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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um revestimento comestivel
composito bioactivo para aplicacdo em cereja fresca, com a finalidade de aumentar o seu tempo de
prateleira. A partir de um delineamento experimental acoplado a metodologia de superficie de
resposta, foi selecionada a seguinte formulacdo base, tendo em conta as propriedades mecanicas e
de resisténcia a agua dos revestimentos analisados sob a forma de pelicula: 2% de quitosano (m/m
solucao) em 1% de acido acético (v/v solucdo), com 50% de &cido citrico (m/m quitosano), 50% de
glicerol (m/m quitosano) e 1,5% de tween80 (m/m solugéo). A esta formulacdo base adicionou-se 5%
(m/m quitosano) de cera de abelha ou 6leo de girassol e 1% de extrato de carqueja (m/m solugédo),

obtendo-se quatro formulagfes distintas.

Os revestimentos com carqueja permitiram diminuir de forma mais efectiva a perda de massa
(cerca de 5%) e o desenvolvimento de bolores e leveduras durante a conservagdo em condi¢bes
refrigeradas (T=4°C) por um periodo de 28 dias, mantendo a firmeza, a cor e o teor de sélidos

soluveis dos frutos.

Palavras-chave: Revestimentos comestiveis compdsitos, cereja, conservacdo péds-colheita,
quitosano, cera de abelha, 6leo de girassol



Abstract

The goal of the present study was the development of an edible composite bioactive coating to
application in fresh cherry, with the final aim of increasing their shelf life. Using an experimental design
coupled with a surface response methodology, it was selected the following base-formulation, taking
into consideration the mechanical and water resistance properties of the coatings analyzed as a film:
2% chitosan (w/w) in 1% acetic acid (v/v), with 50% citric acid (w/w CH), 50% glycerol (w/w CH) and
1,5% tween80 (w/w). To this base-formulation was added 5% (w/w CH) of beeswax or refined

sunflower oil and 1% of carqueja extract (w/w), obtaining four different formulations.

The applied coatings with carqueja extract had positive effects on the control of weight loss (about
5%), as well as in the control of growth of molds and yeasts during a conservation essay under
refrigerated conditions (T=4°C) for a period of 28 days. These coatings maintained the firmness, color

and soluble solid content of the fruits.

Keywords: composite edible coatings, cherry, post-harvest conservation, chitosan, beeswax,
sunflower oil



Extended Abstact

Presently, one of the market segments with higher growth in the food industry is the market of
minimally processed fruits and vegetables. Packaging is an important factor in food conservation and
the materials used are mainly petroleum-based polymers. In order to decrease the use of synthetic
non-biodegradable packaging materials and their ecological impact, the research involved in the
production and characterization of edible films and coatings has grown considerably in the last few

years.

The present study is within the scope of edible coatings, with the aim of developing an effective
preservation method in increasing the shelf life of cherries, more specifically by the application of
edible composite bioactive coatings based on chitosan. In this sense, it was optimized an edible
coating based on chitosan (a biopolymer obtained from crustacean shells), to which was added a
lipidic barrier to water (beeswax or refined sunflower oil), a crosslinking agent (citric acid), a plasticizer
(glycerol), a surfactant (Tween80) and a carqueja (Pterospartum tridentatum L.) aqueous extract as

bioactive agent (antimicrobial and antioxidant) .

As chitosan is a water-insoluble polymer, six organic acids in different concentrations were
initially tested to dissolve this polymer. Acetic acid (1% v/v) was selected to proceed with the study, as
the other organic acids did not present good results in chitosan dissolution or produced films with
inappropriate characteristics. It was also tested two concentrations of chitosan, 1.5% and 2% (w/w).
The concentration of 2% chitosan (w/w) was selected, as it resulted in films with higher thickness and

strength.

In order to select the most appropriate concentration of crosslinking agent and plasticizer, a
central composite rotatable design coupled with the response surface methodology was carried out.
The coatings were characterized in the form of films with the citric acid and glycerol concentrations
being the independent variables. The films were characterized in terms of their mechanical properties
(extension and puncture tests), water vapour permeability, solubility, swelling and color, with the aim
of selecting the concentration of acid citric and glycerol that provides the most appropriated
characteristics to the films. As a result of these tests, the concentrations of 50% citric acid (w/w CH)
and 50% glycerol (w/w CH) were chosen.

Afterwards, different concentrations of beeswax and sunflower oil were tested on the films. As a
result, formulations with a composition of 5 % beeswax (with and without the addition of 1% of
carqueja extract) and 5% refined sunflower oil (with and without addition of 1% of carqueja extract)

were selected.

The next stage of this study consisted on the application of the four selected solutions to cherry
fruits and in carrying out a conservation essay for 28 days under refrigerated conditions (T=4°C). The
colour of the cherries before and after the coating application, mass loss, soluble solid content, texture
(puncture test) and the analysis of yeasts and moulds growth throughout the storage time were
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evaluated. The objective of these tests was to understand whether the films properties were
reproduced when applied as a coating to the fruit, and also to understand whether that application was
benefic to studied product (both in terms of shelf life and sensory characteristics).

It was observed that the chitosan coatings had positive effects on the control of weight loss, as
well as in the control of growth of molds and yeasts. The coatings with carqueja extract showed an
even more efficient antifungal effect. The texture of the fruits was not significantly affected by the
application of the coatings or along the storage time. In respect to the colour of the fruits, only coatings
with oil in its composition caused significant changes after application.

During sensory evaluation, the panelists have not notice alterations in the fruits flavor. Though,
they identified visually the presence of the coating. This negative aspect may be overcome by
optimizing the content of surfactant in the coatings formulation and improving their application on the

fruits surface.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

As frutas e os vegetais minimamente processados sdo um dos segmentos de mercado em maior
crescimento na indudstria alimentar (Lin & Zhao, 2007). Com a expansao dos sistemas de transporte,
os alimentos sdo cada vez menos consumidos junto dos locais de producédo. Entre a colheita e o
consumo é comum existir um intervalo de tempo consideravel, o que compromete a qualidade dos
alimentos — é possivel verificar alguma desidratacéo, deterioracdo, perda de flavour, diminuicdo do
valor nutricional e degradacao da aparéncia. Estas alteracfes podem ocorrer em apenas algumas

horas, se medidas necessarias ndo forem tomadas apos a colheita (Pavlath & Orts, 2009).

Um importante fator na conservacédo dos alimentos é a sua embalagem. Atualmente, o material
das embalagens alimentares é dominado pelos polimeros de origem petrolifera. Estes materiais séo
sintéticos e n&o-biodegradaveis, o que acarreta um impacto ecoldgico negativo. No sentido de
minimizar a utilizacdo deste tipo de materiais, tém sido desenvolvidos varios estudos relacionados
com a producao e utilizagdo de materiais alternativos. Muitos desses estudos foram desenvolvidos no
ambito dos filmes comestiveis. Em geral, os filmes comestiveis tém por base polimeros
biodegradaveis, o que permite aproveitar subprodutos da industria alimentar e simultaneamente

reduzir a exigéncia de embalagem dos alimentos (Vargas et al., 2008).

O presente trabalho tem como principal objetivo desenvolver um método efetivo para o aumento
do tempo conservagdo da cereja, mais concretamente através da aplicacdo de revestimentos
comestiveis a base de quitosano (um polimero obtido a partir do exoesqueleto dos crustaceos). Com
a utilizag&o deste tipo de revestimentos, pretende-se:

- Reduzir as perdas de massa durante o tempo de conservacgédo da cereja;

- Reduzir o aparecimento de bolores e leveduras;

- Obter um revestimento com uma boa aceitabilidade pelo consumidor (boas propriedades
organoléticas) e o menos percetivel possivel, ou que melhore o aspeto dos frutos;

Para satisfazer todos estes requisitos, estudou-se um revestimento a base de quitosano, em que
se adicionou um componente lipidico (cera de abelha e 6leo de girassol), um reticulante (acido
citrico), um plastificante (glicerol), um surfatante (tween80), e um agente com ac¢do antifingica

(extrato de carqueja).

O composto lipidico foi incluido na formulagdo dos revestimentos com a finalidade de reduzir a
permeabilidade ao vapor de agua, devido a baixa afinidade com a agua. No entanto, a incorporacéo
de lipidos numa matriz hidrofilica, requer a adicdo de um agente surfatante em simultaneo, de forma
a estabilizar a emulsdo. A adicdo de um surfatante a formulacdo de um revestimento comestivel
reduz também a tensdo superficial entre a solucdo e a superficie do alimento, aumentando a

eficiéncia do revestimento.



Foi também adicionado um plastificante a solucéo filmogénica, com o propésito de conferir uma
maior elasticidade ao revestimento. O plastificante escolhido (glicerol) tem a capacidade de se
interpor entre as cadeias do polimero que formam a rede polimérica tridimensional, diminuindo as
forcas intermoleculares e aumentando a mobilidade das cadeias de polimero.

Com a funcéo de conferir uma maior resisténcia ao filme, foi adicionado acido citrico a solucéo
filmogénica. Este composto, reage com os grupos amina das moléculas de quitosano, formando
ligacdes amida (Cui, Beach & Anastas, 2011), reforcando a resisténcia e estabilidade da matriz
polimérica.

Foi também acrescentado um composto com agdo antimicrobiana a solugdo filmogénica. O
extrato de carqueja foi adicionado com o intuito de reforcar as propriedades antimicrobianas
conferidas pelo quitosano ao revestimento, pois o extrato desta planta apresenta atividade antifingica

(Coelho et al., 2011).

Com o objetivo principal de desenvolver revestimentos comestiveis contendo todos estes
elementos, apresentando também caracteristicas apropriadas a aplicacdo ao alimento em vista,
executou-se um trabalho experimental que se dividiu em varias etapas com objetivos especificos:

() Fase de otimizacdo em que se testaram varias concentracdes de quitosano e a sua
dissolucéo em diferentes acidos organicos, de forma a selecionar o melhor solvente para prosseguir
com o estudo.

(i) Aplicacdo de um delineamento experimental, onde se estudou o efeito de diferentes
proporcgdes de &cido citrico e de glicerol nas propriedades dos revestimentos (avaliadas sob a forma
de filmes)

(iii) Avaliacdo do efeito da adi¢cdo de tween80 e do composto lipidico (6leo de girassol ou cera de
abelha).

(iv) Selecéo das formulagBes a aplicar nos ensaios de conservacdo de cereja, tendo como base
as propriedades obtidas na caracterizacdo dos filmes por elas obtidos: propriedades mecéanicas (em
testes de extensdo e perfuracdo), permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade, capacidade de
absor¢do de agua, cor e microestrutura.

(v) Aplicacdo das solugbes filmogénicas selecionadas a cereja, realizando-se um ensaio de

conservacgdo durante 28 dias em condigBes de refrigeracéo.

A presente dissertacao reparte-se, na sequéncia desta introducdo, em cinco capitulos principais;
De imediato apresentar-se-a o enquadramento tedrico, seguindo-se as metodologias aplicadas, os
resultados e a respetiva discussdo. Por fim, existe um capitulo dedicado as conclusdes com

sugestdes de trabalho futuro.



2. ENOUADRAMENTO TEORICO

2.1. Os revestimentos comestiveis

2.1.1. Origem e definicéo

A atual situacdo de aumento da procura por produtos alimentares minimamente processados e
de alta qualidade, em conjunto com a consciencializacdo de consumidores e industriais quanto as
consequéncias ambientais dos materiais plasticos ndo biodegradaveis, criou interesse no
desenvolvimento de materiais de embalagem biodegradaveis. Uma solucdo a ir de encontro a esta
procura sao os biopolimeros - polimeros gerados a partir de recursos naturais renovaveis,
normalmente biodegradaveis e ndo téxicos (Rhim & Ng, 2007). Estes materiais tém sido utilizados
com sucesso na conservacao das frutas e vegetais frescos ou minimamente processados, na forma
de revestimentos comestiveis. Estes revestimentos apresentam também a vantagem de poderem
servir de veiculo a incorporagcdo de ingredientes funcionais e outros compostos, benéficos para a
salde do consumidor e para a conservacgao do proprio alimento (Lin&Zhao, 2007).

Um revestimento comestivel é qualquer material utilizado para envolver (revestir ou embrulhar)
os alimentos, com o objetivo de aumentar a sua vida Util e que pode ser ingerido em conjunto com
este. Geralmente, a sua espessura € inferior a 0,3 mm, e pode encontrar-se na superficie ou em finas
camadas entre diferentes componentes do alimento. Quanto aos componentes usados na produgéo
deste tipo de revestimentos, devem estar em conformidade com os regulamentos que se aplicam ao

produto alimentar que esta a revestir (Pavlath & Orts, 2009; Vargas, et al., 2008).

Nos ultimos anos, tém sido conduzidos estudos com o intuito de desenvolver revestimentos
comestiveis baseados em polimeros biodegradaveis, que ndo s6 permitam reduzir a exigéncia de
embalagem, como também possibilitar o aproveitamento de alguns subprodutos da industria
alimentar (Vargas et al., 2008). Esta inovacado visa contribuir para a resolucdo de alguns problemas
ambientais, através da reducdo do desperdicio de embalagem sintética e da utilizacdo de fontes
renovaveis. Para além disso, 0s revestimentos comestiveis apresentam um custo-eficacia muito

favoravel na manutencéo da qualidade e seguranca dos alimentos (Pavlath & Orts, 2009).

e Evolucdo dos revestimentos comestiveis

Os revestimentos comestiveis séo utilizados desde ha varios séculos para manter a qualidade e
aumentar o tempo de vida (til de frutas e vegetais frescos (Baldwin et al., 1996 e Li& Baryh 1998,
citados por Lin&Zhao, 2007). Este método de conservacdo é usado desde muito antes dos seus
principios quimicos serem entendidos, embora o termo “revestimento comestivel” tenha comecgado a

ser utilizado com frequéncia ha menos de 50 anos. Os primeiros revestimentos a demostrar sucesso



neste tipo de alimentos tinham por base lipidos (como a cera) e eram utilizados com a finalidade de
reduzir os danos na superficie provocados durante o manuseamento, melhorar a aparéncia dos
alimentos ou reduzir as perdas de agua (Pavlath & Orts, 2009). Até ha alguns anos, os revestimentos
comestiveis eram aplicados apenas com a finalidade de criar uma barreira que minimizasse a perda
de agua e atrasasse a senescéncia natural dos frutos. Atualmente, os revestimentos estdo a ser
concebidos com a finalidade complementar de incorporar e/ou libertar alguns compostos desejados
no alimento, através do uso de tecnologias modernas como a nanoencapsulacdo ou a aplicacédo

camada a camada (Vargas et al., 2008).

De acordo com o US Department of Agriculture, nos ultimos 10 anos o mercado de filmes e
revestimentos comestiveis apresentou um evidente crescimento, e espera-se que este crescimento
continue. O desenvolvimento nesta area ndo seria possivel sem uma vasta quantidade de
conhecimento adquirida através de pesquisa e investigacdo, a par dos grandes avangos no
conhecimento de novos materiais e tecnologias de processamento. O interesse nesta tecnologia
continuard a aprofundar-se devido as atuais preocupacbes com as questbes de sustentabilidade,

pegada de carbono e utilizacdo de recursos renovaveis (Pavlath & Orts, 2009).

2.1.2. Func0es e requisitos dos Revestimentos comestiveis

Segundo Pavlath e Orts (2009) e Kester e Fennema (1986) (citado por Vargas et al., 2008), o

revestimento/filme comestivel ideal deve obedecer a 10 requisitos:

- Nao conter componentes toxicos, alérgenos ou ndo-digestiveis;

- Fornecer estabilidade estrutural e evitar danos mecénicos provocados durante o transporte,
manuseamento e comercializagao;

- Ter uma boa adesividade a superficie dos alimentos, fornecendo uma cobertura uniforme;

- Controlar a migracdo de agua tanto para o interior como para o exterior dos alimentos, mantendo o
contelido de hidratacédo desejado;

- Ser semi-permeével, mantendo o equilibrio interno dos gases envolvidos na respiracdo aerébia e
anaerdbia, possibilitando, deste modo, atrasar a senescéncia;

- Evitar a perda de componentes do aroma, flavour, caracteristicas nutricionais ou organoléticas,
necessarios para a aceitacdo do consumidor;

- Proporcionar estabilidade bioquimica e microbiana, enquanto fornece protecdo contra a
contaminacéo, infestacdes de pragas, proliferacdo de micrébios e outros tipos de decaimento;

- Manter ou melhorar o aspeto e os atributos sensoriais do produto;

- Servir como veiculo a aditivos desejaveis como aromas, corantes, nutrientes e vitaminas. A
incorporagdo de agentes antioxidantes e antimicrobianos fica limitada a superficie, minimizando
assim o custo e sabores intrusivos;

- Serem facilmente produzidos e economicamente viaveis;



- Devem apresentar propriedades sensoriais adequadas ao alimento a revestir, serem transparentes
e nao apresentarem qualquer sabor nem odor;
- As suas formulac6es devem conter substancias seguras, food-grade e de baixo custo;

- A suatecnologia de produc&o ndo deve ser cara;

Os revestimentos comestiveis tém demostrado capacidade de melhorar a qualidade e
prolongar o tempo de vida Util dos produtos frescos, através das seguintes fungdes (Krochta et al.,
1994; Lin&Zhao, 2007):

- Fornecimento de uma barreira na superficie do produto que previne a perda de hidratagao (perdas
de hidratacéo levam a perdas de massa e alteracdes na textura, flavour e aparéncia);

- Fornecimento de uma barreira seletiva aos gases que permite controlar as trocas gasosas entre o
produto fresco e a atmosfera envolvente, o que abranda a respiracdo e atrasa a deterioracao.
Pode também atrasar a oxidagdo enzimatica e proteger o produto do acastanhamento e perdas de
firmeza durante o armazenamento;

- Controlo da troca de compostos volateis entre o produto e o ambiente envolvente, evitando, por
um lado, a perda de compostos volateis e componentes de cor e, por outro, a aquisi¢cdo de odores
estranhos por parte do alimento;

- Melhorar a integridade estrutural das frutas e vegetais, protegendo dos danos fisicos causados
pelo impacto mecénico, presséo, vibra¢do e outros fatores mecénicos;

- Atuacdo como meio de transporte de ingredientes funcionais como agentes antimicrobianos e
antioxidantes, nutracéuticos, ingredientes de cor e flavour, melhorando a estabilidade dos
alimentos, a qualidade e a seguranca reduzindo a carga microbiana, atrasando a oxidacéo e a

alteracao da cor.

2.1.3. Revestimentos vs Filmes comestiveis

Geralmente, os termos revestimento e filme comestivel sdo utilizados indistintamente para
indicar que a superficie dos alimentos se encontra coberta por uma camada de um determinado
material. No entanto, se formos rigorosos, podemos distinguir os dois conceitos: 0s revestimentos
comestiveis sdo aplicados ou formados diretamente na superficie do produto (passando a ser parte
integrante do alimento), enquanto que os filmes comestiveis s@o estruturas auto-suficientes
concebidas com a finalidade de envolver os produtos e que podem ser ingeridos com estes (Pavlath
& Orts, 2009).

2.1.4. Materiais utilizados na producédo de revestimentos comestiveis

Os materiais envolvidos na producao dos revestimentos comestiveis devem ser aprovados pela

Food and Drug Aministration (FDA).Por ndo ser praticavel para a FDA a elaboracdo de uma lista com



todos os potenciais ingredientes alimentares, a organizagdo criou o estatuto GRAS (Generally
Recognized As Safe), uma designagéo que garante a aprovacdo de um determinado composto para
uso alimentar (Pavlath & Orts, 2009). Este estatuto é sustentando por estudos cientificos ja
concluidos, levados a cabo por peritos qualificados na avaliacdo da seguranca alimentar através de

formacao e experiéncia na area.

De acordo com o USA Code of Federal Regulations (FDA, 2006), os ingredientes usados nos
revestimentos comestiveis tém de ser GRAS, encontrarem-se listados no préprio codigo (USA Code
of Federal Regulations) e a quantidade utilizada deve ser apenas a necessaria para atingir o efeito

desejado.

Os principais componentes dos nossos alimentos (proteinas, polissacaridos e lipidos) podem
preencher os requisitos como materiais-base na producéo de filmes comestiveis. Estes biopolimeros
sdo vulgarmente empregados como revestimentos nos alimentos e podem ser utilizados de forma
isolada ou combinados entre si ou com outros compostos. As caracteristicas quimicas e fisicas dos
biopolimeros influenciam grandemente a funcionalidade dos revestimentos resultantes, por isso a sua
selecdo deve ser criteriosa de acordo com as suas propriedades e exigéncias do alimento a revestir.
A selecéo dos materiais de revestimento é geralmente baseada nas caracteristicas de solubilidade
em &gua, natureza hidrofilica e hidrofébica, capacidade de formar de filme e propriedades sensoriais
(Lin & Zhao, 2007). Os materiais mais utilizados na formulacdo de revestimentos comestiveis para

frutas e vegetais encontram-se categorizados na Figura 1.

| Revestimentos |

| Polissacéridos | | Proteinas | | Lipidos |
—| Celulose | —{ Vegetais | _| Ceras |
. Mgt|lcglulo§|e e . Ze!na e Cerade abelha
. H!drox!prop! metilcelulose . Glute? . e Camuba
. HldrOX|prop!IceIuose e Proteina de soja e Candelilla
e Carboximetilcelulose — | e Parafina
—{ nimais
Gomas | ¢ Goma-laca
e Galactomananas * Sorodo leite _‘ Ol
e Caseina €os
Amido | e Vegetais
e Esteres de 4cidos gordos
—‘ Carragenato |
—{ Alginato |
I Gelano |
—| Quitosano |

Figura 1 - Principais biopolimeros usados na producdo de filmes revestimentos comestiveis para
vegetais e frutas frescos ou minimamente processados (adaptado de Olivas & Barbosa-Canovas, 2009).
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Usualmente, considera-se que 0s revestimentos comestiveis podem classificar-se de acordo
com o material-base na sua composi¢cdo, em: revestimentos de polissacaridos, proteicos e lipidicos.

Atualmente, para melhorar a funcionalidade dos revestimentos, o desenvolvimento de
revestimentos comestiveis tem-se focado em revestimentos compdsitos, em que compostos lipidicos
séo integrados num revestimento de proteinas ou polissacéridos, de forma a complementar as suas
propriedades.

Seguidamente, neste capitulo, séo referidas sucintamente as propriedades e limitagdes de cada

tipo de revestimento, assim como 0s materiais mais utilizados.

e Revestimentos de Polissacaridos

Os polissacaridos sdo os componentes mais utilizados em revestimentos comestiveis para
frutos, encontrando-se presentes na maioria das formulagbes disponiveis comercialmente. Estes
polimeros oferecem boas propriedades de barreira aos gases, mas a sua alta hidrofilicidade faz com
gue tenham elevada permeabilidade ao vapor de agua, o que os torna inadequados para a utilizagédo
em produtos imersos em solugdes ou em ambientes com elevada humidade relativa (Vargas et al.,
2007).

Atualmente, existe uma grande diversidade de polissacéaridos que séo utilizados na producao de
filmes comestiveis, com distintas caracteristicas de peso molecular, grau de ramificagao,
conformacdo, carga elétrica e hidrofobicidade. Diferengas nas suas caracteristicas moleculares
traduzem-se em diferencas na tendéncia para formar filmes e no desempenho dos filmes formados
(Vargas et al., 2007). Os polissacaridos mais utilizados na producdo de filmes e revestimentos
comestiveis sdo sobretudo: amido e derivados, derivados da celulose, alginatos, carragenato,

galactomananas, polissacéridos microbianos (e.g. gelano), quitosano e pectinas (Lin & Zhao, 2007).

e Revestimentos Proteicos

Tal como os polissacéaridos, as proteinas podem apresentar distintas caracteristicas moleculares,
dependendo da sua origem bioldgica e fungdo. Normalmente, estes polimeros possuem a capacidade
de formar filmes devido & aptiddo das suas cadeias laterais para formar ligacdes intermoleculares
cruzadas. As propriedades dos filmes formados dependem, entdo, da natureza destas interligacdes.
Em geral, considera-se que os filmes de materiais proteicos tém boas propriedades de barreira aos
gases e 6timas caracteristicas de estabilidade mecanica. Como principal desvantagem, aponta-se o
facto das suas propriedades de barreira a agua serem geralmente pobres (Gennadios et al., 1994).

