C -8,75979 1,609696 2,51E-05 C 2,341837 1,02067 0,032724

NOTA - F —fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Croma Oh R?=0,95; Croma 192h R*>=0,79

TABELA 5.42C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
DA LUMINOSIDADE A OH E 192H

Luminosidade Oh Luminosidade 192h
Parimetros Coeficientes Erros-padrao p Parimetros Coeficientes Erros-padrao p
F.G 16528,84 4624,853 0,0019 F.G 5541,571 1722772 0,00414
CG 13826,27 3978,484 0,002388 CG 4069,83 1574,893 0,017304
G -11815,2 3351,378 0,002126 G -374741 1226,435 0,006007
F.C.G 3898,494 1325,266 0,008066 F -109,335 40,83071 0,014086
F.C -540,272 197,4672 0,012732 F.C 73,95136 46,98027 0,130412
F -318,041 99,01041 0,004373 C 64,04333 1,959146 1,7E-19
C 67,57 1,371127 2,34E-22

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Luminosidade Oh R? = 0,85; Luminosidade 192h R? =
0,85
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TABELA 5.43C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P <0,05) DO CROMA a* A OH E 192H

Croma a* Oh Croma a* 192h
Parimetros  Coeficientes  Erros-padrido p Pardmetros  Coeficientes Erros-padrio P

F.G -5366,99 3756,839 0,168554 F.G -701,89 529,3333 0,199086
C.G -4470,97 3231,783 0,18178 G 501,7766 376,8303 0,197275
G 3937,058 2722,375 0,163616 C.G -471,225 483,8963 0,335256
F.C.G -2095,89 1076,534 0,065729 F 32,20435 12,54551 0,017966
F.C 282,5201 160,4056 0,093472 C 7,49 0,601961 3,72E-11
F 125,1955 80,42766 0,135244 F.C -6,35367 14,435 0,664321

C 7,643333 1,113787 1,14E-06

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Croma a* Oh R?=0,73; Croma a* 192h R?>=0,87

TABELA 5.44C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO E NIVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P <0,05) DO CROMA b* A OH E 192H

Croma b* Oh Croma b* 192h
Parimetros Coeficientes Erros-padrao p Parimetros Coeficientes Erros-padrio p
F.G 13884,25 3310,998 0,000448
F.G 2972,536 612,2218 9,59E-05
CG 11704,64 2848,253 0,000545
CG 2589,982 526,6577 8,31E-05
G -10029,8 2399,299 0,000461
G -2204,38 443,6436 7,38E-05
F.C.G 4256,803 948,777 0,000226
F.C.G 9447137 175,4341 2,86E-05
F.C -564,527 141,3696 0,000715
F.C -130,196 26,14002 7,18E-05
F -302,26 70,88296 0,000379 F -53,5985 13,10665 0,000571
C -1,61667 0,981609 0,11519 C 0,33 0,181505 0,084055

NOTA - F —fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. Croma b* Oh R? = 0,74; Croma b* 192h R* = 0,95

TABELA 5.45C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AS MEDIAS DOS VALORES OBTIDOS DO
CO, NA ATIVIDADE RESPIRATORIA EM MORANGO FESTIVAL, COBERTOS COM BIOFILMES
DE FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES
CONCENTRACOES

' ! Fv SQ gl MQ Fcal valor-P Fga Fcall)/Fta R2

Regressio 83,6852 5 16,73704 49,32767 6,71E-11 2,68 18,40 0,92
Residuos 7,125368 21  0,339303

'-:": Tratamentos Fa.l ta de
éﬂ ajuste 3,363946 3 1121315  5,365968 0,00812 3,16
o0 Erro puro 3,761423 18 0,208968
é Total 90,81057 26 3,492714
) Regressao 23,36713 1 2336713 0,993443 0,337094 4,67 0,21 0,07
o Tempos Residuos 305,7776 13 23,52136
Total 329,1447 14

NOTA - P=propriedade; V=varidvel; FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadrdtica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrética; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinagdo.
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TABELA 5.46C - ANALISE DE VARIANCIA APLICADA AS MEDIAS DOS VALORES OBTIDOS DO
0, NA ATIVIDADE RESPIRATORIA EM MORANGO FESTIVAL, COBERTOS COM BIOFILMES DE
FECULA DE BATATA, CELULOSE BACTERIANA E GLICEROL EM DIFERENTES
CONCENTRACOES

valor- Fcal/Ft

p v FV SO gl MQ Feal P Ftab b R?
B 6,11E-
Regressio 1355558 5 2651115 2347487 08 268 O 084
Residuos 2371618 21 1,129342
- Tratamentos . 2.4E-
- ;
o Faltadeajuste ) 65984 3 7,552048 128,581 12316
X Erro puro 1,057333 18 0,058741
£ Total 1562719 26 6,010459
S _ 1,5E-
- Regressao 185842 1 185,842 463,1208 11 467 016 097
empos Residuos 5216665 13 0,401282
Total 191,0587 14

NOTA - P=propriedade; V=varidvel; FV=fonte de variacdo; SQ=soma quadrdtica; gl=graus de liberdade; MQ=média
quadrética; F= teste F (Fcal = F calculado; Ftab = F tabelado); R’= coeficiente de determinagdo.

TABELA 5.49C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO ENfVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DA ATIVIDADE RESPIRATORIA DO MORANGO, EM RELACAO AO CO,, A OH E 192H

CO, Oh CO, 192h
Parimetros  Coeficientes  Erros-padrido p Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrido p
CG -1067,2 893,4393 0,245604 F.G 13139,77 1858,551 5,63E-07
F.G -906,69 9773316 0,364094 CG 11553,41 1699,016 1E-06
G 681,2833 695,7585 0,33863 G -9098,61 1323,095 8,51E-07
F.C 51,97887 26,65198 0,064617 F -318,627 44,04875 3,98E-07
F 4493779 23,16333 0,065923 F.C -177,829 50,68298 0,002089
C 25,79316 1,111427 1,88E-16 C 16,8742 2,113555 8,51E-08

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. CO, Oh R*>=0,71; CO, 192h R>=0,86
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TABELA 5.50C — COEFICIENTES DE REGRESSAO, ERRO-PADRAO ENNfVEIS DE SIGNIFICANCIA
(P<0,05) DA ATIVIDADE RESPIRATORIA DO MORANGO, EM RELACAO AO O,, AOHE 192H

0O, Oh 0, 192h
Parimetros  Coeficientes  Erros-padrio p Pardmetros  Coeficientes  Erros-padrido p
F.G 3220,002 761,6622 0,000377 F.G -6015,79 1001,435 5,82E-06
CG 2684919 696,2826 0,000916 CG -5649,14 915,4735 4,02E-06
G -2204,95 542,2243 0,000554 G 4314,837 7129175 5,25E-06
F -53,6252 18,05184 0,007295 F 160,6616 23,73459 1,07E-06
C 29,72945 0,866167 6,23E-20 F.C 141,9398 27,30928 3,77E-05
F.C -3,93659 20,77065 0,8515 C 26,63834 1,138837 1,6E-16

NOTA - F — fécula de batata; C — celulose bacteriana; G — glicerol. CO, Oh R*>=0,67; CO, 192h R>=0,76
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