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RESUMO: O recobrimento de frutas
com filmes comestiveis protetores é
uma ferramenta importante para evitar a
degradacaoprecoceprovenientedeoxidagéo
ou acdo microbiolégica. Neste processo,
a superficie da fruta & recoberta por uma
fina camada de material protetor que atua
como barreira contra a agdo microbiologica
ou oxidacdo. Devido as caracteristicas de
biocompatibilidade, seguranca alimentar e
atividade antimicrobiana, os filmes obtidos
pela interagcdo de quitosana (polimero de

Data de aceite: 02/05/2023

origem natural obtido do exoesqueleto de
crustaceos) e 6leo essencial de orégano
(OEO) surgem com uma excelente
alternativa para essa finalidade. Essas
substédncias foram escolhidas nesse
estudo por apresentarem caracteristicas
importantes como atividades antimicrobiana
e antioxidante, biocompatibilidade,
baixo custo e abundancia. A verificacdo
da efetividade dos filmes protetores foi
realizada em amostras de morangos.
Os resultados obtidos demonstram que
filmes de quitosana contendo OEO
podem ser produzidos para protecdo de
frutas. As amostras apresentaram boa
manuseabilidade, textura, aparéncia e
espessura. Testes de biodegradabilidade
em agua e solo indicam que os filmes sé@o
biodegradaveis. Morangos tratados com
filmes de quitosana e OEO mantiveram
sua aparéncia e textura por periodos mais
longos de tempo. Portanto, os resultados
obtidos sugerem que os filmes de quitosana
e extratos naturais s@o uma alternativa em
potencial na protecdo pés-colheita de frutas.
PALAVRAS-CHAVE: Filmes comestiveis;
quitosana; produtos naturais.
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EDIBLE CHITOSAN FILMS AND NATURAL EXTRACTS FOR POSTHARVEST
PROTECTION OF FRUIT

ABSTRACT: The early degradation of fruits, resulting from oxidation or microbiological action,
can be avoided by using edible films. In this process, the surface of the fruit is covered with
a thin layer of protective material that acts as a barrier against microbiological action or
oxidation. Due to the characteristics of biocompatibility, food safety and antimicrobial activity,
the films obtained by the interaction of chitosan (biopolymer obtained from the exoskeleton
of crustaceans) and oregano essential oil (OEO) appear as an excellent alternative for this
purpose. These substances were chosen in this study due to their important characteristics
such as antimicrobial and antioxidant activity, biocompatibility, low cost and abundance. The
effectiveness of the protective films was studied on strawberries samples. The obtained results
demonstrate that chitosan films containing OEO can be effectively used for fruit protection.
The samples showed good texture, appearance and thickness. Biodegradability tests in water
and soil indicate that the films are biodegradable. Strawberries treated with chitosan films
and OEO maintained their appearance and texture for longer periods of time. Therefore, the
results obtained suggest that chitosan films and natural extracts are a good alternative for
postharvest protection of fruits.

KEYWORDS: Edible films; chitosan; natural products.

11 INTRODUGAO

A durabilidade dos alimentos nas prateleiras € um dos principais obstaculos
enfrentados pelo setor alimenticio. As frutas, sobretudo aquelas mais frageis, sdo afetadas
pelas deterioragbes provenientes da acdo de microrganismos ou do envelhecimento
natural (senescéncia) (CARVALHO; CONTE-JUNIOR, 2022). Tais alteragdes influenciam
propriedades como aparéncia, textura, odor e sabor e induzem o descarte do produto
devido a baixa aceitagdo dos consumidores.

Além das perdas por origem intrinseca, como oxidacdo e degradacéo fisiologica,
as frutas podem ser desperdicadas devido a fatores extrinsecos como ataque de pragas e
danos fisicos. Neste contexto, varias estratégias estdo sendo desenvolvidas para mitigar
tais problemas, buscando-se melhorar a preservacéo, o aumento do tempo de prateleira e
a qualidade de frutas (ADHIKARI; KOIRALA; ANAL, 2022; KOU; PETERS; MUCALO, 2022;
WANG et al., 2023).

A degradacgao precoce proveniente da oxidagao natural ou agdo microbiolégica pode
ser evitada com o recobrimento da superficie do alimento utilizando-se filmes comestiveis.
Tais revestimentos sao formados por filmes finos capazes de criar barreiras semipermeaveis
a gases e vapor d’agua, evitando a contaminacdo por microrganismos e auxiliando na
preservacao da qualidade do produto.

