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INCORPORACAO DE EXTRATO DE RESIDUO AGROINDUSTRIAL DE
ACEROLA EM EMBALAGEM BIODEGRADAVEL E SEU EFEITO SOBRE A
QUALIDADE DE HAMBURGUER BOVINO

RESUMO GERAL - A oxidag&o lipidica e proteica em carnes e derivados
provoca impacto negativo na qualidade do produto e na saude do consumidor.
Com isso, a industria de alimentos faz uso de antioxidantes sintéticos, os quais
sdo efetivos, mas tém sido associados ao aparecimento de doencas
carcinogénicas. Desta forma, diversos estudos tem sido desenvolvidos no intuito
de avaliar a viabilidade da extracdo e incorporacdo dos antioxidantes naturais
em produtos carneos. Neste trabalho, objetivou-se otimizar a extragdo e avaliar
o efeito da incorporacdo do extrato do residuo agroindustrial da acerola (ERA)
em filme biodegradavel a base de gelatina sobre a qualidade de hamburguer
bovino. As condicbes O6timas para extracdo dos compostos com potencial
antioxidante do residuo da acerola foram determinadas utilizando-se um
delineamento central composto rotacional (DCCR). A partir do extrato obtido nas
condi¢Oes otimizadas, realizou-se a quantificacao dos flavonoides e antocianinas
totais, taninos totais e taninos condensados, compostos fendlicos totais, perfil de
fendlicos, atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato do residuo da
acerola. Na segunda etapa do estudo, foram elaborados 4 filmes ativos a base
de gelatina: EF (filme de gelatina sem ERA), AF2 (filme de gelatina com 2% de
ERA), AF4 (filme de gelatina com 4% de ERA) e AF6 (filme de gelatina com 6%
de ERA). O filme plastico comercial de PVC foi utilizado como controle (PF).
Foram determinadas as caracteristicas fisicas e as propriedades de barreira dos
filmes. Realizaram-se determinacdes fisicas, fisico-quimicas e de oxidacao
lipidica e proteica nos hamburgueres. As condicfes Otimas de extracdo foram
obtidas utilizando 34% de etanol, a 20 °C por 110 min. A caracterizagcédo do
extrato nas condi¢cBes 6timas revelou alta concentracdo de compostos bioativos
com elevada atividade antioxidante. O perfil fenélico do extrato mostrou a
presenca de 16 compostos fendlicos, destacando-se o acido protocatecuico,
acido gentistico e o acido salicilico, além dos flavonoides catequina e rutina. O
filme a base de gelatina com e sem extrato apresentou boas propriedades fisicas
e de barreira. A aplicacdo do filme ativo a base de gelatina influenciou nas
caracteristicas de qualidade dos hamburgueres, onde a concentracéo de 4% do
extrato no filme proporcionou a manutencdo da cor vermelha do produto e
apresentou maior efetividade contra a oxidacao lipidica e proteica dos
hamburgueres durante o armazenamento congelado, com reducéao de 23,58 e
60,14% na formacdo de malonaldeido e de compostos carbonilicos totais,
respectivamente, em relacdo ao tratamento controle. Portanto, o filme ativo a
base de gelatina e extrato de residuo da acerola é uma alternativa promissora
para prolongar a vida de prateleira de hamburgueres armazenados sob
congelamento.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes naturais, otimizacdo, filme biodegradéavel,
Malpighia emarginata, oxidacao lipidica, oxidagdo proteica.



INCORPORATION OF AGROINDUSTRIAL WASTE EXTRACT FROM
ACEROLA IN BIODEGRADABLE PACKAGING AND ITS EFFECT ON THE
QUALITY OF BOVINE HAMBURGER

GENERAL ABSTRACT - Lipid and protein oxidation in meat and meat products
harms product quality and consumer health. With this, the food industry makes
use of synthetic antioxidants, which are effective but have been associated with
the appearance of carcinogenic diseases. Thus, several studies have been
developed to assess the feasibility of extracting and incorporating natural
antioxidants in meat products. In this work, the objective was to optimize the
extraction and evaluate the effect of incorporating the extract of the acerola agro-
industrial residue (ERA) in a gelatin-based biodegradable film on the quality of
beef hamburger. The optimal conditions for extracting compounds with
antioxidant potential from the acerola residue were determined using a central
rotational composite design (DCCR). From the extract obtained in the optimized
conditions, the quantification of total flavonoids and anthocyanins, total tannins
and condensed tannins, total phenolic compounds, phenolic profile, antioxidant
and antimicrobial activity of the extract of the acerola residue was performed. In
the second stage of the study, 4 active gelatin-based films were made: EF (gelatin
film without ERA), AF2 (gelatin film with 2% ERA), AF4 (gelatin film with 4% ERA)
and AF6 (gelatin film with 6% ERA). The commercial PVC plastic film was used
as a control (PF). The physical characteristics and barrier properties of the films
were determined. Physical, physical-chemical, and lipid and protein oxidation
determinations were performed on hamburgers. Optimum extraction conditions
were obtained using 34% ethanol, at 20 ° C for 110 min. The characterization of
the extract in optimal conditions revealed a high concentration of bioactive
compounds with high antioxidant activity. The phenolic profile of the extract
showed the presence of 16 phenolic compounds, especially protocatechuic acid,
gentistic acid, and salicylic acid, in addition to catechin and rutin flavonoids. The
gelatin-based film with and without extract showed good physical and barrier
properties. The application of the gelatin-based active film influenced the quality
characteristics of the hamburgers, where the concentration of 4% of the extract
in the film provided the maintenance of the red color of the product and showed
greater effectiveness against the lipid and protein oxidation of the hamburgers
during storage. frozen, with a reduction of 23.58 and 60.14% in the formation of
malonaldehyde and total carbonyl compounds, respectively, compared to the
control treatment. Therefore, the gelatin-based active film and acerola residue
extract is a promising alternative to prolong the shelf life of hamburgers stored
under freezing.

KEYWORDS: Natural antioxidants, optimization, Biodegradable film, Malpighia
emarginata, lipid oxidation, protein oxidation.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A industria alimenticia tem buscado por alternativas para solucionar
guestdes que cologuem em risco a qualidade e seguranca dos alimentos. Os
principais problemas de qualidade dos alimentos podem surgir durante o
processamento ou armazenamento dos produtos, resultando em alteracdes nas
caracteristicas sensoriais, reducdo de valor nutricional e decomposi¢do por
microrganismos (Lorenzo et al., 2014).

A carne e os produtos derivados sao susceptiveis a deterioracdo por
oxidacdo lipidica devido a presenca dos acidos graxos insaturados em sua
constituicdo (Dominguez et al., 2018). A degradacéo por oxidacdo em carnes
tem como resultado mudancas indesejaveis de cor e sabor, perda de 4gua e
nutrientes, além da producao de compostos toxicos (Contini et al., 2014).

O uso de aditivos sintéticos como o hidroxilanisol butilado (BHA) e o
hidroxitolueno butilado (BHT) é frequente no setor alimenticio, porém, esses
produtos tém sido relacionados ao aparecimento de doencas carcinogénicas
(Kamemura, 2018; Yang et al., 2018). Com o intuito de oferecer fontes
alternativas de conservantes para a industria da carne, pesquisas tém destacado
a viabilidade da aplicacéo de extratos vegetais na conservagao de carnes e seus
derivados, visando substituir os aditivos sintéticos (Shah et al., 2014; El-Nashi et
al., 2015; Lorenzo et al., 2017).

Os subprodutos oriundos do processamento de frutas tais como
sementes, graos e bagaco, frequentemente descartados, estdo sendo cada vez
mais estudados, pois apresentam substancias com propriedades interessantes
para a industria de alimentos (Rezende et al., 2017; Gullén et al., 2018; Silva et
al., 2019; Martinez-patifio et al., 2019). Os compostos bioativos detectados nos
residuos do fruto e a preocupacdo por tecnologias ambientalmente corretas
justificam o crescente interesse por residuos oriundos do processamento de
frutas e vegetais (Willersinn et al., 2017).

A acerola (Malpghia emarginata) é uma fruta bastante cultivada no Brasil
(Malegori et al., 2017) e devido a sua alta perecibilidade, é rapidamente

processada e comercializada na forma de polpa e suco clarificado, além de



exportada como fruta congelada (Belwal et al., 2018). Ao final do processamento,
até 40% de residuos sdo gerados, os quais sdo frequentemente descartados
(Nogueira et al., 2019). Este subproduto do despolpamento da acerola possui
elevadas concentracbes de compostos bioativos (antocianinas, flavonoides,
carotenoides, &cidos fendlicos) e a extracdo dessas substancias poderia
aumentar o valor comercial da matéria-prima e o rendimento no processamento
da acerola, além de minimizar o impacto ambiental pela reducdo do descarte
inadequado (Rezende et al., 2017).

Polimeros biodegradaveis contendo substancias bioativas apresentam
propriedades desejaveis e tém forte potencial para aplicacdo na industria de
alimentos (Mir et al., 2018). Estas embalagens podem atuar protegendo a
integridade do alimento de influéncias externas, contribuindo para manutencao
e melhoria da qualidade dos alimentos frescos, congelados ou processados, e
ainda agindo como veiculos para compostos antimicrobianos e antioxidantes, de
forma a minimizar problemas de perda de umidade, oxidacado lipidica e
deterioracdo da cor dos alimentos (Campos et al., 2011). Além disso, os
biopolimeros séo considerados como uma alternativa viavel na substituicdo do
plastico de origem petroquimica para producdo de embalagens de alimentos
(Dicastillo et al., 2016).

A embalagem ativa atua aumentando o prazo de validade do alimento a
partir da presenca de substancias ativas, seja com ac¢do antioxidante ou
antimicrobiana, aumentando a seguranca do produto (Kruijf et al., 2002). E
utilizada como método de conservagdo complementar ou para substituir técnicas
convencionais de processamento de alimentos (processamento térmico, salga,
desidratacéo e utilizacao de aditivos sintéticos) (Lopez-de-Dicastillo et al., 2011).

Embora existam varias pesquisas com o desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis incorporadas com extratos naturais com acao antioxidante
(Turgut et al., 2017; Kalem et al., 2018; Riaz et a., 2018), ndo foram encontrados
dados na literatura que reportem o poder antioxidante do residuo da acerola em
embalagens biodegradaveis quando aplicado em produtos carneos.

Nesse contexto, objetivou-se verificar o efeito da aplicacdo de embalagem
biodegradavel incorporada com extrato do residuo agroindustrial de acerola
sobre a qualidade de hambuarguer de bovino durante o armazenamento

congelado.



Esta dissertacdo foi dividida em trés capitulos. Cada capitulo esti
formatado de acordo com as normas internas do programa (PPGTA). O Capitulo
| descreve as consideracdes gerais e o referencial tedrico dos problemas de
deterioracdo oxidativa da carne e seus derivados e estratégias para
evitar/minimizar estes problemas. O capitulo Il descreve o processo de
otimizacao e caracterizacdo do extrato do residuo da acerola (artigo I). O capitulo
[Il descreve o efeito do filme a base de gelatina e residuo de acerola contra a

oxidacao lipidica e proteica em hamburguer bovino (artigo I1).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oxidacao lipidica e proteica em carnes e derivados

A oxidacao lipidica consiste em uma série de reagbes em cadeia de
radicais caracterizada por trés fases concomitantemente: iniciacédo, propagacao

e terminacao (Guyon et al., 2016), conforme estar representado na figura 1.

Figura 1. Esquema do processo de oxidacéo lipidica.
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Fonte: Oliveira, 2014.

Na etapa de iniciacdo € formado um radical livre (R1°) por acdo do oxigénio
sobre os lipideos insaturados. Este radical pode reagir com oxigénio, na etapa
de propagacdo, formando radicais peroxidos livres (R100¢), como dienos
conjugados e hidroperoxidos (ROOH), que sdo produtos primarios da oxidagao.
Estes compostos se decompdem, produzindo compostos aromaticos volateis
(compostos carbonilicos, cetonas, alcoois e aldeidos) que sao considerados
produtos secundarios da oxidacao lipidica, os quais conferem sabor e odor de
ranco, alteracéo da cor e formacdo de compostos toxicos na fase de terminacao
(Sampaio et al., 2012).



A oxidacdo lipidica em carnes é afetada principalmente pela presenca de
oxigénio, que reage com &cidos graxos insaturados formando peroxidos (Min e
Ahn, 2012). Os radicais livres altamente instaveis sao derivados do oxigénio,
nitrogénio e enxofre, produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies
reativas de nitrogénio (RNS) e espécies reativas de enxofre (RSS) (Ribeiro et al.,
2018).

A taxa de oxidacao é proporcional a quantidade de insaturacdes presentes
na fonte lipidica, afetando diretamente a cor e estabilidade dos produtos
(Hallenstvedt et al., 2012). A velocidade das reacdes de oxidagdo bem como os
produtos formados dependem também de fatores como tipo de musculo, espécie
animal, enzimas, pH, niveis de antioxidantes internos e externos da carne, bem
como do processamento (Lorenzo e Pateiro, 2013; Pateiro et al., 2014).

As reacdes de oxidagdo proteica, ao contrario da lipidica, s6 vieram ser
investigadas nas ultimas décadas (Estévez, 2015). No entanto, as reacdes de
oxidacdo lipidica e proteica estdo diretamente relacionadas entre si, pois séo
iniciadas por ROS e vérios produtos da oxidacdo lipidica sdo ROS para a
oxidagao proteica (Wang et a., 2019). Assim, a determinagéo da oxidagéo de
proteinas na avaliacdo da qualidade da carne e derivados tornou-se critério
significativo, uma vez que as proteinas musculares influenciam diretamente nas
caracteristicas nutricionais, fisico-quimicas e sensoriais da carne (Falowo et al.,
2014).

A oxidacdo das proteinas pode ocorrer através de trés formas:
modificacdo de um aminoacido especifico, clivagem do peptideo mediado por
radicais livres e pela formacao da proteina de ligacao transversal originada pela
peroxidacao lipidica. Além disso, a presenca de aminoacidos como metionina,
cisteina, arginina e histidina possivelmente tornam as proteinas mais sensiveis
a oxidacao (Ribeiro et al., 2018).

O estado quimico das proteinas pode ser influenciado com o
processamento da carne (armazenamento, cocc¢do, cura), devido as reacdes de
oxidacdo, afetando de forma negativa o seu poder nutricional pela destruicdo de
aminoacidos essenciais, reducdo da digestibilidade e biodisponibilidade e
possiveis disturbios a saude do consumidor (Figura 2) (Soladoye et al., 2015; La
Pomélie et al., 2018).



Figura 2. Esquema da influéncia do processamento da carne sobre a oxidagao
de proteinas e possiveis implicacdes na salde humana.
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Fonte: Adaptado de Soladoye et al. (2015).

As carbonilas (aldeidos e cetonas) sdo formados durante reacdes
oxidativas irreversiveis e ndo enzimatica de proteinas, as quais também podem
ser induzidas por outros mecanismos, sendo que a principal via de formacéo de
carbonilas é a de oxidacao direta de cadeias laterais de aminoacidos suscetiveis
(lisina, treonina, arginina e prolina) (Estévez, 2011).

Fatores como a concentracdo de pigmentos heme, lipidios oxidaveis e
enzimas também estdo diretamente relacionados com a oxidagdo proteica
(Xiong, 2000). Desta forma, pesquisas tém sido realizadas para avaliar os
impactos provocados pela oxidagao proteica em carne e derivados e a sua
relacdo com a oxidacdo lipidica (Li et al., 2019; Malheiros et al., 2019; Zhao et
al., 2019).



