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RESUMO

Filmes de revestimento a base de amido tém sido utilizados na conservacdo de
alimentos no intuito de diminuir o acimulo de residuos sélidos e minimizar a poluicdo. A
eficiéncia de biofilmes pode ser melhorada com incorporacdo de nanoparticulas de prata
(AgNPs). O objetivo desta pesquisa foi extrair amido de Dioscorea alata L. e D. altissima
Lam. para desenvolver filmes incorporados com AgNPs biogénicas para revestimento e
conservagdo de alimentos in natura. Os amidos extraidos foram caracterizados quanto ao
rendimento, morfologia e tamanho dos granulos, composicdo fisico-quimica, propriedades
tecnoldgicas, toxicidade in vitro e analise microbioldgica. Na elaboracdo dos filmes de amido
foi utilizado glicerol como plasticizante. Os filmes foram caracterizados visualmente em
MEV, AFM, DRX, FTIR. O amido promissor foi selecionado para producdo de filmes de
revestimento incorporados com solucdo coloidal de AgNPs, do Banco de Nanoparticulas da
Colecdo de Culturas DPUA/UFAM. Os filmes foram avaliados quanto as propriedades
tecnoldgicas e atividade antimicrobiana. A aplicacdo dos filmes foi feita por imersao de frutos
de camu-camu [Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh] na solugéo filmogénica. Os frutos foram
examinados para observacdo da perda de peso, determinacdo da prata residual nos frutos e
analises fisico-quimicas. O amido de D. alata e D. altissima ndo sdo toxicos, tém rendimento
promissor e propriedades funcionais e tecnoldgicas adequadas para uso na industria de
embalagens. Os filmes de revestimento com amido de D. alata apresentaram alta rugosidade
comparado ao de D. altissima, caracteristica determinante para incorporagdo das AgNPs. A
caracterizacdo dos filmes de amido de D. altissima incorporados com AgNPs mostrou que
estes sdo adequados para uso na industria de embalagens e conservacdo de alimentos in
natura. O revestimento dos frutos com filmes incorporados com AgNPs retardou o

amadurecimento e conservou as caracteristicas nutricionais dos mesmos.

Palavras-chave: Amido; Bioprodutos Alimenticios; Cara de espinho; Inhame roxo.
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ABSTRACT

Starch-based coating films have been used in food preservation to reduce solid waste
accumulation and minimize pollution. Biofilms efficiency could be improved through
incorporation of silver nanoparticles (AgNPs). Therefore, the aim of this research was to
extract starch from Dioscorea alata and Dioscorea altissima to develop polymeric films
incorporated with biogenic silver nanoparticles for coating and preserving fresh foods. Starch
were characterized for yield, morphology and grain size, physicochemical composition,
technological properties, in vitro toxicity and microbiological analysis. In starch films,
preparation glycerol was used as plastic and they were characterized through visual analysis
and MEV, AFM, DRX, FTIR. Promising starch was selected for production of coating films
incorporated with colloidal AgNPs solution stored in the DPUA/UFAM Cultures Collection
Nanoparticle Bank. Analysis of technological properties and antimicrobial activity of films
had been carried. Application of films were made by immersion in camu-camu [Myrciaria
dubia (Kunth) McVaugh] in the filmogenic solution, followed by physicochemical analysis,
weight loss and residual silver determination analysis. D. alata and D. altissima starch are
non-toxic, have promising yield and functional and technological properties used for
packaging industry. D. alata starch coating films showed high rough ness than D. altissima,
which was selected for production of AgNPs covered by coating films, and characterization of
starch films added with AgNPs has shown suitable for use in packaging and food preservation
industry. Coating fruits with films incorporated with AgNPs delayed ripening and has

retained their nutritional value.

Keyword: Starch; Food Bioproducts; “Dunguey”; Purple Yam.
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1. INTRODUCAO

O género Dioscorea, representado por mais de 600 espécies, tem distribui¢do
mundial e sdo economicamente importantes, dominando o cultivo na Africa, no sudeste
Asiatico e Américas (AHMADU et al., 2018). Dioscorea cayenensis Lam. 1789, D. trifida L.
1782 e D. alata L. 1753 s&o cultivadas no Brasil para consumo e comercializa¢cdo (CASTRO
et al., 2012; HORNUNG et al., 2018). Na Amazonia, tubérculos de Dioscorea altissima Lam.
1789, uma Planta Alimenticia ndo Convencional (PANC), vem sendo produzida por
agricultores familiares para consumo regional, sem estabelecimento de cadeia produtiva
(SIQUEIRA, 2009; KINUPP; LORENZI, 2014).

Estudos tém demonstrado que o amido, constituinte quimico mais abundante nos
tubérculos de espécies de Dioscorea, tem propriedades funcionais, nutricionais, comumente
utilizados como alimento, espessante e geleificante, caracteristicas que revelam a importancia
para uso na industria de alimentos (TEIXEIRA et al., 2016; HORNUNG et al., 2018;
LOVERA et al., 2020).

As caracteristicas do amido estdo promovendo realizacdo de pesquisascom a
finalidade de comprovacao da eficiéncia do amido na preparacdo de biofilmes biodegradaveis
e filmes de revestimento, por ser um polimero biodegradavel, ndo tdéxico, de ampla
disponibilidade, além do processo de extracéo ter baixo custo (WANG et al., 2011; LOBATO
etal., 2019).

Filmes de revestimento sdo finas camadas de produto comestivel aplicado sobre a
superficie do alimento por varias técnicas, incluindo imerséao total (MATEESCU et al., 2015;
PAGNO et al., 2015). O produto alimenticio in natura revestido com esses filmes apresenta
caracteristicas desejaveis para a comercializacdo por promoverem a reducao da perda de agua,
das taxas respiratorias, retardamento da producdo de etileno e manutencdo do brilho
(JANKAR et al., 2018; ROCHA et al., 2020).

A eficacia de filmes de revestimento pode ser incrementada pela incorporacdo de
nanoparticulas de prata (AgNPs) em sua composi¢do, que podem ser removidas antes do
consumo. Esta tecnologia simples mantém a qualidade dos alimentos, pois previne a
contaminacédo causada por microrganismos devido a liberacdo lenta das AgNPs na superficie,
aumentando sua vida de prateleira (SAMBERG et al., 2011).

Estudos mostram que as AgNPs tém atividade antimicrobiana frente a uma ampla
faixa de microrganismos, como bactérias Gram positivas e negativas, fungos e virus. A agao

antimicrobiana das AgNPs esta diretamente relacionada ao seu tamanho e concentragcdo. O
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tamanho reduzido das moléculas aumenta a eficacia da agdo antimicrobiana considerando a
elevada area superficial, 0 que resulta em maior interacdo entre as nanoparticulas e a matriz
(KON e RAI, 2013; TRAN et al., 2013; LI et al., 2015).

A crescente demanda por alimentos de maior qualidade nutricional em associacdo a
extensdo da vida Gtil e atendimento as politicas ambientais esta pesquisa foi realizada com o
objetivo de desenvolver filmes poliméricos com amido de tubérculos incorporados com
nanoparticulas de prata e caracterizar suas propriedades quanto sua aplicacdo para

revestimento e preservacdo de alimentos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanotecnologia
A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar, considerada um dos campos mais

promissores para inovacdo tecnoldgica, que atrai investidores e movimenta a economia
(ENGELMANN et al., 2015; GOULART et al., 2017). Caracteriza-se por utilizar produtos e
processos que estejam abaixo de 100 nanémetros e possuam caracteristicas usuais diferentes
das encontradas em materiais com escalas maiores (ISO TC 229). Possui uma diversidade de
aplicacdes, com destaque para nanoeletrénica, nanomateriais e nanobiotecnologia (ROZ et al.,
2015).

A nanobiotecnologia é responsavel pelo desenvolvimento de produtos que unem as
ciéncias de materiais as ciéncias bioldgicas, como biossensores, Kits diagndsticos,
medicamentos, cosméticos, alimentos com caracteristicas funcionais e embalagens (ASSIS et
al., 2012; FARIA-TISCHER e TISCHER, 2012).

A aplicacdo da nanobiotecnologia nas inddstrias pode ser realizada através de
nanoparticulas metalicas, como nanoparticulas de ouro, de cobre, de zinco e prata. As
nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo bastante utilizadas devido as suas propriedades
tecnoldgicas como estabilidade quimica, térmica, condutividade e atividade catalitica
(HAIDER e KANG, 2015).

As AgNPs sdo sintetizadas por métodos quimicos e fisicos que sdo dispendiosos e
utilizam muitas vezes substancias toxicas. Em relacdo a sintese bioldgica, algas, plantas e
microrganismos (bactérias, actinomicetos, leveduras e fungos filamentosos) sdo utilizados,
sendo considerada menos agressiva ao meio ambiente e economicamente viavel (DAR et al.,
2013).Duran et al. (2005) citam que o mecanismo de acdo das AgNPs consiste na sintese e
liberacdo de enzimas nitrato redutases que estabilizam os ions metalicos presentes no meio

extracelular, formando nanoparticulas estaveis por microrganismos (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de sintese de nanoparticulas de prata por metabolitos de origem flngica.
Fonte: Kashyap et al. (2013).
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As AgNPstém sido incorporadas em embalagens e filmes de revestimento para
aumentar a vida deprateleira de alimentos in natura. Estes aditivos ndo alteram as
caracteristicas sensoriais da embalagem produzida, pois a concentracdo comumente utilizada
é relativamente baixa (LLORENS et al., 2012; MACHADO et al., 2014).

As AgNPs além de melhorarem as propriedades de barreira a 4gua e gases das
embalagens, expressam atividade antimicrobiana. Esta propriedade inibe a contaminacdo dos
alimentos por bactérias, como Salmonella, Listeria, Escherichia coli, leveduras e fungos
filamentosos, visto que sua area superficial proporciona uma melhor interacdo com 0s
microrganismos patogénicos e oportunistas.

Ha& diferentes formas de acdo das AgNPs, como ancoragem na membrana celular do
microrganismo, impedindo a respiracdo celular, interacdo das AgNPs com as estruturas
celulares dos microrganismos que possuam sulfato e fosfato e pela liberacéo de ions de prata
(PEREZ et al., 2012; GUIMARAES et al., 2014)

Estudos recentes tém sido realizados para verificar a migragdo de nanoparticulas
AgNPs para produtos alimenticios, pois contaminantes dessa classe podem representar riscos
para saide humana (ECHEGOYEN E NERIN, 2013). Duran et al. (2019) cita que as AgNPs
apresentam diferentes graus de toxicidade, dependendo de alguns fatores, como o tipo de
sintese, a superficie, o tamanho e a morfologia. Entretanto, em estudos in vivo, com
camundongos e humanos, foi observado efeito toxico baixo.

De acordo com o Food and Drug Administration (FDA), aprata com funcédo
antimicrobinana é classificada como GRAS (Generally Recognized as Safe), porém nesta
citacdo ndo estd especificado o tamanho da particula. O European Food Safety Authority
(EFSA) cita que as AgNPs ndo devem exceder 0,05 mg/L em agua e 0,05 mg/kg em
alimentos. No Brasil ainda ndo ha legislacdo especifica para migracdo de AgNPs das
embalagens para alimentos, entretanto, a RDC n° 51 de 26 de novembro de 2010 estabelece os
critérios de migracdo de aditivos em geral para materiais, embalagens e equipamentos
plasticos, exceto AgNPs (CARBONE et al., 2016).

2.2 Embalagens de alimentos

As embalagens sdo utilizadas em diversos setores alimenticios, tendo como funcéo
proteger o produto durante o transporte e manuseio, manter a qualidade do alimento e
aumentar sua vida util, além de informar sobre o que estd sendo comercializado (JORGE,
2013).
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Em 2017, as inddstriasde embalagens registraram R$ R$ 71,5 bilhdes em vendas.
Muitos tipos de materiais podem ser empregados na fabricagdo de embalagens, como aco,
aluminio, vidros e polimeros, como os plasticos. Porém, embalagens plasticas produzidas a
partir de polimeros sintéticos representam 38,85% do total comercializado (ABRE, 2019).
Isto pode ser explicado devido ao baixo custo de producdo e sua versatilidade, como alta
resisténcia mecanica e flexibilidade (LIMA e SIQUEIRA, 2015).

Atualmente a maioria dos polimeros sintéticos utilizados nas industrias € proveniente
da nafta, produto incolor derivado do refino do petroleo. A partir desta matéria prima, por
craqueamento térmico, sdo obtidos os mondmeros (eteno, propeno, buteno, butadieno,
benzeno, tolueno e xileno), que apo6s polimerizacdo sdo transformados em materiais com
caracteristicas e finalidades especificas para cada setor industrial (LANDIM et al., 2016).

A utilizacdo deste tipo de material na producdo de embalagens € extremamente nociva
ao meio ambiente, j& que o petr6leo € um recurso natural ndo renovavel, além de resultar em
acumulo de residuos sélidos devido a lenta degradacéo e a emissdo de gases prejudiciais na
atmosfera, durante a producdo (MARAN, et al., 2014; PERES et al., 2016). O quadro 1

mostra os polimeros sintéticos mais utilizados nas industrias de embalagens.

Quadro 1. Polimeros sintéticos mais utilizados na producdo de embalagens alimenticias.

Polimeros sintéticos Siglas Utilizacdo

Polietileno tereftalato PET Garrafas para bebidas

Polietileno de alta densidade PEAD Potes/frascos para armazenar alimentos
Policloreto de vinila PVC Peliculas, filmes laminados, garrafas, caixas

Polietileno de baixa densidade | PEBD/PELBD | Embalagens flexiveis para alimentos sélidos e
liguidos, filmes laminados

Polipropileno PP Sacos

Poliestireno PS Isopor
Fonte:<http://www.file.abiplast.org.br>

Estas questbes ambientais tém incentivado a utilizacdo de matérias-primas derivadas
de fontes renovaveis que podem ser degradadas mais facilmente pela acdo enzimatica de
microrganismos, como bactérias, fungos e leveduras. Deste modo, os biopolimeros além de
ndo produzirem efeitos toxicos, minimizam a poluicdo (BASTQOS, 2007; JARAMILLO et al.,
2016). Os polimeros naturais mais utilizados para fabricacdo de embalagens sdo o0s
provenientes de fontes vegetais (celulose e amido), as gomas extraidas de algas marinhas
(4gar, alginatos e carragenatos), oriundos de fontes animais (quitina e quitosana) e tambeém

obtidos pela acdo de microrganismos (dextrana) (FARIAS et al., 2016).

2.3 Amido
O amido é o segundo polimero natural mais abundante no mundo, estando atras apenas

da celulose. De acordo com a resolugdo CNNPA n° 12 de 1978, amido € o produto amilaceo
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extraido de partes aéreas de vegetais, enquanto a fécula é o produto amiléceo extraido de
partes subterraneas. Porém segundo a RDC 263 (2005), o amido pode ser extraido de partes
comestiveis de cereais, tubérculos, raizes ou rizomas, ndo apresentando diferenca entre os
dois.

E a principal fonte de carboidrato da dieta humana, sendo responsavel por até 80% das
calorias diarias ingeridas (LIMA et al., 2012; POLYCARRP et al., 2016). Além de ser utilizado
na fabricacdo de produtos alimenticios, como pées, massas, molhos, produtos embutidos e
congelados, pode ser empregado em outros setores, como aglutinante e emulsificante na
indUstria farmacéutica e em matéria prima para desenvolvimento de embalagens (MONTES et
al., 2008; DEEPIKA et al., 2013; PATERNINA et al., 2016).

2.3.1 Estrutura do amido

O amido é formado por granulos que possuem estrutura semicristalina, compostos pelo
centro de crescimento, denominado hilo, e duas macromoléculas, amilose e amilopectina. As
regibes amorfas sdo compostas de moléculas lineares de amilose, onde as unidades de glicose
sdo unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4. J& a regido cristalina dos granulos de amido é
formada pela amilopectina ramificada, constituida por monomeros de glicose unidos em a-1,4
e a-1,6 (Figura 2) (ROCHA et al., 2014; BOLADE e ONI, 2015).

CH,OH CH,OH

Amilopectina (¢ — 1,4 ¢ a.— 1,6)

CH,OH

Amilose (o — 1,4)

Figura 2. Estrutura quimica da amilose e amilopectina.
Fonte: <http://www.fcfar.unesp.br>
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2.3.2 Propriedades da pasta de amido

Os granulos do amido sé@o insoltveis em agua fria e necessitam de temperaturas que
variam entre 65 °C e 100 °C para solubilizarem (WEI et al., 2011; JIMENEZ et al., 2012).
Para obtengdo de pastas, seus granulos precisam sofrer processos irreversiveis denominados
gelatinizacdo e retrogradacdo. Durante 0 aquecimento, na presenca de agua, acontece 0
inchamento dos granulos até a temperatura de gelatinizacdo, onde ha a desorganizagédo
molecular e por fim o rompimento. A partir dai, acontece a saida das moléculas de amilose de
dentro do granulo para a fase aquosa, formando um gel (HOOVER et al., 2010). A
retrogradacdo ocorre quando as cadeias de hidroxilas adjacentes da amilose se agregam
através de pontes de hidrogénio formando duplas hélices, reduzindo a afinidade de agua
(REIS et al., 2010).

Estudos realizados com amidos extraidos de diferentes espécies mostram que estes
polimeros apresentam caracteristicas tecnologicas Unicas, 0 que determina a sua utilizacdo em
cada setor industrial (ALVES et al., 2012; FALADE e AYETIGBO, 2015; DURANGO et al.,
2012). A temperatura de gelatinizacdo e a retrogradacdo depende do teor de amilose e
amilopectina presente nos granulos (RIBEIRO et al., 2017). O formato dos granulos varia
entre oval, redondo, elipséide, triangular, poliedrico, lenticular. J& o tamanho geralmente varia
entre 2 e 100 um, dependendo da origem botanica (LEONEL, 2007).

2.4 Extracdo do amido

Atualmente as espécies vegetais mais utilizadas para extracdo de amido sdo o milho
(Zea may L. 1753), a mandioca (Manihot esculenta Crantz 1766), a batata (Solanum
tuberosum L. 1753) e a batata doce (Ipomoea batatas (L.) Lam. 1793) (ALVES et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2017). Porém, fontes ndo convencionais, como o inhame (Dioscorea
sp.), tém sido estudadas devido a busca por novas propriedades tecnoldgicas para que haja a
expansdo do mercado de amido, agregando valor, gerando emprego e renda (SANTANA e
MEIRELES, 2014; ZHANG et al., 2018).

O amido é extraido atraves de processos fisicos que consistem nas etapas de lavagem e
descascamento das raizes, desintegracdo celular e liberacdo dos grénulos por trituragéo,
separacgdo das fibras e material solivel, lavagem e secagem (LEONEL e CEREDA, 2000).