Os revestimentos comestiveis devem ser desenvolvidos em conformidade as vias de
deterioracdo de cada produto e compativeis em relagdo as caracteristicas organolépticas
e funcionais (SAHA et al., 2017; ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2018). Desse modo, a
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utilizacdo de biomoléculas e compostos de origem natural é de fundamental importancia
para a preservacgao das propriedades das frutas ap6s a colheita.

Diante desse contexto, o presente trabalho objetivou a sintese, caracterizacédo e
investigacdo das propriedades de filmes comestiveis protetores baseado em quitosana e

extratos naturais.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacao da quitosana

A determinacdo do grau de desacetilacdo da quitosana foi feita utilizando a técnica
de titulagdo potenciométrica segundo o método de Tolaimate e colaboradores (TOLAIMATE
et al., 2000). Nesse método, aproximadamente 40 mg de quitosana, previamente seca
na estufa a 50 °C até atingir valor constante, foi dissolvida em 10 mL de acido cloridrico
padronizado (~0,1 mol L). A solucédo resultante foi titulada com solugéo de hidréxido de
sodio padronizado (~0,1 mol L"). O valor do pH foi monitorado utilizando um pHmetro
Digimed DM-2P durante o processo de titulagéo.

2.2 Preparo e caracterizacdo dos filmes

A solucgéo filmogénica de quitosana (1% p/v, 250 mL) foi preparada pela dispersédo
do polimero em acido acético glacial (1%, v/v), de acordo com o proposto por Pilon e
colaboradores (PILON et al., 2015). Essa solucdo foi mantida em agitagéo constante por
12h para garantir completa solubilizagdo da quitosana.

As solugdes filmogénicas contendo 6leo essencial foram preparadas pela técnica
de gelificacdo idnica, conforme descrito por Keawchaoon e Yoksan (KEAWCHAOON;
YOKSAN, 2011) com algumas modificagbes. A quitosana (1% p/v) foi dispersa em uma
solucdo aquosa de acido acético glacial (1% v/v) a temperatura ambiente e mantida sob
agitacao por 12h. Na sequéncia, o 6leo essencial foi adicionado gota-a-gota nessa mistura
mantida em agitagéo vigorosa. Diferentes volumes do 6leo essencial foram adicionados de
maneira a obter diferentes propor¢cdes em peso de quitosana:bleo essencial. Em seguida, a
solugédo aquosa de tripolifosfato de sodio (TPP, 0,3% p/v, 25 mL) foi adicionada lentamente
sobre a emulsdo e submetida a agitacdo constante e temperatura ambiente.

Os filmes utilizados para caracterizagédo foram obtidos pela técnica de casting. Nesta
técnica uma solucgéao filmogénica é depositada sobre um suporte e seca por evaporagéo do
solvente. Tais filmes foram caracterizados por analise subjetiva, espessura, umidade. Na
avaliacéo subjetiva dos filmes foram verificadas caracteristicas como auséncia de rupturas
e/ou fraturas apos a secagem, homogeneidade e manuseabilidade. Para cada uma dessas
caracteristicas foi atribuida uma classificagao: 6timo, regular e insatisfatério.
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2.3 Estudos de biodegradabilidade em agua e solo

A determinacdo da biodegradabilidade dos filmes em agua foi realizada conforme
descrito por Kaya e colaboradores (KAYA et al., 2018). Amostras dos filmes com dimensébes
de 2 x 3 cm foram recortadas, pesadas e transferidas para béqueres de 25 mL. Em seguida,
20 mL de agua foram adicionados aos filmes e mantidos em temperatura ambiente por 48
h. Ap6s o periodo de imersdo, as amostras resultantes dos filmes foram secas em estufa
a 80 °C e novamente pesadas para determinacdo da massa final restante do filme. Foram
utilizadas 3 amostras de cada filme. A perda de peso do filme devido a degradacao em agua
foi calculada pela Equacgéo (1).

massa final

Biodegradacio em dgua (%) = x 100(%) (1)

massa inicial

O estudo da biodegradabilidade dos filmes no solo foi feito conforme descrito por
Kaya e colaboradores (KAYA et al., 2018). Para tanto, amostras dos filmes secos (2 x 3 cm)
foram previamente pesadas e acondicionadas em recipientes contendo solo. Cerca de 10
mL de agua foram adicionados as amostras e ap6s 30 dias os pesos finais foram medidos.
Devido ao ambiente de biodegradacéo natural, a microflora do solo néo foi artificialmente
modificada. Foram utilizadas 3 amostras de cada filme. A perda de peso do filme devido a
degradacgéo no solo foi calculada pela Equagéao (2).

