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Filmes Comestiveis

de Quitosana

Introducio

sar revestimentos e co-

berturas em frutas e ve-

getais com o objetivo de

aumentar seu periodo de

preservag¢ao nao consis-
te em pratica recente. Segundo
Hardenburg (1967), emulsdes deri-
vadas de Oleos minerais tém sido
empregadas desde o século 13 na
China, na conservacio de frutos ci-
tricos e em outros produtos que
eram transportados por longas dis-
tincias por via maritima. Na década
de 1950, a cera de carnauba foi
introduzida para esse fim, mas, de-
vido a aparéncia fosca resultante de
sua aplicacio, foram misturados com
polietileno e parafina. Nos anos de
1960, ceras e vernizes processados a
partir de gomas soliveis em dgua se
tornam populares no revestimento
de citricos e frutas em geral.

As coberturas denominadas “co-
mestiveis” como hoje conhecemos
sdo mais recentes, e datam das déca-
das finais do século passado , quan-
do os produtores tiveram seu inte-
resse po elas aumentado devido a
expansio da oferta de produtos pro-
cessados. A industria dos chamados
alimentos minimamente processa-
dos foi inicialmente desenvolvida
com o objetivo de suprir restauran-
tes, hotéis e instituicdes similares.
Nas ultimas décadas, contudo, em
funcio das conveniéncias da vida
moderna, os produtos processados
experimentaram uma significativa
expansio, com oferta de opgdes no
varejo e facilidade de escolha para o
consumo direto.

Aciio biofungicida sobre frutas fatiadas

As mudangas nos padroes
nutricionais e os beneficios credita-
dos a uma alimentacio saudavel for-
marama grande for¢a impulsionadora
desses produtos e tém refletido, des-
de entdo, em Ambito mundial, uma
atengio para as pesquisas de novos
materiais e agentes com proprieda-
des preservativas e bactericidas natu-
rais que possam ser conveniente-
mente empregados em alimentos.

Em particular os seguimentos de
“fresh-cut” e “ready-to-eat” sao os que
requerem uma tecnologia especifica
paraa manuteng¢aoapropriada de suas
qualidades nutricionais (Wiley, 1997).

De acordo com Clemente (1999),
frutas e vegetais minimamente pro-
cessados foram timidamente intro-
duzidos no Brasil no inicio da década
de 1990 em Sao Paulo. Estima-se hoje
um crescimento na taxa de, pelo
menos, 20% ao ano, tendo movimen-
tado, em 1998, cerca de R$ 450 mi-
lhdes, s6 no mercado nacional de
vegetais minimamente processados
(Fares & Nantes, 2001).

Os revestimentos comestiveis
sobre alimentos devem apresentar
certas peculiaridades como serem
invisiveis, terem aderéncia suficiente
para niao serem facilmente removi-
dos no manuseio e nio introduzirem
alteracdes no gosto.

Embora atributos de qualidade
sejam os objetivos principais de um
revestimento, did-se uma énfase na-
tural s caracteristicas visuais. Como
dados apresentados nos trabalhos
de Ahvenainen (1996) e de Nassu et
al., (2001), a principal preocupacio
dos consumidores estd em adquirir
produtos com aparéncia de frescos,
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cor aceitavel e razoavelmente livres
de defeitos.

O principal papel de uma cober-
tura comestivel, no entanto, é atuar
como uma barreira a perda de umida-
de, controlar a respiracio do fruto e
evitar contaminacdes microbiolégicas
e quimicas. Durante a respiracio,
glucose é metabolizada em diéxido
de carbono (COZ) por meio da intera-
cdododcido tricarboxilico, o que gera
oamadurecimento e deterioracio na-
tural do fruto. A atmosfera modificada
criada pelo revestimento gera umapri-
sionamento fisico do CO, dentro do
fruto. Se a permeacio de oxigénio
(Oz) para seu interior é reduzida,
ocorrerd um prolongamento do tem-
po de maturagio. Além disso, os re-
vestimentos comestiveis tém a vanta-
gem da biodegradabilidade que os
torna “ambientalmente corretos”.