As proteinas mais comuns em revestimentos para frutas e legumes sdo a zeina, o glaten, a

proteina de soja e a proteina do soro de leite.

e Revestimentos Lipidicos

Os revestimentos comestiveis baseados em substancias hidrofébicas (como os lipidos) foram
desenvolvidos especificamente para limitar as migracdes de agua nos alimentos. Substancias
7



hidrofobicas sé@o barreiras eficazes contra a migragdo de agua devido a sua natureza apolar
(Debeaufort & Voilley, 2009). Estes revestimentos sdo também utilizados quando uma superficie
brilhante é desejada. Geralmente, estas substancias sao 6leos, margarinas, ceras, resinas naturais,
Oleos essenciais, emulsionantes ou agentes ativos de superficie.

Como principais aspetos negativos, os revestimentos lipidicos podem conferir uma superficie
oleosa ou dura e propriedades organoléticas indesejaveis, como um sabor ceroso ou ran¢oso (Lin &
Zhao, 2007). Alguns destes revestimentos (como ceras e goma-laca) podem restringir as trocas de
gases entre a atmosfera e o alimento a um ponto em que os niveis de oxigénio internos se tornam
demasiado baixos para suportar a respiracdo aerobia - resultando em altos niveis internos de etanol,
acetaldeido e dioxido de carbono. Este fendbmeno pode provocar uma acumulacdo de flavours
indesejaveis no alimento (Lin & Zhao, 2007). Outro aspeto negativo que podem apresentar, € a sua
instabilidade a alteragfes de temperatura, formando uma camada branca cerosa na superficie do
alimento (Lin & Zhao, 2007).

e Revestimentos Compésitos: bicamada e emulsdes

Os filmes e revestimentos compoésitos podem ser produzidos a partir de bicamadas ou de
emulsdes estaveis.

No caso dos revestimentos compdsitos de bicamada, geralmente sdo utilizados lipidos como
camada adicional sobre uma camada de polissacarido ou proteina. No caso das emulsdes, os lipidos
sdo dispersos e retidos na matriz polimérica de proteinas e polissacéridos.

O caréacter anfifilico das proteinas permite que estas estabilizem as emulsfes de lipido-solucdo
proteica através do equilibrio entre as forcas electroestéticas e hidrofébicas, enquanto que os
polissacaridos estabilizam as emulsGes por aumentarem a viscosidade da fase continua, e formarem

uma camada polimérica ou uma rede que sustenta as gotas de lipido evitando a sua coalescéncia.

Neste trabalho, foram desenvolvidos revestimentos comestiveis para conservagdo da cereja. Os
revestimentos elaborados e estudados tém por base um composto polissacarido, o quitosano. Este
biopolimero tem sido investigado nas ultimas décadas como componente-base de revestimentos
comestiveis para frutas e vegetais, tendo vindo a apresentar resultados motivadores.

Seguidamente, no ponto 2.2. deste trabalho, apresentam-se as principais caracteristicas do
quitosano e a sua potencialidade na producdo de revestimentos comestiveis. No ponto 2.3,
apresentar-se-80 alguns aspetos sobre a cereja, as suas exigéncias no periodo pds-colheita e
estudos que foram realizados na sua conservagédo, nomeadamente com a aplicacdo de revestimentos

comestiveis.



2.2. O quitosano e a sua aplicacdo em revestimentos comestiveis

O quitosano é um polissacarido obtido a partir da quitina, um constituinte abundante no
exoesqueleto dos crustaceos, sendo o segundo recurso polissacarido mais abundante no planeta, a
seguir a celulose (Olivas & Canovas, 2007). O quitosano € obtido através da desacetilagédo alcalina
da quitina a altas temperaturas, embora também seja possivel a sua obtencado por desacetilacdo
acida, método que ndo costuma ser utilizado devido a suscetibilidade das ligacdes glicosidicas da
molécula a hidrélise acida (Campana & Signini, 2001). A sua estrutura molecular é muito semelhante

a da celulose, diferenciando-se somente nos seus grupos funcionais (Azevedo et al., 2007).

O quitosano é um composto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, que tem ganho
uma importancia crescente nas ultimas décadas. Tem-se tornado um produto de grande importancia
econdmica, revelando aplicabilidade em diversas areas (agricultura, biomedicina, inddstria alimentar,
indUstria farmacéutica, cosmeética, tratamento de aguas, entre outras). Para além destas
potencialidades, o aproveitamento deste polimero tem também demostrado uma importancia
ambiental: os residuos dos crustaceos sdo abundantes e rejeitados pela indistria pesqueira e o seu
aproveitamento reduz o impacto ambiental causado pela sua acumulagéo (Shahidi, Arachchi & Jeon,
1999).

2.2.1. Caracteristicas moleculares do quitosano

Em relagdo a estrutura molecular, o quitosano é um polimero de B-(1—4)-2-amino-2-deoxi-D-
glucopiranose (representado na figura 2). A sua férmula geral é [CgH1;04N]n, € € um polissacarido
policatidnico constituido maioritariamente por glucosamina (2-amino-2-deoxi-g-D-glucose) (Shahidi et
al., 1999).

Figura 2 — Estrutura molecular do quitosano

A molécula de quitosano tem trés grupos funcionais reativos: um grupo amina, na posi¢éo C-2, e
dois grupos hidroxilo, nas posicdes C-3 e C-6. Qualquer alteracdo quimica nestes grupos confere
diferentes propriedades ao composto, tornando-o adequado a um vasto leque de aplica¢des (Shahidi,

et al.,, 1999). O grande nimero de grupos amina ao longo da sua cadeia (que S&0 grupos
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extremamente reativos), torna a molécula bastante suscetivel a alteracdes, fazendo variar as suas
caracteristicas. Um evidente exemplo disso séo as alteragdes na sua solubilidade (Nieto, 2007; Pillai,
Paul & Sharma, 2009).

A solubilidade do quitosano esta relacionada com o nimero de grupos amina que se encontram
protonados. Um maior nimero de grupos protonados, conduz a um aumento da repulsdo entre as
cadeias (devido a maior quantidade de interacbes eletrostaticas), o que permite uma maior
solvatagdo por parte da agua (Santos, Soares, Dockal, Campana & Cavalheiro, 2003). O quitosano é
considerado uma base forte, com um valor de pKa entre 6,3 e 7 (dependendo do grau de acetilagdo).
A valores de pH baixo, os grupos amina encontram-se protonados, o que faz com que seja possivel
dissolver o quitosano. Formas conjugadas deste polimero (com acetato, malato, lactato, entre outros
anides) sao, entado, soluveis em agua. Por outro lado, a medida que o pH aumenta (acima de 6,3) as
aminas do quitosano tornam-se desprotonadas, o polimero perde a carga e torna-se insolGvel. A
transicao sollvel-insolavel ocorre a um valor de pH correspondente ao seu pKA (Pillai, et al. 2009).

Para preparar uma solucéo de revestimento de quitosano, e como esta molécula no seu estado
de polimero catiénico ndo é soltvel em 4gua, deve ser utilizado um &cido orgénico fraco (Olivas &
Cénovas, 2007). Podem ser utilizadas solu¢gbes fracas de &cido acético, ascérbico, férmico,
glutdmico, cloridrico, maleico, malico, fosférico, sucinico ou lactico para provocar a sua dissolucao.
No caso de solu¢des pouco concentradas de &cido glutdmico, ascérbico e cloridrico é necessario

algum aguecimento para a sua solubilizacdo (Romanazzi et al., 2009).

2.2.2. Filmes e revestimentos de quitosano

Ha algumas décadas atras, o quitosano foi identificado como tendo as propriedades de um
revestimento ideal para frutas e vegetais (Muzzarelli 1986 citado por Romanazzi, 2010). Um conjunto
de fatores, como a sua biodegradabilidade, atividade antimicrobiana e capacidade de formar filmes
transparentes e resistentes, fazem com que seja particularmente adequado na formulagdo de
revestimentos comestiveis (Nieto, 2007; Olivas & Cénovas, 2007). Varios estudos j& provaram a sua
efetividade no aumento da vida de prateleira de frutas e vegetais (Vargas et al., 2009).

Os filmes e revestimentos de quitosano apresentam uma permeabilidade seletiva aos gases
(CO; e 0O,) e boas propriedades mecanicas (semelhantes as da celulose) (Jeon, Kamil & Shahidi,
2002). Quer as propriedades de permeabilidade, quer as propriedades mecanicas, podem controlar-
se através da selecdo de diferentes pesos moleculares ou de diferentes solventes (Park, Marsh &
Rhim, 2002). Outra forma de controlar estas propriedades é através da adicdo de agentes como
plastificantes, dispersantes e compatibilizantes, mas ha que ter em conta que podem afetar a

atividade antimicrobiana destes revestimentos (Martinez-Camacho et al., 2010).

Considera-se que a grande limitagdo na utilizacdo do quitosano para a preparacdo de filmes e
revestimentos, é a sua elevada permeabilidade ao vapor de 4gua. Trata-se de um aspeto essencial a

controlar, visto ser desejavel restringir as transferéncias de 4gua na maioria dos alimentos. No
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sentido de ultrapassar esta limitagéo, € comum incorporarem-se compostos lipidicos nos filmes (como

acidos gordos, ceras naturais, surfatantes e resinas).

2.2.3. Acao antimicrobiana do quitosano

O mecanismo de acdo antimicrobiana do quitosano é ainda desconhecido, mas varios
mecanismos tém sido sugeridos (Shahidi et al. 1999). Acredita-se que a carga positiva das moléculas
de quitosano interaja com as membranas celulares carregadas negativamente dos microrganismos,
causando uma alteracdo na permeabilidade celular e consequentemente uma fuga de constituintes
celulares (Olivas & Canovas, 2007). Outra hipétese apresentada propSe um funcionamento do
quitosano como agente quelante, criando complexos a partir de vestigios de metais, essenciais para
as células microbianas (Roller & Covill, 1999). Uma terceira hipétese, aponta a capacidade do
quitosano de baixo peso molecular entrar no ndcleo das células microbianas, interagindo com o DNA
e interferindo com a sintese de RNA mensageiro. Esta hipotese afeta a sintese de proteinas e pode
inibir a atividade de vérias enzimas (Rabea et al., 2003).

Apesar do desconhecimento acerca do mecanismo antimicrobiano do quitosano, estudos
realizados com revestimentos deste polimero em frutas e vegetais provaram uma evidente acéo
antimicrobiana deste composto. Esta propriedade foi demonstrada em relacdo aos seguintes
microrganismos: Bacillus cereus, Brochothrix thermosphacta, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
sakey, Listeria monocytogenes, Pediococcus acidilactici, Photobacterium phosphoreum, Pseudomona
fluorescens, Candida lambica, Cryptococcus humiculus e Botrytis cinerea (Olivas & Canovas, 2007).

2.2.4. Aprovacdao para uso alimentar do quitosano

A utilizagdo do quitosano como aditivo alimentar goza de aprovacgao ha ja varios anos em alguns
paises como Japao, Coreia e Canada. Na Unido Europeia e nos Estados Unidos da América, o
quitosano ainda s6 é utilizado em suplementos alimentares e medicamentos. No entanto, esta

aprovado para aplicacdo em alimentos desde que seja garantido o seu grau de pureza.
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2.3. A Ceregja

2.3.1. Aspetos Botanicos

A cereja pertence a familia Rosaceae, subfamilia Prunoideae, género Prunus e espécie
cultivada Prunus avium L.. A cerejeira € uma arvore que pode alcancar mais de 15 m, de folhas
obovado-acuminadas, duplamente serradas, mais ou menos peludas na pagina inferior. E geralmente
uma planta auto-estéril, necessitando de polinizacdo cruzada para se reproduzir. O seu fruto € uma
drupa de forma arredondada, com 2 a 3 centimetros de diametro. O epicarpo dos frutos pode variar
de amarelo a vermelho escuro ou negro e 0 mesocarpo tem uma cor palida (que pode variar de
amarelado a vermelho, mais ou menos acentuado). A sua polpa é firme, sumarenta e de sabor doce
(Silva & Alarcéo, 1999).

2.3.2. Distribuicéo geogréfica

A cereja é cultivada em varias zonas do globo, com predominancia nas zonas de clima
temperado — a partir dos trépicos até 50° de latitude Norte e Sul. O seu cultivo engloba grande parte
da Europa (mediterranica e central), Norte de Africa, Proximo e Extremo Oriente, Sul da Austrélia,
Nova Zelandia e zonas temperadas do continente americano (EUA e Canada, Argentina e Chile)
(Silva & Alarcéo, 1999).

Em Portugal, o cultivo da cereja concentra-se sobretudo a norte do rio Tejo, com excecao de
Portalegre (Serra de S. Mamede). As regibes com maior implantacdo desta cultura sdo: a Beira
Interior (Covilha, Fundao, Belmonte, Catelo Branco norte, Guarda e Sabugal sul) com 50% da area de
producé&o nacional; o Douro sul (Cinfaes, Resende, Lamego, Armamar e Tabuago) e a Alfandega da
Fé (em Tras-os-Montes) com 40% da area de producéo nacional; os restantes 10% estéo distribuidos
por Montes Senhora (Proenca-a-Nova), Ferrreira do Zézere, Alenquer e Portalegre (Silva & Alarcéo,
1999).

2.3.3. Aspetos Agrondmicos

Relativamente as condigfes edafo-climaticas, a cereja apresenta uma grande capacidade de
adaptacdo a diferentes terrenos. No entanto, os solos franco-arenosos e argilosos sdo 0s mais
adequados. A época de plantagdo é de Outubro a Marcgo, e a enxertia € o processo da plantacao
mais utilizado. A colheita dos frutos (nas latitudes Norte) realiza-se entre meados de Maio e principios
de Junho, e é feita normalmente a méo, devendo os frutos apresentar o pedunculo inteiro. As cerejas
que séo colhidas mecanicamente tém tendéncia a sofrer amolgadelas e fendilhamento, deteriorando-
se facilmente durante a conservacdo e transporte. Destinando-se a transporte, a apanha deve

efetuar-se com 3 ou 4 dias de antecedéncia (Silva & Alarcdo, 1999).
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Cerca de 90% da cereja produzida em Portugal, destina-se ao consumo em fresco. Os restantes
10% destinam-se a transformagcdo e outras utilizacbes agro-alimentares. De entre as outras
utilizacbes, destaca-se o cha feito com os pedunculos de cereja, o 6leo proveniente da prensagem
dos seus carocos. Acrescem a estes usos da cereja o aproveitamento da madeira de cerejeira, que,
pela sua qualidade e beleza, é muito apreciada em marcenaria de qualidade e tornoaria (Silva &
Alarcdo, 1999). Outras conhecidas utilizacbes do fruto englobam o fabrico de doces, geleias,
marmeladas, conservas. O acido organico predominante € o acido malico, no entanto podemos
encontrar presentes outros acidos, como o citrico, o sucinico, o fumarico e o quinico. As cerejas sédo
uma boa fonte de antioxidantes, antocianinas, compostos fendlicos e melatonina, trazendo efeitos
benéficos no combate ao cancro, doencas cardiacas, artrite e gota A composicéo da cereja pode ser
consultada em anexo (Anexo ), numa tabela que retne dados obtidos pelo Instituto Superior de
Higiene Doutor Ricardo Jorge, pela Organizag&o das Nac¢des Unidas para a Alimentacdo e Agricultura

(FAO) e pela Royal Society of Chemistry e Ministry of Agriculture, Fisheries and Food (Inglaterra).

2.3.4. Periodo pdés-colheita e alguns estudos realizados na sua conservacao

A cereja é um fruto extremamente perecivel, pois a sua qualidade deteriora-se muito
rapidamente apos a colheita. Muitas vezes, ndo chega ao consumidor em Otimas condi¢Bes de
gualidade ap6s passar pelas fases de transporte e comercializagdo.

Tanto o fruto como o peddnculo sédo constituidos maioritariamente por agua, podendo a agua ser
perdida bastante facilmente. Quando a hidratagdo diminui, verifica-se uma perda de aclcar nas
células, uma alteracéo da textura do fruto e um escurecimento do caule (Yaman & Bayoindirli, 2002).
A cereja é um fruto ndo climatérico com uma baixa taxa de respira¢do. A forma mais simples de
reduzir as taxas de respiragdo e transpiracao (e aumentar o tempo de prateleira) é refrigerar os frutos
0 mais rapidamente possivel apds a sua colheita. A cereja deve ser refrigerada idealmente a
temperatura préxima dos 0°C e a humidade relativa de 90-95%, condi¢cdes que devem ser mantidas

durante o tempo de armazenamento (Alonso & Alique, 2004; Lim, Stathopoulos & Golding, 2011).

Outro fator de grande responsabilidade pela deterioracdo da cereja s8o as contaminacdes
microbiolégicas. A maior causa de apodrecimento é a “podriddo cinzenta”, causada pelo fungo
Botritys cienerea. Também € bastante comum os frutos serem danificados pela contaminacdo de
Monilinia laxa.

Também responséveis por grandes perdas, apesar da sua menor incidéncia sdo os fungos
Monilinia spp (causando Brown rot).,Penicillium expansum (blue mold) Alternaria alternata (Alternaria
rot) e Cladosporium spp.(Cladosporium rot) e algumas vezes por Rhizonus stolonifer (Rhizonus rot)

(Romanazzi, 2010; Romanazzi, Nigro, Ippolito, 2003).

Todos os fatores de deterioragdo acima mencionados podem provocar alteracdes evidentes no
aspeto dos frutos, sendo dificil conservar a aparéncia brilhante e com o peddnculo verde durante

muitos dias, quando armazenados nas condi¢des habituais. Geralmente, apds serem refrigerados, os
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frutos séo colocados numa prateleira a temperatura ambiente, a cerca de 20°C, para comercializacao.
Estas condi¢cdes de temperatura fazem com que as cerejas ndo consigam alcancar um tempo de
prateleira superior a 3 ou 4 dias (Romanazzi, 2010). E extremamente importante atrasar o
aparecimento dos primeiros sintomas de apodrecimento durante este periodo, pois a aparéncia é um

fator determinante para a aprovacdo dos consumidores (Lim et al., 2011).

Do ponto de vista econémico, a cereja da um contributo importante para as economias de varias
regides produtoras, sendo que o seu apodrecimento pos-colheita pode resultar em sérias perdas
econdémicas para essas regides. Em muitos paises ndo € permitida a utlizacdo de fungicidas
sintéticos durante o armazenamento dos produtos, ou tém uma lista muito restrita de ingredientes que
podem ser utilizados. Este facto, conjugado com a crescente preferéncia dos consumidores por
produtos livres de residuos de pesticidas, estimulou o interesse no desenvolvimento de métodos que
permitissem controlar o apodrecimento pés-colheita (Romanazzi, 2010). Ha varios anos que é comum
a utilizacdo de alguns métodos naturais - tratamentos de 4gua e ar quente, embalagem em atmosfera
modificada, utilizacdo de bicarbonato de sddio ou utilizagédo de leveduras antagonistas. Muitos destes
tratamentos afetam a qualidade das cerejas (principalmente os que envolvem temperaturas elevadas)
(Chailoo & Asghari, 2011).

Uma pratica comercial bastante comum é a embalagem em atmosfera modificada, que permite
abrandar a deterioragdo de alguns parédmetros de qualidade, como também prevenir as perdas
causadas pelo crescimento de fungos (Alonso & Alique, 2004). Este método de conservacao
apresenta como principais desvantagens o seu custo elevado e a necessidade de um rigoroso
controlo e manutencdo da temperatura (para evitar a formacdo de condensacdes dentro da
embalagem) (Pavlath & Orts, 2009). Para além destas desvantagens, é importante ter em conta o
facto de que a atmosfera modificada pode desencadear a producdo de toxinas pela bactéria
C.Botulinum em frutos com o pH superior a 4,8, sendo necessario um maior cuidado neste tipo de

alimentos. (Olivas and Barbosa-Canovas 2005).

Acredita-se que 0s revestimentos comestiveis sejam uma boa alternativa a utilizacdo de
atmosfera modificada nas cerejas, especialmente nos casos em que sdo comercializadas sem o
pedunculo (Drake, Kupferman & Fekkman, 1988). Foram realizados alguns estudos com
revestimentos a base de ceras (Drake et al., 1988) e de ésteres de sacarose de &cidos gordos
(Yaman & Bayoindirli, 2002), com o objetivo de determinar a efetividade dos revestimentos
comestiveis em cerejas. Nestes estudos provou-se a eficiéncia no controlo da perda de massa (Drake
et al., 1988) e no aumento da vida de prateleira do produto (Yaman & Bayoindirli, 2002) - ambos
fatores criticos no valor comercial do produto. Contudo, estes revestimentos nao foram efetivos na

prevencao do aparecimento de covas e buracos na superficie dos frutos (pitting).

Na dltima década, foram testados outros revestimentos em cerejas, entre eles géis de aloé vera
(Martinez-Romero et al., 2006), outros derivados de acidos gordos (Alonso & Alique, 2004; Yaman &
Bayoindirli, 2002) e quitosano (Aider & Halleux, 2008). Estes revestimentos, quando aplicados sem a

adicdo de nenhum outro tratamento, ndo foram suficientemente efetivos na manuten¢éo da qualidade
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destes frutos. Apesar dos resultados positivos na reducéo da perda de massa apresentados pela
maioria dos revestimentos, nenhuma das formulacBes testadas conseguiu obter resultados

motivadores em todos os parametros analisados.

Outros estudos realizados por Lim, Stathopoulos e Golding (2011) com revestimentos
comestiveis de gelatina, carboximetilcelulose e proteina de soja isolada (que também foram
estudados sem a adicdo de mais nenhum tratamento), demonstraram uma grande contribuigdo no
controlo da perda de agua na cereja. No entanto, mais investigacdo é necessaria para otimizar o tipo
de revestimento, a sua concentragdo, temperatura de aplicagdo entre outros parametros, e também
analisar o seu efeito em atributos como o apodrecimento e a perda de firmeza (que sdo importantes e

nao foram estudados).

Um trabalho realizado por M. S. Aday e C. Caner (2010) sobre a conservacdo da cereja,
utilizando uma solugdo de revestimento de quitosano (numa concentragcdo de 3%) em 1% de &cido
acético e 0,25 ml de glicerol/g de quitosano, apontou varias contribuicbes: este revestimento
demonstrou melhorias nas propriedades de barreira e na minimizacdo de alteracdes verificadas (pH,
condutividade elétrica, acidez titulavel, teor de solidos sollveis, teor de 4cido ascorbico e firmeza dos
frutos). Apesar dos resultados terem sido positivos, outros revestimentos testados neste trabalho
apresentaram ainda melhores resultados (como a goma-laca), o que nos leva a acreditar que

algumas caracteristicas dos revestimentos de quitosano devem ainda ser otimizadas.

Apesar destes estudos realizados na Ultima década, considerando a importancia do periodo pés-
colheita na conservacao e fornecimento de cerejas para os mercados mundiais, é de surpreender que
existam tdo poucos estudos publicados sobre esta questdo até a data, sobretudo utilizando
revestimentos comestiveis (Lim et al., 2011). Também o efeito da utilizagdo de revestimentos
comestiveis a base de quitosano para conservacéo da cereja foi ainda pouco investigado. Este € um
fator de motivacdo na elaboracéo deste trabalho, em que se iréo introduz algumas alteracdes aos
revestimentos de quitosano testados na bibliografia consultada, e avaliar o seu desempenho na
conservacgao da cereja.

Por se ter em conta que o maior fator de apodrecimento na cereja € a contaminagéo
microbiolégica, nomeadamente a contaminacéo por fungos como Botritys cienerea e Monilinia laxa,
incorporou-se nos revestimentos estudados extratos de carqueja, uma planta conhecida pela
atividade antimicrobiana dos seus extratos aquosos (Coelho et al., 2011). Estes extratos vém aliar a
sua propriedade antimicrobiana, as propriedades antimicrobianas do quitosano, potenciado assim a
acao antifingica do revestimento.