massa final
massa inicial

Biodegradacio em solo (%) = x 100(%) (2)

2.4 Recobrimento das frutas

O recobrimento das frutas foi realizado de acordo com o proposto por Martinez-
Hernandez e colaboradores (MARTINEZ-HERNANDEZ; AMODIO; COLELLI, 2017). Nesta
etapa do trabalho foram selecionados morangos de tamanho, forma e cor uniformes e sem
sinais de danos mecéanicos ou deterioragdo por fungos. Incialmente as amostras foram
desinfetadas com solugéo de hipoclorito de sodio 2,5% antes do processo de recobrimento.
Apo6s secagem, as amostras foram mergulhadas nas solucdes de recobrimento por 2
minutos. Os tratamentos realizados foram os seguintes: (i) imersdo em agua destilada
(controle); (ii) imersdo em solucdo de quitosana (1% p/v) solubilizada em acido acético
(1% v/v); (iii) imers@o em solugdo TPP e quitosana e (iv) imersdo em solucao de TPP e
quitosana contendo 6leo essencial. Apds o escorrimento do excesso de solugéo, as frutas
foram armazenadas e mantidas em temperatura ambiente. Um total de 3 frutas foi utilizado
por tratamento.

2.5 Determinacao da perda de peso das frutas

A perda de peso (PP, %) das frutas recobertas pelos filmes de quitosana em
cada tratamento foi monitorada. O peso foi medido em diferentes intervalos de tempo
e comparado com o grupo controle (sem filme protetor). A perda de peso foi calculada
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como uma porcentagem do peso inicial, de acordo com a equagéo (3) (MENG et al., 2008;
MOHAMMADI; HASHEMI; HOSSEINI, 2016; NIKKHAH; HASHEMI, 2020).
PP(%) = massa final

massa inicial

x 100(%) (3)

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao da quitosana

A quitosana é um polimero natural formado por unidades 2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranose (GIcNAc) e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose (GlcN) unidas por ligagcdes do
tipo B(1—4), conforme ilustra a Figura 1.

As unidades GlcN sdo comumente chamadas de unidades desacetiladas enquanto as
unidades GIcNAc sé@o conhecidas por unidades acetiladas. O grau médio de desacetilacdo
(GD) da quitosana é uma medida da quantidade de grupos GIcN presentes na cadeia
polissacaridica do polimero. O polimero é caracterizado como quitina se o GD for inferior a

50% e como quitosana quando o GD é superior a 50%.

OH OH

NH,
OH O:< OH

s Ty - —z
Os indices y e z representam as unidades GIcNAc acetilada e GiIcN desacetilada, respectivamente.

Figura 1: Representagéo esquematica da estrutura da quitosana.

Desse modo, o GD da quitosana foi determinado utilizando a técnica de titulacao
potenciométrica. Para tanto, a quitosana foi inicialmente dissolvida em um excesso
conhecido de uma solu¢do aquosa de HCI previamente preparada e padronizada. Dessa
forma assegura-se que todos os grupos amina ligados no anel glicopiranosidico da
quitosana estejam protonados (NH?}). A partir da titulagéo desta solugdo com hidroxido
de sodio padronizado (0,099 mol L), uma curva com dois pontos de inflexdo foi obtida
conforme pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2: Curva de titulagdo potenciométrica da quitosana. Em preto: variagdo de pH em fungdo do
volume de NaOH; em azul: derivada primeira.

O primeiro ponto de inflexdo observada na curva da derivada primeira indica o
final da neutralizagéo dos protons (H*) em excesso provenientes da solugcdo de HCl e o
inicio da neutralizagdo dos grupos amina protonados. A segunda inflexdo indica o término
da desprotonagéo dos grupos amina da quitosana. A diferenca entre esses dois pontos
corresponde ao volume de NaOH necessario para a desprotonagédo dos grupos amina, o
que permite calcular o nimero de mols de unidades desacetiladas. O valor do grau médio
de desacetilagdo GD foi calculado utilizando-se a Equagéo (4):

ool MNaoH*VNaoH
GD(%) = - x 100 (4)
(MNaOHXVNaOH)+(mt [MN“O’;;(;;VEOHXIM'ZZ])
onde M, ., € a concentragéo da solugédo de hidroxido de sédio em mol L; V.

corresponde ao volume de base usado para neutralizar as unidades protonadas da
quitosana; m, representa a massa total de quitosana utilizada na titulagéo; 161,22 e 203,24
correspondem, respectivamente, as massas moleculares das unidades desacetilada e
acetilada de quitosana.