Lipidios, polissacaridos e protei-
nas sao os produtos comumente em-
pregados na formacdo das coberturas
comestiveis sobre frutas, com vanta-
gens e desvantagens especificas de
cada material (Baldwin et al., 1995).
Tém sido tentativas recorrentes na
pesquisa de superticies ativas a depo-
sicio de multicamadas ou de estrutu-
ras compositas e combinacoes destes
ou adi¢ao de demais materiais.

Respiracao em Frutos

Sob condi¢des ideais, a maioria
das plantas, incluidos seus frutos,
respira aerobicamente. A respira¢io
aerébica envolve a quebra de molé-
culas de carboidratos obtidos duran-
te a fotossintese. A queima lenta
desses compostos ricos em energia,
dos quais um dos mais simples é a
glicose, constitui atividades metabé-
licas bem conhecidas e sio usadas na
formagio de adenosina trifosfatada
(ATP). Durante o processo respirato-
rionormal, a planta usa o oxigénio da
atmosfera como um aceptor de elé-
trons no processo de fosforilacio e
libera diéxido de carbono.

Quando o fruto € colhido, ha
uma interrup¢io no balanco gasoso,
ocorrendo um alto influxo do oxigeé-
nio com proporcional perda do CO,,.
Nessa nova condi¢do (alta concen-
tracdo de O, com baixa de CO), as
células internas nio sdo mais reno-

vadas e a respira¢io aumenta, o que
provoca uma queda metabdlica le-
vando o fruto a um gradual amadu-
recimento e eventual senescéncia.
Com o revestimento ocorre entupi-
mento parcial dos poros, reduzindo,
dessa forma, a troca gasosa, ou seja,
reduzindo a taxa de respira¢io, o
que permite um prolongamento da
vida do fruto.

Revestimentos
Hidrocoloides

Um dos materiais de interesse
no processamento de coberturas sio
os hidrocoléides. Hidrocoléides sio
polimeros soliveis em meios aquo-
sos, estabilizados em géis que nor-
malmente, solidificam e formam fil-
me por evaporacgido direta do
solvente. Os revestimentos de
hidrocoléides constituem excelente
barreira aos gases, mas oferecem
fraca prote¢io a migracio do vapor
de 4gua, dada a sua natureza
hidrofilica.

Os hidrocoléides utilizados na
preparacdo de filmes comestiveis po-
dem ser classificados segundo a sua
composi¢io, massa molecular e solu-
bilidade. De acordo com Donhwe e
Fennema (1994), os filmes hidroco-
loidais mais utilizados sdo os
glucidicos e os protéicos. Os glucidos
mais utilizados sido os derivados de
celulose, os alginatos, as pectinas, a
goma-ardbica e o amido ou amido
modificado. A proteina de soja, o
gliten, a zeina e o soro de leite sdo
algumas das proteinas freqlientemen-
te utilizadas na preparacio de reves-
timentos comestiveis.

Polissacarideos de origem ani-
mal tém sido avaliados como uma
alternativa consideravelmente eco-
noémica e eficiente para esse fim,
sendo a quitosana o composto mais
estudado (Coma et al., 2002).
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A quitosana

A quitosana é um polimero natu-
ral derivado do processo de desaceti-
lagio da quitina, que é tido como o
segundo polissacarideo mais abun-
dante da natureza, atrds apenas da
celulose. Sua estrutura é formada pela
repeticio de unidades beta (1-4) 2-
amino-2-deoxi-D-glucose (ou D-
glucosamina) e apresenta uma cadeia
polimérica quimicamente similara da
celulose, conforme expressa na Figu-
ra 1. Devido a suas caracteristicas
atoxicas e de ficil formacao de géis, a
quitosana tem sido considerada hi
décadas como um composto de inte-
resse industrial e especialmente de
uso farmacéutico (Campana-Filho &
Desbrieres, 2000). Recentemente, con-
tudo, uma série de estudos tem sido
publicada caracterizando o uso da
quitosana como cobertura de alimen-
tos ou revestimentos protetores em
frutas e legumes processados (Shahidi
et al., 1999; Coma et al., 2002). Esses
trabalhos enfocam, essencialmente,
as propriedades antifdngicas e
antibacterianas da quitosana, confor-
me demonstrado porNo etal., (2002),
indicando por conseguinte o seu uso
potencial sobre superficies cortadas
ou sobre frutos com alta taxa de
maturacio poés-colheita. Como a
quitosana constitui-se de fibras nio
digeriveis, nio apresenta, portanto,
valor calérico, independentemente da
quantidade ingerida, o que € mais um
atrativo para a industria alimentar.

