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Resumo: A fim de garantir a conservagdo pds-colheita de frutas e hortalicas e visando a diminui¢ao
do desperdicio, a utilizagdo de biofilmes vem sendo testada a como alternativa de minimizacdo para
este problema. Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de biofilmes a base de
amido 2% em agua e blendas de amido/quitosana (2:1) na conservagdo de macas do tipo Royal Gala.
Primeiramente os biofilmes foram caracterizados para garantir a compatibilidade em relacéo as suas
propriedades como biomembranas. Foram realizadas avalia¢cGes quanto a morfologia dos biofilmes
por microscopia eletrénica de varredura (MEV), bem como estruturas quimicas por espectroscopia
por infravermelho (1V) e decomposicao por anéalise termogravimétrica (TGA) além de aspectos gerais
morfoldgicos de casca e polpa. Avaliou-se ainda, o seu efeito sobre o crescimento microbiano e
desenvolvimento vegetal com ensaios em Saccharomyces cerevisae e Lactuca sativa. Os resultados
indicam que ambos o0s tratamentos apresentaram potencial como biofilme, minimizando a
decomposicdo da casca e melhorando o aspecto das frutas. O grupo tratado com amido/quitosana,
obtive os melhores resultados quando compradas com o grupo controle ou com as frutas tratadas com
o biofilme de amido. Adicionalmente, ambos os tratamentos inibiram o crescimento microbiano e
vegetal, com maior inibicdo observada no grupo amido/quitosana. Os biofilmes estudados
mostraram-se vidveis para aplicacdo em macas visto que além de melhorar o seu aspecto,
retardaram o desenvolvimento da coloragdo da casca, também prolongam a sua vida de
prateleira.
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BIOFILMS EDIBLE USE FOR POST-HARVEST APPLES OF
CONSERVATION

Abstract: In order to ensure the post-harvest storage of fruit and vegetables, and in order to decrease
waste, has been tested using biofilms as alternative to minimize this problem. Thus, this study aimed to
evaluate the effect of biofilms starchy 2% in water and starch blends / chitosan (2: 1) in the
conservation of apples type Royal Gala. First biofilms were characterized to ensure compatibility in
relation to their properties as biomembranes. Evaluations were made of the morphology of biofilms by
scanning electron microscopy (SEM), chemical structures by infrared spectroscopy (IR) and the
breakdown by thermogravimetric analysis (TGA) and general aspects of peel and pulp. The results of
films had desirable characteristics for their use as film and its incorporation in apples delay the
development of skin coloration, which improves the appearance of the fruit, and extended shelf life.

Keywords: starch; biofilms; Apple; Chitosan.
1. INTRODUCAO

Atualmente a sociedade moderna vem melhorando o seu desempenho em relacdo a disposicéo
de residuos e ao desperdicio. Porém, pesquisas apontam que na América Latina cerca de 40% das
frutas e hortalicas sdo desperdicadas no processo de producdo, pds-colheita e embalagem. Os
revestimentos ou coberturas, embora ndo substituam as embalagens sintéticas ndo comestiveis, podem
atuar como coadjuvantes, reduzindo o uso de embalagens descartaveis

Os materiais utilizados na formulagdo destes revestimentos podem ser comestiveis ou néo, e
sdo usados como filmes, os quais sdo pré-formados e aplicados sobre o produto, formando uma
camada fina superficial sobre ele. Na aplicacdo de revestimentos sobre frutas e hortalicas frescas, é
desejavel que eles atuem como uma barreira contra a perda de umidade, a0 mesmo tempo em que
apresentem certa permeabilidade ao O, e ao CO, para evitar condicdes de anaerobiose e danos
fisioldgicos (BOTREL, 2010; CHITARRA, 2000). Os filmes, além de regularem as trocas gasosas do
produto com o meio exterior bem como a perda do vapor da agua que resulta em perda de massa,
controlam também a perda de volateis responsaveis pelo “flavor® (sabor e aroma) do produto.
(CHITARRA, 2000; GUIMARAES, 2016). Desta forma, diferentes formulacdes possibilitam a
obtengdo de propriedades funcionais especificas, entre as quais sdo consideradas como de maior
interesse: barreira a umidade, soluto e gases; solubilidade em lipideos ou em agua; cor e aparéncia
adequadas; caracteristicas mecanicas e reoldgicas adequadas; auséncia de toxicidade.