O grau médio de desacetilacdo, calculado utilizando-se o gréafico de titulacao
potenciométrica e a Equac&o (4). A determinagdo do GD foi realizada em duplicata, sendo o
valor obtido igual a 97,8 + 2,2%. Esse valor comprova que a amostra estudada é quitosana

com alto grau de desacetilagéo.

3.2 Caracterizacao dos filmes

Quatro amostras de filmes foram submetidas a analise subjetiva para verificacao
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das seguintes caracteristicas. A composicao das amostras foi: (a) filme de quitosana (Q);
(b) filme de quitosana e TPP (Q.TPP); (c) flme de quitosana, TPP e 0,5% de OEO (Q.TPP.
OEO.(0,5)); (d) filme de quitosana, TPP e 1,0% de OEO (Q.TPP.OEO.(1,0)); Para cada
parametro foi atribuida uma avalicdo entre 6timo, regular ou satisfatorio. Os resultados séo
apresentados na Tabela 1.

A espessura do filme &€ um parémetro que tem importante influéncia nas suas
propriedades gerais. Com medices de espessura em pontos diferentes da amostra é
possivel verificar, quantitativamente, a homogeneidade do filme produzido in vitro.

Analise Subjetiva

Amostra Espessura
a b [ d
Q . . . ok 0,082 + 0,020
Q.TPP o o e e 0,090 + 0,018
Q.TPP.OEO.(0,5) i ** i ** 0,064 + 0,009
Q.TPP.OEO.(1,0) ** ** b ** 0,152 + 0,035

a: Auséncia de rupturas/fraturas; b: Homogeneidade; c: Bolhas; d: Manuseabilidade

Tabela 1: Resultados da avaliagédo subjetiva e espessura dos filmes obtidos no trabalho.

De acordo com os dados da Tabela 1, as espessuras médias variaram entre 0,064 e
0,152 mm. As amostras Q e Q.TPP possuem espessuras praticamente iguais. Ao comparar
as amostras Q.TPP.OEO.(0,5) e Q.TPP.OEO.(1,0), € possivel notar que o aumento da
concentragdo de OE contribui para aumento da espessura dos filmes. Tal comportamento
sugere que as moléculas das substancias naturais OE afetam a organizagéo estrutural das
cadeias poliméricas da quitosana, tornando o filme mais espesso. Isso pode ocorrer por
interacOes eletrostaticas ou impedimento estérico.

Osvalores de espessura sao semelhantes ao encontrados por Xavier e colaboradores
(XAVIER et al., 2020) em filmes de quitosana com fécula e cera de carnauba, no qual
obtiveram filmes com espessuras de aproximadamente 0,092 mm. Filmes de quitosana
obtidos por Soares e colaboradores (SOARES et al., 2018) também tiveram espessuras
parecidas. Além disso, a espessura dos filmes ndo ultrapassou 0,25 mm considerado como
valor maximo ideal (SKURTYS, 2010). Portanto, os filmes obtidos nesse trabalho possuem
espessura adequada para aplicacao em alimentos.

O teor de umidade dos filmes é um fator importante no processo de conservacgao dos
alimentos, especialmente para aqueles em que a deterioracdo natural da fruta é associada
ao ganho ou perda de agua. Os resultados mostraram que o teor de umidade dos filmes é
aproximadamente 20%.
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3.3 Biodegradabilidade em agua e solo

A biodegradabilidade das amostras de filmes em agua foi investigada e os dados
estdo dispostos na Tabela 2. Os dados mostram que a porcentagem de degradacédo dos
filmes em agua variou entre 28,9 e 39,1%. Embora néo ha diferencas estatisticas entre as
amostras, é possivel observar que a adigdo de qualquer um dos compostos (TPP ou OEO)
tende a melhorar a degradacgéo da quitosana pura (amostra Q).

A adicdo de OEO nos filmes reduziu a degradacdo das amostras em solo. Tais
resultados sugerem que a presenca do 6leo essencial dificulta a degradacéo dos filmes por
microrganismos presentes no solo. Uma explicacédo para esse comportamento pode estar
na propriedade antimicrobiana do éleo essencial de orégano que pode ser capaz de inibir
a acdo dos microrganismos responsaveis pela degradacao do filme.

