UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO Stricto sensu
MESTRADO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

FRANCISCA JUSSANDRA ALVES VIEIRA

DESENVOLVIMENTO DE EMBALAGEM BIODEGRADAVEL ATIVA CONTENDO
EXTRATO DE BAGACO DE MALTE E SUA APLICACAO EM QUEIJO TIPO
PRATO FATIADO

PONTA GROSSA
2022



FRANCISCA JUSSANDRA ALVES VIEIRA

DESENVOLVIMENTO DE EMBALAGEM BIODEGRADAVEL ATIVA CONTENDO
EXTRATO DE BAGACO DE MALTE E SUA APLICACAO EM QUEIJO TIPO
PRATO FATIADO

Dissertacao apresentada para obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, pelo
Programa de PoOs-Graduagdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual
de Ponta Grossa.

Orientadora: Profa. Dra. Juliana Bonametti Olivato.

PONTA GROSSA
2022



Vieira, Francisca Jussandra Alves
V658 Desenvolvimento de embalagem biodegradavel ativa contendo extrato de
bagaco de malte e sua aplicagao em queijo tipo prado fatiado / Francisca
Jussandra Alves Vieira. Ponta Grossa, 2023.
79 f.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - Area de
Concentracgao: Ciéncias e Tecnologia de Alimentos), Universidade Estadual de
Ponta Grossa.

Orientador: Prof. Dr. Juliana Bonametti Olivato.

1. Subprodutos. 2. Extrato. 3. Filmes ativos. 4. Produtos lacteos. I. Olivato,
Juliana Bonametti. Il. Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ciéncias e
Tecnologia de Alimentos. III.T.

CDD: 664.01

Ficha catalogréfica elaborada por Maria Lucia Cazarin Beserra Madruga- CRB9/952



TERMO DE APROVACAO

FRANCISCA JUSSANDRA ALVES VIEIRA

“Desenvolvimento de embalagem biodegradavel ativa contendo extrato de
bagaco de malte e sua aplicagao em queijo tipo prato fatiado”.

Dissertacdo aprovada como requisito para obtengdo do grau de Mestre(a) no Curso de
P6s-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, da Universidade Estadual de
Ponta Grossa, pela seguinte banca examinadora:

_ e

Prof2. Dra. Juliana Bonamétti Olivato - UEPG-PR - Presidente

Documento assinado digitalmente

“b JULIANO ZANELA
g Data: 25/11/2022 16:36:15-0300

Verifique em https://verificador.iti.br

Orientador:

Prof. Dr. Juliano Zanela - UTFPR-PR - Membro Titular Externo

Profd. Dra. Ana Paula Travalini - SENAI-PR - Membro Titular Externo

Ponta Grossa, 25 de novembro de 2022.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, agradeco a Deus pela protecéo e pelas oportunidades que
me concedeu ao longo da vida.

Aos meus pais, Antonia Alves da Silva e Jodo Vieira da Silva pela minha vida,

pelo amor, por todo o apoio, incentivo e oragdes.

Aos meus irméos, Francisca Jussara e Francisco Jucinery que mesmo longe

se fizeram presente me apoiando nos momentos dificeis.

Aos colegas que conheci através do Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos (UEPG), ao qual hoje posso chama-los de amigos. Amanda
Chezini pelo apoio e motivacdo de sempre, me dando forcas e apoio necessério,
Giovani Almeida Camargo pelo auxilio na realizacdo dos experimentos, Elaine
Macedo Stolle pela motivagdo, amizade, companheirismo e receptividade a minha
chegada em Ponta Grossa, Natalia Miranda do Nascimento pela, a paciéncia e ajuda
nas vezes que precisei, Ana e Jordana Duarte pelas experiéncias compartilhadas

durante a pesquisa.

Aos amigos (as), Cristiane Pinheiro de Sousa, a responsavel pela indicacédo do
mestrado. Valter Oliveira de Souto que se fez presente me apoiando mesmo nao
estando fisicamente perto. Karla Morais Diniz pelas palavras incentivadoras e
confianca e por me motivar todos os dias. Rerisson, amigo desde a graduacéo, por
apoio e incentivo nos momentos de angustia e por me auxiliar com algumas sugestdes

de melhorias no trabalho.

A minha colega e amiga de laboratdério, Flavia Rafaela Ludka, por todo o auxilio
durante as andlises, pelas historias compartilhadas. Vocé foi uma peca fundamental
para eu conduzir minha pesquisa. Obrigada por tudo por ser essa pessoa de bom

coracao que emana paz, quero levar para sempre em minha vida.

A Lidia Coutinho, pela for¢a, inspiragdo e motivagédo dia apds dia. Nao tenho
palavras para expressar a gratiddo que sinto pela preocupacao que demonstrou ter
comigo, nesse momento tdo desafiador da minha vida. Jamais esquecerei tudo que

vocé fez por mim.



A minha orientadora, Prof® Dr2, Juliana Bonametti Olivato, por sua paciéncia e

conhecimentos compartilhados, palavras incentivadoras e confianca.

Aos professores do Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos, da Universidade Estadual de Ponta Grossa, pelos ensinamentos.

As técnicas de laboratorio, Denise Maria de Souza Mendes e Maria Aparecida

Ribeiro da Luz, pela orientagédo dos equipamentos e auxilio nas anélises.

Ao Complexo de Laboratérios Multiusuarios C-LABMU e SEBISA, da
Universidade Estadual de Ponta Grossa.

A mestre do laboratério de Fitoterapia, Tecnologia de Fitoterapicos e Quimica
de Produtos Naturais Aline da Silva Justo Machado pelos ensinamentos aos

experimentos realizados.

A Banca Examinadora pelas contribuicbes que muito tém ajudado na

construcdo desta pesquisa.

A todos aqueles que me apoiaram diretamente, indiretamente, em cada dia, em

cada etapa e acreditaram no meu potencial.

Minha eterna gratidao!



“Voar ndo é so para quem tem asas,
mas também para quem tem sonhos
para realizar”



RESUMO

Novas tecnologias de embalagens de alimentos sdo desenvolvidas como uma
alternativa para substituicdo aos polimeros sintéticos. O conceito de embalagem ativa
biodegradavel junto a utilizacdo de polimeros naturais tem ganhado atencdo nos
altimos anos, visando proteger o meio ambiente e preservar a qualidade do produto
prolongando seu tempo de vida util. Desta forma, objetivou-se desenvolver e
caracterizar uma embalagem biodegradavel ativa para aplicagdo em queijo tipo prato
fatiado, utilizando como biopolimero o amido de mandioca acrescido do extrato de
bagaco de malte (BM) como antioxidante natural. Foram avaliados os extratos de BM
quanto sua acao antioxidante pelos métodos ABTS** e DPPH?®, e teor de compostos
fendlicos. Os filmes foram elaborados e caracterizados quanto a espessura,
densidade, permeabilidade de vapor de agua, morfologia, propriedades térmicas e
mecanicas, e barreira. A escolha da formulacdo mais promissora quanto a essas
propriedades foi feita com o objetivo de aplica-la em queijo tipo prato fatiado. O
potencial antioxidante dos extratos de BM evidenciado pelas anédlises de ABTS** e
DPPH?*, demostraram valores de 185,95 ug/mL e 447,07 ug/mL, respectivamente. Ja
o teor de compostos fendlicos totais foi de 263,23 + 10,97 mg EAG/g. O filme F10BM,
contendo maior concentragéo de BM, apresentou os melhores resultados em relagao
a solubilidade em agua (54,1 + 25,3 %). Esta amostra apresentou uma tendéncia de
reducdo da permeabilidade ao vapor de agua e o perfil de liberacdo de compostos
fendlicos resultou em 97,6 + 9,1 EAG/mL de fendlicos liberados. Ainda, a incluséo de
BM em maior concentracdo (10 % m/m) ndo afetou a resisténcia a tracao (5,73 £ 0,62
MPa) e o Médulo de Young (154,6 + 31,16 MPa), sendo entdo esta a formulacdo
escolhida para aplicagdo na embalagem de queijo tipo prato fatiado (F10BM). Os
filmes a base de amido contendo extrato de BM aplicados nos queijos demonstraram
perda de umidade, registrando umidade final de 12,57 + 6,67 % para a amostra QFBM.
Esta mesma amostra registrou aumento na acidez total titulavel (0,96 + 0,13 %) e
reducado no pH (5,79 + 0,02 %), durante o periodo de vida util dos queijos. Em relacéo
a perda de massa dos queijos, percebeu-se que o filme com extrato de BM (QFBM)
apresentou 20 % de perda de massa ao final do experimento, significativamente
menor em comparacao com o queijo ndo embalado (QSF) (40 % de perda de massa
ao final do experimento). Deste modo, os resultados indicam uma aplicacéo potencial
deste material como embalagem primaria em alimentos, atuando como possivel
alternativa ao uso de embalagens sintéticas.

Palavras-chave: Subprodutos. Extrato. Filmes ativos. Produtos Lacteos.



ABSTRACT

A sustainable alternative to reuse by-products from the brewing industry is
biotransformation into plant extracts for application in active food packaging systems.
Active packaging is an innovative concept, and the use of natural polymers has gained
attention in recent years, this by presenting a concept of a new technology that aims
to protect the environment and that it is a beneficial alternative of replacement to
synthetic polymers. The obijetivei of this study was to develop an active biodegradable
packaging for application in dish cheese, using cassava starch plus malt bagasse
extract as a natural antioxidant as a biopolymer. The extracts were evaluated for the
presence of antioxidants in the ABTS and DPPH method and phenolic compounds.
The films were characterized in terms of thickness, density, vapor and water
permeability, morphology, thermal properties and mechanical properties and barrier,
and the most promising formulation for these properties is the one that will be applied
in sliced dish cheese. The results showed that the F10BM film presented better results
in relation to water solubility, water vapor permeability, mechanical properties and
phenolic compound release profile, and then the formulation was chosen. In view of
these results, although the film did not show so much efficacy in cheese in relation to
industrial film, it was still possible to realize that biodegradable starch-based films
containing BM extract applied in cheese demonstrated satisfactory mechanical
characteristics, however its solubility and barrier properties indicate a potential
application as primary packaging in food, acting as a possible alternative to the use of
synthetic packaging for this purpose.

Keywords: By-products. Extract. Active Films. Dairy Products.
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1 INTRODUCAO

O bagaco de malte € um composto lignocelulésico da industria cervejeira que
representa 85 % do total de subprodutos produzidos. E obtido apds o processo de
moagem e filtracdo, separadas a parte liquida, chamada mosto e a parte insolavel,
composta principalmente por fontes de ingredientes funcionais, como antioxidantes,
fibras alimentares e proteinas. Além disso, possui alto teor de compostos fendlicos, o
que pode ser explicado pelo fato de que esses compostos sdo deliberadamente
acumulados nas cascas externas dos graos de cevada durante seu desenvolvimento.
(LYNCH, STEFFEN E ARENDT, 2016; MUSSATTO, 2015; REIS, COELHO,
COIMBRA, ABU-GHANNAM, 2015; MAIA, 2020).

Uma alternativa sustentavel para reaproveitar esses subprodutos da industria
cervejeira é a obtencdo de extratos vegetais para aplicacdo em embalagens ativas
para alimentos. O extrato do bagaco de malte é rico em compostos fendlicos que
desempenham atividade antioxidante, anti-inflamatoria, e, além de ser precursor de
sabor em alimentos, o que torna um candidato de origem natural com alto potencial
para aplicacdo em embalagens ativas (LANGE; MEYER, 2019; MAIA, 2020).

A embalagem ativa € um conceito inovador na qual a embalagem, o produto e
0 ambiente interagem para prolongar a vida util ou aumentar a seguranca ou
propriedades sensoriais, mantendo a qualidade original do produto. Geralmente é
aplicada em alimentos frescos e com a finalidade de prolongar a vida atil do alimento.
As embalagens ativas podem ser produzidas com polimeros sintéticos e polimeros
naturais (SETTIER-RAMIREZ et al., 2022).

A utilizagcdo de polimeros naturais no desenvolvimento de embalagens ativas
tem ganhado atencdo nos ultimos anos, por apresentar um conceito de uma nova
tecnologia sustentavel e benéfica de substituicdo aos polimeros sintéticos. Entre os
polimeros naturais, o amido de mandioca tem sido considerado como candidato
promissor na producdo de filmes ativos, isso por ser um material biodegradavel,
provindo de fontes renovaveis (GOBI, 2020; SILVA et al., 2020; MENEZES et al.,
2021).

Embalagens produzidas através de polimeros naturais, vém sendo bastante
desenvolvidas, utilizando a combinacdo de amido de mandioca com a inclusdo de

extrato vegetais naturais com o objetivo de obtencdo de embalagens ativas, com
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finalidade de ampliar a vida util do alimento embalado (CHAKRAVARTULA et al.,
2020; PEREZ-VERGARA et al., 2020).

Geralmente alimentos frescos ou comercializados de forma in natura sdo mais
adeptos a tecnologia de embalagens ativas, por apresentar alto teor de umidade, o
que torna o alimento mais susceptivel a reacdes de deterioragcdo microbiana e
processos oxidativos. Neste contexto, destaca- se o queijo tipo prato, um queijo de
massa semicozida e lavada, com consisténcia macia e sabor suave (DADALT et al.,
2019). A aplicacdo do sistema ativo nesse produto pode promover a diminuicdo de
permeabilidade ao oxigénio, limitando a evaporacdo da agua, assegurando menor
perda de peso do queijo, além de preservar o produto durante maturacdo e transporte,
minimizando danos mecéanicos (CARDOSO et al., 2022).

Outro fator a ser considerado para aplicacdo de embalagens ativas em queijo
tipo prato consiste em retardar a oxidagcdo lipidica, processo este que afeta
diretamente a qualidade do produto, bem como sua a vida de prateleira. A composicao
das embalagens ativas podem conter extratos vegetais que atuam como antioxidantes
naturais, o que torna possivel prevenir ou minimizar a reacdo de oxidagdo nos
produtos alimenticios, permitindo prolongar sua vida util (SANTACRUZ; CASTRO,
2018). Neste contexto, objetivou-se desenvolver uma embalagem biodegradavel ativa
para aplicacdo em queijo tipo prato, utilizando como biopolimero o amido de mandioca

e o extrato de bagaco de malte como antioxidante natural.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um filme biodegradavel ativo a base de amido incorporado com o

extrato de bagaco de malte para embalagem de queijo tipo prato fatiado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a caracterizacao centesimal do bagaco do malte;

e Obter extrato do bagaco do malte por meio da técnica de Soxhlet utilizando-se
acetona como solvente;

e Quantificar o conteudo de fendlicos totais e avaliar a atividade antioxidante do
extrato obtido do bagaco do malte pelas técnicas de DPPH' e ABTS™;

e Desenvolver embalagens biodegradaveis a base de amido e adicionadas
de diferentes concentragdes de extrato bagaco do malte;

e Caracterizar os filmes produzidos quanto as suas propriedades mecéanicas,
estruturais e de barreira;

e Selecionar a formulacdo mais promissora quanto as suas propriedades
mecanicas, estruturais e de barreira para aplicacdo queijo tipo prato fatiado;

e Aplicar as embalagens biodegradaveis no queijo prato fatiado e avaliar a
influéncia dos filmes ativos nas propriedades fisico-quimicas do alimento,

durante seu tempo de vida util.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 BAGACO DO MALTE

No processo cervejeiro alguns subprodutos agroindustriais sdo gerados, e na
maioria das vezes sdo descartados no meio ambiente, mesmo apresentando alto teor
proteico. Dentre os subprodutos, destaca-se o bagaco de malte que é gerado na etapa
de filtracdo do mosto, antes da fervura (SCHONE et al., 2016), sendo atualmente
destinado em sua maioria a alimentac&o animal.