No ponto 2.4 deste trabalho, apresentam-se algumas caracteristicas e potencialidades da

carqueja, considerada como uma fonte pouco conhecida e subaproveitada na inddstria alimentar.
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2.4. A cargueja

A Carqueja, também conhecida por Carqueija, € uma leguminosa que cresce espontaneamente
em Portugal. De nome cientifico Pterospartum tridentatum, esta planta pertence a subfamilia
Papilionoideae, e é muito comum nas montanhas do Norte de Portugal. E um arbusto que pode
crescer espontaneamente até 100 centimetros, de flores amarelas, ramificacfes alternadas e caules
alados. (Coelho et al., 2011).

Alguns autores referem a utilizacdo de Pterospartum tridentatum na medicina tradicional para o
tratamento de constipacdes, dores de estdmago, problemas intestinais, doengas dos rins, figado,
bexiga e reumatismo. E também indicada em casos de pneumonia, bronquite, traqueite, dores de
cabecga, tosse, pressao arterial elevada, colesterol, diabetes e programas de perda de peso. O seu
efeito diurético, laxante, emoliente, hipotensor, hipoglicémico e digestivo, torna esta planta bastante
versatil (Coelho et al.,, 2011). Para além das suas aplicacdes medicinais, € também utilizada na

culinaria como condimento no arroz e na carne assada.

A Carqueja é uma fonte natural subaproveitada, pois a sua utilizacdo esta pouco vulgarizada, no
entanto € um recurso rico em compostos com atividade biolégica, como alcaldides e flavondides. Os
extratos desta planta, apresentam um elevado rendimento de extracdo e um nivel apreciavel de
compostos fendlicos totais, apresentando uma atividade antioxidante significativa. Para além disso,
experiéncias realizadas anteriormente preveem uma atividade antimicrobiana significativa dos seus
extratos solidos contra bactérias e fungos (Coelho et al., 2011).

Considera-se, desta forma, que a Carqueja apresenta um grande potencial de utilizacéo,
principalmente como fonte de antioxidantes naturais seguros para a saude e como conservante na
indUstria alimentar. Do ponto de vista industrial, outra grande vantagem € o facto de esta planta poder

ser colhida em todas as estacdes do ano (Coelho et al., 2011).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Selecdo da concentracdo dos componentes das solucdes
filmogénicas

3.1.1. Selecao do agente de dissolugcao do quitosano

O quitosano é um biopolimero natural insolivel em agua e que apenas se dissolve em solucao
acida, o que também favorece a ativagdo das suas propriedades antimicrobianas (Romanazzi et al.,
20009).

O &cido acético é o agente mais referido na bibliografia para a preparacéo de solu¢des aquosas
a usar como solvente do quitosano e também o descrito como o0 que apresenta melhores resultados
(Aday & Caner, 2010; Martinez-Camacho, 2010; Park e tal., 2002; Pillai et al., 2009; Romanazzi et al.,
2003; Romanazzi et al., 2009; Romanazzi, 2010; Vargas et al., 2009). A utilizacdo de &cido acético na
formulagdo de revestimentos comestiveis, apresenta como grande desvantagem 0 aroma
caracteristico conferido aos filmes e revestimentos, que por vezes nao é possivel camuflar apds a sua
aplicacéo nos alimentos.

Com o objetivo de evitar a utilizacdo de &cido acético, testaram-se outros acidos como agentes
de dissolugdo do quitosano e avaliou-se o comportamento dos respetivos filmes obtidos. Apos a
consulta de bibliografia onde foram realizados testes semelhantes (Romanazzi et al.,, 2009),
selecionaram-se cinco acidos organicos (acido citrico, acido ascorbico, acido malico, acido tartarico e
acido lactico), que se usaram em diferentes concentragdes, para dissolver diferentes concentracdes

de quitosano - com a adigdo/auséncia de outros componentes (4cido citrico e glicerol).

As formulagfes testadas encontram-se apresentadas na Tabela 1.

Os resultados obtidos foram pouco favoraveis em todas as formulacbes testadas (esses
resultados encontram-se apresentados no capitulo “Apresentagdo e Discussdo dos Resultados”).
Este facto, levou-nos a rejeitar todas estas hipdteses e a optar pela solucéo inicial de utilizar uma
solugdo de acido acético a 1% como dissolvente do quitosano (o tratamento considerado como mais

efetivo na bibliografia consultada).
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Tabela 1 — Solug8es testadas para dissolugcdo do quitosano

Concentracao de Concentracao Concentragdo de
quitosano (m/m Solvente de Glicerol Acido Citrico (m/m
solucgéo) (m/m CH) CH)
a) 2% Solugéo de acido citrico a pH = 2,57 * 50% -
b) 2% Solugédo de acido ascérbico a pH = 2,57 * 50% 50%
c) 2% Solugéo de &cido tartarico a pH = 2,57 * 50% -
d) 2% Solugéo de acido lactico a 0,5% (pH = 2,46) 50% 50% e sem A.C.
e) 1% e 1,5% Solugéo de acido lactico a 0,5% (pH = 2,46) 50% 50% e sem A.C.
f) 2% Solugéo de &cido lactico a 1% (pH = 2,4) - 50% e sem A.C.
9) 2% Solugéo de acido lactico a 0,5% (pH = 2,46) - 50% e sem A.C.

1,2%, 1,3%,

h) 1,4%,1,5%

Solugéo de acido lactico a 0,5% (pH = 2,46) 50% 50% e sem A.C.

i) 1% e 2% Solugéo de acido malico a 1% (pH = 2,3) 50% 50% e sem A.C.

* pH correspondente a solucéo de &cido acético a 1%

** Filmes elaborados apés a centrifugagdo da solugéo, de forma a eliminar o excesso de quitosano que néo dissolveu

3.1.2. Estudo do efeito da concentracao de &cido citrico e glicerol

O estudo do efeito das concentragBes de acido citrico e glicerol nas propriedades dos filmes,
nomeadamente na sua resisténcia a agua (solubilidade, swelling e permeabilidade ao vapor de agua),
foi realizado usando um desenho de experiéncias composto central rotativo com a metodologia de
superficie de resposta. Com o objetivo de selecionar a gama de valores das variaveis independentes

(concentrag8es de glicerol e de acido citrico), foram efetuados alguns ensaios preliminares.

3.1.2.1. Ensaios preliminares

Em primeiro lugar, foram testadas oito concentrac¢des diferentes de &cido citrico (0%, 10%, 30%,
50%, 70%, 100%, 200%, 300%), em relagédo a quantidade de polimero existente na solu¢éo que se
manteve constante (2% de quitosano).

Os filmes obtidos foram submetidos a uma medicdo da cor e a um teste de perfuragéo, de forma
a avaliar qual a gama de concentra¢des de &cido citrico mais funcionais.

Tendo em conta a gama de concentracBes de acido citrico selecionadas prosseguiu-se com 0s
ensaios preliminares de modo a selecionar a gama de concentracdes de glicerol que, em conjunto
com o 4&cido citrico, possibilitavam a obtencdo de filmes integros e passiveis de serem
caracterizados. Estes (ltimos ensaios foram realizados para duas concentragfes de quitosano.
Nestes filmes, apenas se avaliou a aparéncia e a solubilidade em agua. Os valores das variaveis

testadas estao resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Condi¢8es estudadas nos ensaios preliminares.

1,5% CH 2% CH
35,36% A.C. 35,36% A.C.
Teste 1
17,7% Gly 17,7% Gly
85,36% A.C. 85,36% A.C.
Teste 2
42,7% Gly 42,7% Gly
100% A.C. 100% A.C.
Teste 3
25% Gly 25% Gly
50% A.C. 50% A.C.
Teste 4
0% Gly 0% Gly
10% A.C. 10% A.C.
Teste 5
30% Gly 30% Gly
65% A.C. 65% A.C.
Teste 6
10% Gly 10% Gly
85% A.C. 85% A.C.
Teste 7
0% Gly 0% Gly
10% A.C. 10% A.C.
Teste 8
50% Gly 50% Gly
70% A.C.
Teste 9
50% Gly
3.1.2.2. Delineamento experimental

O planeamento de experiéncias foi efetuado segundo um delineamento experimental do tipo
composto central rotativo. Neste estudo, as variaveis independentes correspondem a concentracéo
de acido citrico e concentracdo de glicerol (Tabela 3). As varidveis dependentes correspondem as
caracteristicas dos filmes obtidos, designadamente: solubilidade e capacidade de absorcdo de agua;
permeabilidade ao vapor de agua; tensdo de rutura, alongamento na rutura e Médulo de Young,

obtidos nos testes de extenséo; tensdo e alongamento de rutura, obtidos nos testes de perfuragéo.

O delineamento experimental realizado (Tabela 3) permite comparar os filmes obtidos, perceber
a influéncia das variaveis independentes nas variaveis de resposta, assim como optar pelas

formulacbes que apresentam melhores propriedades mecénicas e de barreira para prosseguir o

estudo.
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Tabela 3 - Delineamento experimental usado para a otimizar a quantidade de Acido Citrico e Glicerol a

adicionar a solugéo filmogénica de quitosano.

% Acido Citrico % Glicerol
Run 1 35,4% 27,3%
Run 2 85,4% 27,3% .
Desenho factorial
Run 3 35,4% 62,7%
Run 4 85,4% 62,7%
Run 5 50% 45%
Run 6 50% 45% Ponto central
Run 7 50% 45%
Run 8 0% 45%
Run 9 100% 45% o
Pontos axiais
Run 10 50% 20%
Run 11 50% 70%
3.1.3. Estudo do efeito da concentracdo de um lipido (cera/éleo)

Para estudar o efeito da concentragdo de um composto lipidico nos filmes de quitosano, foram

adicionadas diferentes concentra¢fes de lipido a formulacdo selecionada no ponto 3.1.3. (50% de

acido Citrico e de glicerol em relacdo & massa de quitosano). A concentracao de surfatante utilizada

foi de 0,15% (m/m de solucao), pelo motivo de ter sido a concentragdo mais encontrada na literatura

consultada e de ter apresentado um bom resultado nesta situagéo.

Neste sentido, testaram-se as formulacdes apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Formulag8es testadas para a otimizar a concentracéo de lipido a adicionar a solugédo

filmogénica de quitosano.

Solucéo-Base
selecionada em 3.1.3.

Surfatante
(m/m solugéo)

Lipido
(m/m CH)

2% Quitosano,
50% Acido Citrico

(m/m CH),
50% Glicerol
(m/m CH)

5% Oleo Alimentar

5% Acido Oleico

0,15% Tween 80

5% Cera de Abelha

10% Cera de Abelha

Para estas formulacdes, realizaram-se as seguintes analises: inspecao visual do aspeto dos

filmes, comportamento quando mergulhados 24 horas em agua (solubilizagcao/ ndo solubilizag&o).
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3.2.Preparacao das solucoes filmogénicas

3.2.1. Solucdes de quitosano, glicerol e acido citrico

Num baldo de vidro, preparou-se uma solucéo de acido acético a 1%. Mediu-se a quantidade de
quitosano correspondente a 2% da massa total da solucéo a preparar e adicionou-se gradualmente a
solugdo de acido acético. Agitou-se durante algumas horas até a dissolugdo total do quitosano.
Mediu-se a massa e adicionou-se a quantidade de glicerol e acido citrico de acordo com as
formulagOes a testar, apresentadas na Tabela 3. Agitou-se novamente a solugdo até a dissolucao
completa do é&cido citrico e incorporacdo do glicerol. Colocou-se a solu¢cdo na estufa de véacuo
durante alguns minutos, com o objetivo de remover bolhas de ar que se formaram durante a agitacao.

3.2.2.  Solugdes filmogénicas com oOleo

Procedeu-se aos mesmos passos que em 3.2.1. mas com adicdo de Tween 80 e Oleo de
girassol a solucdo filmogénica. O tween 80 foi adicionado no momento da adi¢do do glicerol e do
acido citrico, enquanto que o dleo foi adicionado no final sob agitacdo elevada. O 6leo foi adicionado
em quantidade varidvel, de acordo com as formulacdes a testar, apresentadas na Tabela 4. As
concentracdes de acido citrico e glicerol usadas foram as selecionadas a partir do desenho de
experiéncias descrito na seccao 3.1.2.2. (50% de &cido citrico e de glicerol em relagdo a massa de

quitosano).

3.2.3. Solucdes filmogénicas com cera de abelha

Procedeu-se aos mesmos passos que em 3.2.1. com o acrescento da adicdo de Tween 80 e
Cera de Abelha a solucéo filmogénica.

O tween 80 foi adicionado no momento da adicdo do glicerol e do acido citrico, enquanto que a
cera de abelha foi adicionada no final, necessitando de agitacdo e aquecimento a 70 °C (a sua

temperatura de fuséo) até a homogeneizagéo da solucéao.

3.3.Caracterizacao reoldgica das formulacdes selecionadas

As guatro solu¢bes que foram utilizadas para revestir as cerejas foram submetidas a uma
caracterizacdo reoldgica. Os testes foram realizados em um redmetro HAAKE MARS (Modular
Advanced Rheometer System), equipado com um cone (didmetro de 35 mm, angulo 2°) e uma

geometria de prato. Cada uma das amostras foi colocada em quantidade suficiente sobre o prato

21



(cerca de 1 ml), e coberta com parafina liquida para evitar a evaporagdo de agua. Para cada
formulag&o, foram elaboradas as curvas de escoamento da solugdo, fazendo variar a taxa de
deformacéao entre 0.01 e 700 st a20°C e 40 °C.

3.4.Filmes a base de quitosano

3.4.1 Método de preparacéao

Uma vez obtidas as solugdes filmogénicas, tornou-se possivel a elaboracao de filmes. Para tal,
verteu-se 20g de solu¢do em placas de petri com 60mm de didmetro e colocou-se na estufa a 40 °C
durante cerca de 48h (periodo necessério a formacdo de um filme). Para cada ensaio, prepararam-se
cerca de 10 placas de petri de forma a obter filme suficiente para realizar todos os testes de

caracterizagéo.

3.4.2. Corte e identificacao

Apbs a total secagem dos filmes, retiraram-se cuidadosamente das placas de petri e cortaram-
se:
- Dez quadrados de cada formulacdo com as dimensfes de 2 cm x 2 cm para o0 ensaio de perfuragéo.
- Quatro a seis retdngulos com as dimensdes de 7 cm x 2 cm para 0 ensaio de extensao.
- Trés quadrados com as dimensdes de 2 cm x 2cm para 0s ensaios de solubilidade e capacidade de
absorcgédo de agua.
- Trés circulos com 5 cm de diametro para o ensaio de permeabilidade ao vapor de agua.

ApOs o corte, todos os pedagos foram numerados e identificados com a formulagéo respetiva.

3.4.3. Medicao da espessura

A espessura dos filmes foi determinada com um micrémetro eletrénico (Mitutoyo Lda, Andover,
Reino Unido), realizando-se um diferente nimero de medi¢cdes consoante os pedacos de filme
cortados. Nos pedacos de menor dimensdo (quadrados de 2 cm x 2 cm) realizou-se apenas uma
medicdo; nos pedacos de maior dimensao realizaram-se duas medi¢des (nos retdngulos de 2 cm x 7
cm) ou trés medi¢des (nos circulos de 5cm de didametro) em diferentes zonas do filme. Entre cada

medic&o calibrou-se o equipamento.
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3.4.4. Caracterizacao

3.4.41. Propriedades Gticas

Medicdo da cor

Para a determinacéo da cor, utilizou-se um colorimetro (Minolta CTR-300, USA) que fornece
parametros da cor (L*,a* e b*). Antes de se efetuarem as medi¢des, calibrou-se o colorimetro com um
padrdo branco e foram efetuadas trés medicbes em cada amostra de revestimento nas mesmas
condicdes de luminosidade (luz artificial). Inicialmente, determinaram-se os parametros da cor de trés
folhas de diferentes cores (amarelo, verde e vermelho) e depois nas amostras de filme sobre as
quatro diferentes folhas.

O modelo utilizado foi o CIELAB que define trés coordenadas tridimensionais: L*, a* e b*. O L diz
respeito a luminosidade (varia entre 0 e 100, correspondendo o 0 ao preto e o 100 ao branco). O a* e
0 b* dizem respeito ao croma (0 seu valor varia entre -60 e +60): 0 a* indica-nos o valor associado ao
vermelho/verde e o b* o valor associado ao amarelo/azul.

Este modelo tridimensional pode ser representado esquematicamente como se apresenta na
Figura 3: o L* encontra-se representado no eixo vertical, enquanto que o a* e o b* se encontram

representados nos eixos horizontais. O ponto central (0,0,0) representa a cor cinzento.

L + white
a7 4 e

b + yellow

s \/ _~“cELAB
L- black 1976

Figura 3 — Representacdo esquematica do modelo CIELAB (Quek, Chok & Swedlund, 2007)

Podemos ainda obter outros dois pardmetros a partir deste modelo: o C* (saturacdo da cor) e o

h® (matiz da cor).

C'=(a"?=b")2 @)

h® = arc tan (a—)

@)
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O que se determina neste ensaio € a variagéo da cor entre as cartolinas coloridas e as cartolinas
coloridas com os filmes sobrepostos. A variagdo da cor obtém-se pela diferenca dos parametros L*,
a* e b* entre as duas cores, como demonstra a equacao:

AE = [(AL)? + (Aa")? + (Ab“)z]% 3)

Quando AE apresenta valores baixos (inferiores a 6) consideramos que a diferenca entre as
cores é pouco significativa, apesar de que para valores superiores a 3 as diferencas ja sdo detetadas
pelo olho humano.

3.4.4.2. Microscopia eletronica de varrimento (MEV)

A microscopia eletrénica de varrimento € um tipo de microscopia eletrénica que permite a
obtenc¢édo de imagens de alta resolugdo da superficie de uma amostra.

Para a andlise dos filmes estudados, utilizou-se um microscépio Jeol JSM-7001F, Field emission
scanning electron microscope. Este equipamento permite a observacdo e a caracterizacdo de
materiais organicos e inorgénicos heterogéneos numa escala nanométrica (nm) e micrométrica (pum).
Para além das imagens de superficie das amostras, este método permite também obter uma
visualizacédo da secc¢éo de corte dos filmes, através da inclinagdo das amostras a aproximadamente
450,

O principio deste tipo de microscopia assenta na incidéncia de um feixe de eletrdes na superficie
da amostra, que produz uma resposta que podem ser eletrbes secundarios, eletrdes retrodifundidos,
raios-x, entre outros. Neste caso, os eletrdes libertados pelo feixe colidem com a superficie da
amostra previamente tratada e libertam eletr6es secundarios, através dos quais se obtém a imagem.
O feixe de eletrdes primario € mével e faz um varrimento da superficie, 0 que permite obter uma
imagem completa da amostra. Para esta analise, utilizou-se um feixe de 5 kV.

Para a preparacdo das amostras, cortam-se os filmes a analisar em quadrados de 1 cm? com a
utilizacdo de azoto liquido, o que permite obter um corte perfeito (sem que ocorra a deformagéo na
zona do corte). Para além disso, as amostras analisadas tém que ser condutoras e, por este motivo,

aplicou-se uma fina camada de ouro na sua superficie antes de se proceder a sua observacao.

3.4.4.3. Propriedades higroscopicas

Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua determinou-se gravimetricamente.
Para cada formulacdo preparada, cortaram-se trés amostras de dimenses circulares com 5 cm

de diametro. Colocaram-se as amostras num exsicador durante 72 horas a temperatura e humidade
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controladas (21 °C e humidade relativa de 80). Terminado este periodo, selaram-se as amostras ao
topo de caixas de vidro com 5 cm de diametro (com o auxilio de silicone), nas quais se verteu
previamente 9 ml de uma solugéo salina de brometo de potassio (a,, = 0,80). De forma a imobilizar as
amostras sobre as caixas de vidro, colocou-se por cima um anel de vidro, com o auxilio de silicone.

Colocaram-se as caixas dentro dum exsicador (Figura 4), com uma solucdo salina de nitrato de
magnésio hexa-hidratado (a,, = 0,534). No interior do exsicador, foi colocada uma ventoinha que tem
como finalidade minimizar a resisténcia a transferéncia de massa acima do filme, produzida pela
camada de ar (Alves, Costa & Coelhoso, 2010). As condi¢cdes de temperatura e humidade foram
monitorizadas usando um termohigrémetro (Hanna Instruments, USA).

O fluxo de vapor de agua foi determinado através da pesagem das caixas em intervalos de 2

horas (até se obterem no minimo 4 medicdes).

Y ——

- Ventoinha

Placa de petri com brometo de
| potassio, selada com o filme

—» Medidor de temperatura e humidade

~ r relativa
i—’ Solugdo salina de nitrato de magnésio
hexa-hidratado

Figura 4 — Montagem experimental utilizada para medir a permeabilidade ao vapor de agua.

Solubilidade e capacidade de absorcdo de agua

Para este ensaio cortaram-se 3 réplicas de dimensdes 2 cm x 2 cm de cada formulacdo a
analisar. Procedeu-se sequencialmente da seguinte forma:

1) Colocaram-se os pedacos de filme durante 24 horas num exsicador contendo silica gel, de
forma a retirar a humidade residual e a estabilizar os filmes em iguais condi¢des;

2) Mergulharam-se os filmes em agua destilada durante 24 horas;

3) Transferiram-se os filmes para a estufa a uma temperatura de 40 °C durante 24 horas, com a
finalidade de retirar toda a humidade contida na sua estrutura;

4) Colocaram-se novamente no exsicador durante 24 horas;

Pesaram-se os pedacos de filme antes da sua coloca¢do em agua (m,), logo apds terem sido
retirados de agua (m,) e no final do procedimento (apds as 24 horas finais no exsicador) (ms). Com 0s
dados das pesagens procedeu-se aos calculos da Solubilidade e da Capacidade de Absorcdo de

Agua (CAA), de acordo com as equacdes:
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Solubilidade (%) =%x 100 @

CAA (%) =222 %100
( 0) msz (5)

3.4.4.4. Propriedades mecéanicas

Extensao

Para o teste de extensao, cortaram-se 4 a 6 réplicas de filme de cada formulacdo, com forma
retangular de dimensdes 2cmx7cm. Colocaram-se num exsicador a 50% de humidade relativa e a 22
°C, durante 72 horas, de forma a estabilizar as amostras. Terminado este periodo, utilizou-se um
texturometro TA-XT2 da Stable Micro System, UK para realizar os testes de extensdo. Fixaram-se as
amostras pela extremidade a uma sonda de gancho de tracdo e esticaram-se a uma velocidade
constante de 0,5 mm/s até & sua rutura.

Este teste permite obter a forca exercida em fun¢do da distancia percorrida e do tempo, o que
permite calcular a forga na rutura e a deformacao na rutura. Através destes dados, pode obter-se a

tensdo na rutura (o), 0 alongamento na rutura (g) e o médulo de Young (E).

A tensdo na rutura (N/mz) corresponde ao quociente da forca de rutura (N) pela area da seccéo

reta do filme (m?)

(6)

O alongamento na rutura (%) corresponde ao quociente do alongamento do filme (diferenga

entre o comprimento final e o comprimento inicial) pelo seu comprimento inicial.

e =L % 100

L @)

onde ¢ é o0 alongamento na rutura (%) |; o comprimento final (m) e l; 0 comprimento inicial (m).

O modulo de Young (E) corresponde ao quociente entre a tensdo de rutura e a deformacéo,

indicando a resisténcia que o filme oferece a deformacéo.
E=2

e (8)

onde ¢ € a tensdo de rutura e ¢ a deformacéao.

Neste teste, obtém-se o médulo de Young através dos graficos da tensdo de rutura em funcao
da deformacéo (Anexo lII).
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Perfuracao

Os testes de perfuracdo foram realizados num texturémetro TA-XT2 da Stable Micro System,
UK, com uma sonda de 2 mm de diametro montada sobre uma plataforma com um orificio de 10 mm
de didmetro. Para a realizacdo destes testes, cortaram-se dez quadrados de 2 cm x 2 cm de filmes,
para cada uma das formulacdes analisadas.

Imobilizaram-se as amostras sobre o orificio da plataforma do texturémetro e perfuraram-se a
uma velocidade constante de 1,0 mm/s. Este teste permite obter a forca exercida para perfurar o filme

em funcdo da distancia percorrida e do tempo. E possivel obter a tensdo de perfuragéo (c,) através

da equacao:
p
g, = —
p
5 ©)

onde F, é a forca de perfuracéo (em N) e S, a area de secgéo reta da sonda (em m2).