Para amidos comerciais é desejavel que se tenha alto grau de pureza na extracao, ou
seja, alto contelido de carboidrato e baixos teores de cinzas, fibras, lipidios e proteinas. Desta
forma solugdes de hidroxido de sédio (NaOH) e dimetilsufoxido (DMSO) séo utilizadas na


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X14002513#!
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etapa de lavagem para facilitar a purificagdo e aumentar o rendimento de extra¢do, separando
pectinas e hemiceluloses. J& 0 uso de antioxidantes como metabissulfitoevita o escurecimento
do amido (SANTOS et al., 2013).

2.4.1 Género Dioscorea sp.

O género Dioscorea sp. pertence a familia Dioscoreacea, ordem Dioscoreales e é
composto por 600 espécies com ampla distribuicdo geografica. Sdo plantas trepadeiras,
perenes e formam rizomas ou tubérculos (CADDICK et al., 2002; SOUZA et al., 2011).

E popularmente conhecido como card ou inhame, dependendo da localidade onde é
cultivado. Seus tubérculos sdo compostos por altas concentracBes de carboidratos e baixos
teores de lipideos, além de proteinas, sais minerais e vitaminas (BRITO et al., 2011). Alguns
estudos com espécies deste género mostram propriedades antimicrobianas, antioxidantes,
antitumorais antinflamatorias, diuréticas e contraceptivas (JIANG et al., 2012).

E amplamente cultivado e consumido por agricultores familiares e segundo a FAO
2016, o Brasil foi o segundo maior produtor de Dioscorea sp. da América do Sul, com
aproximadamente 238.000 toneladas. Dentre as espécies comestiveis mais relatadas estdo
Dioscorea alata L. 1753, D. bulbifera L. 1753, D. cayenensis Lam. 1789, D. dumetorum Pax
1888, D. esculenta (Lour.) Burkill 1917, D. nipponica Makino 1891, D. opposita Thunb
1784, D. rotundata Poir. 1813 e D. trifida L. 1782 (Figura 3) (SILVA et al., 2012; LIMA et
al., 2013; SIQUEIRA et al., 2014).

S

Figura 3. Espécies de Dioscorea sp. mais consumidas no Brasil. A) D. alata L. 1753; B) D. bulbifera L. 1753 e C)
D. cayennensis Lam. 1789.
Fonte: <https://www.pfaf.org>;<https://www.wikiwand.com>.

2.4.1.1 Dioscorea alata

A espécie D. alata, conhecida como inhame roxo, € cultivada atualmente em regides
tropicais e subtropicais (AWOLU e OLONFILAE, 2016). Em alguns estados do Brasil, como

no Amazonas, esta inserida na dieta da populacdo local devido sua elevada qualidade
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nutricional. Estudo realizado por Silva et al. (2017) mostra que os tubérculos apresentam
baixos teores de lipideos (0,05%) e alto conteldo de carboidrato (25,34%), sendo fonte de
energia, e teores de fibras ideais para extracdo de amido, ja que o rompimento das células por
trituracao e liberacdo dos granulos ocorre de maneira mais eficiente (LEONEL e CEREDA,
2002). Os tubérculos de D. alata apresentam potencial agrondmico desejavel, j& que dentre as
espécies de inhame cultivadas, estes possuem uma maior habilidade na propagacdo, alta
adaptabilidade a variacGes climaticas e podem ser armazenadas por longos periodos (RAMOS
et al., 2014). Estudos comprovam sua eficacia como suplemento dietético, antioxidante,

hepatoprotetor e no controle de doencgas neurodegenerativas (PUGAZHENDHI et al., 2016).

A / B

Figura 4. A) Tubérculo de D. alata apés coleta; B) Tubérculo descascado.
Fonte: Larissa Svetlana Cavalcante Silva

2.4.1.2 Dioscorea altissima
A espécie D. altissima Lam. 1789, comumente conhecida como Cipo-jacaré, Inhame-

de-espinho ou Cara-de-espinho é uma planta alimenticia ndo convencional (PANC)
encontrada e cultivada em diversas regides do Brasil, inclusive no Amazonas, e possui
producdo expressiva de 40 a 101 kg/cova em 18 meses (DIAS et al., 2016, SiBBr, 2019).
Estudos realizados com os tubérculos deste inhame mostram que o extrato das partes aéreas
de D. altissima apresentam atividade antibacterianae as fibras possuem efeito prebidtico in
vitro (TEIXEIRA et al., 2016; SARACENI et al., 2019).

Figura 5. Tubérculos de D. altissima
Fonte: Larissa Svetlana Cavalcante Silva
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2.5 Filmes de revestimento

As industrias de embalagens estdo em busca de métodos mais baratos e eficazes para
conservacao de alimentos in natura. A manutencdo da qualidade de frutas e hortalicas esta
associada as técnicas de armazenamento pos-colheita (DASGUPTA et al., 2015;
BERNARDO et al., 2018).

O amido apresenta capacidade de formar filmes transparentes, ndo toxicos, flexiveis,
insipidos e inodoros. Sendo assim o recobrimento dos alimentos com filmes comestiveis de
amido tém sido realizado com o intuito de evitar a perda de agua, reduzir as taxas respiratorias
e retardar a producdo de etileno, condi¢cdo que proporciona atraso no amadurecimento e
aumento da vida util. Esta técnica também permite que os alimentos se mantenham brilhantes
e atraentes para o consumidor final (ALBUQUERQUE et al., 2011; VICENTINO et al., 2011,
SOUZA et al., 2014).

Os filmes de revestimento quando produzidos em laboratério sdo obtidos pelo método
casting que consiste no espalhamento da solugdo filmogénica em uma superficie lisa, seguido
de evaporacdo do solvente (MALI, 2010). Os alimentos podem ser recobertos por
pulverizacdo ou imersdo, cobrindo a superficie com a solucdo filmogénica formada (MAIA et
al., 2000).

2.6 Plasticizantes
A producdo de filmes de revestimentos que possuem como matriz polimeros naturais,

necessita na maioria das vezes de plasticizantes em sua composicdo. Varios compostos séo
utilizados como glicose, sacarose, acidos graxos saturados, monoglicerideos, surfactantes e
polidis (MALLI et al., 2010). De acordo com a RDC n° 17 de 17 de mar¢o de 2008, eritritol,
glicerol, polietilenoglicol e sorbitol podem ser utilizados como aditivos na produgdo de
embalagens que entram em contato com os alimentos.

O glicerol é um composto hidrofilico que apresenta baixa volatilidade, possui aspecto
liquido, viscoso, transparente e inodoro. Atua diminuindo as forgas intermoleculares dos
biopolimeros durante o processo de gelatinizacdo/retrogradacdo (SANTOS et al., 2014;
MOTA e PINTO, 2017). Este plastificante se liga as moléculas de amilose, de modo que inibe
a formacdo de ligacBes de hidrogénio entre as cadeias, aumentando a mobilidade dos filmes
(PAGLIONE et al.,, 2019; RESTA E MALI, 2019). Filmes de revestimento sem estes
componentes apresentam forma quebradica e ndo sdo maleaveis (ANTUNES et al., 2019).
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2.7 Propriedades tecnolodgicas dos filmes de revestimento

Os filmes de revestimento necessitam de algumas caracteristicas para serem funcionais
e dependendo do tipo de alimento que se deseja revestir, as propriedades tecnologicas variam.

Para aplicacfes em snacks e biscoitos, é necessario que haja baixa permeabilidade ao
vapor de &gua para que ndo se perca a crocancia e evite a contamina¢do microbiana. J&
alimentos com alto teor de umidade como frutas e hortali¢as in natura necessitam de baixa
permeabilidade ao vapor de agua, pois a perda de umidadereduz a atividade metabdlica do
alimento, o que causa perda de massa e ressecamento, mudanca na coloracdo e textura
(ALVES et al., 2005; ZANELA et al., 2015).

As propriedades mecanicas, como flexibilidade e resisténcia, sdo determinantes devido
a manipulacdo constante do produto, dependendo diretamente do tipo de matéria-prima e
plastificante utilizado na producao (SOUZA et al., 2012; SOARES et al., 2014).

A espessura € um fator imprescindivel nas -caracteristicas finais de filmes
biodegradaveis. Esta relacionada ndo soa resisténcia mecanica e opacidade dos mesmos, como
também as propriedades de barreira ao vapor de agua e gases (ANTUNES et al., 2019;
HENRIQUE et al., 2008).
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

O presente estudo teve como objetivo desenvolver filmes poliméricos a base de amido
de tubérculos do género Dioscorea incorporados com nanoparticula de prata e caracterizar

suas propriedades quanto sua aplicacdo para revestimento e preservagdo de alimentos.

3.2 Especificos

e Extrair amido de Dioscorea alata e D. altissima para utilizagdo no preparo de filmes de
revestimento;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e a qualidade microbioldgica das amostras de
amidos;

¢ Analisar a morfologia e as propriedades tecnoldgicas do amido;

e Auvaliar a citotoxicidade in vitro do amido;

o Preparar filmes de revestimento utilizando amido extraido de D. alata e D. altissima
incorporados com nanoparticulas de prata do banco de nanoparticulas da Colecdo de Culturas
DPUA,

e Caracterizar os filmes com nanoparticulas quanto as propriedades morfoldgicas e
mecanicas;

e Determinar a atividade antimicrobiana dos filmes;

e Comparar a eficiéncia dos filmescom nanoparticulas de prata na conservacao de alimentos
in natura,;

e Determinar a composicdo fisico-quimica dos alimentos preservados com os filmes de
revestimento;

e Auvaliar o contetdo de prata residual presente nos alimentos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1Matéria-prima

Para preparacdo dos filmes de revestimentos foram utilizados tubérculos de Dioscorea
alata e D. altissima, provenientes de um cultivo domiciliar localizado no bairro Planalto, na
cidade de Manaus/Amazonas (3°03°58.0”S 60°03°04.2”W). Os tubérculos foram
acondicionados em recipientes plasticos e conduzidos ao laboratério de Micologia da UFAM.
No processo de extracdo do amido foram utilizados os tubérculos que apresentarem firmeza e
descartados aqueles com danos fisicos. As amostras selecionadas foram lavadas em agua
corrente, submetidas a assepsia em solucdo de cloro 2% (v/v) por 10 minutos, pesadas,
descascadas com faca de ago inoxidavel e posteriormente utilizadas para extracdo do amido.

4.2 Método de extracdo do amido

O amido dos tubérculos foi extraido de acordo com o0 método de Liporacci et al. (2005).
As amostras de D.alata e D. altissima foram cortadas com faca de aco inoxidavel e trituradas
em um processador de alimentos utilizando &gua destilada na propor¢do 1:2 (p/v). A massa
triturada foi separada da fracdo amilé&cea utilizando tecido de musseline. A fragdo contendo o
amido foi mantida em estado estacionario para decantacdo. A fracdo recuperada deste
processamento foi lavada com agua destilada na proporcdo 1:1 (v/v), a cada 24 h, durante 3
dias consecutivos. Na fracdo obtida da terceira lavagem foi adicionado 1000 mL de uma
solugéo de NaOH 0,15% (p/v) e esta mistura foi mantida em repouso por 12 h. Em seguida, o
amido foi lavado com &gua destilada até obtencao do pH 7,0. O produto final foi submetido a
desidratacdo a 40 °C, em estufa de circulacdo de ar forcado por 10 h. As amostras
desidratadas foram embaladas em recipiente de vidro com tampa rosqueavel até a realizacdo

das analises (Fluxograma 1).
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Descascamento
Mateéria-prima Higienizacdo e
corte
Decantagdo Filtacdo Trituracdo
Descarte do Secagem e
sobrenadante Lavagem armazenamento

Figura6. Fluxograma das etapas de extracdo do amido

4.3 Determinacgé&o do rendimento do amido

O rendimento de extragcdo do amido de D. alata e D. altissima foi realizado com base
na relacdo entre o peso inicial dos tubérculos e o peso do produto final, calculado pela
equacdo 1. Os resultados foram expressos em g/100g (PASCOAL, 2014).

Equacéo 1:

Peso do amido extraido

R ' ao (%) =1 X
endimento de extracdo (%) 00 Poso dos tubérculos

4.4 Determinacéo do teor de amido

A determinacdo do amido foi realizada conforme o método descrito por Walter et al.
(2005). As amostras foram hidrolisadas utilizando a-amilase e amiloglucosidase (Sigma®) e
em seguida, foi efetuada a determinac&o de agticares redutores pelo método DNS (Acido 3,5-
dinitrosalicilico) (MILLER, 1959). Os conteudos de amido disponivel (AD) e amido
resistente (AR) foram calculados multiplicando o resultado final por 0,9. O teor de amido

total (AT) foi determinado pela soma dos teores de AD e AR.

4.5 Determinacéo do teor de amilose e amilopectina

O contetdo de amilose foi determinado segundo método colorimétrico proposto por

Martinez e Cuevas (1989). Uma curva padrdo foi preparada utilizando solugdo de amilose
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(4mg/mL). Apds 30 minutos da adicdo de iodo/iodeto de potéssio 0,2% (p/v), a leitura foi
realizada a 590 nm em espectrofotdmeto de duplo feixe (Agilent Technologies Cary 60®). Os
valores de absorbancia obtidos foram multiplicados pelo fator de conversdo para
quantificacdo do teor de amilose nas amostras de amido desengorduradas. O teor de

amilopectina foi determinado por diferencga [100 - amilose (%)].

4.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A observagdo dos granulos de amido quanto a forma e tamanho foi realizada por
Microscopia Eletrénica de Varredura (Quanta 250 FEI Company®), em diferentes
magnitudes. Nesta analise, 1g de amido foi diluido em 10 mL de alcool etilico 100% e
colocadas duas gotas no porta-amostra do MEV. Nas andlises foi utilizado potencial de
aceleragdo de 15 kV e 20 kV (LEONEL e CEREDA 2002).

4.7 Determinacdo da caracteristica fisico-quimicas do amido

4.7.1 Determinacéo do pH e acidez titulavel total

Para determinacdo do pH foram pesados 10g de amostras e dissolvidas em 100 mL de
agua destilada. O pH dos amidos foi aferido em medidor de pH digital (PHTEK, PHS-3E®)
pré calibrado com tampGes de pH 4,0 e 7,0. Para determinacdo da acidez titulavel, 59 da
amostra foi diluido em 100 mL de &gua destilada e adicionado 0,3 mL de solucdo de
fenolftaleina 1% (p/v). A titulacdo foi realizada com solucdo de hidréxido de sddio (NaOH)

0,1 M, sob agitacdo constante, até coloracdo rosea persistente por 30 segundos (1AL, 2008).

4.7.2 Determinacdo da atividade de agua

A atividade da 4gua do amido foi determinada em triplicata por leitura direta utilizando
0 medidor de atividade &gua (AQUALab4TEV®), a 25 °C.

4.7.3 Determinagdo da Composicdo Centesimal

A composicdo centesimal do amido foi realizada no Laboratério de Tecnologia do
Pescado da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), de acordo com os procedimentos
descritos pela AOAC (2006):

A umidade foi determinada por secagem em estufa a 105°C até peso constante.

Proteinas foram quantificadas por método micro Kjeldahl (fator de conversdo = 6,25). O
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contetdo de lipidios foi determinado pelo método de Bligh e Dyer (1959). A fracdo mineral
foi estimada por incineracdo do material em forno de mufla a 550 °C, até peso constante e a
determinacdo de fibras totais foi obtida pela digestdo acido-base, segundo o método de
Weende (1864). Os carboidratos totais foram estimados por diferenca (100 g - gramas totais
de umidade, proteina, cinzas, lipidios e fibras) e energia total foi calculada utilizando o fator
de conversdo de Atwater (NEPA de 2006).

4.7.4 Determinacdo de macro e micronutrientes

A determinacdo dos minerais foi realizada pelos métodos descritos pela Embrapa
(2009). O teor de fésforo foi determinado por Espectrofotometria com azul de molibdénio.
Célcio, magneésio, potassio, cobre, ferro, manganés e zinco foram quantificados por
Espectrofotometria de absorcdo atomica. Os valores de macronutrientes (Ca, P, Mg,

K) foram calculados em g Kg e os dos micros (Fe, Cu, Mn e Zn) em mg Kg ™.

4.8 Andlise das propriedades tecnoldgicas do amido
4.8.1 Determinacdo da capacidade de absorcéo de agua

A capacidade de absorcdo de agua foi determinada pelo método citado por
Beuchatetal. (1977). Nesta avaliacdo, em cada tubo do de ensaio de 25 mL foi pesado um
grama de amostra e adicionado 10 mL de agua. As suspensdes foram mantidas por 60
minutos, a 25 °C para posterior centrifugacdo por 30 minutos. Apds decantacdo do
sobrenadante a amostra foi novamente pesada. A alteracdo do peso da amostra foi expressa

em absorcdo de agua (%) com base no peso da amostra original.

4.8.2 Determinacdo da capacidade de absorcéo de 6leo

A determinacdo da capacidade de absorcdo de 6leo foi realizada conforme o método
de Sosulski (1962). Nesta analise, em cada tubo de ensaio de 25 mL foi pesado um grama de
amostra e adicionado 10 mL de 6leo de soja com densidade de 0,98 gm™. As amostras foram
homogeneizadas com espatula de aco inoxidavel, sequido de centrifugacdo por 15 minutos.
Apos sedimentacdo, a amostra foi novamente pesada e a capacidade de absorcéo de 6leo da

amostra expressa como ganho de massa de 6leo ligado em porcentagem.



30

4.8.3 Determinacéo da capacidade de inchamento

A capacidade de inchamento foi determinada de acordo com o método descrito por
Leach et al. (1959). Em cada tubo de ensaio foi adicionado um grama da amostra e 10 mL de
agua destilada. Esta mistura foi mantida a 80 °C por 30 minutos, sob agitacdo. Apds atingir a
temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e 0 peso da amostra aferido. O poder de inchamento foi determinado como 0 peso

da pasta dividido pelo peso da amostra seca.

4.8.4 Determinacao da densidade aparente

A densidade foi determinada em triplicata pelo método de Narayana e Narasinga-Rao
(1982). Em cada proveta foi pesado 50 g de amostra e pressionadas continuamente até que
ndo houvesse mais nenhuma alteracdo no volume. A diferenca de peso e volume final da

amostra foi determinada na proveta. A densidade aparente foi calculada em g/mL da amostra.

4.8.5 Determinacdo da capacidade e estabilidade da espuma

A capacidade de espuma (FC) e a estabilidade da espuma (FS) foram determinadas de
acordo comNarayana e Narasinga-Rao (1982). Em cada proveta de 100 mL foram
adicionados dois gramas de amostra e 50 mL de agua destilada a 30 °C. A suspensdo foi
misturada e devidamente agitada para formacdo da espuma durante 30 segundos. O FC foi
expresso em porcentagem considerando o aumento do volume da espuma na proveta. O
volume de espuma foi registrado apds 1 hora da agitacdo para determinar o FS como

porcentagem do volume inicial de espuma.