Nos ultimos anos, frente a crescente demanda dos consumidores por produtos que lhes
proporcionem uma melhor qualidade de vida e preservacdo ambiental, observa-se um aumento no
interesse no desenvolvimento de formulacGes de filmes comestiveis aplicaveis a superficie de produtos
pereciveis, como frutas e hortalicas. Para tanto, diversos estudos quanto a aplicacdo de formulacbes
utilizando diferentes materiais biodegradaveis como envoltério alimenticio tém sido realizados. Estas
formulagdes surgem como alternativa para diminuir tanto o desperdicio de alimentos como o uso de
embalagens. Estes envoltdrios, denominados de biofilmes, sdo aplicados sobre a parte externa das
frutas, atuando como uma camada protetora. A utilizacdo de fontes naturais para sua confeccédo
minimiza 0s impactos ambientais e corrobora para a criagdo de um novo conceito de envoltdrio
alimenticio.

Neste contexto o amido tem sido considerado um polimero com elevado potencial para a
producdo de biofilmes, por ser de baixo custo, alta disponibilidade, de fonte renovavel e
biodegradavel. No entanto, este polissacarideo apresenta limitagdes devido as suas caracteristicas
hidrofilicas e permeabilidade ao vapor da &gua, assim como suas propriedades mecénicas podem
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deixar o alimento com um aspecto gorduroso. Uma das formas de minimizar este problema é a
incorporacdo de quitosana a sua formulacdo, que é um polissacarideo biocompativel e biodegradavel.
A quitosana é derivada da desacetilacdo da quitina, que é um dos principais componentes estruturais
do exoesqueleto de artrépodes. A quitosana além de ser biodegradavel é antifingica, atdxica,
antimicrobiana e tem uma boa barreira contra a perda de umidade, além disso, deixa a fruta com um
aspecto mais brilhoso.

Desta forma o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a viabilidade de
aplicacdo de biofilmes comestiveis, compostos por polimeros provenientes de fontes naturais
renovaveis, em magas, visando aumentar a vida de prateleira e retardar a deterioracdo de frutas.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1Selecéo dos frutos e aplicacéo do biofilme

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia de polimeros da Universidade
Feevale. As frutas utilizadas para o estudo foram macas do tipo Royal Gala, as quais foram coletadas
em um produtor na regido de Campo Bom. Previamente aos experimentos, os frutos foram lavados em
agua corrente para retirada de qualquer sujeira.

Apoés a lavagem, os frutos foram imersos no biofilme em duas formulagbes: um grupo
constituido por amido 2% em &gua e outro grupo composto por uma blenda de amido/quitosana (2:1).
Os frutos permaneceram em imersdo por no minimo 1 minuto, ap6s este periodo, os mesmos foram
secados naturalmente(Figura 1. ). Para fins de comparacdo, manteve-se um grupo controle, constituido
por macas previamente lavadas, as quais ndo receberam o revestimento de biofilme. As frutas foram
armazenadas por um periodo de 24 dias.

2.2. Caracterizacao dos biofilmes

As analises quanto a caracterizacdo geral dos frutos, foram realizadas no inicio do
experimento e semanalmente até o fim do periodo de armazenamento. Para tanto, a cada semana, o
grupo de frutos destinado a analise era lavado para a retirada da pelicula dos biofilmes, avaliando os
aspectos gerais de casca e polpa.
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Os biofilmes também foram caracterizados quanto a compatibilidade de suas propriedades
para o seu uso como filme protetor. Para tanto, foram avaliadas as suas propriedades morfolégicas,
quimicas e capacidade de decomposigao.

Para a analise morfoldgica de sua superficie foi utilizada microscopia eletrénica de varredura
(MEV). A caracterizacdo das estruturas quimicas foi realizada por espectroscopia por infravermelho
(1V). Ja para a decomposicao utilizou-se a analise termogravimétrica (TGA). Foram avaliados ainda 0s
efeitos dos biofilmes sobre a germinacdo e crescimento radicular da espécie Lactuca sativa (alface) e
sensibilidade em levedura.