A deformacdo (), pode ser obtida através da equacéo:

p=—L—x100

' (10)

onde L; representa o comprimento inicial e Ly o alongamento do filme, calculado com base na

&E Lf—Li
L

distancia percorrida pela sonda, como ilustra a Figura 5:

Ly

Figura 5 - Esquema representativo do célculo da deformacé&o na rutura num ensaio de perfuragéo.

Desta forma, L; corresponde a hipotenusa da soma da distancia inicial (L;) e da distancia

percorrida pela sonda (d):

Lf=\le'2 +d2 (11)

3.4.5. Anédlise Estatistica

Os procedimentos estatisticos foram realizados com o recurso ao Software Statistica™ v.8.0 da
Statsof (2007).
Os resultados obtidos no estudo de optimizacdo das formulacdes filmogénicas que
apresentam melhores propriedades mecanicas e de barreira foram tratados pelo Método de
27



Superficie de Respostas (RSM) com utilizagdo do modelo empirico de regressao polinomial
quadratica (Eq. 12) para estimar as respostas individuais.

Para cada resposta em estudo (variavel dependente Y), os respectivos resultados
experimentais foram ajustados a equac¢des polinomiais de segunda ordem (Eg. 12) e submetidos a

analise de regressao multivariada (ANOVA) para avaliar a qualidade dos modelos.

Y=hg+bx +hyx?+ boz+hssz?+boxz (12)

bn: coeficientes de regressao
X; z: variaveis independentes, concentracdes de &cido citrico e glicerol

Na avaliacédo da significancia e validade dos modelos foram tidos em conta os coeficientes
de regress&o multipla (r° e r’.s). Na avaliagio destes coeficientes (r° e r°4use) utilizou-se o critério
em que a diferenga entre ambos devera distar menos de uma décima de unidade (Montgomery,
1997).

A analise ANOVA foi realizada partindo dos seus pressupostos basicos: as amostras séo
aleatdrias e independentes, as popula¢bes tém distribuicdo normal e as variancias populacionais

sao iguais.
Para a caracterizacdo das solucdes que foram aplicadas como revestimento aos frutos, realizou-

se um teste post-hoc de Tukey (p-value<0,05) para comparacdo de médias, nos diferentes

parametros estudados.

3.5. Aplicacdo dos revestimentos comestiveis em cereja

3.5.1. Meétodo de aplicacao

Prepararam-se as solu¢gbes de revestimento apresentadas na Tabela 5 de forma idéntica a
descrita no subcapitulo 3.2., na quantidade de 2500 ml para cada formulacdo. De salientar que foram
aplicadas solucdes filmogénicas com e sem incorporagdo de uma fase lipidica (6leo de girassol ou
cera). Adicionalmente, as formulaces com fase lipidica foram complementadas com extrato aquoso
de carqueja (Coelho e tal., 2011), de modo a produzir revestimentos bioativos.

Por cada formulacdo selecionada, revestiu-se 1 kg de cereja.

ApOs a obtencdo da solucao filmogénica, revestiram-se as cerejas através da sua imersdo na
solugéo e posterior secagem em estufa. Foi utilizada uma estufa Binder KB-115 a uma temperatura
de 4 °C com circulagdo de ar forcada. Deixou-se a porta da estufa entreaberta para promover a
renovacao de ar, evitando-se elevados niveis de humidade que dificultariam a secagem. Como se

observa na Figura 6, penduraram-se os frutos em 2 niveis separados por um tabuleiro.
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Tabela 5 — Solugdes utilizadas para revestimento da cereja

Figura 6 — Secagem do revestimento aplicado nos frutos.

Quitosano A'?:Célt(ijc?o Acido Glicerol  Tween80  Cerade Oleo de Carqueja
Formulacao (m/m (iv Citrico (m/m CH) (m/m Abelha Girassol (m/m
solugéo) = (m/m CH) solucgéo) (m/m CH)  (m/m CH) solugao)
solugéo)

CT - - - - - - - -
C+T 2% 1% 50% 50% 1,5% 5% - -
C+T+CA 2% 1% 50% 50% 1,5% 5% - 1%
ol+T 2% 1% 50% 50% 1,5% - 5% -
Ol+T+CA 2% 1% 50% 50% 1,5% - 5% 1%

Apéds a secagem, armazenaram-se as cerejas revestidas em ambiente refrigerado a 4 °C.

A duracéo do ensaio de conservacédo foi de 28 dias, realizando-se 8 observa¢cbes espacadas,

nos dias 1,7,10,15,20, 22 e 28. Alguns testes analiticos foram realizados aos frutos durante este

periodo: perda de massa, brix, textura e também andlise sensorial e quantificagdo de bolores e

leveduras presentes. Determinou-se, ainda, a cor dos frutos antes e depois da aplicacdo do

revestimento.

Por cada dia de observacdo, preparou-se um lote de amostra com 10 cerejas por cada

revestimento a testar (CT, C+T, C+T+CA, OI+T, OI+T+CA), para serem utilizadas nos testes

analiticos - com excecdo da avaliacdo da perda de massa, em que se utilizou a mesma amostra

desde o inicio do ensaio.
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3.5.2. Controlo analitico dos frutos

3.5.2.1. Perda de massa

Durante o ensaio de conservacdo foi determinada a perda de massa por pesagem de uma
amostra identificada de cada revestimento a testar (CT, C+T, C+T+CA, OI+T, OI+T+CA) em
diferentes dias. A perda de massa foi expressa como a percentagem de perda em relagdo a massa

inicial. Para esta determinagao utilizou-se uma balanga analitica Precisa Instruments BJ-11000.

3.5.2.2. Teor de so6lidos soluveis

Para a determinacao do teor de sélidos soluveis utilizou-se um refratdmetro (modelo digital Atago
PAL-1) com uma precisdo de + 0,2% para um espectro de grau Brix entre 0% a 53% a 25 °C.
Triturou-se uma amostra de 10 cerejas de cada lote e colocou-se uma gota na superficie de leitura do
refratdbmetro. Foram efetuadas trés medi¢Bes por amostra em cada dia de observagdo durante o

ensaio de conservacao.

3.5.2.3. Cor

Para a determinacéo da cor, utilizou-se um colorimetro (Minolta CTR-300, USA) que fornece
parametros da cor (L*,a* e b*). Para cada um dos revestimentos aplicados, foram efetuadas medicdes
em 10 cerejas (uma medicdo por cada cereja). As medi¢cdes foram realizadas antes da aplicacdo do
revestimento e logo apds a sua secagem, nas mesmas cerejas. Este procedimento permitiu avaliar as

alteracdes na cor apés a aplicagdo dos revestimentos.

3.5.2.4. Firmeza

Para o estudo do efeito dos revestimentos aplicados nas propriedades mecénicas das cerejas foi
avaliada a sua textura. A firmeza das cerejas foi medida como uma forca de resisténcia oferecida
pelas cerejas a sua penetracdo. Neste ensaio utilizou-se um texturémetro (TA-XT2 da Stable Micro
System, UK).

Realizou-se um ensaio destrutivo de perfuracdo das cerejas, utilizando uma sonda de aco
inoxidavel com 2 mm de didmetro e uma plataforma com um orificio de 10 mm de didmetro.
Colocaram-se as cerejas sobre o orificio da plataforma e foram perfuradas pela sonda a uma
velocidade constante de 1,0 mm/s, até se atingir o caroco. Neste teste utilizaram-se 10 cerejas
(selecionadas aleatoriamente) de cada lote, por cada dia de observacdo durante o ensaio de

conservagao.
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Neste teste obtém-se a forga aplicada durante a perfuragéo das cerejas, em que a forga maxima
aplicada corresponde ao momento em que a sonda perfura a pele do fruto. A partir do valor da forca

maxima calculou-se a tensao de perfuracdo usando a equacao:

(13)

em que F, corresponde & forga de perfuracéo (em N) e S, a area de seccéo reta da sonda (em m2).

3.5.2.5. Anéalise de bolores e leveduras

Com o objetivo de avaliar o efeito dos revestimentos na conservacdo das cerejas, foi realizado
uma andlise microbiologica de contagem bolores e leveduras. Para tal, foi utilizada a técnica de
sementeira em meio de cultura apropriado (Meio de Cooke Rose Bengal) a 25 °C durante 5 dias e
posterior contagem das respetivas coldnias. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com
a Norma Portuguesa NP 3277-1. Neste trabalho, efetuou-se a contagem de bolores e leveduras no
dia 7 e no dia 22 do ensaio de conservacao.

Para a realizac@o desta andlise microbioldgica, adicionaram-se 10 g de cereja por cada lote a
analisar a 90 ml de uma solucéo de triptona sal e triturou-se durante um minuto e meio no Stomacher.
Realizaram-se trés diluicdes da amostra (10'2,10'3,10'4) e adicionou-se 100 ml de solucdo a placas
contendo meio de cultura preparado previamente. Incubaram-se as placas durante 5 dias a
temperatura de 25 °C e terminado este periodo procedeu-se a contagem das coldnias formadas e ao

célculo do nimero provavel de unidades formadoras de col6nia por grama de produto (UFC/g).

3.5.2.6. Anéalise sensorial

Durante o ensaio de conservacéo, foram realizadas duas avaliacdes sensoriais as cerejas, com
0 objetivo de avaliar a percecdo sensorial dos revestimentos aplicados e a sua contribuicdo na
conservacdo e apreciacdo global dos frutos. Para isso, recorreu-se a um painel de 10 provadores
semi-treinados, com idades compreendidas entre os 22 e os 63 anos, que avaliaram varias
caracteristicas. As provas sensoriais foram realizadas nos dias 1 e 11 do ensaio de conservacao, de
forma a permitir avaliar a evolug&o sensorial dos frutos.

Os atributos avaliados relacionam-se com o aspeto visual dos frutos (homogeneidade e
intensidade da cor, percecdo do revestimento e brilho), gosto (doce, acido e estranho), apreciacéo
global e intencdo de compra. Estes atributos foram classificados numa escala de 1 a 6 (escala de
intensidade).

A ficha de prova utilizada encontra-se em anexo (Anexo ).
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3.5.2.7. Analise Estatistica

Este estudo avaliou o efeito combinado de revestimentos (cinco tratamentos, incluindo o
controlo) e do tempo de armazenamento nas propriedades das cerejas.

Realizou-se uma andlise de variancia (ANOVA) a cada um dos parametros estudados, sendo
utilizado o teste posta-hoc de Tukey (p-valeu <0,05) para comparacao das médias. A analise ANOVA
foi realizada partindo dos seus pressupostos basicos: as amostras sdo aleatorias e independentes, as
populacdes tém distribuicdo normal e as variancias populacionais sao iguais.

Efetuou-se uma analise multivariada a todos os parametros fisico-quimicos e sensoriais
estudados durante o armazenamento das cerejas com 0s cinco tratamentos diferentes, em que foi
realizada uma analise de componentes principais (as amostras analisadas nos dias 4 e 10) e uma
analise de dendrograma (cluster analysis).

Os procedimentos estatisticos foram executados com o recurso ao Software Statistica' v.8.0 da
Statsof (2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5. Otimizacao da solucao filmogénica

45.1. Selecao do agente de dissolugdo do quitosano

Na Tabela 1 encontram-se apresentadas as formulacfes testadas na etapa de escolha do

solvente a utilizar para o quitosano.

Os resultados obtidos em todas as formulagfes testadas, identificadas de a) a i), encontram-se

apresentados em seguida:

a) Num periodo de 24 horas, o quitosano ndo se dissolveu na solu¢éo de acido citrico (pH=2,57), nem
com o auxilio de agitagdo e aguecimento. Por este motivo, abandonou-se esta hipétese e testou-se

uma solugédo de outro 4cido.

b) Verificou-se a dissolucéo do quitosano na solucdo de &cido ascdérbico apenas com o auxilio de
agitacdo e aguecimento. Durante o aquecimento observou-se o0 escurecimento da solugéo,

traduzindo-se na formagéao de filmes com um tom alaranjado.

¢) O quitosano apresentou-se insolivel na solugdo de &cido tartarico a pH=2,57.

d) Nas solugbes em que foram adicionadas as concentragbes de 1,5% e 2% de quitosano a uma
solugédo de &cido latico a 0,5%, um excesso de polimero ficou por dissolver, pelo que néo foi possivel

elaborar de filmes.

e) Ocorreu a total dissolugdo do quitosano na solucdo de acido lactico e elaboraram-se filmes com e
sem a adicdo de acido citrico como agente modificador do quitosano. Obtiveram-se filmes com uma

espessura muito reduzida e, quando colocados em agua, dissolveram-se em poucas horas.

f) Observou-se a dissolugédo do quitosano na solugdo de acido lactico. No entanto, abandonou-se a
hipotese pelo facto dos filmes obtidos se terem dissolvido ap6s poucos minutos em agua. Esta
situacao verificou-se para todos os filmes, com e sem a presenca de acido citrico como agente

modificador do quitosano.
g) Apoés a centrifugagdo da solucdo, elaboraram-se filmes com a solucéo resultante. Desta forma,

assegurou-se que os filmes formados contém a maxima quantidade de quitosano que é possivel

dissolver numa solucgéo de acido lactico a 1,5% (v/v).
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Ao colocar os filmes em &gua, ocorreu a dissolugéo de todos. Observou-se que os filmes sem a

adicéo de acido citrico demoraram mais tempo a dissolver-se.

h) Nas concentracdes mais elevadas de quitosano, visualizou-se um excesso de polimero por
dissolver, embora os filmes formados ndo apresentem um aspeto muito rugoso.

Poucas horas depois de se colocarem em agua, verificou-se a dissolucdo de todos os filmes
(1,2%, 1,3%, 1,4%, 1,5% de quitosano). Observou-se também uma tonalidade amarelada nas

formulagBes em que se adicionou acido citrico.

i) Com o objetivo de ultrapassar as limitac6es apresentadas pelos filmes de acido lactico, testou-se
uma solucao de acido malico a 1% (v/v) como dissolvente do quitosano, usando 2 concentracdes de
polimero: 1% e 2%.0btiveram-se resultados muito semelhantes aos da utilizacdo do acido lactico, em

que os filmes formados se dissolveram rapidamente em contacto com a agua.

Os resultados obtidos na etapa de escolha do solvente a utilizar, encontram-se sintetizados na
Tabela 6.

Tabela 6 — Resumo dos resultados obtidos pelos diferentes solventes testados.

Solvente Problema apresentado

Dificuldade em dissolver a quantidade desejada de

Solucdo de Acido Citrico .
quitosano

Solucéo de Acido

P Filmes form resentam tom laranj
Ascorbico es formados apresentam tom laranja

Solucéo de Acido Mélico Filmes formados dissolveram-se passado poucas horas em
agua
Solucéo de Acido

g Dificuldade em dissolver quitosano na solugéo
Tartarico

Filmes formados dissolveram-se passado poucas horas em

Solug&o de Acido Lactico .
agua

As limitacdes apresentadas por todas estas hipéteses, levaram a optar-se pelo acido acético
como dissolvente do quitosano. Embora este &cido confira um aroma caracteristico aos filmes
formados, foi o que apresentou melhores resultados em termos de dissolucdo do polimero e
caracteristicas dos filmes formados. Optou-se, entdo, por utilizar uma solucao de &cido acético a 1%
(v/v) (pH=2, 57), correspondendo ao solvente vulgarmente utilizado para o polimero em causa (Pillai,
et al. 2009).

4.5.2. Estudo do efeito da concentracéo de acido citrico e glicerol

4.5.2.1. Ensaios preliminares
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Para otimizar a concentragdo de acido citrico a utilizar, foram testadas oito concentracdes de
acido citrico (0%, 10%, 30%,50%, 70%, 100%, 200%, 300%, em relacdo a massa de quitosano na
solucao). O aspeto dos filmes obtidos pode ser consultado em anexo (Anexo IV). Todos os filmes
apresentaram uma coloracdo ligeiramente amarelada. As concentracdes extremas testadas (0%,
100%, 200% e 300% de acido citrico) apresentaram maior brilho que as restantes.

Verificou-se que o aumento da concentracdo de acido citrico resultou num aumento da
plasticidade dos filmes, obtendo-se filmes bastante dificeis de manusear com as concentra¢des de
200% e 300% (m/m CH). Este facto levou a eliminacéo destas concentragdes para prosseguir com os

restantes testes preliminares ao delineamento experimental.

Nos restantes ensaios precedentes a elaboracdo dos filmes estabelecidos no delineamento
experimental (Tabela 2), avaliou-se o0 aspeto dos fiimes formados e a sua

solubilizagaol/insolubiliza¢éo quando colocado durante 24 horas num copo com agua.

Tabela 7 — Resultados obtidos nos ensaios preliminares: aspeto e resisténcia a solubiliza¢&o (filme que

néo solubilizou-v’; filme que solubilizou-x).

Aparéncia Resisténcia a
P solubilizagéo (24h)
1,5% CH 2% CH
Teste 1 Filme muito quebradico; enrugado v v
Teste 2 Bom aspeto; maleavel, mas resistente x x
Teste 3 Bom aspeto; maleavel, mas resistente x x
Teste 4 Tal como o Teste 1 muito quebradico e enrugado; v v
ambos estavam descolados da placa
Teste 5 Enrugado, mas flexivel v v
Teste 6 Amarelado, muito quebradico x x
Teste 7 Amarelado, muito quebradico x x
Teste 8 Enrugado, mas flexivel v v
Teste 9 v

Em termos de aspeto, ndo se verificaram grandes diferengas entre as concentracdes de 1,5% e
2% de polimero, para a mesma concentracdo de acido citrico e glicerol. A Unica diferenga observada
relaciona-se com a espessura: os fiimes com 2% de quitosano ficaram mais espessos e
consequentemente menos maleaveis; os de 1,5% de quitosano mais frageis. As imagens dos filmes
realizados nos pré-testes podem consultar-se no Anexo V e a descricdo do seu aspeto na Tabela 7.

Através da observacdo da Tabela 2 e da Tabela 7 conclui-se que filmes com aspeto semelhante

correspondem a concentragdes de acido citrico e glicerol semelhantes.
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Em relagdo a solubilidade dos filmes formados, os resultados obtidos encontram-se
apresentados naTabela 7. Verifica-se que as formulacdes Teste 1, Teste 4, Teste 5, Teste 8 e Teste

9 resistiram a solubilizacdo, caracteristica que é desejavel nos revestimentos desenvolvidos neste

trabalho.

ApGs a andlise dos resultados obtidos nos pré-testes, ajustaram-se as seguintes concentracdes
para prosseguir com o delineamento experimental: 2% de quitosano, 20% a 70% de glicerol e 0% a
100% acido citrico. A concentragdo de quitosano escolhida foi de 2%, visto que os filmes de 1,5%
resultaram com pouca espessura e resisténcia. A concentragdo de glicerol foi ajustada entre 20% e
70%, pois a concentragdes inferiores a 20% os filmes tornaram-se quebradicos e, embora ndo tenha
sido testado neste trabalho, sabe-se que a concentracdes elevadas de glicerol ficariam extremamente

plasticos, sendo dificil retira-los da placa de petri.
Nesta etapa do trabalho foram obtidos filmes com um aspeto transparente e brilhante, como é

possivel observar nos exemplos apresentados de seguida na Figura 7. No Anexo IV e no Anexo V

encontram-se imagens de todas as amostras testadas nos ensaios preliminares.

Teste 7 Teste 4 Teste 5 Teste 6

Figura 7 — Imagens de filmes obtidos nos ensaios preliminares.

4.6. Otimizacao da concentracao de acido Citrico e glicerol

4.6.1. Propriedades 6ticas
Cor
Para o estudo da cor das formulacbes analisadas, e por se ter obtido resultados bastante

semelhantes neste parametro, optou-se por se analisar apenas o ponto central do delineamento

experimental (apresentado na Tabela 3 do capitulo 3), correspondente a Run 5, Run 6 e Run 7.
O modelo de cores L*a*b* permite estudar a diferenca de cor provocada pelos filmes nas

cartolinas coloridas. A Tabela 8 apresenta os valores da diferenga de cor (AE) entre as cartolinas

coloridas e as amostras de filme sobre as cartolinas.
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Tabela 8 — Diferenga de cor (AE) entre as cartolinas padrao e os filmes sobre as cartolinas e valores de
saturacgdo (C*) e matiz (h°) da cor dos filmes sobre as cartolinas padréo.

Run 5, Run 6 e Run 7 (ponto central)

AE c* he
Branco 15 10 103
Amarelo 12 63 93
Verde 4 44 134
Vermelho 13 45 32

Através da andlise da Tabela 8, é possivel concluir que os filmes obtidos revelaram alteracdes
da cor detetaveis pelo olho humano (AE>3), sobre as cores estudadas. Os valores de AE sao
superiores a 6 em quase todas as cores testadas, logo pode concluir-se que os filmes alteram

significativamente a cor das cartolinas (com excec¢éo da cor verde).

Para uma melhor interpretacdo dos resultados, apresenta-se de seguida um gréfico (Figura 8)
das amostras analisadas (Run 5, Run 6 e Run 7) no plano a*b*. Nesta figura, observa-se que, a
excecao da cor verde, 0s pontos correspondentes aos filmes analisados sobre as cartolinas afastam-
se um pouco dos pontos correspondentes as cartolinas padrdo. Tal facto vem confirmar as

conclusdes de que os filmes alteram significativamente a cor das cartolinas.
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Figura 8 — Representacdo grafica dos resultados experimentais do plano a*b* das amostras estudadas

(Run 5, Run 6 e Run 7 - ponto central).
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Também através da observagdo da Figura 8, pode verificar-se que todas as cores dos filmes
sobre as cartolinas apresentam um valor de saturacdo (C*) inferior ao valor de saturacdo das
cartolinas padrdo, pois existe uma aproximacdo dos pontos a origem do grafico (a excecdo da cor
branca). Este facto denuncia uma reducao na intensidade das cores ap6s a aplicacdo dos filmes
sobre as cartolinas amarela, vermelha e verde. Na Tabela 39Tabela 48 (Anexo VI) encontram-se
apresentados os valores de p-value do teste post-hoc de Anova, Tukey, em que séo comparadas as
médias dos valores de saturagao (C*) das cartolinas padrdo com as médias dos valores de saturagao
dos filmes sobre as cartolinas correspondentes. Através dos valores de p-value apresentados na
tabela, é possivel confirmar que a reducao na saturacéo das cores apés a aplicacdo dos filmes sobre

as cartolinas é significativa, para as quatro cores.

Na Figura 8, verifica-se também que o angulo h° é alterado, indicando uma modificacdo da matiz
da cor com a aplicacéo do filme. Na Tabela 40 (Anexo VI) encontram-se apresentados os valores de
p-value do teste post-hoc de Anova, Tukey, em que sdo comparadas as médias dos valores da matiz
da cor (h°) das cartolinas padrao com as médias dos valores de h° dos filmes sobre as cartolinas
correspondentes. Nesta tabela, observa-se que todos os p-values apresentados sdo menores a 0,05,
concluindo-se, assim, que as diferengas na matiz da cor apds a aplicacao dos filmes nas quatro

cartolinas sao significativas (para o nivel de significAncia considerado, 5%).

4.6.2. Propriedades higroscopicas

4.6.2.1. Solubilidade e capacidade de absorcédo de agua

Solubilidade

A solubilidade de um filme € uma caracteristica importante em termos de protecdo e integridade
do produto.

Foi testada a solubilidade em &gua das onze formula¢cdes analisadas, cujos resultados se
encontram apresentados graficamente na Figura 9. Neste ensaio, as amostras Run 2, Run 8 e Run 9

solubilizaram-se totalmente.

Com o objetivo de avaliar o efeito da concentracao de acido citrico e glicerol na solubilidade (%)
dos filmes obtidos com as formulacdes testadas, foi realizada uma andlise estatistica Anova aos
efeitos destas varidveis. Os resultados desta analise encontram-se apresentados na Tabela 9.
Através da observacdo dos p-value obtidos, conclui-se que apenas a concentracdo de acido citrico

afeta significativamente a solubilidade em agua dos filmes testados.
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Figura 9 — Solubilidade (%) dos filmes obtidos com as diferentes formulagdes testadas.

Tabela 9 — Tabela ANOVA do efeito das variaveis na permeabilidade ao vapor de &gua com a equagdo que
traduz a superficie de resposta (AC- Concentragdo de acido citrico, Gly — Concentracao de glicerol.