4.8.6 Claridade da pasta

A claridade da pasta foi determinada segundo Craig et al. (1989), utilizando
suspensdes de amido (1% p/v) em 10 mL de &gua destilada. A suspenséo foi gelatinizada em
banho-maria, com homogeneizacdo a cada 5 minutos, durante 30 minutos. A solucdo foi

resfriada a temperatura ambiente e a transmitancia (%T) determinada a 650 nm.

4.9Teste de toxicidade in vitro do amido
Todos os testes de toxicidade foram realizados no Laboratério de Atividade
Biologica, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas.
Neste estudo foram utilizados fibroblastos humanos (MRC5) mantidos em garrafas

de cultura contendo meio de cultivo Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
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suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) 10% (p/v) e antibiético Ampicilina-
Estreptomicinal% (p/v). As celulas foram acondicionadas em estufa com 5% de CO, a 37° C.

A citotoxicidade dos amidos foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por
Ahmed, Cogal e Walsh (1994). Neste teste, a resazurina de cor azul e ndo fluorescente, é
reduzido a resofurina, de cor rosa e fluorescente, pelas células viaveis. As células foram
transferidas para placas com 96 pogos na concentracdo de 0,5 x 10* células por pogo. Esta
placa foi mantida em estufa a 37°C com 5% de CO durante 24 horas. Apos este periodo as
células foram tratadas na concentracdo Unica de 200 pug/ml de extrato dos amidos durante 72
horas. Como controle positivo foi utilizado a doxorrubicina (1720 uM). Os pogos controle
negativo receberam DMSO (diluente da amostra) a 0,1% (v/v). Trés horas antes do final de
cada tempo de tratamento foi acrescentado 10 uL do Alamar Blue 0,02% (p/v) e foi realizada
a leitura realizada em 465 nm e 540 nm. Os dados foram analisados no programa Graph
Padprism versdo 6.0. As imagens foram capturadas pelo programa Zen 2 da Carl Zeiis
Microscopio GmbhCompany®.

4.10 Anédlise da qualidade microbiol6gica do amido

Nas andlises microbiologicas foram avaliadas a presenca de Coliformes a 45 °C,
Bacillus cereus e Salmonella sp., de acordo com os padrdes microbioldgicos para alimentos,
estabelecidos pela RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), seguindo as
metodologias descritas por Silva et al. (2010).

4.11 Elaboracaodos filmes de revestimento

Na producdo de filmes o amido extraido de D. alata ou D. altissima (4% p/v) foi
diluido em 100 mL de agua destilada. Em seguida foi adicionado glicerol (3% p/v) e esta
mistura aquecida a 95°C até a gelatinizacdo. Em seguida, 10 mL dessa solucdo filmogénica
foram transferidos para placa de Petri de vidro (140 mm X 150 mm), mantidas a 40 °C em
estufa com circulagéo de ar forgado durante 24 h (FAYAZ et al., 2009).

4.12 Caracterizacao dos filmes
4.12.1Analise visual dos filmes de revestimento

Ap0s secagem, aandlise visual dos filmes de amido de D. alata e D. altissima foi
realizada quanto aos aspectos subjetivos, como facilidade de retirada das placas, presenca ou
auséncia de rachaduras e maleabilidade (COSTA et al., 2017).
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4.12.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura dos filmes de amido de D. alata e D. altissima
foi realizada na Central Experimental Multiusuario, da Universidade Federal do ABC —
UFABC, Campus Santo Andreé, utilizando um microscopio eletrénico de varredura compacto
JSM-6010LA (JEOL, Akishima, Japéo). As amostras foram fixadas no porta-amostra com fita
adesiva dupla face. Nas analises foram utilizados potencial de aceleracdo de 15 kVe 20 kV
(LEONEL e CEREDA 2002).

4.12.3 Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

A anélise em Microscopia de Forca Atdmica dos filmes de amido de D. alata e D.
altissima foi realizada na Central Experimental Multiusuério, da Universidade Federal do
ABC — UFABC, campus Santo Andreé, utilizando o equipamento AFM/SPM 5500 Dynamics
(Agilent Technologies, Santa Clara, EUA), com frequéncia de ressonancia da ponta de 320
kHz e forca constante de 42 N/m. Um fragmento dos filmes foi adicionado a um cantilever
comercial de silica e seca por evaporacao a 25 °C para realizagdo das andlises. As imagens
obtidas foram tratadas usando o software WSxM v. 5.0 (HORCAS E FERNANDEZ, 2007).
Foram utilizados os valores de rugosidade quadratica média (RMS), definida como o desvio
padrdo dos valores de elevacdo z, dentro da area determinada. Varias areas de cada uma das

amostras foram examinadas e selecionadas imagens representativas.

4.12.4 Difracéo de Raios-X (DRX)

A anélises de Difracdo de Raios-X dos filmes de amido de D. alata e D. altissima
foram realizadas no Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, da Universidade Federal do
ABC — UFABC, campus Santo André, utilizando o difratbmetro STADI-P (Stoe & Cie
GmbH, Darmstadt, Alemanha) com anddo de molibdénio (MoK, L = 0,7093 A). A analise
foi realizada a 25 °C, sob corrente 40 mA e tensdo de 50 kV. Os fotons de raios-X foram
capturados por um detector Mythen 1K (Dectris Ltd., Baden-Daettwil, Suica). Os dados
foram obtidos por varredura 20 de 5 a 60 °, e velocidade de varredura de 0,471 ° .min™.

4.12.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A analise em Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

permite identificar moléculas funcionais presentes na estrutura dos filmes poliméricos
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(MERGEN, 2004).Este método de caracterizacdodos filmes de amido de D. alata e D.
altissima foi realizado na Central Experimental Multiusuario, da Universidade Federal do
ABC — UFABC, campus Santo André, utilizando o espectrofotdmetro Cary 630 (Agilent
Technologies, Santa Clara, EUA), na faixa de comprimento entre 700 a 4000 cm™, com

resolugdo de 7 cm™.

4.12.6 Determinacdo da umidade dos filmes

A umidade dos filmes de D. alata e D. altissima foi determinada por secagem em
estufa a 105 °C até obtencdo do peso constante (AOAC, 2006).

4.12.7 Determinacao da solubilidade em agua dos filmes

A solubilidade em &agua dos filmes foi determinada de acordo com o método de
Gontard et al. (1994). Os filmes de umidade conhecida foram recortados em formato circular
de 2 cm de didmetro, pesados em balanca analitica. Em seguida, os discos foramadicionados
em Erlenmeyer com 50 mL de &gua destilada, sob agitacdo a 26 °C, por 24 h. Apos 24h, as
amostras foram removidas da agua e secas em estufa a 105 °C, por 4 horas e pesadas em
balanca analitica. A solubilidade foi calculada conforme a equacéo 2.

Equacéo 2:

Pl — PF
PI
Onde: %MS = Porcentagem de material seco solubilizado;

x 100

%MS =

P1 = Peso inicial do material seco;
PF = Peso final do material seco ndo solubilizado.

4.12.8 Determinacdo da gramatura

A gramatura foi determinada pela razdo entre a massa do filme/diametro e o resultado
expresso em g/m? (COSTA et al., 2017).

4.13 Filmes a base de amido de D. altissima incorporado com AgNPs
4.13.1 Obtencéo das nanoparticulas de prata

As solucbes de AgNPs utilizadas na preparacdo dos filmes & base de amido de D.

altissima foram cedidas do Banco de Nanoparticulas, da Colecdo de Culturas DPUA/UFAM
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biossintetizadas utilizando Streptomyces parvulum DPUA 1549. As AgNPs intermediadas por
esses microrganismos foram escolhidas por expressarem atividade antimicrobiana

significativa, citado por Silva-Vinhote et al. (2017).

4.13.2 Elaboracéo dos filmes de revestimento

Na producdo de filmes incorporados com AgNPs, amido de D. altissima (4% p/v) foi
diluido em 100 mL de agua destilada. Em seguida foi adicionado glicerol (3% p/v) e aquecido
a 95 °C até a gelatinizagdo. Apds resfriamento foram adicionadas as AgNPs com
concentracdo final de 2 pg/mL. Um volume de 10 mL dessa solucdo filmogénica foi
transferido para uma placa de Petri (140 mm X 150 mm), mantidas a 40 °C em estufa com
circulacdo de ar forgado durante 24 h. Dois tipos de filmes foram produzidos: filme padrdo
(formulado somente com o amido de D. altissima e glicerol), filme teste (incorporados com
AgNPs). Os filmes foram armazenados em recipientes de vidro com tampa hermética para as
demais andlises (FAYAZ, et al., 2009; PAGNO et al., 2015).

4.13.3 Caracterizacéo dos filmes

Os filmes padrdo e teste foram caracterizados em MEV, AFM, DRX E FTIR.
Umidade, solubilidade e gramatura foram determinadas de acordo com o item 4.12. Além das

analises descritas no item 4.12, também foram realizadas as analises a seguir.

4.13.3.1 Determinagéo da espessura dos filmes de revestimento

A espessura dos filmes foi determinada utilizando um paquimetro digital. Em cada
filme foram feitas 10 medidas em diferentes posi¢bes e os resultados expressos em média
(SOBRAL, 1999).

4.13.3.2 Determinagdo da permeabilidade ao vapor de 4gua

A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada de acordo com método
gravimétrico E96/E96 da ASTM (ASTM, 2010), 25 °C. Os filmes foram cortados na forma de
discos e selados com parafina em capsulas de permeacdo contendo cloreto de célcio anidro
previamente seco em estufa com circulagdo de ar forgado, a 200 °C. As capsulas de
permeacdo foram mantidas em dessecadores contendo solugéo salina saturada de cloreto de

sodio (umidade relativa 75%). O vapor de agua transferido através do filme foi determinado
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pelo ganho de massa no sistema. Durante as duas primeiras horas de analise as amostras
foram pesadas a cada 30 minutos. Nas oito horas seguintes as pesagens foram realizadas a
cada duas horas. A ultima afericdo de peso foi realizada apds 24 horas do inicio da analise. A
taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TVA) e a permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

foram calculadas de acordo com as equac0es 3 e 4, respectivamente.

Equacéo 3:

TVA = —

Onde:
TVA = Taxa de permeabilidade ao vapor de dgua (g/h.m?);
g/t = Coeficiente angular da reta;

A = Area de permeacio.

Equacao 4:
PVA =TVA-x /AP

Onde:

PVA = Permeabilidade ao vapor de agua (gmm/h.m?kPa);

x = espessura media do filme (mm);

AP = Diferenca de pressdo de vapor do ambiente (kPa) contendo cloreto de célcio
anidro (0% de UR) e solucéo saturada de NaCl (75% de UR).

4.13.3.3 Quantificacdo de prata total nos filmes (ICP-MS)

A analise por ICP-MS permite a quantificacdo de prata total (Ag) presente nos filmes,
sendo realizada em espectrofotometro ICP-MS 7900 (Agilent Technologies Inc., Hachioji,
Japéo) do Centro de Ciéncias Naturais e Humanas, da Universidade Federal do ABC —
UFABC, Campus Santo André. Para a analise, as amostras foram digeridas a 90 °C por quatro
horas, em acido nitrico 98 % (v/v) (ROLIM et al., 2019).
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4.13.3.4 Determinacéo da atividade antimicrobiana dos filmes de revestimento

A atividade antimicrobiana dos filmes incorporados com AgNPs foi determinada pelo
método de difusdo em &gar, frente a trés microrganismos testes: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli CBAM 001 e Candida albicans DPUA 1706. Para as
analises, as bactérias foram cultivadas em agar Mueller-Hinton (MHA) e C. albicans em agar
Sabouraud (SAB) a 37 °C, por 24 h. Desses cultivos, foram retirados indculos com uma alca
de platina calibrada (@ = 4 mm) e transferidos para 5 mL de agua destilada esterilizada em
tubos de ensaios. As suspensdes celulares foram homogeneizadas em agitador de tubos e
padronizadas em espectrofotdmetro UV-Vis nas faixas de 0,08-0,1 a 540 nm para bactérias, e
0,12-0,15 a 625 nm para leveduras, correspondendo as concentracdes de 102 UFC/mL e 10°
UFC/mL, respectivamente. Um volume de 100 pL das suspensdes celulares foi transferido
para a superficie de MHA e SAB e semeadas com auxilio de uma alca de Drigaslki. Foi
utilizado como controle positivo solugbes de Estreptomicina 50 pug/mL para bactérias e de
Itraconazol 50 pug/mL para as leveduras, seguindo-se da aplicacdo dos discos dos filmes (8
mm). O controle negativo foi realizado com os filmes padrdo sem as AgNPs. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h. A atividade antimicrobiana foi expressa em milimetros, medindo-
se 0 diametro do halo de inibicdo (FAYAZ, et al., 2009; PRADO et al., 2017).

4.14 Revestimento dos alimentos com os filmes
4.14.1 Obtencdao e sanitizacéo dos frutos

O camu-camu [Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh] proveniente do lago do Iripixi,
localizado na cidade de Oriximina-Para. Os frutos foram sanitizados utilizando solucdo de
hipoclorito 1% (v/v) por 20 minutos, seguido de lavagem com &gua corrente para retirada do
excesso de hipoclorito (RODRIGUES et al., 2011). Os frutos foram classificados de acordo
com o grau de maturacdo 1, 2, 3 e 4. Para as andlises de revestimento, foram escolhidos os

frutos no estagio 2.

4.14.?2 Revestimento dos frutos

Os frutos foram completamente imersos por duas vezes consecutivas nas solucdes
filmogénicas durante 5 segundos a 25 °C. Em seguida, os frutos revestidos com o filme

padrdo (formulado somente com amido e glicerol), os frutos revestidos com o filme teste
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(incorporado com AgNPs) e os frutos controle (sem filme de revestimento) foram mantidos
sob refrigeragéo (5 £ 2 °C), durante 12 dias (FAYAZ, 2009).

4.14.3 Analise visual dos frutos apds armazenamento refrigerado

Apos 12 dias os frutos foram avaliados quanto a sua aparéncia, injurias, presenca ou
auséncia de fungos (NEVES et al., 2002).

4.14.4 Composicao centesimal dos frutos com e sem revestimento

Ap0s 12 dias a composi¢do centesimal dos frutos sem filme, dos frutos revestidos com
filme padrdo (sem AgNPs) e dos frutos revestidos com filme teste (incorporado com AgNPSs)

foi realizada de acordo com o item 7.3.

4.14.5 Determinacao do pH e acidez titulavel expressa em &cido citrico

Nos dias 1, 4, 8 e 12 foi realizado a determinacdo do pH e acidez titulavel. Para
determinacdo do pH foram pesados 10g de amostras e dissolvidas em 100 mL de agua
destilada. O pH dos amidos foi aferido em medidor de pH digital (PHTEK, PHS-3E®) pré
calibrado com tampdes de pH 4,0 e 7,0. Para determinacdo da acidez titulavel, 5g da amostra
foram diluidos em 100 mL de agua destilada e adicionado 0,3 mL de solucdo de fenolftaleina
1% (p/v). A titulacdo foi realizada com solugdo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 M, sob
agitacdo constante, até coloracdo résea persistente por 30 segundos (IAL, 2008).

Equacao:

VXFXMXPM
10X P XN

Onde:

V = volume da solucédo de hidroxido de so6dio gasto na titulagdo em mL
M = molaridade da solucéo de hidréxido de sédio

P = massa da amostra em g ou volume pipetado em mL

PM = peso molecular do acido citrico em gramas (192);

n = nimero de hidrogénios ionizaveis (3);

F = fator de correcdo da solucdo de hidroxido de sodio
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4.14.6 Determinacdo de solidos solUveis totais expressos em graus Brix

O teor de solidos soluveis, expresso em graus Brix (°Brix), foi determinado por leitura
direta em refratbmetro analdgico portéatil de escala dupla, marca Incoterm, conforme normas
analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008) nos dias 1, 4, 8 e 12.

4.14.7 Determinacédo da perda de peso
Os frutos foram pesados em balanga analitica nos dias 1, 4, 8 e 12, para calculo de
perda de massa (FAKHOURI et al., 2007).

4.14.8 Analise microbioldgica

A anélise microbioldgica dos frutos foi realizada nos dias 1, 4, 8 e 12 para avaliar a
presenca de Coliformes a 45°C, Escherichia coli, Salmonella sp. e presenca de fungos
unicelulares e filamentosos, estabelecidos pela RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL,
2001), seguindo as metodologias descritas por Silva et al. (2010).

4.14.9 Determinacdo de prata residual nos frutos revestidos com filmes incorporados
com nanoparticulas por DRX

A deteccdo de prata residual nos frutos foi realizada por difracdo de raio X. As
analises foram feitas em difratbmetro Shimadzu, modelo XRD7000, operando com radiacédo
CuK-a (A= 1,54060 A), tensido de 40 kV, corrente de 30 mA, velocidade de varredura 2° min-
1 e regido de 20 entre 5 e 90°. Essa técnica possibilita a criacdo de difratogramas referentes a
estrutura cristalina da amostra devido a sua distancia interatdmica. E uma das técnicas mais
utilizadas na caracterizacdo de nanomateriais, pois os picos formados podem confirmar a

presenca de prata metélica.