O bagaco de malte, também chamado de polpa de cerveja ou cevada, € definido
como o resultado do processo inicial de fermentacéo, caracterizado pela producéo
durante todo o ano, em abundancia (CLARK et al. 1987). E considerado um
concentrado proteico na classificacdo internacional de alimentos, pois mostram teores
de aproximadamente 70 % de fibras, 20 % de proteinas, 1,2 % de mono e diacidos
fendlicos e é fonte de vitaminas do complexo B, portanto, tem um alto valor nutritivo
(ARAUJO et al., 2009; MUSSATTO et al., 2006).

Embora o bagaco de malte apresente um alto teor de umidade (~70 %), o que
torna esse material susceptivel a reacdes de degradacao microbiana e afetando sua
vida util, pesquisas recentes mostram que este material estd sendo explorado a fim
de promover novas perspectivas para a industria de alimentos (IKRAM et al., 2017).
Costa-Junior et al. (2020) testaram duas modelagens de extracdo de compostos
fendlicos de bagaco de malte e observaram que a modelagem utilizando a rede neural
artificial apresentou resultados mais significativos, quando comparado a modelagem
utilizando a metodologia de superficie.

Uma alternativa de minimizar impactos ambientais e valorizar o subproduto é o
reaproveitamento do bagaco de malte para obtencao de extratos vegetais, com agao
antioxidante. Uma das caracteristicas que torna isso possivel é o alto teor de
compostos fendlicos do grédo de cevada maltada, tais como os acidos ferulico e p-
cumarico, contribuindo assim para a utilizacdo do bagaco do malte como matéria-
prima na industria de alimentos (ZUORRO; LANNONE; LAVECCHIA, 2019; MAIA,
2020).
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3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS OBTIDOS A PARTIR DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS

As industrias processadoras de matéria-prima agroindustrial geram grande
quantidade de residuos e subprodutos, formados principalmente por residuos soélidos
como, cascas, carogos e bagacos, sendo eles provenientes do beneficiamento de
diversas culturas (cana de acucar, arroz, uva, cevada, entre outros). A maioria dos
subprodutos agroindustriais tem um alto valor nutricional (fonte de proteina,
carboidrato, fibora e compostos que possuem atividade biolégica), podendo ser
reaproveitado na industria farmacéutica, alimentar e quimica (SARAIVA et al., 2018).

Dentre os compostos de destaque nos residuos podem ser citadas as proteinas
e 0Ss compostos bioativos (polifendis). A combinacdo de proteinas com compostos
fendlicos biologicamente ativos pode dar aos alimentos propriedades fisiologicas ou
funcionais (BANDYOPADHYAY et al., 2012; SILVA et al., 2016; PELAES VITAL et al.,
2015; SARAIVA et al., 2018), melhorando as propriedades funcionais tecnoldgicas dos
produtos e possibilitando o consumo de alimentos ricos em compostos fendlicos
(bioativos).

Os compostos fendlicos costumam ser muito atraentes para a industria de
alimentos e consumidores devido ao impacto na qualidade dos alimentos, como
prolongar a vida util, e tém efeitos protetores e preventivos na patogénese de certos
tipos de cancer e outras doencas cronicas. O acido ferulico é considerado um dos
acidos fendlicos mais importantes e tem muitas fungdes fisioldgicas, incluindo acéo
antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, antitrombotica e anticAncer. Também
pode prevenir doencas cardiacas coronarias, diminuir o colesterol sérico e hepéatico e
melhorar a motilidade dos espermatozoides (BENTO-SILVA; VAZ PATTO; DO
ROSARIO BRONZE, 2018).

Os extratos naturais obtidos a partir dos residuos e/ou subprodutos da industria
de alimentos, principalmente de frutas e vegetais extraidos do residuo in natura e a
frio, podem ser utilizados como ingredientes pela indUstria pois apresentam elevado
poder antioxidante. Eles tém sido integrados como antioxidantes naturais em
substituicdo total ou parcial aos aditivos ou antioxidantes sintéticos, que podem
mostrar toxicidade. Devido a variedade das espécies quimicas presentes nos
compostos bioativos naturais, 0 mecanismo de acdo antioxidante priméaria possui

grande potencial de sinergismos, que podem aumentar sua acado nos sistemas a
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serem executados em comparacdo com o uso de substancias isoladas (GRUZ et al.,
2013).

A busca por antioxidantes naturais vem crescendo nos ultimos anos, tendo em
vista a busca por uma qualidade de vida mais saudavel e evitando a insercdo de
antioxidantes sintéticos na rotina diaria (SHOPSKA et al., 2021). O antioxidante é um
composto biologicamente ativo que protege o corpo humano dos efeitos nocivos dos
radicais livres e outros oxigénios ativo, € benéfico para a satde humana e melhora o
frescor dos alimentos (QUIROS-SAUCEDA et al., 2014)

Dillmann (2018), avaliou por meio de delineamento fatorial a melhor condicéo
de extracdo de compostos bioativos dos extratos de bagaco de malte, e percebeu que
a variavel numero de extracdes dentre as variaveis escolhidas no estudo foi a Unica
gue teve uma relevancia positiva e significativa para a melhora dos resultados nas
extracdes quanto a atividade antioxidante. Notou-se que os extratos de bagaco de
malte apresentaram concentracbes menores de compostos bioativos com
caracteristicas antioxidantes se comparados a outros vegetais ou frutas. Ainda assim,
devido ao grande volume de bagaco de malte produzido pods-fabricacdo da cerveja,
diversos estudos tém avaliado a viabilidade comercial do reaproveitamento deste
subproduto para extracdo de compostos antioxidantes.

A atividade dos antioxidantes no sistema alimentar depende ndo s6 da sua
reatividade quimica, ou seja, da captura ou quelacéo de radicais livres, mas também
de fatores como localizacéao fisica e interacdo com outros ingredientes alimentares,
além das condicbes ambientais. Portanto, a eficAcia de cada extrato vegetal em
diferentes tipos de alimentos € diferente, sendo impossivel estimar o efeito
antioxidante desses compostos a partir dos resultados obtidos em outros substratos
(CHIPAULT et al., 1956; LAl et al., 1991).

A aplicacdo de antioxidantes naturais ndo se limita apenas a aplicacao direta
nos alimentos, outra &rea que vem sendo estudada é a inser¢do destes compostos
naturais em embalagens ativas (JAEGER et al., 2021). O extrato de bagaco de malte
é um candidato forte para o desenvolvimento de embalagens ativas por apresentar
potencial antioxidante, sendo esse sistema interessante do ponto de vista de
proporcionar uma liberacdo continua e prolongada dos ativos para os sistemas

alimentares.
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3.3 EMBALAGENS ATIVAS: PROPRIEDADES E FUNCOES

Os alimentos sdo produtos considerados de alta vulnerabilidade a
deterioragdo microbiolégica e bioquimica. Os fatores como a luz, vapor de agua e
oxigénio sdo os principais meios externos que favorecem a sua deterioracdo. Com
isso, técnicas de conservacdo de alimentos por meio de tecnologias de filmes de
barreiras estdo sendo desenvolvidas, sendo a tecnologia de embalagem o método de
preservacao apropriado para aumentar a vida 0til desses produtos (BHARDWAJ;
ALAM; TALWAR, 2019).

As embalagens ativas estéo se tornando cada vez mais populares, revelando-
se como um veiculo indispenséavel na preservacdo de alimentos, pois seu principal
objetivo é proporcionar barreiras aos fatores externos, além de prevenir contaminagao
quimica, bioquimica e microbioldgica. Nesse sentido, a embalagem ativa € uma
tecnologia promissora, projetada para incorporar deliberadamente componentes
ativos que podem liberar ou absorver substancias dentro ou fora do alimento
embalado ou do ambiente ao redor do alimento, e assim manter a qualidade ou
estender sua vida util (BHARDWAJ et al., 2019; YILDIRIM et al., 2018).

Conforme Bhardwaj, Alam, Talwar (2019) e Anjos, Freire (2020), os fatores
norteadores no desenvolvimento de embalagens ativas sdo o prolongamento da vida
util e a disponibilidade de produtos alimenticios acessiveis e com preco razoavel. Para
tanto, os sistemas de embalagem ativas abrangem os absorvedores de aromas,
oxigénio, etileno e umidade, emissores de diéxido de carbono, os agentes
antimicrobianos e antioxidantes.

Os antioxidantes inseridos em sistemas de embalagem ativas possuem como
principal func@o atrasar e/ou inibir os processos de oxidagéo lipidica em alimentos,
atuando na neutralizacdo e/ou eliminacdo dos radicais livres, e sdo classificados em
antioxidantes naturais e sintéticos. Diante disso, e levando-se em consideragéo 0s
potenciais riscos de componentes sintéticos em alimentos, diversos autores vém se
propondo a utilizar como alternativa de sucesso os antioxidantes naturais de extratos
de plantas e 6leos essenciais ricos em compostos fenélicos e terpenos (NERIN et al.,
2006; GOMEZ-ESTACA et al., 2014; VALDES et al., 2015; BHARDWAJ; ALAM;
TAIWAR, 2019).

Diante de inumeras aplicacdes dos antioxidantes em embalagens ativas,

diversos estudos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de incorporar compostos
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antioxidantes em matrizes poliméricas com aplicabilidade em diversos produtos
alimenticios, como carnes frescas, produtos derivados de carnes, produtos de
panificacdo, produtos lacteos, frutas, vegetais, 6leos e manteiga. Dentre estes,
destacam-se os compostos obtidos de extratos de cha-verde, canela, cravo e 6leo
essencial de capim-limdo (GRACIANO VERDUGO et al., 2010; AHMAD et al., 2012;
PHOOPURITHAM et al., 2012; WRONA et al., 2015; BHARDWAJ; ALAM; TALWAR,
2019).

Ju e Song (2019) desenvolveram filmes de amido contendo extratos de camu-
camu e concluiram que as embalagens desenvolvidas apresentaram excelentes
atividades de eliminacéo de radicais livres e melhoram as propriedades de barreira a
luz ultravioleta. Song et al. (2020), desenvolveram filmes com extratos de ché verde e
oleorresina de alecrim para prolongar a vida util de carne de porco picada e
constataram que os filmes com extratos de cha verde demonstraram efeito inibitério
mais forte na deterioracdo da carne com alta capacidade antioxidante.

Han e Song (2021) elaboraram filmes a base de polissacarideo de noni
contendo extratos de folha de mirtilo e observaram que a adigéo do extrato aumentou
efetivamente a atividade antioxidantes dos filmes elaborados. Zhang et al. (2021),
desenvolveram filmes compostos de quitosana e procianidina com alta atividade
antioxidante e verificaram o efeito significativo na conservacao de queijo.

Embalagens ativas contendo polimeros combinado com extratos vegetais
promovem diversas vantagens no armazenamento de produtos, especificamente nos
alimentos frescos, como queijos, obtendo como resultado o melhoramento da
qualidade do produto e sua extenséo de vida util (HAGHIGHI-MANESG; AZIZI, 2017).
Entretanto, na literatura ainda € limitado o uso do extrato de bagaco de malte

combinado com amido de mandioca, como embalagem ativa para alimentos.

34 O AMIDO DE MANDIOCA E SUA APLICACAO NA EMBALAGEM DE
ALIMENTOS.

A mandioca (Manihot esculenta) é amplamente utilizada e cultivada no Brasil e
se adapta melhor a climas quentes e Umidos, sendo uma das culturas mais
tradicionais do pais. Segundo estimativas do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), em novembro de 2019 a produc¢éo anual de raizes de mandioca foi

estimada em 20 milhdes de toneladas, sendo destinada a alimentagdo humana e
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racao animal, bem como o processamento para obtencédo de diversos produtos, sendo
o0 amido o mais valioso comercialmente (FAO, 2021; ZHU, 2015).

Quimicamente, o amido é um produto da fotossintese e constitui a maior
reserva energética dos vegetais. Pode ser armazenado em sementes, raizes e
tubérculos. Entre todos os polissacarideos, o0 amido € o Unico em pequenos
agregados individuais sintéticos, chamados granulos os quais adquirem tamanhos e
formas dependentes de cada fonte vegetal. Assim, a maioria das células vegetais tem
a capacidade de sintetiza-lo, sendo este formado por dois polissacarideos: a amilose
e a amilopectina, com diferentes estruturas e tamanhos (FONSECA et al., 2015;
FUENTES et al., 2019).

O amido € um polissacarideo vital ndo apenas para a indastria de alimentos,
mas também para outros setores industriais e seu processo de obtencao é definido
por etapas, tais como moagem, separacao da fibra e suspensdo de amido em agua,
centrifugacéo, purificacdo, desidratacdo e secagem (FELISBERTO et al., 2020).

Além de o amido possuir um teor de carboidratos superior a 95 %, também
pode conter quantidades minoritarias de outras substancias (incluindo nitrogénio,
lipidios e minerais), principalmente fésforo. Para o amido de mandioca observa-se
0,90 % proteina, 0,78 % de gordura, 0,60 % de fibra, acidez potencial de 1,29 (mL
NaOH.100 g* amostra) e pH de 5,9 (CEREDA, VILPOUX, 2003; ALVES, 2012).

Diferentes polimeros biodegradaveis de fontes renovaveis podem ser usados
para a industria de embalagens. Entre eles, o amido de mandioca recebeu ampla
atencdo por sua disponibilidade, baixo custo e caracteristicas desejaveis para o
desenvolvimento de embalagens biodegradaveis ativas ou combinado com polimeros
mais caros e menos disponiveis (ALVES, 2012; LUCHESE et al., 2021).

Orozco-Parra et al. (2020) desenvolveram filmes de amido de mandioca
combinado com inulina como molécula prebiotica e L. casei como bactéria probidtica,
e avaliaram seu efeito em condi¢Ges gastricas. Os resultados apresentaram valores
de viabilidade mais baixos em filmes de amido de mandioca quando comparado com
filmes incorporados com inulina, indicando que a combinagcéo do amido com extratos
€ uma alternativa eficiente para garantir maior viabilidade no processo.

Chollakup et al. (2020) elaboraram filmes ativos de amido de mandioca
incorporados com 0Oleo de canela. Os autores observaram que tal combinacao conferiu
boa capacidade antioxidante e antimicrobiana para a embalagem, na qual retardou

processos microbianos quando aplicado em salame. Costa et al. (2017)
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desenvolveram filmes de amido de mandioca e de milho e aplicaram em queijo tipo
Coalho a fim de ampliar sua vida util, e os resultados demonstraram que esse sistema
de embalagem foi uma opc¢éo vidvel para conservacdo queijo, na qual manteve as
caracteristicas originais do produto durante o armazenamento refrigerado.

