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RESUMO

Embalagens bioativas sdo uma alternativa & diminuicdo de desperdicio de alimentos. A partir da
funcionaliza¢do de biofilmes de celulose bacteriana é possivel obter uma embalagem capaz de liberar
compostos antioxidantes e antimicrobianos que aumentam o tempo de prateleira do produto e garantem o
consumo de um produto embalado saudavel. Os biofilmes foram obtidos pelo crescimento de bactérias da
espécie K. xylinus ATCC® 53524 em meio HS, a 30°C durante 10 dias ap6s a produgdo do pré-indculo. O
processo de incorporagdo do Extrato Fluido de Orégano (Bianquimica®) ocorreu apds a purificagdo dos
biofilmes produzidos, a fim de testar as melhores condigdes para maior absor¢do do extrato. Apds cada
processo, os biofilmes produzidos passaram pela andlise de peso umido e peso seco, e posterior analise de
capacidade de retencdo de agua. Os resultados da pesquisa demonstram que os biofilmes incorporados por
via imida t€ém maiores valores de peso médio do que aqueles obtidos por via seca. Logo, para uma aplicagdo
onde deseja-se que a substancia incorporada a celulose bacteriana migre para o produto, ¢ mais viavel optar
por uma incorporagdo via imida.
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ABSTRACT

Bioactive packaging is an alternative to reducing food waste. From the functionalization of bacterial
cellulose biofilms it is possible to obtain a package that releases antioxidant and antimicrobial compounds
that increase the shelf life of the product and ensure a healthy consumption of the packaged product.
Biofilms were obtained by K. xylinus ATCC® 53524 growth in HS medium at 30°C for 10 days after the
production of the pre-inoculum. The process of incorporation of the Fluid Extract of Oregano
(Bianquimica®) occurred after the purification of the produced biofilms in order to test the best conditions
for greater absorption of the extract. After each process, the produced biofilms were subjected to wet and
dry weight analysis and subsequent analysis of water holding capacity. The research results demonstrate
that the biofilms incorporated by the wet method have average weight values higher than those obtained by
the dry method. Therefore, for an application in which it is desired that a substance incorporated in bacterial
cellulose migrates to the product, it is more feasible to present it by wet incorporation.
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1 INTRODUCAO

O desperdicio de alimentos ¢ um problema global, que tem impactos socioambientais considerdveis.
Estima-se que cerca de 17% dos alimentos disponiveis para o consumo sdo desperdigados (BRASIL, 2021).
Em virtude disso, surge o questionamento: existem alternativas tecnologicas capazes de reduzir esse
percentual? A resposta ¢ sim! E é nesse cenario que surge a aplicacdo das embalagens bioativas.

Essas embalagens sdo compostas de polimeros de origem bioldgica e tem a capacidade de fornecer um
aumento no tempo de prateleira do produto e o fornecimento de um alimento embalado mais saudavel, através
da interagdo com o alimento, por meio da liberagao de compostos antioxidantes e antimicrobianos que t€ém a
capacidade de aumentar a seguranga ¢ a qualidade alimentar. Diversas alternativas vém sendo aplicadas para
o desenvolvimento das embalagens bioativas, dentre elas é possivel destacar a utilizacdo de incorporagdo de
compostos bioativos, tais como antioxidantes, proteinas, vitaminas ¢ lipideos (ALMEIDA et al., 2015;
ALBUQUERQUE, 2019).

Os extratos fluidos sdo compostos bioativos obtidos por infusdo e destilagdo de matérias primas, de fontes
naturais, em agua e alcool etilico. Dentre os extratos utilizados, ¢ possivel destacar o de orégano, que tem agdo
antioxidante, devido a elevada concentracdo de vitamina A e carotenos, ¢ antimicrobiana em virtude da
presenca de carvacrol e timol (BIANQUIMICA, 2021).

Além dos compostos bioativos, é valido fornecer uma matéria prima de fonte bioldgica para a produgdo
da embalagem. E nesse contexto que surge a celulose bacteriana (CB). Produzida pelo mecanismo de
biossintese de microrganismos das espécies Gluconacetobacter, Komagataeibacter ¢ Enterobacter (JEREMIC
et al., 2019), a CB apresenta 6timas propriedades mecanicas (CASTRO et al., 2011; HU, 2014), morfologia
nanométrica (CHEN; CHO; JIN, 2010), alto grau de polimerizagdo e cristalinidade (MOHITE; PATIL, 2014)
¢ alta capacidade de retencdo de dgua (SAIBUATONG; PHISALAPHONG, 2010).

