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SANTOS, E. B. S. Desenvolvimento de filme antimicrobiano a base do extrato da pelicula do
amendoim. 2017. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso Tecnologia de Alimentos.
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RESUMO

O estudo de compostos antimicrobianos em espécies vegetais tem gerado cada vez mais
interesse na industria de alimentos, devido ao aumento da demanda por alimentos livres de
conservantes sintéticos por parte dos consumidores. Espécies vegetais sao ricas em compostos
bioativos com reconhecidas propriedades de interesse industrial, como propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. Antibacterianos naturais podem ser encontrados ndo s6 em
folhas, ramos, flores, tubérculos e raizes, mas também em subprodutos gerados pelo
processamento de frutas, legumes, hortalicas e grdos. O objetivo do presente estudo foi
desenvolver um filme com atividade antimicrobiana devido a incorporagdo do extrato
hidroalcodlico da pelicula o0 amendoim na concentracdo mais efetiva entre 70% e 80% frente
as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella ssp. (ATCC 13076). Foram
realizadas analises microbiologicas pela técnica por esgotamento em Agar PCA inoculando
mini discos pelo método Disco-difusdo incorporados de extrato da pelicula do amendoim nas
duas concentracdes. Para controle disco com antibidticos e discos incorporados com agua
destilada. Os resultados demonstraram o potencial antimicrobiano do extrato hidroalcodlico
da pelicula do amendoim 70% obtendo um halo de 23 mm. O filme foi desenvolvido com
formulacdo base e testado nas mesmas técnicas do extrato. Obteve como resultado 13 mm de
halo de inibicdo. Mesmo sendo um resultado substancial, por ndo haver na literatura
referéncias nesta area, se faz necessarias mais pesquisas para que seja empregado pela
industria alimenticia.

Palavras-chave: Subprodutos,Hidroalcodlico,Compostos bioativos



SANTOQOS, E. B. S.; Development of antimicrobial film based on peanut film extract. 2017.
Job Completion course - Food Technology Course. Federal University of Paraiba, Jodo
Pessoa — UFPB/PB.

ABSTRACT

The study of antimicrobial compounds in plant species has generated increasing interest in the
food industry, due to the increasing demand for foods that are free of synthetic preservatives
by consumers. Plant species are rich in bioactive compounds with recognized properties of
industrial interest, such as antioxidant and antimicrobial properties. Natural antibacterials can
be found not only in leaves, branches, flowers, tubers and roots, but also in byproducts
generated by the processing of fruits, vegetables, greens and grains. The objective of the
present study was to develop a film with antimicrobial activity due to the incorporation of the
hydroalcoholic extract of the film peanut in the most effective concentration between 70%
and 80% against the strains Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Salmonella ssp.
(ATCC 13076). Microbiological analyzes were performed by the PCA Agar technique by
inoculating minidiscs by the disk-diffusion method incorporated with peanut film extract in
the two concentrations. For disc control with antibiotics and discs incorporated with distilled
water. The results demonstrated the antimicrobial potential of the hydroalcoholic extract of
the 70% peanut film obtaining a halo of 23 mm. The film was developed with base
formulation and tested in the same techniques as the extract. It obtained as result 19 mm.
Even though it is a substantial result, since there are no references in the literature in this area,
more research is needed to be used by the food industry.

Keywords: Byproducts; Hydroalcoholic; Bioactive compounds
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INTRODUCAO

Os vegetais e seus residuos possuem substancias biologicamente ativas os quais tem
impulsionado o desenvolvimento de pesquisas por produtos que contribuam com a melhoria
da qualidade e principalmente ofereca seguranca alimentar, proveniente especialmente de
fontes naturais. Consequentemente, as preocupacdes do setor industrial na tentativa de atender
as essa exigéncias fazem com que novas tecnologias sejam buscadas. Visando & elaboracao de
produtos que proporcionam beneficios aos consumidores e, ao mesmo tempo, diminuam
perdas econémicas (PEREIRA; VIDAL; CONSTANT, 2009).

Ingredientes quimicos tém sido utilizados para reduzir ou eliminar o
desenvolvimento de micro-organismos, nas mais diversas aplicagcbes alimenticias (JAY,
2005). Porém, a diminuicdo do uso destes ingredientes também € uma tendéncia atual devido
ao aumento da consciéncia dos consumidores quanto aos possiveis riscos a que estao sujeitos
(FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2005; VALERO GINER, 2006, SANTOS et al., 2017).

Uma alternativa para substituir o uso dos aditivos artificiais tem sido o emprego de
aditivos extraidos de produtos naturais ja que sua acao antimicrobiana € comprovada quanto a
inibicdo do crescimento de micro-organismos (MYTLE et al., 2006), tais como a canela,
orégano (MASATCIOGLU; AVSAR, 2005; OUSSALAH et al., 2006; KECHICHIAN et
al., 2007). Muitos estudos destas patologias relacionam a ingestdo de alimentos
contaminados por patégenos, tais como: Staphylococcus aureus, Salmonella ssp e Escherichia
coli, entre outros (TEIXEIRA, 2008).

Existem diversos antimicrobianos naturais que atuam sobre diversos micro-
organismos patogénicos, porém, tem-se uma busca elevada e continua por um antimicrobiano
ideal, o qual apresente maior espectro de acdo, menor toxicidade, menor custo e menor indicio
de resisténcia bacteriana (HOLLEY; PATEL, 2005). Considerando alguns compostos naturais
e comestiveis com atividade antimicrobiana comprovada, destacam-se produtos derivados de
cravo (MASATCIOGLU; AVSAR, 2005; YANO; SATOMI; OIKAMA, 2006; NOVACOSK;
TORRES, 2006; OUSSALAH et al., 2006; KECHICHIAN et al., 2010), alho (YANO;
SATOMI; OIKAMA, 2006), café, mel, propolis, laranja (KECHICHIAN et al., 2010),
pimenta (MASATCIOGLU; AVSAR, 2005; KECHICHIAN et al., 2010; SANTOS et al.,

2017), e muitos outros produtos e subprodutos.
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Por conseguinte, a garantia da seguranca microbioldgica e a manutencdo da qualidade
nutricional dos produtos alimenticios processados, e a necessidade de redugdo da utilizacéo de
embalagens sintéticas, sdo alguns dos principais desafios enfrentados pelo setor de
comercializacdo de alimentos. Estas questdes tém levado nas ultimas décadas ao
desenvolvimento de filmes e coberturas elaborados a partir de matérias-primas renovaveis,
como os polissacarideos, as proteinas e os lipidios. Modernamente se propde que 0 agente
antimicrobiano seja introduzido na homogeneizacdo dos ingredientes para elaboracdo do
involucro (filme) de modo que a substancia com atividade antimicrobiana possa ir sendo
liberada ao longo do tempo, de maneira a preservar o produto, aumentando o que se denomina
vida de prateleira (NETTO, 2009).

O filme em sua composicdo podem ter agentes antimicrobianos que migram para
superficie do material embalado e assim podem entrar em contato com o produto, e aquelas
que séo efetivas contra o crescimento microbiano sem a necessidade de migragdo do agente
ativo ao alimento (NETTO, 2009). Esse mesmo composto também é efetivo na prevencdo do

crescimento de fungos na superficie de queijos (FRANCO, 2010).

O potencial antimicrobiano de residuos agroindustriais (e/ou subprodutos) ja vem
sendo pesquisado nos ultimos anos. Foi demonstrada a atividade antimicrobiana em sementes
de uva (AL-HABIB et al., 2010) bagacos de uva (KATALINIC, et al., 2010; OLIVEIRA,
2013; MARTIN, 2012), cascas de roma (AL-ZOREKY, 2009), cascas de limdo (MAHMUD
et al., 2009), cascas verdes de nozes (OLIVEIRA et al., 2008), caroco de manga (ABDALLA,
2007), entre outros. Além de proporcionar fonte de matéria-prima para pesquisas de novos
compostos bioativos, a reutilizacdo destes residuos ajuda a minimizar danos ambientais
(MAKRIS, 2007).