Neste sentido, os plastificantes associados durante a producéo do material com
o amido e formam o PVA, induzem caracteristicas ao filme, como baixa forca
intermolecular ocasionada pela matriz, aumento da flexibilidade, melhor manuseio,
diminuicdo de zonas desuniformes e baixa possibilidade de se obter um filme
guebradico (ANDEUCCETTI, 2010).

3.5 QUEIJO PRATO

O queijo tipo prato € um dos queijos mais fabricados no Brasil, sendo
classificado como um queijo semi-duro. E produzido a partir de diferentes etapas de
processamento como: obtencdo de uma massa semicozida, extracdo de uma parte
do soro, lavagem por acréscimo de agua quente, pré-prensagem, moldagem sob soro,
prensagem, salga e maturacao pelo tempo essencial para alcancar seus proprios
atributos (pelo menos 25 dias) (SPADOTI et al., 2003).

Uma das propriedades do queijo Prato compde-se na diluicdo da sua etapa
aguosa, conduzida de aquecimento moderado dos grdos da coalhada. Esse
procedimento € imprescindivel para a obtencdo das caracteristicas sensoriais do
produto, visto que a adi¢cdo de agua quente e a remocédo parcial do soro modificam
significativamente o teor de lactose nos grdos da coalhada, ocasionando um queijo
com conteudo inferior de acido latico e pH mais alto. Além disso, a lixiviacdo da massa
proporciona uma perda dos compostos soluveis, que sao retirados simultaneamente
com o soro (GOUDEDRANCHE et al., 1981; SPADOTI et al., 2003). Desta forma,
métodos capazes de evitar tal perda necessitardo naturalmente aprimorar o balango
econdmico da producéo deste queijo (VAN DENDER et al., 1987; SPADOTI et al.,
2003).

A maturacdo do queijo Prato € outra etapa importante no seu processo
tecnologico, isto porgue ocorrem transformacdes bioquimicas desejaveis que vao
alterar aspectos sensoriais e visuais. Essa etapa requer condi¢cdes especificas de
temperatura e umidade, demandando de camaras especiais e se tornando um

processo mais caro e lento, diminuindo assim o capital de giro do produtor por retardar
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a comercializacao do produto (CRUZ et al., 2017). Neste contexto, o conhecimento
das etapas de processamento de queijos € necessario para que se utilizem técnicas
como forma de verificar a autenticidade deste alimento, pois a idoneidade da
fabricacdo de produtos lacteos vem sendo bastante discutida (LEITE et al., 2019).

Pesquisadores vém estudando diferentes técnicas de processamento para este
tipo de queijo. Van Dender et al. (1987) e Spadoti et al. (2003) analisaram o
procedimento de queijo tipo Prato pela técnica de MMV (Maubois, Mocquot e Vassal,
1969), objetivando sobretudo elevar o rendimento de fabricacdo. Os resultados
apresentaram a chance de se adquirir, pelo método MMV, um queijo proXximo ao queijo
tipo Prato, do ponto de vista de composicao fisico-quimica. Contudo, ndo se analisou
a consequéncia do uso do método MMV sobre demais parametros relevantes na
qualidade do queijo prato, como por exemplo, o desenvolvimento da sua maturacao.

Chaves e Santos (2019) afirmam que acles sugeridas para reduzir o risco
microbiano dos produtos lacteos incluem a instalacdo de protocolos genéricos de
producdo e maturacao adequados ao tipo de queijo desejado. Além disso, para obter
matérias-primas de alta qualidade, os produtores devem adotar procedimentos
adequados de higiene durante a ordenha, manejo adequado e deteccéo eficiente de
potenciais problemas de saude no rebanho, como a mastite subclinica (CARVALHO
et al., 2019).

Embora o tratamento térmico e a pasteurizacdo das matérias-primas sejam
muito importante para reduzir o risco microbiano do queijo, também é responséavel por
destruir parte da flora nativa do leite devido a destruicdo de microrganismos
patogénicos. Algumas das bactérias que compdem essa flora ndo sao do tipo acido
latico, sendo capazes de sintetizar compostos sensiveis que beneficiam a salde do
consumidor e agregam valor ao produto (SETTANNI; MOSCHETTI, 2010;
CARVALHO et al., 2019).

Além dos procedimentos aplicados no setor de producdo para o queijo tipo
Prato, € necessario também escolher uma embalagem eficiente para seu
armazenamento, visto que é um produto com alto teor de gordura, tornando bastante
susceptivel a processos oxidativos. Umas das alternativas para inibir a oxidacao
lipidica € a aplicagdo de filmes biodegradaveis ativos, considerado um sistema
eficiente que interage com o0 queijo embalado, garantindo maior seguranca e

qualidade nas suas caracteristicas nutricionais (LIMA et al., 2020).
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3.6 OXIDACAO LIPIDICA

A formacdo de compostos toxicos nos alimentos e consequente rejeicdo do
produto, alteracdes que levam a perda do valor nutricional e alteracbes nas
caracteristicas sensoriais se devem a um fendmeno natural em alimentos e bebidas,
denominado oxidacdo. Nas reacdes de oxidacdo lipidica, as principais alteracfes
sensoriais incluem a formacédo de sabores desagradaveis conhecidos como ranco
(ARAUJO, 2011; ROMANI, 2017).

Os principais substratos da reacéo de oxidacao lipidica sdo os acidos graxos
insaturados, pois as ligacbes duplas sédo centros ativos que podem reagir com 0
oxigénio. Os &cidos graxos insaturados sdo mais faceis de oxidar quando estédo
livres e o grau de sua insaturacdo também afeta a taxa de reacdo (HAMILTON,
1994; ROMANI, 2017).

A oxidacdo dos acidos graxos pode ocorrer por diferentes vias, as quais
dependem do meio e dos catalisadores, entre elas: fotoxidacdo, oxidagao
enziméatica e autoxidacdo. A fotoxidagdo envolve reacbes de radicais livres para
formar hidroperéxidos e produzem aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos por
degradacdo (HAMILTON et al., 1996; JADHAYV et al.,, 1996; ROMANI, 2017). A
oxidacdo enzimatica ocorre pela acdo de enzimas lipoxigenases que atuam sobre
os acidos graxos poliinsaturados. Por meio desse processo, formam-se peréxidos
e hidroperéxidos com duplas ligacdes conjugadas que podem se envolver em
diferentes reacdes degradativas (SILVA,1999; ROMANI, 2017). A autoxidagéo é o
principal mecanismo de oxidacdo dos acidos graxos que inclui trés estagios
principais: iniciacdo, propagacéo e término (SEVANIAN; HOCHSTEIN, 1985). A
partir do processo de autoxidacao lipidica, mostrado na Figura 1, pode-se observar

gue h& uma série de reacdes inter-relacionadas em trés estagios.
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Figura 1 - ESQUEMA GERAL DO MECANISMO DA OXlDAQAO LIPIDICA
Iniciagdo RH — R'+H’
Propagacio R*+0, — ROO*

ROO*+RH — ROOH + R*

[érming ROO*+R* — ROOR

ROO'+ROO° —> ROOR +0, § Produtos

Estaveis
R*+R* — RR

onde: RH - Acido graxo insaturado; R* - Radical livre;
ROO® - Radical perdxido e ROOH - Hidroperoxido

Fonte: Ramalho e Jorge, (2006).

A oxidacdo é um dos principais parametros do controle fisico-quimico que
determina o prazo de validade de determinados alimentos processados. Dessa forma,
€ de suma importancia o conhecimento das técnicas de deteccdo do estado de
oxidacdo lipidica. Dentre os diversos testes utilizados para avaliar o estado de
oxidagdo das fracOes lipidicas em alimentos, os mais utilizados séo: indice de
peroxidos, indice de acidez e determinacdo de substancias reativas com o acido
tiobarbitirico (TBARS) (DEGASPARI, WASZCZYNSKYJ 2004; SOARES, 2012;
ROMANI, 2017).

Sao diversas as consequéncias nutricionais da oxidacao lipidica em alimentos,
tais como a destruicdo parcial dos &cidos graxos insaturados essenciais; destruicdo
parcial de outros lipidios insaturados como a vitamina A, carotendides e tocoferdis;
destruicdo parcial da vitamina C; formacdo de produtos secundarios da oxidagao
lipidica (malonaldeido e outros compostos) e compostos de Maillard capazes de reagir
com proteinas, diminuindo a absorcdo destas (KANNER, 1994). Essas alteracfes
afetam diretamente os atributos sensoriais do alimento, gerando sabor, cor e odor
desagradaveis, e assim proporcionando a rejeicdo do produto pelo consumidor
(CEYLAN et al., 2021).
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4 MATERIAIS E METODOS

A Figura 2, mostra um fluxograma das atividades experimentais desenvolvidas

neste trabalho.

Figura 2 - FLUXOGRAMA DE ATIVIDADES DA FASE EXPERIMENTAL

Obtencio Bagaco do Malte Determinagdo da composicdao \
Triturado ' centesimal
l e Cinzas Fibras
& e Lipideos Proteinas
Obtengédo do bagaco 5
{ macerado ] # Tmkiads )
Extragdo técnica de Soxhlet e Atividade antioxidante
e Obtencéo da extragdo do ABTS** e DPPH*
bagago do malte macerado e Quantificagdo de compostos
fendlicos.
v .

[ Producao do filme ]

Filme sem Filme contendo de Filme contendo 7, 5% Filme contendo 10% de
extrato (FS) 5% extrato (FSBM) de extrato (F7,5BM) extrato (F10BM)

.

/[ Caracterizagao dos filmes ]\

e Microestrutura dos filmes
e Propriedades mecanicas
e Liberacdo de fendlicos dos filmes

e Espectroscopia por Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR)

e Espessura

¢ Perda de peso em agua

e Densidade

¢ Opacidade

« Permeabilidade ao vapor de agua.

amostras durante armazenamento.

|

{ Avaliagoes dos parametros fisico-quimicos das ]

Queijo embalado com Queijo embalado com filme Queijo sem filme (QSF)
filme original (QFO) contendo 10% extrato (QFBM)
N l
[ Andlises nos tempos em dia: 0; 7; 15; 28. ]

) I
/Fisico-quimicas \ /

* Acidez titulavel
s Atividade de agua

Analises de oxidagao \

o indice de acidez

e Cor Anélises microbiolégicas
« Perda de peso em massa

e pH e Escherichia coli

e Teor de umidade e Bolores e leveduras

k o Textura / \ /

Fonte: a autora.
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4.1 COLETA, PREPARACAO E PROCESSAMENTO DO BAGACO DO MALTE

O bagaco do malte do tipo Pilsen foi coletado na industria Koch Cervejaria
(Ponta Grossa — PR) logo ap0s a filtracdo do mosto de cerveja, em seguida foi
submetido & secagem em estufa a 60 °C até atingir umidade inferior a 15 % (m/m). A
secagem ocorreu de maneira lenta e em temperatura relativamente baixa para
preservacdo dos compostos bioativos existentes no bagaco de malte. Apdés a
secagem, o bagaco de malte foi triturado em liquidificador convencional e padronizado
utilizando tamis granulométrica de mesh 48 (300 milimetros), em seguida foram
acondicionados, identificados em saco plasticos e armazenado em geladeira

convencional (5-7 °C).

4.1.1 Determinagcao da Composicao Centesimal do Bagaco de Malte

O método para determinacdo da composicdo centesimal segue a referéncia do
IAL - Instituto Adolfo Lutz (2008), na qual é realizada a quantificacdo de cinzas
(residuos minerais brutos), umidade, lipideos, proteinas e fibras brutas. Todas as
andlises foram realizadas em triplicata.

Para andlise de fibras, foram cortadas saquetas de filtro em tamanho 50 x 70
mm, deixadas em contato com acetona por 15 minutos e secas em estufa a 105 °C
por pelo menos 6 horas. Aproximadamente 2 gramas da amostra foram pesadas na
saquetas e seladas. Em seguida foram colocadas no equipamento (saqueta de filtro)
por agitacdo e aquecimento a 95°C por 40 minutos. Entraram em contacto com meio
acido (acido sulfurico) (6,8 mL /L) (100 mL/saqueta), apos foram lavadas com agua
destilada. Em seguida, repetiu-se o procedimento com o meio basico (hidroxido de
sédio) (12,52 g/L), depois lavou-se com agua destilada e extraiu-se as fibras. Depois
de removidas do equipamento, as saquetas foram imersas na acetona
(aproximadamente 10 minutos), e colocadas na estufa a 105 °C por pelo menos 6
horas até ficarem secas. ApOs a secagem, foram pesadas e colocadas no cadinho e
levadas a mufla a 550 °C. Em seguida foi resfriado até a temperatura ambiente em
um dessecador, pesado e repetidamente aquecido e resfriado até atingir um peso

constante. O teor de fibra foi calculado a partir da Equagéo 1:

% Fibra bruta = (100. N) /P (Eq. 1)
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onde, N € a massa da fibra total (massa constante da embalagem) e P é a massa
inicial da amostra.

Para a andlise do teor de lipideos, primeiramente pesou um baldo vazio de 250
mL, sendo em seguida colocado na estufa a 105 °C e resfriado em dessecador.
Aproximadamente 5 gramas de amostra foram colocadas em papel filtro e fixadas para
nao perder particulas de amostra. O baldo de amostra foi conectado ao conjunto
Soxhlet com quantidade suficiente de éter de petréleo (Biotec ®) adicionada para
extracao por 4 horas. Apos a extragao, o solvente foi evaporado (banho-maria modelo
558, Fisatom®, S&o Paulo, Brasil; bomba de vacuo modelo MAO53, Marconi®,
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil; rotaevaporador modelo 830, Fisatom®, Sdo Paulo,
Brasil) e o bal&do colocado em estufa a 105° C por 1 hora, resfriado em dessecador e
pesado (IAL, 2008). O teor de lipidios foi calculado por diferenca de massa, de acordo

com a Equacgao 2
(% Gordura = (100. N) /P) (Eq. 2)

onde, N é a massa de lipideos apos ser resfriado em dessecador e pesado e P € a
massa inicial da amostra.

As proteinas foram determinadas pelo Método de Kjeldahl (Nitrogénio total), de
acordo com o qual no tubo de digestdo foram pesadas aproximadamente 0,2 g de
amostra de bagaco de malte (em triplicata) e 0,2 gramas de CuSOa4 (sulfato de cobre)
(Dinamica ®), 1,0 gramas de K2SO4 (sulfato de potassio) (Synth ®) e 5 mL de H2SO4
concentrado (acido sulfarico) (Synth ®), agitando suavemente a amostra. A amostra
foi aquecida gradativamente até atingir 400 °C. Quando a amostra apresentou cor
clara, a decomposicao foi considerada completa. Apds diluir a amostra com 10 mL de
agua destilada, o tubo foi levado ao destilador de nitrogénio (Marconi, modelo MA036,
Piracicaba, Brasil), sendo acoplado um erlenmeyer de 125 mL contendo 10 mL de
HsBOs a 2 % (Synth ®) no suporte abaixo do condensador. O tubo de amostra foi
acoplado no destilador e neutralizado com solugdo de NaOH 50 % (m/v) (Synth®).
Apos a neutralizacao foram coletados 50 mL de destilado e ent&o titulados com uma
solucdo padronizada de H2SO4 0,02 N. O fator de conversdo nitrogénio-proteina

utilizado foi 6,25, e o teor de proteina calculado a partir da Equacéo 3 (IAL, 2008).