5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos experimentos realizados em triplicata foram submetidos a anélise
estatistica descritiva (Tabelas, graficos e distribuicdo de frequéncia em classes), de variancia e

as médias comparadas pelo teste de Tukey (5%), utilizando o software Minitab® vers&o 16.0.
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Resumo: Considerando-se o desenvolvimento de produtos utilizando matéria-prima regional, foram extraidos e caracterizados os
amidos de Dioscorea alata L. e D. altssima Lam. Os parametros analisados foram rendimento, composigdo, morfologia e
tamanho dos granulos, composigao fisico-quimica, propriedades tecnoldgicas, toxicidade in vitro e andlise microbioldgica.
Rendimento significativo (8,579) foi observado em D. aftissima. Amido disponivel (75,02%), total (84,63%) e amilose (19,15%)
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(67,13 g 100g™), estabilidade da espuma (100%) e claridade da pasta (2,87%) foram maiores em D. alata. A capacidade
de inchamento (4,07 g g') e a densidade aparente (0,87g mL"") foram superiores em D. altissima. Os amidos estudados
possuem propriedades tecnolégicas com potencial para a indUstria de alimentos e para a produgao de embalagens.
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Abstract: Considering the development of products using regional raw materials, the starches of Dioscorea alata L. and D. alftissima
Lam. were extracted and characterized. The parameters analyzed were: yield, composition, morphology and size of the
granules, physicochemical composition, technological properties, in vitro toxicity, and microbiological analysis. A significant
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inD. alata. Starch resistant (10.109) and amylopectin (82.09%) were superior in D. altssima. pH and acidity did not vary
between samples. Water activity was lower in D. alata. Low moisture, ash, lipid, protein, fiber, and high carbohydrate
contents were observed. The starches did not present cytotoxicity or microbial contamination. The granules of D. aftissima
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Resumo: Considerando-se o desenvolvimento de produtos utilizando matéria-prima regional,
foram extraidos e caracterizados os amidos de Dioscorea alata L. e D. altissima Lam. Os
parametros analisados foram rendimento, composicdo, morfologia e tamanho dos granulos,
composicdo fisico-quimica, propriedades tecnoldgicas, toxicidade in vitro e analise
microbioldgica. Rendimento significativo (8,57%) foi observado em D. altissima. Amido
disponivel (75,02%), total (84,63%) e amilose (19,15%) foram maiores em D. alata. Amido
resistente (10,10%) e amilopectina (82,09%) foram superiores em D. altissima. O pH e a
acidez ndo variaram entre as amostras. A atividade de agua foi menor em D. alata. Baixos
teores de umidade, cinzas, lipidios, proteinas, fibras e alto contetdo de carboidratos foram
determinados. Os amidos nédo apresentaram citotoxicidade e nem contaminagdo microbiana.
Os granulos do amido de D. altissima séo esféricos e significativamente maiores. Nos amidos
de D. alata e de D. altissima, predominam, respectivamente, macro e microminerais.
Absorcdo de agua (85,73g 100g™Y), dleo (67,13g 100g™), estabilidade da espuma (100%) e
claridade da pasta (2,87%) foram maiores em D. alata. A capacidade de inchamento (4,07 g g
1Y e a densidade aparente (0,87g mL™) foram superiores em D. altissima. Os amidos
estudados possuem propriedades tecnoldgicas com potencial para inddstria de alimentos e
para producdo de embalagens.

Palavras-chave: Granulos. Inhame. Propriedades tecnoldgicas. Tubérculos.

Abstract: Considering the development of products using regional raw material, the starches
of Dioscorea alata L. and D. altissima Lam. were extracted and characterized. The
parameters analyzed were: yield, composition, morphology and size of the granules,
physicochemical composition, technological properties, in vitro toxicity and microbiological
analysis. The significant yield (8.57%) was observed in D. altissima. Available starch
(75.02%), total (84.63%) and amylose (19.15%) were higher in D. alata. Starch resistant
(10.10%) and amylopectin (82.09%) were superior in D. altissima. PH and acidity did not
vary between samples. Water activity was lower in D. alata. Low moisture, ash, lipid, protein,
fiber and high carbohydrate contents were observed. The starches did not present cytotoxicity
or microbial contamination. The granules of D. altissima starch are spherical and significantly
larger. In the D. alata and D. altissima starches, macro and microminerals are predominant,
respectively. Water absorption (85.73g 100 g %), oil (67.13g100g™?), foam stability (100%) and
pulp clarity (2.87%) were higher in D. alata. The swelling capacity (4.07g g*) and bulk
density (0.87g mL™) were higher in D. altissima. The studied starches have technological
properties with potential for the food industry, medicines and packaging.

Keywords: Granules. Yams. Technological properties. Tubers.
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INTRODUCAO

O amido, polissacarideo de reserva vegetal, € constituido de cadeias lineares
deamilose e ramificadas de amilopectina, estando presente na forma de granulos
semicristalinos em rizomas, raizes e tubérculos (Andrade et al., 2017; Tao et al., 2018). A
proporcéo de amilose/amilopectina varia de acordo com a fonte boténica, padrdo de qualidade
que esta associado a especificidade estrutural e funcional do amido (Reis et al., 2017; Polesi
etal., 2016; Zhang et al., 2018).

As caracteristicas naturais do amido, tais como biodegrabilidade e ndo toxicidade,
favorecem o uso deste polissacarideo em setores industriais. Na industria de alimentos, o
amido tem diferentes aplicacfes tecnoldgicas para melhorar a textura ou como espessante,
estabilizante coloidal, geleificante e para retencdo de agua (Zhang et al., 2018). Amido,
proteinas, lipidios, ou suas misturas, também estdo sendo usados para producdo de filmes
comestiveis ou biodegradaveis, uma estratégia para reduzir o impacto ambiental decorrente do
uso de embalagens nao degradaveis (Nogueira et al., 2018).

As principais matérias-primas fonte de amido no mundo sdo milho (52%), mandioca
(34%), batata (7%), trigo (5%) e outras fontes (2%) (Felipe et al., 2013). Entre 2016 a 2022, o
mercado industrial do amido pode vir a apresentar crescimento de US$ 106,64 bilhdes
(Markets and Markets, 2019).

Entre outros vegetais, os tubérculos do género Dioscorea, alimentos de excelente
qualidade nutricional, de importancia social e econémica, sdo fontes promissoras de amido
(Otegbayoet al., 2014; Oluwamukomi & Akinsola, 2015; Verter & Becvarova, 2014). Na
Amazonia, sdo cultivadas D. altissima Lam. 1789, D. trifida L. 1782 e D. alata L. 1753, com
evidéncia para producdo comercial e consumo local, respectivamente, para D. trifida e D.
altissima (Teixeira et al., 2016).

A estrutura e a morfologia do amido sdo fatores que influenciam em importantes
caracteristicas funcionais e fisico-quimicas para as industrias, como temperatura de
gelatinizacdo, retrogradacdo, solubilidade, poder de inchamento e comportamento reoldgico
de pastas e géis (Valcarcel-Yamani et al., 2013). Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi
extrair e caracterizar parcialmente o amido de D. altissima e D. alata cultivadas na Amaz6nia

para potencial utilizagéo industrial.
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MATERIAL E METODOS

MATERIA-PRIMA

Os tubérculos de Dioscorea alata e D. altissima analisados neste estudo sdo provenientes de
um cultivo domiciliar localizado no bairro Planalto, na cidade de Manaus, Amazonas
(3°03°58,0’S, 60°03°04,2”W). Apos colheita, os tubérculos foram armazenados em caixas
plasticas e conduzidos ao laboratério de Micologia Industrial e Médica, da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM). Os tubéculos sem danos fisicos e ausentes de contaminacéo
microbiana foram lavados em &gua corrente, submetidos a assepsia em solucdo de cloro 2%

(v/v), pesados, descascados e, posteriormente, utilizados para extracdo do amido.

EXTRACAO DO AMIDO

O amido dos tubérculos foi extraido de acordo com o método de Liporacci et al. (2005). Ap6s
0 processo de extracdo, o amido foi desidratado a 40 °C, em estufa de circulacdo de ar
forcado, por 10 h. Em seguida, a amostra foi embalada em recipiente de vidro com tampa

rosqueavel até a realizacdo das analises.

DETERMINAQAO DO RENDIMENTO E TEOR DE AMIDO

Para o calculo do rendimento do amido, foi feita a relacdo entre o peso inicial dos tubérculos
utilizados e o peso do produto final, sendo os resultados expressos em g/100g. (Amoo et al.,
2014). O teor de amido total foi determinado pelo método DNS (Acido 3,5 dinitrosalisilico)
(Miller, 1959; Walter et al., 2005).

DETERMINACAO DO TEOR DE AMILOSE E AMILOPECTINA

O conteudo de amilose foi determinado por método colorimétrico, utilizando curva padréo de
amilose (4 mg mL™?). A leitura foi realizada a 590 nm e o teor de amilopectina, determinado
por diferenca [(100 - amilose (%)] (Martinez & Cuevas, 1989).

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A forma e o tamanho dos granulos de amido foram determinados por microscopia eletronica
de varredura (Quanta 250 FEI Company®), em diferentes magnitudes. Para essas analises, um
volume de 100 uL das amostras diluidas em alcool etilico P.A (1:10, p/p) foi colocado no
porta-amostra do MEV. O potencial de aceleragéo utilizado foi de 15 kVe 20 kV (Leonel &
Cereda, 2002).
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DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO AMIDO

Determinacéo do pH, acidez e atividade de agua

O pH dos amidos foi aferido em medidor de pH digital (PHTEK, PHS-3E). A acidez
foideterminada por titulagdo com solugdo de NaOH 0,1 mol L™, utilizando-se solugio
alcodlica de fenolftaleina 1% (p/v) (IAL, 2008). A atividade da agua foi avaliada por leitura
direta em medidor de atividade agua (AQUALab 4TEV®), a 25 °C.

Determinacdo da composicdo centesimal

A umidade foi determinada por secagem em estufa a 105 °C até obtencdo do peso constante
(AOAC, 2006). As proteinas foram estimadas de acordo com o método micro Kjeldahl (fator
de conversdo = 6,25) (AOAC, 2006). A quantificacdo de lipidios foi verificada por método de
Bligh e Dyer. O contetdo de cinzas foi determinado por incineragdo do material em forno de
mufla, a 550°C (AOAC, 2006). O quantitativo de fibras totais foi obtido por digestdo acido-
base, segundo 0 método de Weende (AOAC, 2006). Os carboidratos totais foram estimados
por diferenca das demais fracdes centesimais e energia total calculada utilizando o fator de
converséo de Atwater (NEPA, 2006).

Determinacdo de macro e microminerais

A determinacdo dos minerais foi realizada pelos métodos descritos em EMBRAPA (2009). O
teor de fosforo foi determinado por espectrofotometria com azul de molibdénio. Caélcio,
magnésio, potassio, cobre, ferro, manganés e zinco foram quantificados por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica. Os valores de macronutrientes (Ca, P, Mg, K) foram

calculados em g kg, e os dos micronutrientes (Fe, Cu, Mn e Zn), em mg kg.

Andlise das propriedades tecnolégicas do amido

A capacidade de absorgdo de agua foi determinada pelo método de Beuchat et al. (1977). A
alteracdo do peso da amostra foi expressa em absorcdo de agua (%), com base em seu peso
original. O método de Sosulski (1962) foi utilizado para a determinacdo da capacidade de
absorcéo de gordura, e os resultados foram expressos como ganho de massa de 6leo, ligado
em porcentagem (%). A capacidade de inchamento foi determinada pela raz&o entre o peso do
sedimento e o0 peso da amostra seca (Leach et al., 1959). A densidade foi determinada pelo
método de Narayana & Narasinga-Rao (1982), e a densidade aparente foi calculada em g/mL

em relacdo a amostra. A capacidade e a estabilidade da espuma também foram determinadas
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de acordo com Narayana & Narasinga-Rao (1982), e os resultados foram expressos em
porcentagem. A claridade da pasta foi avaliada segundo a metodologia descrita por Craig et

al. (1989), com a transmitancia (%T) determinada a 650 nm.

Teste de toxicidade in vitro do amido
A citotoxicidade dos amidos foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Ahmed et
al. (1994), utilizando-se fibroblastos humanos (MRC5).

Analise da qualidade microbioldgica do amido

Nas analises microbioldgicas, foram avaliadas a presenca de coliformes a 45 °C de Bacillus
cereus Frankland & Frankland 1887 e Salmonella sp., de acordo com os padrdes
microbioldgicos para alimentos, estabelecidos pela Resolucdo de Diretoria Colegiada n. 12,
de 2 de janeiro de 2001 (Brasil, 2001; Silva et al., 2010).

Andlise estatistica

Os dados dos experimentos realizados em triplicata foram submetidos a analise estatistica
descritiva (tabelas, graficos e distribuicdo de frequéncia em classes). A analise de variancia e
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%), utilizando-se o programa Minitab
versédo 16.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

DETERMINACAO DO RENDIMENTO E TEOR DE AMIDO

A matéria-prima vegetal, o método de extracdo e a composicdo do solo sdo fatores que
influenciam diretamente no rendimento do processo extrativo do amido (Nunes et al., 2009).
Neste estudo, em media, os valores de rendimento dos amidos extraidos de D. altissima e D.
alata foram 8,57 e 7,76%, respectivamente, dados significativamente diferentes. Liporacci et
al. (2005) obtiveram resultado similar para D. alata (7,12%). Outros dados da literatura
mostraramrendimentos de 9,30% e 13,96% para D. alata e Dioscorea sp. L. 1753,
respectivamente (Durango et al., 2009; Reis et al., 2010). As diferencas nos rendimentos dos
processos extrativos de D. alata e D. altissima podem ser explicadas devido as caracteristicas
morfologicas das espécies. Os tubérculos de D. alata (Figura 1) possuem formas mais
irregulares quando comparados a D. altissima (Figura 2), condicao fisica que dificulta a etapa

de descascamento, levando a diminuic¢do do rendimento do amido (De Paula et al., 2012).
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Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de tubérculos de  Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de tubérculos de
D. alata. D. altissima.

A utilizacdo de amido proveniente de tubérculos do género Dioscorea ainda é pouco
popularizada, em razdo de a extracdo ser dificultada pela presenca de mucilagem, o que
aumenta a viscosidade e atrapalha a etapa de peneiramento (Reis et al., 2010).

Os resultadosda determinacdo de amido disponivel, resistente e total estdo descritos na
Tabela 1. No presente estudo, foi verificada diferenca significativa entre os teores de amido
das amostras avaliadas. Em D. altissima, o teor de amido resistente (10,10%) foi superior
guando comparado aos valores de D. alata (9,60%). Nesse contexto, D. alata destacou-se
como fonte de amido total (84,63%) e disponivel (75,02%).

Moongngarm (2013) verificou valores de 57,40%, 23,25% e 19,46% para 0os amidos
total, resistente e ndo resistente, respectivamente, em relacdo a D. alata. Aprianita et al.
(2009) apresentou valores de amido resistente (68,50%) e nédo resistente (13,48%) para D.
alata. Awolu & Olofinlae (2016) encontraram valor 47,39% superior de amido resistente em
D. alata. As diferencas entre as concentragdes dos tipos de amido em espécies de Dioscorea
estdo relacionadas com o formato e o tamanho dos granulos de amidos, que influenciam na

acdo da a-amilase (Freitas & Tavares, 2005).




48

Tabela 1. Teores de amido disponivel, resistente e total extraidos de D. alata e D. altissima. Médias que néo
compartilham uma letra séo significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0.05)/(z).

Amido disponivel (%) Amido resistente (%)  Amido total (%)

D.alata 75,02 +0,972 9,60+ 0,04° 84,63 + 0,89?
D. altissima 69,92+ 0,58° 10,10 + 0,072 80,02 + 0,53°

DETERMINAC}AO DO TEOR DE AMILOSE E AMILOPECTINA

As principais moléculas presentes no amido sdo amilose e amilopectina. A concentracdo de
amilose em amidos nativos varia de 11 a 30%, enquanto a amilopectina esta presente em
maior quantidade no granulo. A proporcdo desses dois polimeros depende diretamente da
espécie, das condicbes de cultivo e da estacdo do ano em que foi plantado o tubérculo
(Hoover et al., 2010). No presente artigo, os teores de amilose e amilopectina variaram
significativamente entre os amidos avaliados (Tabela 2). O conteudo de amilose em D. alata
(19,15%) foi superior ao encontrado em D. altissima (17,91%). Valores semelhantes de
amilose (17,67% e 17,61%) foram observados por Jiang et al. (2012) em amidos de D.
nipponica Makino 1891 e D. bulbifera L. 1753, respectivamente. Andrade et al. (2017)
verificaram teores de amilose de 37,46% em amidos de Dioscorea sp. Riley et al. (2006)
relataram que, em amidos de D. alata, a concentracdo de amilose variou de 20 a 23%. O
conhecimento do contetdo de amilose presente nos granulos de amido é importante para a
industria de embalagens, jA que, na retrogradacdo, as moléculas de amilose tendem a
estabelecer ligacbes de hidrogénio entre si, diminuindo a afinidade pela 4gua e formando
filmes resistentes (Mali et al., 2010; Reis et al., 2010).

Os teores de amilopectina em D. altissima e D. alata foram 82,09% e 80,84%,
respectivamente. Alobi et al. (2017) e Otegbayo et al. (2011) verificaram concentracdes de
84,60% e 71,44% em amidos de D. villosa L. 1753 e D. alata, respectivamente. Amoo et al.
(2014) observaram que, em amidos de variedades de D. rotundata Poiret 1813, a
concentragdo de amilopectina variou de 72,52% a 68,45%. Amidos contendo elevado teor de
amilopectina s&o usados na industria de beneficiamento da celulose para fabricacdo de papel e
de etiquetas adesivas, pois as suas propriedades anticorrosivas mantém a integridade do rétulo
guando exposto a condi¢cGes umidas. Os amidos cerosos, constituidos por quantidades
elevadas de amilopectina, s@o amplamente utilizados na industria de alimentos, pois

produzem géis altamente transparentes, mais resistentes as etapas de congelamento-
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descongelamento quando comparados com géis de amido contendo amilose (Ahmed et al.,
2014; Vamadevan & Bertoft, 2015).

Tabela 2. Teores de amilose e amilopectina dos amidos de D. alata e D. altissima. Médias que ndo compartilham
uma letra séo significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0.05)/(%).

Amido Amilose (%) Amilopectina (%)
D. alata 19,15+ 0,012 80,84+ 0,01°
D. altissima 17,91+ 0,01° 82,0+ 0,012

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletronica de varredura mostrou que os amidos observados possuem tamanhos
diferenciados e estrutura lisa. Os granulos de D. alata apresentaram formato poliédrico, com
tamanho entre 16 a 29 um (Figura 3), enquanto os de D. altissima séo esféricos e medem de
24 a 33 um (Figura 4). Andrade et al. (2017) relataram que os grénulos de Dioscorea sp.
possuem forma eliptica e tamanho variando de 15,51 a 30,47 um. De Paula et al. (2012)
verificaram que os granulos de D. alata s&o ovais, circulares e achatados, com diametro de 19
a 27um. Pérez et al. (2011) relataram que os amidos de D. trifida sdo ovais ou em forma de
concha, e apresentam tamanho variando de 42,90 a 50,10 um. O tamanho e a forma dos
granulos afetam diretamente as propriedades tecnologicas do amido, como gelatinizagdo,
inchaco e solubilidade (Ferreira et al., 2012). Grénulos menores que possuem diferentes
formas sdo mais facilmente digeridos pelas amilases, possuindo melhor digestibilidade (Yuan
et al., 2007).

det | mag O HV  [spot| WD [ 100 um
GSED | 1000 x |15.00kV | 4.5 | 20.6 mm

det | mag O HV  [spot| WD
GSED | 1000 x |15.00kV | 4.5 120.7 mm

Figura 3. Micrografia eletronica de granulos de Figura 4. Micrografia eletronica de granulos de
amido extraido de D. alata. amido extraido de D. altissima.
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DETERMINAQAO DO PH, ACIDEZ E ATIVIDADE DE AGUA

O pH e a acidez sdo parametros fisico-quimicos importantes para determinar a aplicacéo
industrial do amido, pois influenciam na qualidade sensorial e na aceitagdo dos produtos
alimenticios pelos consumidores (Chisté & Cohen, 2014).