Sendo o Brasil um grande produtor e consumidor de amendoim tanto in natura quanto
aos produtos produzidos a partir dele (pastas, doces, bombons, entre outros), resulta em um
enorme acumulo residual da pelicula apds seu descascamento, a qual geralmente ndo é
aproveitada. Existem estudos que além de ser um excelente antioxidante, a pelicula também
apresenta atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus
e Listeria monocytogenes, Gram-negativa Salmonella ssp. demonstrando ainda capacidade
bactericida para Staphylococcus aureus (CALOMENI, 2015; MARTIN, 2012).
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Novas pesquisas na busca por antimicrobianos naturais se fazem necessérias, a medida
que permitirdo ampliar as possibilidades de utilizacdo de conservantes naturais,
principalmente pela industria de alimentos. Porém, a pelicula do amendoim ainda néo foi

introduzida, muito menos estudada para elaboracdo de filmes com acéo antimicrobiana.

Com isso, 0 objetivo proposto neste trabalho, foi desenvolver um filme com adicdo de
extrato da pelicula do amendoim previamente analisado sua efetividade antimicrobiana frente

as bactérias Staphylococcus aureus e Salmonella ssp.
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1.1. Objetivos

1.1.1.

1.1.2.

Obijetivo Geral

Desenvolver de filme adicionando extrato da pelicula do amendoim com acéo
antimicrobiana e avaliada frente as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Salmonella ssp. (ATCC 13076).

Obijetivos especificos

Desenvolver o extrato hidroalcodlico a base da pelicula do amendoim em 2
concentragdes: 70% e 80%;

Avaliar o potencial atimicrobiano dos extratos frente as cepas de Bactérias
Staphylococcus aureu (ATCC 25923) e Salmonella ssp. (ATCC 13076);

Desenvolver um filme antimicrobiano com extrato da pelicula do amendoim mais

efetivo frente as cepas testadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Amendoim

O género Arachis compreende cerca de 80 espécies descritas, distribuidas em uma
grande variedade de ambientes, desde as regifes costeiras do Brasil e Uruguai até altitudes de
1.450 m na regido dos Andes ao noroeste da Argentina. A mais comum é a espécie Arachis
hypogaea L. e ja era cultivada pelas populacdes indigenas muito antes da chegada dos
europeus no final do século XV (BERTIOLI et al., 2011).

O amendoim esta tdo integrado as tradicdes culinarias da Asia e da Africa que € dificil
acreditar que tenha surgido longe desses dois continentes, na América do Sul. Existe uma
hiptese remota de que o amendoim seja brasileiro. O mais provavel, porém, é que essa
leguminosa tenha sido originado entre o sul da Bolivia e o norte da Argentina. Espalhando-se
espontaneamente até alcancar o México e o Caribe, onde foi encontrada pelos espanhdis nas
primeiras expedi¢des ao Novo Mundo (MELO FILHO; SANTOS, 2010).

Na América Latina, a Argentina desponta pelo grande volume de producdo e
exportacdo. O Brasil retomou a producdo ao fim da década de 90 e estda em 15° lugar em

producgéo de amendoim segundo a FAOSTAT (2014), como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Producéo e valor da producdo de amendoim no mundo 2014

China 7079124 * 16114231
2 india 2995454 * 6933000 Of
3 Nigéria 1262642 * 2962760 Oof
4 Estados Unidos da América 694494 * 1649410 Oof
5 Myanmar 561289 * 1392150 Oof
6 Argentina 308478 * 701535 Oof
7 Indonésia 303370 * 690949 Oof
8 Republica Unida da Tanzania 280165 * 651397 Of
9 Camarao 228368 * 537000 F
10 Senegal 215433 * 527528 of
11 Republica Democrética do Congo 189869 * 467223 Im
12 Vietnam 204132 * 465900 of
13 Gana 196951 * 465103 Of

nger 159802 395669

-_

Fonte: FAOSTAT (2014); *: Dados ndo oficiais; Of: Dados oficiais; F: Estimativa da FAO; Im: Dados da FAO,
baseados numa metodologia de imputacdo: Milhares de dolares internacionais: 10003 Int.
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O consumo nacional de amendoim e da ordem de 100 mil toneladas de gréos por ano,
com tendéncia para crescimento. O produto é conhecido e consumido de norte a sul do Pais,
mas a oferta de uma ampla gama de petiscos e confeitos industrializados a base de amendoim
é concentrada no Estado de Sao Paulo, onde se localizam as grandes areas de producao
agricola (USDA, 2017; ABICAB, 2015; CONAB, 2015).

O amendoim é uma leguminosa rica em acidos graxos poli-insaturados e saturados,
proteinas (leucina, isoleucina, fenilalanina, valina e histidina) e vitaminas (E e complexo B) e
minerais (zinco, manganés, magnésio, calcio e fésforo), sendo uma importante fonte de
energia (valor calérico em 100 g varia de 500 a 600 kcal/100 g dependendo da espécie) e
aminoécidos (TACO, 2011; MATTES, 2008).

O 6leo de amendoim tem grande utilizacdo na industria alimenticia e em todo mercado
vem crescendo o consumo com o decorrer dos anos (EMBRAPA, 2014), como mostra a
Tabela 2;

Tabela 2. Producao mundial de 6leos (em mil toneladas).

[ | 20042005 | 200572006 | 2006/2007 | 2011/2012 | 201572016

Palma 24.295 33.875 35.956 37.672 50.700 30,61
Soja 26.762 32511 34.522 35.868 42.410 29,14
Canola/Colza 13.318 15.76 17.165 18.243 24.310 14,82
Girassol 8.385 9.038 10.389 10.733 15.140 8,72
Algodéo 3.529 4.709 4.568 4.726 5.270 3,84
Palmiste 3.061 4.134 4.360 4.573 5.910 3,72
Coco 3.596 3.439 3.458 3.295 3.560 2,68
Oliva 2.490 2.968 2.593 2.990 3.310 2,43
SOMA: 89.971 95.743 118.183 123.075 155.660 100,00

Fonte: USDA-Foreign Agricultural Service/Office Global Analysis (2017).

Devido ao crescente interesse pela leguminosa por conta de seu valor nutricional, e
pelas possibilidades de produtos que podem ser extraidos (6leos, extratos, esséncias, entre
outros) e obtidos com o processamento (pastas, cremes, bombons, snacks, entre outros) existe
uma grande preocupagdo com a qualidade e suas condi¢des fitossanitarias e por consequéncia
0 aumento de residuos (casca e pelicula) que nem sempre sdo utilizados e/ou descartados
adequadamente. Podendo inclusive, gerar graves problemas para o ambiente de um modo

geral.
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2.2. Residuos Agroindustriais

O Brasil possui uma economia fortemente baseada na agroindustria. A sustentagdo do
PIB (Produto Interno Bruto) Brasileiro nos primeiros sete meses do ano foi possivel,
novamente, pelo agronegocio, conforme indicam pesquisadores do CEPEA (Centro de
Estudos Avancados em Economia Aplicada, 2017), da Esalg/USP. A safra recorde no campo
estimulou a atividade também de outros segmentos, impactando no crescimento de 5,81% no
PIB-volume do agronegdcio na avaliacdo de janeiro a julho de 2017. De acordo com a FAO
(2017) a producdo mundial de alimentos é mais do que suficiente para alimentar a todos.
Mesmo assim 800 milhdes de pessoas (11% da populagdo mundial) passam fome. O segundo
objetivo de desenvolvimento sustentdvel do milénio € justamente acabar com a fome no
mundo. A populacdo mundial deve crescer em mais 2 bilhdes de pessoas até 2050. Ao todo
seremos 10 bilhGes de pessoas no mundo e para a FAO a producdo de alimentos até la
precisara dobrar. Consequentemente, essa crescente producdo acarretarda no aumento da

geracdo de residuos e subprodutos.