De modo geral, a oxidagdo de lipideos e proteinas impacta diretamente
nas caracteristicas sensoriais, nutricionais, tecnolégicas e na saude do

consumidor, como esquematizado na figura 3.

Figura 3. Esquematizacdo das consequéncias da oxidacao lipidica e proteica
sobre as caracteristicas sensoriais, nutricionais e tecnolégicas do produto e
sobre a saude do consumidor.
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Fonte: Autoria propria (2020).

A oxidacédo de lipideos e proteinas tem como consequéncia a formacao
de compostos toxicos, como malonaldeido e compostos carbonilicos,
respectivamente, os quais podem ocasionar problemas de saude ao consumidor,
como doencas neurodegenerativas e carcinogénicas (Soladoye et al., 2015;
Estévez e Luna, 2017).

A oxidagdo dos lipideos em carne e derivados afeta sensorialmente o
sabor, aroma e a cor do produto, devido a rancidez e oxidacdo da mioglobina,
tornando-se inadequado para elaboracdo de novos produtos e consumo
humano. Além disso, promove a perda de acidos graxos essenciais (Contini et
al., 2014; Falowo et al., 2014).

A oxidacao das proteinas afeta as caracteristicas sensoriais de textura e
cor, principalmente devido a perda da funcionalidade das proteinas e formacao
de linhas cruzadas. Promove a perda de aminoacidos essenciais, causando
alteracdes na digestibilidade e ocasiona impacto nas propriedades tecnoldgicas

das proteinas, como perda da capacidade de retencdo de agua, de formar gel,



capacidade espumante, emulsificante, dentre outras (Falowo et al., 2014;
Soladoye et al., 2015).

2.2 Antioxidantes naturais

Pesquisas apontam que varias plantas tém sido detectadas como sendo
detentoras de significativas quantidades de compostos bioativos, tais como os
fendis, flavonoides e terpendides (Andrés et al., 2017; Rezende et al., 2017).
Esses compostos apresentam atividade antioxidante e atuam eliminando a acéo
dos radicais livres, tornando-se alvo de interesse para utlizacdo como
conservantes naturais nos alimentos em substituicAo aos aditivos sintéticos
(Kalem et al., 2017; Venkatesan et al., 2017).

Os antioxidantes séo classificados conforme seu mecanismo de agao para
compostos primarios ou secundarios. Os antioxidantes primarios atuam por meio
da quebra de cadeia, doando um elétron ao radical livre, enquanto que o0s
antioxidantes secundarios atuam através da remocao de espécies iniciadores da
oxidacao (ROS/nitrogénio) por extingédo do catalisador iniciador de cadeia (Lobo
et al., 2010).

Os antioxidantes agem neutralizando ou inibindo a acdo de moléculas
instaveis (moléculas com um elétron ndo emparelhado e altamente reativas)
responsaveis por provocar danos ao DNA, promover o envelhecimento, doencas
degenerativas e podem ocasionar cancer. Estes compostos atuam como
doadores de hidrogénio ou de elétrons, decompositores de peroxido, inibidores
de oxigénio singlete e de enzimas, sinergistas e como quelantes de metais (Lobo
et al., 2010).

A acdo de compostos antioxidantes de extratos vegetais tem papel
importante na reducdo da oxidacao lipidica e proteica em tecidos vegetais e
animais. Os compostos que contém anel aromatico ou fendlico atuam como
antioxidantes eficazes, através da doacéo de hidrogénio para estabilizacdo de
um radical livre (Banerjee et al., 2017).

Ha diversas formas de aplicacdo de extratos naturais em carne e
derivados, seja por adicdo na racao animal, adicdo direta na massa carnea ou

através da incorporacdo em embalagens de alimentos. Quando os extratos



vegetais sdo adicionados nos produtos alimenticios, além de conserva-los, ndo
causa efeitos danosos a saude do consumidor (Soobratee et al., 2005).

Desta forma, diversos estudos avaliaram o efeito da aplicacéo de extratos
naturais de plantas contra oxidagcdo em carne e derivados (Kalem et al., 2018;
Rezende et al., 2018; Borzi et al., 2019). Na tabela 1 sdo mostrados alguns
exemplos de estudos com diferentes formas de aplicacdo de extratos naturais

em carne e derivados.

Tabela 1. Exemplos de aplicacdo de extratos naturais em carne e derivados.

Forma de

Condicdes do

Origem do Extrato L Produto Referéncia
aplicacao teste
Extrato de Aplicacdo  Carne suina  Refrigeracdo Chauhan et al.
Terminalia arjuna direta na (2019)
carne
Extrato de Dieta do Hamburguer  Refrigeracao Dal Bosco et
alcacuz animal / de coelho al. (2019)
(Glycyrrhiza diretamente
glabra L.) na massa
Extrato de Embalagem Salsicha Refrigeracdo Kalem et al.
Terminalia arjuna ativa Chevon (2018)
comestivel
de alginato
de calcio
Extrato de L. Embalagem Carne Refrigeracao Jridi et al.
inermis ativa de bovina (2018)
gelatina
Extrato de bellota  Aplicagéo Carne de Refrigeracdo Ozunli et al.
(Quercus ilex L.) direta na frango (2018)
carne
Extrato do co- Aplicacdo = Hambuarguer Congelamento Reis et al.
produto de direta na de carne (2017)
prépolis massa bovina
Extrato de bellota  Aplicacdo  Hamburguer Refrigeracdo  Ferreira et al.
(Quercus ilex L.) direta na de frango (2017)
massa
Extrato casca de Aplicacdo  Almdndegas Congelamento  Turgut et al.
roma direta na de carne (2017)
massa bovina
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Extrato de Incorporacao Carne Refrigeracdo  Guerra-Rivas

semente de uva na dieta do bovina et al. (2016)
animal

Extrato do Embalagem Carne Refrigeracao Barbosa-

residuo de ativa de bovina Pereira et al.

cervejaria polietileno de (2014)

alta
densidade

Fonte: Autoria propria (2020).

2.2.1 Residuo agroindustrial da acerola

A Organizagao das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO) estima que a producgédo global de alimentos deve aumentar em 60% até
2050 e este aumento contribuira para uma maior producdo de residuos
agroindustriais, tornando-se uma situacdo agravante para o meio ambiente
(Leite et al., 2019). Porém, esses residuos sdo fontes de compostos com
potencial antioxidante, principalmente os compostos fendlicos (Rezende et al.,
2018; Silva et al., 2019). Desta forma, estratégias para aproveitamento desses
compostos sdo necessarias, sobretudo como recurso para aplicagdo em
alimentos como alternativa aos aditivos sintéticos.

A acerola (Malpighia emarginata) € um fruto pertencente a familia
Malpighiaceae, a qual contém em torno de 45 espécies de arbustos ou arvores
de pequeno porte. A M. emarginata é originaria da América Central e do Norte
da América do Sul, cultivada principalmente no Brasil (Malegori et al., 2017).
Dentre as espécies, a acerola é bastante comercializada, devido ao sabor
agradavel e elevado teor de vitamina C, sendo consumida in natura ou
processada na forma de sucos, polpas, geleias, dentre outras variedades de
produtos (Rezende et al., 2017; Belwal et al., 2018). Porém, devido a elevada
perecibilidade, rapidamente apos sua colheita, a acerola é processada em
diversos produtos. E um fruto que contém compostos bioativos como a vitamina
C, compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas, (Silva et al., 2019), os quais
proporcionam propriedades farmacoldgicas, tais como potencial antioxidante
(Rezende et al., 2018).

Klosterhoff et al. (2018), verificaram que um polissacarideo péctico rico em

arabina, extraido de acerola, demostrou potencial atividade antioxidante
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intracelular e que a pectina foi capaz de proteger a célula contra a citotoxicidade
gerada pelo H202.

A partir da analise exploratéria de estudos que reportem estratégias contra
0s impactos das reacoes de oxidacéo lipidica e proteica em carnes e derivados,
fica evidente a demanda por extratos antioxidantes naturais para substituicdo
dos sintéticos, seja através da adicado direta do extrato ao produto ou por meio

da incorporacao em filmes ativos.

2.3 Embalagem biodegradéavel e ativa

A tendéncia de muitas pesquisas sobre novas embalagens de alimentos
decorre da demanda dos consumidores por produtos mais saudaveis, préaticos e
com vida util prolongada (Dobrucka e Cierpiszewskl, 2014). De acordo com a
RDC n° 91/2001 da ANVISA, embalagem “é o artigo que esta em contato direto
com alimentos, destinado a conté-los, desde a sua fabricacéo até a sua entrega
ao consumidor, com a finalidade de protegé-los de agente externos, de
alteracdes e de contaminagdes, assim como de adulteracdes” (Brasil, 2001).

O filme, consiste numa fina pelicula que é produzida e depois adicionada
sobre o alimento, enquanto que o revestimento, € uma suspensao ou emulsdo
que se aplica diretamente ao alimento, e apds sua secagem, forma-se uma fina
pelicula que recobre o produto (Villadiego et al., 2005).

O desenvolvimento de embalagens biodegradaveis tem sido bastante
estudado com o intuito de prolongar a vida util dos alimentos e atender a
demanda dos consumidores por produtos de qualidade (Kalem et al., 2018; Riaz
et al.,, 2018). Além disso, os materiais plasticos derivados do petréleo sao
altamente poluentes, gerando acumulo de residuos (Rodriguez et al., 2012).
Desta forma, uma alternativa viavel para minimizar este problema tem sido a
utilizacao de filmes biodegradaveis produzidos a partir de polimeros naturais,
como polissacarideos, proteinas e lipideos (Bermudez-Oria et al., 2018; Soncu
et al., 2018; Suderman et al., 2018).

As principais fontes de materiais poliméricos biodegradaveis e
comestiveis sdo proteinas (gelatina, caseina, ovoalbumina, zeina e proteinas
miofibrilares), polissacarideos (amido e seus derivados, pectina, alginato e

carragena) e lipideos (monoglicerideos acetilados, acido estearico, ceras e
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ésteres de &cido graxo) ou mesmo a partir da mistura desses compostos, na
forma de blendas (Han, 2000; Luvielmo e Vieira, 2012).

Filmes produzidos a partir de gelatina tem sido uma pratica comum em
varios estudos recentes (Adilah et al., 2018; Choi et al, 2018; Ge et al., 2018). A
solucdo normalmente é preparada utilizando a gelatina junto a um plastificante,
dissolvidos em agua. Apds o preparo da solucédo, é colocada sobre uma placa,
seguida de secagem em estufa para evaporacao do solvente, quando produzido
pelo método de casting. Durante a secagem, devido a interconexao de moléculas
de proteinas, ocorre a formacdo da matriz flmogénica (Hosseini e Gémez-
Guillén, 2018). Os plastificantes sdo adicionados com a finalidade de melhorar
as propriedades dos filmes comestiveis, como flexibilidade e resisténcia a tracao.
Dos plastificantes comerciais, o glicerol € o mais utilizado, devido a sua afinidade
com agua e as interacbes com as proteinas (Song et al., 2011).

A embalagem ativa surgiu a partir da necessidade de atender a demanda
do consumidor por produtos mais naturais, diminuindo o teor de conservante nos
produtos e colocando nas embalagens (Lopez-Rubio et al., 2004). Estas
embalagens consistem em um sistema complexo onde o produto e a embalagem
interagem para conferir caracteristicas positivas a preservacdo do alimento
(Mcmillin, 2017). Os mecanismos de acdo das embalagens ativas baseiam-se
pela liberacdo de compostos ativos para a atmosfera envolvente e para o
produto, ou da absorc¢éo dos agentes deteriorantes do produto embalado (Wrona
et al., 2015).

As embalagens ativas antioxidantes podem ser produzidas através da
incorporacdo dos compostos ativos antioxidante na matriz, na forma de filmes,
de saches, ou de revestimento. A incorporacdo dos compostos ativos direto na
matriz polimérica se da pela mistura direta do antioxidante ao polimero
dissolvidos num solvente apropriado, seguido por um processo de moldagem ou
de extrusdo. Na forma de saché, o antioxidante é colocado no interior do saché.
Na forma de revestimento, a solugéo filmogénica € colocada de forma direta na
superficie do produto formando uma fina pelicula (Gomez-Estaca et al., 2014;
Fang et al., 2017).

A partir do exposto, estudos sobre a aplicacdo de filmes comestiveis e/ou
biodegradaveis contendo substancias bioativas para preservacdo de carne e

derivados tém se mostrado efetivo, sendo, portanto, uma estratégia viavel no
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retardo ou inibicdo de reacdes de oxidagdo em produtos carneos. A acerola
detém de substancias biologicamente ativas, com ac¢édo antioxidante, as quais
estdo presentes em quantidades significativas no residuo. Desta forma,
pesquisas envolvendo a elaboracdo de filme ativo incorporado com extratos
naturais, como extrato do residuo da acerola, tornam-se necessérias para avaliar

seu efeito protetor em carne e derivados.
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CAPITULO 2 - Otimizacdo da extracdo e avaliagcdo das propriedades
bioativas do extrato do residuo agroindustrial de Malpighia emarginata

Extraction Optimization and evaluation of bioactive properties in the
agroindustrial waste extract of Malpighia emarginata
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Resumo: Objetivou-se otimizar as condicbes de extragdo dos compostos
antioxidantes do residuo da acerola e avaliar a bioatividade do extrato otimizado.
Um delineamento central composto rotacional (DCCR) foi utilizado para avaliar
o efeito de trés variaveis independentes (tempo, temperatura e concentracao de
etanol) no conteido de fendlicos totais, na atividade antioxidante e no
rendimento de extracdo. As condi¢cdes otimas foram: 110 min, 20 °C e 34% de
etanol. O extrato otimizado apresentou elevado teor de compostos fendlicos
totais (4438,58+207,36 mg EAG/100 g) e o perfil fendlico revelou a presenca de
16 compostos, destacando-se o acido gentisico (619,48+4,94 mg/100g). O
extrato apresentou elevada atividade antioxidante (140,26+3,03 uM TE/g) e acéo
antimicrobiana contra as cepas de Salmonella Typhimurium e Listeria
monocytogenes. Diante disto, verifica-se que a otimizacdo das condi¢des de
extracdo dos compostos bioativos do residuo da acerola € satisfatoria, uma vez
gue o extrato otimizado apresenta potencial antioxidante e agdo antimicrobiana,
tornando-se uma alternativa promissora para uso na indudstria de alimentos,

quimica e farmacéutica.

Palavras-chave: Acerola, antioxidante natural, compostos bioativos, superficie
de resposta, residuos agroindustriais.
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Abstract: this study aimed to optimize the extraction conditions of the antioxidant
compounds from acerola residue and to evaluate the bioactivity of the optimized
extract. A central composite rotational design (DCCR) was used to evaluate the
effect of three independent variables (time, temperature, and ethanol
concentration) on the total phenolic content, antioxidant activity, and extraction
yield. Optimum conditions were achieved as 110 min, 20 °C, and 34% ethanol.
The optimized extract showed high content of total phenolic compounds (4438.58
+ 207.36 mg EAG / 100 g) and the phenolic profile revealed the presence of 16
compounds, especially gentisic acid (619.48 = 4.94 mg / 100g). The extract
showed high antioxidant activity (140.26 + 3.03 yM TE / g) and antimicrobial
action against Salmonella Typhimurium and Listeria monocytogenes strains. In
conclusion, it appears that the optimization of the extraction conditions of the
bioactive compounds of acerola residue is satisfactory, since the optimized
extract has antioxidant potential and antimicrobial action, making it a promising

alternative for use in the food, chemical, and pharmaceutical industry.