Os valores de pH dos amidos extraidos de D. alata e D. altissima foram similares
(5,5), resultado semelhante aos potenciais hidrogenidnicos dos amidos de D. rotundata (5,57)
e Dioscorea sp. (5,82) (Marcano & Marcano, 2011; Amoo et al., 2014). Todavia, na
investigacdo realizada por Alobi et al. (2017), em amido de D. villosa, foi determinado pH
7,6, resultado diferente do encontrado no presente estudo. A deterioracdo de produtos que
apresentam valores de pH mais acidos é mais lenta. Portanto, os amidos extraidos de D. alata
e D. altissima podem ser considerados mais estaveis em relacdo aos que possuem pH neutro
(Tavares et al., 2011).

Os valores de acidez de D. alata e D. altissima foram de 0,05 mL de NaOH N/100 g.
Daiuto et al. (2005) observaram acidez de 0,20 mL de NaOH N/100 para o amido de D. alata.
Teores inferiores a 3,0 mL de NaOH mol L™ 100g™? caracterizam auséncia de fermentag&o
(Aquino et al., 2016).

Em relagdo & atividade de &gua, foi verificada diferenga significativa entre as
amostras: os resultados variaram de 0,11 a 0,09 para D. altissima e D. alata, respectivamente.
A atividade de agua interfere diretamente na estabilidade fisico-quimica e microbiol6gica de
alimentos. Na literatura cientifica, esta citado que 0,60 é valor-limite para o crescimento
microbiano em produtos alimenticios (Carvalho et al., 2012; Delgado et al., 2016); além
disso, na faixa de atividade de &gua de 0,4-0,8, ha o desencadeamento de reacBes quimicas e
enzimaticas (Celestino, 2010). Nesse sentido, os amidos de D. alata e D. altissima possuem
valores de atividade de dgua que dificultam o crescimento microbiano e o desenvolvimento de
reacGes quimicas, sendo, portanto, produtos amilaceos estaveis para uso em diversos setores

industriais.

DETERMINACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL

A Tabela 3 demonstra a composicdo centesimal do amido de D. alata e D. altissima. De
acordo com os dados obtidos, houve diferenca significativa entre as amostras avaliadas.
Quando comparada a composi¢do entre os dois amidos, D. altissima demonstrou valores
superiores de lipidios (0,83%), fibras (0,51%), carboidratos (88,10%) e valor energético
(363,10%), respectivamente. D. alata destacou-se nos parametros: umidade (13,46%), cinzas
(0,11%) e proteinas (0,80%). Falade & Ayetigbo (2017) relataram valores de umidade
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(14,87%), cinzas (0,30%), lipidios (0,28%), proteinas (2,93%) e carboidratos (81,62%) para
D. alata. Amoo et al. (2014) verificaram que a umidade e as cinzas presentes em amido de D.
rotundataforam, respectivamente, 7,22% e 0,24%. Alobi et al. (2017) observaram valores de
umidade e cinzas superiores em 78,26% e 53,33%, respectivamente, em relacdo aos
encontrados no presente estudo para D. alata.

Em amidos, além do alto teor de carboidratos, também podem ser encontradas
diferentes concentracdes de lipidios, proteinas, fibras e cinzas, dependendo do método de
extracdo e da pureza final (Aguilar & Villalobos, 2013). Os teores de umidade dos amidos de
D. alata (13,46%) e D. altissima (9,67%) estdo em corcordancia com o padrdao de 18%
recomendado pela RDC n. 263 para farinhas vegetais, féculas e amido (Brasil, 2005). O
conteddo de cinzas de D. alata (0,11%) e D. altissima (0,06%) também esta dentro do limite
de 4% para amostras de amido (Leonel et al., 2003). Os baixos teores de lipidios, de proteinas
e de fibras e a alta concentracdo de carboidratosencontrados nas amostras evidenciam a
eficacia do método de extracdo do amido utilizado no presente estudo.

Tabela 3. Composic¢ao centesimal dos amidos de D. alata e D. altissima. Médias que ndo compartilham uma
letra s&o significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0.05)/(x).

Parametro D.alata D. altissima
Umidade (%) 13,46 £ 0,012 9,67 +0,09°
Cinzas (%) 0,11 £ 0,028 0,06 + 0,00°
Lipidios (%) 0,57 +£0,03° 0,83+ 0,04°
Proteinas (%) 0,80 £ 0,018 0,77 £ 0,00°
Fibras (%) 0,44 +0,01° 0,51+0,01°
Carboidratos (%) 84,59 +0,08® 88,10+ 0,10°

Valor energético (kcal/100g) 346,77 +0,06° 363,10 + 0,10°

DETERMINACAO DE MACRO E MICROMINERAIS

As concentracdes de macrominerais foram superiores no amido de D. alata, exceto os teores
de N. O macromineral K foi encontrado em maior concentracdo nos dois amidos investigados,
com diferenca significativa entre D. altissima (0,629 kg?) e D. alata (0,909 kg1). O contetido
de P também foi expressivo, variando entre D. altissima (0,269 kg™) e D. alata (0,519 kg™).
Em relagdo aos micronutrientes, os teores foram significativamente superiores no amido de D.
altissima, com prevaléncia do Na (527,44g kg™). No foi observada a presenca de Cu e Mn
nos dois amidos avaliados, enquanto que Fe e Zn ndo foram detectados no amido de D. alata
(Tabela 4).
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Oko & Famurewa (2015) também verificaram que o K foi 0 macromineral predominante no
amido de D. purpurea Roxb. 1832 (0,134g kg?), seguido de P (0,11g kg?) e de Na
determinado na concentracéo de 18,38mg kg*. Andrade et al. (2017) reportaram valores de P
(0,409 kgt), mas ndo encontraram a presenca de K e Mn em amidos de Dioscorea sp. Pérez et
al. (2011) relataram valores de 0,3g kg™ para amido de D. trifida. O fésforo, um mineral
predominante em amidos de diferentes fontes botéanicas, interfere diretamente nas
propriedades tecnoldgicas, como poder de inchamento, capacidade de absorcdo de &agua,
claridade da pasta, gelatinizacdo e retrogradacdo (Otegbayo et al., 2011). As diferencas na
concentracdo de minerais presentes nos amidos estdo relacionadas com a variedade genética
de cada espécie, método de extragdo, tempo e condi¢cdes de armazenamento (Robertson et al.,
2018).

Tabela 4. Composicdo de macro e micronutrientes dos amidos de D. alata e D. altissima. Médias que ndo
compartilham uma letra so significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0.05)/(z).

Amido Macronutrientes (g kg™) Micronutrientes (mg kg™)
N P K Ca Mg S Na B Cu Fe Mn Zn
D. alata 0,39 0,51* 0,90* 0,20° 0,02 0,06 39582° 0,41° 0,00* 0,00° 0,00° 0,00°

D.altissima 9502 026" 0,62° 0,18° 0,01° 0,06° 527,44 1,74 0,00° 4,21 0,00° 11472

ANALISE DAS PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DOS AMIDOS

Os resultados da analise das propriedades tecnolégicas dos amidos avaliados estdo expressos
na Tabela 5. No presente estudo, o amido de D. alata se destacou nos seguintes parametros:
absorcdo de agua (85,739 100g™?), absorcdo de d6leo (67,13g 100g™?), estabilidade da espuma
(100%) e claridade da pasta (2,87%). Por outro lado, capacidade de inchamento (4,07g g) e
densidade aparente (0,87 g mL™) foram superiores nos amidos de D. altissima.

A absorcdo significativa de agua em amido de D. alata pode ser explicada devido ao
elevado teor de fosforo presente na amostra, visto que as cargas negativas dos grupos fosfato
se repelem, promovendo a entrada de agua no granulo, o que interfere diretamente nas suas
propriedades funcionais (Limberguer et al., 2008). Segundo Souza et al. (2008), 0 amido com
elevada capacidade de absorcdo de agua pode ser utilizado na fabricacdo de produtos que
necessitam demaciez e maior rendimento, Como carnes, pdes € massas.

A absor¢do de 6leo nas amostras de D. alata esta relacionada ao maior teor de
proteinas presentes no amido, devido a afinidade entre os sitios peptidicos apolares e as
cadeias hidrofébicas do 6leo (Fiorda et al., 2013). Mendonza et al. (2017) citam que 0 amido

de D. alata apresentou 74,82% e D. bulbifera obteve 81% de absorcdo de oleo, valores
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superiores aos encontrados neste estudo. Esta propriedade é importante para a industria
alimenticia, visto que a gordura melhora o sabor e a textura dos alimentos. Amidos com
elevada capacidade de absorcdo de gorduras sdo indicados para formulacdes de produtos a
base de carne, panqueca, alimentos cozidos e sopas (Nina et al., 2017).

A capacidade de inchamento (4,07g 100g™?) e a densidade aparente (0,87g mL™) foram
superiores no amido de D. altissima. Estes resultados podem ser explicados devido ao maior
teor de amilopectina, o que favorece entrada de &gua e maior inchamento do granulo
(Herndndez-Medina et al., 2008). Além disso, a elevada massa molecular da amilopectina
forma granulos mais pesados e compactos, que ocupam menos volume e resultam em maior
densidade aparente (Tonon et al., 2013). Segundo Nunes et al. (2009), os amidos mais densos
decantam em menor tempo nos aparelhos extratores, parametro tecnolégico que influencia
positivamente nos custos de producao.

Neste estudo, ndo foi verificada diferenca na capacidade de formacdo de espumas
entre os amidos de D. alata e D. altissima. Entretanto, a estabilidade da espuma do amido de
D. alata foi 4% superior em relacdo a de D. altissima. A capacidade de formacdo e de
manutencdo da espuma é altamente dependente da concentracdo de proteinas. Nesse sentido,
0s baixos valores destes parametros provavelmente se devem aos quantitativos reduzidos de
proteinas encontrados nos amidos de D. alata e D. altissima.

A producédo de espuma envolve a geracdo de um filme de proteina em torno de uma
bolha de gas e o empacotamento de bolhas de gas em uma estrutura geral (Farrag et al.,
2008). As matérias-primas alimenticias ricas em proteinasflexiveis, capazes de se adaptar a
interface ar-liquido e formar ligacdes hidrofébicas na superficie, sdo indicadas para aplicacdo
no setor alimenticio (Santana et al., 2017; Wang et al., 2000).

A estabilidade de espuma se relaciona com a capacidade das proteinas em se
estabilizarem contra forcas gravitacionais e mecanicas (Chandra et al., 2015). A capacidade
de formacdo e de manutencdo de espumas estaveis depende do tipo e da concentracdo de
proteinas, do grau de desnaturacdo proteica, do pH, da temperatura e da concentracédo de sal
(Akubor, 2017). Matérias-primas alimenticias com elevada capacidade de formacdo de
espumas estaveis e consistentes sdo usadas para melhorar a textura, a consisténcia e a
aparéncia dos alimentos, sendo indicadas para elaboracdo de bolos, sobremesas, sorvetes e
pées (Nina et al., 2017).

Com relacdo a claridade das pastas, foram determinadas as transmitancias de 2,87% e
2,14% para D. alata e D. altissima, respectivamente. Mendonza et al. (2017) determinaram

transmitancia de 0,46% e 0,61% para amidos de D. alata, resultados que indicam maior
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opacidade, quando comparados com os amidos do presente estudo. Entretanto, Techeira et al.
(2014) obtiveram valores de 10 e 11% de transmitancia para outras variedades de Dioscorea.
Os setores de panificacdo, de bebidas concentradas e de carnes processadas podem utilizar
amidos gque possuam esta caracteristica, pois ndo precisam de pastas claras para formulacao
do produto (Hernandez-Medina et al., 2008).

Tabela 5. Propriedades tecnolégicas dos amidos de D. alata e D. altissima. Médias que ndo compartilham uma
letra sdo significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0.05)/(%).

Propriedades tecnoldgicas - Amldp =
Dioscorea alata  Dioscorea altissima

Absorcéo de agua (g100g™) 85,73 + 0,252 73,86 +0,15°
Absorcao de 6leo (g 100g?) 67,13 £ 0,32° 62,23 + 0,30°
Capacidade de inchaco (g g%) 3,46 + 0,04° 4,07 £0,112
Densidade aparente (g mL™) 0,80 +0,01° 0,87+ 0,022
Capacidade da espuma (%) 2,00 + 0,002 2,00 + 0,002
Estabilidade da espuma (%) 100 + 0,002 96+ 0,00°
Claridade da pasta (%) 2,87 +£0,102 2,14+0,11°

TESTE DE TOXICIDADE IN VITRO DO AMIDO

Os amidos de D. alata e D. altissima ndo expressaram toxicidade quando testados contra
fibroblastos MRC-5 (Figura 5). Estatisticamente, ndo houve diferenca significativa na
viabilidade celular entre D. altissima (97,7%) e D. alata (97,9%). Estes resultados indicam
que os amidos avaliados ndo apresentam toxicidade e podem ser utilizados com seguranga em
diferentes setores industriais.
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Figura 5. Resultado do ensaio de citotoxicidade dos extratos em fibroblastos humanos (MRC-5) ap6s 72 horas de
tratamento: A) MRC-5 ap6s tratamento com DMSO, doxorrubicina, extrato de amido de D. altissima e D. alata;
B) DMSO (controle negativo, 0,01%), doxorrubicina (controle positivo, 20 uM ou 34 pg/mL), viabilidade
celular do extrato de amido de D. altissima e D. alata. Créditos: Leilane Bentes de Sousa e Marne Carvalho de
Vasconcellos.

ANALISE DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO AMIDO

Na andlise microbioldgica dos amidos, ndo foram verificadas as presencas de coliformes a 45
°C, de Bacillus cereus e Salmonella sp. A RDC n. 12, de 2 de janeiro de 2001, preconiza as
seguintes contagens microbianas para amido: B. cereus (3x10° UFC/g), coliformes a 45 °C
(1x102 UFC/g) e Salmonella sp. (auséncia em 25g). Os resultados obtidos no presente estudo
indicam que os amidos de D. alata e D. altissima foram elaborados de acordo com as boas

praticas de fabricacdo de alimentos e atendem aos padrdes microbioldgicos estabelecidos pela
legislacdo vigente.

CONCLUSOES

O amido de D. alata e D. altissima, espécies cultivadas no bioma amazonico, ndo sao toxicos,
tém rendimento promissor, propriedades funcionais e tecnoldgicas adequadas para uso na
indUstria de embalagens e como matéria-prima na industria de alimentos, na elaboragdo de

sopas, massas, paes e produtos a base de carnes.
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Capitulo 3

Filmes de revestimento biodegradaveis formulados com amido de Dioscorea alata

Larissa Svetlana Cavalcante Silval, Salomao Rocha Martim?, Dib Mady Diniz Gomes®, Nelly
Mara Vinhote Marinho*, Taciana Amorim Silva®, Maria Francisca Simas Teixeira®

Resumo

Filmes de revestimento a base de amido tém sido utilizados na conservacédo de alimentos com
finalidade de diminuir o acimulo de residuos s6lidos e minimizar a poluicdo. O amido esta
disponivel nos vegetais em diferentes estruturas, como tubérculos, rizomas, sementes e frutos.
O objetivo desta pesquisa foi desenvolver filmes poliméricos formulados com amido extraido
de Dioscorea alata L. cultivada na Amazonia. Os filmes foram obtidos por casting utilizando
solucdo a base de amido 4% (p/v) e glicerol 3% (p/v), aquecida a 95 °C até gelatinizacdo. A
solucdo filmogénica espalhada nas placas de vidro foi mantida a 40 °C, em estufa com
circulacdo de ar forcado até secagem dos filmes. Os parametros avaliados foram presenca ou
auséncia de rachaduras, opacidade, maleabilidade e caracterizados por técnicas de MEV,
AFM, DRX e FTIR. Os filmes de amido de D. alata séo transparentes e resistentes, néo
apresentaram fraturas, rachaduras, poros, e possuem superficie rugosa com cristalinidade do
Tipo B. Essas caracteristicas sdo promissoras para utilizacdo em industrias de alimentos.

Palavras-chave: glicerol, polimeros naturais, tubérculos.

Abstract

Starch-based coating films have been used in food preservation to reduce solid waste
accumulation and minimize pollution. These biopolymers are available in different plant
sources such as tubers, rhizomes, seeds and fruits. In the Amazon there are several species of
unexplored and limited consumption tubers that are sources of starch. Therefore, this work
aimed to develop polymeric films from starch extracted from Dioscorea alata L., D. alata
starch (4% wi/v) was diluted in 100 mL distilled water and glycerol (3% w / w) added. v). This
solution was heated to 95 °C until gelatinization. Then 10 mL of the filmogenic solution was
uniformly transferred to Petri dishes (140 mm X 150 mm). The plates were incubated at 40 °
C in a forced-air oven for 24 h. The films were visually evaluated for general appearance after
drying, ease of plaque removal, presence or absence of cracks, opacity and malleability. The
surface analysis of the films was performed by SEM, AFM, XRD and FTIR. The coating
films produced showed transparency and malleability, but due to the difficulty in the plate
removal stage, they presented rupture at the edges. SEM and AFM analysis showed that the
films show high roughness due to glycerol concentration.

Keywords: glycerol, natural polymers, tubers.



63

1. INTRODUCAO

A industria de embalagens geralmente utiliza polimeros sintéticos derivados do refino do
petréleo, devido ao baixo custo, alta resisténcia mecéanica e flexibilidade. No entanto, a
utilizacdo destes materiais plasticos gera acumulo de residuo e consequentemente poluicdo
ambiental, visto que ndo sdo biodegradaveis, além de emitir gases nocivos na atmosfera
(MATTA et al. 2011; LIMA e SIQUEIRA, 2015).

Portanto, com a finalidade de diminuir os efeitos toxicos ao meio ambiente, matérias-
primas alternativas tém sido utilizadas na formulacao de embalagens e filmes de revestimento,
como polimeros derivados de fontes renovaveis, agarose, celulose, quitosana e amido
(FARIAS et al., 2016; JARAMILLO et al., 2016).

Filmes de revestimento a base de amido esta sendo umatendéncia tecnoldgicarenovavel
para substituicdo de embalagens convencionais na industria de alimentos. Em alimentos
facilmente oxidaveis esses filmes atuam no controle da entrada de gases, como oxigénio, além
de promover a retengdo de aditivos e diminuir a contaminagdo por microrganismos (MALI et
al., 2010; CARBONE et al., 2016; COSTA et al., 2017; DIAS et al., 2018).