Amostra Degradacao em agua (%) Degradacao em solo (%)
Q 28,9 +12,7 31,5+8,6
Q.TPP 39,1+6,7 29,8 +8,3
Q.TPP.OEO.(0,5) 38,1 +10,3 83+1,3
Q.TPP.OEO.(1,0) 33,879 246 +1,2

Tabela 2: Dados de biodegradabilidade dos filmes em agua e solo.

Do ponto de vista ambiental, os resultados de degradacdo em &agua e solos sdo
importantes e promissores. Isso porque atualmente uma das principais vias de protecédo de
frutas é a utilizagao de filmes plasticos que necessitam de varios anos para se decomporem,
podendo levar até 1200 anos (CHAMAS et al., 2020). Tais resultados reforcam a importancia
dos resultados obtidos neste trabalho.

3.4 Determinacao da perda de peso dos morangos

O Quadro 1 mostra uma comparagéo entre amostras de morangos tratadas com
os filmes de quitosana. E possivel observar que o grupo controle (sem filme) foi bastante
deteriorado ao longo de 4 dias.

Além disso é possivel notar que ha desenvolvimento de fungos em ambos morangos
do grupo controle. Por outro lado, fica evidente que as amostras tratadas com os filmes
permaneceram com melhor aparéncia ao final do periodo.
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Amostra Dia 0 Dia 4

Controle

Q.TPP.OEO.(0,5)

Q.TPP.OEO.(1,0)
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Quadro 1: Comparativo do efeito protetivo dos filmes de quitosana em amostras de morango.

Além dos resultados observados visualmente, a perda de massa das amostras de
morango foi avaliada ao longo de 8 dias e os dados podem ser observados na Figura 3.

E possivel notar que a perda de massa do grupo controle foi mais acentuada do que
as demais amostras. Esse comportamento se repetiu ao longo de todo o periodo, indicando
que a amostra sem protecdo foi mais rapidamente deteriorada por degradacao natural e/ou
acao microbiolégica. As amostras Q e Q.TPP tiveram comportamento semelhante ao longo
dos primeiros quatro dias, porém a amostra Q.TPP foi menos efetiva na protecéo da fruta
apés oito dias.
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Figura 3: Evolugao da perda de massa de morangos tratados com filmes comestiveis.

Os resultados da Figura 3 confirmam que as amostras contendo 6leo essencial
de orégano nas concentragdes de 0,5 e 1,0%, Q.TPP.OEO.(0,5) e Q.TPP.OEO.(1,0)
respectivamente, foram as mais eficientes na manutengdo da massa dos morangos ao longo
de todo periodo do tratamento. E possivel observar que o aumento da concentracdo de OEO
no filme contribuiu para diminuir a perda de massa das amostras. Esse comportamento
sugere que ha um efeito sinérgico entre quitosana e OEO, uma vez que o 6leo essencial foi

capaz de melhorar a capacidade protetiva do filme de quitosana.

41 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que foi possivel obter
eficientemente filmes comestiveis de quitosana com adequadas propriedades mecéanica,
fisica e quimica, para aplicagéo pés-colheita em frutas. Foram produzidos filmes contendo
Oleo essencial de orégano. As amostras obtidas in vitro foram caracterizadas e os resultados
demonstraram que os filmes possuem propriedades visuais (aparéncia, homogeneidade,
manuseabilidade) e espessura adequadas para aplicagdo no recobrimento de frutas.
Além disso, estudos de biodegradabilidade em agua em solo demonstraram que os filmes
comestiveis séo facilmente degradados em meio aquoso ou em solo.

ApOs etapas de otimizagéo da producgéo dos filmes e caracterizagéo das amostras, o
efeito protetor foi testado em morangos. Os resultados dos ensaios com frutas demonstraram
a efetividade dos filmes de quitosana na protecdo das amostras. Os testes realizados em
morangos revelaram que os revestimentos formados por quitosana e 6leo essencial de
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orégano foram capazes de manter o peso e aparéncia das frutas por periodos de tempo
maiores. Tais dados comprovam o efeito sinérgico entre quitosana e 6leo essencial.

Desse modo, com base nos resultados apresentados, € possivel verificar a
capacidade dos filmes protetores. Estes dados comprovam o potencial de aplicacdo das
formulacbes contendo quitosana e extratos naturais como revestimentos comestiveis em
frutas pés-colheita. Assim, os filmes desenvolvidos nesse trabalho surgem como uma
importante opg¢ao biodegradavel, natural, comestivel e de baixo custo para melhoria do
armazenamento de morangos e magas.
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