Keywords: Acerola, agro-industrial residues, bioactive compounds, natural
antioxidant, response surface methodology.

1 INTRODUCAO

A Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO) estima que a producgédo global de alimentos deve aumentar em 60% até
2050, o que ird contribuir para uma maior geracéo de residuos agroindustriais,
tornando-se uma situacdo agravante para o meio ambiente (Leite et al., 2019).
Os subprodutos gerados ap6s o processamento de alimentos de origem vegetal
tém sido caracterizados por apresentar consideravel potencial antioxidante, em
virtude do contetdo de compostos fendlicos (Rezende et al., 2018; Silva et al.,
2019). Desta forma, estratégias para o aproveitamento de residuos
agroindustriais sdo necessarias, sobretudo como alternativa para substituir os
aditivos sintéticos aplicados em alimentos.

As sementes, graos e bagacos oriundos do processamento de frutas estao
sendo cada vez mais estudados em virtude da presenca de substancias com
potencial de aplicacdo na industria alimenticia (Gullén et al., 2018; Martinez-
Patifio et al., 2019; Silva et al., 2019). Os compostos bioativos detectados nessas
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partes do fruto e a preocupacao por tecnologias ambientalmente corretas
justificam o crescente interesse por residuos oriundos do processamento de
frutas (Willersinn et al., 2017).

A acerola (Malpighia emarginata) € uma fruta que contém substancias
bioativas importantes, tais como acido ascorbico, flavonoides e antocianinas. Por
ser uma fruta altamente perecivel, a acerola é processada e comercializada na
forma de polpa e suco clarificado, aléem de exportada como fruta congelada
(Belwal et al., 2018). ApGs o processamento, o volume de residuos gerados pode
atingir até 40% do peso inicial da fruta. Estes subprodutos sao frequentemente
descartados ou subutilizados, causando prejuizos ambientais e econdmicos
(Nogueira et al., 2019).

Os residuos gerados apds o processamento da acerola (sementes e
bagaco) podem conter concentracdes de bioativos superiores a polpa, como
visto em estudos recentes para o conteudo dos compostos fendlicos e
flavonoides totais (Rezende et al., 2018; Silva et al., 2019). Por isso, varios
cientistas tém desenvolvido estratégias de aproveitamento dos residuos
agroindustriais da acerola visando a extracdo de substancias bioativas (Belwal
et al., 2018; Rezende et al., 2018; Silva et al., 2019).

Considerando-se os problemas associados a aplicacdo e consumo dos
antioxidantes sintéticos, o desenvolvimento de extratos a partir do residuo da
acerola com méaximo potencial antioxidante configura-se como uma alternativa
interessante para a industria de alimentos. Desta forma, objetivou-se otimizar o
processo de extracdo e avaliar as propriedades bioativas do extrato do residuo

da acerola.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta dos frutos

O residuo da acerola foi obtido por doagéo da empresa de polpas de frutas
localizada no municipio de Esperanca-PB (coordenadas geograficas: 7°00'38.9"
latitude sul, 35°51'17.5" Longitude oeste). Em seguida, as amostras foram

transportadas para o Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de
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Absorcéo Atémica (LCEAA) do PPGTA-UFPB e mantidos sob congelamento (-
80 °C) até a utilizagao.

2.2. Obtencao do Extrato do Residuo da Acerola

O residuo da acerola foi submetido a secagem em estufa com circulagcéo
de ar a 55 °C por 24 horas (Crizel et al., 2015). Posteriormente, o residuo foi
triturado em moinho de facas tipo Willey (SL — 31, Solab, Piracicaba - SP, Brasil)
e peneirado em malha de 10 mesh.

O extrato do residuo da acerola (ERA) foi obtido a partir do processo de
otimizacao de extracdo dos compostos com potencial antioxidante (Figura 1).
Para a realizacdo da otimizacdo, foi utilizado um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) 22 com trés variaveis independentes (concentracdo
do solvente extrator, temperatura e tempo de extracdo), como mostrado na
Tabela 1, totalizando 8 experimentos + 3 repeticbes do ponto central +
configuracdo estrela (2x3), realizado em duplicata, totalizando 34 ensaios
experimentais. Como variaveis resposta, foram avaliados o conteddo de
fendlicos totais, atividade antioxidante frente ao radical DPPH e rendimento da

extracao.

Figura 1. Fluxograma do processo de otimizacédo do ERA.

Residuo - ] Atividade
Agroindustrial da Fendlicos Totais (mg Rendimento da tioxidant d
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—— ——-——r dependentes
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Tabela 1. Variaveis independentes e niveis do planejamento DCCR, para
extracdo de compostos com potencial antioxidante do residuo da acerola.

Fatores? -a -1 0 +1 +a
Tempo (min) 10 30 60 90 110
Temperatura (°C) 20 30 45 60 70
Concentracao do solvente (% v/v) 13 30 55 80 97

aVariaveis independentes.

O extrato do residuo da acerola foi obtido de acordo com as condicdes
estabelecidas no delineamento experimental e a partir da mistura do residuo
desidratado e etanol na proporcao de 1:10 (m/v). A mistura foi homogeneizada
manualmente, centrifugada (8960 x G por 20 min a 10 °C) e filtrada. Apés a
obtencdo do extrato nas condi¢cbes Otimas, a fracdo etandlica da mistura foi
removida sob pressao (180 mbar) em evaporador rotativo a 45 °C e o extrato foi

armazenado em frasco ambar a -80 °C até o momento das analises.

2.3 Caracterizacdo do Extrato do Residuo da Acerola (ERA) otimizado

Determinacao do Rendimento do processo de extracao (%)

O rendimento da extracao foi determinado por gravimetria, pesando-se
cerca de 5 g do extrato em cadinho de porcelana (tarado), seguido de secagem
em estufa a 105,0 £ 0,5 °C até peso constante, conforme procedimento descrito
por Prado et al. (2009).

Determinacao de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado de acordo com o método descrito
por Waterhouse (2006), utilizando-se o reagente Folin-Ciocalteu com leitura em
espectrofotdometro digital (Espectrofotometro digital- Biospectro®, modelo
Espectrofotdmetro SP 220, Curitiba, Brasil) no comprimento de onda de 765 nm,

utiizando-se o  &4cido galico como padrédo  (y=28,987x-0,2274
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e R2 = 0,9963). Os resultados foram expressos em mg de acido/100 g de

amostra.

Determinacao da atividade antioxidante (DPPHe) do ERA

A atividade antioxidante frente ao radical DPPHe (2,2-difenil-1-picri-
hidrazil) foi determinada conforme metodologia descrita por Fernandes et al.
(2016) com leitura em espectrofotbmetro a 515 nm. Os valores da atividade
antioxidante foram expressos em equivalentes de Trolox por miligrama da

amostra (mg TE/100 g de matéria seca).

Determinagao de Antocianinas totais e flavonoides amarelos

O conteudo de flavonoides amarelos e antocianinas totais foi determinado
conforme o método descrito por Francis (1982), onde foi pesado 0,5 g da amostra
e adicionado de 25 mL de solugao com etanol 95% + HCL 1,5 mol/L (85:15, v/v),
sendo mantida na auséncia de luz sob refrigeracdo, por um periodo de 24 horas.
O material foi filtrado e em seguida realizada a leitura em espectrofotébmetro
digital para antocianinas no comprimento de onda de 535 nm e em 374 nm para
flavonoides. Os resultados foram expressos em mg 100 g.

Determinacao dos taninos totais e taninos condensados

O teor de taninos totais foi determinado de acordo com o método descrito
por Makkar et al. (1993), considerando o principio de determinacéo de fendlicos
totais, segundo metodologia descrita por Waterhouse (2006), utilizando-se o
reagente Folin-Ciocalteu com leitura em espectrofotometro digital
(Espectrofotobmetro digital- Biospectro®, modelo Espectrofotometro SP 220,
Curitiba, Brasil) no comprimento de onda de 765 nm. Para quantificacdo dos
taninos totais, foram homogeneizados em vortex 200 mg de Albumina Sérica
Bovina, 1,0 mL de agua destilada e 1,0 mL do extrato. ApOs agitacao, os tubos
foram mantidos em repouso a 4 °C por 15 minutos e em seguida centrifugados

a 3000 g.mint por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e utilizado
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para determinar o teor de fendlicos simples, utilizando-se uma curva padrao de
acido tanico e o contetido de taninos totais (mg EAT.100 g da amostra) foi
calculado pela diferenca entre fendlicos totais e fendlicos simples.

O teor de taninos condensados foi determinado conforme o método
descrito por Porter et al. (1986), utilizando-se a mistura butanol-HCI. Aliquotas
de 1,0 mL dos extrato foram homogeneizadas juntamente com 6,0 mL da mistura
butanol-HCI e 0,2 mL de reagente férrico (NHsFe(S04)2.12H20 2% em HCI 2 M)
em vortex por 30 segundos e mantidos em repouso por 40 minutos em banho
Maria a 95 °C. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a 550 nm e a
porcentagem de taninos condensados foi calculada através da Equacdo 1
descrita por Barman et al. (2017).

%TC= ASSO;;AS,S26XF (Eq 1)

Onde,

%TC — Percentagem de taninos condensados

A550 — Absorbancia da amostra a 550 nm

F — Fator de diluicdo na medicdo espectrofotométrica

%M.S — Percentagem de matéria seca da amostra

Determinacao do perfil de compostos fendlicos do ERA

O perfil de compostos fendlicos do ERA foi determinado em quadruplicada
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia equipada com coluna médulo
de seguranca LC-20 AT (Shimadzu Corporation, Japao), seguindo metodologia
descrita por Prasad et al. (2009) e adaptada por Meireles (2017). A separacéo
cromatografica dos compostos foi realizada em uma coluna C18
(SUPELCOSIL™ LC-PAH, 250 mm x 4,6 mm ID, tamanho de particula de 5 um)
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), utilizando uma eluicdo gradiente de (A)
acido acético a 2% em agua (v/v) e (B) acetonitrila:metanol 2:1 (v/v). A taxa de
fluxo e a temperatura da coluna foram mantidas em 1,0 mL.mint e 40 °C,
respectivamente, com volume de injecao de 20 uL e duracédo de 50 minutos para
conclusao da corrida. Os picos dos componentes foram detectados a 280 nm.

Realizou-se a calibracéo injetando os padrdes trés vezes em cinco diferentes
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concentragdes (0,05, 0,1, 0,25, 0,5 e 1,0 mg.mL"t). Cada composto fendlico foi
identificado por interpretacao do espectro UV, tempo de retencédo e comparacao
cromatografica (co-injecdo) com padrées auténticos da Sigma Aldrich®. A
quantificacdo dos fendlicos baseou-se nas areas de pico de cada composto,
detectadas por meio do software LabSolutions versdo 5.42 SP4 Copyright
(Shimadzu Corporation) versus curvas de calibracéo pré-determinadas.

Determinacao da atividade antimicrobiana do ERA

A atividade antimicrobiana do ERA foi avaliada pelo método de difusdo em
disco de acordo com a metodologia descrita por Silveira et al. (2009), com
modificagdes. Os indculos bacterianos foram distribuidos em placas de petri
contendo Agar Mueller-Hinton e discos de 6 mm de diametro foram colocados
sobre a superficie das placas e embebidos com 10 pL do ERA nas diluicdes em
adguade 10, 25, 50, 75 e 100%. Foi utilizado 10 uL do controle positivo (antibidtico
Norfloxacino 20 mg.mlt) e 10 uL do negativo (adgua esterilizada). Os halos de
inibicdo formados ao redor dos discos foram medidos com auxilio de um
paquimetro digital, sendo considerado com potencial antimicrobiano as diluicdes
que apresentaram halo de inibicdo =2 7 mm (sete milimetros) (Araujo et al., 2011).
Foram testadas 7 cepas bacterianas: Staphylococcus aureus (ATCC 15000),
Clostridium perfringens (ATCC 3624), Salmonella enterica subsp. Enterica
serovar Typhimurium (ATCC 14028), Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria
monocytogenes (ATCC 19117), Listeria innocua (ATCC 33090) e Escherichia
coli (ATCC 101536), as quais foram obtidas da Colecdo de Microrganismos de
Referéncia em Vigilancia Sanitaria-CMRVS, FIOCRUZ-INCQS (FIOCRUZ, Rio

de Janeiro-RJ, Brasil).

2.3. Andlise estatistica

Para avaliar a otimizacdo do processo de extracdo do extrato do residuo
da acerola, a analise estatistica foi conduzida utilizando-se o Software Statistica,
versao 6.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA). As respostas foram avaliadas através
da Andlise de Variancia (ANOVA) a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizacao da extracdo dos compostos antioxidantes

Os valores médios das variaveis resposta testados em todas as condi¢des
estdo expressos na Tabela 2. Verificou-se que 0s ensaios 2 e 4 apresentaram
0os maiores valores de atividade antioxidante (3,95 e 3,94 g TE.g! ms,
respectivamente). Os maiores contetudos de fendlicos totais (3414,10 e 3368,48
mg EAG.100 g ms) foram notados nos ensaios 3 e 5, respectivamente. O ERA
obtido no experimento 14 apresentou a menor atividade antioxidante frente ao
radical DPPH (2,42 g TE.g* ms), teor de compostos fendlicos totais de 2827,08
mg EAG.100 g ms e rendimento da extragdo igual a 23,06%. Os ensaios 2 e 5
apresentaram o0s maiores rendimentos de extracdo (35,56 e 34,39%,

respectivamente).

Tabela 2. Niveis e resultados das variaveis respostas do planejamento fatorial
23+3 repeticbes do ponto central configuracédo estrela (2x3) para obtencdo de
extrato do residuo da acerola.

Ensaios X1 X2 X3 Y1l Y2 Y3

1 “1(30) -1(30) -1(30) 3292,34  2901,73 33,54
2 -1(30)  -1(30) +1(80) 3299,49  3947,61 35,56
3 -1(30)  +1(60) -1(30) 3414,10  2698,33 28,36
4 -1(30) +1(60) +1(80) 3173,90 393549 28,85
5 +1(90) -1(30) -1(30) 3368,48  3003,63 34,39
6 +1(90) -1(30) +1(80) 3291,39  3851,95 28,52
7 +1(90) +1(60) -1(30) 3192,06  2698,20 32,02
8 +1(90) +1(60) +1(80) 3153,82 3594,35 27,72
9 -a(10)  0(45) 0(55) 3261,79  2999,54 31,21
10 +a(110)  0(45)  0(55) 3115,77 2895,97 31,61
11 0(60) -a(20) O(55) 3302,51 3397,31 29,10
12 0(60) +a(70) 0(55) 3265,03  2642,59 32,79
13 0(60) 0(45) -a(13) 3243,21 3067,16 31,52
14 0(60) 0(45) +a(97)  2827,08  2420,40 23,06
15 0(60) 0(45) 0(55) 3234,43  2989,71 30,82
16 0(60) 0(45) 0(55) 3212,83 292567 31,91
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17 0(60) 0(45) 0(55) 3242,73  2904,46 31,08

X1: Tempo de extracdo (min); X2: Temperatura de extra¢éo (°C); X3: Concentracdo do etanol
(%v/v); Y1: Compostos Fendlicos (mg EAG/100 g de ms); Y2: Atividade Antioxidante (mg
TE/100g ms); Y3: Rendimento de Extragdo (%).