A extracdo do amido é realizada convencionalmente a partir de diversas fontes vegetais,
como arroz, milho, batata e mandioca, porém fontes ndo convencionais, como o inhame,
apresentam alto conteido de amido e tem sido bastante utilizadas (BERNARDO et al., 2018).

Na regido amazénica, o cultivo de tubérculos do género Dioscorea continua sendo
realizado por agricultores familiares, porém o consumo e utilizacdo para outros fins séo
limitados (COSTA e COSTA). Dioscorea alata, conhecida popularmente como inhame roxo,
apresenta rendimento promissor, possuihabilidade na propagacdo dos tubérculos e
adaptabilidade a variacbes climaticas (RAMOS et al., 2014). De acordo com Salcedo-
Mendonza et al. (2018), o amido de D. alata apresenta caracteristicas adequadas para uso na
indGstria de alimentos, podendo ser adicionado em produtos céarneos, utilizado como
espessante em sopas, cremes e em processos que necessitem de altas temperaturas, como na
fabricacdo de embalagens. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi elaborar e caracterizar

filmes de revestimento comestiveis formulados a base de amido extraido de D. alata.



64

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Elaboragéo e secagem dos filmes a base de amido

Para elaboracdo dos filmes por casting, 4 g de amido de D. alata foi diluido em 100
mL de &gua destilada, seguidoda adicao de 3 g glicerol. A solucédo filmogénica foi aquecida a
95 °C até completa gelatinizagdo. Desta solugdo, 10 mL foram transferidos para placas de
vidro (140 mm X 150 mm), mantidas a 40 °C em estufa com circulacdo de ar forcado durante
24 h. Os filmes foram armazenados em frascos de vidro com tampa hermética para as demais
analises (FAYAZ, et al., 2009; PAGNO et al., 2015).

2.2 Caracterizacao dos filmes biodegradaveis

2.2.1 Andlise visual

Aandlise visual dos filmes de amido de D. alata foi realizada quanto aos aspectos
subjetivos: facilidade de retirada das placas, presenca ou auséncia de rachaduras e
maleabilidade (COSTA et al., 2017).

2.2.2Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura dos filmes foi realizada em microscépio
eletronico de varredura compacto JSM-6010LA® (JEOL, Akishima, Japdo). As amostras
foram fixadas no porta-amostras com fita adesiva dupla face. Nas analises foi utilizado
potencial de aceleragdo de 15 kV e 20 kV (LEONEL e CEREDA 2002).

2.2.3 Microscopia de Forca Atémica

As analises foram realizadas no equipamento AFM/SPM 5500 Dynamics (Agilent
Technologies®, Santa Clara, EUA), com frequéncia de ressonancia da ponta de 320 kHz e
forca constante de 42 N/m. Um fragmento dos filmes foi adicionado no cantilever comercial
de silica e seco por evaporagdo a 25 °C. As imagens obtidas foram tratadas no software
WSxM v. 5.0 (HORCAS E FERNANDEZ, 2007). A imagem da topografia para a obteng&o
dos parametros de altura média, dos picos e Rugosidade Quadratica Media (RMS) foi
analisada no software Gwyddion® versdo 2.19. A RMS foi definida como o desvio padrdo

dos valores de elevagéo z, dentro da area determinada.
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2.2.4 Difragéo de Raios-X

A andlise de Difracdo de Raio-X dos filmes foi determinada em difratbmetro STADI-P
(Stoe & Cie GmbH®, Darmstadt, Alemanha) com anddo de molibdénio (MoK, A = 0,7093
A), a 25 °C, sob corrente 40 mA e tensdo de 50 kV. Os fotons de raios-X foram capturados
por um detector Mythen 1K (Dectris Ltd.®, Baden-Daettwil, Suica) por varredura 20 de 5 a
60° e velocidade de varredura de 0,471°. min™.

2.2.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier foi realizadaem
espectrofotdmetro Cary 630 (Agilent Technologies®, Santa Clara, EUA), na faixa de

comprimento entre 700 a 4000 cm™, com resolucéo de 7 cm™.

2.2.6 Determinacédo da umidade dos filmes de revestimento
A umidade foi determinada por secagem em estufa a 105 °C até obtencdo do peso
constante (AOAC, 2006).

2.2.7 Avaliacao da solubilidade em agua dos filmes de revestimento

A solubilidade em agua dos filmes foi determinada de acordo com o método de
Gontard et al. (1994). Os filmes de umidade conhecida foram pesados, submergidos em 50
mL de agua destilada e mantidos sob agitacdo, a 26 °C. Apds 24h, as amostras foram secas a
105 °C, por 4 horas e pesadas. A solubilidade foi calculada conforme a equacéo 1:

Equacéo 1:

Pl — PF
PI
Onde: %MS = Porcentagem de material seco solubilizado;

%MS = x 100

Pl = Peso inicial do material seco;

PF = Peso final do material seco ndo solubilizado.

2.2.8 Determinacdo da gramatura dos filmes de revestimento
A gramatura foi determinada pela razdo entre a massa do filme/diametro e o resultado
expresso em g/m? (COSTA et al., 2017).
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2.3 Anélise estatistica
Os dados dos experimentos realizados em triplicata foram submetidos analise de
variancia e as medias comparadas pelo teste de Tukey (5%), utilizando o softaware Minitab®

versao 17.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Andlise visual

Os filmes de revestimento produzidos com amido de D. alata pela técnica de casting
apresentaram transparéncia, resisténcia, boa manuseabilidade e auséncia de fraturas (Figura
1). As caracteristicas dos filmes a base de amido s&o influenciadas pelo teor de amilose,
amilopectina, plastificante, forma do suporte, técnica de espalhamento, nivel da estufa,
temperatura e tempo de secagem, assim como, umidade relativa ambiental durante o processo
de secagem (MALI et al., 2010; SILVA et al., 2019). Silva et al. (2019), determinaram
19,15% de amilose no amido de D. alata. O contetdo de amilose influencia no processo de
retrogradacdo e nas caracteristicas tecnologicas de filmes biodegradaveis. Em amidos com
alta concentracdo de amilose a retrogradacdo ocorre de forma mais intensa, visto que as
moléculas tendem a estabelecer ligagcdes de hidrogénio entre si, diminuindo a afinidade pela
agua e tornando os filmes mais rigidos, dificeis de serem removidos do suporte e menos
permedveis ao vapor de agua (MALI et al., 2010; MATTA JR et al., 2011).

Figura 1. Andlise visual dos filmes de amido de D. alata e glicerol.

3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
O filme de amido de D. alata quando visualizado no MEV, ndo apresentou rachaduras
e poros, porém foi observado agregacdo dos grénulos de amido ndo gelatinizados

completamente, formando uma superficie rugosa. Estes resultados estdo em concordancia aos
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achados por Hornung et al. (2018), em filmes de amido de Dioscorea sp., D. piperifolia
Humb. var. Wild. e D. trifida. Sanyang et al. (2016) citaram que a rugosidade dos filmes com
amido pelo método de casting pode ser melhorada modificando a concentracédo e o tipo de
plasticizante, aditivos que auxiliam na completa solubilizacdo dos grénulos na matriz

polimérica.
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Figura 2. Filme de amido de D. alata e glicerol visualizado em Microscopia Eletronica de Varredura.

3.3 Microscopia de Forga Atomica (AFM)

A figura 3 demonstra as micrografias tridimensionais dos filmes de amido de D. alata,
evidenciandoa presenca derugosidade média de superficie (RMS) com valor de 52,78 nm.
Filmes de amido de mandioca (3%) e glicerol (0,20g/g de amido) produzidos por Sueiro et al.
(2016), apresentaram RMS de 3,83 nm. Em outro estudo realizado por Liang et al. (2009)
sobre o efeito do glicerol na superficie de filmes de quitosana mostrou que maiores
concentracOes de glicerol formam filmes com superficies mais lisas. Porém, concentracfes
muito baixas podem produzir efeito antiplasticizante, ocasionando a redugéo da flexibilidade
e hidrofilicidade (PAGLIONE et al., 2019).

/l," \\x\\ 3 *-.5\)

Figura 3. Micrografia tridimensional do filme de amido de D. alata e glicerol.
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3.4 Difracgéo de Raios X (DRX)

A técnica de Difracdo de Raios-X (DRX) evidenciou que o filme de amido de D. alata
apresentou 4 picos nos seguintes angulos de difracdo: 5,23°, 14,33°, 17,23° e 23,49° (figura
4). Esses resultados indicam a presenca de amido de tubérculos com cristalinidade do Tipo B
no filme. Os picos de cristalinidade observados no difratograma estdo com menor intensidade
devido aos processos de gelatinizacdo e retrogradacdo que ocorrem com o amido na formacéo
dos filmes (WANG et al., 2011 e LIMA et al.,2012).
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Figura 4. Difratograma do filme de amido de D. alata e glicerol.

3.5 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

Os espectros de FTIR do filme de amido de D. alata e glicerol estdo apresentados na
figura 5. As principais bandas formadas foram em 3294 cm™, o qual equivale ao grupo O-H
presente no final das cadeias poliméricas do amido e também do glicerol. As bandas 2932 e
2890 cm™ se referem as ligaces C-H e sdo caracteristicas da variagdo na proporcdo de
amilose e amilopectina presente nos filmes. Ja o pico 1647 cm™, corresponde ao grupamento
C=0 e indica a presenca de agua (SANYANG et al. 2016; SUEIRO et al., 2016). Os picos de
absorcdo de 1151 a 860 cm™ formados correspondem as ligagdes C-C, C-O, C-OH, que
confirma a absorc¢éo do glicerol pela matriz polimérica (SUKHIJA et al., 2018; CHENG et al.,
2019). Estes resultados estdo de acordo com o estudo realizado por Ismail et al. (2016) com
filme de amido de inhame, onde foi observado a presenca de O-H, C-H, C=0 e C-O, que

indica a formagcé&o de biofilmes.
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Figura 5. Espectros de FTIR de filme de D. alata e glicerol.

3.6 Propriedades tecnoldgicas

A umidade e a solubilidade obtidas dos filmes de D. alata foram de 8,82% e 23,22%,
respectivamente. Estes resultados sdo inferiores ao estudo realizado por Gutiérrez et al. (2015)
com filmes de amido de D. trifida, onde a umidade encontrada foi de 52% e a solubilidade de
32%. Filmes com menor teor de umidade sdo mais interessantes pois limitam o crescimento
microbiano. A solubilizacdo é um parametro importante pois determina a aplicacdo industrial
dos filmes (FAKHOURI et al., 2007). Baixa solubilizacdo dos filmes pode ser necessaria para
que haja a manutencdo da integridade do produto embalado (BASIAK et al.,, 2017). A
gramatura dos filmes foi de 5,54 g/m?. Segundo Costa et al. (2017) este pardmetro é afetado
devido a concentracdo do glicerol e pela quantidade de solucdo filmogénica utilizada na
elaboracdo do filme.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que osfilmes formulados com amido de
D. alata séo transparentes e resistentes, ndo apresentam fraturas, rachaduras, nem poros, e
possuem superficie rugosa com cristalinidade do Tipo B. Essas caracteristicas sao
promissoras para utilizagdo em industrias de alimentos, especialmente fabricacdo de
embalagens e para fins gastronémicos, condicionados as caracteristicas tecnoldgicas

utilizadas no processo.
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Capitulo 4

Filme de revestimento com amido de Dioscorea altissima incorporado com
nanoparticulas de prata para conservacao de alimentos

Larissa Svetlana Cavalcante Silva, Salomdo Rocha Martim, Dib Mady Diniz Gomes, Fabiano
Brito Prado, Nelly Mara Vinhote Marinho, Taciana de Amorim Silva, José de Arimatéia
Rodrigues do Rego, Maria Francisca Simas Teixeira

Resumo

Filmes de revestimento produzidos com amido sdo produtos ndo toxicos, biodegradaveis que
tem potencial aplicacdo para revestimento de produtos alimenticios. Nanoparticulas de prata
(AgNPs) de origem biologica adicionadas em filmes de amido constituem uma tecnologia
verde para incrementar a vida Gtil de alimentos. Este trabalho teve como objetivo desenvolver
filmes poliméricos com amido extraido de Dioscorea altissima Lam. incorporados com
AgNPs para revestimento e conservagdo de alimentos in natura. Na elaboracéo dos filmes, o
amido de D. altissima foi diluido em agua destilada com glicerol, aquecido a 95°C. Apds
gelatinizag&o e resfriamento as AgNPs biogénicas foram adicionadas. Em seguida, 10 mL da
solucdo filmogénica foram transferidos para placas de Petri, mantidas a 40 °C, por 24 h. Apds
secagem, os filmes foram analisados visualmente quanto a facilidade de retirada das placas,
presenca ou auséncia de rachaduras, opacidade e maleabilidade. Foram caracterizados em
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Microscopia de Forca Atomica (AFM),
Difracdo de Raios-x (DRX) e Espectroscopia de Forca Atdémica com Transformada de
Fourrier (FTIR). A atividade antimicrobiana foi realizada frente aos microrganismos
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans. As propriedades tecnoldgicas,
como espessura, umidade, solubilidade, permeabilidade ao vapor de dgua e gramatura foram
avaliadas. Os filmes de revestimento com e sem AgNPs apresentaram caracteristicas
similares, como transparéncia, maleabilidade e auséncia de rachaduras. Os espectros de FTIR
mostraram bandas semelhantes nos dois filmes analisados epicos em angulos de difracéo
préximos, confirmando a presenca de amido do tipo B. Os filmes com AgNPs apresentaram
aglomerados esféricos, maior rugosidade meédia e acdo antimicrobiana contra S. aureus e E.
coli. A adicdo de AgNPs contribuiu para a reducdo da espessura, solubilidade, permeabilidade
ao vapor de agua e gramatura, propriedades adequadas para uso deste produto na industria de
embalagens e conservacédo de alimentos in natura.

Palavras-chave: inhame, polimeros, glicerol.
Abstract

Starch-based coating films are non-toxic and biodegradable which have potential application
for coating food products. Silver nanoparticles (AgNPs) from biological origin is being added
to starch films using green technology to increase shelf life of foods. The aim of this study
were to develop starch polymeric films extracted from Dioscorea altissima Lam. Incorporated
with AgNPs for coating and preservation of fresh foods. D.altissima starch was diluted in
glycerol distilled water heated at 95 ° C. After gelatinization and cooling the biogenic AgNPs
were added. Then 10 mL of the filmogenic solution was transferred to Petri dishes maintained
at 40 ° C for 24 h. The biogenic AgNPs were added after gelatinization and cooling. Then 10
mL of filmogenic solution was transferred to Petri dishes at 40 °C for 24 h. Films were
visually analyzed for plate removal after drying, presence or absence of cracks, opacity and
malleability. They were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Atomic
Force Microscopy (AFM), X-ray Diffraction (XRD) and Fourrier Transform Atomic Force
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Spectroscopy (FTIR). Antimicrobial activity was performed against the organisms
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Candida albicans. Technological properties
such as thickness, humidity, solubility, water vapor permeability and weight were evaluated.
Coating films with and without AgNPs showed similar characteristics, such as transparency,
malleability and absence of cracks. FTIR spectra showed similar bands in both films
analyzed, and spikes at close diffraction angles were observed, confirming the presence of
type B starch. Films with AgNPs showed spherical agglomerates, higher average roughness
and antimicrobial action against S. aureus and E. coli. Addition of AgNPs were contributed to
reduction of thickness, solubility, water vapor permeability and weight, properties suitable for
use of this product in the packaging and food preservation industry.

Keywords:Yam, polymers, glycerol.

1. INTRODUCAO

Filmes de revestimento sdo finas camadas de produto comestivel aplicado sobre a
superficie do alimento, como frutos, sementes, hortalicas, entre outros. O recobrimento desses
produtos com filme comestiveis proporciona a melhoria da qualidade e aumenta o tempo de
armazenamento do produto final (ALBUQUERQUE et al., 2011).

Polimeros biodegradaveis, como o amido sdo predominantemente utilizados na
producdo de filmes comestiveis pela facilidade de processamento e reducdo do custo de
producdo, além da disponibilidade a partir de diferentes fontes, como tubérculos, folhas,
rizoma, sementes e frutos (MATEESCU et al., 2015; PAGNO et al., 2015).

Na Amazonia existem diversas espécies de tubérculos inexplorados, pouco conhecidos
e de consumo limitado que séo fontes de amido, subproduto rico em carboidrato, utilizado na
dieta humana e que tem uma diversidade de aplicagdo industrial e biotecnoldgica. Entre 0s
tubérculos cultivados na regido norte, Dioscorea altissima (cara-de-espinho), tem producgéo
expressiva de 40 a 101 kg/cova em 18 meses, condi¢do que tem incentivado a utilizacdo desse
tubérculo como alimento (DIAS et al., 2016; SILVA et al., 2015).

Pesquisa recente realizada com D. altissima, em teste in vitro, comprovou a acéo
prebidtica desse tubérculo (TEIXEIRA, et al., 2016). A produtividade do cara-de-espinho e a
sua importancia medicinal sdo fatores que podem promover o aumento do cultivo por
agricultores e a exploragdo comercial. Uma alternativa para o aproveitamento do amido de D.
altissima consiste na elaboracdo de filme para conservacdo de produtos alimenticios,
tecnologia ainda nédo disponivel para uso em frutos da regido amazonica.

A eficiéncia dos filmes de D. altissima pode ser melhorada pela incorporacdo de
Nanoparticulas de Prata (AgNPs) em sua composicdo, além de previnir a contaminagéo
causada por microrganismos, contribui para a melhoria das propriedades mecanicas, térmicas,

de barreiras aos gases e agua dos filmes (SAMBERG et al., 2011).
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As AgNPs sdo sintetizadas por métodos fisicos, quimicos e bioldgicos, porém os
métodos quimicos e fisicos sdo mais dispendiosos e utilizam muitas vezes substancias toxicas.
Umaalternativa vantajosa esta sendo a sintese biogénica mediada por microrganismos, pois
estes secretam compostos extracelulares capazes de reduzir ions metélicos rapidamente,
tecnologia verde menos agressiva ao meio ambiente e economicamente viavel (DAR et al.,
2013).

Este estudo apresenta a elaboracdo de filmes de revestimento para a conservacao de
alimentos in natura formulado com amido de D. altissima incorporados com AgNPs

sintetizadas biologicamente por actinomicetos isolados na regido amazonica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencdo das AgNPs

As solucdes de AgNPs utilizadas na preparacdo dos filmes a base de amido foram
cedidas pelo Banco de Nanoparticulas, da Colecdo de Culturas DPUA/UFAM
biossintetizadas utilizando Streptomyces parvulum DPUA 1549. As AgNPs intermediadas por
esses microrganismos foram escolhidas por expressaram atividade antimicrobiana
significativa (SILVA-VINHOTE et al., 2017).