Factor p-value
(DAC (L)
AC (Q)
(2Gly (L) 0,489
Gly (Q) 0,758
1L by 2L 0,650
R-sar 0,891
R-Ad] 0,783
Equac&o Solubilidade = 72,81 -2,58xAC + 0,033xAC +

0,11xGly + 0,008xGly - 0,009xACXGly

Na Tabela 9, pode observar-se que houve um ajustamento razoavel da funcdo quadratica que
define a superficie de resposta, e que se apresenta na Figura 9.
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Figura 10 - Efeito da concentragéo de acido citrico (g AC/ gCH) e da concentracéo de glicerol (g Gly/ g

CH) na solubilidade (%) dos filmes de quitosano.
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Observando a Figura 10, verifica-se que a solubilidade atinge valores menores para
concentragdes de &cido citrico préximas de 50%. A variacdo da solubilidade com a concentragdo de
acido citrico pode ser explicada pela existéncia de uma concentracdo de acido citrico em que existe
um maximo de ligagcbes amida entre as moléculas de quitosano e de acido citrico (proximo da
concentracdo de 50% de AC), que provoca uma solubilidade menor. Quanto maior o nimero de
grupos amina da molécula de quitosano reagirem com o acido citrico, formando uma ligacdo amida,

maior estabilidade tera a matriz do filme, dificultando a sua solubilizagao.

No caso de elevadas concentra¢des de acido citrico, 0 excesso deste composto que néo reagiu
nao foi retirado (os filmes n&o foram lavados depois de secos). Quando em excesso, 0 acido citrico
pode apresentar uma acao contraria sobre os filmes: as moléculas que ndo reagiram posicionam-se
entre as cadeias de polimero, afastando-as e por consequéncia diminuindo as suas intera¢des. Nesta
situacgdo, o efeito negativo sobrep8e-se ao positivo, e a solubilidade dos filmes é facilitada, atingindo-

se uma solubilidade total para a maior concentracéo de acido citrico testada.

H& que ter em consideracdo outro fendmeno na determinacdo da solubilidade dos filmes. O
acido citrico € uma molécula de baixo peso molecular. Ao colocar os filmes em &gua, este composto
tem grande facilidade em transferir-se da matriz do filme para a agua, sobretudo quando nao reagiu
com o polimero. Ao determinar a solubilidade ha que considerar que parte da massa que se perde diz
respeito ao acido citrico que passa para a agua e nao a quantidade de quitosano que se solubiliza.

No que diz respeito ao efeito da concentracdo de glicerol, os resultados indicam que ndo tem um
efeito significativo na solubilidade. Este facto pode dever-se a sua Unica fun¢éo, de plastificante, ndo

reagindo com o quitosano.

Capacidade de absorcdo de aqua

A capacidade de absorcdo de agua (CAA) foi determinada através da diferenca entre a massa
do filme apds vinte e quatro horas em agua e a massa do filme seco apés imersdo em agua.

Os resultados obtidos para as formulacdes testadas estéo representados graficamente na Figura
11. Ao colocar em 4gua os filmes da Run 2, Run 8 e Run 9, estes desintegraram-se totalmente, ndo
tendo sido possivel concluir o ensaio para estas formulaces.

A CAA dos filmes analisados considera-se relativamente elevada, o que pode ser justificado em

parte pela hidrofilicidade caracteristica dos filmes de quitosano.
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Figura 11 — Capacidade de absorcdo em agua (%) dos filmes obtidos com as diferentes formulagGes
testadas.

Com o objetivo de avaliar o efeito da concentragdo de &cido citrico e glicerol na CAA dos filmes
estudados, realizou-se uma analise estatistica Anova ao efeito das variaveis. Na Tabela 10 estdo

indicados os p-values resultantes dessa andlise estatistica.

Tabela 10 — Tabela ANOVA do efeito das variaveis na capacidade de absorcéo de agua (AC - acido

citrico, Guy — Glicerol).

Factor P-value
(1)AC (L)
(2)Gly (L)

Gly Q) 0,465
1L by 2L

R-sqr 0, 99

R-Adj] 0, 96

Eouac CAA = 127,29 - 1,02%AC - 1,8xGly + 0,0029xGly” +
quacdo 0,04xACXGly

Através da observagdo da Tabela 10, pode concluir-se que a concentragdo de acido citrico e
glicerol afetam significativamente a capacidade de absor¢cdo de agua dos filmes de quitosano
estudados (p-value<0,05). E também possivel verificar que se obteve um bom ajustamento do modelo

quadratico através da observacdo dos valores de R-sgr e R-Ad;.
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Figura 12 - Efeito da concentragéo de acido citrico e glicerol na capacidade de absorcéo de agua dos
filmes de quitosano.

Na Figura 12 apresenta-se um grafico do efeito da concentracdo de &cido citrico e glicerol na
CAA dos filmes obtidos. E possivel verificar que a CAA é maior para concentracdes de glicerol e
acido citrico elevadas, e visivelmente menor quando as concentracbes destas duas variaveis
diminuem.

Quando existe uma elevada concentragdo de acido citrico, existe um excesso de moléculas que
nao reagem com o polimero e que ndo sdo eliminadas. Este excesso fica disponivel para funcionar
como plastificante e estabelecer ligacdes com as moléculas de dgua. O excesso de acido citrico em
conjunto com uma elevada concentracdo de glicerol, que é um composto hidrofilico, favorecem a

entrada de dgua na matriz do filme, levando ao aumento da CAA verificado na Figura 12.

4.6.2.2. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) é considerada uma propriedade fundamental nos
filmes utilizados como revestimentos comestiveis. No caso de revestimentos para frutos como a
cereja, € desejavel que apresentem uma baixa PVA, possibilitando retardar a perda de agua dos
frutos.

Para os filmes analisados, os valores de permeabilidade ao vapor de agua obtidos encontram-se
representados graficamente na Figura 13. Na Figura 13, observa-se que a permeabilidade ao vapor

de &gua varia entre 1,45x10™*" mol.m/m?sPa (Run 10) e 4,8x10™** mol.m/m?sPa (Run 1).

Para avaliar o efeito da concentracéo de &acido citrico e glicerol na PVA, foi realizada uma analise
estatistica Anova as variaveis (Tabela 41 apresentada no Anexo VII). Nesta tabela, é visivel que nédo
se obteve um bom ajustamento do modelo quadratico. As diferentes espessuras apresentadas pelos
filmes analisados podem ter contribuido para este mau ajustamento. Existem evidéncias
experimentais que confirmam a hipétese da permeabilidade ao vapor de dgua variar com a espessura
do filme. Este efeito deve-se a absorcao de agua pelo filme, consequéncia das forcas atrativas entre
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0 polimero e a agua. Com a absorgdo de agua, a estrutura do filme altera-se, afetando a sua
permeabilidade. No interior dos filmes, a agua atua como plastificante, facilitando o seu transporte
(Marques, 2012).
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Figura 13 — Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) dos filmes obtidos com as diferentes formulagdes
testadas.

No entanto, é possivel verificar o efeito das variaveis independentes comparando os resultados
obtidos nas Runs em que uma das variaveis se manteve constante. Para isso, selecionaram-se as
Runs com uma concentracdo média de glicerol (na situagdo em que se manteve o glicerol constante)
ou concentracdo média de acido citrico (na situa¢do em que se manteve o acido citrico constante), de

forma a avaliar o efeito da varia¢@o da outra variavel. (Tabela 11).

Tabela 11- Valores de p-value obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey, as comparacdes de médias
dos valores de PVA (10-11 mol.m/m2sPa) de algumas Runs.

PVA (10™
Amostras mol.m/m2sPa) Espessura (mm) P-value
Run 8 (0% AC, 45% Gly) 29+0,5 0,081 + 0,014
0,163
Run 9 (100% AC, 45% Gly) 1,5+0,8 0,114 + 0,037
Run 10 (50% AC, 20% Gly) 1,5+0,2 0,092 + 0,028
Run 11 (50% AC, 70% Gly) 4,8+0,4 0,154 + 0,026

Através da observacdo da Tabela 11, € evidente o efeito do glicerol na permeabilidade ao vapor
de agua dos filmes analisados. A PVA é significativamente superior para concentracdes superiores de
glicerol. Este resultado justifica-se pela capacidade do glicerol se interpor entre as cadeias de
quitosano tonando a rede polimérica menos coesa, 0 que facilita a permeacdo da agua através do
filme. Também a hidrofilicidade das moléculas de glicerol pode ter contribuido para o aumento da
PVA, pois constituem pontos de interagdo para as moléculas de agua, favorecendo a sua mobilidade
através do filme. J& a concentracdo de &cido citrico ndo apresentou um efeito significativo na PVA
dos filmes com uma concentracdo média de glicerol. Este resultado pode dever-se ao facto de, com

100% de &cido citrico, o efeito plastificante devido ao excesso deste composto compensar o0 seu
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efeito como agente promotor de maior hidrofobicidade da matriz por reac¢do com os grupos amina do

guitosano, resultando numa influéncia ndo significativa no valor de PVA.

4.6.3. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos revestimentos comestiveis sao caracteristicas essenciais para
manter a integridade estrutural dos revestimentos e a protecgéo fisica dos alimentos.

Neste trabalho, realizaram-se testes extensdo e testes de perfuragdo aos filmes obtidos, de
forma a conhecer melhor as suas propriedades mecéanicas, e como se comportardo quando aplicados

como revestimentos.

46.3.1. Teste de extensao

No teste de extensdo, os filmes analisados sofreram um alongamento consideravel até a forga
exercida pelas sondas de tracéo ser suficiente para quebrar o filme. Esta condi¢c&o verificou-se para
todas as amostras analisadas com excec¢do da Run 10, cuja forga da sonda néo foi suficiente para

provocar a quebra do filme.

Na Figura 14 pode verificar-se que os valores de tensdo no ponto de rutura variaram entre 4,5
MPa (Run 4) e 34,3 MPa (Run 1). Os valores obtidos tém como média 13,9 + 8,6 MPa, valores
préximos da generalidade dos valores encontrados na bibliografia para os filmes de quitosano
(Vargas et al., 2009; Caner et al., 1988).
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Figura 14 — Tensé&o de rutura dos filmes obtidos com as diferentes formulac¢fes testadas.

Na Tabela 42 do Anexo VIl estdo indicados os p-values resultantes da andlise estatistica
realizada ao efeito da concentracdo de acido citrico e glicerol na tensdo de rutura dos filmes

analisados. O ajuste da equacéo de superficie de resposta apresentado na tabela ndo é satisfatorio.
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No entanto, é possivel verificar o efeito das variaveis independentes comparando os
resultados obtidos nas Runs em que uma das variaveis se manteve constante. Nesta situagdo néo foi
possivel comprar as Runs com uma concentracdo média de acido citrico, visto que a forca da sonda
nao foi suficiente para provocar a rutura da Run 10. Optou-se, por isso, por comparar as Runs com
uma concentracdo mais baixa de acido citrico (Run 1 e 3) e as Runs com uma concentracdo mais
elevada (Run 2 e 4), permitindo avaliar o efeito da variacdo da concentracdo de glicerol nestas duas
condicdes (Tabela 12).

Tabela 12- Valores de p-value obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey, as comparacdes de médias

dos valores de tensdo na rutura (MPa) de algumas Runs.

Tensédo de Rutura
Amostras (MPa) P-value
Run 8 (0% AC, 45% Gly) 9,2+372
0,690

Run 9 (100% AC, 45% Gly) 10,0+1,8

Run 1 (35% AC, 27% Gly) 34,3+11,7

Run 3 (35% AC, 63% Gly) 152+1,5

Run 2 (85% AC, 27% Gly) 74+1,2

Run 4 (85% AC, 63% Gly) 45 +0,8

Na Tabela 12, verifica-se que a concentracao de glicerol tem um efeito significativo na tenséo de
rutura dos filmes testados. A tens@o necesséria a rutura dos filmes é significativamente inferior para
concentracdes superiores de glicerol. Este resultado pode ser justificado pelo efeito plastificante do
glicerol, que tem a capacidade de se interpor entre as cadeias do polimero que formam a rede
polimérica tridimensional, diminuindo as for¢as intermoleculares. Este efeito diminui a resisténcia dos
filmes, sendo necessaria uma menor tensdo para que ocorra a sua rutura.

A concentragdo de acido citrico ndo apresentou um efeito significativo na tensédo de rutura dos
filmes com uma concentracdo média de glicerol (45%). Este resultado pode dever-se ao facto de,
com 100% de acido citrico, o efeito plastificante devido ao excesso deste composto se sobrepor a
maior resisténcia mecanica promovida pela reaccdo de algumas das suas moléculas com 0s grupos

amina do quitosano, resultando numa influéncia néo significativa no valor da tensé&o de rutura.

Na Figura 15, apresentam-se os valores de alongamento no ponto de rutura (%) dos filmes
testados. Observa-se que os filmes apresentaram valores de alongamento até quebrarem inferiores a
50,0%. Os valores obtidos tém como média 23,2 + 13,7%, encontrando-se dentro dos valores

consultados na bibliografia para filmes de quitosano (Vargas et al., 2009; Caner et al., 1988).
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Figura 15 — Alongamento na rutura dos filmes obtidos com as diferentes formulac¢8es testadas.

Na Tabela 43 do Anexo VIl estdo indicados os p-values resultantes da andlise estatistica
realizada ao efeito da concentracdo de acido citrico e glicerol no alongamento na rutura dos filmes

analisados. O ajuste da equacdo de superficie de resposta apresentada nesta tabela ndo é
satisfatorio.

Compararam-se o0s resultados obtidos nas Runs em que uma das varidveis se manteve

constante, tal como se realizou para a tensao de rutura.

Tabela 13- Valores de p-value obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey, as comparacdes de médias
dos valores de alongamento na rutura (%) de algumas Runs.

Amostras Alongamento (%) P-value
Run 8 (0% AC, 45% Gly) 38,5+2,7
Run 9 (100% AC, 45% Gly) 46,9+4,2
Run1l (35% AC, 27% Gly) 9,1+27
Run 3 (35% AC, 63% Gly) 31,4+5,2
Run 2 (85% AC, 27% Gly) 6,8+0,4
Run 4 (85% AC, 63% Gly) 18,0+2,3

Na Tabela 13, verifica-se que tanto a concentracdo de &cido citrico como a concentracdo de
glicerol tém um efeito significativo no alongamento na rutura dos filmes testados. O alongamento no
ponto de rutura é significativamente superior para concentragdes superiores de glicerol e acido citrico.
O plastificante escolhido (glicerol) tem a capacidade de se interpor entre as cadeias do polimero que
formam a rede polimérica tridimensional, diminuindo as forcas intermoleculares e aumentando a
mobilidade das cadeias de polimero. Quanto maior a concentracdo de glicerol presente, maior a
elasticidade do filme e consequentemente maior 0 alongamento necessario para a rutura dos filmes.
Concentracbes muito elevadas de &cido citrico podem apresentar um efeito semelhante na matriz do

filme. Quando existem moléculas de &cido em excesso, que ndo reagem com O quitosano, estas
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posicionam-se entre as cadeias de polimero, afastando-as e por consequéncia diminuindo as suas
interacdes. Quando em excesso, 0 &cido citrico apresenta um efeito semelhante ao do glicerol,
aumentando a elasticidade dos filmes e consequentemente o alongamento antes de ocorrer a sua

rutura.

O médulo de Young traduz a resisténcia que o filme oferece a deformacéo, correspondendo ao

guociente entre a tensdo e a deformagé&o na rutura.

Na Figura 16 encontram-se representados os valores médios dos mdédulos de Young obtidos a
partir das curvas de tensao/deformacédo dos filmes de quitosano, com diferentes concentracdes de
glicerol e acido citrico. Na figura, observa-se que o médulo de Young varia entre 21,4 MPa (Run 9) e
380,4 MPa (Run 1), para os filmes analisados. A maioria dos valores de Moédulo de Young obtidos
forma inferiores a 100 MPa, bastante inferiores aos valores encontrados na bibliografia consultada

para filmes de quitosano (Vargas et al., 2009; Caner et al., 1988).
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Figura 16 — Mddulo de Young dos filmes obtidos com as diferentes formulagdes testadas.
Na Tabela 14 estdo indicados os p-values resultantes da analise estatistica ao efeito da

concentracdo de 4cido citrico e glicerol no médulo de Young. Através da andlise dos p-values verifica-

se que o modulo de Young € apenas afetado significativamente pela concentracdo de glicerol.
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Tabela 14 — Tabela ANOVA do efeito das variaveis no moédulo de Young (AC - acido citrico, Guy —
Glicerol).

Factor P-value
(1)AC (L) 0,208
AC (Q 0,284
(2aly (L)
Gly (Q)
1L by 2L 0,172
R-sqr 0,89
R-Adj 0,78
Equacéo M.Young = 1914337731 - 4989890xAC - 46041xAC?

-63298832xGly + 475521xGly? +190922xACxGly

Para melhor compreender a forma como o médulo de Young € afetado pelas variaveis,

apresenta-se na Figura 17 um gréfico do mddulo de Young em funcdo da concentracdo de éacido

citrico e da concentracao de glicerol.
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Figura 17 - Grafico de superficie do efeito da concentragéo de acido citrico e glicerol no médulo de

Young dos filmes de quitosano.

Na Figura 17, observa-se que os valores do moédulo de Young diminuem com o aumento da
concentracdo de plastificante (glicerol), como seria esperado. A capacidade plastificante do glicerol
provoca uma diminuigdo nas interagfes entre as cadeias do polimero, o que diminui a sua resisténcia
a deformacéo.

Para elevadas concentra¢cbes de acido citrico, é também esperado que os valores do médulo de
Young sejam menores. Nesta situacdo, existe um excesso de moléculas deste composto que nao

reagiram e que contribuem para a diminuicdo das forcas de coesdo entre as cadeias poliméricas,
como explicado em 4.6.2.1.
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4.6.3.2. Teste de perfuragédo

No teste de perfuracéo, os filmes analisados sofreram um alongamento consideravel até a forca

exercida pela sonda ser capaz de os perfurar.

Na Figura 18 encontram-se apresentados os valores de tensdo (MPa) necessaria para se
realizar a perfuracdo de cada Run testada. Verifica-se que os valores de tensdo de perfuracéo
variaram entre 2,74 MPa (Run 3) e 8,47 MPa (Run 2), apresentando como média 4,83 +1,61 MPa. Os
valores obtidos encontram-se bastante préximos da generalidade dos valores de tensdo de
perfuracdo consultados em trabalhos realizados anteriormente com filmes de quitosano, no Instituto
Superior de Agronomia (Cordeiro, 2010; Fonseca, 2012).
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Figura 18 — Tens&o de perfurac&o dos filmes obtidos com as diferentes formulagdes testadas.

Para estudar os efeitos da concentragdo de &cido citrico e glicerol na tenséo de perfuracao dos
filmes analisados, foi realizada uma analise estatistica Anova, cujos resultados se encontram
apresentados na Tabela 44 do Anexo VII. O ajuste da equacao de superficie de resposta apresentada
nesta tabela ndo é satisfatério.

Comparam-se os resultados obtidos nas Runs em que uma das variaveis se manteve
constante. Para isso, selecionaram-se as Runs com uma concentracdo média de glicerol (na situacéo
em que se manteve o glicerol constante) ou concentracdo média de acido citrico (na situagdo em que
se manteve o0 acido citrico constante), de forma a avaliar o efeito da variagdo da outra variavel
(Tabela 15).

Na Tabela 15, verifica-se que a concentracdo de &cido citrico tem um efeito significativo na
tensdo de perfuragcdo dos filmes testados. A tenséo de perfuracéo € significativamente superior para
concentragdes superiores de acido citrico. Este facto pode ser justificado pela maior espessura do

filme com 100% de &cido, tornando-o mais resistente aquando da accao de perfuragédo.
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A concentracéo de glicerol ndo apresentou um efeito significativo na tensdo de perfuracdo dos

filmes, para uma concentragéo de 50% de acido citrico.

Tabela 15 - Valores de p-value obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey, as comparac6es de médias
dos valores de tenséo de perfuracdo (MPa) de algumas Runs.

Tenséo de
Amostras Perfuracao (MPa) Espessura (mm) P-value
Run 8 (0% AC, 45% Gly) 2,8+0,8 0,089 + 0,027
Run 9 (100% AC, 45% Gly) 4,0+0,7 0,127 + 0,041
Run 10 (50% AC, 20% Gly) 59+1,5 0,108 + 0,025
0,068
Run 11 (50% AC, 70% Gly) 50+0,7 0,159 + 0,035

A Figura 19 apresenta os valores de deformacéo de rutura (%) dos filmes de quitosano
analisados nos testes de perfuracdo. Os filmes testados sofreram uma deformacéo bastante variavel,
entre 5,32% (Run 10, formulagdo com a maior concentracdo de acido citrico) e 48,18% (Run 9,
formulagdo com a menor concentragéo de glicerol), até ocorrer a sua perfuracdo. A média dos valores
obtidos é de 21,91%+12,81%, valores proximos dos encontrados em trabalhos realizados com filmes

de quitosano, no Instituto Superior de Agronomia (Cordeiro, 2010; Fonseca, 2012).

De forma a estudar o efeito da concentrac@o de acido citrico e glicerol na deformacéo de rutura
dos filmes, realizou-se uma andlise estatistica Anova, cujos resultados se encontram apresentados
na Tabela 16.

Pela andlise da Tabela 16, conclui-se que a concentragdo de &cido citrico e a concentracdo de
glicerol afetam significativamente a deformacéo nos ensaios de perfuracéo.
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Figura 19 — Representacao grafica dos valores de deformacgéo na rutura (%).
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Tabela 16 — Tabela ANOVA do efeito das varidveis na deformacéo de rutura (%) (AC — acido citrico, Gly —

Glicerol).
Factor P-value
(WAC (L)
AC (Q)
()Gly (L)
Gly (Q) 0,060
1L by 2L 0,153
R-sqr 0,99
R-Adj 0,98
Equacio Deformag&o = 0,26 -0,0128xAC + 0,00012xAC? +

0,0064xGly -0,000061xGly? + 0,000033xACXGly

Para uma melhor compreensédo do efeito das variaveis estudadas na deformacao de rutura dos
filmes, apresenta-se na Figura 20 um gréfico do efeito da concentracdo de &cido citrico e glicerol na
deformacédo dos filmes. Observa-se que a deformacéo varia sobretudo com a concentracdo de acido
citrico. No entanto, também se verifica que os valores de deformacdo sdo um pouco maiores para
concentracbes mais elevadas de glicerol, facto que era esperado devido ao efeito plastificante deste
composto.

A diminuicdo da deformacgdo com a concentragdo de &cido citrico pode ser explicada pela
existéncia der um ponto maximo de ligagbes amida entre as moléculas de quitosano e de acido
citrico, formando uma estrutura mais coesa (0 que dificulta a deformacdo do filme). Quando a
concentracdo de acido citrico aumenta, as moléculas em excesso posicionam-se entre as moléculas
de polimero, diminuindo as interagfes entre as cadeias poliméricas (tal como explicado em 4.6.2.1) —
facilitando a deformacéo. No caso da concentra¢do de Acido citrico ser insuficiente, verifica-se outro

fenémeno semelhante: o nimero de ligagBes amida é baixo, tornando a matriz do filme mais fragil e
mais suscetivel a deformar.

R OYATREONA

Figura 20 - Grafico de superficie do efeito da concentragdo de acido citrico e glicerol na deformacao de

rutura dos filmes de quitosano.
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4.7. Selecao do tipo e concentracao de lipido

Para otimizagdo da concentragéo de lipido, elaboraram-se filmes com 4 formulagbes diferentes
(5% 6leo de girassol, 5% &acido oleico, 5% e 10% de cera de abelha, mantendo a concentracdo de
surfatante constante).

O aspeto dos filmes obtidos é apresentado na Figura 21. Realizaram-se as analises: inspecéo
visual do aspeto dos filmes e a sua resisténcia a solubilizacdo. Os resultados obtidos nesta fase
encontram-se sintetizados na Tabela 17.

a) b) c) d)

Figura 21 — Aspeto dos filmes obtidos apds a adi¢cao de um lipido
a) 5% oleo de girassol, b) 5% acido oleico, c) 5% cera de abelha d) 10% cera de abelha).
0leo de gi I, b acido olei de abelha d) 10 de abelh

Tabela 17 — Aspeto e resisténcia a solubilizagéo (filme que nédo solubilizou - v; filme que solubilizou - )

das formulagdes testadas para otimizacao da concentracao de lipido (cera de abelha/éleo de girassol).