A producao dos biofilmes se d4 por um mecanismo natural de conversao de uma fonte de carbono em
celulose para a formagdo de uma barreira fisica com carater higroscdpico, que previne a desidratacdo e protege
as bactérias de radiacdo ultravioleta (DONINI et al., 2010). A configuracao do biofilme ¢ alterada de acordo
com o tipo de meio de cultura utilizado (SPEROTTO et al., 2021) e a ado¢do de uma cultura dindmica ou
estatica. A diferenca consiste na obtencdo de biofilmes assimétricos e simétricos, respectivamente
(ALBUQUERQUIE, 2019).

Outro fator relevante ¢ a funcionalizagao dos biofilmes produzidos, que pode acontecer pela incorporagdo
de substancias externas na matriz durante a biossintese (in-situ) ou ap6s a formagao e purificagdo do biofilme
(ex-situ). A escolha pelo método de funcionalizagao deve ser tomada a partir das caracteristicas finais desejadas
do biofilme (ALBUQUERQUIE, 2019).

Devido as importantes propriedades do extrato fluido e fatores ligados a elevada demanda por produtos
alimenticios com orégano, o presente projeto visa produzir uma embalagem bioativa de celulose bacteriana
incorporada com extrato fluido de orégano que viabilize sua aplica¢do em laticinios, focando primeiramente
em filmes para a intercalacdo de queijos fatiados, de modo a conferir sabor e aroma de orégano e permitir o
aumento no tempo de prateleira do produto, por meio da ag¢@o antimicrobiana e antioxidante.

2  METODO

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Reprodugdo Animal da Universidade Tecnologica Federal
do Parana (UTFPR), campus Dois Vizinhos. A pesquisa se insere em uma das metas do projeto NanoCel —
Desenvolvimento de Plataformas de Nanocelulose Bacteriana.
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Foi realizado o cultivo de Komagataeibacter xylinus ATCC® 53524™_ em meio HS (HESTRIN;
SCHRAMM, 1954). Essa cepa bacteriana foi reativada em camara de fluxo laminar e o processo se deu pelo
descongelamento de uma aliquota de 1 mL de K. xylinus do estoque bacteriano, que foi transferido para um
tubo de cultura contendo 4 mL de meio HS. Apds homogeneizado, 100 pL foram transferidos para uma placa
com 4gar, denominada placa de manutencao e mantida em incubadora BOD a 30°C por 7 dias. Para a obtencao
das placas de trabalho, preparou-se um pré-inoculo a partir da placa de manutengdo. Apds homogeneizado,
100 pL do in6culo foram transferidos para cada placa com meio HS, sendo entdo incubadas em estufa BOD a
30°C por 7 dias. A producdo de indculo se baseou em 10% (v/v) de pré-indculo preparado (usando a propor¢ao
de 5 coldnias da placa de trabalho a cada 1 mL de meio HS) e o restante foi completado com meio HS. Esse
indculo foi distribuido nas placas de 24 pogos e incubado por um periodo total de 3 dias a 30°C na BOD.

Os biofilmes produzidos passaram por um processo de purificacdo, de modo a eliminar as bactérias que
permaneceram nas fibras. Os biofilmes foram mantidos em solug@o 0,1 M de hidréxido de sodio por 24 horas
a 50°C, e em seguida foram lavados com agua destilada (sete substituicdes de 4gua a cada 15 minutos de
permanéncia na estufa a 50°C), e submetidos a autoclave a 121°C por 20 minutos. Os biofilmes purificados
foram pesados e tiveram seus valores registrados para analise de peso umido e peso seco. Apds a purificagdo,
os biofilmes foram submetidos a uma modificagdo ex-situ, em dois diferentes tempos de exposi¢do da celulose
ao extrato (24h e 48h), tanto para os biofilmes imidos, quanto para os secos.

A modificagdo da celulose bacteriana se baseou na incorporacdo de extrato fluido de orégano
(Bianquimica®). Para o experimento, 20 mL de extrato foram acondicionados em quatro frascos de vidro. Em
cada um, foram adicionados os biofilmes ¢ apos o tempo de exposi¢do no extrato, foi novamente realizada a
analise de peso umido e peso seco de cada um dos biofilmes (Fig. 1).