% Proteinas = (V. 0,14. f) IP (EQ.3)



29

Onde, V diferenca entre o n° de mL de acido sulfarico 0,05 M e o0 n° de mL de hidroxido
de sédio 0,1 M gastos na titulacdo P = € a massa inicial da amostra f = fator de
converséo foi 6,25 conforme a tabela do (IAL, 2008).

Para determinacdo residuo mineral bruto (cinzas), primeiramente os cadinhos
vazios foram padronizados por 1 hora em forno mufla (Modelo 0216, Fornitec®, Séo
Paulo, Brasil) a 600 °C. Em seguida foram removidos, resfriados em dessecador a
temperatura ambiente e entdo pesados vazios. Foram adicionados 5 gramas de
amostra e anotado os pesos exatos. As amostras foram incineradas inicialmente no
Bico de Bunsen e seguiram para a mufla (Modelo 0216, Fornitec®, Sao Paulo, Brasil)
a 600 °C até que as amostras adquirissem um branco acinzentado. Apés este periodo,
os cadinhos foram retirados, resfriados e entdo pesados. O teor de cinzas foi calculado
atraves da Equacéo 4:

% Cinzas = (100. N) /P (Eq. 4)

Onde, N é a massa do residuo apds a incineracao e P é a massa inicial da amostra.
Para o ensaio de umidade foram padronizados os pesa-filtros vazios durante 1
hora em estufa a 105 °C, sendo retirados e resfriados em dessecador até temperatura
ambiente e pesados vazios. Posteriormente foram adicionados aproximadamente 5
gramas de amostra Umida e colocados na estufa a 105 °C até peso constante (IAL,
2008). O célculo do teor de umidade da amostra em triplicata foi realizado com base
na Equacéao 5:
% Umidade = (100. N) /P (Eq. 5)

onde, N é a massa perdida em gramas (umidade) e P é a massa inicial da amostra.

4.2 OBTENQAO DOS EXTRATOS BAGACO DO MALTE
4.2.1 Preparacao e Extracdo do Bagaco de Malte

Inicialmente, 20 gramas do bagaco do malte triturado foi submetido a
maceracado com uma proporcao volumeétrica etanol/agua 80:20 e mantido no escuro
(sob papel aluminio) por 10 dias em estufa tipo BOD (Tecnal®, modelo TE-371,
Piracicaba, Brasil) a 25°C. Apos esse periodo de maceracao, a amostra foi filtrada e
parte solida foi seca em estufa por cerca de 10 horas a temperatura de 65 °C, sendo
esse material armazenado em geladeira até sua utilizacdo para a extracdo pela

técnica de Soxhlet (Figura 3). O experimento foi conduzido em quadruplicata.
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A parte solida do BM previamente submetida a maceracao foi pesada (cerca
de 5 gramas) em balanca analitica utilizando papel filtro em formato de cartucho e
colocado dentro de um extrator tipo Soxhlet. Um baldo de 250 mL foi anexado e 100
mL de acetona foram adicionados ao tubo de extracdo. A temperatura foi mantida a
60 °C e a extracao foi realizada por trés horas. Apds esse processo, 0 excesso de
solvente foi removido em rotaevaporador (modelo 830, Fisatom®, Sdo Paulo, Brasil)

com temperatura controlada de 65 °C e 30-40 rpm (Figura 3).

Figura 3 - Extrator de Soxhlet (A) e Rotaevaporador (B)

Fonte: a autora

4.2.2 Determinacao da Capacidade Antioxidante dos Extratos de Bagaco de Malte
4.2.2.1 Determinacédo do teor de fendlicos totais

A determinacao do teor de fendlicos totais foi realizada em triplicata conforme
o método de Folin-Ciocalteau. Os extratos foram diluidos em solugéo hidroalcodlica
(70:30) para obtencao de uma solucdo de concentracao igual a 20 mg/mL. A solucao
padrdao de acido galico 50, 100, 200, 400, 600 e 800 pg/mL utilizada para o
desenvolvimento da curva de calibragédo. Para tanto, a curva de calibracdo de acido
galico foi preparada e se mostrou linear no intervalo proposto, com valor de r2 = 0,9924
e equacado daretay =0,0016x + 0,0271. Os resultados do teor de compostos fenolicos
totais foram expressos como equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg
EAG/Q).
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4.2.2.2 Determinacdo da atividade antioxidante através do método de sequestro de
radicais livres (DPPH")

A atividade sequestrante das amostras foi testada em relagcdo a 60 pM de
DPPH- (2,2-difenil-1-picril-hidrazil, Sigma—Aldrich®), que foi solubilizado em etanol
absoluto (Synth®). O meio de reacbes foi composto por aliquotas de 1, 5, 10, 20, 50
e 75 uL de amostra e 300 pL da solugdo de DPPHe.. O volume foi completado com
etanol até 1000 pL. A mistura foi incubada por 15 minutos em temperatura ambiente
e protegida da luz. A atividade foi verificada em termos da diminuigéo da absorbancia
em 531 nm. A verificacdo foi realizada em leitor de placas em leitor de microplacas
multi-modo hibrido SynergyTM H1 com software Gen5.2 (BioTek®, USA) (LEMES et
al., 2018). O resultado foi expresso em IC50 (g / mL), ou seja, a quantidade
necessaria que uma amostra precisa para inibir em 50 % os radicais DPPH.

4.2.2.3 Determinacéo da atividade antioxidante através do método de sequestro de
radicais livres (ABTS™)

Para analisar a atividade antioxidante foi utilizado o método da acdo scavenger
sobre o ABTS* (radical catibnico do acido 2,2'- azinobis-3-etilbenzotiazolino-6-
sulfénico). O radical catidbnico ABTS** foi preparado usando 5 mL de solugéo estoque
ABTS** (7 mm) com 88 uL de persulfato de potassio, permitindo que a reagéo
avancasse a temperatura ambiente, protegido da luz por 12 h antes do uso (RE et al.,
1999). Antes do teste, a solucdo ABTS* foi diluida com tampéo fosfato de sédio 10
mm (1:20, v/v). Para a analise, em cada tubo foi adicionado 300 pL de amostra de
teste e solucdo ABTS*300 uL. Apds 30 min de reagao na auséncia de luz, 200 uL de
amostras foram transferidos para uma placa de 96 pocos para a determinacédo da
absorbancia em um leitor de microplacas multimodal de espectrofotémetro hibrido,
com comprimento de onda de 734 nm. As amostras foram testadas em triplicata e a

quercetina foi utilizada como padréo.
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4.3 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DA EMBALAGEM ATIVA

4.3.1 Preparo dos Filmes

A obtencdo dos filmes foi realizada pelo método de casting conforme
metodologia descrita por Santos (2020), com adaptacées. O amido de mandioca foi
usado na concentragdo de 3 % (m/m; b.s.), glicerol na proporgdo de 20% (m/m; em
relacdo ao amido) e 20 % (m/m; em relacdo ao amido) de poli (vinil &lcool) (PVA). A
adicao do extrato de BM se deu nas concentragcdes 5 %, 7,5 % e 10 % (m/m de extrato;
em relacdo ao amido). Agua destilada foi utilizada em quantidade suficiente para
completar o volume para 100 mL. As formulagbes, conforme mostrado na Tabela 1,
foram aquecidas gradativamente até atingir 95 °C, sob agitacdo e em seguida
resfriadas até temperatura ambiente (25 °C + 2). Apds o preparo, aproximadamente
40 gramas das solucdes filmogénicas foram dispersas em placas de Petri (15 cm de
didametro) e submetidas a secagem em estufa com circulagdo de ar a 60 °C, por 8
horas. Os filmes secos foram removidos manualmente das placas e condicionados

em camara tipo BOD a 25 °C.

Tabela 1 - Formulag@es dos filmes a base de amido.

. . Glicerol Poli (vinil Extrato do
Formulacfes Amido de mandioca (b.s.) (%) * alcool) *
(%) o+ BM()
FS 3,00 0,66 0,66 0,0
F5BM 3,00 0,66 0,66 50
F7,5BM 3,00 0,66 0,66 7,5
F10BM 3,00 0,66 0,66 10,0

Fonte: a autora.
* Em relagdo & massa de amido
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4.3.2 Caracterizacdo dos Filmes

4.3.2.1 Determinacédo da espessura e densidade

A espessura dos filmes foi obtida conforme o método ASTM F2251 (ASTM, 2013)
por um micrémetro digital. O resultado foi apresentado pela média de dez medidas em
posicdes diferentes para cada filme (VARGAS, 2022). A densidade dos filmes foi
determinada de acordo com Rosas et al. (2019). Para a realizacdo do teste de
densidade as amostras foram cortadas com dimensfes 20 mm x 20 mm e
condicionadas por 20 dias em dessecador contendo cloreto de calcio anidro (CaCl,)
para serem desidratadas. Em seguida, as amostras foram pesadas em balanca
analitica e sua massa e area foram determinadas. A densidade do filme foi expressa

em g/cms.

4.3.2.2 Solubilidade em agua

As amostras foram cortadas no tamanho 20 x 20 mm e secas por 3 dias em
dessecador contendo cloreto de calcio anidro. Apés este periodo as amostras foram
pesadas e imersas em agua destilada (proporgéo 30:1 - agua: amostra) por 48 horas
a 25 °C. Apos esse periodo, as amostras foram retiradas e secas a 105°C por 4h e
pesadas novamente. A diferenca de massa antes e apos a imersédo foi usada para

calcular a solubilidade do material em agua (OLIVATO et al., 2014).

4.3.2.3 Opacidade aparente

A opacidade aparente foi determinada usando um colorimetro (BYK Gardner-

USA) em um angulo de 10 ° usando um iluminante D65 (luz do dia), de acordo com

as informagdes da Hunterlab. A opacidade (Y) foi calculada em relacdo a

Luminosidade (L) da amostra medida em um padréo branco (Yb) e preto (Yp) de
acordo com a Equacéo 7.

Y =(Yp/Yp) x 100 Eq. (7)
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onde Y é a opacidade aparente, Yp € a luminosidade (L) da amostra medida em
relacdo a um padrédo preto e Y» € a luminosidade (L) da amostra medida em relagéo
a um padrdao branco. Os resultados foram divididos pela espessura e expressos
usando uma escala aleatéria (% / pm™), pois a espessura tem um efeito significativo
na opacidade da amostra. A amostra foi analisada em triplicata (OLIVATO et al.,
2014).

4.3.2.4 Permeabilidade ao vapor da agua

A permeabilidade ao vapor de agua foi avaliada pelo método gravimétrico da
American Society for Testing and Material (ASTM E-96-95) (1995). Primeiro, as
amostras foram cortadas em duplicata e condicionadas por uma semana a 53 % em
umidade relativa (solucéo saturada de Nitrato de Magnésio Mg (NO;)2). Em seguida,
os filmes foram posicionados nas aberturas de cada célula e selados, sendo o interior
da célula preenchido com cloreto de calcio anidro e a selagem realizada com cola a
prova d'agua (OLIVATO et al., 2011). As células foram pesadas no tempo zero e em
seguida colocadas em dessecador contendo solucdo saturada de cloreto de sodio
(NaCl) com umidade relativa de 75 %. Este sistema cria um gradiente de umidade
relativa que permite que o vapor de agua entre na célula. A pesagem foi realizada
continuamente a cada duas horas, em um tempo total de pesagem de 10 horas. Em
seguida, pesadas apos 24 e 48 horas (OLIVATO et al., 2011).

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua foi calculada de acordo com a

Equacéo 8, e a permeabilidade ao vapor de agua por meio da Equacéao 9.
TPVA = (mlt). (1/A) Eqg. (8)

onde, m é a massa (g), t € o tempo (h) e A é a area de permeacédo do corpo de prova

(m2).
PVA = (TPVA. €) Ips (UR1 - UR2) Eq. (9)

onde, e é a espessura média do corpo de prova (m), ps € a pressao de saturacéo de
vapor a temperatura do ensaio (Pa), UR1 é a umidade relativa no interior do
dessecador e UR2 é a umidade relativa no interior do frasco. Os valores de umidade
relativa utilizados na equacao foram divididos por 100. O ensaio foi realizado em

duplicatas.
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4.3.2.5 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas do material foram determinadas pelo método
descrito pela American Society for Testing and Material (ASTM D-882-91, 1996) por
meio de uma maquina universal de testes (Shimadzu). Foram utilizadas 10 amostras
de cada formulagéo, cortadas no tamanho 50 X 20 mm e condicionadas por 48 horas
em umidade relativa de 53 %. No equipamento, as amostras foram ajustadas a garra
pneumatica, com distancia entre as garras de 30 mm e velocidade de tragéo 0,8 mm/s.
As propriedades determinadas foram: Tensdo Maxima na Ruptura (MPa),
Alongamento na Ruptura (%) e Modulo de Young (MPa).

4.3.2.6 Microscopia Eletronica de Varredura com emisséo de campo (MEV-FEG)

A morfologia da superficie dos filmes biodegradaveis foi avaliada utilizando um
microscoépio eletrénico de varredura com emissdo de campo (Field Emission Gun
Scanning Electron Microscopy — FEG-SEM) utilizando microscopio eletrénico
TESCAN (modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca). Para isto foram cortadas amostras
em tamanho 20 X 20 mm e secas em dessecador contendo cloreto de calcio anidro
(CaCl2) por 3 semanas (OLIVATO et al., 2015). As amostras de filme foram revestidas
com ouro utilizando-se o equipamento Sputter Coater (SC 7620) e observadas com
uma voltagem de aceleracédo de 1 kV. As imagens foram obtidas em ampliacdes de
500x e 3000x.

4.3.2.7 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de FT-IR dos filmes biodegradaveis foram obtidos utilizando um
espectrometro FT-IR (Tensor 37, Billerica, EUA), equipado com o software Opus
7.2.139 (Bruker, Billerica, EUA), através da técnica de Refletancia Total Atenuada
(ATR). Foi utilizado um cristal de seleneto de zinco e os filmes analisados na regiédo

espectral de 4000-400 cm, com 64 varreduras e resolucédo de 4 cm™™.
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4.3.2.8 Liberacdo de compostos fendlicos totais dos filmes

A andlise foi realizada conforme descrito por Ludka (2022), com algumas
adaptacdes. Os filmes foram cortados em tamanho 20 x 20 mm, em triplicata, e
deixados em dessecador de cloreto de calcio UR 53 % por 48 horas. Em seguida,
adicionou-se 10 mL de agua destilada sobre cada um dos filmes (20 x 20 mm) e apos
o tempo estipulado (0,1, 3, 6 e 8 horas) foi retirado 1 mL de agua, sendo definidos o
teor de compostos fendlicos das aliquotas pelo método de Folin-Ciocalteau, como se
segue: 200 pL desta diluicdo foram transferidos para um tubo de ensaio e combinados
com 7 mL de &gua destilada, 500 pyL do reagente Folin-Ciocalteau e depois de 30
segundos, foram inseridos 2,5 mL de Na,CO3; 10,6 % (m/v). Apos 5 minutos de
incubacao a temperatura de 50 °C, a absorbancia foi medida em A=715 nm em leitor

de microplacas multimodo hibrido.