Resisténcia a
Formulagao Aspeto solubilizacéo
(24h)
5% oleo de girassol + Filmes um pouco opacos e com algumas manchas brancas v
0,15% Tw80 P P g '
5% &cido oleico + Filmes opacos e com manchas brancas. Brilhantes, a v
0,15% Tw80 gordura é percetivel ao toque.
5% cera de abelha + Filme com uma coloracao pouco homogénea, percetivel a v
0,15% Tw80 presenca de cera
10% cero de abelha + Filme com uma coloragdo muito pouco homogénea, muito v
0,15% Tw80 percetivel a presenca de cera

Os resultados apresentados na Tabela 17 foram suficientes para prosseguir com o trabalho,
pois alguns dos filmes obtidos apresentaram caracteristicas adequadas a sua utilizagdo como
revestimento comestivel para aplicacdo a cereja. Dado o seu aspeto mais homogéneo e a sua
resisténcia a solubilizacdo apds 24 horas em agua, foram selecionadas as formulag6es de 5% 6leo
de girassol + 0,15% Tw80 (OI+T) e 5% cera de abelha + 0,15% Tw80 (C+T) para prosseguir com o
trabalho. A cada uma destas solucdes foi adicionado o extrato aquoso de carqueja (CA), tendo-se

obtido quatro solugdes de revestimento para aplicacdo a cereja (OI+T, OI+T+CA, C+T, C+T+CA).
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Seguidamente, realizou-se a caracterizacdo das quatro formulacdes selecionadas em termos
de viscosidade, bem como da morfologia, das propriedades 6ticas, higroscopicas e mecéanicas dos
respectivos filmes.

4.8. Solucoes filmogénicas para 0s revestimentos

4.8.1. Anélise reoldgica das solucdes

Este teste teve como objetivo efetuar uma caracterizagdo reolégica das quatro formulagées
selecionadas de revestimento para aplicagédo a cereja (OI+T, Ol+T+CA, C+T, C+T+CA). Estes testes

visam entender as propriedades de escoamento das solu¢des na altura de aplicagéo aos frutos.

Para a analise reoldgica das solu¢des filmogénicas, foi realizado um teste de escoamento, com o
objetivo de analisar a viscosidade das solu¢gdes quando submetidas a uma gama de taxas de
deformac&o entre 0 s™ e 800 s™. A Figura 22 e a Figura 23 representam graficamente as curvas de
escoamento das solucdes analisadas a 20°C e 40°C, respetivamente. Foram utilizadas estas
temperaturas para a realizacdo do ensaio, com o intuito de perceber o comportamento das solugbes a
temperatura ambiente (temperatura de aplicacdo dos revestimentos) e a temperatura de secagem
dos filmes. Para além das quatro solu¢des de revestimento selecionadas, foi também analisada a
viscosidade de uma solugdo-base (2% de quitosano (m/v), 50% &acido citrico (m/m CH) e 50% glicerol

(m/m CH)), sem a adi¢cdo do componente lipidico.

1 10 100 1000

®C+T

w

g o TR X C+T+CA

;%;;;%i%i%%%%;;% AOHT

gﬂ L

= XOI+T+CA
X sem lipido

0,01

log y' (1/s)

Figura 22 — Curvas de escoamento das cinco solu¢gdes analisadas a 20°C
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Figura 23 — Curvas de escoamento das cinco solugcdes analisadas a 40°C

Na Figura 22 e na Figura 23 verifica-se que todas as formula¢bes analisadas apresentaram
valores de viscosidade baixos, adequados a aplicagdo na superficie dos frutos. Tal como esperado, a
viscosidade é menor a temperatura mais elevada (40°C), em todas as solu¢Bes analisadas.

Através da observacado das curvas de escoamento, pode concluir-se que as solu¢des analisadas
apresentam um comportamento praticamente newtoniano, pois a sua viscosidade pouco variou com a
taxa de deformacgéo (has taxas de deformacdo estudadas). As curvas de escoamento apresentadas
séo praticamente lineares para taxas de deformacéo entre 0 s'e800s™.

Através da comparagdo das curvas de escoamento da solugdo sem lipido, com as restantes
solugdes, conclui-se que a presenca de um componente lipidico ndo afetou de forma expressiva a

viscosidade. Relativamente a presenca de carqueja, verifica-se que a sua adicdo provocou uma
ligeira diminui¢éo da viscosidade para a maioria das soluges.

4.8.2. Analise por microscopia eletronica de varrimento (SEM) dos filmes
obtidos

Para estudar a morfologia dos filmes, foi realizada uma analise SEM a superficie e seccéo de
corte dos filmes.

Na Figura 24 sdo apresentadas as imagens da superficie dos filmes com uma ampliacdo de
1000x.

Através da observacdo da figura, € possivel verificar que todas as amostras apresentam uma
superficie semelhante. As linhas que se observam na superficie dos filmes correspondem a sulcos ja
existentes nas placas de Petri que foram utilizadas para a sua secagem. Observa-se que a amostra 1
(sem lipido) apresenta um aspeto um pouco mais homogéneo que as restantes; Na amostra 2, as
areas mais escuras sao provavelmente depressdes, possivelmente resultantes de goticulas de 6leo
gue se encontravam a superficie e evaporaram.
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Figura 24 — Imagens da superficie dos filmes obtida por microscopia eletrénica de varrimento, com uma
ampliacdo de 1000x (1: amostra sem lipido; 2: OI+T; 3: OI+T+CA; 4: C+T; 5: C+T+CA)

A presenga de extrato de carqueja (amostras 3 e 5) ndo € visivel na superficie dos filmes.

Na Figura 25 apresentam-se imagens da secgéo de corte dos filmes com uma ampliagdo de

700x. O corte dos filmes realizou-se com azoto liquido para preservar a estrutura dos filmes.
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Figura 25 — Imagens da seccdo de corte dos filmes obtida por microscopia eletrénica de varrimento, com
uma ampliagdo de 700x (1: amostra sem lipido; 2: OI+T; 3: OI+T+CA; 4: C+T; 5: C+T+CA)

Na Figura 25, observa-se um aspeto mais distinto das amostras entre si, em relacéo a perspetiva
apresentada na Figura 24.

A amostra 1 (amostra sem lipido) apresenta uma estrutura bastante densa e homogénea,
enquanto que as amostras com lipido na sua composicdo (6leo de girassol ou cera de abelha)
mostram algumas irregularidades. Quanto mais baixo o ponto de fuséo do lipido, mais facil a emulséo
e as goticulas sdo mais pequenas — 0 que se verifica nas amostras 2, 3, 4 e 5. As amostras 2 e 3 com
Oleo de girassol (liquido a temperatura ambiente) apresentam goticulas de pequenas dimensdes seu
interior, enquanto que as amostras 4 e 5 com cera de abelha (sélida a temperatura ambiente)

apresentam particulas sdlidas de cera de maior dimenséo.
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A formacédo de goticulas de lipido e o seu desenvolvimento durante a secagem do filme, pode
prejudicar o aspeto e a funcionalidade do filme, pois cria uma descontinuidade na matriz polimérica e
consequentemente aumenta a heterogeneidade interna e de superficie.

Novamente a presenca de extrato de carqueja ndo é visivel (amostras 3 e 5), 0 que leva a

concluir que esteja completamente dissolvido.

4.8.3. Propriedades oticas dos filmes obtidos

4.8.3.1. Cor

O modelo de cores L*a*b* permite estudar a diferenca de cor provocada pelos filmes nas
cartolinas coloridas. A Tabela 18 apresenta os valores da diferenca de cor (AE) entre as cartolinas

coloridas e as amostras de filme sobre as cartolinas.

Tabela 18 — Diferenga de cor (AE) entre as cartolinas padrao e os filmes sobre as cartolinas.

AE
Amarelo Verde Vermelho
Ol+T 14 10 13
Ol+T+CA 21 16 12
C+T 12 7 12
C+T+CA 13 9 7

Através da analise da Tabela 18, é possivel concluir que os filmes obtidos revelaram alteracdes
da cor detetaveis pelo olho humano (AE>3), sobre as cores estudadas. Os valores de AE sdo
superiores a 6 em todas as cores testadas, logo pode concluir-se que os filmes alteram

significativamente a cor das cartolinas.

Tabela 19 — P-values obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey , relativo aos valores de AE obtidos

pelos varios filmes analisados sobre as cartolinas de 3 cores (amarelo, verde e vermelho).

Comparagdo de médias dos P-value
valores de AE Amarelo Verde Vermelho
Com/sem composto lipidico 0,558 0,230 0,556
Com/sem carqueja 0,257 0,207 0,196
Oleo de girassol/cera de abelha 0,293 0,254 0,360

ApOs a realizacdo de um teste de comparacédo de médias de Tukey, em que se compararam 0s
valores de AE obtidos em 4.6.1.e neste ponto do trabalho, e cujos resultados se apresentam na
Tabela 19, conclui-se que: nem a incorporacdo de um lipido nos filmes testados, nem a adigdo de

extracto de carqueja, alteraram significativamente os valores de AE para as trés cores testadas.
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Comparando os valores de AE obtidos para filmes com 6leo de girassol e para filmes com cera de

abelha, conclui-se que as diferengas também nédo sao significativas.

Para uma melhor interpretacdo dos resultados, apresenta-se um grafico das amostras
analisadas (C+T e C+T+CA, OI+T e OI+T+CA) no plano a*b*. Na Figura 26, pode observar-se que os
pontos correspondentes aos filmes analisados sobre as cartolinas afastam-se um pouco dos pontos
correspondentes as cartolinas padrao. Tal facto vem confirmar as conclusdes de que os filmes

alteram a cor das cartolinas.

E possivel verificar que a aplicacdo de carqueja as formulacdes, alterou de forma mais abrupta a
cor das amostras com 6leo (OI+T) que a cor das amostras com cera (C+T). Entre as amostras com
cera (C+T) e as amostras com 6leo (OI+T) verifica-se que apresentam valores de a* e de b* bastante

distintos, aproximando-se com a introduc¢éo da carqueja nos dois casos (C+T+CA e Ol+T+CA).

Revestimentos C+T e C+T+CA Revestimentos OI+T e OI+T+CA
80 80
60 - 60 -
7/ 4
20 4 @ 40 1 - .x
// //
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-40 - \\)t 40 - \\X
-60 - -60 -
-80 - -80 -
a* a*
OC+T OC+T+CA XCartolinas ©0I+T OOI+T+CA ¥%Cartolinas
a) b)

Figura 26 — Representacdo grafica dos resultados experimentais do plano a*h* das amostras a) C+T e
C+T+CA e b) OI+T e OI+T+CA.

4.8.4. Propriedades higroscopicas dos filmes obtidos

4.8.4.1. Solubilidade e capacidade de absorcédo de agua

Na Figura 27, encontram-se apresentados os valores médios de solubilidade (%) das amostras
testadas, quando colocadas 24 horas em agua. Na figura, verifica-se que as amostras que mais se
solubilizaram foram as que contém cera na sua composicao (C+T e C+T+CA). Verifica-se também um

efeito da carqueja adicionada no aumento da solubilidade dos filmes. Uma hipétese que explica este
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resultado é que a carqueja tera facilidade em abandonar a matriz do filme e a passar para a agua,
guando o filme é colocado em agua. A cera tera também uma maior facilidade em passar para a
agua, pois as suas particulas encontram-se menos dispersas no interior do filme que no caso do 6éleo

(tal como comentado em 4.8.2.).
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Figura 27 — Solubilidade das amostras de filmes das formula¢des aplicadas a cereja.

Consultando a Tabela 20, observa-se que os diferentes filmes analisados ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo a solubilidade. Pode concluir-se que o tipo de lipido incorporado e

a presenca e auséncia de carqueja ndo provocam diferencas significativas na solubilidade dos filmes.

Tabela 20 - Resumo dos valores médios de solubilidade, desvios padrao e respetivos p-values, obtidos
no teste post-hoc de ANOVA, Tukey.

Formulacéo Solubilidade (%) p-value
Ol+T 29,6 +4,3
0,982
OI+T+CA 305+1,1
C+T 31,1+4,4
0,212
C+T+CA 36,8+ 1,7
Ol+T 29,6 +4,3
0,930
C+T 31,1+4,4
OI+T+CA 305+1,1
0,156
C+T+CA 36,8+ 1,7

Comparando estas amostras com as amostras analisadas em 4.6.2.1. (sem a incorporacdo de
um composto lipidico) é notério que a solubilidade dos filmes aumentou com a incorporacdo de um
lipido nas formulacdes (sem considerar as amostras que se solubilizaram totalmente no ponto
4.6.2.1.). Observando o p-value (relativo ao teste estatistico de comparacdo de médias de Tukey)
apresentado na Tabela 22, um pouco mais a frente, verifica-se que esta diferenca nos valores de
solubilidade é significativa. Em geral, devido a natureza hidrofébica dos lipidos, estes tendem a
provocar uma diminuicdo na solubilidade do filme. No entanto, a adicdo de um lipido a formulagéo
filmogénica pode introduzir descontinuidades na matriz de quitosano, enfraquecendo a matriz e

facilitando a desintegracao do filme em agua. Esta situacéo € ainda mais evidente no caso da cera de
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abelha, pois esta encontra-se menos dispersa no interior do filme, criando descontinuidades ainda
maiores na matriz. Esta hip6tese permite explicar o aumento de solubilidade verificado nos filmes de

quitosano com a adicdo de um composto lipidico.

Na Figura 28 verifica-se que todas as amostras testadas apresentam uma capacidade de
absorcdo de agua (CAA) semelhante, embora a amostra C+T+CA tenha apresentado valores

significativamente superiores, como se pode comprovar na Tabela 21.
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Figura 28 — Representacao gréfica dos valores médios da capacidade de absor¢éo de agua (%) das

amostras de filmes das formulag¢des aplicadas a cereja.

Verifica-se que a amostra C+T+CA apresentou uma capacidade de absor¢cdo de agua
significativamente superior as restantes amostras (Figura 28 e Tabela 21). Tal resultado podera estar
relacionado com o facto da cera de abelha e da carqueja introduzirem descontinuidades na matriz de
quitosano, sendo mais facil as moléculas de agua penetrarem na matriz e fixarem-se nessas

descontinuidades.

Tabela 21 - Resumo dos valores médios de capacidade de absor¢ado de agua, desvios padrédo e

respetivos p-values, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey.

Formulacao CAA (%) p-value
OolI+T 113,21 +11,0
0,999
OI+T+CA 112,8+5,4
C+T 112,1 £8,5
C+T+CA 148,7 £ 18,6
Ol+T 113,1+11,0
0,999
C+T 112,1 £8,5
OI+T+CA 112,8+5,4
C+T+CA 148,7 £ 18,6

Comparando estes resultados com os obtidos em 4.6.2.1. (sem a presenca de um composto

lipidico), verifica-se que a capacidade de absorcdo de &gua dos filmes de quitosano é
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significativamente superior quando existe um lipido incorporado (como se observa na Tabela 22).
Este resultado podera estar relacionado com a hipétese apresentada anteriormente, de que a adigao

de um lipido a formulacdo filmogénica podera introduzir maiores descontinuidades na matriz,

facilitando a entrada de agua no filme e a sua fixacédo nessas descontinuidades.

Tabela 22 — Comparacédo da solubilidade e capacidade de absorcdo de agua (CAA) com e sem a adigéo de

um componente lipidico a formulacéo e respetivos p-values, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey.

Sem daincorporagdo de  Apds aincorporagdo de um

um componente lipidico componente lipidico PELDE
Solubilidade 26,6 +7,7% 32,0 +4,0%
CAA 96,63 + 3,9% 121,7 +18,0

4.8.4.2. Permeabilidade ao vapor de agua

Com o intuito de diminuir a permeabilidade ao vapor de agua dos revestimentos a aplicar a
cereja, foi incorporado um composto lipidico na sua formulagao. Comparando os valores obtidos no
ponto 4.6.2.2. deste trabalho (permeabilidade ao vapor de agua dos filmes sem um lipido
incorporado), com os valores obtidos neste ponto (apés a incorporacdo de um composto lipidico na
formulacdo), é visivel que a PVA aumentou apés a incorporagcdo do lipido - tal resultado vem
contrariar o esperado. Uma possivel explicacdo para os resultados obtidos relaciona-se com
espessura dos filmes. Apds a incorporacdo do lipido, a espessura dos filmes aumentou
consideravelmente. Como comentado anteriormente neste trabalho (ponto 4.6.2.2.), pensa-se que a
PVA aumenta com o0 aumento da espessura dos filmes. Observando o valor de p-value relativo ao
teste estatistico de comparagdo de médias de Tukey, apresentado na Tabela 23, confirma-se que
essa diferenca é significativa.

Outra possivel explicacdo para o aumento da PVA com a introducdo de um lipido, € o facto
da presenca do lipido provocar zonas de maior difusdo em redor das particulas do mesmo. Estas
zonas maior difusdo podem compensar o aumento do caminho de difuséo provocado pelas particulas

de lipidos impermeaveis, resultando numa maior PVA (Alves et al., 2010).

Tabela 23 — Comparacédo dos valores de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) com e sem a adi¢do de

um componente lipidico a formulagéo e respetivos p-values, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey.

PVA (10
mol.m/m2sPa) Espessura (mm) P-value
Sem da |ncorpora_g:a}0_de um 25404 0,085 + 0,018
componente lipidico
Apos a |ncorpora_g:qo_de um 30+14 0,125 + 0,047
componente lipidico
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Na Figura 29, observam-se os valores médios de permeabilidade ao vapor de agua obtidos para

as amostras correspondentes aos revestimentos que se aplicaram a cereja. Na Figura 29, é possivel

observar que as amostras com cera na sua composi¢do (C+T e C+T+CA) apresentam valores mais

elevados de permeabilidade.

PVA (10-11 mol.m/m2sPa)

Ool+T

C+T+CA

Figura 29 — Representacdo grafica dos valores médios de permeabilidade ao vapor de agua, das

amostras de filmes das formulagdes aplicadas a cereja.

Consultando a Tabela 24, onde sdo apresentados o0s p-values obtidos no teste de

comparacao de médias de Tukey, confirma-se que a diferenca observada na PVA entre os filmes com

cera de abelha e oleo de girassol

€ significativa. Este resultado podera estar relacionado com o

resultado observado em 4.8.4.1., de que os filmes com cera de abelha apresentam uma maior

capacidade de absorcdo de 4gua. Como comentado anteriormente neste ponto, uma maior absor¢éo

de agua pelos filmes provoca um aumento no seu coeficiente de difusdo, tornando o filme mais

permeavel a agua.

Tabela 24 - Resumo dos valores médios de permeabilidade ao vapor de 4gua, desvios padrao e

respetivos p-values, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey.

Formulagdo  PVA (10™ mol.m/m2sPa) Espessura (mm) p-value
OlI+T 2,7+1.2 0,124 + 0,04
0,620
OlI+T+CA 3,2+0,6 0,156 + 0,07
C+T 52+0,6 0,142 + 0,04
0,731
C+T+CA 59+0 0,202 + 0,07
Ol+T 2,7+0,1 0,124 + 0,04
C+T 52+0,7 0,142 + 0,04
Ol+T+CA 3,2+0,6 0,156 + 0,07
C+T+CA 59+0 0,202 + 0,07
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4.8.5. Propriedades mecanicas dos filmes obtidos

4.8.5.1. Teste de extensao
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Figura 30 — Representacao gréafica dos valores médios de tensao de rutura no teste de extensao, das

amostras de filmes das formulagdes aplicadas a cereja.

Na generalidade, os filmes de quitosano sdo bastante frageis, dada a sua reduzida
espessura. Na Figura 30, verifica-se que as amostras em que a componente lipidica utilizada foi o
Oleo, exigiram uma maior tensdo para provocar a sua rutura do que os filmes em que foi utilizada a
cera. Apesar disso, através da observacdo dos p-values apresentados na Tabela 25, conclui-se que
essa diferenga néo é significativa. Também néo se verificaram diferencas significativas nos casos em
que se adicionou extrato de carqueja as formulagdes.

Estes resultados permitem concluir que o tipo de lipido incorporado (cera ou 6leo) e a presenca

ou auséncia de carqueja, nao conferem grandes diferencas na tensdo de rutura dos filmes.

Tabela 25 - Resumo dos valores médios de tensao de rutura na extenséo, desvios padrédo e respetivos p-
values, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey.

Formulacao Tensé&o de Rutura (MPa) p-value
Ol+T 71+21
0,978
OI+T+CA 6,7+1,9
C+T 57+18
0,891
C+T+CA 47+1,4
OlI+T 71+£2,1
0,632
C+T 57+18
OI+T+CA 6,7+1,9
0,388
C+T+CA 4,7+1,4

Na Figura 31 estdo apresentados os valores de alongamento no ponto de rutura dos filmes
analisados. Todas as amostras apresentaram valores de alongamento ndo muito elevados, no

entanto é visivel que as amostras com 6leo (OI+T e OI+T+CA) apresentaram valores de alongamento
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superiores. Para além disso, a maioria das amostras apresentaram valores de alongamento variaveis,

0 que é visivel através dos elevados desvio-padrédo apresentados.
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Figura 31 — Representacao gréafica dos valores médios de alongamento no ponto de rutura (%) das

amostras de filmes das formulag¢8es aplicadas a cereja.

Na Tabela 26, estao indicados os valores médios de alongamento na rutura, respetivos desvios-
padrédo e p-values resultantes do teste de Tukey de comparacdo de médias. Da andlise da Tabela 26,
pode concluir-se que apenas as amostras OI+T+CA e C+T+CA apresentam valores médios de
alongamento na rutura significativamente diferentes. No entanto, a amostra Ol+T+CA apresentou um
valor de alongamento significativamente superior e a amostra C+T+CA um valor significativamente
inferior as restantes amostras analisadas.

Tabela 26 - Resumo dos valores médios de alongamento na rutura, desvios padréo e respetivos p-values,
obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey.

Formulacao Alongamento na Rutura (%) p-value
Ol+T 12,8+5,4
0,204
OlI+T+CA 19,8+8,3
C+T 8,0+3,9
0,997
C+T+CA 72+ 13
Ol+T 12,8+5,4
0,591
C+T 8,0+3,9
OlI+T+CA 19,8+8,3
C+T+CA 7,2+ 1,3

Na Figura 32 apresentam-se os valores médios do modulo de Young no ponto de rutura, para as
amostras analisadas. Nesta figura, observa-se que os valores mais elevados foram obtidos pelas
amostras que continham cera (C+T e C+T+CA).

E possivel verificar se esta diferenca é significativa através da analise dos p-values
apresentados na Tabela 27, obtidos num teste de comparacédo de médias de tukey. Como nenhum p-
value apresentado € menor que 0,05, considera-se que as diferengcas nos valores do médulo de

Young das diferentes amostras ndo sdo significativas (para o nivel de significAncia considerado).
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Figura 32 — Representacdo grafica dos valores médios do Médulo de Young no ponto de rutura, das

amostras de filmes das formulacdes aplicadas a cereja.

Tabela 27 - Resumo dos valores médios do Médulo de Young no ponto de rutura, desvios padréo e

respetivos p-values, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey.

Formulacéao Médulo de Young (MPa) p-value
Ol+T 60,2 +22,1
0,276
Ol+T+CA 36,5+ 10,6
C+T 81,0 £ 26,6
0,821
C+T+CA 67,6 £ 24,0
Ol+T 60,2 +22,1
0,473
C+T 81,0 £ 26,6
Ol+T+CA 36,5+ 10,6
0,164
C+T+CA 67,6 £ 24,0

Comparando estes resultados com os obtidos em 4.6.3.1. (sem a incorpora¢cdo de um composto

lipidico), verifica-se que todos os parametros analisados neste teste (tensédo, alongamento de rutura e

moédulo de Young) diminuiram consideravelmente com a incorporagdo de um lipido nos filmes. Ao

consultar os p-values apresentados na Tabela 28, confirma-se que esta diminuicdo &
Estes resultados permitem concluir que a adicdo de um composto lipidico

traduz-se na obtengé&o de filmes menos coesos e menos resistentes & deformacéao.

significativa.

a solucdo filmogénica

Tabela 28 — Comparacgao dos parametros obtidos no teste de extenséo (tenséo, alongamento de rutura e

Modulo de Young) com e sem a adicdo de um componente lipidico a formulagao e respetivos p-values,
obtidos no teste post-hoc de ANOVA,

Tukey.