De acordo com os resultados, foi possivel observar através do diagrama
de Pareto (Figura 2) que os efeitos principais de cada variavel testada foram
mais importantes do que as interacdes. A concentracdo da solucédo extratora
exerceu efeito positivo na atividade antioxidante (Figura 2B) e negativo no
contetdo de compostos fendlicos (Figura 2A) e no rendimento da extracdo
(Figura 2C). A temperatura de extracdo teve efeito negativo nos valores de
fendlicos totais e da atividade antioxidante. O tempo de extracdo afetou o teor
de compostos fendlicos (linear) de modo inversamente proporcional e a atividade
antioxidante (quadrética), sendo este diretamente proporcional.

A concentracdo da solucdo extratora foi o fator que mais influenciou no
conteudo de compostos fendlicos, atividade antioxidante e rendimento da
extracdo. De acordo com a Figura 2, 0 aumento da concentracdo de etanol na
solucd@o extratora em niveis proximos de 100% apresentou efeito negativo no
conteudo de fendlicos totais do ERA, sugerindo que a maior parte dos compostos
fendlicos do residuo de acerola apresenta caracteristicas hidrofilicas. De fato,
Vieira et al. (2011) ao avaliar os compostos bioativos de polpas tropicais
constataram que a acerola apresentou maior contetdo de compostos fendélicos
quando estes foram extraidos com agua do que quando extraidos com solugao
hidroetandlica. Portanto, a influéncia da concentracao de etanol no rendimento
da extracdo das substancias bioativas pode ser associada a polaridade dos
compostos fendlicos do extrato (Kopri et al., 2019). A temperatura de extracéo
teve influéncia nas respostas avaliadas, de modo que o aumento da temperatura
possibilitou maior conteddo de compostos fendlicos e atividade antioxidante. O
aumento do tempo de extragcdo proporcionou maior atividade antioxidante, no

entanto, conferiu uma reducdo dos compostos fendlicos do ERA.



30

Figura 2. Grafico de Pareto do teor de Compostos Fendlicos (2A), Atividade
Antioxidante (2B) e Rendimento de Extracao (2C).
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Considerando-se apenas o0s termos significativos, as regressdes
propostas do modelo matematico para o conteudo de compostos fendlicos (Y1,
R? = 0,7178), atividade antioxidante (Y2, R? = 0,3562) e rendimento da extragdo
(Y3, R? =0,9032) séo representadas pelas equacdes 3, 4 e 5:

Y, = 3223,059 - 30,728X; - 27,886X,+42,910X3-76,755X5-44,991X3-38,770X1 Xo-26,062X, X5
(Eq. 3)

Y,= 2,912 + 0,098X? - 0,150X, + 0,123X35 + 0,215X3  (Eq. 4)
Y;=31,184 - 2,657X5-1,114X5  (Eq. 5)

Os graficos de superficie de resposta (Figura 3), em funcdo de cada uma
das variaveis, foram gerados a partir das equacdes 3, 4 e 5. Observou-se na
figura 3A que a temperatura e concentragdo de etanol foram os fatores mais
influentes na extracdo dos compostos fendlicos. Verificou-se as maiores
extracBes de compostos fendlicos ocorreram numa concentracao de etanol de
20 a 30% quando a temperatura estava préxima de 20 °C, este mesmo fato foi
observado na temperatura entre 60 a 70 °C, na mesma concentragdo. Rezende
et al., (2017) obtiveram menor conteudo de compostos fendlicos (1068+3 mg
EAG/100g) utilizando concentracdo de etanol de 46,49% (concentracdo 6tima).

Na figura 3B, observou-se que a maior atividade antioxidante foi
apresentada pelo tratamento que usou temperatura de extragdo em torno de 30
°C e concentracdo de etanol de 80%. Este resultado foi semelhante ao de
Rezende et al. (2017) que obtiveram maior atividade antioxidante do residuo da
acerola, frente ao radical DPPH, numa concentracdo de 79,4% de etanol.

O maior rendimento do extrato foi obtido em temperatura de 50 a 70 °C e
na concentracdo de 30 a 50% de etanol, como mostra a figura 3C. Em pesquisa
similar, Rezende et al. (2017) obtiveram maior rendimento do extrato do residuo

da acerola com 46,49% de etanol.
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Figura 3. Superficies de resposta geradas para as variaveis resposta:

Compostos Fendlicos (3A), Atividade Antioxidante (3B) e Rendimento de
Extracdo (3C).
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3.2 Validacédo do modelo matematico

Dentre as variaveis independentes testadas, a concentracdo da solucéao
e a temperatura de extragao foram os fatores mais importantes que tiveram efeito
nos resultados das respostas analisadas. No entanto, considerando-se o nUmero
de respostas avaliadas, pbde-se notar que a influéncia das variaveis
independentes apresenta elevada variabilidade. Por isso, utilizou-se a
ferramenta de desejabilidade (Derringer e Suich, 1980) para determinar as
condicdes Gtimas de extracdo para a obtencdo do ERA com melhor rendimento
e maiores concentracdes de compostos fendlicos e atividade antioxidante.

A partir da funcdo de desejabilidade (Figura 4), utilizou-se as equacoées 3,
4 e 5, para verificar as condi¢fes 6timas de extracdo dos parametros testados,
as quais corresponderam a um tempo de 110 min, temperatura de 20 °C e uma
concentracdo de etanol de 34%. Esta funcdo relaciona-se a uma otimizacéo
numerica, a partir da observacao de varias respostas sobre a qualidade de um
produto ou processo, a fim de obter uma Unica resposta de modo que satisfaca
todas as restricbes cabiveis ao produto ou processo (Rezende et al., 2017).
Diante disto, observou-se que a desejabilidade apresentou valor préximo a 1
(0,95130) o que pode ser considerado como aceitavel e excelente, de acordo

com a escala de desejabilidade de Akhanazarova e Kafarov (1982).
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Figura 4. Resultado dos valores preditos e desejabilidade para o conteddo de
compostos fendlicos, atividade antioxidante e rendimento de extragéo do extrato
do ERA.
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O modelo matemaético utilizado estimou valores para o teor de compostos
fendlicos de 3450,70 mg de EAG/100 g de ms, atividade antioxidante 3,82 g TE/
g ms e rendimento de 34,77%. Para validar o modelo, foram realizadas trés
extracdes e procedidas as determinacdes do teor de compostos fendlicos,
atividade antioxidante e rendimento da extracéo. O resultado médio da atividade
antioxidante e rendimento da extracdo foram de 3,51 g TE/ g ms e 30,65%,
respectivamente, cujos valores nao diferiram dos valores preditos, validando
assim o modelo. No entanto, o contetdo de fendlicos totais foi de 4438,58 mg de
EAG/100 g de ms, resultado este que diferiu do predito através do modelo
matematico (p<0,05), ndo concedendo a sua validagdo. Este resultado
comprovou que o modelo foi efetivo para validar as condigbes otimas de maior
atividade antioxidante e rendimento de extracdo, no entanto, mostra que o
modelo no foi efetivo para validacio do contetdo de compostos fendlicos. E
fato que quando se avaliam diferentes variaveis dependentes e independentes
no processo de otimizacdo, ha grande risco de nado haver uma boa

compatibilidade dos resultados.
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3.3 Compostos bioativos e perfil fendlico do extrato otimizado

Os resultados da quantificacdo dos compostos bioativos e da atividade
antioxidante do extrato do residuo da acerola obtido nas condi¢cbes 6timas

encontram-se dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Resultado da quantificacdo dos compostos bioativos do ERA
otimizado.

Parametro ERA otimizado
FA (g /100 g) 336,30+14,67
AT (g /100 g) 57,86+0,98

TT (mg EAT/100 g) 34,51+2,71

TC (%) 19,85+3,57

FT (mg EAG/100 g) 4438,58+207,36
AA (mg TE/100 g) 3510+75,95

FA=flavonoides amarelos; AT=antocianinas totais; TT=taninos totais; TC=taninos condensados;
FT=fendlicos totais; AA=atividade antioxidante frente ao radical DPPH.

O extrato do residuo da acerola apresentou quantidades significativas de
substancias biologicamente ativas, com alto teor de flavonoides amarelos e de
antocianinas. A presenca de flavonoides também foi detectada no perfil fendlico
do extrato otimizado (Tabela 4), onde os principais compostos foram a catequina,
rutina e miricetina. Tais substancias sdo de fundamental interesse para industria
farmacéutica e de alimentos, pois apresentam propriedades benéficas a saude,
como atividade antioxidante e hepatoprotetora (Marques et al., 2018a).
Corroborando com estes resultados, Rezende et al. (2018) encontraram
quantidades significativas de flavonoides (226,53 a 551,50 mg/100g) e
antocianinas (2,00 a 11,16 mg/100g) no extrato do residuo da acerola, sendo
estas concentracdes superiores a polpa.

O extrato obtido nas condi¢cdes otimizadas apresentou consideravel
concentracdo de taninos totais (34,51 mg EAT/100g), dos quais 19,85%
corresponderam a taninos condensados. Os taninos séo classificados em
taninos hidrolisaveis, constituidos por moléculas com um poliol (D-glicose, como
acido galico) e taninos condensados/proantocianidinas (grupo de bioflavondides
polifendlicos de ocorréncia natural, como a catequina) (Kumari & Jain, 2012).

Estes compostos apresentam atividades bioldgicas benéficas a saude, atuando
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como antioxidantes, anti-inflamatorios e antimutagénicos, devido a sua
capacidade de inibir a acao dos radicais livres e ativar enzimas antioxidantes
(Kumari & Jain, 2012). Nébrega et al. (2015) encontraram valores superiores
para o conteudo de taninos condensados (1382,5 mg EAT/100g) no residuo
fresco da acerola.

O teor de fendlicos totais do extrato do residuo da acerola obtido nas
condicBes oOtimas de extracao (utilizando 34% de etanol, por 110 min a 20 °C) foi
de 4438,58 mg EAG/100g. Os resultados encontrados em nosso experimento
foram menores do que os reportados por Paz et al. (2015) em polpa seca de
acerola (12466 mg de EAG/ 100 g), mas foram maiores do que o teor de fendlicos
totais encontrado por Nogueira et al. (2019) no residuo fresco da acerola
(1505,21 mg EAG/100g). Estudos mostram que as diferencas no contetudo de
fendlicos esta associada a diferentes fatores como cultivar, estacédo da colheita,
maturidade do fruto, método de secagem e de extracdo desses compostos
(Belwal et al., 2018; Nogueira et al., 2019; Silva et al., 2019).

O extrato do residuo da acerola apresentou elevado potencial antioxidante
(3,51+0,08 g TE/ g de matéria seca) frente ao radical DPPHe. Os resultados
sugerem que 0s compostos antioxidantes presentes no ERA foram capazes
estabilizar o radical DPPH- através da doacdo de um atomo de hidrogénio. Este
fenbmeno pode ser associado a presenca de acidos fendlicos e flavonoides
amarelos, 0s quais sao relatados como 0s principais metabdlitos com acédo
sequestrante de radicais livres em vegetais (Koolen et al., 2013). Segundo
Karamac et al. (2005), os acidos gentisico e galico apresentam forte capacidade
antiradical. De fato, o acido gentisico foi 0 composto fendlico encontrado em
maior concentracao no extrato obtido nas condicfes otimizadas (Tabela 4). Os
resultados de atividade antioxidante frente ao radical DPPHe+ encontrados em
nosso experimento foram préximos aos reportados por Paz et al. (2015) em
polpa seca de acerola (3,99 + 15 g TE/100 g), o que mostra que o residuo
apresenta atividade antioxidante similar a polpa.

O resultado do perfil de fendlicos do ERA identificado por CLAE encontra-
se disposto na Tabela 4. A amostra analisada apresentou 1953,63 mg de
compostos fendlicos totais por 100 g da matéria seca. Ao total, foram
identificados dezesseis (16) compostos fendlicos, sendo representados por

acidos fendlicos (10) e flavonoides (6).
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Tabela 4. Perfil fenolico dos principais compostos presentes no ERA.

Composto fenolico

mg/100 g ms*

Acidos Fendlicos

Acidos hidroxibenzoicos

Acido Gentistico 619,48+4,94
Acido Salicilico 447,76+2,12
Acido Protocatecuico 387,86+4,94
Acido Galico 35,94+3,74
Acido Vanilico 10,65+0,58
Acido Siringico 2,50+2,12
Acidos hidroxicinamicos

Acido Cafeico 22,30+0,58
Acido Ferlico 5,99+1,41
Acido p-Cumarico 2,33+0,57
Acido trans cinamico 1,00+0,00

Total de Acidos Fendlicos

1535,82+235,84

Flavonoides

Catequina
Rutina
Miricetina
Crisina
Quercetina

Hespertina

299,01+20,47
96,84+1,41
11,98+0,10
5,99+0,00
2,00+0,00
1,10+0,00

Total de Flavonoides

417,81+118,22

Conteudo de Compostos Fendlicos

19583,63+354,06

*mg/100 g de matéria-seca. Resultado expresso em média + desvio padrao.

Os é&cidos fendlicos encontrados representaram a maior parte dos

fendlicos totais do extrato (78,6%), com destaque para os acidos gentisico

(31,7%), salicilico (22,9%) e protocatecuico (19,8%). Outros acidos como o p-

cumadrico, siringico, galico, trans cinamico, vanilico, feralico e caféico foram

identificados em menor proporc¢ao. Os &cidos fendlicos séo sintetizados através

do metabolismo secundario das plantas pela via fenilpropanoide, que utiliza o
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aminoécido fenilalanina como substrato, convertendo-o em derivados do &cido
p-hidroxibenzoico (acido gentistico, salicilico, protocatecuico, galico, vanilico,
siringico) ou do &cido p-cindmico (acido cafeico, ferulico, p-cumarico, trans
cindamico) (Spagnol et al., 2019).

O acido gentisico, composto fendlico majoritario detectado no ERA, tem
sido associado com propriedades farmacologicas variadas, apresentando
atividade neuroprotetora (Kabra et al., 2014), anticarcinogénica e
quimioprotetora (Altinoz et al., 2018), além de antioxidante (Sharma et al., 2004).
O &cido salicilico € um composto fendlico que pode agir como molécula
mensageira para estimular a sintese de metabolitos secundérios (Hadizadeh et
al., 2019), e desta forma, tem sido bastante utilizado para induzir a formacao de
compostos bioativos em plantas (Tajik et al., 2019). O acido protocatecuico é um
composto que apresenta propriedades antinociceptivas (Arslan et al., 2018),
antibacterianas (Chai et al., 2019), neuroprotetoras (Gallardo-Fernandez et al.,
2019; Krzysztoforska et al., 2019) e antidepressivas (Orzelska-Goérka et al.,
2019). Embora detectados em menor quantidade no ERA, os acidos cafeico,
gélico e p-cumarico tém sido relatados como efetivos antioxidantes naturais em
sistemas alimenticios (Kannan et al., 2013; Spagnol et al., 2019).