4.4 AVALIACOES DOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS DAS AMOSTRAS
DURANTE ARMAZENAMENTO

4.4.1 Preparo das Amostras de Queijo

O queijo tipo prato fatiado foi adquirido do comércio local de Ponta Grossa- PR,
ao qual foi envolvido e acondicionado com a embalagem desenvolvida. Para o estudo
da influéncia da embalagem na vida util do queijo, foram definidos 3 tratamentos:
amostra controle (QFO), que consistiu no queijo embalado com filme  original (poli
(etileno)); a amostra QFBM que se refere ao queijo embalado com filme biodegradavel
ativo contendo 10 % (m/m) de extrato de BM; e amostra QSF, relacionada ao queijo
sem embalagem. As fatias de queijos de todos os tratamentos foram armazenadas
sob refrigeracéo (4 - 7 °C) e ao abrigo da luz durante 28 dias. As amostras foram
retiradas em diferentes tempos (0, 7, 15, 28 dias), sendo os parametros fisico-

guimicos e microbiolégicos analisados.
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4.4.1.1 Analises Fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata e durante a vida util das
amostras de queijo tipo Prato submetido aos diferentes tratamentos foram as

seguintes:

e Teor de umidade, utilizando-se a técnica gravimétrica de aguecimento em
estufa, baseando-se na perda de peso das amostras submetidas ao
aquecimento a 105 °C até peso constante, conforme AOAC (2012; 1990).

e Acidez total titulavel (ATT): determinada por titulagdo, utilizando-se uma
solucdo de NaOH 0,1 N e fenolftaleina como indicador, sendo o resultado
expresso e porcentagem de &cido lactico, conforme as normas analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2008).

e pH: determinado por potenciometria apos trituragdo das amostras (3 gramas)
em agua destilada (30 mL), AOAC, (2012).

e Dureza: A analise de dureza foi determinada utilizando-se um texturdmetro
(TA.XT2 da Stabl e Micro Systems) utilizando-se um probe de cisalhamento
Warner-bratzler, com velocidade do probe de 60,0 mm/s.

e Cor: Determinada por Colorimetria, utilizando-se um colorimetro manual,
Konica Minolta, com os parametros: L*, luminosidade; a*, contribuicdo do
vermelho; e b*, contribuicdo do amarelo. A analise foi realizada em triplicata em
cada fatia de queijo de 18 gramas.

e Atividade de agua (Aw): foi medida por meio de um determinador de Aw, da
marca AQUALAB, modelo CX2, a temperatura de 24 °C £ 0,5 °C.

e Perda de peso em massa: As andlises foram realizadas nos tempos 0 e 3, 6,
9,12, 15, 18, 21, 24 e 28 dias de armazenamento. Uma fatia (aproximadamente
18 gramas) referentes a cada um dos trés tratamentos utilizados em cada
tempo de armazenamento. A analise foi realizada com o uso de uma balanca
eletronica analitica (Marte, modelo AD3300, Minas Gerais, Brasil), com 0,01
gramas de preciséo, pela subtragéo do peso inicial e final, sendo os resultados

expressos em porcentagem.
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4.4.1.2 Processo de extracao de gordura e determinacéo do indice de acidez

O método utilizado para a extracdo da gordura foi adaptado do método descrito
por Bligh Dyer (1959). Amostras de 30 gramas de queijo triturado foram adicionadas
de 150 mL de cloroférmio, 300 mL de metanol e 120 mL de agua. Em seguida, a
solucéo fora agitada durante 30 minutos. Adicionou-se 150 mL de cloroférmio e 150mL
da solucao de sulfato de sédio anidro 1,5 % previamente preparada. Agitou-se durante
2 minutos e logo em seguida foi transferido a solucdo para uma ampola de
decantacdo. ApOs completa separacao das duas fases, foi retirada a fase cloroférmica
e filtrada para um baldo evaporador com um filtro Whatman n° 4, ao qual foi adicionado
1 grama de sulfato de sddio anidro para reter a agua da amostra. Depois foi evaporado
o cloroférmio a 40 °C. Até a realizacao dos ensaios do indice de acidez, a gordura foi
conservada, protegida da luz, a 5 °C.

A determinacao do indice de acidez foi realizada conforme Instru¢do Normativa
do Instituto Adolfo Lutz (2008), para a qual foram pesadas 2 gramas da amostra
homogeneizadas e liquidas em frasco Erlenmeyer de 125 mL, adicionadas 25 mL de
solucao de éter-alcool (2:1) neutra, acrescidas de 2 gotas de solugéo de fenolftaleina,
logo sendo titulada com solug&o de hidroxido de sédio 0,1 M, observando o exato
ponto de viragem, até o aparecimento da coloracao rosea, a qual devera persistir por

30 segundos.

4.4.2 Andlises Microbiolégicas

A andlise microbiolégica para contagem de bolores e leveduras foi realizada
conforme recomendacéo de Siqueira (1995). Apds o preparo da amostra e diluicéo
correspondente, adicionou-se 0,1 mL de cada diluicdo do in6éculo previamente
preparado em uma placa de Petri contendo meio de agar batata dextrose, e foram
incubadas em B.O.D. (Modelo CP 602, Solab) por 5 dias a 25 °C para contagem de
coloénias de bolores e leveduras. Os resultados foram expressos como unidades
formadoras de colbnias por grama de amostra (UFC.g™1).

Para analises e Escherichia coli as amostras foram fracionadas assepticamente
em porcOes de 25 gramas, em placas de Petri estéreis, com o auxilio de facas e
espatulas esterilizadas, em seguida foram colocadas em erlenmeyer, contendo 225

mL de agua peptonada estéril, precedido de homogeneizac¢do por 3 minutos. Para
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realizacdo do teste presuntivo, foram selecionadas as diluicdes de 101 a 1073,
inoculadas (1 mL) em trés séries de trés tubos para cada diluicdo contendo 10 mL de
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST). Foram incubados a 35 °C por 48 horas. Para
realizacdo do teste confirmativo, apés o tempo decorrido da incubacdo, foram
selecionados os tubos positivos que apresentaram turvacado do meio e formacéo de
gas no interior do tubo de Durhan, sendo transferida uma alcada para tubos de ensaio
com Caldo Escherichia coli (EC), meios seletivos para termotolerantes. Os tubos
foram incubados em estufa e os 27 tubos EC a 45 °C por 48 horas. Apés a incubacao,
0s tubos que apresentavam turvacdo do meio e formacéo de gas no interior do tubo
de Durhan, foram considerados positivos para a presenca destes microrganismos. Os
resultados encontrados foram de acordo com a leitura da tabela do Numero Mais
Provavel (NMP) /g. Para analise de Escherichia coli, dos tubos de caldo EC que num
periodo de 48 horas apresentaram turvacao do meio e producao de gas nos tubos de
Durhan, alcadas foram inoculadas por estrias de esgotamento em placas de Petri

contendo agar Levine Eosine Azul de Metileno (L-EMB).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se o software GraphPad
Prisma (v.5.01), onde foram realizados a Analise de Variancia (ANOVA) de uma e de
duas vias seguidas de poOs teste Tukey e Bonferroni, respectivamente com
(significancia de 5%). O ICso do ensaio da atividade antioxidante ABTS** e DPPH*

foram calculados por regressao linear.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DO BAGACO DE MALTE

O bagaco de malte apresentou baixos teores de umidade, cinzas, lipideos e
elevado teor de fibras e proteina bruta (Tabela 2). O bagaco de malte utilizado neste
estudo apresentou composicdo semelhante aos resultados relatados por Mello e Mali
(2014), que encontraram teor total de fibra bruta de 63,84 + 2,32 %, de cinzas de 2,78
+ 0,18 % e teor de umidade de 5,34 £ 0,49 %.

Tabela 2 - Composicéo centesimal do baga¢o de malte do tipo Pilsen (BM).

Parametros Resultados para o BM (%)
Umidade 5,24 £ 0,52
Cinzas 2,40 £ 0,13
Lipideos 9,89 + 0,08
Proteina 22,99+1,21
Fibra bruta 68,12 + 5,42

Nota: (BM- Bagaco do malte)
Dados expressos como média + desvio padréo (n=3, exceto fibras, cujo n= 8).
Fonte: a autora.

No estudo de Figueiredo et al. (2020) foram encontrados resultados similares
aos da Tabela 2, com teores de lipidios de 9,42 * 0,40 %, teor de cinzas de 5,42 +
0,38 %, umidade de 23,96 *+ 0,08 % e proteinas de 23,53 + 0,51 %, para bagaco de
malte.

Saraiva et al. (2019) afirmaram que a composicao final do residuo de BM pode
variar de acordo com o tipo de malte e o processo utilizado. Em seus resultados
encontrou teor de proteinas de 23,48 % e fibras brutas de 19,62 %, sendo este ultimo
muito inferior ao do presente estudo. Jacometti et al. (2015) verificaram em residuos
fibrosos obtidos da agroindustria uma percentagem de proteinas de 13,60 %, lipideos
4,44 % valores inferiores, somente para cinzas valor de 2,78 %, e fibra bruta de 61,83
% valores que corroboram com este estudo.

A variacao dos valores obtidos para a composi¢cao centesimal de subprodutos,
principalmente do bagaco de malte, se deve a diversos fatores como a variedade da
cevada, a época da colheita, os graos utilizados no malte, o processo de mosturagao,
residuo de leveduras e do tipo de cerveja obtida (MELLO; MALI, 2014).
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5.2 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE
BAGACO DE MALTE

A quantificacdo do teor de compostos fenolicos no extrato de bagaco de malte
obteve resultado de 263,23 + 10,97 mg EAG/g amostra. Almeida (2022) encontrou
teores de compostos fendlicos de 154,52 + 2,36 mg EAG/g para o extrato do bagaco
de malte, sendo que o presente estudo apresentou maior quantidade de compostos
fendlicos. Ivanova et al. (2017) avaliando compostos fendlicos de diferentes maltes,
encontrou valores variando 1,30 a 1,60 mg EAG/g, inferiores aos relatados na Tabela
2. Essas diferencas se devem, provavelmente, as diferentes matérias-primas,
processos de producdo e temperatura utilizadas na producdo da cerveja. Ainda, as
variacdes observadas no teor de fendlicos obtidos para o extrato de bagaco de malte
podem ocorrer devido as suas condicdes de armazenamento, ao tipo solvente
utilizado e o método de extracdo. Segundo Moreira et al. (2013), as diferencas
genéticas, climaticas ou geogréficas de cada gréo e o processo de maltagem podem
influenciar na composicao e caracteristicas antioxidantes do BM.

Os resultados obtidos para o BM, quando analisados frente a outros tipos de
extratos, mostram que o BM apresentou maior teor de compostos fendlicos em seus
resultados, considerando o mesmo método extracdo. Kmiecik; Gramza-Michatowska
e Korczak (2018), ao avaliar extratos de ch& verde, obtiveram resultados de teor de
fenolicos de 198 mg EAG/g extrato. Cruz (2016), avaliando o teor de fendlicos dos
extratos da semente de butia, obtidos pelo método de extracdo Soxhlet observou que
o teor de fendlicos variou de 15,6 a 193 mg EAG/g.

Os resultados da andlise antioxidante do extrato de BM avaliada pelos métodos
de DPPH-+ e ABTS+ séo apresentados na Tabela 3. Ambos os testes apresentaram
tendéncia crescente de atividade antioxidante em relacdo a concentracao de extrato
utilizada no experimento. Os ensaios relativos ao método de captura de radicais
ABTSe+ mostraram que este apresentou nivel de eficiéncia similares de captura

apresentadas no ensaio DPPHe.
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Tabela 3 - Atividade antioxidante do extrato do bagaco de malte pelo método scavenger de ABTS** e

DPPHe.
Concentracédo (ug/mL) Inibic&o (%) Inibic&o (%)
(DPPH?*) (ABTS*Y)

250 20,60 + 1,56 90,65 + 16,24
225 19,44 £ 0,60 82,93 +5,42
200 18,52 + 3,03 47,97 + 3,01
175 9,03 + 3,01 34,76 + 4,99
150 7,17 + 0,87 30,28 £ 0,35
125 3,24+1,91 15,24 + 4,00
100 1,85+2,63 4,27 + 0,86
ICso >250 (447,07) 185,95

Nota: Dados expressos como média + desvio padrao (n=3). IC50 calculada interpola¢éo em regressao
linear
Fonte: a autora

Os resultados de atividade antioxidante por ambos os métodos também foram
expressos como ICsp, que se refere a concentragdo minima de extrato necessaria para
inibir em 50 % a atividade dos radicais livres DPPH® e ABTS**. Dessa forma, quanto
menor o ICso, maior a atividade antioxidante do extrato. O resultado obtido para o ICso
do extrato de bagaco de malte na atividade scavenger de ABTS** foi de 185,95 pg/mL
e para o método DPPH?® foi de 447,07 ug/mL (Tabela 3). Esses resultados comprovam
a atividade antioxidante do bagaco de malte em ambos os testes. Como o DPPH* sé
pode ser dissolvido em meio organico, pode ocorrer uma limitacdo na determinagao
de antioxidantes hidroxila, ao contrario do ABTS** que é solavel em a&gua e meio
organico (OYAIZU, 1986). Estas caracteristicas quimicas presentes no bagaco de
malte estdo atribuidas a compostos hidrofébicos que atribuem baixa absorcédo e
solubilidade em agua, mas alta absor¢éo em 6leo.

Almeida (2014) analisou a atividade antioxidante do bagaco de malte pelo
método DPPH- e atingiu o resultado de ECso em torno de 6,62 + 0,09 mg/mL, ja
utilizando o método ABTS<+ encontrou 26,09 + 0,80 mg/ mL. Saraiva et al. (2019)
tambeém verificou a atividade antioxidante do BM por ABTSe<+ (30,05 mg/mL) e DPPH-
(12,86 mg/mL), em percentagem de radical livre de ambos os métodos. Vale ressaltar
gue os autores utilizaram diferentes concentracbes de extrato, obtidos a partir de
diferentes processos extrativos, o que torna dificii uma comparacdo real com o
presente trabalho.

A comparacéao dos resultados de atividade antioxidante obtidos para o bagaco

de malte com outros residuos agroindustriais € interessante como forma de avaliar o
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potencial de aplicacdo comercial deste material. Nesse sentido, Batista (2013) avaliou
a capacidade antioxidante em extracédo etandlica da casca do fruto laranjinha de pacu
obtiveram resultados de ICso de 228,26 pg /mL, avaliados por meio da técnica de
DPPHe-. Rego (2014) realizou atividade antioxidante por DPPH+ em casca do arroz,
com resultados de 1Cso compreendidos entre 120 pg/mL a 140 pg/mL. Salanti et al.
(2010), observaram valores de ICso de 110 pg /mL em amostra de casca arroz
extraidas com etanol por DPPHe.

O ICso observado para o BM de malte foi superior aos relatados nestes estudos.
A diferenca entre os resultados obtidos neste trabalho e os de outros autores pode ser
parcialmente explicada pela diferenca de subvariedades de extratos solventes e
métodos de extracdo usados. Outro aspecto na comparacao de resultados € que a
determinacdo da capacidade antioxidante pelo método do DPPH+ e ABTS++ nao é
universal. Dependendo do procedimento usado, os resultados podem ser reportados

de inimeras formas.