2.3. Teste de sensibilidade em levedura

Para a realizacdo do teste em gotas, utilizou-se a linhagem BY4741 da levedura
Saccharomyces cereviseae, provenientes da Euroscarf® (EUROpean Saccharomyces cerevisiae
Archive for Funcional alanysis). Previamente ao ensaio, as células foram inoculadas em meio YEL
(extrato de levedura 1%, peptona de carne 2%, glicose2%, agua) incubadas sob agitacdo constante, por
um periodo de 48h (30°C, 150rpm), atingindo a sua fase estacionaria de crescimento. Apds este
periodo, as mesmas tiveram o seu nimero padronizado (5x10%cel mL™), por contagem em Cémara de
Neubauer (Poletto et al., 2008). Esta suspensdo foi diluida serialmente por cinco vezes, na propor¢ao
de 1:10, e 10uL de cada dilui¢do foi plagueada usando como substrato o biofilme, mantendo-se um
cultivo no meio YPD sélido (extrato de levedura 1%, peptona de carne 2%, glicose2%, agar 2% e
agua), como grupo controle. As mesmas foram incubadas em estufa, a 30°C, por um periodo de 48h.
Ao termino deste periodo, observou-se o padrdo de crescimento em cada amostra.

2.4. Ensaio em sementes de Lactuca sativa

O ensaio com sementes avaliou o efeito do biofilme sobre a germinagdo e crescimento
radicular da espécie Lactuca sativa (alface). A metodologia consistiu na exposi¢do das sementes em
um substrato de papel filtro embebido com as amostras liquidas do biofilme de amido e
amido+quitosana, nas proporgdes de 12,5%, 25%, 50%, 75% e 100%, mantendo-se um grupo controle
com o substrato embebido em agua deionizada. Para cada diluigdo, foram expostas 20 sementes em
triplicatas, por um periodo de 5 dias, & temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12h.

Ao termino deste periodo, a germinacdo das sementes foi avaliada, considerando-se como
germinada toda a semente cuja radicula emergida tenha apresentado um crescimento superior a
0,3mm. Todas as raizes emergidas foram aferidas para avaliagdo de crescimento radicular,
comparando-se o percentual de crescimento obtido com relagdo ao grupo controle.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Morfologia dos biofilmes

As micrografias dos biofilmes de amido e amido com quitosana séo apresentadas na Figura 2.
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Figura 2- Micrografias dos biofilmes de a) amido 2% em agua e b) de amido/quitosana (2:1). 1000x.
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As micrografias dos biofilmes de amido e amido com quitosana apresentaram superficies sem
poros ou rachaduras. Observa-se a auséncia de granulos de amido ou quitosana nas micrografias, fato
que indica a ocorréncia de grande homogeneidade e compatibilidade entre os biopolimeros devido as
interagdes associadas.

3.2. Espectros de IV dos biofilmes

Na figura 3 sdo apresentados os espectros de IV do biofilme de amido 2% em &gua e de
amido/quitosana (2:1).

Figura 3- Espectros de IV do biofilme de amido 2% em agua (linha azul) e de amido/quitosana
(2:1) (linha vermelha).
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Os espectros de IV dos biofilmes de amido e amido/quitosana apresentaram bandas em 3280 e
32670 cm™, respectivamente que sdo atribuidas a deformagcéo axial de O-H do grupamento hidroxila.
Foi possivel ser verificada no espectro do amido, Figura 3, a banda em 1637cm™ do estiramento da
ligagdo glicosidica C—O.

3.3. Termogramas dos biofilmes

Nas analises de TGA observou-se que ha uma perda de massa na faixa de temperatura dos 50°C -
100°C referente a perda de agua dos biofilmes. Ja o processo de decomposicao térmica dos biofilmes
foi identificado na faixa entre 290°C-400°C. Estas caracteristicas conferem ao material estabilidade
frente as condi¢Bes de armazenamento normal das frutas, em temperatura ambiente.

3.4. Aspecto superficial dos biofilmes nas macas

Na figura 4 é apresentado o aspecto superficial das macas conforme os tempos do experimento.