O potencial antimicrobiano de residuos agroindustriais ja vem sendo pesquisado nos
ultimos anos. Estudos demonstraram a atividade antimicrobiana no bagaco de uva
(KATALINIC, et al., 2010), cascas de romd (AL-ZOREKY, 2009), cascas de liméo
(MAHMUD et al., 2009), cascas verdes de nozes (OLIVEIRA et al., 2008), caroco de manga
(ABDALLA et al., 2007), entre outros.

Além de proporcionar fonte de matéria-prima para pesquisas de novos compostos
bioativos, a reutilizacdo destes residuos ajuda a minimizar os riscos de danos ambientais
(MAKRIS, 2007). Residuos agroindustriais apresentam elevada composi¢do organica. Seu
descarte no meio ambiente é fonte de sérios problemas (PELTZER et al., 2008).

O cultivo de amendoim no Brasil ganhou forcas na década de 1970 com o Programa
Nacional do Alcool (Proélcool), pois foi realizado na entressafra da cana de actcar. Além de
manter 0 mercado aquecido por todo o ano, a rotatividade com o amendoim garante melhor
fertilidade ao solo (CARVALHO, 2006). No processamento do amendoim gera-se uma

grande quantidade de residuo, proveniente da casca e da pelicula que recobre os gréaos.

Estudos conduzidos com o extrato hidroalcodlico obtido da pelicula do amendoim

demonstraram que este material € rico em compostos fenolicos e apresentam propriedades
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antioxidantes e antimicronianas (YU et al. 2006; YU; AHMEDNA; GOKTEPE, 2010).

2.3. Pelicula do amendoim

O amendoim se observarmos bem, é a Unica leguminosa que possui duas proteces
naturais, a casca e a pelicula. Servindo como um invélucro natural a pelicula do amendoim
faz o papel de um filme bioativo constantemente. Agregando nutrientes e retendo ao maximo
0 desenvolvimento da toxina que € um contaminante natural e intrinseco ao amendoim, as

Aflatoxinas.

Segundo Chukwumah et al., (2012) o amendoim estd entre 0s vegetais com alta
concentracdo de compostos fendis e polifenois. Esses compostos estdo em grande
concentracdo nas camadas externas do vegetal como pele e casca que protegem sua parte
interna (FRANCISCO & RESURRECCION, 2009).

Na industria de alimentos a utilizacdo do amendoim como ingrediente, a pelicula que
cobre o grdo deve ser removida devido ao seu sabor adstringente (BANSODE et al., 2014).
Essa remocao € feita pelo blancheamento, processo no qual o grdo passa por uma expansao
(aquecimento 175 °C/ 5 minutos) e contracdo provocando desprendimento da pelicula do
endosperma (grdo), que entdo é removida por abrasdo (BERGAMASCHI, 2010).

No entanto, este procedimento de retirada da pelicula do amendoim com aquecimento
pode provocar reducdo em suas concentracGes de varias propriedades, tanto antioxidantes
como antimicrobianas (YU et al. 2006). A pelicula do amendoim apresenta em sua
composicdo 18,64% de proteinas, 21,16% de fibras e 19,67% de gordura (CONSTANZA et
al., 2012).

Na Figura 1 é possivel observar alguns compostos antioxidantes e antimicrobianos da

pelicula do amendoim



Figura 1: Compostos antioxidantes e antimicrobianos da pelicula do amendoim

Composto

(+)- Catequina

(-)- Epicatequina

(-) -Epigalocatequina

Procianidina A1

Procianidina B2

Quercitina

Resveratrol

20

Concentragao
Estrutura Solvente extagao/ Ti?o (Hg/g pelicula Referéncia
comercial seca)
”
P .
o T g Etanol 70% - Runner 74,35+ 13,14 Francisco &
b P il
«[‘j‘\. Etanol 70% - Virginia 535,03 +41,72 Resurreccion
Etanol 70% - Spanish 448,30 + 36,47 (2009b)
I R Etanol 70% - Runner 60,064 11,44 Francisco &
Etanol 70% - Virginia 144,75+ 1,42 Resurreccion
Etanol 70% - Spanish 238,55+9,20 (2009b)
,ﬂ“
o ] oy o Etanol 70% - Runner 440,05+ 16,70
o Etanol 70% - Virginia ~ 127592+77,10  Francisco &
Etanol 70% - Spanish 1274,72 £ 67,50 Resurreccion
(2009b)
0 ‘\" &
“ oM ,
"N Agua — Tipo comercial NQ Tasunoet g/
9 ndo especificado (2012)
[ o O Etanol 70% - Runner 20,67 £ 5,63 Francisco &
" ' " Etanol 70% - Virginia 17,69 £ 1,61 Resurreccion
Etanol 70% - Spanish 107,00 + 18,99 (2009b)
oM 0
I oM
WO~ Ig : Y OH Etanol 70% - Runner 20,14+ 1,49 Francisco &
- Etanol 70% - Virginia 22,88 +£2,92 Resurreccion
Etanol 70% - Spanish 27,99 +2.10 (2009b)
HO._
Etanol 70% - Runner 4,30+ 0,10 Francisco &
: Etanol 70% - Virginia 3,66 £ 0,44 Resurreccion
Etanol 70% - Spanish 15,04 £ 1,57 (2009b)

Legenda: NQ: Nao quantificado

Fonte: Tedesco, 2015.
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Resveratrol € um composto fendlico produzido naturalmente por algumas plantas com
a finalidade de se proteger contra os ataques de fungos, bactérias e outros agentes patdgenos .
Cientistas encontraram resveratrol em uvas escuras, pele de amendoim, algumas frutas
vermelhas e pistaches. Porém muito sensivel a atas temperaturas (CONSTANZA et al., 2012),

por isso requer cuidados na hora da extragdo da pelicula do amendoim.
2.3.1. Extrato

O extrato da pelicula de amendoim pode ser usado em alimentos como ingrediente
funcional para substituir os conservantes sintéticos (YU et al., 2005), uma vez que apresenta
atividade antimicrobiana (YU et al., 2010) e atividade antioxidante (YU et al., 2005;
FRANCISCO & RESURRECCION, 2009). Outra aplicacdo seria usa-lo como suplemento
alimentar (YU et al, 2005), visto que recentemente estudos in vitro correlacionaram a
administracdo de extrato de pelicula de amendoim a propriedades farmacologicas como
efeito hipolipemiante (BANSODE et al., 2012; TAMURA et al., 2012, BANSODE et al.,
2014).

2.4. Filme antimicrobiano

Os filmes sdo finos, preparados de materiais bioldgicos, que agem como barreiras a
elementos externos e, consequentemente, podem proteger o produto embalado de danos
fisicos e biologicos aumentando sua vida Util. Quanto ao aspecto fisico, os filmes ndo séo
grudentos ou Vviscosos, sao brilhantes e transparentes, melhoram o aspecto visual e, ndo sendo
toxicos, podem ser ingeridos juntamente com o produto. Quando desejado, o filme pode ser
removido com agua e apresenta-se também como um produto comercial de baixo custo
(HENRIQUE et al., 2008).