5.3 CARACTERIZACAO DOS FILMES

5.3.1 Espessura, Solubilidade, Densidade, Opacidade e Permeabilidade ao Vapor de

agua.

A Tabela 4 apresenta os resultados das andlises de espessura, solubilidade,

densidade e opacidade dos filmes incorporados com BM.

Tabela 4 — Espessura, solubilidade, densidade e opacidade dos filmes.

Filmes  Espessura (um) Solubilidade (%) Densidade (g/cm®  Opacidade

FS 49,5 + 4,02 47,64+48¢% 0,0039 + 0,0008a 29,0+7,02
F5BM 49,5+6,12 48,78 + 9,22 0,0052+ 0,0021° 206+152
F7,5BM 87,0+ 20,9" 50,1 + 25,72 0,0057 + 0,0031° 25,+3,62
F10BM 87,5+ 18,2" 54,1 + 25,32 0,0079+ 0,0025° 329+6,02

Dados expressos como média + desvio padréo Letras diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca
estatistica (p<0,05). Notas: o niimero na sigla da amostra é referente a concentragdo de BM.
Fonte: a autora.

A espessura dos filmes variou entre 49,5 um e 87,5 um e a adicéo dos extratos
de BM nas concentracdes elevadas (F7,5BM e F10BM) aumentou significativamente
a espessura dos filmes, em relagéo as amostras FS e F5BM. Essa diferenca se deve,
provavelmente, ao maior teor de solidos totais nas formulacdes contendo mais extrato,
conforme mostrado por (ROSAS, 2019).
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No estudo de Ludka (2022) avaliando filmes contendo BM nas concentracdes
de 3% e 5% (m/m) obtiveram espessuras similares as do presente trabalho, variando
de 0,085 mm a 0,088 mm, valores correspondentes a 85 um e 88 um, sem diferenca
estatistica entre as formulagdes.

A densidade do filme ou de uma determinada area do material esta diretamente
relacionada & sua resisténcia mecanica (SARANTOPOULOS et al., 2002; ALMEIDA,
2013). Os valores de densidade dos filmes (Tabela 4) demonstram que o filme
controle (FS) apresentou menor valor de densidade, quando comparado aos demais.
Assim foi possivel concluir que a adicdo do extrato de BM leva a filmes mais densos
e, embora ndo tenham sido observadas diferencas entre as concentracdes de extrato
testadas, uma tendéncia de aumento na densidade foi observada para a amostra
F10BM. O aumento no teor de sélidos totais por area de filme pode ter contribuido
para os valores de densidade observados, estando de acordo com os resultados
obtidos para a espessura dos filmes.

A solubilidade em agua € uma caracteristica importante no desenvolvimento de
materiais projetados para entrar em contato direto com meios aquosos, especialmente
no caso de embalagens de alimentos. Normalmente, amostras com alta solubilidade
em agua tendem a solubilizar quando entram em contato com produtos alimenticios
com alta atividade de agua (LEITES, FRICK e CRISTINA 2021). O presente trabalho
mostrou valores de solubilidade em agua das amostras de filmes (FS, F5BM, F7,5BM
e F10BM) de 47 % a 54 %, sem diferenca significativa entre as amostras (Tabela 4).
Isso mostra que, nas concentracdes testadas, o extrato de BM nao interferiu na
afinidade dos filmes com a agua.

De Moraes Crizel et al. (2016) avaliaram a solubilidade de filmes a base de
gelatina e glicerol com a incorporacdo de residuo de mirtilo (na forma de fibras ou
extrato), e ndo encontrou diferenca estatistica, com resultados de solubilidade
variando entre 26 e 32,5 %, inferiores a esse estudo.

Leite, Frick e Cristina (2021) mostraram que a solubilidade em agua para os
filmes de amido de mandioca com a incorporacao de residuos de laranja na forma de
extrato aquoso foi significativamente maior do que em pod, segundo possivelmente
devido ao maior teor de compostos hidrossoluveis na fracdo extraida em semelhanca
com po (LOPEZ et al.,, 2016). O aumento da solubilidade em agua também foi
observado por Nouri e Mohammadi (2014) para a adicdo de extrato de folha de betel



45

em filmes de amido de sagu e em Nogueira et al. (2019) para polpa de amora em
filmes bioativos de amido de araruta.

Baek et al. (2019) relataram que a solubilidade em &gua dos filmes a base
de amido de feijdo aumentou (de 25 % para 32 %) apos a incorporacdo de extratos
de maqui usando diferentes concentracdes. Isto acontece devido a diminuicdo da
integridade da matriz base (amido) por extratos que elevam o teor de agua dos filmes
(HOMAYOUNI et al., 2017).

Propriedades Opticas, como a cor e opacidade, sdo as caracteristicas mais
relevantes ao considerarmos a aceitacao do consumidor, pois influenciam as escolhas
alimentares. Filmes transparentes sdo mais aceitaveis, pois auxiliam na visualizacédo
dos alimentos e trazem seguranca aos consumidores (BALTI et al., 2017; OLIVEIRA
et al., 2018). Os resultados da andlise da opacidade dos filmes estdo descritos na
Tabela 4. Independente da concentracdo de extrato de BM adicionada as
formulacbes, a opacidade dos materiais permaneceu a mesma, sem diferenca
significativa em relacdo a amostra controle (FS). Esse resultado favorece a aplicacdo
dos materiais biodegradaveis ativos com extrato de BM na embalagem de alimentos,
considerando que a aparéncia visual € essencial para a apresentacdo do produto
alimenticio.

No trabalho de Ludka (2022) foram desenvolvidos filmes de amido com adicéo
de BM, o que resultou em opacidade similar (28,5 %/um— 32,5 %/um) entre as amostras
(sem diferenca significativa), que esta de acordo com os resultados observados no
presente estudo. Rocha et al. (2014) ao avaliar flmes de amido de mandioca e
proteina de soja plastificados com glicerol, observaram que os diferentes teores de
extrato proteico de soja e de glicerol, assim como a variacdo do pH, ndo afetaram
significativamente a opacidade dos materiais.

Almeida et al. (2013) observaram um aumento da opacidade em funcdo do
aumento da concentracdo de celulose microbiana nos filmes de amido de batata e
celulose microbiana plastificados com glicerol. Essa variagao ocorreu devido ao teor
de amilose dos amidos presentes em cada componente de misturas, cujas moléculas
devido a linearidade se aproximam para formar pontes de hidrogénio entre hidroxilas
de cadeias adjacentes. No estudo em questdo, o amido de mandioca foi adicionado
na mesma propor¢ao em todas as formulacoes, e a adicdo do extrato nao influenciou
a interacdo entre os componentes da matriz polimérica, mantendo opacidade

constante.
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A Figura 4 (a), demonstra a taxa de permeabilidade ao vapor de agua (PVA). E
possivel observar que existe uma tendéncia de reducdo do PVA entre as amostras
FS, F5BM, F7,5BM e F10BM, respectivamente, no entanto, ndo houve diferenca
estatistica entre resultados encontrados independente da concentracdo de extrato
testada (p<0,05). A presenca dos extratos de BM nao interferiu no comportamento dos
filmes em relacdo a sua permeabilidade ao vapor de agua (PVA). Entretanto, a
tendéncia de reducdo da PVA com o aumento na propor¢do de extrato pode ser
observada, o que pode ser justificado pela hidrofobicidade dos extratos de BM, sendo
gue concentracdes superiores de extrato poderiam resultar em filmes com reduzida
PVA. No mesmo segmento da Figura 4 (b), € possivel verificar os filmes

desenvolvidos.

Figura 4: (a) Permeabilidade ao vapor de agua (PVA - (g.m™. s, Pa) x10-13) dos filmes; (b) Filmes

desenvolvidos.
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47

Da Rosa Zavareze et al. (2012), afirmam que materiais de embalagem devem
possuir baixos valores de permeabilidade ao vapor de agua (ou alta barreira) para
aplicacbes alimenticias, visando preservar as propriedades fisico-quimicas e
biolégicas dos alimentos. Mikolaiczik et al. (2020) demonstraram que a
permeabilidade ao vapor da agua de filmes de amido de mandioca incorporados
extrato de Physalis peruviana em diferentes concentracdes resultou na diminuicéo da
PVA. Tal fato se deve a diminuicdo da concentracdo de glicerol. Enquanto para este
estudo ndo houve interferéncia, pois, a quantidade de glicerol usada foi constante em
todas as amostras.

Conforme Moraes Crizel (2016), avaliou filmes com extrato de bagaco de mirtilo
em diferentes concentracbes e observou que a adicdo dos extratos ndo afetou a
permeabilidade do vapor de agua. Esse resultado, assim como o apresentado nesse
estudo, pode ser explicado devido a uma possivel interacdo estrutural da matriz
filmogénica com os compostos fendlicos presentes no extrato, o qual ndo alterou a
higroscopicidade do material nas concentragdes testadas.

Segundo Benvegnu (2022), a permeabilidade ao vapor de agua avaliada em
filmes contendo extrato etandlico de propolis resultou em valores de 5,00.101! +
5,63.10 g.m-1. Pal. st identificando que a adicdo de extrato ndo interferiu
estatisticamente no comportamento dos filmes, sendo o mesmo observado para
resultados de PVA (Figura 4). Outro estudo bastante similar foi desenvolvido por
(MARTINY et al. 2021) que utilizaram como base a carragena e glicerol, que resultou
em uma permeabilidade ao vapor de agua de 6,61.10'* g.m-1. Pa’. s’*. Comparando
com a literatura é possivel observar que os resultados obtidos aqui foram bastante
promissores quando relacionados a permeabilidade do vapor de agua.

5.3.2 Propriedades Mecéanicas

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados dos ensaios de tracdo para
avaliagdo das propriedades mecéanicas das diferentes formulagbes de filmes. Nao
houve diferenca estatistica entre as amostras considerando a resisténcia maxima a
tracdo, o que mostra que mesmo quando concentragcdes superiores de extrato séo
adicionadas as formulacgfes, a resisténcia dos materiais foi mantida, favorecendo a

aplicacao dos extratos como bioativos em embalagens ativas para alimentos.
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Essa resisténcia é desejavel em filmes quando utilizado como embalagens de
alimentos sensiveis & manipulacdo (SARANTOPOULOS et al., 2002; ALMEIDA et al.,

2013).

Tabela 5 — Propriedades mecénicas dos filmes.
Filmes Resisténcia maxima a tracdo (MPa) Elongacéao (%) Médulo de Young

(MPa)

FS 5,33 +1,152 262,1 + 64,552 130,3 £ 49,342
F5BM 5,08 £ 2,742 155,0 + 69,55° 160,5 + 85,052
F7,5BM 5,81 + 1,062 235,9 + 38,792 182,2 + 35,842
F10BM 5,73 £ 0,622 232,4 £ 54,262 154,6 + 31,162

Dados expressos como média + desvio padrdo (n=10). Letras iguais na mesma coluna significam que
ndo houve diferenca estatistica (p<0,05). Notas: o numero na sigla da amostra é referente a
concentracdo de BM.

Fonte: a autora.

Com relacdo ao valor de elongagcéo na ruptura (Tabela 5) houve diferenca
estatistica (p<0,05) apenas para a amostra F5BM, em relacdo aos demais filmes.
Portanto, verificou-se que os filmes com maiores concentracdes de extrato (7,5 % e
10 %) resultaram em valores de elongacgéo na ruptura (€) similares ao filme controle
(FS), sendo o maior percentual de deformacé&o encontrado para o filme F7,5BM (235,9
+ 38,79%). E possivel que, com a incorporacéo de concentracées maiores do extrato
de BM, este pode ter atuado como um plastificante durante o processo, o que
contribuiu para a manutencao da elongacgéao dos filmes.

O efeito oposto foi verificado por Kanmani e Rhim (2014), em que a adi¢ao do
extrato da semente de toranja diminuiu a resisténcia a tracdo e o moddulo de
elasticidade dos filmes.

O moddulo de Young, também conhecido como médulo elastico, diz respeito a
rigidez da embalagem, sendo que quanto maior este médulo, mais rigido é o material
(OLIVEIRA DE MORAES et al., 2015). Foi possivel notar (Tabela 5) que o médulo de
Young dos filmes contendo BM foram estatisticamente iguais ao da amostra controle
(FS), mesmo comportamento observado para a resisténcia maxima a tracéo. Isso
demonstra que a incorporacao dos extratos de BM néo influenciou a rigidez dos filmes.

Pastor et al. (2010) avaliaram filmes de biopolimeros adicionados com propolis
e obtiveram resultados semelhantes ao deste estudo, onde mostraram que a adi¢ao
de extrato de propolis (0-1,5 %, m/m) ndo afetou significativamente a resisténcia a
tracdo e o modulo de elasticidade dos filmes, mas reduziu a elongacdo quando a

concentracéo de extrato aumentou.
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5.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura por Emissdo de Campo (MEV-FEG)

A anélise de microscopia eletronica de varredura de alta resolugdo (MEV-FEG)
foi realizada nas areas de superficie dos filmes a base de amido e incorporados com
extrato de BM em diferentes concentracdes, cujas imagens estao apresentadas nas
Figuras 5 e 6.

O filme padréo (FS) apresentou superficie mais uniforme e menos rugosa em
comparacao aos filmes adicionados de extrato de BM. Dessa forma, as micrografias
apos a adicdo do extrato de BM (F5BM, F7,5BM, F10BM) (Figura 5), exibiram uma
aparéncia mais heterogénea que séao tipicas de filmes de amido com adicdo de
extratos (LOPEZ et al., 2011).

Alguns autores tiveram comportamentos semelhantes nas micrografias dos
filmes. Lopes (2018) percebeu que a superficie dos filmes incorporados com extrato
de barbatimdo se tornou mais aspera. Kadam et al. (2015) encontrou 0 mesmo
comportamento na superficie em filmes de caseina com outros extratos vegetais.
Assim, se torna evidente que filmes elaborados com extratos vegetais em sua

composicdo podem tornar sua superficie mais aspera.

Figura 5 - Micrografias (MEV-FEG) obtidas para a superficie das amostras (ampliacdo 500x).
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Fonte: a autora.

Notas: o niUmero na sigla da amostra € referente a concentracdo de BM.



50

Pelas micrografias apresentadas na Figura 6, foi possivel notar o aparecimento
de pequenos poros (que ndao promovem alteragbes mecanicas nos filmes) nas
amostras F7,5BM e F10BM, as quais podem estar relacionadas as condi¢cbes de
secagem da amostra ou a influéncia do BM na organiza¢do da matriz polimérica. A
rugosidade do filme com extrato de bagaco de malte pode ser explicada pelas
interacbes entre os compostos fendlicos e os componentes da matriz polimérica
(RATTAYA; BENJAKUL; PRODPRAN, 2009).

Shirai et al. (2016) na avaliacdo da microestrutura dos filmes a base de amido
percebeu que com o aumento da propor¢cao dos materiais incorporados a matriz leva
ao aumento da rugosidade superficial. Tal fato também foi observado no estudo de
Jaramillo et al. (2017) ao analisarem por microscopia eletronica de varredura os filmes
de amido incorporados com extrato de manjericdo, onde observaram que a adi¢cao do
extrato ao filme levou a formacao de rugosidade da superficie do filme.