Sem daincorporacéo de um

Apos aincorporacdo de um

componente lipidico componente lipidico Pl
Tensé&o de rutura 16,7 + 4,2 Mpa 6,2 + 2,0 MPa
Alongamento de rutura 20,3+10,4% 128+7,4%

Médulo de Young 102,7 £ 53,1 MPa

62,3 + 29,5 MPa
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4.85.2. Teste de perfuragédo

Na Figura 33, observa-se que todas as amostras testadas apresentaram valores de tensdo de

perfuracao bastante proximos.
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Figura 33 — Representacao gréafica dos valores médios de tensao de perfuragédo (MPa), das amostras de

filmes das formulacdes aplicadas a cereja.

As amostras que contém cera ha composi¢édo (C+T e C+T+CA) apresentaram valores de tensdo
de perfuracéo ligeiramente mais elevados, no entanto, tais diferengas néo sao significativas (como se
pode observar através dos p-values na Tabela 29. Em relacdo a adicdo de carqueja a solugéo
filmogénica, verifica-se que também ndo conferiu diferengas significativas & tensdo necesséaria a
perfuracdo dos filmes (0 que também se pode confirmar através da observacdo dos p-values

apresentados na Tabela 29).

Tabela 29 - Resumo dos valores médios de tensédo de rutura no teste de perfuracdo, desvios padréo e

respetivos p-values, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey.

Formulacao Tenséo de Rutura (MPa) p-value
Ol+T 2,6+0,6
0,912
OlI+T+CA 2311
C+T 2,6+0,7
0,890
C+T+CA 2,9+0,9
Ool+T 26+0,6
0,999
C+T 2,6+0,7
Ol+T+CA 23+1,.1
0,484
C+T+CA 2,9+0,9

Estes resultados permitem concluir que o tipo de lipido incorporado e a presenca de carqueja
nos filmes, ndo implicam grandes diferencas na tenséo necessaria a perfuracao dos filmes.

Na Figura 34 encontram-se apresentados os valores médios de deformacg&o no ponto de rutura
para as amostras analisadas. Através da observacdo da figura, verifica-se que os valores obtidos

para as diferentes amostras foram bastante semelhantes.
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Figura 34 — Representacao grafica dos valores médios de deformacao (%) no teste de perfuracao, das
amostras de filmes das formula¢des aplicadas a cereja.

Pela observacédo dos p-values apresentados na Tabela 30, conclui-se que apenas as amostras
OI+T+CA e C+T+CA apresentaram diferencas significativas entre si, em relagdo a deformacéo
provocada no teste de perfuragdo. No entanto, observando os valores de alongamento na rutura (%)
obtidos para estas amostras e os respetivos desvios-padrdo, conclui-se que esta diferengca néo é

relevante.

Tabela 30 - Resumo dos valores médios de deformacéo no teste de perfuragdo, desvios padréo e
respetivos p-values, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey.

Formulacéo Alongamento na Rutura (%) p-value
Ol+T 55+0,1
0,317
OI+T+CA 54+0,2
C+T 5,6+0,2
0,972
C+T+CA 56+ 0,2
OlI+T 55+0,1
0,873
C+T 5,6 +0,2
OI+T+CA 54+0,2
C+T+CA 56+ 0,2

Considera-se, entdo, que o alongamento na rutura obtido no teste de perfuracdo nao é
significativamente influenciado pelo tipo de componente lipidico adicionado (cera de abelha ou 6leo

de girassol), nem pela presenca ou auséncia de carqueja nas formulacgdes.

Comparando estes resultados com os obtidos em 4.6.3.2. (sem a incorporacdo de um composto
lipidico), verifica-se que, quer a tensdo de rutura, quer a deformacgdo na rutura, diminuiram
significativamente com a incorporacao de um lipido nos filmes (p-values da comparacéo estatistica
apresentados na Tabela 31). Estes resultados vém confirmar o que facilmente se observa ao
manusear as amostras: a incorporacdo de um componente lipidico torna os filmes mais rigidos e

consequentemente menos resistentes a deformacao, quebrando com mais facilidade.
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Tabela 31 — Comparacgado dos parametros obtidos no teste de perfuragao (tensdo e deformacgao de rutura)
com e sem a adigcdo de um componente lipidico a formulacgéo e respetivos p-values, obtidos no teste
post-hoc de ANOVA, Tukey.

Sem daincorporacdo de um Apos aincorporacdo de um
e Capy P-value
componente lipidico componente lipidico
Tensé&o de rutura 4,8 + 0,85 MPa 2,6 £ 0,82 MPa
Deformagéo de rutura 14,7+1,9% 55+£0,2%

4.9. Estudo sobre o impacto da aplicacao dos revestimentos
selecionados na conservacao da cereja

Apbds a selecdo das quatro formulacdes de revestimento com as caracteristicas mais
apropriadas para aplicagdo a cereja (OI+T, OI+T+CA, C+T, C+T+CA), e da sua respetiva
caracterizagdo, prosseguiu-se a aplicacéo das formulagfes aos frutos sobre a forma de revestimento.
De seguida, foi realizado um ensaio de conservagdo durante 28 dias, avaliando-se o efeito da
aplicacéo dos revestimentos a cereja, assim como a sua contribuicdo para a conservagdo deste fruto
(durante os 28 dias de conservacédo). Para isso avaliaram-se os pardmetros de cor, perda de massa,
textura e teor de solidos sollveis, ao longo do tempo de conservagdo (cujos resultados sao
apresentados em seguida). Realizou-se também, em duas datas diferentes, uma contagem de
bolores e leveduras e uma andlise sensorial aos frutos, de modo a perceber se os diferentes
revestimentos contribuem positivamente para a conservacdo dos frutos, assim como a sua
aceitabilidade pelo consumidor.

Ao longo deste capitulo serdo, entdo, apresentados os resultados obtidos durante o ensaio de
conservagdo realizado as cerejas ap6s a aplicacdo dos revestimentos OI+T, OI+T+CA, C+T e
C+T+CA.

4.9.1. Cor (antes e depois da aplicacdo do revestimento)

A Tabela 32 apresenta os valores da diferenga de cor (AE) entre as amostras de cereja antes da
aplicacdo dos revestimentos e depois da aplicagdo. Em todas as amostras verificaram-se alteracfes
detetaveis pelo olho humano (AE>3), ap6s a aplicagéo dos revestimentos.

Os valores de AE s&o também superiores a 6 em todas as amostras analisadas, logo conclui-se

que a aplicacdo dos revestimentos nas cerejas altera significativamente a sua cor.

Tabela 32 — Diferenga de cor (AE) entre as amostras revestidas e antes da aplicagdo dos revestimentos.

Amostra AE
C+T
C+T+CA
Ol+T 12
OI+T+CA 7
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Na Figura 43 (Anexo VIII), encontra-se uma representacao grafica no plano a*b* das amostras
de cereja analisadas, antes e depois da aplicacdo dos revestimentos (C+T, C+T+CA, OI+T,
OI+T+CA). Através da analise da figura, é possivel verificar que existem diferencas nos valores de a*

e de b* para a mesma amostra, antes e depois da aplicacao dos revestimentos.

Na Tabela 45 e
Tabela 46 (Anexo VIII), apresentam-se os valores de p-value obtidos no teste de comparacgéo de

médias de Tukey relativamente aos parametros a* e b* da cor, respetivamente. Nestas tabelas
observa-se que a Unica amostra que apresenta diferencgas significativas dos parametros a* e b* apés
a aplicacao dos revestimentos, € a amostra OI+T.

E também possivel verificar, através da andlise da Figura 43 em conjunto com a Figura 45, que
todas as amostras apresentam um valor de saturagéo da cor (C*) menor depois da aplicagdo dos
revestimentos, a excecdo da amostra OI+T. Na Tabela 48 (Anexo VIII), apresentam-se os p-values
obtidos no teste de comparagcdo de médias de Tukey relativamente ao parametro saturagédo da cor
(C*). Através da observacéo dos valores, conclui-se que a Unica amostra que apresentou diferencas

significativas na saturacdo apés a aplicacdo dos revestimentos, foi a amostra OI+T.

Em relacdo a matiz da cor (h°), pode observar-se na Figura 43 em conjunto com a Figura 46, que
todas as amostras apresentaram uma pequena diminui¢do no valor deste parametro, depois de terem
sido aplicados os revestimentos. Na Tabela 49 (Anexo VIII), apresentam-se os p-values obtidos no
teste de comparacédo de médias de Tukey relativamente a matiz da cor (h°). Através da observacao
da tabela conclui-se que nenhuma das amostras apresentou diferencas significativas na matiz da cor,
apos a aplicacao dos revestimentos.

Outro pardmetro da cor, a luminosidade (L*), foi também analisado nas amostras. Na Figura 44
(Anexo VIII), observa-se que todas as amostras apresentaram diferengas na luminosidade apos a
aplicacdo dos revestimentos, com excecdo da amostra C+T+CA, em que o valor deste parametro
diminuiu. Na Tabela 47 (Anexo VIII), apresentam-se os p-values obtidos no teste de comparacédo de
médias de Tukey relativamente a este pardmetro. A Unica amostra que apresentou diferencas
significativas apds a aplicagdo dos revestimentos, foi a amostra OlI+T+CA.

4.9.2. Perda de massa

Os valores de perda de massa (%) obtidos para as cerejas sem revestimento (CT) e com
revestimentos (C+T, C+T+CA, OI+T, OI+T+CA), em ambiente refrigerado, estdo representados

graficamente na Figura 35.

69



Pela analise da Figura 35, pode observar-se que a perda de massa (%) ao longo dos 28 dias do
ensaio ndo é muito elevada, o que foi evidente através observacdo do aspeto das cerejas no
vigésimo oitavo dia do ensaio de conservacao.
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Figura 35 - Representacdo grafica dos valores de perda de massa (%) obtidos para as amostras de cereja

sem revestimento (controlo) e com revestimentos comestiveis.

Observa-se que a perda de massa é menor no caso dos revestimentos que contém carqueja
(C+T+CA, OI+T+CA), face ao mesmo revestimento sem carqueja (C+T, OI+T). Uma possivel
justificacdo para este resultado é o facto de a carqueja apresentar um efeito bioativo protetor,
contribuindo para o controlo do desenvolvimento microbiol6gico. Ao estarem menos expostos a uma
maior atividade microbiana, os frutos apresentam uma menor degradagédo e consequentemente uma
menor perda de massa.

As cerejas que apresentaram maior perda de massa foram, ao contrario do que se esperava, as
cerejas revestidas com cera (C+T). Tal facto ndo se esperava, pois a incorporacdo de cera de abelha
nos revestimentos tem como funcdo proporcionar uma barreira ao vapor de agua, prevenindo a
desidratacdo dos frutos. Este facto poderd estar relacionado com o efeito da difusdo através do
revestimento ser favorecida nas formulages com cera (C+T e C+T+CA), como explicado

anteriormente no ponto 4.8.4.2.

A maior parte das cerejas revestidas (C+T+CA, OI+T, OI+T+CA) registou menores perdas de
massa (%) que as cerejas sem revestimento (CT), embora os valores obtidos nédo difiram muito para
todas as amostras analisadas. Face a estes resultados, pode concluir-se que a maioria dos
revestimentos testados contribuiu para o controlo da perda de massa (%) das cerejas em ambiente
refrigerado e, mais evidente ainda, que a presenca de carqueja nos revestimentos aumentou o efeito
positivo no controlo da perda de massa. Ha que ter em conta que o reduzido ndmero de repetigfes

neste ensaio possa comprometer a validade das conclusdes efetuadas.
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4.9.3. Textura

Com o objetivo de avaliar as alteracbes de textura na cereja ao longo do tempo de
conservacdo, foi realizado um teste de perfuracdo, de forma a medir a forca de resisténcia oferecida
pelas cerejas a sua penetracao.

Os valores médios da tensdo de perfuracdo (MPa) obtidos para a cereja sem revestimento
(controlo - CT) e revestida (C+T, C+T+CA, OI+T, OI+T+CA) estdo representados graficamente na

Figura 36.
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Figura 36 - Valores médios da tenséo de perfuragao (kPa) das amostras de cerejas.

Pela observacao da Figura 36 verifica-se que os valores médios da tenséo de perfuracdo (MPa)
foram relativamente heterogéneos durante o tempo do ensaio. Pode observar-se que a partir do
vigésimo segundo dia de conservacao os valores meédios da tensdo de perfuragao registaram valores

ligeiramente mais elevados.

Ao longo do ensaio de conservacao, registaram-se valores de tensdo de perfuracdo entre 1,2
MPa e 1,5 MPa. Pode observar-se na figura que o valor minimo registado corresponde a amostra

OI+T e 0 maximo registado a amostra C+T.

A Tabela 50 (Anexo IX) apresenta o resumo dos valores de p-value, obtidos no teste post-hoc de
ANOVA, Tukey, relativamente a andlise dos valores médios da tensao de perfuracdo. Pela analise
dos p-values apresentados, verifica-se que ndo se registaram diferencas significativas nos valores
médios de tensdo de perfuragdo dos diferentes revestimentos ao longo dos dias de observagédo do

ensaio.

Pode concluir-se que a aplicacdo de revestimentos de quitosano a cereja ndo afetou

significativamente a tensdo de perfuracdo. Relativamente ao tipo de lipido incorporado ou da
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incorporagéo de carqueja aos revestimentos utilizados, ndo se pode afirmar que tenham afetado
significativamente a tenséo de perfuracao, pois ndo é apresentada nenhuma evidéncia estatistica que
o0 comprove. Estes resultados levam a concluir que nenhum dos revestimentos aplicados influenciou a

firmeza das cerejas ao longo do ensaio de conservagéo.

49.4. Teor de sélidos solUveis

Os valores médios do teor de sélidos sollveis, obtidos para as amostras de cerejas durante o

ensaio de conservacdo, estao apresentados graficamente na Figura 37.
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Figura 37 - Grau brix das amostras de cerejas (CT, C+T, C+T+CA, OI+T, Ol+T+CA) ao longo do tempo de
conservagdo (dias).

Verifica-se que ao longo de todo o ensaio ndo houve grandes alteragfes ao nivel do teor de
sélidos sluveis para as diferentes amostras.

Os valores médios de grau brix (%) registados variam entre 16,1% e 25,0% ao longo dos 28
dias do ensaio. O valor minimo registado (°Brix = 16,1%), verifica-se para a amostra de cerejas
revestidas com 6leo e carqueja incorporada (Ol+T+CA), no sétimo dia do ensaio de conservagédo. O
valor méaximo (°Brix = 25,0%) corresponde a amostra de cerejas revestidas com 6leo (OI+T), ao fim
de 28 dias de conservacéo.

Seria de esperar um aumento mais evidente do grau brix (%) ao longo do ensaio de
conservacgdo, para todas as amostras, dado que verificou-se alguma perda de massa ao longo dos 28
dias. Esta perda de massa corresponde sobretudo a 4gua perdida pelos frutos, o que pressup8e um

aumento do seu teor de sdlidos soluveis, traduzido por graus brix (%).

A Tabela 51 (Anexo IX) apresenta o resumo dos valores de p-value, obtidos no teste post-hoc de

Anova de Scheffé, relativamente a determinacdo do grau brix (%). Neste caso, optou-se pela
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realizacdo de um teste de Scheffé em vez de um teste de Tukey, devido ao baixo nuimero de

repeticdes para cada amostra (trés repeticées).

Observando os p-values apresentados na Tabela 51 (Anexo IX), verifica-se que todos os
revestimentos aplicados apresentam diferencas de grau brix (%) significativas, em algum momento do
ensaio de conservacdo. Uma possivel explicacdo para os resultados obtidos (um pouco confusos e
contraditorios) é que o efeito da grande variabilidade da matéria-prima sobrepde-se ao efeito do
tempo de conservacdo, no qual o grau de desidratacdo registado foi bastante reduzido,

correspondente a uma perda de agua abaixo dos 6% (Figura 35).

4.95. Crescimento de Bolores e Leveduras

A Tabela 33 apresenta os valores relativos ao célculo do numero provavel de coldnias por grama

de produto

Tabela 33 — Resumo do nimero provavel de bolores e leveduras por grama de produto obtidos na
determinagdo efetuada no dia 7 e no dia 22 do ensaio de conservacéo.

Amostra dia7 dia 22
CT 4,0 x 10° UFC/g 1,1 x 10* UFC/g
C+T <100 UFC/g <100 UFC/g
C+T+CA <100 UFCl/g 2,0 x 10> UFC/g
ol+T <100 UFClg 1,9 x 10° UFC/g
Ol+T+CA <100 UFC/g <100 UFC/g

Na Tabela 33, pode constatar-se o efeito antifingico dos revestimentos aplicados. No primeiro
dia de contagem (sétimo dia do ensaio de conservacao), apenas a amostra sem revestimento (CT)
apresentava a presenca de col6nias nas placas de contagem. No vigésimo segundo dia do ensaio de
conservacgdo, para além da amostra controlo (CT), também as amostras revestidas OlI+T e C+T+CA

mostravam a presenca de colénias, embora em nimero menor.

Estes resultados permitem ainda tirar algumas conclusfes sobre o efeito antifingico da carqueja:
as amostras que continham carqueja ndo apresentaram presenca de bolores e leveduras significativa
(a excegdo da amostra C+T+CA no segundo dia de contagem, que apresentou um valor baixo,

proximo do limite de dete¢do do método).

4.9.6. Analise Sensorial

A Figura 38 representa graficamente as classificacdes médias de cada uma das amostras, em
relagéo aos atributos analisados nas provas sensoriais, realizadas nos dias 1 e 11 do ensaio de

conservagao.
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O resumo dos resultados obtidos nas provas sensoriais, em relacdo aos atributos estudados

para todas as amostras, pode ser consultado na Tabela 52 do Anexo X.

Observando a Figura 38 verifica-se que relativamente a “homogeneidade de cor”, a amostra de
cerejas sem revestimento (CT) foi a que obteve uma classificacdo mais elevada no primeiro dia de
prova. A classificacdo mais baixa verificou-se para a amostra Ol+T+CA. Os provadores classificaram
de forma semelhante as amostras nos dois dias em que se realizaram as provas (dia 1 e no dia 10),
com excepcao da amostra CT em que se verificou uma diminuigdo no valor atribuido ao parametro

“homogeneidade da cor”.

Relativamente a “intensidade da cor”, verifica-se que as amostras obtiveram classificacdes
bastante semelhantes (entre 3 e 4), com excec¢éo da amostra controlo (CT) que foi classificada como

tendo uma cor bastante intensa (5,3) no dia 1 do ensaio de conservacao.

Relativamente a “percegao do revestimento”, verifica-se que a amostra controlo (CT) obteve uma
classificac@o notoriamente mais baixa que no caso das cerejas revestidas, 0 que permite concluir que
a existéncia de revestimento é facilmente detetada pelos provadores. Entre os revestimentos
aplicados, néo se verificam grandes diferencas nas classificagdes em relagdo ao parametro em causa

(no entanto a amostra C+T+CA foi a classificada como a mais percetivel).

Quanto ao atributo “brilho”, as amostras sem revestimento (CT) obtiveram classificagbes
visivelmente superiores. Entre as amostras revestidas ndo se verificaram grandes diferencas na
pontuacdo, para o mesmo dia de analise. No entanto, para as amostras revestidas, verifica-se um

aumento na classificagé@o do brilho ao longo do ensaio de conservacéo (do dia 1 para o dia 10).

Verificou-se que em relagdo ao paradmetro “acidez” todas as amostras analisadas obtiveram
classificacbes semelhantes na prova sensorial. Poderiam esperar-se valores mais elevados nas
amostras revestidas, devido a presencga de acido acético na sua composi¢do, mas tal ndo se
verificou.

Quanto ao atributo “sabor estranho”, a classificagdo média registada é baixa, sendo a amostra
controlo a que obteve as classificacdes mais reduzidas (entre 1,2 e 1,4). Todas as amostras

revestidas obtiveram classificacdes entre 1,5 e 2,1.

Os parametros “apreciacao global” e “intencdo de compra” obtiveram classificagées bastante
semelhantes para as mesmas amostras, o que traduz a sua forte relacéo. As amostras controlo (CT)
obtiveram classificagfes notavelmente superiores as amostras revestidas, nos dois parametros em
causa. Em relagcdo a amostra controlo (CT), notou-se uma diminuigdo da “apreciagao global” e da
“intengao de compra” a medida que o tempo de conservagdo aumentou (do dia 1 para o dia 10).
Verificou-se o0 contrario na maioria das amostras revestidas (com excecao da Ol+T), em que a
classifica¢@o nestes pardmetros foi menor no dia 10. De entre os revestimentos aplicados, as

classificacBes pouco diferiram, tendo obtido valores entre 2,6 e 3,7.
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Figura 38 - Representacao gréfica das classificagdes médias dos atributos estudados nas provas

sensoriais realizadas para todas as amostras de cerejas revestidas.
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A Tabela 34 e a Tabela 35 apresentam os p-values, obtidos no teste post-hoc de Anova, Tukey,
relativamente as classificagbes atribuidas nos pardmetros “apreciagéo global” e “intengdo de compra”
das amostras.

Tabela 34 - Resumo dos valores de p-value obtidos a partir do teste post-hoc de ANOVA, Tukey, as

classificag6es médias atribuidas a “apreciagao global”’ das amostras.

P-values
Tempo de Conservacgéao (dias)
Amostras
1 10
C+T 0,867
C+T+CA 0,999
CT
OlI+T 0,119 0,976
Ol+T+CA 0,867
C+T+CA 1,000 0,976
C+T
Ol+T 0,993 0,999
Ol+T OI+T+CA 0,999 0,999

Pela andlise da Tabela 34, verifica-se que, a exce¢éo do primeiro dia de provas (dia 1), as
amostras nao registaram diferencas significativas nos valores médios das classificagcfes atribuidas a
“apreciacao global’. Relativamente & prova efetuada no primeiro dia do ensaio de conservacéo,
verifica-se que a amostra de uvas controlo (CT), obteve uma classificacao significativamente superior
na apreciacao global relativamente a maioria das outras amostras de uvas.

Pela andlise dos p-values apresentados na Tabela 35, verifica-se que, a excecao do primeiro dia
de provas (dia 1), as amostras também nao registaram diferencgas significativas nos valores médios

das classificagdes atribuidas a “intengéo de compra”.

Tabela 35 - Resumo dos valores de p-value obtidos a partir do teste post-hoc de ANOVA, Tukey, as

classificagoes atribuidas a “inteng¢ao de compra” das amostras.

P-values
Tempo de Conservacdao (dias)
Amostras
1 10

C+T 0,997
C+T+CA 1,000

CT
Ol+T 0,919
Ol+T+CA 0,093 0,919
C+T+CA 1,000 0,997

C+T
Ol+T 1,000 0,999
Ol+T Ol+T+CA 0,999 1,000

No primeiro dia de prova, a amostra de uvas controlo (CT) obteve uma classificagdo
significativamente superior no paradmetro “apreciagdo global” relativamente a maioria das outras

amostras de uvas.
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Conclui-se, entdo, que se verificaram diferencgas significativas nas classificagdes da “apreciacao

global” e da “intengdo de compra” no primeiro dia de prova, mas nao no segundo (décimo dia do
ensaio de conservacao). Tal resultado podera resultar do facto de no primeiro dia do ensaio de
conservacao, as cerejas controlo apresentarem um aspeto “fresco”, tendo sido classificada com
valores elevados. No décimo dia do ensaio de conservacéo, as cerejas controlo apresentavam um
aspeto menos “fresco”, pelo que o painel de provadores classificou com valores mais baixos a sua
apreciagéo global e a sua intengdo de compra, ndo se distinguindo significativamente das

classificacdes dadas as cerejas revestidas nestes parametros.

4.9.7. Anélise Multivariada

Com vista a uma andlise global dos resultados, submeteram-se a uma analise multivariada os
parametros fisico-quimicos e sensoriais estudados anteriormente, mais especificamente a uma

andlise de componentes principais e uma andlise de cluster.