Esses filmes podem ser definidos de acordo com a aplicacdo no alimento utilizado:
Em alimentos na forma de filmes ou revestimentos (coberturas), formadas por
macromoléculas tanto de origem vegetal como de origem animal. E ndo ha necessidade de
serem separadas dos materiais embalados, podendo fazer parte do produto final. Nem sempre
estas embalagens substituem materiais de embalagem sintética ndo comestivel, mas ajudam a
proporcionar maior qualidade, estendendo a vida de prateleira e possibilitando economia com
materiais de embalagem tradicionais (GARCIA, 2005)
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Segundo Saron, (2008), existem dois tipos de aplicacdo dos filmes, como filme ou
como revestimento (cobertura), mas a diferenca entre elas é o tipo da formagdo e ndo suas

matérias primas.

a) Filmes ou filmes - € uma fina pelicula formada separadamente do alimento e depois

aplicada sobre ele. E deve formar uma pelicula flexivel para acompanhar 0 movimento do

produto, como exemplo murchamento no caso de horticolas.

b) Revestimentos comestiveis ou coberturas - Os revestimentos (ou cobertura) séo

uma suspensdo ou emulsdo aplicada diretamente sobre a superficie do alimento, ocorrendo,
apos a secagem, a formacdo de uma fina pelicula sobre o produto. Geralmente sdo invisiveis a
olho nu e usados para substituir e/ou incrementar o revestimento de protecdo natural dos
alimentos e reduzir qualquer tipo de dano que possa ser causado ao produto principalmente

danos fisicos ou microbioldgicos.

De acordo com sua composicdo, os filmes e filmes podem ser classificados em trés

categorias.

1° Hidrocoloidais - sao filmes a base de polissacarideos ou proteinas. Apresenta baixa
permeabilidade ao oxigénio, diéxido de carbono e lipideos. No entanto, devido a natureza

hidrofilica, tém baixa barreira ao vapor de agua (LABUZA, 2010).

2° Lipidicos - sdo compostos de lipideos, os quais por sua natureza hidrofébica,
apresentam baixa permeabilidade ao vapor de d4gua (HAN, 2010). Existem muitos lipideos em

forma cristalina, com baixa permeabilidade aos gases e ao vapor de dgua (LABUZA, 2010).

3° Compostos - sdo a base de proteinas mais lipideos ou polissacarideos mais lipideos.
Podem existir como camadas separadas, ou associadas, em que ambos 0S componentes Sao
adicionados ao filme. Na atualidade, as pesquisas tém sido focalizadas sobre embalagens
compostas, porque combinam as vantagens de cada um dos componentes, reduzindo assim
suas desvantagens (LABUZA, 2010).

A base dos filmes e filmes sdo os biopolimeros, como polissacarideos, proteinas e
lipideos, derivados de varias fontes naturais. O amido é um dos polissacarideos mais
importantes e abundantes na natureza, e tem sido objeto de numerosas investigacGes que

relatam, dentre outras, sua capacidade de formar revestimentos para aplica¢do na industria de
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alimentos (ARVANITOYANNIS, 2008). O uso do amido pode ser uma solugéo interessante
para filmes e filmes, devido a seu baixo custo, alta producdo, biodegradabilidade,

comestibilidade e facil manipulacdo (MAU, 2012).
2.4.1. Micro-organismos em alimentos

Existem varios fatores que influenciam o crescimento dos microrganismos nos
alimentos e, se nem todos tém a mesma importancia relativamente ao seu efeito no
crescimento microbiano, todos eles devem ser levados em conta quando se trata de prevenir a
ocorréncia de toxinfecgdes de origem alimentar. Existem diversos tipos de microrganismos
com diferentes formas e estruturas mais ou menos complexas. Bactérias, bolores e leveduras
séo, de entre todos, aqueles que geralmente mais impacto tém na deterioracdo alimentar. No
que diz respeito a doencas de origem alimentar, as bactérias sdo, sem duvida, os principais
agentes (FRANCO, 2010).

Diversos fatores contribuem para a presenga destes microrganismos nos alimentos,
sendo a presenca enddgena e as contaminacgdes cruzadas as mais frequentes apontadas como
“fontes” de microrganismos para os alimentos. Fatores intrinsecos e extrinsecos também sdo

influenciadores desse crescimento bacteriologico (FRANCO, 2010).

2.4.2. Bactérias Staphylococcus aureu (ATCC 25923) e Salmonella ssp. (ATCC 13076)
» Staphylococcu aureus

O Staphylococcus aureus € um patégeno Gram-positivo da familia Staphylococcaceae
Seu género abrange 33 espécies; sdao imdveis, catalase e coagulase positivos (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008). As espécies de estafilococos sdo hospedeiro adaptadas; metade das
espécies conhecidas habita apenas humanos ou humanos e animais (S. aureus) (JAY, 2005).
Do total de espécies, 17 podem ser isoladas de amostras biolégicas humanas (DAR et al.,
2006), principalmente de pele e fossas nasais (SANTOS et al.,2007)

Embora sejam mesodfilas, algumas linhagens de S. aureus podem crescer a
temperaturas de até 6,7 °C. Em geral, o crescimento ocorre na faixa de 7 °C a 47,8 °C, e as
enterotoxinas sao produzidas entre 10 °C e 46 °C; contudo, a temperatura étima para producao
de enterotoxina fica entre 40 °C e 45 °C. As temperaturas minimas e maximas de crescimento

e producdo de toxinas assumem condigdes Otimas diferentes de acordo com outros
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parametros, como concentracdo de sais, atividade de &gua, e pH, por exemplo (JAY, 2005).

Cepas de S. aureus patogénicas produzem uma série de enzimas ou toxinas
extracelulares. A producdo de hemolisinas € responsavel pela hemolise, fendmeno que pode
ser observado pela formacdo de um halo de hemolise ao redor de coldnias crescidas em agar
sangue. A coagulase esta intimamente relacionada a sua patogenicidade. Trata-se de uma
enzima capaz de coagular a fibrina, ocasionando a formacdo de um codgulo; a rede de
coagulos formados ao redor das bactérias torna dificil o contato de agentes do sistema
imunolodgico do hospedeiro com as células bacterianas, 0 que impossibilita a fagocitose por
macrofagos. Além disso, S. aureus produz enterotoxinas associadas a doengas transmitidas
por alimentos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Nas analises microbioldgicas em meio seletivo os Staphylococcus produzem col6nias
cinzentas escura a preto devido a reducdo de telurite (Figura 2). Os Staphylococcus que
produzem ultrapassam 0 meio seletivo e provocam zonas transparentes em volta das
respectivas coldnias. Pode formar-se uma zona opaca de precipitacdo devido a atividade da

lipase.

Figura 2: Confirmativo para Staphylococcus aureus

Fonte: prdprio autor.

Os alimentos normalmente relacionados as intoxicacdes causadas por S. aureus sao
carnes e produtos a base de carnes, frangos, produtos feitos com ovos, saladas com molho,
produtos de confeitaria, tortas de creme, bombas de chocolate, sanduiches, leite e derivados
(FRANCO; LANDGRAF, 2005). Sendo exigente nutricionalmente, os alimentos envolvidos
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devem ser ricos em proteinas, aglcares e vitaminas, especialmente do complexo B. O
alimentos que requerem manipulacdo consideravel durante a preparacdo e que sdao mantidos a
temperatura ambiente ap0s a preparagdo sdo o0s envolvidos mais frequentemente em
intoxicacOes estafilococicas (JAY, 2005). Estudo de Trabulsi e Alterthum, (2008), apontou
presenca de S. aureus em 50% de amostras de queijo minas frescal acima dos valores
permitidos pela legislagéo vigente.