2.2 Elaboragéo e secagem dos filmes a base de amido

Para elaboracdo dos filmes por casting, 4 g de amido de D. altissima foi diluido em
100 mL de agua destilada com 3 g de glicerol. A solucdo filmogénica foi aquecida a 95 °C.
Apo6s completa gelatinizagdo e resfriamento da solugdo, foi adicionado AgNPs (2 pg/mL).
Desta solugdo,10 mL foram transferidos para placas de vidro (140 mm X 150 mm), mantidas
a 40 °C em estufa com circulacdo de ar forcado durante 24 h. Dois tipos de filmes foram
produzidos: padrdo (sem AgNPs) e teste (com AgNPs). Os filmes foram armazenados em
frascos de vidro com tampa hermética para as demais analises (FAYAZ, et al., 2009; PAGNO
et al., 2015).
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2.3 Caracterizagao dos filmes
2.3.1 Andlise subjetiva

A analise visual dos filmes de revestimento padrdo (sem AgNPs) e teste (com AgNPs)
foi realizada com base na facilidade de retirada das placas, presenca ou auséncia de
rachaduras e maleabilidade (COSTA et al., 2017).

2.3.2 Analise Microscopica e Espectroscopica
2.3.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletrénica de Varredura dos filmes foi realizada em microscépio
eletronico de varredura compacto JSM-6010LA® (JEOL, Akishima, Japdo). As amostras
foram fixadas no porta amostras com fita adesiva dupla face. Nas andlises foi utilizado
potencial de aceleracéo de 15 kV e 20 kV (LEONEL e CEREDA 2002).

2.3.2.2 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

As analises foram realizadas no equipamento AFM/SPM 5500 Dynamics (Agilent
Technologies®, Santa Clara, EUA), com frequéncia de ressonincia da ponta de 320 kHz e
forca constante de 42 N/m. Um fragmento dos filmes foi adicionado no cantilever comercial
de silica e seco por evaporacdo a 25 °C. As imagens obtidas foram tratadas no software
WSxM v. 5.0 (HORCAS e FERNANDEZ, 2007). A imagem da topografia para a obtencéo
dos parametros de altura média, dos picos e Rugosidade Quadratica Média (RMS) foi
analisada no software Gwyddion® versdo 2.19. A RMS foi definida como o desvio padrdo

dos valores de elevacgdo z, dentro da area determinada.

2.3.2.3 Difracdo de Raios-X

A anélise de Difracdo de Raio-X dos filmes foi determinada em difratdmetro STADI-P
(Stoe & Cie GmbH®, Darmstadt, Alemanha) com anddo de molibdénio (MoK, A = 0,7093
A), a 25 °C, sob corrente 40 mA e tensdo de 50 kV. Os fétons de raios-X foram capturados
por um detector Mythen 1K (Dectris Ltd.®, Baden-Daettwil, Suica) por varredura 20 de 5 a

60°e velocidade de varredura de 0,471°. min.

2.3.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier foi realizada em
espectrofotdmetro Cary 630 (Agilent Technologies®, Santa Clara, EUA), na faixa de

comprimento entre 700 a 4000 cm™*, com resolucéo de 7 cm™.
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2.3.6 Quantificacédo de prata total nos filmes (ICP-MS)

Para a analise, as amostras foram digeridas a 90 °C por quatro horas, em acido nitrico
98% (v/v) (ROLIM et al., 2019). A quantificacdo da prata total determinada em
espectrofotdmetro ICP-MS 7900 (Agilent Technologies Inc.®, Hachioji, Japao).

2.3.7 Determinacéo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos filmes incorporados com AgNPs foi determinada pelo
método de difusdo em 4gar, frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli CBAM 001 e Candida albicans DPUA 1706. As bactérias foram cultivadas em agar
Mueller-Hinton (MHA) e C. albicans em agar Sabouraud (SAB) a 37 °C, por 24 h. De cada
cultivo foi retirado aliquota com alcga de platina calibrada (@ = 4 mm) e transferidos para 5
mL de agua destilada esterilizada, em tubos de ensaios. Um volume de 100 uL de suspensédo
celular, concentracdo equivalente a 102 UFC/mL (bactéria) e 10° UFC/mL, foi transferido
para superficie de MHA e SAB, em placas de Petri (90 mm x 10 mm), formando camada
uniforme. Em cada placa teste foi inoculado discos de cada amostra de filme medindo 8 mm
de didmetro. Como controle positivo foi utilizadosolugédo de Estreptomicina [50 pg/mL
(bactérias)] e Itraconazol [50 pg/mL (leveduras)]. O controle negativo foi realizado com o
filme padrédo (sem AgNPs). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A atividade
antimicrobiana foi expressa em milimetros (FAYAZ, et al., 2009; PRADO et al., 2017).

2.4 Anélise das propriedades tecnoldgicas dos filmes de revestimento
2.4.1 Determinacdo da espessura
A espessura dos filmes foi determinada em trés pontos aleatérios, utilizando um

paquimetro digital e os resultados expressos em média (SOBRAL, 1999).

2.4.2 Determinacdo da permeabilidade ao vapor de 4gua

A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada por método gravimétrico E96/E96
da ASTM (ASTM, 2010). A taxa de permeabilidade ao vapor d’agua foi determinada a 23 °C
e 75% UR. O ganho de peso de cloreto anidro dentro de capsulas de aluminio, fechadas com

os filmes, foi quantificado em balanca analitica Mettler, mod. AT 400, com resolugdo de 10

g.
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2.4.3 Determinacdo da umidade

A umidade foi determinada por secagem em estufa com circulacdo de ar forcado, a
105 °C até obtencdo do peso constante, e os resultados expressos em porcentagem (AOAC,
2006).

2.4.4 Determinacao da solubilidade
A solubilidade em &agua dos filmes foi determinada de acordo com o método de
Gontard et al. (1994). Os filmes de umidade conhecida foram pesados, submergidos em 50
mL de &gua destilada e mantidos sob agitacdo, a 26 °C. Apos 24h, as amostras foram secas a
105 °C, por 4 horas e pesadas. A solubilidade foi calculada conforme a equagéo 1:
Equacéo 1:

Pl — PF
%MS :T x 100

Onde: %MS = Porcentagem de material seco solubilizado;
Pl = Peso inicial do material seco;

PF = Peso final do material seco ndo solubilizado.

2.4.5 Determinacdo da gramatura
A gramatura foi determinada pela raz&o entre a massa do filme/didametro e o resultado
expresso em g/m? (COSTA et al., 2017).

2.5 Analise estatistica
Os dados dos experimentos realizados em triplicata foram submetidos analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (5%), utilizando o softaware Minitab®

versao 17.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a analise visual dos filmes foi observado que a adigdo de AgNPs ndo interferiu
na capacidade filmogénica do amido de D. altissima. Ambos os filmes estudados
apresentaram transparéncia, maleabilidade e ndo houve rupturas ao serem retirados das placas
(Figura 1). De acordo com Fakhouri et al. (2007), os filmes comestiveis utilizados para
recobrir alimentos in natura devem ser transparentes, inodoros e insipidos, caracteristicas que

ndo interferem nas propriedades sensoriais do produto.

Figura 1. Filmes de revestimento de D. altissima e glicerol. A) Filme padrédo (sem AgNPs); B)
Filme teste (com AgNPs).

A figura 2 mostra que os filmes com amido de D. altissima, sem AgNPs, apresentaram
superficie mais lisa e homogénea, no entanto, os filmes incorporados com AgNPs formaram
aglomerados esféricos. Resultado similar foi reportado por Oliani et al. (2016) em filmes de

polietileno formulados com AgNPs.

5kV  WD10mmSSS54 x200 100pm 3kVv  WD9mm SS54 x200 100pm

Figura 2. Filmes de amido de D. altissima visualizados em MEV. A) Filme padrdo (sem AgNPs); B) Filme teste
(com AgNPS).
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As imagens tridimensionais obtidas por AFM confirmam os resultados obtidos na
Microscopia Eletronica de Varredura (Figura 3). Os filmes de D. altissima incorporados com
AgNPs apresentam rugosidade média superior 16,40% ao filme controle sem a adicdo de
AgNPs. Ortega et al. (2017) cita que altas concentracGes de AgNPs utilizadas em filmes de

revestimento tendem a formar aglomerados e consequentemente uma superficie mais rugosa.

Z: 3447 nm

Figura 3. Micrografias tridimensionais de filmes de amido de D. altissima. A) Filme padrdo (sem AgNPs); B)
Filme teste (com AgNPs).
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Os espectros de FTIR dos filmes de amido de D. altissima e glicerol sem AgNPs e com
AgNPs apresentaram bandas semelhantes e pequenos deslocamentos que podem ser
explicados devido a interacdo das AgNPs e o amido (Figura 4). Em 3293 cm™ foi observada
uma banda intensa que se refere ao grupamento hidroxila presente no amido e no plasticizante
utilizado (BERGO et al., 2010). Os picos em 1648 cm™ indicam a presenca de agua ligada ao
polimero (SUEIRO et al., 2016). De acordo com Ferreira et al. (2015) as bandas encontradas

na regido 1000cm™ estdo relacionadas com a estrutura cristalina do amido.
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Figura 4. Espectros de FTIR dos filmes de amido de D. altissima. A) Filme padrdo (sem AgNPs); B) Filme teste (com
AgNPs).
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A andlise dos filmes em Difracdo de Raios-X (DRX) mostrou que o filme de amido de
D. altissima e glicerol sem AgNPs e com AgNPs apresentou picos em angulos de difracdo
préximos (Figura 5). Resultados semelhantes foram encontrados por Cheviron et al. (2016)
em filmes de amido de batata, dados que confirmam a presenca de amido extraido de

tubérculos do tipo B na formulagdo dos filmes.
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Figura 5. Difratogramas dos filmes de amido e glicerol. A) Filme padrdo (sem AgNPs); B) Filme teste
(com AgNPs).

A analise realizada no ICP-MS demonstrou que o filme incorporado com AgNPs
apresentou concentracdo de prata total igual a 152,50 (ug/mL). Dados da literatura
demonstram que essa concentracdo estd inferior ao recomendado para alimentos pela
European Food Safety Authority (LI et al., 2018). Além disso, a possibilidade de migracéo
das AgNPs da embalagem para os alimentos € muito baixa, embora estudos reportando 0s
possiveis efeitos toxicolégicos dos niveis de AgNPs nos alimentos como consequéncia da
contaminacdo através das embalagens ainda sdo escassos (SIMBINE et al., 2019).

A figura 6 demonstra que os filmes incorporados com AgNPs apresentaram acao
bactericida contra S. aureus (9 mm) e bacteriostatica frente a E. coli (7 mm). No entanto, C.
albicansnéo expressou sensibilidade. Dados semelhantes foram observados por Silva-Vinhote
et al. (2017). Yoksan e Chirachanchai (2010) relatam que AgNPs se ancoram a superficie da

membrana celular bacteriana e adentram, causando danos ao metabolismo e morte celular.
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com AgNPs. A) S. aureus; B) E. coli.

As propriedades tecnoldgicas dos filmes de revestimento estdo demonstradas na tabela 1.
A umidade no filme padrdo (sem AgNPs) foi de 8,22% eno filmes teste (com AgNPs)
11,16%. Kahmani e Rhim (2014) determinaram valores de 16,9% e 17,3% em filmes de
gelatina sem e com AgNPs, respectivamente. Estes resultados relacionados ao aumento de
umidade nos filmes com AgNPs sdo semelhantes aos obtidos no presente estudo.Isto pode ser
explicado devido a reducdo da interagdo entre as cadeias de amilose e amilopectina,
permitindo a absorcdo de agua pelos grupos hidroxilas livres. Os aditivos incorporados aos
filmes podem influenciar no aumento ou diminuigdo da umidade dos filmes de amido
(DANTAS et al., 2015).

A incorporacdo de AgNPs nos filmes com amido de D. altissima também causou
reducdo de 15,3%, 7,6%, 15,68% e 24,67% na espessura, solubilidade, permeabilidade ao
vapor de agua e gramatura, respectivamente. O controle da espessura € um parametro
importante na producdo dos filmes, pois influenciam diretamentena permeabilidade ao vapor
de 4gua e na solubilidade (FARIAS et al., 2012).

A baixa solubilidade dos filmes incorporados com AgNPs é interessante para que 0S
produtos revestidos ndo se desintegrem com facilidade ao entrar em contato com a agua
(BASIAK et al., 2017).

Estudo realizado por Yoksan e Chirachanchai (2010) mostrou que os filmes de quitosana
incorporados com AgNPs apresentaram diminuicdo na permeabilidade ao vapor de agua.
Filmes utilizados para recobrir frutas e hortalicas in natura necessitam de baixa
permeabilidade ao vapor de agua, pois a perda de umidade reduz a atividade metabdlica do

alimento, o que causa perda de massa e ressecamento, mudanga na coloracdo e textura
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(SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2015; ZANELA et al., 2015). Ortega et al. (2017) citam que
0 preenchimento dos espacos presentes na matriz polimérica pelas AgNPs, aumentam a
tortuosidade do filme e dificultam a movimentacdo do material permeante.

A gramatura foi 32,75% superior no filme padrdo (sem AgNPs). A diferenca de
gramatura pode ser explicada devido aos componentes presentes no filme. Este parametro
influencia diretamente na espessura e consequentemente na resisténcia mecénica e na
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes (BILCK et al.,, 2010; MALI et al., 2010;
ALMEIDA et al., 2013; COSTA et al., 2017).

Tabela 1. Propriedades tecnolégicas dos filmes de revestimento.
Filme padrdo (sem AgNPs) Filme teste (com AgNPs)

Umidade (%) 8,22 +0,35" 11,16 + 0,492
Solubilidade (%) 57,78 + 0,962 53,38 +0,98°
Espessura (mm) 0,26 + 0,002 0,22 +0,00°
PVA (g.mm.m?2.d.kPa) 4,91+0,09? 4,14 +0,00°
Gramatura (g/m?) 7,740,242 5,8 +0,22°

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0.05)/(z)

4, CONCLUSOES
Dentre os filmes elaborados, o filme de amido de D. altissima incorporado com
AgNPs tém atividade antimicrobiana e propriedades tecnoldgicas adequadas para

revestimento e conservacao de produtos alimenticios de origem vegetal.
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Capitulo 5

Conservacao de camu-camu com filme de revestimento de amido de Dioscorea altissima
incorporado com nanoparticulas de prata

Larissa Svetlana Cavalcante Silva!, Salomao Rocha Martim?, Dib Mady Diniz Gomes®, Nelly
Mara Vinhote Marinho*, Taciana de Amorim Silva®, Maria Francisca Simas Teixeira®

Resumo

Filmes a base de polimeros naturais incorporados com AgNPs sdo utilizados com o intuito de
conservar a qualidade nutricional e retardar o amadurecimento de frutas e hortalicas. A
finalidade deste estudo foi conservar alimentos in natura utilizando filmes de amido extraido
de tubérculos da Amazonia, incorporados com AgNPs. O revestimento com os filmes foi
realizado por imersdo dos frutos de camu-camu [Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh] na
solugéo filmogénica de amido de Dioscorea altissima Lam., glicerol e AgNPs biogénicas.
Trés tratamentos foram realizados: fruto de camu-camu sem filme, fruto de camu-camu com
filme padrdo e camu-camu com filme AgNPs. Nos frutos analisados foi determinada perda de
peso, pH e acidez titulavel (expressa em acido citrico), sélidos solUveis totais, analise
microbioldgica, composicdo centesimal e avaliacdo de migracdo da prata. Os resultados da
avaliacdo visual mostraram que osfrutos sem revestimento apresentaram maior murchamento
e enrugamento. Nos filmes ndo foi verificada a presenca de microrganismos. Frutos revestidos
com filme incorporado com AgNPs mostraram perda do peso inferior aos outros
experimentos e apresentaram estabilidade no amadurecimento. O teor de sélidos solveis foi
maior nos frutos sem revestimento e o pH &cido foi mantido em todos os tratamentos. Em
todos os frutos foram observados picos caracteristicos da estrutura cristalina das AgNPs.A
composicdo centesimal mostra que os filmes ndo alteraram as propriedades nutritivas dos
frutos. O revestimento de frutos com filmes de amido contendo AgNPs tem potencial
propriedades para conservagao de alimentos.

Palavras-chave: actinomicetos, inhame, tubérculos.

Abstract

Natural polymer-based films with AgNPs are used to preserve nutritional quality and retard
the ripening of fruits and vegetables. The aim of this study was to conserve food in natura
using starch films extracted from Amazonia tubers with AgNPs. The application of films was
performed by camouflage immersion in filmogenic solution of Dioscorea altissima starch,
glycerol and biogenic AgNPs. Coating films was performed by immersion of camu-camu
[Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh] in filmogenic solution of D. altissima Lam. starch,
glycerol and biogenic AgNPs. Three procedures were performed: camu-camu fruit without
film, standard film with camu-camu fruit and camu-camu fruit film with AgNPs. Weight loss,
pH and titratable acidity analysis shown in citric acid, determination of maximum soluble
mounts, microbiological analysis, centesimal composition and silver application analysis.
Through visual evaluation, it was observed that fruit without film treatment was presented
greater wilting and wrinkling. It hasn’t been verified presence of microorganisms in these
films. Fruit coated with AgNPs film weight loss was lower than other experiments and they
present stability in maturation. Soluble solids content was higher in camu-camu without film
treatment. During storage, pH of all treatments remained acidic. Acidity of camu-camu film
with AgNPs treatment showed stability. Characteristic peaks of crystal structure of AgNPs
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were observed. Centesimal composition shows that films didn’t change nutritive properties of
fruits. Therefore, fruit coating films added with AgNPs have potential for food preservation.

Keywords: actinomycetes, yam, tubers.

1. INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade de espécies de frutos do mundo. O aumento da
ingestdo de frutas tropicais pela populagdo esta associadoa melhoria das condi¢fes de salde
(ANTUNES et al., 2017). Estes alimentos, além de apresentarem nutrientes essenciais para a
dieta, possuem compostos antioxidantes que previnem diversas doengas, como as vitaminas C
e E, carotenodides e substancias fendlicas (OLIVEIRA et al., 2014; REIS et al., 2016;
MENESES et al., 2018).

Porém alimentos in natura sdo altamente pereciveis e perdem suas caracteristicas
intrinsecas rapidamente apds a colheita, pois ocorrem mudancas bioquimicas e fisioldgicas
gue aceleram a maturacdo e deterioracao, se ndo forem devidamente acondicionados (ASSIS
et al., 2009; MOREIRA et al., 2017). Desta forma o0s setores que comercializam estes
alimentos necessitam de métodos que mantenham a qualidade do produto e aumentem sua
vida util.