As diferentes caracteristicas do
produto comercial tornam-se um dos
aspectos que tém dificultado seu ple-
no uso na industria alimenticia. As
quitosanas disponiveis, principalmen-
te no Brasil, sio de procedéncias
diversas e apresentam diferentes
graus de pureza e densidade molar,
além de ndo seguirem industrialmen-
te um procedimento comum de desa-

@)

— N

Figura 1. Representacao esquematica da estrutura primaria da quitosana, sendo n o

grau de polimerizacao.
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cetilag¢do, o que torna os materiais
comerciais consideravelmente dife-
rentes entre si. Esse fato dificulta o
estabelecimento de um processamen-
to padrio de géis e a obtencdo de
filmes e revestimentos com caracte-
risticas reprodutiveis (Assis & Alves,
2002). Outro aspecto importante é
que as quitosanas comerciais sao
soltiveis somente em pHs 4cidos, o
que pode gerar reagdes com a super-
ficie a ser revestida, alterando o as-
pecto e o sabor da polpa. Alteracdes
na sequéncia de desacetilacio ou
mudancas estruturais introduzidas na
cadeia da quitosana ji processada,
como o derivado N-carboximetilqui-
tosana, podem gerar produtos sold-
veis em pH neutro. De um modo
geral, contudo, a quitosana tem sido
internacionalmente aceita como ma-
terial promissor para revestimento
de frutas e de alimentos diversos.

Metodologia para
Formacao de Géis e
Revestimento

A quitosana empregada nesta
avaliagio foi obtida em farmacias de
manipulagido, sendo, segundo infor-
macgio inscrita, procedente da purifi-
cag¢io de quitinas extraidas de cascas
de camardo. Esse material apresenta
aspecto granular, ligeiramente ama-
relado e pode ser classificado como
de média massa molar (Signini &
Campana-Filho, 1998).

Os géis foram preparados por
dissolu¢io sobagitacio moderada em
dcido acético 0,5 M até equilibrio em
pH préximo a 3. Estudos preliminares
indicaram que os melhores resultados
na formacao de filmes sio consegui-
dos com solugdes com concentracoes
de quitosana préximos a 20 g/L (Assis
& Pessoa, 2003). Sao necessarios pe-
riodos superiores a 12 horas de agita-
¢lo para obter uma total homogenei-
zacdo da solugio. Para simplificar o
processo, todo o procedimento foi
realizado sob temperatura ambiente.

Frutos comerciais de magasda cv.
Gala, foram secionadas ao meio, dois
procedimentos de revestimento
adotados: i) as amostras foram imersas
coma ajuda de um suporte metilico na
solucao filmogénica e ii) as amostras
foram revestidas por nebulizacio, com

Figura 2 — Procedimentos de revestimento adotados.
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Figura 3. Seqiiéncia empregada para processamento de gel e depésito.
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sistema de pressio manual (spray). A
consecucgao de uma nebulizacio per-
feita e a de forma manual sao depen-
dentes, evidentemente, da viscosidade
da solu¢io empregada.

Ap6s o escoamento do excesso
de gel, foram deixadas secar em condi-
¢do ambiente. A cura (polimerizacio)
dofilme dd-se espontaneamente como
consequiéncia da evaporagao do
solvente. A Figura 2 ilustra os procedi-
mentos adotados, cuja seqiiéncia estd
esquematizada na Figura 3.