» Salmonella ssp.

O género Salmonella compreende bacilos Gram-negativos, ndo produtores de esporos,
anaerdbios facultativos, produtores de gas a partir de glicose (exceto S. Typhi) e capazes de
utilizar o citrato como Unica fonte de carbono (Figura 3). Produzem sulfeto de hidrogénio, ndo
produzem indol e sdo negativos para urease. S&80 mesofilos, com 6timo de crescimento entre
35 e 37 °C, mas geralmente crescem entre 5 e 46 °C. A maioria &€ movel e apresenta flagelos
peritriquios; S. Pullorum e S. Gallinarum sdo imoveis (FRANCO; LANDGRAF, 2005).
Salmonella apresenta pH 6timo de crescimento ao redor da neutralidade, entre 7,0 e 7,5.
Efeito bactericida ocorre em valores de pH acima de 9,5 e abaixo de 3,8. Inibicdo do
crescimento é observada em valores de atividade de 4gua abaixo de 0,94 (FRANCO, 2010).

O género é composto de apenas duas espécies: S. enterica, subdivida em seis
subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae, indica) e S. bongori
(FRANCO, 2010).

Ovos, frangos, carne e produtos a base de carne sdo os veiculos mais comuns de
salmonelose humana. Saladas a base de ovos, sorvetes e outras sobremesas de fabricacéo
caseira estdo entre os tipos de alimentos mais frequentemente envolvidos em surtos de
gastrenterites por Salmonella. Em relacdo aos laticinios, € quase sempre causado pelo
consumo de leite cru ou indevidamente pasteurizado e queijo. Entre os pontos que mais
favorecem a multiplicacdo de Salmonella em alimentos estdo preparagdo e armazenamento de
grandes quantidades de alimentos, manuseio excessivo e controle inadequado da temperatura
de armazenamento (FRANCO; LANDGRAF, 2005).
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Na Figura 3 apresenta o desenvolvimento da Salmonela em meio seletivo;

Figura 3: Confirmativo para Salmonella ssp.

<D DR, ; |
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Fonte: préprio autor. XLD (Xilose Lisina Dextrose); 1- Gas; 2- Lactose; BS (Bismuth Sulphite Agar); 3- Typhi
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2.4.3. Acdo inibitoria dos ingredientes antimicrobianos naturais em alimentos

O espectro de acdo antimicrobiana dos produtos naturais é amplo, compreendendo
micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos (Quadro 1 ). O mecanismo de acao dos
compostos fendlicos ocorre sobre diferentes estruturas celulares, causando ruptura da
membrana externa, complexacdo com parede celular, privacdo de substrato, interagdo com
material genético, inativagdo enzimatica, entre outros. Compostos fendlicos e aromaticos
podem, ainda, alterar a estrutura e funcdo da membrana citoplasmatica, interrompendo o fluxo
de protons elétrons e o transporte ativo. Acredita-se que esses compostos atuem

principalmente sobre a membrana celular (FRANCO, 2010).

Quadro 1: Fontes naturais de compostos antimicrobiano e seus respectivos espectros de acao.

Planta Espectro de agic

Coentro ([ Coriandum saitivam), oreganc (Cviganrm Gram-positives e Gram-negativos, inchuindo
vulgare). alecrim (Rosmarinus afficinalis), salsa Listeria monocyfogenas

(Petroselinum crispum) pelicula de amendoim

Pumnenta-da—jamaica (Pimenfa dicica). manjericio Bacillus subtilis, Clostridinem botulivrm,

(O cimum basilicun), louro (Laurs nobilis), Capim- E. coli, L. monocyfogeness, 5. aurens e
Limdc (Cymbopogon cifrarfes), erva cidverra (Melissa  Salmoenella Typhinmariam

afficinaliz). manjerona (Crigarnum magjorana). salva

(Salvia officinalis). alecrnim (Rosmarinus officinalis)

Cravo-da-India (Syvygium aromaficum). salva Bacillus subitilis, Clostriditim

(Sabhvia gfficinalis). canela (Cinramorrm bofulirnum, E. coli, L. monocyiogensas,
zeylanicum), manjerona (O igarim Majorana), Sabmonella Typhinmrivm, 5 aurens
pimenta—da—jamaica (FPimenta dicgica).

Cominho (Curmirimm CVrrinLrm) Bacillus cereus, Bacillus subtiliz, Clostridium

botfulirnum, L. monocyitogenes, Pseudomoras
Juorescens, Salmonella Enteritidis, 5. agurenes

Endro (Anethum graveclsns) Clastridium botulinum, P. asruginoesa, S
aureus, Yersinia enferocolifica
Funcho (Foeniculum vulgars) Bacillus cereus, Clostridium botulirnam,

Salmornella Enteritidis, 5. aurewns, Yarsimia
enferocolitica

Aldho-das-vinhas (Afum vineals) Ammplo espectro de agio comtra micro-
organismos patogénicos Gram-positivos e
Gram-negativos

Horteld (Aentha piperita) Amplo espectro de acio comtra muicro-
organismos patogénicos Gram-positivos e
Gram-nezativos

Cebola (Allfum cepa) E. eoli, Salmonella Typhinmrinm, Shigella
dysenferiaes, 5. aQurens

Fonte: Adaptado de Tajkarimi, 2010.
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3.  MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo dos objetivos propostos, o estudo foi dividido em seis etapas que

compreendem:

Obtencgdo da matéria-prima,
Preparacgdo dos extratos hidroalcodlico da pelicula do amendoim a 70% e 80%,

Preparacdo da cepa para analises antimicrobiana,

vV V VYV V

Ensaio para avaliacdo dos extratos hidroalcodlico da pelicula de amendoim a 70% e 80
% qual possui maior atividade antimicrobiana

» Processo de elaboragéo do filme contendo extrato mais efetivo frente as cepas

3.1. Obtencdo das matérias-primas

As matérias-primas utilizadas na elaboracdo da pesquisa foram: 2 kg do amendoim da
marca Unidos Primo LTDA, sacarose da marca Petribu (agUcar granulado), O agUcar
invertido liquido (xarope de glucose de milho) da marca Arcolor (Figura 4). Todos o0s

produtos encontravam-se dentro de validade.

Figura 4: Insumos adquiridos para elaboracdo da pesquisa

Fonte: préprio autor

A fécula de mandioca (Figura. 5), extraida e produzida de mandiocas plantadas no
Quilombo Bonfim - PB, foi adquirida em uma feira denominada Terra Viva Organicos,
localizada no Restaurante Flamboian no bairro de Manaira em Jodo Pessoa — PB.
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Figura 5: Fécula de mandioca

Fonte: proprio autor

Os demais insumos, reagentes, equipamentos e vidrarias necessarios para conclusdo da
pesquisa foram disponibilizados pelo Centro de Tecnologia e Desenvolvimento Regional da
Universidade Federal da Paraiba (CTDR-UFPB), sendo &lcool Etilico P.A. 95% (Dindmica
Quimica), agua destilada, meios de cultura e cepa de Staphylococcus aureu (ATCC 25923
Microbiologics®) e Salmonella ssp. (ATCC 13076 Microbiologics®). Deste Centro
utilizaram-se os laboratérios de fisico-quimica (LAB 104), microbiologia (LAB 105) e

processamento de alimentos (LAB 101).

3.1.1. Obtencdo da pelicula do amendoim

A obtencdo da pelicula do amendoim seguiu procedimento descrito por Nepote (2005),

com adaptacdes.