Na Tabela 37 apresentam-se os valores préprios para as diferentes variaveis em analise. A
analise de componentes principais permite observar que as duas primeiras componentes justificam

mais de 80% variabilidade total. Como se pode observar na Tabela 37, a primeira componente é

explicada pela homogeneidade da cor (HC), intensidade da cor (IC), percecéo do revestimento (Prev),

brilho (Bri), sabor estranho (Estranho), apreciagéo global (ApG) e intencdo de compra (InCom).

Considera-se que a segunda componente esta relacionada com o sabor acido (Ac) e com a perda de

massa (PM), que embora ndo tenham valores préprios em médulo superiores a 0,7, apresentam

valores muito proximos.

Tabela 36 — Eigenvalues da matriz de correlagdes e estatisticas relacionadas (variaveis ativas apenas)

Eigenvalue % Total - variance  Cumulative - Eigenvalue = Cumulative - %

5,32980 59,22004 5,32980 59,22000
1,88295 20,92170 7,21276 80,14170
1,11684 12,40937 8,32960 92,55110
0,41019 4,55763 8,73979 97,10870
0,16281 1,80904 8,90260 98,91780
0,07910 0,87888 8,98170 99,79670
0,01647 0,18297 8,99817 99,97960
0,00183 0,02036 9,00000 100,00000
0,00000 0,00001 9,00000 100,00000

Optou-se por se realizar a analise de componentes principais as amostras analisadas no quarto

e nodécimo dia do ensaio de conservacgdo, de forma a reunir os resultados obtidos nos dois dias de
analise sensorial com todos os outros pardmetros estudados (exceto a contagem de bolores e

leveduras).
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Tabela 37 - Valores préprios das variaveis.

Variaveis Factor 1 Factor 2
PM 0.130025 -0.641344
HC -0.807688 0.540831
IC -0.718039 0.631207

Prev 0.898388 0.051101
Bri -0.880866 -0.412647

Ac 0.196532 0.670612
Estranho 0.776494 0.362083
ApG -0.983132 -0.163981
InCom -0.976634 0.010359
*Brix 0.275021 0.109296
*Doce -0.108835 0.024321

A Figura 39 apresenta uma projecao das variaveis (figura a) e das amostras (figura b) no plano
definido pelas duas primeiras componentes principais. Na Figura 39a, é possivel observar que a
maioria das variaveis é explicada de forma mais notavel pela primeira componente. Apenas as

varidveis perda de massa e sabor acido séo explicadas pela segunda componente.

Na Figura 39b, verifica-se a presenca de quatro grupos homogéneos. Em relacéo as variaveis
explicadas pela primeira componente, as amostras controlo (CT4 e CT10) encontram-se associadas a
uma melhor aceitacéo do consumidor (maior apreciagéo global e maior intencdo de compra) e a um
maior brilho. As amostras revestidas (C+T, C+T+CA, OI+T, OI+T+CA) encontram-se associadas a
uma maior percecao do revestimento e ao sabor estranho. Este facto permite concluir que a aplicacdo
de revestimentos comestiveis de quitosano as cerejas é facilmente detetada pelo consumidor e ndo

apresenta uma mais-valia na melhoria do sabor e aspeto dos frutos.

Factor2 :20.92%

Factor2:20 02%

1.0 I o r P, o Active 25
e 22 oo o3 oy Suppl. 4 & T & 5 4 3 2 4 0 12 3 4,
Factor 1 : 59.22% Actie

@)

Facor1: 59.22% (b)
Figura 39 - Projecédo das variaveis (a) e das amostras (b) no plano definido pelas duas primeiras

componentes principais.
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Em relacdo a perda de massa, variavel explicada pela segunda componente, verifica-se apenas
uma diviséo entre o quarto dia e o décimo dia (como seria previsto, o décimo dia foi 0 que apresentou
uma maior perda de massa). Neste caso, ndo se verifica uma distincao entre as amostras revestidas
e as nao revestidas. Pode concluir-se, entdo, que os revestimentos aplicados ndo apresentaram
influéncia relativamente a este parametro. O mesmo se verifica em relacéo ao sabor acido, pois as
amostras do dia 10 apresentam um sabor menos acido que as do dia 4, ndo havendo distincdo entre
as revestidas e as nao revestidas. Tal facto seria previsivel, pois ao longo do tempo de conservagéo

ocorreu 0 amadurecimento das cerejas, logo uma diminuicdo do seu sabor acido.

Através da analise de componentes principais, pode concluir-se de forma global que os

revestimentos de quitosano testados nao tiveram uma boa aceitacéo pelo consumidor.

Ainda relativamente a analise multivariada, realizou-se também uma analise de dendrograma
(cluster analysis), que veio confirmar os resultados obtidos através da andlise de componentes
principais.

A Figura 40 apresenta um dendrograma relativo as amostras de cereja analisadas (CT, C+T,
C+T+CA, OI+T, OI+T+CA), no quarto e no décimo dia do ensaio de conservagao.

Nesta analise, verifica-se a formacédo de dois grupos a uma distancia euclidiana de cerca de 8,
separando apenas a amostra CT4 de todas as restantes. A restante amostra controlo (CT10) é
separada das amostras revestidas a uma distancia euclidiana de 5, o que permite concluir que as
amostras revestidas ndo sdo muito diferentes entre si.

A distancias euclidianas inferiores (cerca de 4) as amostras separam-se novamente, agrupando-
se de acordo com o dia de analise (dia 4 ou dia 10). S6 a uma distancia euclidiana de cerca de 3 é
que ocorre a separagdo das amostras de acordo com o tipo de composto lipidico incorporado, éleo ou
cera de abelha. A separacdo das amostras cujo revestimento contém carqueja das que ndo contém
este componente, ocorre a valores muito baixos, a uma distancia euclidiana de 1 (ou valores

inferiores).

Linkage Distance
~

OL+T10 C+T+CA10 OL+T+CA4 C+T+CA4 CT10
OL+T+CA10 C+T10 OL+T4 C+T4 CT4

Figura 40 - Dendrograma das amostras de cereja no quarto dia décimo dia do ensaio de conservagao.
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A analise de cluster confirma o que foi observado na andlise de componentes principais:
verificou-se que os parametros estudados foram mais influenciados pelo dia de analise que pelo tipo
de revestimento aplicado as cerejas.

Com o objetivo de entender o efeito da carqueja nos parametros analisados, realizou-se uma

nova analise de dendrograma incluindo mais dias de observacédo na analise (dia 1, 4, 10, 22 e 28).

w
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Figura 41 - Dendrograma das amostras de cereja no dia 1, 4, 10, 22 e 28 do ensaio de conservagao.

A Figura 41 permite observar a influéncia da carqueja nos parametros estudados, pois as Unicas
amostras do vigésimo oitavo dia que ndo sdo agrupadas no primeiro grupo, sdo as que contém
carqueja (OL+T+CA28 e C+T+CA28). Este facto permite concluir que a presenca de carqueja nos

revestimentos estudados confere efeitos benéficos na conservagéo da cereja.
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5. CONCLUSOES

Numa fase preliminar, foram testados cinco acidos diferentes como solvente para o quitosano.
Verificou-se que a solucao de acido acético a 1% (v/v) (pH=2, 57) apresentou os melhores resultados
em termos de dissolucdo do polimero e caracteristicas dos filmes formados, tendo sido a selecionada

para prosseguir com o estudo.

Os resultados do ensaio de optimizagdo das concentra¢des de acido citrico e de glicerol nas
solugBes permitiram selecionar as concentragfes de 50% de acido citrico e de 50% de glicerol para
prosseguir com o estudo. Selecionaram-se estas concentraces por corresponderem a situacao em
que se apresentaram caracteristicas mais apropriadas nos filmes estudados: reduzida solubilidade,

reduzida CAA e melhores propriedades mecéanicas.

Os estudos do tipo e concentragdo de lipido a adicionar a solucéo filmogénica conduziram a
escolha das seguintes formulacdes:
(i) cera de abelha (5%), surfatante (0,15% de tween80 (m/m)) e 1% de extrato de carqueja;
(ii) 6leo de girassol (5%), surfatante (0,15% de tween80 (m/m)) e 1% de extrato de carqueja.
Os resultados obtidos relativamente aos respectivos filmes obtidos permitiram concluir:
e A presenca de um lipido nos filmes provocou uma alteracao significativa na maioria dos
parametros estudados.
e Contrariamente ao que seria esperado, a presenca de um lipido aumentou a solubilidade,
a capacidade de absorcdo de 4gua e a permeabilidade ao vapor de &gua. Tais resultados
poderdo ser explicados pelo aumento da espessura dos filmes (na presenca de um
composto lipidico) e pela forma como o lipido se encontra distribuido na matriz do filme.
e A presenca de um lipido nos filmes diminuiu a resisténcia a extensao e perfuragéo, os
filmes ficaram menos plasticos e mais quebradicos.
e A presenca de extracto de carqueja ndo implicou altera¢gdes significativas nas

caracteristicas estudadas

A aplicacéo de revestimentos compdsitos bioactivos com as formulagdes referidas anteriormente
permitiram diminuir a perda de massa e o desenvolvimento de bolores e leveduras durante a
conservacdo sob condicdes de refrigeracdo a 4°C durante 28 dias.

A incorporacao de extratos de carqueja nos revestimentos comestiveis de quitosano foi positiva
no controlo do desenvolvimento de bolores e leveduras na cereja.

No entanto, a presenca dos revestimentos foi detetada pelos provadores, que 0s consideram
uma desvantagem na aparéncia dos frutos (diminui¢cdo do brilho e da homogeneidade da cor). Sendo
a aparéncia um fator decisivo na compra dos alimentos, teriam que se realizar algumas altera¢cfes na

aplicacéo e secagem dos revestimentos para que fosse vantajosa a sua utilizagdo a escala industrial.
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6. PROPOSTAS DE TRABALHO FUTURO

Em sintese, este trabalho contribuiu para um melhor entendimento dos filmes de quitosano no
que diz respeito as suas propriedades de cor, higroscépicas, mecénicas, reoldgicas e estruturais.

Seria porém interessante estudar os seguintes aspetos em trabalhos futuros:

- Estudar se o &cido citrico ndo desempenha alguma funcéo reticulante quando adicionado a

filmes de quitosano;

- Testar outros métodos de secagem dos revestimentos nos alimentos;

- Testar outros componentes lipidicos que proporcionem uma melhor barreira ao vapor de agua;

- Estudar o comportamento destes revestimentos em outros frutos;

- Estudar o efeito da incorporagdo de outros componentes antifiingicos nos revestimentos de

quitosano.
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ANEXOS

Anexo |I: Composicdo da cereja

Tabela 38 — Composi¢éo da cereja (Prunus avium L.) (adaptado de Silva & Alarcdo, 1999)

100g da parte edivel

. Tabelas Variedades Portuguesas (1963)
Composicéo Tabelas da
Inglesas
Espanhola | Francesa | Funddo | ltaliana | FAO (1949/54)
(1992)
Parte edivel 100 90 85 76 87
Agua 82,8 80 84,2 83,7 82,7 83,4
Azoto total 0,14
Proteina 0,9 0,8 0,9 0,9 0,8 1,1
Gordura 0,1 0,8 0,8 0,4 0,7 0,4
Glicidos 115 14,5 12 13,7 13
Valor Energético (Kcal) 48 70 60 63 63 60
Amido 0
Glucose 59
Frutose 53
Sacarose 0,2
Maltose 0
Lactose 0
Celulose 0,2 0,3 0,2 0,3 0,2 0,5
Lenhina Vest.
Cinza total 0,5 0,46 0,43 0,45 0,5
Minerais:
Sédio 1
Potassio 210
Célcio 13 12 12 16 16 18
Magnésio 10
Foésforo 21
Ferro 0,2
Cobre 0,07
Zinco 0,1
Enxofre 7
Cloro Vest.
Manganés 0,1
Selénio -1
lodo Vest.
Vitaminas:
Retinol 0
Caroteno 25 Vest. 65 208 250 372
Vitamina D 0
Vitamina E 0,13
Tiamina/B1 0,03 0,033 0,041 0,032 0,05 0,05
Riboflavina/B2 0,03 0,055 0,067 0,042 0,063 0,06
Niacina/PP 0,2 0,2 0,2 0,4 0,2 0,4
Triptofano 0,1
Vitamina B6 0,05
Vitamna B12 0
Folato 5
Pentotenato 0,26
Biotina 0,4
Vitamina C 11 2 2 1 0,5 8
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Anexo ll: Curvas de tensdo - deformacdo, durante a extensdo dos filmes
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Figura 42 — Gréaficos da tensdo em fun¢do do alongamento, durante a extensdo das amostras
analisadas (11 Runs)



Anexo lll: Ficha de prova de analise sensorial

Analise Sensorial de Cerejas
Ficha De Prova
Amostra:

Avalie os seguintes parametros de acordo com a escala de ordem crescente:
1 = Nada intenso 2 = Ligeiro 3 = Moderado

4 = Forte 5 = Intenso 6 = Muito intenso

e Homogeneidade da cor

ATRIBUTO: Aspeto geral

1 2
¢ Intensidade da cor ‘ | ‘ ‘ | | | | ‘ ‘ |
1 2
e Percecdo do Revestimento ‘ | ‘ ‘ | | | | ‘ ‘ |
1 2
» Brio N N O N N O
ATRIBUTO: GOSTO
Acid
" N S N N B
» Doce N N N O (N i N o
-+ Estranho N N N O N i N o
e Apreciacao global
1 2
e Intencdo de compra | | | | ‘ ‘ | | ‘ ‘ ‘
1 2

Observacoes:
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Anexo IV: Imagens dos filmes obtidos com diferentes concentracdes de

acido citrico adicionado
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Anexo V: Aspeto dos filmes obtidos nos ensaios preliminares ao
delineamento experimental

1,5% CH 2% CH

Teste 1

Teste 2

Teste 3

Teste 4

92




Teste 5

Teste 6

Teste 7

Teste 8
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Anexo VI: Resultados da analise estatistica realizada a alguns parametros

da cor (Runs centrais)

Tabela 39 — P-values do teste post-hoc de Anova, Tukey, em que sdo comparadas as médias dos
valores de saturacédo (C*) das cartolinas padrdo com as médias dos valores de saturagédo dos

filmes (Runs centrais) sobre as cartolinas correspondentes.

Amostra p-value

Filme sobre branco

Padréo branco

Filme sobre amarelo

Padréo amarelo

Filme sobre vermelho

Padrao vermelho

Filme sobre verde

Padréo verde

Tabela 40 — P-values do teste post-hoc de Anova, Tukey, em que sdo comparadas as médias dos
valores da matiz da cor (h°) das cartolinas padrédo com as médias dos valores de saturacdo dos
filmes (Runs centrais) sobre as cartolinas correspondentes.

Amostra p-value

Filme sobre branco

Padrao branco

Filme sobre amarelo

Padrdo amarelo

Filme sobre vermelho

Padrao vermelho

Filme sobre verde

Padréao verde
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Anexo VII: Resultados da analise estatistica ANOVA realizada a alguns

parametros para otimizacdao da concentracdo de acido citrico e glicerol

Tabela 41 — Tabela ANOVA do efeito das variaveis na permeabilidade ao vapor de aguacom a

equacdo que traduz a superficie de resposta (AC- Concentragao de acido citrico, Guy —

Concentragéo de glicerol.

Factor P-value
(DAC (L) 0,101
AC (Q) 0,268
(2)Gly (L) 0,908
Gly (Q 0,620
1L by 2L 0,875
R-sqr 0,58
R-Ad] 0,07
PVA = -0,000000006 - 0,00000000005xAC + 0,0000000000014xAC?
Equacéo +0,0000000002xGly - 0,0000000000023%Gly? -

0,00000000000064xACxGly

Tabela 42 — Tabela ANOVA do efeito das variaveis na tenséo de rutura (AC — acido citrico, Gly —

Glicerol).
Factor P-value
(1AC (L) 0,169
AC(Q) 0,139
(2)Gly (L) 0,115
Gly (Q) 0,868
1L by 2L 0,258
R-sqr 0,74
R-Adj 0,42
Equaco TensdoExt. = 56879553 - 100476xAC - 4148xAC” -
1081883xGly + 2000xGly* + 9480xACXGly

Tabela 43 — Tabela ANOVA do efeito das varidveis no alongamento na rutura (AC — &cido citrico,

Gly — Glicerol).
Factor P-value
(DAC (L) 0,535
AC(Q) 0,105
(2)Gly (L) 0,547
Gly (Q) 0,096
1L by 2L 0,636
R-sqr 0,76
R-Ad] 0,47
Equacio Alongamento = -0,69 - 0,00§1><AC +0,000072xAC? +
0,042xGly -0,00038%Gly” - 0,000057xACxGly
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Tabela 44 — Tabela ANOVA do efeito das variaveis na tenséo de perfuracdo (AC — acido citrico, Gly

— Glicerol).
Factor P-value
(L)AC (L) 0,296
AC(Q) 0,398
(2)Gly (L)
Gly (Q) 0,435
1L by 2L 0,328
R-sqr 0,73
R-Adj 0,45
Equacéo TensédoPerf. = 4629072 + lZE‘;OlSXAC - 381xAC? - 110395xGly +
1401xGly? -1398xACxGly
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Anexo VIIl: ParAmetros da cor antes e depois de aplicados os

revestimentos a cereja

30

20 - .
%0 .

10 - A7

o
*
D
\

-10 A

-20 A

-30 -
a*

OC+T OC+T+CA AOI+T XOI+T+CA

Figura 43 — Representacao gréfica dos resultados experimentais do plano a*b* das amostras de

cereja antes da aplicac&o dos revestimentos (a vermelho) e depois da aplicagé@o dos revestimentos

(a azul).

Tabela 45 - Resumo dos valores de p-value, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey,

relativamente a analise do parametro a* da cor.

Amostra p-value

C+T antes da aplicagao

0,997
C+T depois da aplicacéo
C+T+CA antes da aplicagéo
) ] 0,991
C+T+CA depois da aplicagéo
OI+T antes da aplicacao
OI+T depois da aplicagéo
Ol+T+CA antes da aplicacao
0,961

OI+T+CA depois da aplicagéo
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Tabela 46 - Resumo dos valores de p-value, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey,

relativamente a analise do parametro b* da cor.

Amostra p-value

C+T antes da aplicagéo

C+T depois da aplicacéo 0,997

C+T+CA antes da aplicagéo

C+T+CA depois da aplicacao 0,991

OI+T antes da aplicagéo

OI+T depois da aplicagéo

OI+T+CA antes da aplicagao

OI+T+CA depois da aplicacéo 0,961
27
26 —
25 —
24 I
23 1 ———— —
N 1 B
21 - T T T )

C+T C+T+CA Ol+T OI+T+CA
B | * antes da aplicacéo do revestimento
L* depois da aplicacéo do revestimento

Figura 44 - Luminosidade (L) das amostras de cereja antes e depois da aplica¢cdo dos quatro
revestimentos (C+T, C+T+CA, OI+T, OI+T+CA).

Tabela 47 - Resumo dos valores de p-value, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey,

relativamente a analise dos valores de luminosidade (L).

Amostra p-value

C+T antes da aplicagao

0,527
C+T depois da aplicacéo
C+T+CA antes da aplicagéo

0,996
C+T+CA depois da aplicacao
OI+T antes da aplicacao

0,446

OI+T depois da aplicagéo

OI+T+CA antes da aplicacao

OI+T+CA depois da aplicagao




25

20

15

10

C+T C+T+CA OI+T OI+T+CA

B C* antes da aplicagao do revestimento

C* depois da aplicacéo do revestimnto

Figura 45 - Saturacao da cor (C*) das amostras de cereja antes e depois da aplicagdo dos quatro

Tabela 48 - Resumo dos valores de p-value, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey,

revestimentos (C+T, C+T+CA, OI+T, OI+T+CA).

relativamente a analise dos valores de saturagéo da cor (C¥).

Amostra p-value

C+T antes da aplicagéo

. . 0,997

C+T depois da aplicagéo
C+T+CA antes da aplicagéo

0,989
C+T+CA depois da aplicagao
OI+T antes da aplicacao

0,001
OI+T depois da aplicacao
OI+T+CA antes da aplicacéo

0,967

OI+T+CA depois da aplicacdo

16
14
12
10

o N A~ OO ©

11

C+T C+T+CA Ool+T Ol+T+CA

mh° antes da aplicag&o do revestimento

h° depois da aplicagdo do revestimnto

Figura 46 - Valores de matiz de cor (h°) das amostras de cereja antes e depois da aplicac&o dos

guatro revestimentos (C+T, C+T+CA, OI+T, OI+T+CA).
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Tabela 49 - Resumo dos valores de p-value, obtidos no teste post-hoc de ANOVA, Tukey,

relativamente a analise dos valores de matiz da cor (h?).

Amostra p-value

C+T antes da aplicagao

] ) 0,516
C+T depois da aplicagéo
C+T+CA antes da aplicagéo
) ] 0,884
C+T+CA depois da aplicagéo
OI+T antes da aplicacao
] ] 0,131
OI+T depois da aplicagao
Ol+T+CA antes da aplicacao
0,999

OI+T+CA depois da aplicacao
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Anexo IX: Resultados da analise estatistica realizada a alguns parametros

avaliados durante e o ensaio de conservacao da cereja

Tabela 50 - Resumo dos valores de p-value obtidos a partir do teste post-hoc de ANOVA, Tukey,

relativamente a analise dos valores médios de tenséo de perfuragédo (MPa).

P-value
R Tempo de Conservacgéao (dias)
1 4 7 10 15 20 22 28

C+T 0,623 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,999

C+T+CA 0,999 1,000 0,999 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

cr Ol+T 0,766 0,673 0,124 1,000 1,000 1,000 0,973 1,000
OlI+T+CA 0,271 0,999 0,999 0,999 0,999 0,999 1,000 1,000

CaT C+T+CA 0,999 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,834
Ool+T 1,000 1,000 0,946 0,999 0,993 1,000 0,999 0,640

OI+T | OI+T+CA 1,000 0,999 0,979 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Tabela 51 — Resumo dos valores de p-value, obtidos no teste post-hoc de ANOVA de Scheffé,
relativamente a determinacgéo do grau brix (%).

P-values
Tempo de Conservacao (dias)
Amostras
1 4 7 10 15 20 22 28
C+T 1,000 0,263 1,000 1,000 0,994 0,913
C+T+CA 1,000
CT
O+T 0,088 0,088
O+T+CA 1,000 0,370 0,370 0,741
C+T+CA 0,990
C+T
O+T 1,000 0,088 0,088 0,370
O+T O+T+CA 1,000 1,000 0,999
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Anexo X: Resumo dos resultados obtidos na prova sensorial

Tabela 52 - Resumo dos valores médios atribuidos pelos provadores as amostras de cereja para

os diferentes atributos, nos dias 1 e 10 do ensaio de conservagéo.

Aspeto Geral

Homogegoeridade ea Intensidade da cor ':s\r/:ﬁ%?:n?g Brilho
dial dia 10 dial dia 10 dial dia 10 dial dia 10
Ol+T 34 3,9 3,3 3,8 4,5 4,5 31 2,0
Ol+T+CA 31 34 3,3 3,6 4,4 4,8 3,0 2,3
C+T 3,6 3,9 3,4 3,8 4,3 49 2,1 1,6
C+T+CA 4,5 4,0 3,9 4,0 2,6 3,9 24 1,7
CT 4,0 53 3,3 5,3 1,2 1,0 4,0 4,8
Gosto
Acido Doce Estranho
dial dia 10 dial dia 10 dial dia 10
Ool+T 2,1 2,3 3,6 3,1 1,5 1,6
OlI+T+CA 1,8 2,6 3,1 3,4 1,7 1,6
C+T 2,8 2,8 2,8 2,6 1,5 1,9
C+T+CA 2,3 2,8 31 2,9 15 2,1
CT 2,4 2,2 2,2 34 1,4 1,2
Outros
Apreciagéo Global Intencdo de compra
dial dia 10 dial dia 10
Ol+T 3,3 3,2 2,8 2,7
Ol+T+CA 31 2,9 2,8 3,0
C+T 3,1 2,7 3,1 2,6
C+T+CA 3,7 2,7 3,7 2,6
CT 3,9 4,7 3,6 4,7
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