O ERA também apresentou quantidades significativas de flavonoides,
correspondendo a 21,4% do total de fendlicos do extrato. Foi possivel notar que
0 extrato apresentou maior concentracdo de catequina, seguida da rutina. A
miricetina, quercetina, hespertina e crisina foram identificados em menor
propor¢cao no ERA. Os flavonoides sdo compostos fendlicos que possuem dois
anéis aromaticos ligados por uma ponte de trés atomos de carbono, proveniente
das duas vias biossintéticas do acido chiguimico e do acetato via acido malénico,
resultando na formacdo de grandes classes de flavonoides, como flavondis,
flavonas, flavanonas, flavanois (catequinas), isoflavonas e antocianidinas
(Angelo e Jorge, 2007).

Pesquisas recentes mostram que a catequina tem acgdo contra a
obesidade, capacidade de reduzir gordura (Jiang et al., 2019) e atividade
antibacteriana (Ma et al., 2019). A rutina, detectada em alta concentracdo nas
amostras de ERA, apresenta acao hepatoprotetora (Caglayan et al., 2019), atua

na prevencgdo de hipertrigliceridemia e inflamacao (Manzoni et al., 2019), além
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de melhorar as propriedades fisicas de filmes a base de isolados de proteina de
soja (Friesen et al., 2015).

Os resultados deste trabalho corroboram com os reportados por Marques
et al. (2018b), que também detectaram a presenca dos acidos galico, siringico e
p-cumarico, além de catequina e quercetina nos extratos aquosos e metanolicos
do residuo da acerola. Do mesmo modo, Nogueira et al. (2019) constataram a
presenca de acido galico, acido cafeico, acido p-cumarico e rutina em extrato
metandlico do residuo da acerola.

Os compostos fendlicos presentes no residuo da acerola também tém sido
associados com propriedades relacionadas a acdo inibitéria sobre enzimas
digestivas o que pode auxiliar no tratamento da obesidade, comorbidades
associadas e no controle do diabetes tipo 2 (Marques et al.,, 2016), acéo
antioxidante e antimicrobiana (Marques et al., 2017), dentre outras. Portanto, o
extrato obtido do residuo da acerola pode ser utilizado por diversos setores

econdmicos como a industria farmacéutica, de cosméticos e de alimentos.

Atividade antimicrobiana do ERA

Os resultados da atividade antimicrobiana do ERA encontram-se
dispostos na Tabela 5. A concentracdo testada do ERA mostrou atividade
antimicrobiana limitada frente aos microrganismos avaliados. Das cepas
testadas, o extrato apresentou zona de inibicdo para Salmonella typhimurium,
com halo de 8,15 e 7,04 mm nas concentragdes de 25 e 50%, respectivamente.
Na concentracdo de 100%, o extrato formou halo de inibicdo de 7,85 mm para
Listeria monocytogenes. O controle positivo (antibidtico norfloxacino) apresentou
halo de inibicdo para todos os microrganismos investigados, com valores que
variaram de 24,74 a 38,11 mm.
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Tabela 5. Resultado da atividade antimicrobiana pelo teste de difusdo em disco
do ERA.

Concentracao do extrato (%)

10 25 50 75 100 CP CN
SA - - - - - 26,62+3,43 -
ST - 8,15+0,92 7,04+1,39 - - 24,74+1,07 -
CP - - - - - 38,11+1,15 -
EC - - - - - 32,84+2,57 -
LM - - - - 7,85+0,25 28,25+0,66 -
LI - - - - - 31,79+0,88 -
BC - - - - - 34,48+1,26 -

SA= Staphylococcus aureus; ST= Salmonella typhimurium; CP=Clostridium perfringens; EC=
Escherichia coli; LM= Listeria monocytogenes; Listeria innocua; BC= Bacillus cereus; CP =
Controle Positivo: Antibiético Norfloxacino. CN = Controle Negativo: Agua destilada estéril. -: ndo
apresentou halo de inibicdo. Resultado expresso em média + desvio padréo.

O efeito antimicrobiano dos extratos antioxidantes é influenciado pela
composicdo do extrato e pelo tipo de microrganismo a ser inibido. A elevada
concentracdo de compostos fendlicos do ERA explica a acado antimicrobiana
notada em grupos de microrganismos especificos. Neste experimento, a maior
proporcao de acidos fendlicos observada no ERA pode estar associada com a
formacdo de maior halo de inibicdo para Listeria monocytogenes. De fato,
segundo Wen et al. (2003), os &cidos cinamicos apresentam forte atividade
antilisterial.

Paz et al. (2015) verificaram a formacédo de zona de inibicdo de 13,0 mm
contra Listeria monocytogenes com 0 uso de extrato da polpa de acerola como
agente antimicrobiano. Do mesmo modo, Marques et al. (2017) verificaram acao
antimicrobiana do extrato do bagaco da acerola contra Listeria monocytogenes
com formacédo de halo de inibicdo de 7,5 mm. Motohashi et al. (2004) também
reportaram atividade antimicrobiana do extrato da polpa liofilizada de acerola

contra Salmonella epidermidis.

4 CONCLUSOES

A otimizacao do processo de extracao dos compostos bioativos do residuo

da acerola pode ser considerada eficiente, uma vez que o extrato otimizado
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apresentou elevado conteudo de substancias com acdo antioxidante e
antimicrobiana, como flavonoides e &acidos fendlicos. Para se obter o maximo
conteudo de fendlicos totais e a maior atividade antioxidante e rendimento, a
extracdo deve ser realizada utilizando-se 34% de etanol por 110 minutos a 20
°C. De acordo com os resultados, pode-se concluir que o residuo agroindustrial
da acerola € uma boa fonte para producdo de aditivos alimentares,

considerando-se a elevada concentracdo de compostos bioativos.
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CAPITULO 3 - Filme ativo & base de gelatina e extrato do residuo de
Malpighia emarginata para inibir a oxidacdo lipidica e proteica em
hambuarguer bovino

Edible and active film based on gelatin and Malpighia emarginata waste
extract to inhibit lipid and protein oxidation in beef patties
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Resumo: filmes ativos a base de gelatina e extrato do residuo da acerola (ERA)
foram utilizados para inibir as alterac6es na qualidade de hamburgueres bovinos
durante o armazenamento. Foram elaborados quatro tratamentos: EF (flme de
gelatina sem ERA), AF2 (filme de gelatina com 2% de ERA), AF4 (flme de
gelatina com 4% de ERA) e AF6 (flme de gelatina com 6% de ERA). O filme
plastico comercial de PVC foi utilizado como controle (PF). Os filmes ativos
apresentaram boas propriedades fisicas e de barreira, sendo efetivos no controle
das alteracdes de cor e das reacdes de oxidacao lipidica e proteica das amostras
avaliadas. A adicdo do ERA no filme de gelatina demonstrou efeito positivo até
a concentracdo de 4%, de modo que o tratamento AF4 reduziu a formacéo de
malonaldeido e de compostos carbonilicos totais em 23,58 e 60,14%,
respectivamente. Portanto, o uso filme ativo a base de gelatina e ERA parece
ser uma boa estratégia para prolongar a vida de prateleira de hamburgueres

armazenados sob congelamento.

Palavras-chave: Aditivo natural, filme comestivel, hamburguer, oxidacao

lipidica, oxidacao proteica.

Abstract: Active gelatin-based films and acerola residue extract (ERA) were

used to inhibit changes in the quality of beef burgers during storage. Four
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treatments were developed: EF (gelatin film without ERA), AF2 (gelatin film with
2% ERA), AF4 (gelatin film with 4% ERA) and AF6 (gelatin film with 6% ERA).
The commercial PVC plastic film was used as a control (PF). The active films
showed good physical and barrier properties, being effective in controlling color
changes and the lipid and protein oxidation reactions of the evaluated samples.
The addition of ERA to the gelatin film demonstrated a positive effect up to a
concentration of 4%, so that the AF4 treatment reduced the formation of
malonaldehyde and total carbonyl compounds by 23.58 and 60.14%,
respectively. Therefore, the use of active gelatin-based film and ERA appears to
be a good strategy for prolonging the shelf life of hamburgers stored under

freezing.

Keywords: Burger, biodegradable film, lipid oxidation, natural additive, protein

oxidation.

1 INTRODUCAO

As embalagens ativas consistem em um sistema complexo onde o produto
e a embalagem interagem para conferir caracteristicas positivas a preservacao
do alimento (Mcmillin, 2017). As embalagens ativas antioxidantes tém a
capacidade de prolongar a vida de prateleira do alimento e atender a demanda
dos consumidores por produtos de qualidade (Kalem et al., 2018; Zhang et al.,
2018).

Os materiais plasticos derivados do petrdleo sdo altamente poluentes para
o meio ambiente (Mir et al., 2018) e a producédo de embalagens biodegradaveis,
produzidas a partir de polimeros naturais, como polissacarideos, proteinas e
lipideos tem sido uma alternativa viavel para minimizar este problema
(Bermudez-Oria et al., 2018; Soncu et al., 2018; Suderman et al., 2018).

A gelatina € um biopolimero que tem sido bastante estudado para
producdo de filmes biodegradaveis como alternativa aos plasticos de origem
petroquimica devido as suas boas propriedades de formacao de filme, protecéo
do produto contra luz e oxigénio, capacidade de liberar compostos ativos, baixo
ponto de fuséo, facilidade de obtencéo e abundancia, além de nao poluir o meio
ambiente (Wu et al., 2015; Shankar et al., 2019). Desta forma, estudos tém
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relatado o efeito de filmes biodegradaveis a base de gelatina incorporados com
extratos antioxidantes na preservacao da carne e derivados (Kaewprachu et al.,
2018; Jridi et al., 2018; Bermudez-Oria et al., 2019).

A acerola (Malpighia emarginata) € uma fruta pertencente a familia
Malpighiaceae, originaria da América Central e do Sul, sendo bastante cultivada
no Brasil (Malegori et al., 2017). Devido a elevada perecibilidade, a acerola &
processada e comercializada principalmente na forma de polpa e suco
clarificado, o que gera grande quantidade de residuos que na maioria das vezes
nao séo aproveitados ou sdo descartados de forma inadequada no ambiente
(Belwal et al., 2018). No entanto, pesquisas tém apontado que o residuo
agroindustrial da acerola possui elevada concentracdo de compostos bioativos
(antocianinas, flavonoides, carotenoides) em relacdo a polpa, e a extracao
desses compostos poderia aumentar o valor comercial da matéria-prima, além
de contribuir para preservacédo do meio ambiente (Rezende et al., 2017; Nogueira
et al., 2019).

Varias pesquisas relacionadas com o desenvolvimento de filmes
comestiveis incorporados com extratos naturais com agéo antioxidante estéo
disponiveis na literatura (Medina-Jaramillo et al., 2017; Turgut et al., 2017; Kalem
et al., 2018; Yong et al.,, 2019). Contudo, ha uma escassez de dados que
reportem o efeito de filmes comestiveis incorporados com extratos do residuo do
despolpamento da acerola em produtos carneos. Nesse contexto, objetivou-se
verificar o efeito da aplicacdo de filme comestivel a base de gelatina incorporado
com extrato do residuo de acerola no controle da oxidacéo lipidica e proteica em

hamburguer bovino durante o0 armazenamento.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material e reagentes

Os reagentes de grau analitico PA foram adquiridos da Vetec Quimica
Ltda e Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A gelatina bovina em p6 sem sabor

(Mix Industria de Produtos Alimenticios Ltda) e o material utilizados para
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elaboracdo dos hamburgueres foram obtidos em estabelecimentos comerciais
localizados no municipio de Solanea-PB.

2.2 Obtencéao do residuo e preparo do extrato

Inicialmente, o residuo foi submetido a secagem em estufa com circulacao
de ar a 55 °C por 24 horas (Crizel et al., 2015). Apos a secagem, o residuo foi
triturado em moinho de facas tipo Willey4l (SL — 31, Solab, Piracicaba - SP,
Brasil) peneirado (10 mesh).

A obtencdo do extrato do residuo da acerola (ERA) foi realizada apés o
processo de otimizacdo das condicdes de extracdo dos compostos com
potencial antioxidante através de estudos preliminares. Desta forma, o ERA foi
elaborado utilizando-se a mistura entre o residuo desidratado e a solucao
hidroetandlica a 34% na proporcao de 1:10 (m/v), respectivamente. Em seguida,
a mistura foi homogeneizada manualmente por 110 minutos (com agitacdo
durante 5 minutos a cada 15 minutos) a 20 °C, seguido de centrifugacéo (8960
x G por 20 min a 10 °C) e filtrag&o. Ao final da extracdo, a fragdo etandlica da
mistura foi removida sob pressao (180 mbar) em evaporador rotativo a 45 °C e
o extrato foi ressuspenso com agua destilada e armazenado em frasco ambar a

-80 °C até a incorporacdo nas embalagens.

2.3 Preparacao do filme ativo a base de gelatina incorporado com ERA

A obtencao do filme foi realizada conforme metodologia descrita por Akcan
et al. (2017), com adaptacdes, pelo método de casting. A gelatina bovina (5%
m/vol) foi dissolvida em agua destilada e glicerol (5% vol/vol). O pH foi ajustado
para 8,0 com NaOH 2 N e a solucao foi aquecida a 50 + 2 °C sob agitacao por
30 minutos e em seguida resfriada até temperatura ambiente (25 °C + 2). O ERA
foi adicionado na solucéo (v/v) apos o resfriamento conforme os tratamentos: EF
(filme de gelatina sem ERA), AF2 (filme de gelatina com 2% de ERA), AF4 (filme
de gelatina com 4% de ERA) e AF6 (filme de gelatina com 6% de ERA). O filme
plastico comercial de PVC foi utilizado como controle (PF). Apés o preparo, 30
mL das solugbes filmogénicas foram dispersos em placas de Petri (15 cm de

didmetro) e submetidas a secagem em estufa com circulagéo de ar a 35 °C por
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24 horas. Por fim, as placas foram colocadas em dessecador por 48 horas e 0s

filmes foram removidos com auxilio de espatula.

2.4 Caracterizacao dos filmes

2.4.1 Espessura

A espessura do filme foi medida utilizando-se um micrémetro digital
(Mitutoyo-Co, Japédo) com precisdo de 0,001 mm. A espessura média dos filmes
foi determinada a partir de medi¢cdes em 10 pontos aleatorios (Beigomi et al.,
2017).

2.4.2 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas como tensédo e elasticidade na ruptura dos
filmes ativos foram analisadas em instrumento de ensaios estaticos (SHIMADZU,
Japao) operando conforme as especificacbes da ASTM D882-12 (ASTM, 2012).
Os filmes foram acondicionados durante 72 horas em estufa com umidade
relativa de 75% a 25 °C. Os corpos de prova foram cortados em formato de tiras
de 100 mm x 15 mm de largura, com posicéo inicial das garras de 50 mm e a
velocidade de separacdo das garras de 12,5 mm/min. As andlises foram
realizadas com 5 (cinco) repeticfes para cada tratamento. Os resultados foram
expressos em porcentagem de alongamento (PA, %) e resisténcia a tracdo (RT,
MPa).