Como resultado da aplicagdo, é
observada uma ligeira mudanc¢a na
coloragio da superficie cortada, em
ambos os processos, com tendéncia a
um tom tirante a amarelo ou a verde
suave. Apés a secagem, os filmes

resultantes apresentam boa aderén-
cia, sendo totalmente transparentes.

As mag¢is naturalmente apresen-
tamum escurecimento superficial sob
as faces cortadas, em fungio da acio
enzimdtica da polifenoloxidase
(PPO), em diferentes intensidades,
como medido por Sapers e Douglas
em 1987. Contudo, em meio acido,
que € necessario para que a quitosana
se dissolva em condi¢io nao-altera-
da, essa reagio € potencializada. No
entanto, foi observado que o tempo
de imersio das amostras (de 3 a 8
segundos) aparentemente nao afeta
a coloragao final resultante. A exten-
sdo dos danos provocados pela acio
acida pode ser, em principio, atenu-
ada pelo uso de agentes alcalinos

imersa

spray

Figura 4. Imagens tipicas de filmes de quitosana, obtido por microscopia de forca
atdmica. O aspecto microscopico dos filmes formados indica estrutura descontinua com
porosidade residual, mais acentuado para os revestimentos obtidos por nebulizacao.

—=— Sem revestimento
—e— Cobertura de quitosana {mergulhada)

100+

% Massa
P

Dias

Figura 5. Perda relativa de massa em funcao do tempo de armazenamento em
condig¢des nao controladas. Amostras fatiadas e revestidas por imersao.
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que, misturados ao gel, ajustam o pH
em niveis menos agressivos ou que,
por alteracdes estruturais prévias da
quitosana, que a torna solivel em
pHs mais alcalinos. Um revestimento
poliméricoideal para uso emalimen-
tos, evidentemente deve ser comple-
tamente inerte, com auséncia de im-
pacto sobre a polpa ou introducio e
alteracido de cores na casca ou nas
demais partes do fruto.

Tém sido conduzidas andlises
detalhadas dos filmes, tanto por mi-
croscopia eletronica de varredura
(MEV) como por microscopia de for-
ca atdmica (AFM), (Assis, etal., 1999;
Assis, et al, 2002) indicando estrutu-
ras descontinuas, que caracterizam
certa porosidade residual no filme
formado, conforme imagens tipicas
apresentadas na Figura 4, obtidas por
AFM (sistema TopoMetrix Discover -
imagens geradas por programa SPIP
2.1 - Scanning Probe Image Proces-
sor). Os filmes apresentam espessu-
ras varidveis, dependente da posi¢io
no fruto, mas de uma forma geral, sao
extremamente finos, ndo superiores
a 1,5 mm. Como citado, coberturas
totalmente densas e impermedveis
sdo indesejdveis para coberturas de
frutos, pois € necessirio que haja nos
revestimentos a manutencao de uma
respiragdo minima.

A literatura tem mostrado que
polimeros hidrofilicos, especialmen-
te os altamente polares como a
quitosana, podem, em funcio da
umidade relativa do ar, mudar signi-
ficativamente sua permeabilidade a
gases. Resultados apresentados por
McHugh & Krochta, em 1994, mos-
traram que, para uma porosidade
especifica, a permeacido é sensivel-
mente reduzida com o abaixamento
da concentracio de dgua adsorvida
pela pelicula. Na realidade, a per-
meabilidade do filme pode ser alte-
rada devido, nio somente 2 umida-
de ambiental, mas, principalmente,
pela incorporacio de elementos
aquosos celulares oriundos da pol-
pa da fruta (Baldwin et al, 1990).