Padilha (2019) fez um estudo com filmes incorporados com extratos de acai e
observando nas imagens de microscopia eletrénica identificou rugosidade nas
amostras devido a quantidade de compostos fendlicos presentes nos extratos,

agregados aos biopolimeros na matriz.

Figura 6 - Micrografias (MEV-FEG) obtidas para a superficie das amostras (ampliagdo 3000x).
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Fonte: a autora.
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5.3.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A andlise de FT-IR foi utilizada para investigar potenciais interacdes/reactes
moleculares entre os polimeros biodegradaveis e os extratos presentes no filme.
Todos os filmes com adicdo de extratos apresentaram espectros de FT-IR foram
similares entre si, quando relacionados com o filme padréo (FS) (Figura 7). A principal
banda observada foi a banda larga entre 3200-3600 cm™ atribuida ao estiramento das
ligacbes O-H, presente em todas as amostras. Esses resultados corroboram com 0s
valores de Borsato (2019), que observou no espectro a banda em 3300 cm™,
visualizada em todas as amostras de amido de trigo, a qual relaciona-se a deformacéo
axial O-H. Dalfolo (2022) também observou a banda na regiéo de 3290 cm™, resultante

das vibracbes de deformacao axial do grupo O-H.

Figura 7 — Espectros de FT-IR dos filmes obtidos com diferentes concentra¢des do bagago de malte

FILME PADRAO (FS) FILME 5% DE BAGAGO DE MALTE (F5BM)
60
120
50
00 |
« 4
O =0 ‘ <
=z | 9]
< 2
= | E®
w 60 | 2
=, ‘ z
g | E 20
a\“ 40 | =
| X
|
10
20 ‘
|
o ! 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de ondas (cm-')
Numero de ondas (cm')
FILME 7,5% DE BAGAGCO DE MALTE (F7,5BM) FILME 10% DE BAGACO DE MALTE (F10BM)
60
70
50
&0
< so
Q <
- 5 .,
E L
= E
Y 3 .
3 z -
:9 o FE 10
=
#ona i e ey e 1m00 A 00 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de ondas (em') Numero de ondas (cm™)

Fonte: a autora.

Analisando os espectros de FT-IR dos filmes obtidos (Figura 7) pode-se notar

que apos a incorporacao dos extratos houve um deslocamento das bandas na regiéo
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de 3200, 1500 e 1000 cm™, referente ao estiramento O-H. A banda em 3300 cm
observada nos resultados € associada claramente a grupos funcionais de compostos
fendlicos, naturalmente presentes na estrutura do 4cido ferdlico em bagaco de malte
(ROBERT, 1988).

Nos espectros das amostras F5BM, F7,5BM e F10BM também se observou
estiramento na banda C-O entre 1300 e 1000 cm, em outros aspectos, o espectro de
éteres simples e muito similar ao dos alcanos (PAVIA et al., 2010). Estes sinais podem
corresponder as bandas que caracterizaram a presenca de compostos fendlicos e
compostos aromaticos no extrato do bagaco de Malte existentes nos filmes.

Ginity (2018) observou banda larga entre 3600-3200 cm™ atribuida ao
estiramento das ligacées O-H; banda em 2900 cm™ correspondentes ao estiramento
das ligacdes C-H, banda entre 1200-1000 cm caracteristica do amido e de outros
polissacarideos, atribuida a vibracdo das ligacbes C-O-C. Além disso, a banda
presente na regido de 3000 cm estd associada ao alongamento de C-H do anel

aromatico. E em 1300 cm?, associado a uma banda representada pela vibragdo C-H
no grupo metil (ROBERT,1988).

5.3.5 Determinacdo de Compostos Fendlicos Liberados dos Filmes
O teor de fendlicos totais liberados dos filmes é responsavel pela capacidade
antioxidante, sendo avaliados em meio aquoso nos tempos 0, 1, 2, 3, 6 e 8 horas,

conforme os resultados apresentados na Figura 8.

Figura 8 - Teor de fendlicos liberados dos filmes avaliados em meio aquoso.
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Fonte: a autora.
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Considerando os resultados observados para o tempo 2 horas, em relacéo ao
tempo inicial, houve um aumento do teor de fendlicos liberados em todas as amostras
de filmes, registrando valores de 187,18 = 18,81 EAG/mL para o Filme 5 % (m/m),
202,81 £+ 20,6 EAG/mL para o Filme 7,5 % (m/m) e 218,43,68 + 23,81 mg EAG/mL
para o Filme 10 % (m/m). Nao houve diferenca estatistica entre os filmes com
diferentes concentracdes de BM, neste periodo. Esses resultados foram similares ao
estudo de Ludka (2022), avaliando também filmes com concentracbes de 3 % e 5 %
de extrato de BM, que apresentaram aumento do teor de fendlicos liberados em
decorréncia do tempo no meio aquoso.

Apoés a segunda hora de experimento, houve uma reducao na taxa de liberacdo
de compostos fendlicos, obtendo valores constantes para o tempo 3 e 6 horas e uma
ligeira reducdo em 8. Para o Filme 5 % (m/m) o teor de fendlicos inicial foi de 133,02
+ 23,6 mg EAG/mL; para o Filme 7,5 % (m/m) foi de 144,47 % = 10,27mg EAG/mL; e
para o filme 10 % (m/m) foi de 148,64 + 12,48mg EAG/mL. No tempo final de 8 horas,
o filme de 5 % (m/m) mostrou 108,21 + 10,27mg EAG/mL de compostos fendlicos
liberados em agua, enquanto o Filme 7,5% teve 100,72 + 9,27mg EAG/mL e para o
Filme 10 % (m/m) foi de 97,6 = 9,1 EAG/mL, sem diferenca estatistica entre as
amostras no mesmo tempo de ensaio.

Farias (2018) avaliando filmes com os extratos de erva mate percebeu que a
liberac@o de compostos fendlicos ocorre com maior intensidade nos tempos iniciais, e
de forma mais lenta apés 48 horas. O autor ressalta que os filmes com 25 % de extrato
de erva-mate apresentaram maiores taxas de liberagdo em meios aquosos indicando
gue podem ser utilizados como embalagens ativas em alimentos hidrofilicos acidos.
Afirmou também que, mesmo com baixas taxas de liberacdo em sistemas apolares,
estes filmes poderao ser utilizados em alimentos lipidicos com a mesma finalidade,
podendo ser aplicado em queijos, embutidos carneos, castanhas e nozes, entre outros
produtos alimenticios que séo susceptiveis a degradacdo oxidativa. Fato semelhante
foi observado no presente estudo que, apds a 3 horas, a liberacédo de fendlicos foi
reduzida e manteve uma certa constancia (plateau) no decorrer do experimento,
apontando para a atuacdo como embalagem ativa de alimentos mesmo em

concentracOes reduzidas de extrato de BM.
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5.4 VERIFICACAO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS AMOSTRAS DE
QUEIJO DURANTE ARMAZENAMENTO

O filme F10BM, contendo maior concentracdo de BM, apresentou os melhores
resultados em relacdo a solubilidade em agua, permeabilidade ao vapor de agua,
propriedades mecéanicas e perfil de liberacdo de compostos fendlicos, sendo entéo a
formulacéo de escolha para aplicacdo na embalagem de queijo tipo prato fatiado.

As amostras de queijo prato fatiado foram entdo avaliadas em sua embalagem
original de polietileno (QFO), embaladas com filme de amido e extrato de BM (10 %)
(QFBM) e sem embalagem (QSF). As amostras foram avaliadas durante seu periodo
de vida util e os resultados das suas propriedades fisico-quimicas séo discutidos a

sequir.

5.4.1 Analises Fisico-quimicas

Os resultados das andlises de umidade, pH, acidez total titulavel e atividade de
adgua das amostras embaladas durante seu periodo de vida util estdo descritos na
Tabela 6.

Segundo os resultados da Tabela 6 € possivel perceber que a amostra em sua
embalagem original (QFO) ndo mostrou diferencas significativas (p < 0,05) para as
andlises de pH, umidade, cinzas, acidez total titulavel, atividade de agua e indice de
acidez durante o tempo de armazenamento.

Com o aumento do tempo de armazenamento, houve um decréscimo nos
valores de pH nos tratamentos QFBM e QSF com diferencas estatisticas nos tempos
de 15 e 28 dias. A acidez total titulavel das amostras QFBM e QSF aumentou durante
0 armazenamento, com diferencas estatisticas entre si e registrando valores de acidez
de 0,92 + 0,14 para amostra QFBM e 0,96 + 0,13 para a amostra QSF. Nesse sentido,
foi possivel identificar a correlacdo entre pH e acidez, pois verificou-se que
proporcionalmente com aumento da acidez ocorreu a queda do pH dos tratamentos

durante o periodo de armazenamento de 15 e 28 dias das amostras QFBM e QSF.

Tabela 6 - Andlises fisico-quimicas durante armazenamento do queijo tipo prato.



Tratamentos

Andlises fisico-quimicas do queijo armazenado

pH
Tempo (dias) QFO QFBM QSF
0 6,20 + 0,082 6,20 + 0,082 6,20 + 0,082
7 6,00 + 0,052 5,96 + 0,002 5,90 + 0,052
15 5,98 + 0,042 5,88 + 0,04 5,83 £ 0,01°
28 5,91 + 0,012 5,79 £ 0,020 5,75 £ 0,04b
Teor de umidade (%)
Tempo (dias) QFO QFBM QSF
0 54,06 + 0,092 54,06 + 0,092 54,06 + 0,092
7 55,15 + 0,462 20,53 + 8,220 12,06 £ 0,20°
15 54,45 £ 1,082 8,42 + 0,22b 9,17+ 0,16b
28 52,94 + 20,912 12,57 £ 6,67° 7,47 £0,60°
Acidez titulavel (% &c. lactico)
Tempo (dias) QFO QFBM QSF
0 0,50+0,012 0,50+ 0,012 0,50+0,012
7 0,43 +0,072 0,52 +0,032 0,53+0,062
15 0,43 +0,082 0,82 + 0,06 0,86 + 0,06°
28 0,51+ 0,012 0,92 £ 0,14°" 0,96 £ 0,13"
Atividade de 4gua (aW)
Tempo (dias) QFO QFBM QSF
0 0,96 + 0,002 0,96 + 0,002 0,96 + 0,002
7 0,97 + 0,002 0,62+ 0,022 0,58 + 0,01¢
15 0,97 £ 0,002 0,57 £ 0,01° 0,57 + 0,00
28 0,97 £ 0,002 0,55+ 0,01° 0,52 + 0,02¢

Dados expressos como média = desvio padrdo (n=3). Letras diferentes indicam que ha diferenca
estatistica entre amostras em um mesmo tempo de analise (p<0,05). Notas: QFO-Queijo filme original;
QFBM- Queijo com filme contendo extrato de bagaco de malte; QSF- Queijo sem filme.

Fonte: a autora

Estudos mencionam que a diminuicdo do pH acontece com o aumento do
periodo de armazenamento de queijo devido a producdo de acido latico (YAZICI,
AKBULUT, 2007; OLIVARES et al., 2012). Os resultados encontrados corroboram
com Faion et al. (2015) que encontraram reducgao nos valores do pH entre os dias 7 e
45, e aumento no dia 60 da maturacédo, em tratamentos dos queijos pratos produzidos
sob influéncia da adicdo de um antioxidante natural obtido a partir da folha da erva
mate (llex paraguariensis St. Hill). Di Pierro et al. (2011) n&do encontrou diferencas de
pH entre os queijos ricota revestido e controle, porém os resultados de acidez total

titulavel aumentaram linearmente durante o tempo de armazenamento. Andrino (2021)
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aborda que devido a composicao dos residuos ser rica em compostos fendlicos, estes
podem alterar suas formas estruturais quando ocorre variacdes do pH, tornando-se
agentes ativos no alimento.

Pagani et al. (2012) ao estudarem a aplicacdo de biopeliculas pigmentadas em
queijo coalho observou a partir do quinto dia de armazenamento que 0s queijos
obtiveram resultados de pH e acidez semelhantes ao deste trabalho, considerando as
amostras de QFBM e QSF, ou seja, com o tempo de armazenamento o pH foi
diminuindo e a acidez aumentando. Pesquisas realizadas por Silva et al. (2020)
mostraram resultados semelhantes aos deste estudo durante armazenamento de 28
dias, onde foram aplicados filmes biodegradaveis para a conservacdo de queijos e
observou-se aumento da acidez das amostras.

Na analise de umidade houve diferenca estatistica a partir do 7° dia de
armazenamento para o queijo embalado com o filme contendo extrato de bagaco de
Malte (QFBM) e sem embalagem (QSF), em relacdo ao controle (QFO) (Tabela 6),
onde as amostras QFBM e QSF perderam umidade durante o armazenamento. No
entanto, para os queijos armazenados em filmes QFO, observou-se a manutencao
dos teores de umidade. O queijo Prato € um queijo industrial e sua alta umidade pode
estar relacionada a forma como foi fabricado, a prensagem e ao material utilizado para
revesti-lo. Neste estudo, o filme com incorporacdo com extrato do bagaco do malte
resultou em desidratacdo dos queijos (reducéo da umidade), provavelmente devido a
dificuldade de vedacado das embalagens e/ou maior permeabilidade ao vapor de agua
dos filmes em comparacao a embalagem original (poli (etileno)).

Ramos et al. (2012) obtiveram resultados semelhantes a este estudo ao
avaliarem revestimentos comestiveis a partir de uma base isolada de proteina de soro
do leite. Foi observado a reducao significativa da do teor de umidade do queijo com
revestimento (p<0,05) em comparacao com o queijo ndo revestido. Queijos revestidos
apresentaram perdas de umidade em 60 dias variando de 17 a 19 % (p/p), e queijos
nao revestidos apresentaram perdas de umidade de aproximadamente 27 %.

A atividade de agua € conhecida por ser fator essencial para a estabilidade de
gueijos semiduros. Conforme mostrado na Tabela 6, 0s queijos tipo prato fatiado
apresentaram elevados valores de aw (~0,98) no inicio do estudo, sendo similares aos
valores de aw observados na literatura (Pantaledo et al., 2007). Durante o

armazenamento, a atividade de agua diminuiu para os queijos submetidos aos
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tratamentos QFBM e QSF, ao longo dos 28 dias de armazenamento, e foi afetada
principalmente pela perda de agua destas amostras.

O queijo armazenado em sua embalagem original (QFO) manteve a umidade e
atividade de &gua durante o periodo de armazenamento. Assim, os resultados de
umidade e atividade de dgua das amostras embaladas com os filmes biodegradaveis
contendo extrato de BM aponta para a possibilidade de aplicacdo comercial destes
materiais como embalagem primaria dos queijos ou outros alimentos com reduzida
atividade de agua.