2.4.3 Solubilidade em agua

A determinacado da solubilidade dos filmes foi realizada de acordo com o
método descrito por Ge et al. (2018), expresso como a porcentagem de matéria
seca do filme solubilizado apds 24 h de imersdo em agua. Inicialmente, as
amostras de filmes medindo 2 x 2 cm foram pesadas (mi) e secas em estufa a
105 °C por 24 horas. Em seguida os filmes secos foram imersos em 30 ml de
agua destilada a 25 °C e mantidos por 24 horas. Posteriormente, as amostras

foram coletadas e secas novamente em estufa a 105 °C por 24 horas e 0 peso
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final (mf) foi obtido. A solubilidade em agua dos filmes foi calculada de a partir
da equacao 1

mi—-mf

Solubilidade (%) =

x 100 (Eq. 1)

2.4.4 Permeabilidade ao vapor de agua — PVA

A determinagéo da PVA foi realizada conforme descrito por Costa et al.
(2017), pelo método padrédo da norma E96-95 ASTM (1995). Amostras de filme
com 9 cm de diametro foram fixadas na superficie do Erlenmeyer de 125 mL
contendo 50 mL de agua destilada. As extremidades do Erlenmeyer foram
vedadas com fita adesiva. A massa inicial do sistema (Becker + agua + filme +
fita adesiva) foi medida e, na sequéncia, o sistema foi acondicionado em
dessecador a 25 °C e pesado a cada 24 horas, durante 7 dias. O resultado de
PVA foi obtido pela quantidade de massa permeada em funcéo da area. O fluxo

de vapor de agua (J) foi calculado com o auxilio da equacéo 2.

Am
AMxx
3 :% (Eq. 2)

Onde, Am= Variacéo de massa (g); At= Variagdo do tempo (min); X= Espessura
do filme; A é a area da abertura do Erlenmeyer (2,6 cm?) e Ap= Variagdo de

pressdo de vapor parcial que passa pelo filme.

2.4.5 Determinacdo da cor e opacidade

A determinacdo da cor e opacidade dos filmes foi realizada usando
colorimetro digital (CR-400, Konika Minolta, Osaka, Japdo) conforme
metodologia de Medina e Jaramillo et al. (2015). Os valores de L*, a* e b* foram
obtidos através de leitura direta no colorimetro sobrepondo-os sobre um padréo
branco. A determinacdo da opacidade foi obtida com leitura em
espectrofotometro a 600 nm (Siripatrawan e Harte, 2010). A opacidade foi

calculada conforme a equacéo 3.
A
Opacidade: Yy (Eq. 3)

Onde, Ay= Absorbancia no comprimento de onda; X= espessura do filme.
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2.4.6 Analise de espectroscopia na regidao do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR dos filmes a base de gelatina foram registrados
utilizando o método de refletancia atenuada (ATR), na faixa de frequéncias de
4000 a 600 cm™ em resolucdes de 4 cm™ e 40 varreduras, conforme o método
descrito pela ASTM D5477-11 (ASTM, 2011), adaptado por Feng et al. (2018).

2.5 Processamento dos hamburgueres e aplicacdo dos filmes

Para elaboracdo dos hamburgueres, foram utilizados 80% de paleta
bovina, 8% de toucinho, 10% de agua gelada, 2% de sal e 30 g de farinha de
trigo para cada quilo da massa final. A carne e o toucinho foram submetidos ao
corte e moagem em moinho industrial (Braesi/BMC-05 Geracao 2) com disco de
5 mm. Apds a moagem, foram adicionados sal e agua gelada até a formacéao de
uma massa homogénea e em seguida foi adicionada a farinha de trigo. Apos
este procedimento, os hamburgueres foram moldados (= 50 g) em forma de 8
cm de didmetro e aproximadamente 1 cm de altura (M.I.B, Brasiaco Industria e
Comércio Ltda, Juatuba, Brasil). Os hamburgueres foram dispostos
individualmente em bandejas de isopor e os filmes (FP, EF, AF2, AF4 e AF6)
foram aplicados na superficie de cada amostra. Os hamburgueres foram
armazenados sob congelamento a -18 °C durante 60 dias e as analises foram
realizadas a cada 15 dias de armazenamento. Todas as andlises foram

realizadas nas amostras de hamburguer apos a remocao dos filmes.

2.6 Determinacgéo da cor instrumental dos hamburgueres

Os hamburgueres foram submetidos a analise de cor instrumental com
leitura direta de 5 pontos distintos das amostras em colorimetro digital (Konica
Minolta, CR-10, Osaka, Japédo), empregando a escala de cor CIELAB, com
iluminante C, angulo de visdo 8°, angulo padrédo do observador 10°, conforme as
especificagbes da Commission Internationale L’eclairage (CIE, 2004). As
variaveis de cor estudadas foram L*, a*, b* e o angulo hue, onde L* representa

a luminosidade, a* (grau de verde/vermelho) e b* (grau de azul/amarelo). A
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diferenca colorimétrica total foi calculada nos tempos 15, 30, 45 e 60 em relacéo
ao primeiro dia de armazenamento, conforme a equacao 3:
AE = [(L*ultimo dia de armazenamento - L*primeiro dia de
armazenamento)? + (a*Gltimo dia de armazenamento - a* primeiro dia de
armazenamento)? + (b*Gltimo dia de armazenamento - b* primeiro dia de

armazenamento)?]¥2.  (Eq. 3)

2.7 Determinacéao de perda de peso por centrifugacéao

A perda de peso apls a centrifugacdo foi quantificada pelo método
descrito por de Herrero et al. (2005). Dois gramas da amostra foram embrulhados
com papel de filtro, inseridos em tubos Falcon de 50 mL e centrifugados a 1500
X G por 5 minutos a4 °C. A perda de peso por centrifugacao foi medida conforme

equacéo 4.

Perda de peso (%) = =22inicial=es0rinal . 1) (Eq. 4)

Pesoinicial

2.8 Determinacao do pH dos hambdrgueres

Os valores de pH foram medidos por leitura direta em pHmetro digital (lON,
PHS-3E-BI, Sdo Paulo, Brasil), conforme indicagdes da AOAC (2005).

2.9 Medicao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) dos
hamburgueres

A determinacao das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)
das amostras de hamburguer foi obtida segundo o método descrito por Ganhao
et al. (2011). As amostras (2,5 g) foram homogeneizadas com 7,5 mL de acido
perclorico (3,86%) em vortex por 3 minutos, para facilitar a extragcdo das
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico. Em seguida, a mistura foi
centrifugada (1372 x G por 3 minutos a 4 °C) e filtrada. O extrato obtido foi
utilizado para quantificacdo do teor de TBA-RS. A medi¢do da absorbancia foi
realizada a 532 nm e uma curva padrao de tetraetoxipropano (TEP) foi utilizada
para quantificacdo. O resultado final foi expresso em mg de malonaldeido/kg de

amostra.
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2.10 Determinacéao dos dienos conjugados dos hamburgueres

A determinacédo do valor de dienos conjugados foi obtida com o auxilio da
metodologia da IUPAC (1992), a partir da dissolucao de 0,5 g da fracao lipidica
da amostra (obtida pelo método de Folch e evaporada em evaporador rotativo a
45 °C e 180 mbar) em 25 mL de isooctano. A leitura foi realizada a 234 nm,

utilizando o isooctano como branco.

2.11 Quantificacdo dos compostos carbonilicos totais dos hamburgueres

O teor de compostos carbonilicos totais foi determinado apos
derivatizacdo com 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), conforme metodologia
descrita por Ganhao et al. (2010). Homogeneizou-se cerca de 1 g da amostra em
10 mL de tampéo (pH 6,5) NasPO4 20 mM e NaCl 0,6 M em ultra-turrax (T 25
Digital, IKA, Alemanha) por 1 minuto. Posteriormente, foi utilizada uma aliquota
de 150 pL para determinar a concentracdo de proteinas e o conteudo de
compostos carbonilicos. Para determinar o contetdo de proteinas foi adicionado
1 mL de HCI 2 M e para a determinacdo dos compostos carbonilicos foi
adicionado 1 mL de e DNPH 0,2% em HCI 2 M, seguido de homogeneizacdo em
vortex e incubacdo em temperatura ambiente por 1 h no escuro. A concentracao
de proteinas foi obtida a partir da leitura das absorbancias a 280 nm utilizando
uma curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA) e o conteudo de carbonilicos
a partir de leituras a 370 nm, usando um coeficiente de extincdo molar de
hidrazonas (21,0 nM1. cm). O resultado foi expresso em nmoles de carbonilicos

por mg de proteina.

2.12 Anédlise estatistica

Os resultados foram avaliados através de analise de variancia (ANOVA)
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, usando

programa estatistico SAS® System (2012) Verséao 9.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Caracterizacao dos filmes

Os resultados das propriedades fisicas e mecéanicas dos filmes ativos de

gelatina estao dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Resultado das analises fisicas e mecanicas dos filmes de gelatina.

Filmes ESP PA RT SA PVA
EF 0,155bc 147,76 2,17a 40,45a 2,47b
AF2 0,181a 132,34 1,47bc 37,35ab 3,54a
AF4 0,173ab 105,60 1,33c 36,38ab 2,70b
AF6 0,148c 120,46 1,75b 32,77b 2,51b
EPM 0,020 14,74 0,13 2,32 0,06

EF: Filme de gelatina (FG); AF2: FG + 2% de extrato do residuo da acerola; AF4: FG + 4% de
extrato do residuo da acerola; AF6: FG + 6% de extrato do residuo da acerola. EPM: Erro Padréo
da Média. ESP: Espessura (mm), PA: Porcentagem de Alongamento (%), RT: Resisténcia a
Tracdo (Mpa), SA: Solubilidade em Agua (%) e PVA: Permeabilidade ao Vapor de Agua (103
gH20.mm/m2.h Pa).

A espessura dos filmes variou de 0,148 a 0,181 mm. Houve aumento da
espessura dos filmes com a adi¢cao de 2% do extrato em relagdo a amostra EF,
no entanto, a adi¢cao de 4% e 6% do extrato no filme ndo alterou a espessura em
relacdo ao tratamento controle. Os resultados sugerem que ao aumentar a
concentracdo do extrato na solucéo filmogénica acima de 2%, a espessura do
filme é reduzida. As propriedades mecéanicas, permeabilidade ao vapor de agua
e opacidade dos filmes de gelatina podem ser afetadas pelo aumento da
espessura, devido a forte interacdo peptideo-polifenol (gelatina-extrato) em sua
matriz polimérica (Adilah et al., 2018).

A porcentagem de alongamento dos filmes nao apresentou diferenca entre
os tratamentos. No entanto, os filmes tiveram uma alta porcentagem de

alongamento, variando de 105,60 a 147,76%. Este fato pode ser associado a
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concentracéo de glicerol utilizada (5%) na elaboragéo dos filmes, pois o glicerol
pode se dispersar no sistema proteina-polifenol e adsorver mais moléculas de
agua, proporcionando o aumento da elasticidade dos filmes (Zhang et al., 2019).
Ge et al. (2018) obtiveram valores do percentual de alongamento do filme de
gelatina (117,06%) préximos aos encontrados no presente estudo.

Os filmes aditivados apresentaram menor resisténcia a tracdo em relacéo
ao tratamento controle. De acordo com os resultados, ha indicios de que a
concentracdo do extrato de ERA teve impacto significativo na interacao proteina-
proteina que estabiliza a rede proteica dos filmes, levando a reducdo da
resisténcia a tracdo a medida em que se aumenta a concentracao do extrato na
solucédo filmogénica (Staroszczyk et al., 2020). Da mesma forma, a presenca do
glicerol (na concentracdo usada) pode ter impedido a ligacdo intermolecular
entre os grupos fendlicos do extrato e a gelatina, reduzindo a resisténcia
mecanica dos filmes (Hanani et al., 2019; Zhang et al., 2019). Os resultados do
presente estudo foram menores do que os encontrados por Rasid et al. (2018)
em filme de gelatina.

Nenhuma diferenca significativa (p>0,05) na solubilidade em agua foi
notada entre os tratamentos AF2, AF4 e EF. Entretanto, o filme de gelatina
incorporado com 6% do ERA mostrou diminui¢do significativa (p<0,05) da
solubilidade de 40,45% (controle) para 32,77% (AF6). O decréscimo da
solubilidade dos filmes aditivados com o nivel mais elevado do extrato pode estar
relacionado a maior formacdo de linhas cruzadas na matriz polimérica que
contribuiu para reducéo do carater hidrofilico e de grupos polares no filme (Choi
et al., 2018). Comportamento semelhante ao observado neste experimento foi
reportado por Adilah et al. (2018) em filmes de gelatina de peixe incorporados
com extrato da casca de manga quando em relacao ao tratamento controle (filme
de gelatina sem adicao de extrato).

A incorporagdo de 2% do extrato na solugdo filmogénica proporcionou
aumento da permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes em relacéo ao
tratamento controle (EF). No entanto, 0 aumento da concentracéo do extrato no
filme resultou em reducdo na PVA, com diminuicdo significativa dos valores
analisados para este parametro nos tratamentos AF4 e AF6 em relacdo a
amostra AF2. Este fato pode ser relacionado aos compostos fendlicos presentes

no extrato que, ao aumentar a concentracdo, se dispersaram na matriz
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polimérica, dificultando a permeacéo da agua através dos filmes (Adilah et al.,
2018) ou pela estabilizagdo da matriz polimérica através da interacéo de ligacdes
cruzadas entre a gelatina e os compostos fendlicos do ERA (Rasid et al., 2018).
Rasid et al. (2018) verificaram reducéo da PVA em filmes ativos de gelatina com
0 aumento da concentracdo do extrato de Centella asiatica (L.) em relacdo ao
tratamento controle.

Na Tabela 2 estédo dispostos os resultados da avaliacao colorimétrica dos
filmes de gelatina aditivados com ERA. Os filmes incorporados com 2% do ERA
mostraram reducé&o significativa da luminosidade (L*) em relagcéo ao tratamento
controle. A medida em que se aumentou a concentracdo do extrato na solucao

filmogénica, houve incremento nos valores de L*, que foi maior na amostra AF6.

Tabela 2. Resultado da andlise colorimétrica dos filmes de gelatina.
Filmes L* a* b* Opacidade (%)

EF 66,92+0,43b  0,50+0,08c 6,92+0,38c 0,74+0,00b
AF2 58,45+2,22c  0,32+0,12c 13,80+2,97a 0,87+0,06ab
AF4 65,48+2,06b  0,70+0,08b  12,10+1,48ab 0,91+0,04ab
AF6 72,02+2,21a  1,20%+0,08a 9,75+1,62bc 1,07+0,17a

EF: Filme de gelatina (FG); AF2: FG + 2% de extrato do residuo da acerola; AF4: FG + 4% de
extrato do residuo da acerola; AF6: FG + 6% de extrato do residuo da acerola. Resultado
expresso em média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.

Da mesma forma, a cor vermelha (a*) foi mais intensa nos filmes com
maior concentracdo do ERA. Este fenbmeno pode estar relacionado com a
presenca de pigmentos amarelo-alaranjados, principalmente flavonoides, no
extrato do residuo da acerola. De fato, o perfil fendlico do ERA revelou elevado
contetdo de flavonoides, com destaque para catequina e rutina (dados nédo
mostrados). O aumento da concentracdo do extrato também teve efeito
significativo na coloracdo amarela (b*). Foi possivel notar um aumento na
intensidade de b* até a incorporacao de 4% do extrato na solucéo filmogénica.
Semelhante a estes resultados, Hanani et al. (2019) obtiveram maiores valores
de L*, a* e b* para os filmes de gelatina contendo extrato do pé da casca de roma
(Punica granatum L.) em relag&o ao tratamento controle.