Caracteristicas Protetoras
Com respeito a a¢do protetora
dos revestimentos de quitosana, é
observada pouca diferen¢a como re-



Sem cobertura

Figura 6. Aspecto genérico das faces cortadas (revestidas e nao-revestidas) apds o

oitavo dia de armazenamento.

sultado dos processos de deposicio.
A Figura 5 apresenta a perda de massa
relativa, obtidas em amostras cobertas
por imersao, para 10 dias de armaze-
namento em condi¢cdes nao controla-
das (temperaturas entre 25°C -30°C
em ambiente com iluminacio natu-
ral). Ao final desse periodo, temos
uma preservacio média de massa su-
perior a 10% para as amostras
recobertas. Os dados referem-se a
medidas realizadas diariamente para
valores estimados pela média de 8
amostras.

Worrell at al., (2002) demons-
tram que uma das principais caracte-
risticas de um filme protetor na redu-
¢io de perda de massa é o estabele-
cimento de uma boa diferencga nos
valores de pressio de vapor entre o
fruto e sua vizinhanga. Apesar da
quitosana ser um material hidrofilico
com significativa taxa de absor¢ao de
agua (Assis & Silva, 2003) o efeito
redutor da perda de massa ¢é efetivo
e claramente observado. Resultados
similares foram coletados para as
amostras revestidas por spray.

O cardter antifiungico da
quitosana foi avaliado qualitativa-
mente através do acompanhamen-
to fotogrifico de colénias esponta-
neamente crescidas sobre as super-
ficies cortadas. Embora nao tenha
sido realizado um acompanhamen-
to rigoroso das culturas e das espé-
cies de fungos, de modo geral, os
filmes apresentaram boa acao
antifingica. Fica visualmente clara
essa acdo na comparagio das ma-
¢as revestidas comas ndo revestidas.
Faces nio recobertas apresentam
proliferacio de fungos a partir do
quinto dia, com progressao signifi-
cativa nos periodos seguintes. A
Figura 6 apresenta exemplo da apa-
réncia das faces ap6s o oitavo dia
de estocagem.

O efeito fungicida da quitosana
¢ atribuido a aciao de enzimas
quitonoliticas, como a quitinase,
que degradam as paredes celula-
res dos fungos e provocam a extra-
c¢do de agentes antimicrobianos
como a fitoalexina e a pisatina
(Hirano & Nagao, 1989, Coma et
al.; 2002). A quitinase pertence a
uma familia de proteinas denomi-
nada proteinas relacionadas com a
patogénese (conhecidas como pro-
teinas de defesa) ou proteinas PR
(Pathogenesis Related proteins).
Essas proteinas formam um grupo
estrutural e funcionalmente hete-
rogéneo que sio capazes de inibir
o crescimento da hifa.

Essas atividades antifingicas
sdo freqientemente influenciadas
pelo pH local. Estudos conduzidos
por Sudarshan e colaboradores
(1992) indicaram que a interacio
entre quitosana positivamente car-
regada (o que ocorre em meijo 4ci-
do) e residuos ou superficies
microbianas negativamente carre-
gadas sio fundamentais para uma
efetiva acido inibitéria do cresci-
mento de microorganismos. Feng
etal., 1994, também mostraram que
a atividade microbiana da quitosana
aumenta com o porcentual de desa-
cetilacido, que, normalmente, se en-
contra entre 65% a 85%. Jung, et al.,
(1999) resumem as atividades
antimicrobianas da quitosana em
dois principais mecanismos: i) A
natureza catidnica da quitosana, que
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favorece ligacdes com o dcido sidlico
nos fosfolipidios, e consequente-
mente, restringe o movimento de
substiancias microbioldgicas; e ii) A
penetracio através da parede celu-
lar que impede a transformacio do
DNA em RNA. Ou seja, a atividade
antimicrobiana se da por interacio
dos grupos amino livres da cadeia
polimérica da quitosana.

O uso de substancias polissaca-
rideas abundantes e bioativas como a
quitosana, que, além de atoxicas,
reduzem a maturacio e atuam ou
induzem defesas a microorganismos,
sdo potencialmente interessantes para
aplicacdes em biotecnologia e mere-
cem ser mais bem avaliadas como
potencial material para revestimen-
tos comestiveis de uso genérico.
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