Os valores de dureza registrados para amostras de queijo ao longo do
armazenamento sao mostrados naFigura 9. As amostras QFO e QFBM
apresentaram valores de dureza mais baixos e significativamente diferentes (P < 0,05)
em relacdo a amostra sem filme (QSF) ao final do experimento. Esse comportamento
aconteceu devido as amostras apresentarem menor perda de agua. No entanto, nao
foram encontradas diferencas significativas entre os queijos embalados com o filme
contendo extrato de BM incorporado (QFBM) e os queijos com a embalagem original
(QFO), o que aponta para a eficiéncia da embalagem biodegradavel na manutencéo
da dureza dos queijos embalados. Na amostra QSF houve um aumento na dureza
depois dos 7 dias de armazenamento. Brandielli (2016) afirma que depois de 30 dias
de armazenamento 0S queijos apresentaram-se menos coesos e mais firmes,
caracteristicas conferidas pelo processo de armazenagem, no qual o produto perde
umidade e concentra a proteina, tornando-se mais firme.

Os valores de dureza medidos foram similares aos relatados por Ramos et
al. (2012 ) ao avaliar revestimentos comerciais feitos de polimeros ndo comestiveis,
como o acetato de polivinila (PVA) e queijo ndo revestidos no tempo armazenamento
de 60 dias. Percebeu que os queijos revestidos apresentaram valores de dureza mais
baixos. No entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os queijos
com qualquer tipo de revestimento. Além disso, um aumento significativo (p<0,05) foi
obtido ao longo de 20 dias de armazenamento, correspondendo ao periodo em que a

maior perda de agua foi observada.

Figura 9 - Dureza dos queijos tipo prato em funcdo do tempo de armazenamento refrigerado (4°C)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030212006339#fig0010
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Fonte: a autora

As amostras embaladas foram analisadas quanto aos parametros de cor de
acordo com a escala CIELa*b*, sendo os resultados apresentados na Tabela 9. Os
resultados do parametro Iluminosidade (L*) da amostra QFO permaneceu
praticamente inalterado durante o armazenamento, entretanto as amostras QFBM e
QSF apresentaram reducao da luminosidade durante seu armazenamento.

Considerando a amostra QFBM, ao final do periodo de 28 dias, quando
comparadas com os demais tratamentos, apresentou resultados intermediarios para
o parametro L* com diferenca estatistica entre a amostra QFO (p<0,05). No mesmo
tempo (28 dias) a amostra sem embalagem (QSF) apresentou menores valores de
luminosidade (68,71 = 5,16), ou seja, 0 queijo nestas condi¢des ficou mais escuro ao
final do tempo de vida util.

Valores para o croma a* e b* foram registrados em cada tratamento e 0s
resultados estdo apresentados na Tabela 7. Uma ligeira variagdo em ambos 0s
cromas a* e b* foi registrado para a amostra QFO durante o experimento. Ja em
relacdo as amostras QFBM e QSF pode-se observar que houve uma tendéncia de
reducdo de ambos os cromas em relacdo ao periodo de armazenamento. Ao final do
tempo de analise, registrou-se valores significativamente diferentes para essas
amostras em relacdo a amostra QFO.

Em relacdo a coordenada a* dos queijos observados no tempo de 28 dias

(Tabela 7), as amostras QFBM apresentaram valores positivos, 0 que indica que o
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filme com extrato resultou em uma tendéncia vermelha dos queijos. E na coordenada
b*, os valores superiores deste parametro observados para os queijos dos tratamentos
QSF e QFBM mostram a tendéncia da cor ao amarelo. N&do houve variagdo dos
parametros a* e b* para as amostras embaladas com o filme original (QFO).
Segundo Silva (2018), afirma que a mudanca de cor no queijo se deve ao tipo
de embalagem aplicada, ou seja, dependendo do tipo de filme este pode interferir no
alimento, fazendo com o que o tempo de prateleira seja reduzido. Em seu estudo, ele
percebeu mudancas de cor no inicio do armazenamento dos queijos Prato, 0os quais
apresentaram mais brilho e ao final estavam mais opacos. Comportamento
semelhante foi apresentado neste estudo onde os queijos no final tempo 28 dias

apresentaram cores mais opacas e quebradicos.

Tabela 7 — Parametros L*, a* e b* da analise de cor das amostras de queijos em diferentes tratamentos.
Parametros de cor

Amostra Tempo (dias) L* a* b*
0 86,65 £ 0,802 5,96 + 0,082 40,58 + 1,492
QFO 7 86,96 + 5,982 6,55 + 0,202 42,65 £ 0,232
15 86,17 £ 3,412 5,67 + 0,302 39,72 + 1,242
28 84,86 + 0,292 5,72 + 0,152 43,24 + 0,672
86,65 + 0,802 5,96 + 0,082 40,58 + 1,492
QFBM 81,72 £ 3,632 11,18 £ 2,73 56,46 + 6,03°
15 77,31 £0,88° 7,83 +1,24° 47,73 + 3,24
28 75,79 £ 0,18 6,97 £ 0,622 49,28 + 2,84b
0 86,65 + 0,802 5,96 + 0,082 40,58 + 1,492
QSF 7 74,31 + 2,86° 9,39 + 1,00 51,083+ 1,59
15 68,66 + 2,89¢ 7,67 £0,872 47,73 + 3,230
28 68,71 + 5,16°¢ 7,76 + 0,422 55,61 +1,10¢

Notas: Dados expressos como média + desvio padrao (n=3). Letras diferentes indicam que héa diferenca

estatistica entre amostras em um mesmo tempo de andlise (p<0,05).

Fonte: a autora.

A analise baseada na diferenca de cor (AE) mostrou que os tratamentos QFBM
e QSF apresentaram variacao de cor ao longo do armazenamento, com diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) mostradas na Tabela 7 e Figuras 10 e 11 O
tratamento QFO ndo apresentou diferenca de cor para 0os queijos condicionados
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durante o periodo de armazenamento. A mudanca de cor observada pode ser
resultado da oxidacdo do queijo, que € menor em queijos com embalagens devido a
protecdo ao oxigénio e a luz. Também pode estar associada a taxa de desidratacdo
do queijo, resultando em um aspecto mais seco e, portanto, mais escuro
(CERQUEIRA et al., 2009; RAMOS et al., 2012).

Figura 10 - Aspecto visual das amostras apoés 28 dias de armazenamento.

Fonte: a autora.

Figura 11 - Variagdo de cor (AE) das amostras de queijo embaladas em fungdo do tempo de
armazenamento refrigerado (4° C)

25 23,473
E3 Sem filme (QSF)
20- EE=3 Filme bagaco do malte (QFBM)
13,951 B3 Filme original (QFO)
15+
fu
< 404 e
5- g 3,221
o
0 T 1

Fonte: a autora

Para andlise de perda de massa, o tratamento QFO néo apresentou perda de
massa significativa durante o armazenamento (Figura 12). Ja a amostra QFBM
registrou um aumento gradativo na perda de massa (0 a 20 %) até o tempo final de
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28 dias, enquanto na amostra QSF a perda de massa ocorreu em maiores proporcoes
e mais rapidamente a partir dos 6 dias, apresentando percentual de 43 % de perda de
massa no ponto final de anélise. Assim, a amostra QFBM obteve melhores resultados
de perda de massa em comparagdo com a amostra QSF, assim possibilitando a
aplicacao do filme como embalagem primaria em alimentos, mantendo a embalagem
secundaria de polietileno.

Conforme observado no estudo de Ramos et al. (2012), a presenca de um
revestimento no queijo reduziu significativamente (p<0,05) a perda de massa das

amostras em comparag¢ao com o queijo ndo revestido.

Figura 12 - Perda de massa das amostras submetidas aos diferentes tratamentos.
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Fonte: a autora.

5.4.2 Determinacédo do indice de acidez

Os resultados do indice de acidez dos queijos submetidos aos diferentes
tratamentos sdo apresentados na Tabela 8, sendo observada diferenca estatistica da
amostra QSF em relacdo a amostra QFO, com nivel de significancia de p<0,05, aos
28 dias de armazenamento. A amostra sem embalagem (QSF) apresentou 0s maiores
resultados para indice de acidez, registrando valores de 0,95 + 0,23 mg KOH/g ao
final do experimento. Isso mostra que a embalagem contendo extrato de BM foi

eficiente em manter a estabilidade dos queijos frente a degradacdo dos

triacilglicerideos, os quais sofreram maior hidrélise nas amostras sem filme.
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Tabela 8 — indice de acidez (mg KOH/g) das amostras durante o periodo de armazenamento.

Tempo (dias) QFO QFBM QSF
0 0,57 £ 0,102 0,57 £ 0,102 0,57 £ 0,102
7 0,50 + 0,002 0,55 + 0,072 0,75 + 0,002
15 - - -
28 0,53 +0,132 0,51 + 0,012 0,95 + 0,23°

Nota: Dados expressos como média + desvio padrédo (n=3). Letras diferentes indicam que ha diferenca
estatistica entre amostras em um mesmo tempo de analise (p<0,05).
Fonte: a autora.

Segundo Nadeem et al. (2015) a hidrolise dos triacilglicerideos, produzindo
acidos graxos livres, é responsavel por aumentar os valores do indice de acidez das
amostras. Esses afirmam que a presenca de acidos graxos livres interfere diretamente
nas caracteristicas sensoriais, como cor, textura e odor dos produtos.

Silva (2018) afirma que o valores dos indices de acidez dos queijos esta
relacionado com a embalagem. Em seu estudo percebeu que os queijos embalados
com filmes transparentes PVC fastfilme ficaram bem vedados, sem troca de oxigénio
com o meio. Ja os queijos revestidos por flmes com adicdo de extratos da casca da
jabuticaba permitiram trocas gasosas com o ambiente, pois o tipo de revestimento nao
protegeu o alimento por completo dos meios externos. Embora 0s queijos nao
apresentaram diferenca estatistica durante o armazenamento de 28 dias, 0s queijos
com filmes adicionados 15 gramas e 30 gramas de extrato da casca de jabuticaba
apresentaram acidez menor em relacdo aos demais queijos revestidos com
transparente Fasfilme no 28° dia. Tal comportamento foi bem semelhante com esse
estudo. Ao comparar 0 queijo da amostra padrao e queijo revestido com extrato de
BM percebeu que a amostra de queijo que nao esta embalada houve um aumento no
valor de acidez do queijo no tempo 28° dia diferiu estatisticamente com os demais

tratamentos.

5.4.3 Andlises Microbiologicas

Os queijos tém alto valor nutricional, o que favorece a proliferacdo de
microrganismos que podem levar a alteragcbes nas caracteristicas do produto
(MARINHEIRO et al.,, 2015). A estocagem por periodos longos pode afetar
negativamente a qualidade dos queijos. Os resultados das analises microbiolégicas

realizadas nas amostras de queijo prato em diferentes tratamentos, no periodo final
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de estocagem (28 dias) sdo apresentados na Tabela 9. Para todos os queijos, 0
resultado foi considerado como auséncia para a presenca de Escherichia coli, pois
foram observadas quantidades menores que 10 UFC/g de amostra. A amostra sem
filme (QSF) mostrou os maiores valores com relagdo ao crescimento de bolores e
leveduras, e a amostra QFBM apresentou valores intermediarios. Isso mostra que, em
comparacao ao filme sem embalagem, o filme contendo extrato de BM foi eficiente em
controlar a proliferacdo de bolores e leveduras nas amostras. Entretanto, devido a sua
caracteristica biodegradavel, os resultados foram inferiores ao filme de polietileno,

aplicado comercialmente.

Tabela 9 - Analises microbioldgicas das amostras de queijos durante o armazenamento.
Tempo: 28 dias

Amostras
Escherichia coli Bolores e leveduras
(QFO) < 10 UFC/g 3,0 x 102 UFC/g
(QFBM) < 10 UFC/g 6,56 x 103 UFCl/g
(QSF) < 10 UFC/g 1,4 x 10*UFC/g

Fonte: a autora.

Segundo Silva et al. (2017) a presenca de bolores e leveduras em queijos,
torna-os os principais responsaveis pela deteriora¢do do produto, destacando assim
a importancia de seu controle, ja que a legislacdo brasileira ndo estabelece limite para
bolores e leveduras nesse derivado lacteo. Considerando os diferentes tratamentos
deste estudo houve crescimento de bolores e leveduras em todas as amostras durante
sua vida util, conforme os valores da Tabela 9.

Ramos et al. (2012), ao avaliar a eficacia de revestimentos comestiveis
antimicrobianos nos queijos ao longo de 60 dias, mostrou que 0s revestimentos nao
comestiveis comerciais inibiram o crescimento de bolores e leveduras. No presente
trabalho, houve crescimento de bolores e leveduras nas amostras com embalagem

comercial (QFO), diferente do que foi observado por Ramos et al. (2012).
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6 CONCLUSAO

A producéao de filmes de amido incorporados com extrato do bagago de malte
pela técnica de casting foi realizada com sucesso, apresentando amostras com boa
manuseabilidade e adequadas a embalagem de alimentos, como o queijo prato. O
potencial antioxidante dos extratos de bagaco do malte foi evidenciado pelas analises
de ABTS** (185,95 ug/mL) e DPPH®* (447,07 ug/mL), apresentando teor de compostos
fendlicos total de 263,23 + 10,97 mg EAG/g. A atuacdo do filme produzido como
embalagem ativa foi comprovada pela liberacéo continua e prolongada de compostos
fendlicos em meio aquoso.

A caracterizagdo dos filmes produzidos mostrou aumento nos valores de
densidade e espessura conforme o aumento das concentragfes de extrato de BM
adicionado as das amostras. A inclusdo dos extratos nao influenciou
significativamente a opacidade, solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua e a
resisténcia maxima a tracdo dos filmes, o que mostra que mesmo em concentracdes
superiores de extrato adicionadas as formulagdes, a resisténcia dos materiais foi
mantida e favorecendo a aplicacdo destes como embalagens ativas para alimentos.

O filme F10BM, contendo maior concentracédo de BM, apresentou os melhores
resultados em relacdo a solubilidade em agua, permeabilidade ao vapor de agua,
propriedades mecanicas e perfil de liberacdo de compostos fendlicos, sendo entdo a
formulacéo de escolha para aplicacdo na embalagem de queijo tipo prato fatiado.

Durante o estudo da aplicacéo dos filmes produzidos, a amostra QFBM (queijo
embalado com filme de BM) registrou perda de umidade, aumento na acidez total
titulavel e reducdo no pH durante o periodo de vida util dos queijos, assim como as
amostras sem filme (QSF). Em relacdo a perda de massa dos queijos submetidos aos
tratamentos QFBM e QSF percebeu-se que filme com extrato de BM queijo reduziu
significativamente em comparagéo com o queijo nao embalado. Portanto, nota-se que
a amostra QFBM foi efetivo nesse parametro. Para analises microbiolégicas do queijo
prato, o resultado foi considerado auséncia para a presenca de Escherichia coli, sendo
observadas quantidades menores que 10 UFC/g em todos os tratamentos. Houve
crescimento de bolores e leveduras em todas as amostras, com maior intensidade nos
queijos sem filme. O indice de acidez registrado para o0 QFO e QFBM foram similares,
indicando resultados satisfatérios do extrato de BM na manutencéo da estabilidade

dos queijos.
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Dessa forma, os filmes biodegradaveis a base de amido e contendo extrato de
BM aplicados em queijo demonstraram caracteristicas mecanicas satisfatorias,
entretanto sua solubilidade e propriedades de barreira indicam uma aplicagao
potencial como embalagem priméria em alimentos, atuando como possivel alternativa

ao uso de embalagens sintéticas para este fim.
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