No laboratdrio de processamento de alimentos (LAB 101), a vagem do amendoim (2
kg) debulhou-se uma a uma manualmente para a separa¢do do grdo do subproduto (pelicula),
pesou-se em balanca semi-analitica (Want modelo WT20002NJ) (Figura 6);

Figura 6: Pesagem da pelicula

Fonte: prdprio auto.
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ApoGs a pesagem penerou-se em peneirador mecanico de marca Matest, contendo as
peneiras Mesh malha 8 e 12 uma sobre a outra com o coletor acoplado ao final para coletar
fragmentos de casca e residuos da semente do amendoim (Figuras 7), com agitacéo de 60 por

10 minutos.

Mesmo ap0s este peneiramento foi utilizado para extracdo mediante uma selecéo
manual para remocdo de mais alguns fragmentos de amendoim restantes dentro das peneiras

Mesh malha 8 e 12. Apenas como forma de assegurar a selecdo da matéria-prima.

Figura 7: Peneirador mecanico Matest com peneiras Mesh 8 e 12

Fonte: préprio autor

Logo em seguida ao peneiramento e a selecdo manual, pesou-se e subtraiu-se do total
da pelicula em balanga semi-analitica de marca (Want modelo WT20002NJ). Essa fracdo
retida no coletor do peneirador descartou-se, pois pode conter uma grande quantidade de
fragmento da semente por conta da friccdo do peneirador na hora do peneiramento.

3.2. Preparacéo dos extratos hidroalcodlico da pelicula do amendoim a 70% e 80%

A elaboragdo dos extratos hidroalcodlicos realizou-se no laboratorio de fisico-quimica
seguindo os procedimentos descritos por Bergamaschi (2010) e Nepote, Grosso e Guzan
(2005) com algumas adaptacoes.

Preparou-se 0s extratos da pelicula do amendoim em duas concentracdes distintas
(70% e 80%). Para inicio do procedimento de extracdo, pesou-se em balanca semi-analitica
(Want modelo WT20002NJ) 14 g do subproduto (pelicula de amendoim) e dividiu-se em dois
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utensilios com 7 g em cada (Figura 8) nos quais triturou-se em almofariz e pistilo para
diminuir sua proporgdo facilitando ainda mais a extracdo. Na sequéncia, transferiu-se a
pelicula para Erlermeyer e adicionou-se alcool Etilico a 95% ja diluido em suas respectivas

concentracdes (um de 70% e outro de 80%).

Figura 8: Pelicula do amendoim 7 g em cada utensilio

=

Fonte: préprio autor.

Em seguida, apds transferido para dois Erlermeyer colocou-se em banho-maria da
marca (Solab com SL-154/10) a 60 °C por 50 minutos. Posteriormente este procedimento,
colocou-se em ultrassom (Unique USC-2500, frequéncia 40 kHz, sem aquecimento) por 15

minutos. Ao término, realizou-se uma peneiragem em peneira comum.

Para retirar os solidos que ndo retirou-se na peneira comum, levou-se a mistura em
tubos Falcon para a centrifuga (Solab SL-701) a 6000 rpm a 27 °C por 15 minutos (Figura 9).
Filtrou-se entdo o sobrenadante em papel filtro qualitativo (Unifil gramatura 80 g/m?) para

reter ainda mais algum sélido restante.

Figura 9: Extrato de amendoim 70% e 80% centrifugados
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Por conseguinte, concentreou-se em rota evaporador (Solab SL-126) em + 60 °C com
rotacdo 6 / 650 mm Hg, até reduzir a 20% do volume inicial.

Por fim, adicionaram-se 0s extratos em vidros &mbar até que fossem realizadas as

analise subsequentes.

3.3. Preparacao das cepas para a andlise da atividade antimicrobiana

Para as analises de atividade antimicrobiana in vitro, foram testadas as bactérias
Gram-positiva Staphylococcus aureu (ATCC 25923) e Gram-negativa e Salmonella ssp.
(ATCC 13076), disponibilizadas pelo Laboratério de Microbiologia, a qual primeiramente

foram ativada seguindo recomendacdes de Franco (2010).

ApoOs a ativacdo das cepas foram mantidas em Agar PCA* (Plate Cout Agar)
inclinadas em tubo de ensaio, recoberta com 6leo mineral para sua conservacdo. Cerca de 24
horas antes de sua utilizacdo as cepas eram inoculadas em meio enriquecedor caldo BHI*
(Brain-Heart Infusion Broth) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Para 0 meio seletivo com o
objetivo de garantir a maxima capacidade de multiplicacdo bacteriana (COSTA et al., 2009),
foi usado a técnica por esgotamento que consiste em transferir 0,1 mL da cepa enriquecida em
caldo BHI* para uma placa de Petri contendo Agar PCA* (Plate Cout Agar) ja solidificado,
espalhando bem a amostra por toda placa com alca de Drigalski. Em seguida espera-se secar
por 2 minutos. Logo apds, pelo método de Disco-difusdo coloca-se 0s minidisco impregnados
com o extrato da pelicula do amendoim. Inverte-se e incubam-se as placas em estufa

bacterioldgica Nova Etica a 35-37 °C por 24-48 horas.

3.4. Ensaio para avaliacdo dos extratos hidroalcodlico de pelicula de amendoim a 70% e

80 % que possua maior atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos frente as cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella ssp. (ATCC 13076), deu-se inicio logo
apos a etapa da incubacdo das placas de Petri inoculadas com a cepa utilizando a técnica
Disco-difusdo. O seu principio basico ¢ a difusdo do antimicrobiano na superficie do Agar, a
partir de um disco impregnado com o antimicrobiano (LABORCLIN, 2011). Utilizou-se
discos de papel de filtro (Qualy) apresentando 6 mm de didmetro, previamente esterilizados.

Como controle positivo utilizou-se discos comerciais com antibioticos (LABORCLIN, 2011)
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para Staphylococcus aureus: Aritromicina, Sulfazotrin e Penicilina, ja para a Salmonella ssp.
foi utilizado os discos com antibi6ticos: Cefoxitina, Amoxacilina e Gentamicina. Como
controle negativo discos de papel filtro (Qualy) estéreis impregnados com agua destilada
estéril. Incubou-se as placas invertidas em estufa bacterioldgica (Nova Etica) a 35-37 °C, por
24-48 horas, para posterior observacdo da presenga ou auséncia de halos de inibicdo, vale
salientar que todos os testes foram realizados em triplicata (CLSI, 2009; ARBOS, 2017,
CALOMENI, 2015; FRANCO, 2010).

3.5. Medicéo dos halos

Apbs o periodo de incubacdo os halos de inibicdo formados ao redor dos discos
mediu-se em mm com auxilio de uma regra milimetrada para que pudesse ser definida qual a

concentracgéo a ser adicionado no filme que seria desenvolvido na sequéncia.

3.6. Processo de elaboracgéo do filme contendo extrato mais efetivo frente as cepas

A elaboragédo do filme seguiu o procedimento descrito por Kechichian, (2007), com

algumas adaptacoes.

A formulacdo base foi constituida de uma suspensdo aquosa de fécula de mandioca
(5,0%), sacarose (0,90%), acucar invertido (1,60%), extrato da pelicula do amendoim (10%) e
agua destilada (82,50%).

Para inserir o extrato antimicrobiano da pelicula do amendoim as porcentagens da
fécula da mandioca, do acUcar invertido liquido e a sacarose foram mantidas. Porém, a 4gua
destilada foi alterada de acordo com a quantidade do extrato utilizado. Ou seja, 0 extrato foi
misturado a formulacdo base do filme e a 4gua destilada foi sendo adicionada aos poucos para

melhor dissolucéo dos ingredientes (Fluxograma 1).

Fluxograma 1: Processamento de elaboracgéo do filme
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Pesagem e misturas dos ingredientes
Gelatinizag¢do do amido

Repouso e homogeneizagdo do extrato

A 4

Pesagem das placas

A 4

Secagem

4

Acondicionamento

Fonte: proprio autor.