A adicao de 2% e 4% do ERA n&do mostrou efeito significativo (p>0,05) na

opacidade dos filmes de gelatina em relacdo a amostra controle. No entanto,
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houve aumento significativo da opacidade dos filmes com a incorporagéo de 6%
do ERA, variando de 0,74% (controle) para 1,07% (AF6). Este aumento pode
estar relacionado com a interacdo entre a gelatina e os compostos fendlicos na
matriz do filme que dificultaram a passagem da luz (Adilah et al., 2018). Neste
sentido, é razoavel a hipétese de que niveis mais elevados do extrato interferem
com maior intensidade na interacdo entre gelatina e fendlicos, afetando os
valores de opacidade. Semelhante a este trabalho, Adilah et al. (2018)
observaram aumento da opacidade de filmes de gelatina incorporados com
extrato da casca de manga, quando comparado com o filme de gelatina controle.

O resultado da andlise de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho médio por transformada de Fourier (FTIR) esta apresentado na

figura 1.

Figura 1. Espectros de FTIR dos filmes a base de gelatina sem e incorporado
com extrato do residuo de acerola.
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Os filmes de gelatina apresentaram espectros semelhantes, mesmo apos
o incremento do extrato, com bandas que variaram entre 1036 e 3297 cm™. A
amida A (3297 cm™) foi atribuida ao estiramento do grupo O-H que pode ser
proveniente de compostos fendlicos, agua, glicerol ou da propria gelatina ou N-
H acoplado a ligacdes de hidrogénio, e a amida B (2934 cm?) foi atribuida ao
alongamento do C-H (Liu et al.,, 2019). A amida | resulta de um pequeno

deslocamento que pode ser atribuido ao alongamento carbono-carbono (C-C) do
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anel aromatico (Rasid et al., 2018). De acordo com os resultados, a presenca do
extrato nos filmes de gelatina ndo teve influéncia perceptivel nos espectros de
FTIR. A similaridade entre os grupos funcionais presentes na gelatina e no ERA
pode explicar a auséncia de alteracdes nos espectros FTIR.

O efeito do filme ativo de gelatina e extrato do residuo da acerola sobre a
qualidade dos hamburgueres de carne bovina armazenados durante 60 dias sob

congelamento (-18 °C), sédo apresentados a seguir:

3.2 Efeito do armazenamento sobre os parametros de cor dos
hamburgueres

Os resultados da analise dos parametros colorimétricos (L*, a*, b*, angulo

hue e a*/b*) das amostras avaliadas estédo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Efeito do armazenamento congelado sobre as coordenadas de cor (L*,
a*, b*, hue* e razdo de a*/b*) dos hamburgueres com filme comercial (PF), filme
de gelatina sem extrato (EF) e filme adicionado de 2 (AF2), 4 (AF4) e 6% (AF6)
de ERA.

0 15 30 45 60 MSE

T L%
PF 39,82B 42,20A 44,22bA 42,78cA 43,64cA 1,42
EF 40,82C 41,04C 49,48aB 49,72bB 54,94aA 1,54
AF2  39,68C 42,94BC 44,38bB 49,32bA 51,14abA 1,45
AF4  41,30B 42,86AB 45,38bA 46,22bcA  46,00bcA 1,70
AF6  42,40C 42,50C 44,84bBC  51,26aA 47,84bAB 1,58

a*
PF 7,02 8,46ab 8,06 7,48b 8,40ab 0,48
EF 6,32B 8,56abA 9,16A 9,42aA 9,46aA 0,51
AF2 7,02C 9,10aAB 8,16BC 7,98abBC  9,80aA 0,53
AF4 7,64 7,64ab 8,56 7,5b 7,46b 0,66
AF6  7,54B 7,20bB 9,34A 9,48aA 8,36abA 0,58

b*
PF 8,48B 10,74AB 11,16bA 10,80bAB  12,08cA 0,93
EF 8,74C 10,58C 13,90aB 16,12aA 17,64aA 1,07
AF2 9,56B 10,80B 11,70abB  14,96abA 17,10aA 0,76
AF4  9,28B 10,52AB 12,48abA  12,90bA 12,46bcA 0,95
AF6  9,48C 9,98C 12,48abB  16,68aA 14,54bAB 1,01
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Hue*

PF 50,40 51,66 54,07 55,20 55,16 2,28
EF 53,78BC  50,98C 56,49AB 59,77AB 61,76A 2,89
AF2 53,75B 49,86C 54,98AB 61,89A 60,18A 2,32
AF4  50,69B 54,03AB 55,43AB 59,72A 59,04A 3,30
AF6  51,49B 54,25AB 52,88B 60,35A 60,07A 2,80

a*/b*
PF 0,83 0,79 0,73 0,70 0,70 0,07
EF 0,74A 0,81A 0,66AB 0,58B 0,54B 0,07
AF2  0,74A 0,84A 0,70AB 0,54B 0,57B 0,06
AF4 0,83A 0,73AB 0,69AB 0,58B 0,60B 0,09
AF6  0,80A 0,72AB 0,76AB 0,57C 0,58BC 0,07

T*: tratamento. MSE= Erro Padrdo da Média. PF= filme controle de PVC; EF= Filme de gelatina
sem ERA; AF2=Filme de gelatina com 2% de ERA; AF4= Filme de gelatina com 4% de ERA e
AF5=Filme de gelatina com 6% de ERA. Letras mindsculas diferentes na coluna denotam
diferenca significativa entre os tratamentos e letras mailsculas na linha denotam diferenca dos
tratamentos entre os periodos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Houve efeito do tratamento, tempo de armazenamento e da interacao
entre os fatores (p<0,05) para as variaveis L*, a* e b* das amostras avaliadas.
Entretanto, a aplicacao dos filmes ativos ndo modificou os parametros de cor dos
produtos finais (tempo 0). Trata-se de um resultado positivo, uma vez que
alteracdes na cor natural dos hamburgueres poderia reduzir a aceitabilidade
pelos consumidores.

Para a luminosidade (L*), ocorreu diferenca entre os tratamentos a partir
do 30° dia de armazenamento, onde a amostra EF apresentou o maior valor. Aos
60 dias, a amostra EF manteve o maior nivel de L* e os menores valores foram
observados para as amostras PF e AF4. Verificou-se um aumento significativo
para a luminosidade dos hamburgueres durante o armazenamento congelado a
partir do dia 15, com exce¢do da amostra da amostra AF6 que apresentou
diferenca no valor de L* a partir do 30° dia, evidenciando um efeito protetor na
manutenc¢ao da luminosidade dos hamburgueres até 30 dias de armazenamento
congelado.

Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por Jridi et al.
(2018) que observaram um aumento nos valores de L* em carne bovina revestida
com filme controle e com extrato de hena (Lawsonia inermis) durante
armazenamento refrigerado. Do mesmo modo, Lorenzo et al. (2014) relataram

aumento nos valores de L* para todas as amostras (filme controle sem
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antioxidante, filme com 2% de 6leo essencial de orégano e filme com 1% de
extrato de cha verde) submetidas a diferentes sistemas de embalagens durante
0 armazenamento refrigerado de carne de potro.

N&o houve efeito do tipo de filme na intensidade da cor vermelha (a*) das
amostras até os 30 dias de estocagem. Aos 60 dias, os menores valores de a*
foram observados para as amostras PF, AF4 e AF6. As Unicas amostras que ndo
tiveram a cor vermelha afetada pelo armazenamento foram PF e AF4. A
manutencao da cor vermelha observada no tratamento PF ao longo dos 60 dias
de armazenamento pode estar associada a baixa permeabilidade ao oxigénio
dos filmes comerciais de PVC (Turan et al., 2017), que protegeram o produto de
reacdes com o oxigénio atmosférico e consequente oxidacdo da mioglobina. A
incorporacdo de 4% do ERA no filme de gelatina parece ter controlado a
oxidagcdo dos pigmentos da carne em virtude da presenga de compostos
fendlicos do extrato. Este fato é positivo para manutencdo da cor vermelha da
carne, mostrando que o filme ativo foi capaz de inibir a degradacdo da
mioglobina. Resultados similares foram reportados por Akcan et al. (2017) em
almdéndegas bovinas revestidas com filme a base de proteina do soro de leite e
extrato de Laurus nobilis.

Com relacéo a intensidade da cor amarela (b*) dos hamburgueres, néo
houve diferenca entre os tratamentos até o 15° dia de armazenamento. Aos 60
dias, os menores valores de b* foram observados nas amostras PF e AF4. Os
valores de b* dos hamburgueres aumentaram durante o armazenamento, com
diferenca a partir do dia 30, em relacdo ao tempo 0, exceto para o tratamento
AF2 gue mostrou aumento a partir do 45° dia. Este aumento da coloracao
amarela (b*) pode estar associado com a oxidacdo lipidica durante o
armazenamento do produto, o que corrobora com o resultado da oxidacao
lipidica, uma vez que os tratamentos PF e AF4 mostraram-se efetivos no controle
das reacOes de oxidacdo. Estes resultados estdo de acordo com os dados
reportados por Kaewprachu et al. (2018) em carne de porco picada armazenada
sob refrigeracdo com filme ativo de gelatina incorporadas com nisina e catequina.

N&o foi observada influéncia do tratamento nos resultados de hue*.
Entretanto, houve efeito do armazenamento sobre a variavel hue* a depender do
tipo de filme aplicado nas amostras. Percebeu-se aumento significativo do

angulo hue* para todos os tratamentos, com excec¢éo da amostra PF que nao foi
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afetada pelo armazenamento (p>0,05). Os tratamentos EF e AF2 apresentaram
aumento de hue* a partir dos 15 dias, enquanto as amostras AF4 e AF6 s6
mostraram diferencas no angulo hue a partir do 45° dia. O aumento nos valores
de hue* esta associado a coloracdo mais escura do produto, ocasionada pela
oxidagao da mioglobina (Zamuz et al., 2018). Desta forma, a ndo alteracao de
hue* notada em PF pode estar relacionada a baixa permeabilidade ao oxigénio
do filme comercial de PVC, contribuindo para a menor oxidacdo da mioglobina
(Turan et al., 2017).

Os filmes com maiores concentracdes de extrato protegeram o produto
contra a degradacdo da cor até o 30° dia de armazenamento e isso pode ser
associado a acao antioxidante dos acidos fendlicos e flavonoides presentes no
ERA (Kannan et al., 2013; Spagnol et al., 2019). Inai et al. (2014) verificaram que
alguns polifenois, tais como acido ferdlico, catequina e a quercetina, foram
efetivos contra a oxidagcdo da mioglobina em metamioglobina em carnes.
Resultados similares ao obtido nesta pesquisa foram relatados por Turgut et al.
(2017) em almbndegas de carne bovina contendo extrato de casca de roma
armazenadas sob congelamento.

Com relagédo a razdo a*/b*, houve efeito apenas do armazenamento
(p<0,05). Os valores de a*/b* das amostras sofreram reducdo durante o
armazenamento, com excecao do tratamento PF que nao foi afetado (p>0,05).
As amostras revestidas com filmes de gelatina (com e sem ERA) apresentaram
reducdo nos valores de a*/b* a partir do tempo 30. A diminuicdo da razao a*/b*
indica oxidacdo da mioglobina com formacdo da metamioglobina (MetMb) e
aumento da oxidacao lipidica (Inai et al., 2014). Diante dos resultados, observou-
se gue a manutencao dos valores de a*/b* durante o armazenamento para o
tratamento PF pode estar relacionado a baixa permeabilidade ao oxigénio do
filme comercial de PVC (Turan et al., 2017) e que a protecdo dos filmes de
gelatina com ou sem adi¢cdo do extrato até o 30° dia pode estar associada a
capacidade antioxidante dos polifendis do extrato e dos peptideos bioativos da
préopria gelatina (Zheng et al., 2018).

A variagao total de cor (AE) dos hamburgueres em relagdo ao inicio do
armazenamento foi afetada pelo tipo de filme e tempo de armazenamento, com

efeito da interagéo (p<0,05), cujo resultado encontra-se na Figura 2.
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Houve diferenca entre os tratamentos a partir do 30° dia, onde a amostra
EF apresentou maior variagdo de cor em relacdo ao inicio do armazenamento
comparado aos demais tratamentos, mantendo-se com os maiores valores até o
60° dia. Aos 60 dias de armazenamento, os menores valores de AE foram
observados nas amostras PF, AF4 e AF6. Houve aumento nos valores de AE
dos hambuargueres no decorrer do armazenamento, onde as amostras

apresentaram valores acima de 2 a partir do 15° dia.

Figura 2. Efeito do armazenamento congelado sobre a variagao total de cor (AE)
dos hamburgueres com filme comercial (PF), filme de gelatina sem extrato (EF)
e filme adicionado de 2 (AF2), 4 (AF4) e 6% (AF6) de extrato do residuo de
Malphigia emarginata.
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Letras diferentes mostram diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada periodo de
armazenamento e os circulos agrupam os tratamentos que n&o diferiram pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. ns: n&o significativo.

De acordo com Choi et al. (2002), valores de AE acima de 2 sao
perceptiveis sensorialmente, o que mostra que apenas a amostra com maior
concentracdo de extrato (AF6) foi efetiva até o 15° dia na variacdo de cor dos
hamburgueres. Possivelmente este fato estad associado a acdo antioxidante dos
acidos fendlicos e flavonoides (acido galico, p-cumarico, cafeico, catequina)
presentes no ERA. Kaewprachu et al. (2018) verificaram que amostras de carne
suina picada, revestida com filme de gelatina incorporada com nisina e

catequina, apresentaram menores alteragdes nos atributos de cor (AE) em
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relacdo a amostra controle (filme de gelatina), durante o armazenamento

refrigerado.

3.3 Efeito do armazenamento sobre o pH dos hamburgueres

O efeito do filme ativo sobre o pH dos hamburgueres é mostrado na Figura
3. A andlise estatistica revelou efeito significativo do tratamento, do tempo de
armazenamento e da interacdo entre os fatores (p<0,05). Os valores iniciais de
pH dos hambdrgueres variaram entre 5,93 a 6,01. Ndo houve diferenca nos
valores de pH entre os tratamentos no primeiro dia de armazenamento. Até o
30° dia, a amostra AF6 apresentou os menores valores de pH. Com o avanco do
armazenamento, foi possivel notar que as amostras tratadas com ERA
apresentaram os menores valores de pH em relacdo aos tratamentos controle
(PF e EF). Houve aumento significativo no pH dos tratamentos PF, EF, AF2 e
AF4 durante o armazenamento, enquanto que o pH da amostra AF6 manteve-
se constante, apresentando valores que variaram de 5,93 a 5,97.

O aumento nos valores de pH das amostras ao longo do tempo pode ter
ocorrido em consequéncia da decomposicdo de compostos alcalinos, como
resultado da deterioracdo do produto, com formacdo de ambnia e aminas
durante a producdo de aminoacidos livres (Jridi et al., 2018). No entanto, 0s
valores mais baixos de pH das amostras tratadas com ERA podem ser
associados a estabilidade do produto devido a acdo dos acidos fendlicos
presentes no extrato.

Os resultados de pH estéo condizentes com os encontrados por Jridi et al.
(2018) em carne bovina revestida com filme ativo incorporado com extratos
aquosos de Lawsonia inermis. Da mesma forma, Takma e Korel (2019)
observaram aumento do pH durante o armazenamento refrigerado de carne de

peito de frango em relacdo a amostra tratada com a embalagem ativa.
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Figura 3. Efeito do armazenamento congelado sobre o pH dos hamburgueres
com filme comercial (PF), filme de gelatina sem extrato (EF) e filme adicionado
de 2 (AF2), 4 (AF4) e 6% (AF6) de extrato do residuo de Malphigia emarginata.
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Letras diferentes mostram diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada periodo de
armazenamento e os circulos agrupam os tratamentos que ndo diferiram pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. ns: n&o significativo.