Figura 1 - Esquema de modificacio e analise de Peso seco e Peso imido dos biofilmes de celulose bacteriana.
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Fonte: Autoria propria (2021)

Para a analise de Peso umido foi realizada a pesagem dos biofilmes (repetigoes de 12 biofilmes em cada
condi¢do de modificagdo) em balanca analitica ap6s a retirada do excesso de dgua presente nos biofilmes. Os
valores de peso umido dos biofilmes pré e pds-incorporagdo foram registrados. Em seguida, o material foi
transferido para estufa a 50°C por cerca de cinco horas, até completa secagem. Apos desidratados, os biofilmes
foram pesados e os valores de peso seco dos biofilmes pré e pos-incorporacao foram registrados. Por fim,
registrados os valores de peso seco e peso umido, foi possivel realizar a analise de capacidade de retengdo de
agua, do inglés Water holding capacity (WHC) através da formula de Shezad et al. (2010), representada pela
Eq. 1.
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Massa de agua removida durante a secagem (g)

Capacidade de reteng¢ao de agua (WHC)= (D

Peso seco da amostra de celulose bacteriana (g)

A partir da Equagéo 1, é possivel comparar a capacidade de reter agua de cada uma das amostras, que
dependendo da aplicabilidade, deve apresentar um WHC maior ou menor.

3  RESULTADOS

A placa de reativagdo apresentou um grande volume de coldnias de bactérias e o pré-indculo apresentou a
formagdo de um espesso biofilme ao final do periodo de incubagdo de sete dias. Apos a primeira reativagao,
foram produzidas as placas de manutengdo e de trabalho. O cultivo de K. xylinus resultou na produgdo de 48
biofilmes, que apos purificados, foram submetidos ao processo de modificacdo da nanocelulose, conforme
mostrado no esquema da Fig. 1, resultando em amostras com diferentes massas. A Tabela 1 apresenta os
valores de peso umido e seco para cada uma das condig¢des, controle e modificada (24h e 48h).

Tabela 1 - Média das massas e capacidade de retencdo de d4gua dos biofilmes pré e pés modificacdo

Biofilmes XPeso umido (g) )_(Peso seco (g) WHC (%)
Controle (para analise imida) 0,2302 +0,0536 - -
Modificada 24h (imida) 0,1969 + 0,0566 0,0182 £ 0,0029 15,07
Modificada 48h (imida) 0,2899 + 0,0360 0,0182 +0,0020 14,93
Controle (para analise seca) 0,1868 +£0,0228 0,0023 + 0,0002 82,02
Modificada 24h (seca) 0,0086 + 0,0028 0,0025 £ 0,0003 2,51
Modificada 48h (seca) 0,0079 £ 0,0014 0,0025 £ 0,0004 2,16

Fonte: Autoria propria (2021)

Os resultados apresentados na Tabela 1, mostram uma diferencga expressiva entre os biofilmes que foram
submetidos ao processo de incorporagdo enquanto ainda imidos (andlise umida), e aqueles que passaram
primeiramente pelo processo de secagem (analise seca).

Figura 2 - Principais Biofilmes obtidos no processo de producio e modificacio de celulose bacteriana. Biofilmes
hidratados (1) e secos (2) para as condicdes de controle (A), analise imida (B) e analise seca (C).

Fonte: Autoria propria (2021)
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E evidente que mesmo apos a secagem dos biofilmes de anélise imida mantiveram maiores massas do que
os de analise seca. A diferenca entre os biofilmes pode ser observada pela Fig. 2, em que dispde os biofilmes
obtidos em cada um dos processos de secagem.

4 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos foi possivel verificar que as caracteristicas dos biofilmes variam de acordo com
o processo escolhido. Isso € determinante nas propriedades do material, uma vez que esses biofilmes podem
ser usados em diversas areas com o intuito ou ndo de liberar as propriedades provenientes do extrato fluido de
orégano usado. Devido a pandemia pelo COVID-19 e dificuldades para realizacdo das atividades de pesquisa
nao foi possivel avancar com os testes de caracterizacao dos biofilmes e avaliacao da aplicabilidade. Pretende-
se caracterizar os biofilmes e realizar analises de antioxidantes para avaliar o potencial desse biofilme como
embalagem de intercalacdo de fatias de queijo. Além de proporcionar um sabor diferenciado, acredita-se que
as propriedades antioxidantes e antimicrobianas do extrato possam permear o produto e conceder um maior
tempo de prateleira ao produto, atuando diretamente na redug@o do desperdicio de alimentos.
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