3.6.1. Pesagem e mistura dos ingredientes

Psou-se os ingredientes em balanca analitica (BEL M124A -0,01 g a 210 g) para
formulacdo do filme. Logo em seguida, adicionou-se em um Béquer com exce¢do do extrato
da pelicula de amendoim que adicionou-se ap0s a gelatinizacdo do amido. A agua adicionou-
se gradativamente até a total dissolucdo e homogeneizacdo (com um auxilio de um bastéo de

vidro) dos ingredientes.

3.6.2. Gelatinizacdo do amido

Aqueceu-se a suspensdo do filme em forno micro-ondas (Panasonic NT-ST654WRUK),
por intervalo de tempo variando entre 10 e 30 segundos. Ao término de cada intervalo de 10
segundos, agitou-se a suspensdo manualmente, com o uso de um bastdo de vidro para melhor
homogeneizacdo dos ingredientes e melhor distribuicdo do calor gerado (Figura 10). A cada
agitacdo mediu-se a temperatura, com objetivo de atingir 70 °C (+1 °C) o garantindo assim a

gelatinizacdo do amido. O tempo total do processo foram 10 minutos.
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Figura 10: Ponto de gelatinizacdo do amido

Fonte: préprio autor.

3.6.3. Repouso e homogeneizagdo do extrato

Apds o aquecimento a suspensao foi para etapa de repouso em temperatura ambiente
(+ 25 °C) por um periodo de 3 horas. Consequentemente sua temperatura diminui
gradativamente e ao chegar aos 30 °C fez-se a incorporacdo do extrato hidoalcodlico da
pelicula do amendoim mais efetivo frente as cepas, homogeneizou-se com um bastéo de vidro

no mesmo recipiente utilizado para o aquecimento e gelatinizacdo (Figura 11).

A etapa de repouso é responsavel por auxiliar na liberacdo das possiveis bolhas de ar
formadas durante a gelatinizagcdo do amido. As bolhas podem causar problemas nos resultados
das analises antibiograma, pois o acumulo de ar pode a vir facilitar o desenvolvimento de

micro-organismos dentro do halo de inibig&o.

Figura 11: Suspens@o em repouso com a incorporagéo do extrato

—y
ol |

Fonte: proprio autor.
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3.6.4. Pesagem das placas

Ap0s repouso porcionou-se a suspensao em placas de Petri (90 x 15 mm). Para tanto,
pesou-se em balanca analitica da marca (BEL M124A —0,01 g a 210 g) uma a uma para que
os volumes definidos para cada filme fossem o mais parecido um do outro. Para 150 mL da
suspensdo distribuiu-se em 6 placas de Petri, +25 mL cada. Apos as pesagens a suspensdo foi
distribuida por toda a area interna da placa. Processo realizado manualmente para deixar a

suspensdo do filme escorrer e cobrir a placa de Petri (Figura 12).

Figura 12: Distribui¢cdo manual da suspenséo nas placas

Fonte: proprio autor.

3.6.5. Secagem

Sequencialmente ap6s a distribuicdo da suspensdo nas placas, colocou-se em estufa
(Tecnal TE — 394/2 50-250 °C) com circulacdo e renovacdo de ar por um periodo no minimo
de 16 horas e no méaximo 18 horas. O posicionamento das placas dentro da estufa de secagem

deu-se aleatoriamente.

3.6.6. Acondicionamento

Ndo houve acondicionamento do filme, visto que logo apds o término de seu

desenvolvimento deram-se inicio as analises antimicrobianas do filme
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Rendimento da extragdo da pelicula do amendoim

O rendimento da pelicula de amendoim apos extracdo manual e peneiragem foi de
0,86% (Tabela 3). Embora sua representatividade em relagdo ao peso total do grdo de
amendoim seja pequena, a pelicula contém altos teores de flavonoides, com atividade
antioxidante e antimicrobiana descrita (NEPOTE, 2005; WANG et al. 2006), sendo assim, um

subproduto interessante e promissor para indudstria de alimentos.

Tabela 3: Resultado do rendimento da extracdo manual da pelicula do amendoim

. Extracdo .

. Amendoim na Manual Residuo no Rend. Final
EXTRACAO DA fava Rend. Pelicul Peneirador '
PELICULA DO End. Feticuia

AMENDOIM
2000 g 18,30 g 098¢ (107;33620 /09)

Fonte: proprio autor. Rend. = Rendimento.

Existem outros métodos de extracdo da pelicula que obtém resultados de rendimento
bem variados, pois o rendimento estd muito correlacionado com o método de extracdo
empregado. Bergamaschi (2010) utilizou o blancheamento, processo no qual o grdo passa por
uma diferenca de temperatura (corrente de ar quente e ar frio) que faz com que o gréo sofra
expansdao e contracdo provocando desprendimento da pelicula do endosperma (gréo), que

entdo é removida por abrasdo.

Yu et al. (2005) simularam as condicdes de blancheamento utilizando no
beneficiamento do amendoim para remocdo da pelicula, submetendo os grdos de amendoim a
um aquecimento de 175 °C por 5 minutos e resfriando a temperatura ambiente. Contudo, 0s
autores verificaram que este mesmo processo tanto de forma industrial bem como de forma
artesanal, prejudica a composic¢do natural da pelicula do amendoim, o que diminuiria o teor de
compostos bioativos (NEPOTE, 2005; WANG et al. 2006). Contudo, Ahmedna e Goktepe
(2010) indicaram que a temperatura de 60 °C ndo prejudica estes bioativos, pelo contrario

favorece a extragdo de componentes antimicrobianos.

Sendo assim, 0 método de extracdo da pelicula do amendoim realizada (manual) neste

estudo, pode contribuir para manutencdo de bioativos com potencial antimicrobiano.
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4.2. Rendimento dos extratos hidroalcodlicos a 70% e 80%

A pelicula do amendoim (7g) apos terem sido submetidas a extracdo com alcool 70% e
80% apresentaram rendimento final de 19mL e 18mL, respectivamente, conforme mostra a
Tabela 4.

Tabela 4: Rendimentos dos extratos hidroalcodlico da pelicula do amendoim

19?60(/) 42,0/ 74 34,9 19,0
a0 140,0 mL mL mL/g
112,0/ 28,0/
140,0 mL 140,0 mL 79 34,5 mL 18,0 mL/g

Fonte: préprio autor. 140 mL total em volume de alcool + 4gua. Rend. = Rendimento.

A extracdo por alcool etilico 95% é comumente realizada em grdo, plantas, ervas,
sementes, frutas, mel e em outras varias matérias-primas. Tendo como principal objetivo um

excelente aproveitamento das propriedades a serem extraidas (OLIVEIRA et al., 2007).

4.3. Atividade antimicrobiana das concentracGes dos extratos frente as bactérias

Staphylococcus aureus e Salmonella ssp.

Na Tabela 5, estdo demonstrados os halos de inibicdo obtidos pelos extratos da
pelicula de amendoim e pelos controles, frente as cepas de Staphylococcus aureus e

Salmonella ssp. previamente inoculadas nas placas de Petri.

Tabela 5: Atividade antimicrobiana dos extratos frente as cepas bacterianas de S. Aureus e
Salmonella ssp.