3.4 Perda de peso dos hamburgueres por centrifugacao

Os resultados da analise de perda de peso dos hamburgueres durante o
armazenamento congelado encontram-se dispostos na Figura 4.

Houve efeito do tratamento, do armazenamento e da interacao entre os
fatores (p<0,05). No primeiro dia de armazenamento, nao foi verificada diferenca
nas perdas de peso entre os tratamentos avaliados. No entanto, ao final dos 60
dias, as amostras tratadas com filme a base de gelatina com e sem adicédo do
ERA (EF, AF2, AF4 e AF6) apresentaram as menores perdas de peso, indicando
que o filme a base de gelatina foi eficiente em preservar a capacidade das
proteinas em reter a agua mediante a aplicacdo de forcas externas. Houve efeito
do armazenamento apenas para amostra AF6 que apresentou valores mais
baixos de perda de peso a partir do tempo 30. Esta menor perda para 0s
hamburgueres envolvidos com gelatina pode estar associada a presenca de
aminoacidos hidrofilicos em sua constituicdo, como Glicina, Serina, Treonina,
Acido aspartico, os quais tém a capacidade de reter 4gua, implicando em menor

perda de peso ao produto (Jridi et al., 2018).
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Figura 4. Efeito do armazenamento congelado sobre a perda de peso dos
hamburgueres com filme comercial (PF), filme de gelatina sem extrato (EF) e
filme adicionado de 2 (AF2), 4 (AF4) e 6% (AF6) de extrato do residuo de
Malphigia emarginata.
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Letras diferentes mostram diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada periodo de
armazenamento e os circulos agrupam os tratamentos que nao diferiram pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. ns: ndo significativo.

Kaewprachu et al. (2015) verificaram que a perda de peso da carne de
porco picada envolvida com filme de gelatina incorporada com catequina-
lisozima foi menor do que a envolvida com filme controle de PVC durante o
armazenamento refrigerado, associando este fato aos grupos hidrofilicos
presentes na gelatina. Semelhante aos resultados observados no presente
trabalho, Jridi et al. (2018) obtiveram os menores percentuais de perda de peso
para amostras de carne bovina tratadas com filme de gelatina com e sem a
incorporacdo de extrato de henna (L. inermis) ao final do armazenamento

refrigerado em relacdo a amostra controle.

3.5 Estabilidade oxidativa dos hamburgueres durante o armazenamento
congelado (-18 °C)

Os resultados obtidos para a avaliagao dos dienos conjugados (DC) estéao
dispostos na Figura 5. Houve efeito do tipo de filme, do armazenamento e da
interacdo entre os fatores (p<0,05). No inicio do armazenamento, a amostra AF4

apresentou os menores valores de dienos conjugados. O tratamento EF n&o
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diferiu das amostras AF2 e AF4 nas andlises realizadas a partir do 15° dia de
armazenamento. Aos 60 dias, os maiores valores de dienos conjugados foram
encontrados no hamburguer revestido com filme plastico comercial (PF) e com
o filme a base de gelatina com maior concentracdo de ERA (6%, Vv/v), variando
de 4,61% a 11,20% para PF e de 4,25% a 10,53% para AF6. Durante o
armazenamento congelado, houve aumento significativo da formacao de dienos
conjugados para todas amostras a partir do tempo 15, com excecado da amostra
AF4 que foi afetada pelo armazenamento somente a partir do tempo 30. A
concentracéo de 4% de extrato (v/v) foi mais efetiva para retardar a producéo de
dienos conjugados, variando de 3,59 a 7,34 com reducdo de 34,46% na
formacao destes compostos sobre a amostra PF no final do armazenamento.

Os maiores valores de dienos conjugados observados para a amostra PF
podem ser atribuidos a auséncia de compostos antioxidantes no filme comercial
de PVC, enquanto que o filme com maior concentracdo de extrato da acerola
(AF6) provavelmente apresentou-se como agente pré-oxidante, intensificando a
acao dos radicais livres, uma vez que foi observado valores menores de dienos
conjugados para as amostras AF2 e AF4 que continham concentragcdes menores
de ERA.

Os dienos conjugados sdo produtos do estagio inicial da oxidacéo lipidica
(Guyon et al., 2016; Wang et al.,, 2019a). No decorrer da oxidacdo, os
hidroperoxidos de DC se decompdem em compostos secundarios,
impossibilitando a capacidade de absorver a luz UV, ocasionando redugéo nos
valores de DC (Akcan et al., 2017). Com isso, verifica-se que a concentracao de
extrato usada no tratamento AF4 foi capaz de inibir as reacfes de oxidacdo
primaria dos hamburgueres durante o armazenamento. Corroborando com estes
resultados, Fang et al. (2018) verificaram que o revestimento de quitosana
incorporado com 2% de &cido galico foi mais efetivo contra a oxidacao lipidica
em lombo suino (armazenada sob refrigeracdo em embalagem de atmosfera
modificada) do que o revestimento contendo 4% do acido galico. Akcan et al.
(2017) verificaram menores valores de dienos conjugados para amostras
tratadas com filmes de proteina de soro de leite contendo fitoquimicos de Laurus
nobilis L. e Salvia officinalis, em relacdo a amostra controle durante o

armazenamento congelado.
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Figura 5. Resultado de dienos conjugados dos hamburgueres com filme
comercial (PF), filme de gelatina sem extrato (EF) e filme adicionado de 2 (AF2),
4 (AF4) e 6% (AF6) de extrato do residuo de Malphigia emarginata durante o
armazenamento congelado.
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Letras diferentes mostram diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada periodo de
armazenamento e os circulos agrupam os tratamentos que n&o diferiram pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. ns: ndo significativo.

As amostras de hamburgueres foram submetidas a quantificacdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-RS), cujo resultado encontra-
se disposto na Figura 6. Verificou-se efeito do tipo de filme, do tempo de
armazenamento e da interacdo entre os fatores (p<0,05). N&o houve diferenca
entre os hamburgueres até o 15° dia. Aos trinta dias, as amostras AF4 e AF6
apresentaram menor conteudo de TBA-RS, diferindo das amostras controle (PF
e EF) e do tratamento AF2. No tempo 60, a amostra AF4 mostrou 0s menores
valores de TBA-RS, diferindo dos demais tratamentos.

Os valores de TBA-RS aumentaram ao longo do armazenamento
congelado para todos os tratamentos. Houve aumento para todas as amostras a
partir do dia 15, com excecao do tratamento AF6, que se manteve constante até
o 30° dia. Ao final do armazenamento, o revestimento do hamburguer bovino
com filme de gelatina incorporado com 4% do ERA (AF4) mostrou-se mais
efetivo para o controle da formacdo de compostos secundarios da oxidac&o

lipidica, com reducdo de 23,58% em relacdo a amostra embalada com filme
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plastico (PF) ao final dos 60 dias de armazenamento sob congelamento. Este

7

resultado € condizente com a analise colorimétrica, onde o tratamento AF4
mostrou efetividade na manutencdo da cor vermelha da carne durante o

armazenamento dos hamburgueres.

Figura 6. Resultado de TBA-RS dos hamburgueres com filme comercial (PF),
filme de gelatina sem extrato (EF) e filme adicionado de 2 (AF2), 4 (AF4) e 6%
(AF6) de extrato do residuo de Malphigia emarginata durante o0 armazenamento
congelado.
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Letras diferentes mostram diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada periodo de
armazenamento e os circulos agrupam os tratamentos que n&o diferiram pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. ns: ndo significativo.

O aumento nos valores de TBA-RS das amostras armazenadas sob
congelamento pode ser associado a instabilidade dos hidroperoxidos e sua
decomposicdo em malonaldeido (Li et al., 2019). Semelhante a este trabalho,
Jridi et al. (2018) verificaram reducéo da formacédo de TBA-RS em amostras de
carne bovina tratadas com filme de gelatina incorporado com extrato de hena (L.
inermis) em relagéo a amostra controle sob armazenamento refrigerado. Battisti
et al. (2017) também obtiveram valores de TBA-RS menores para amostras de
carne bovina revestida com filme a base de gelatina e &cido citrico em relagcéo a
amostra controle durante o armazenamento refrigerado. Em outro estudo,
Bermudez-Oria et al. (2019) verificaram menores valores de TBA-RS para

amostras de carne bovina revestidas com peliculas comestiveis de gelatina de
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peixe e pectina incorporadas de antioxidantes de azeitona (hidroxitirosol e 3,4-
di-hidroxifenilglicol) em relacdo a amostra controle, durante armazenamento
refrigerado.

A oxidacdo proteica dos hamburgueres foi avaliada através da
determinacdo dos compostos carbonilicos totais e o resultado encontra-se

disposto na Figura 7.

Figura 7. Resultado de compostos carbonilicos totais (CCT) dos hamburgueres
com filme comercial (PF), filme de gelatina sem extrato (EF) e filme adicionado
de 2 (AF2), 4 (AF4) e 6% (AF6) de extrato do residuo de Malphigia emarginata
durante o armazenamento congelado.
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Letras diferentes mostram diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada periodo de
armazenamento e os circulos agrupam os tratamentos que ndo diferiram pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. ns: n&o significativo.

Houve efeito significativo do tratamento, do tempo de armazenamento
congelado sobre a oxidacdo das proteinas e da interacdo entre os fatores
(p>0,05). O hambdrguer revestido com filme comercial (PF) apresentou
concentracdo de compostos carbonilicos totais que variaram de 3,64 a 4,21 ao
longo do armazenamento. Os hamburgueres tratados com filmes contendo
extrato do residuo da acerola apresentaram valores mais elevados de
compostos carbonilicos no inicio do armazenamento, com posterior redugéo até
0 60° dia, com excecdo da amostra AF6 que so foi afetada pelo armazenamento
aos 45 dias, onde apresentou um aumento na producdo de compostos
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carbonilicos. No entanto, as amostras AF4 e AF6 apresentaram 0os menores
valores de carbonilicos totais ao final do armazenamento.

As maiores concentracdes do ERA (4 e 6%, v/v) foram efetivas na
protecdo contra a oxidagcdo proteica dos hamburgueres, onde os tratamentos
AF4 e AF6 mostraram uma reducéo de 60,14 e 35,50%, respectivamente, na
producédo de compostos carbonilicos, comparado a amostra controle no final do
armazenamento. Considerando-se as diferencas entre 0s mecanismos de
oxidacao lipidica e proteica, o fato do tratamento AF6 ter apresentado efeito proé-
oxidante para a oxidagdo lipidica e antioxidante para oxidagdo proteica nas
amostras avaliadas pode estar relacionado ao tipo de acdo antioxidante (doador
de elétron, quelante de metais) dos compostos fendlicos do extrato, que
provavelmente apresentaram maior atividade como quelante de metais,
quelando o Fe3*, por exemplo, fornecendo uma intensa protecdo contra oxidacéo
proteica (Lorenzo et al., 2018).

De fato, os compostos fendlicos presentes no ERA, principalmente os
flavonoides catequina e quercetina, tém efeito positivo contra a oxidacao proteica
(Tabassum et al., 2007; Sohaib et al., 2017). Os compostos carbonilicos sédo
formados a partir de reagfes oxidativas irreversiveis e ndo enzimaticas das
proteinas, principalmente por oxidagao direta de cadeias laterais de aminoacidos
suscetiveis (lisina, treonina, arginina e prolina) (Estévez, 2011).

As principais consequéncias da oxidagao proteica em carnes e derivados
consiste na destruicdo de proteinas como a mioglobina e proteinas miofibrilares
(implicando na reducado das propriedades funcionais das proteinas), alteracées
na cor e na textura do produto (Wang et al., 2019b), além de afetar
negativamente o valor nutricional da carne e seus produtos, devido a modificacao
de aminoacidos essenciais (La Pomélie et al., 2018).

Em estudo recente, Chauhan et al. (2019) reportaram menores valores de
compostos carbonilicos em amostras de carne suina tratadas com extrato de
Terminalia arjuna ao final do armazenamento refrigerado, comparado a amostra
controle. Lorenzo et al. (2014) obtiveram menores teores de carbonilas para
amostras de carne de potro revestidas com filme ativo contendo 2% de 6leo
essencial de orégano e filme ativo contendo 1% de extrato de cha verde durante
0 armazenamento refrigerado em relagéo ao controle. Da mesma forma, Mohan

et al. (2019) encontraram diferenca significativa entre amostras de frango
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armazenadas em diferentes embalagens sob refrigeragcdo, onde a carne
revestida com o filme contendo as especiarias cravo (Syzygium aromaticum) e
canela (Cinnamomum cassia) apresentaram reducéo na formacao de compostos

carbonilicos em comparacdo a amostra controle.

4 CONCLUSOES

E possivel afirmar que o filme & base de gelatina incorporado com extrato
do residuo da acerola possui caracteristicas favoraveis para reducdo da
oxidacao lipidica e proteica em hamburguer, estabilizando a colora¢éo vermelha
e reduzindo as perdas de peso dos hambulrgueres armazenados sob
congelamento. O incremento de 4% do extrato no filme apresenta maior
efetividade contra a oxidacdo lipidica e proteica dos hamburgueres de carne,
estendendo a vida de prateleira do produto durante o armazenamento sob
congelamento. Desta forma, o uso de extratos de residuos de frutas, tais como
a acerola, como substancia antioxidante em embalagens biodegradaveis parece
ser uma estratégia sustentavel para agregar valor aos subprodutos vegetais,
configurando-se como uma alternativa para a substituicdo de filmes plasticos e
de antioxidantes sintéticos, visando a conservacdo do produto e do meio
ambiente, além da saude do consumidor. Contudo, estudos futuros devem ser
realizados para avaliar o efeito do armazenamento nas caracteristicas sensoriais
dos produtos revestidos com filmes a base de gelatina incorporados com extrato

de residuos da acerola.
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CONSIDERACOES FINAIS

O residuo do despolpamento da acerola apresenta caracteristicas
interessantes em termos de compostos com propriedades biologicas para
utilizacdo no segmento industrial. O modelo matematico desenvolvido para
determinar as condi¢cdes otimas de extracdo das substancias com potencial
bioativo mostra-se efetivo para predizer o rendimento do extrato e atividade
antioxidante. Além disso, o extrato otimizado apresentou elevado conteudo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante.

O filme ativo a base de gelatina e extrato do residuo da acerola apresenta
boas propriedades fisicas e de barreira e sua aplicagcdo em hamburguer bovino
€ efetiva no controle das reacfes de oxidacéo lipidica e proteica, prolongando a
vida util do produto.

Diante disto, € possivel afirmar que o filme ativo de gelatina incorporado
com extrato do residuo da acerola pode ser utilizado na industria de alimentos
para o armazenamento congelado de carne e derivados como substituto do filme
de origem petroquimica e de antioxidante sintéticos. Todavia, estudos futuros
voltados para otimizacdo do processo de obtencdo dos filmes, bem como
avaliacdo sensorial do produto revestido com os filmes ativos podem fornecer
respostas que afirmem qual a concentracdo ideal do extrato e aceitavel pelo

consumidor para aplicacdo a nivel industrial.