Figura 4- Aspecto superficial das macds apds 6,12, 18 e 24 dias de experimento.
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A partir do aspecto visual das frutas, apresentado na figura 4, é possivel constatar que tanto os
biofilmes de amido, quanto de amido/quitosana retardaram o apodrecimento da magd quando
comparados ao grupo controle, sem a aplicacdo de biofilmes. As frutas tratadas com amido/quitosana
obtiveram melhores resultados quando compradas com o grupo controle ou com as frutas tratadas com
o0 biofilme de amido. O processo de decomposi¢do da casca pode ser observado em grande propor¢do
no grupo controle a partir do 12° dia de armazenamento. No grupo revestido por amido, nota-se uma
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diminuicdo na vitalidade da casca da fruta e inicio de processo de decomposicéo a partir do 12° dia. J&
no grupo tratado por amido/quitosana, a decomposicéo torna-se evidente apenas a partir do 24° dia de
armazenamento. A aplica¢do de biofilmes, portanto, promove um aumento no periodo de prateleira
dos frutos.

3.5 Sementes de alface

Os resultados de germinacdo e crescimento radicular das sementes expostas a diferentes

concentracOes das amostras de biofilme sdo apresentados na figura 5 e 6, respectivamente.

Figura 5- Germinacdo das sementes de Lactuca sativa.
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Figura 6- Crescimento radicular da Lactuca sativa.
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O tratamento com o biofilme composto de amido/quitosana causou inibigdo de 100% no
processo de germinacdo das sementes, bem como no crescimento das raizes, mesmo na concentracao
de exposicdo mais baixa. Ja& para o grupo exposto ao biofilme de amido, houve uma diminuicdo na
germinacgdo das sementes e no crescimento radicular apenas no grupo exposto a concentracdo 100%.

Na figura 7 é apresentado o padrdo de germinacgdo e crescimento radicular das sementes de
Lactuca sativa, ao final do periodo de exposicéo.
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Figura 7- Padrdo de germinagéo e crescimento radicular das sementes de Lactuca sativa, ao
final do periodo de exposicao. A-Grupo controle, B- grupo amido, C- grupo amido/quitosana
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A germinacdo é uma sequéncia de eventos fisiologicos influenciada por fatores externos
(ambientais) e internos (dorméncia, inibidores e promotores da germinagdo das sementes); cada
fator pode atuar por si ou em interacdo com os demais. A germinacdo é um fendmeno bioldgico
gue pode ser considerado como a retomada do crescimento do embrido, com o subsequente
rompimento do tegumento pela radicula. O efeito inibitorio sobre a germinagdo e crescimento
radicular do biofilme amido/quitosana, permitem apontar para uma melhor eficiéncia deste frente aos
fendmenos fisioldgicos relacionados ao amadurecimento, brotamento e germinacdo das plantas.

3.5 Crescimento da levedura Saccharomyces cereviseae

Na figura 8 é mostrado o padrdo de crescimento da levedura Saccharomyces cereviseae ao

final do periodo de exposigéo.

Figura 8- Padrdo de crescimento da levedura Saccharomyces cereviseae ao final do

periodo de exposicao, a) grupo controle, b) amido, ¢) amido/quitosana.
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Quanto ao efeito sobre o crescimento da levedura Saccharomyces cereviseae, apenas 0 grupo
controle apresentou crescimento em todas as diluices celulares. Tanto no biofilme de amido, quanto
no biofilme de amido/quitosana, ndo foram observados padrdo de crescimento destes organismos.
Bactérias e fungos fazem parte da microbiota dominante de frutas e vegetais em geral (BEUCHAT,
1996). Os bolores e leveduras constituem agentes de maior impacto em frutas armazenadas
(BRACKEET, 1993), com perdas substanciais na industria de processamento (SUGAR et al., 1994).
Os resultados apontam para a capacidade protetora dos biofilmes, atuando ndo somente como uma
barreira fisica, mas também bioldgica, impedindo o crescimento de microrganismos.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de amido e amido/quitosana como camada protetora das macas prolongou a
conservagdo pos-colheita dos mesmos sem ter prejudicado a qualidade em funcéo do retardamento do
processo de maturagdo. A aplicagdo de biofilmes mostra-se como uma importante alternativa a
conservagdo das frutas, além de promover uma minimizagdo dos impactos ambientais ao evitar 0 uso
do plastico convencional (de origem petroguimica), diminuindo o acumulo de residuos e o proprio
desperdicio ou perda de frutas, associadas a uma estocagem inapropriada.
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