23,50 mm 6,90 mm

16,02 mm 9,08 mm
23,00 mm 24,00 mm
0,00 mm 0,00 mm

Fonte: prdprio autor. *Halos de inibicdo medido em mm.
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Martin et al. (2012), em seu trabalho encontrou dimens6es de halo de inibi¢do para
extrato de pelicula de amendoim (Arachishypogaea) contra bactérias gram-positivas,
semelhante aos descritos na Tabela 5, corroborando assim com os resultados apresentados
neste trabalho. Ainda, esses autores, ao avaliarem o mesmo extrato frente a cepas de
Staphylocossus aureus, verificaram que o mesmo foi mais efetivo, apresentando os maiores
halos de inibicdo. Os mesmos autores avaliaram ainda a influencia dos solventes empregados
na extracdo e obtiveram halo de inibicdo de 20,00 mm contra S. aureus ao se utilizar etanol e
quando extraidos com metanol halos de 18,00 mm. Ja quando testados contra Salmonella ssp.,
gram-negativa esses halos tiveram uma reducdo em sua dimensédo, sendo 14,00 mm para o

extrato feito com etanol e 12,33 mm para o extrato feito com metanol.

Trajano et al. (2009) avaliando as propriedades antimicrobianas de especiarias frente
as bactérias contaminantes de alimentos, observaram uma maior acdo inibitoria no extrato de
cravo contra S. aureus, E. coli, S. entérica e P. aeruginosa apresentando os halos de inibicéo
de 25 mm, 25 mm, 26 mm e 14 mm, respectivamente. Isso pode ser devido a0 componente
eugenol, amplamente presente no cravo (BERALDO et al., 2013), que possui caracteristicas
antimicrobianas (MEDEIROS et al., 2012).

Segundo Silva et al. (2017), a resisténcia a uma dessas bactérias também foi
evidenciada nos testes de inibicdo, utilizando especiarias no qual se verificou que o extrato
obtido de canela foi capaz de inibir o crescimento da Salmonella enteritidis (14 mm de halo)
assim como do S. aureus (22 mm). Esses dados sdo semelhantes aos encontrados neste estudo
bem como por Stachissini, Sekine e Umada (2012) que também ndo observaram atividade
inibitoria frente a espécies de Salmonella ssp. onde por eles foi usado extrato de proépolis.
Esses autores atribuiram essa resisténcia a estrutura e composicdo celular desses
microrganismos, uma vez que, bactérias gram-negativas possuem camadas externas a parede
celular compostas de lipopolissacarideos que conferem maior resisténcia a permeabilidade de

compostos de caréater hidrofébico.

Ja com Pinho et al. (2012) discordando com o estudo propostos e com todos 0s outros
autores o extrato de pimenta calabresa, alecrim e manjericdo ndo demonstraram atividade

antimicrobiana e nem evidenciaram o efeito inibitorio dessas especiarias frente S. aureus .

Segundo Romero et al., (2005) e Asolini et al., (2006) a camomila apresentou

atividade antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, com extrato etandlico com resultados
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de halos de 18 mm ficando abaixo do encontrado com a pelicula do amendoim, mesmo usado
solventes parecidos. No estudo de Gongalves et al. (2005) é relatada atividade antimicrobiana
do extrato hidroalcodlico da pitanga sobre as Staphylococcus aureus, Staphylococcus
coagulase negativa, Streptococcus pyogenes, entre outras espécies, corroborando com

resultados positivos ao estudo com pelicula de amendoim frente esta cepa.

Tarcitano e Mesquita (2017) concluiram que o orégano foi a especiaria mais eficaz,
utilizada no controle bacteriano devido principalmente a presenca de compostos fenolicos,
biomoléculas capazes de transpor a membrana plasmatica celular, chegando em seu interior e
comprometendo suas funcdes vitais, podendo provocar inclusive, a morte do microrganismo.
Sabendo que existem uma alta concentracdo de fendlicos na pelicula do amendoim, estes

autores estdo concordando com resultados apresentados neste estudo.

Ha uma grande escassez na literatura quanto ao estudo com extrato de pelicula de
amendoim. Contudo Calomeni (2015,) em seus estudos obteve halo bem significativo para o
extrato de pelicula de amendoim liofilizada 9,33 a 13,00 mm para Staphylocccus aureus, ndo
houve um resultado expressivo, demostrando que 0s constituintes presentes na pelicula e que
sdo responsaveis pela atividade antimicrobiana descrita agem de forma benéfica apenas sobre

cepas de bactérias (Figura 16), Gram positivas.

4.4. Uso e beneficios do filme incorporado ao extrato da pelicula a 70%

Os filmes contendo EEP produzidos neste trabalho nédo apresentaram atividade
antimicrobiana contra S. aureus e Escherichia Coli. Todavia, estudos comprovam que em
filmes contendo concentrac6es de EEP superiores ao utilizado no presente estudo, apresentam

efeito inibitério sobre micro-organismos.

Bodini et al. (2013) também constataram que baixas concentracdes de EEP em filmes
de gelatina (5 g EEP/100 g gelatina) ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra S.

aureus.

Pastor et al. (2010) estudaram a atividade antifungica de filmes ativos a base de
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) contendo EEP contra Penicillium italicum e Aspergillus

niger. Os filmes apresentaram efetividade na agdo antifungica contra os fungos estudados,
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sendo mais intensa contra Penicillium sp., demonstrando que as propriedades das substancias
ativas naturais da propolis foram preservadas.

O aumento na concentracdo de EEP nos filmes de amido seria uma alternativa para
que este viesse a apresentar atividade antimicrobiana e que possuisse potencial para ser
aplicado como embalagem ativa. Entretanto, testes preliminares revelaram que concentragoes

superiores a 1% de EEP ndo possibilitou a producao de filme pela técnica de casting

4.5. Atividade antimicrobiana no filme com o extrato efetivo frente as bactérias

Staphylococcus aureus e Salmonella ssp.
Na Tabela 6 é possivel verificar os halos analisados nas placas contendo o filme

depois na inoculacgéo;

Tabela 6: Atividade antimicrobiana do filme frente as cepas bacterianas de S. Aureus e
Salmonella ssp.

SUBSTANCIAS ANALISADAS Cepa de Staphylococcus Cepa de Salmonella
aureus* ssp.*
Filme incorporado com 13,00 mm 0,00 mm
extrato a 70%

Fonte: proprio autor. *Halos de inibicdo medido em mm.

N&o existe na literatura trabalhos com filme incorporado com extrato da pelicula do
amendoim. Seu comportamento reoldgico bem como sua cor, se diferencia totalmente dos
filmes pesquisados para este trabalho em questdo. Por isso, se faz necessario dar continuidade

e aprofundar o conhecimento em relacéo a este novo produto.
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4. CONCLUSAO

A pelicula é um residuo do amendoim, que possui compostos bioativos que podem ser
empregados e/ou agregados pela indUstria. A atividade antimicrobiana frente as cepas de
Staphylococcus aureus e Salmonella ssp. teve efetividade, porém, neste estudo teve um
resultado mais expressivo para Staphylococcus aureus. Ao ser incorporado a filmes podem
melhorar aspectos sanitarios e aumentar a vida de prateleira. O extrato hidroalcodlico da
pelicula do amendoim a 70% se mostrou o mais efetivo neste estudo contra as cepas

analisadas.

O filme incorporado com a com extrato a (70%) teve um resultado satisfatorio frente
cepa de Gram-positiva (S. aureus). Porém, como ainda ndo existem estudos na literatura sobre
filmes incorporados com extratos da pelicula do amendoim, se faz necessarias pesquisas
adicionais empregando este filme em alguns alimentos, e verificar sua influencia na

estabilidade dos mesmos.

Desta forma a continuidade desta pesquisa é de suma importancia, de forma a avaliar
as propriedades benéficas deste filme com extrato de pelicula de amendoim, principalmente
quando empregado como invélucro em alimentos, o qual necessita de uma pelicula como

revestimento e protecdo ja no seu processamento.
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