O recobrimento com filmes comestiveis tém sido realizado com o intuito de evitar a
desidratacdo, reduzir as taxas respiratorias e retardar a producdo de etileno, condi¢do que
proporciona atraso no amadurecimento. Esta técnica também permite que os alimentos se
mantenham brilhantes e atraentes para o consumidor final (ALBUQUERQUE et al., 2011,
VICENTINO et al., 2012; SOUZA et al., 2014).

O revestimento dos frutos pode ser realizado através de uma pelicula transparente
previamente formada, por pulverizacdo ou imersdo, cobrindo a superficie do alimento com a
solucdo filmogénica (PAVLATH E ORTS, 2009). Este processo forma uma cobertura que
preenche os estdmatos e lenticelas dos frutos, parcialmente (CASTRO et al., 2017).

A utilizacdo de amido de espécies do género Dioscorea é uma alternativa a utilizacéo
de polimeros sintéticos na producdo de filmes, devido a diminui¢do do descarte de residuos
solidos e consequentemente a poluicdo ambiental. A extracdo de amido de cara necessita de
baixo investimento e possui alto rendimento, gerando emprego e renda para as familias que
cultivam essas espécies (SILVA et al., 2017).

Aditivos como as nanoparticulas de prata (AgNPs) melhoram as propriedades de
barreira a 4gua e gases dos filmes e possuem atividade antimicrobiana (PEREZ et al., 2012).
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Estudos recentes tém sido realizados para determinar a migracdo de AgNPs para o alimento,
pois a ingestdo pode representar riscos para satide humana (ECHEGOYEN E NERIN, 2013).
Entretanto, no Brasil ainda ndo ha legislacdo especifica para migracdo de AgNPs para
embalagens de alimentos (CARBONE et al., 2016).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do recobrimento de fruto
amazonico, utilizando solucdo filmogénica de amido de D. altissima incorporados com

AgNPs sintetizadas biologicamente por Actinomicetos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Preparagéo da solucéo filmogénica com amido de D. altissima

Para o revestimento dos frutos, amido de D. altissima (4% p/v) foi diluido em agua
destilada. Em seguida foi adicionado glicerol (3% p/v) e aquecido a 95°C até completa
gelatinizacdo. Na solucdo resfriada foi adicionadaa solugdo coloidal de nanoparticulas de
prata (2 pg/mL) do banco de nanoparticulas da Colecdo de Cultura DPUA (FAYAZ, et al.,
2009; PAGNO et al., 2015).

2.2 Obtenc&o e sanitizagéo dos frutos

O camu-camu [Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh] proveniente do lago do Iripixi,
localizado na cidade de Oriximina-Para. Os frutos foram sanitizados utilizando solucdo de
hipoclorito 1% (v/v) por 20 minutos, seguido de lavagem com &gua corrente para retirada do
excesso de hipoclorito (RODRIGUES et al., 2011). Os frutos foram classificados de acordo
com o grau de maturacdo 1, 2, 3 e 4. Para as analises de revestimento, foram escolhidos os

frutos no estégio 2.

2.3 Revestimento dos frutos

Os frutos foram completamente imersos por duas vezes consecutivas nas solugfes
filmogénicas durante 5 segundos a 25 °C. Em seguida, os frutos revestidos com o filme
padrdo (formulado somente com amido e glicerol), os frutos revestidos com o filme teste
(incorporado com nanoparticulas de prata) e os frutos controle (sem filme de revestimento)
foram mantidos sob refrigeracdo (5 + 2 °C), durante 12 dias (FAYAZ, 2009).
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2.4 Andlise visual dos frutos
Ap0s 12 dias os frutos foram avaliados quanto a sua aparéncia visual, injdrias fisicas e

presenca ou auséncia de podriddes (NEVES et al., 2002).

2.5 Determinacao da composic¢ao centesimal dos frutos com e sem revestimento

Apos 12 dias a composigdo centesimal dos frutos sem filme (SF), dos frutos revestidos
com filme padrdo sem AgNPs (CF) e dos frutos revestidos com filme incorporado com
AgNPs (CFN) foi determinada no Laboratdrio de Tecnologia do Pescado da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM), de acordo com os procedimentos descritos pela AOAC
(2006):

A umidade foi determinada por secagem em estufa a 105 °C até peso constante.
Proteinas foram quantificadas por método micro Kjeldahl (fator de conversdo = 6,25). O
contetdo de lipidios foi determinado pelo método de Bligh e Dyer (1959). A fracdo mineral
foi estimada por incineracdo do material em forno de mufla a 550 °C, até peso constante e a
determinacdo de fibras totaisfoi obtida pela digestdo &cido-base, segundo o método de
Weende (1864). Os carboidratos totais foram estimados por diferenca (100 g - gramas totais
de umidade, proteina, cinzas e lipidios) e energia total foi calculada utilizando o fator de
converséo de Atwater (NEPA de 2006).

2.6 Determinacédo do pH e acidez titulavel expressa em acido citrico

O pH dos frutos foi aferido em medidor de pH digital (PHTEK, PHS-3E®). A acidez
foi determinada por titulacdo com solucdo de NaOH 0,1M, utilizando solucdo alcodlica de
fenolftaleina 1% (p/v) (IAL, 2008), ambos nos dias 1, 4, 8 e 12.

2.7 Determinacéo de solidos solUveis totais expressos em graus Brix

O teor de sélidos sollveis, expresso em graus Brix (°Brix), foi determinado nos dias 1,
4, 8 e 12 por leitura direta em refratbmetro analogico portatil de escala dupla, marca Incoterm,
conforme normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008).

2.8 Determinacéao da perda de peso
Os frutos foram pesados em balanga analitica nos dias 1, 4, 8 e 12, para célculo de
perda de massa (FAKHOURI et al., 2007).
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2.9 Analise microbioldgica

A anélise microbioldgica dos frutos foi realizada nos dias 1, 4, 8 e 12 para avaliar a
presenca de Coliformes a 45 °C, E. coli, Salmonella sp. e presenca de fungos unicelulares e
filamentosos, de acordo com os padrdes microbiolégicos para alimentos in natura,
estabelecidos pela RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001; SILVA et al., 2010).

2.10 Determinacao de prata residual nos frutos

A deteccdo de prata residual nos frutos foi realizada por difracdo de raios-X. As
analises foram feitas em difratdmetro Shimadzu, modelo XRD7000, operando com radiacédo
CuK-a (A= 1,54060 A), tensdo de 40 kV, corrente de 30 mA, velocidade de varredura 2° min-
1 e regido de 26 entre 5 e 90°.

2.11 Andlise estatistica

Os dados dos experimentos realizados em triplicata foram submetidos a andlise
estatistica descritiva (Tabelas, graficos e distribuicdo de frequéncia em classes), de variancia e

as médias comparadas pelo teste de Tukey (5%), utilizando o software Minitab® verséo 16.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise subjetiva — aspecto visual dos frutos

Através de avaliacdo visual dos frutos ap6s 12 dias de anélise, foi observado que os
camu-camus sem filme (SF) ndo apresentaram aparéncia agradavel para consumo e
comercializacdo, como murchamento e enrugamento, o que pode ser visualizado na figura 1.
Os frutos revestidos apenas com o filme padrdo sem AgNPs (CF) apresentaram pouca
deterioracdo e os com nanoparticulas de prata (CFN) mostraram retardo no amadurecimento e
aspecto favoravel para os setores que comercializam alimentos in natura. De acordo com
Assis et al. (2014) os filmes de revestimento promovem o preenchimento de possiveis
ferimentos na casca dos frutos, o que reduz a permeacdo de O para o interior do fruto e
consequentemente a reducdo da producdo de etileno e maturagdo, com aumento da vida de
prateleira. O resultado obtido neste estudo esta de acordo com Fernandez et al. (2010), onde
amostras de meldo minimamente processados embalados em bandejas constituidas de celulose
e AgNPs mostraram melhor aparéncia para comercializagdo ap6s 10 dias de analise. Os camu-

camus avaliados foram inspecionados também com relacdo a presenca ou auséncia de
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microrganismo, ndo sendo observada contaminagdo aparente por microrganismo em nenhum

tratamento.

Figura 1. 1) Camu-camu sem filme de revestimento; 2) Camu-camu com filme padrdo (sem AgNPs); 3) Camu-
camu com filme teste (incorporado com AgNPs) ap6s 12 dias de analise.

3.2 Anélise microbioldgica

Na andlise microbioldgica dos frutos para confirmar a auséncia de contaminages, nao
foi verificada a presenca de Coliformes a 45°C, E. coli, Salmonella sp., fungos unicelulares e
filamentosos. Provavelmente, estes resultados podem estar relacionados as condigdes
intrinsecas dos frutos, como pH &cido. De acordo com Arellano-Acufia et al. (2016), o fruto
de camu-camu apresenta atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis e Candida albicans. O pH neutro (6,5 -7,5) é

0 mais favoravel para a maioria dos microrganismos patogénicos (SANCHES et al., 2017)

3.3 Determinacéo da perda de peso

As nanoparticulas de prata, além de diminuir o crescimento de microrganismos nos
frutos, podem auxiliar também no controle da perda de peso durante a estocagem. A figura 2
mostra que a perda de peso dos camu-camus sem o filme de revestimento (SF), dos frutos
revestidos com o filme padrédo sem AgNPs (CF) e revestidos com o filme teste incorporados
com AgNPs (CFN) até o quarto dia de analise ndo foram significativamente diferentes entre
si. A partir do quinto dia, até a finalizacdo da anélise, os frutos controle e revestidos apenas

com o filme padrdo apresentaram maior perda de peso e permaneceram sem diferir
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estatisticamente. J& os camu-camus revestidos com o filme teste (CFN) obtiveram menor
perda de peso.

Os filmes de revestimento precisam retardar o amadurecimento dos vegetais, reduzir a
respiracdo e a perda de peso sem inibir as reacbes metabdlicas. De acordo com Sanches et al.,
(2017) o camu-camu € um fruto climéterico e apresenta taxa respiratoria alta, provavelmente,
o revestimento dos frutos com os filmes tenha diminuido a respiragcdo e consequentemente
levado a diminuicdo na producéo de etileno e perda de massa, o que leva a um periodo maior
de conservacdo dos frutos. A adicdo de AgNPs em filmes de revestimento é considerada uma
alternativa para a melhoria das propriedades mecanicas, térmicas, de barreiras aos gases e
agua dos filmes (CHEVIRON et al., 2016).
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Figura 2. Perda de peso dos frutos sem filme de revestimento (SF), revestidos com filme padrdo sem AgNPs
(CF) e revestidos com filme teste incoporados com AgNPs (CFN) durante 12 dias de armazenamento.

3.4 Determinacao de sélidos solUveis totais em graus Brix

O teor de solidos soluveis permaneceu estavel até o quarto dia de armazenamento em
todos os tratamentos. Do quinto dia ao oitavo, o conteddo aumentou em todos os frutos.
Porém a partir do nono até o décimo segundo dia, 0s camu-camus ndo revestidos
apresentaram aumento significativo na concentracdo de sélidos solGveis, enquanto os frutos
revestidos com o filme padrdo sem AgNPs (CF) e os recobertos com o filme incorporado com
AgNPs (CFN) apresentaram estabilidade no amadurecimento, ndo aumentando o teor de

solidos soluveis.
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Estudo realizado por Oliveira et al. (2014) com camu-camu utilizando BOPP e PVC
como embalagens obtiveram resultado semelhante, onde foi observado aumento de solidos
solGveis totais nos frutos ndo embalados. Da mesma forma, Fernandez et al. (2010)
observaram que os frutos embalados sem adicdo de AgNPs apresentaram aumento no teor de
solidos sollveis. A maior perda de turgescéncia por esses frutos ndo embalados ou embalados
sem a adicdo de AgNPs influencia na concentracdo da polpa e consequentemente no teor de
solidos sollveis. Os filmes com AgNPs provavelmente diminuiram a sintese de etileno e a
atividade respiratoria do fruto, retardando as desordens fisiologicas e consequentemente a

deterioracdo (Figura 3).
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Figura 3. Concentracdo de solidos sollveis totais nos frutos sem filme de revestimento (SF), revestidos com
filme padrédo sem AgNPs (CF) e revestidos com filme teste incoporado com AgNPs (CFN) durante 12 dias de
armazenamento.

3.5 Determinacédo do pH e acidez titulavel expressa em &cido citrico

Com relacgdo as analises de pH dos frutos durante a conservacao, a figura 4 mostra que
0 pH dos tratamentos se manteve acido (pH 2,9 a 3,2) durante todo o periodo de estocagem.
Provavelmente, estes valores de pH tenham inibido o crescimento de microrganismos em

todos os tratamentos, inclusive no tratamento sem o revestimento dos filmes.
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Figura 4. pH dos frutos sem filme de revestimento (SF), revestidos com filme padrdo sem AgNPs (CF) e
revestidos com filme teste incoporado com AgNPs (CFN) durante 12 dias de armazenamento.

Pode-se observar na figura 5 que a acidez dos frutos sem revestimento apresentou
aumento gradual durante o periodo de estocagem com abrupta diminuicdo a partir do oitavo
dia de anélise. De acordo com Beber et al. (2018), &cidos organicos tendem a diminuir com o
amadurecimento dos frutos, ja que sdo utilizados como substrato para respiracdo. Os frutos
revestidos com o filme padrdo sem AgNPs apresentaram aumento expressivo de acidez entre
4 e 8 dias de conservacdo, permanecendo estavel até o fim das andlises. J& os frutos revestidos
com o filme teste incorporados com AgNPs obtiveram estabilidade durante todo o processo
de estocagem. A determinacdo da acidez total em &cido organico € um fator de extrema
importancia nas analises de conservacdo de frutos, pois segundo Francoso et al. (2008) e
Coelho et al. (2019), além de ser resultante dos &cidos organicos presentes no alimento,

também tem relacdo com as alteragcBes metabdlicas e decomposi¢do dos mesmos.
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Figura 5. Acidez titulavel dos frutos sem filme de revestimento (SF), revestidos com filme padrdo sem AgNPs
(CF) e revestidos com filme teste incoporado com AgNPs (CFN) durante 12 dias de armazenamento.

3.6 Determinacéo da composicédo centesimal dos frutos com e sem revestimento

Os filmes de revestimento tém a funcdo de conservar as caracteristicas fisicas e
nutricionais do produto, retardando o amadurecimento e contaminagdes (DIAS et al., 2018;
SILVA et al., 2019). A composicao centesimal dos frutos sem filme (SF), com filme padrdo
sem AgNPs (CF) e com filme teste incorporado com AgNPs (CFN) mostra que os filmes de
revestimento e as nanoparticulas de prata ndo alteraram as propriedades nutritivas dos camu-
camus avaliados. Pode-se observar na tabela 1 que os pardmetros de umidade, fibras,
carboidratos e energia total ndo apresentaram diferenca significativa entre as amostras. O teor
de proteina foi ligeiramente menor nos frutos revestidos apenas com o filme padrdo sem
AgNPs. O contetdo de lipideos foi estatisticamente superior em camu-camu revestido com
filme teste incorporado com AgNPs. Nos frutos sem filme a concentracdo de cinzas foi
levemente maior. Estas pequenas diferencas podem estar relacionadas a aleatoriedade dos
frutos escolhidos para cada tratamento.

Tabela 1. Composigéo centesimal dos frutos sem filme de revestimento, revestidos com filme padréo (sem
AgNPs) e revestido com filme teste (com AgNPs).

Camu-camu Camu-camu
A Camu-camu . ~ .

Parametros sem filme com filme padrdo com filme teste

(sem AgNPs) (com AgNPs)
Umidade 90,70 £0,58* 91,52 + 0,94° 90,75 £ 0,782
Proteina 0,32+0,0020 0,30 +0,00° 0,32 £ 0,002
Lipideos 0,89 + 0,022 0,84 + 0,00° 0,91+0,00°
Cinzas 0,23+0,01* 0,20+0,01° 0,22 + 0,00®
Fibras 350+0,18 3,27+0,6 3,41+ 0,092
Carboidratos 4,35+0,77* 3,62 + 0,962 5,28 £ 0,692
Energiatotal 26,72 +3,13* 23,33+ 3,87° 30,64 +2,79°

Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes pelo Teste de Tukey (p<0.05)/(z)
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3.7 Determinagéo de prata residual nos frutos revestidos com filmes incorporados com
nanoparticulas

A andlise de migracdo da prata para o fruto foi realizada por difracdo de raios-x. Os
difratogramas mostraram que em todas as amostras foram observados picos de 26 = 43,8°;
64,2°; 77,3°, caracteristicos da estrutura cristalina das nanoparticulas de prata. A partir deste
resultado pode-se inferir que a prata presente nos frutos ndo é proveniente do revestimento
com os filmes. Carbone et al. (2016) cita que alimentos acidos podem aumentar a migracao da
prata para seu interior.

A producéo de prata no Brasil é oriunda do refino de ouro e da industria metaldrgica
de chumbo e zinco. O descarte de efluentes sem tratamento destas industrias nos rios pode
explicar a presenca de prata nas analises, visto que pode ocorrer a bioacumulacdo do metal
pelo solo e consequentemente pelas plantas de camu-camu que sdo encontradas em toda bacia
amazonica, nas margens de rios e lagos, onde permanecem submersas durante a cheia
(ALVES e ARAUJO, 2008; SYED, 2016; SANCHES et al., 2017).

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, infere-se que o revestimento dos frutos com
filmes incorporados com nanoparticulas de prata retardou 0 amadurecimento e conservou as

caracteristicas nutricionais dos mesmos.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

e Os amidos extraidos de Dioscorea alata e Dioscorea altissima demonstram pureza
devido ao alto teor de carboidratos e baixos teores de cinzas, lipidios, proteinas e
fibras, ndo sdo tdxicos e apresentam rendimento promissor. Além de possuirem
propriedades funcionais e tecnoldgicas indicadas para utilizacdo na formulacdo de
filmes de revestimento;

e Entre os filmes elaborados, os de D. altissima sdo promissores para uso em
revestimento de alimentos por apresentarem transparéncia, maleabilidade e auséncia
de rachaduras;

e O filme de D. altissima incorporado com AgNPs possuem atividade antimicrobiana,
solubilidade, espessura e permeabilidade ao vapor de agua, propriedades tecnoldgicas
apropriadas para uso destes filmes na conservagéo de alimentos;

e Quando utilizados no revestimento de frutos, os filmes contendo amido de D.
altissima incorporados com AgNPs retardou o amadurecimento e conservou as
caracteristicas nutricionais dos mesmos, sem ocorréncia da migracdo de prata para o

interior do fruto.
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