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1 INTRODUCAO

O aumento do consumo de frutas e hortalicas minimamente processadas tornou-se
tendéncia mundial pela praticidade e caracteristica de manutencdo do seu frescor (OETTERER,
REGITANO-DARCE e SPOTTO, 2006). No entanto, toda fruta ou hortalica submetida ao processo
minimo torna-se mais susceptivel a deterioracdo (MARTIN-BELLOSO et al., 2010). A aplicagdo de
coberturas comestiveis constitui um dos métodos empregados para a conservacao pos-colheita
de produtos frescos de vida Util curta, como frutas e hortalicas (MORAES e SARANTOPOULOS,
20009).

O morango (Fragaria ananassa), pseudofruto, € muito apreciado pelo sabor e consisténcia,
cor e beleza ornamental. Porém, a rapida senescéncia e doengas pos-colheita acarretam perdas
nutritivas e econémicas consideraveis (REIS et al., 2008). O processamento minimo de morangos
consiste apenas na eliminacdo do pedicelo e sépalas na altura do ombro do fruto, devido ao seu
pequeno tamanho (CENCI, 2008).

A aplicacdo de revestimentos e coberturas, comestiveis ou ndo, em produtos naturais,
particularmente sobre frutas e hortalicas, tem como objetivo aumentar o seu periodo de conservacéo.
Essas coberturas tém o propésito de inibir a migracdo de umidade, oxigénio, gas carbdnico e
aromas, constituindo barreiras semipermeaveis (OETTERER, REGITANO-DARCE e SPOTTO,
2006). Consequentemente ocorre reducao do metabolismo do fruto e das reacdes de oxidacdo. O
uso de coberturas associadas a refrigeracéo preserva a qualidade dos frutos, possibilitando melhor
manutenc¢éo dos seus atributos sensoriais (LI e BARTH, 1998).

O colageno parcialmente hidrolisado (gelatina) tem sido usado na formulag&o de coberturas,
porém a desidratacao da rede tridimensional torna os revestimentos a base de gelatina quebradi¢os.
Assim, a adigdo de plastificante é necessaria para superar tal fragilidade e melhorar sua flexibilidade
(CAO, YANG e FU, 2009).

Os plastificantes mais efetivos geralmente apresentam estrutura molecular proxima a
do polimero que devem plastificar. Poliois (glicerol, sorbitol, derivados de glicerina, entre outros),
monossacarideos (principalmente a frutose), dissacarideos, lipideos e derivados (acidos graxos,
monoglicerideos, derivados de éster) sdo exemplos de plastificantes (SANTANA, 2010). O manitol
€ um poliol que ocorre naturalmente em algumas frutas e verduras, como abéboras e cogumelos
(SAHA e RACINE, 2011). Trata-se de adocante nutritivo, ndo téxico e ndo higroscépico na sua
forma cristalina. O manitol é aplicado como aditivo alimentar e caracteriza-se por ser parcialmente
metabolizado por seres humanos ndo induzindo a hiperglicemia, o que o torna util em dietas para
diabéticos (WISSELINK et al. 2002)

Bertan (2008) verificou que coberturas a base de gelatina e glicerol apresentam menores
valores de permeabilidade ao vapor de agua e maior resisténcia a tracao. Além do aumento de vida
Gtil das frutas e hortalicas, os revestimentos comestiveis podem atuar como agentes de transporte de
substancias ativas (como antioxidantes e antimicrobianos) para a superficie do alimento (RIBEIRO et
al., 2007). Os antimicrobianos sao liberados gradualmente na superficie do alimento, permanecendo
em concentracao adequada para estender sua vida Util (SHEN et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi estudar, mediante planejamento experimental, a melhor
formulagcdo de cobertura a base de colageno parcialmente hidrolisado e manitol a ser aplicada
em morangos. Avaliou-se também o desempenho dos compostos sorbato de potassio e extrato de
pomelo adicionados a melhor formulacao de cobertura frente & perda de massa e ao crescimento
microbiano para prolongamento da vida-de-prateleira do morango.

2 MATERIAL E METODOS

As matérias-primas utilizadas para elaboracao da cobertura foram o colageno parcialmente
hidrolisado (Gelita South American), manitol p..a. (Vetec) e os conservantes sorbato de potassio e
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extrato de pomelo (preparado comercial de extrato de pomelo contendo acido ascorbico e alcool
neutro, Prozyn). Os morangos, adquiridos no comércio de Pinhalzinho (SC), pertenciam ao mesmo
lote e apresentavam grau de maturacéo e cor semelhantes.

2.1 PREPARO DA MATERIA-PRIMA

Antes de serem revestidos, os morangos foram selecionados quanto ao nivel de maturacéo,
cor e injurias fisicas. Retiraram-se as sépalas e pedicelos dos frutos para a lavagem e sanificacdo em
solugéo clorada (150 ppm) por 3 minutos (CENCI et al., 2008). Esse procedimento foi adotado para
as etapas de avaliacdo da melhor formulacdo da cobertura e para o estudo dos antimicrobianos.

2.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL E ELABORACAO DAS COBERTURAS

Para estudar as concentracdes de colageno parcialmente hidrolisado e manitol, visando a
obtencao das coberturas, utilizou-se planejamento experimental 32 com ponto central (RODRIGUES
e IEMMA, 2009) (Tabela 1). Como resposta, buscou-se a perda de massa (g) dos frutos ao longo
do tempo.

TABELA 1 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 32 COM VALORES
REAIS E NIVEIS

Experimento Manitol %(m/V) CE:Z?;?;S?; a(IrT/eVr;te
El 2,5(-1) 7,5 (-1)
E2 2,5 (-1) 10,0 (0)
E3 2,5 (-1) 12,5(+1)
E4 5,0 (0) 7,5 (-1)
E5 5,0 (0) 10,0 (0)
E6 5,0 (0) 12,5(+1)
E7 7,5 (+1) 7,5 (-1)
E8 7,5 (+1) 10,0 (0)
E9 7,5 (+1) 12,5(+1)

Cada cobertura foi elaborada com as concentrac@es de colageno parcialmente hidrolisado
e manitol apresentadas na Tabela 1. Durante aproximadamente 1 hora, o colageno parcialmente
hidrolisado ficou em repouso em 100 mL de 4gua para sua hidratacé@o. Para correta homogeneizagéo
do colageno parcialmente hidrolisado e do manitol, submeteu-se ambos ao aquecimento até 85°C
sob agitacdo por 10 minutos.

Ajustou-se o pH da mistura em pHmetro de bancada Quimis, sendo adicionado &cido
acético glacial ou hidréxido de sédio 1M. Posteriormente, os morangos foram imersos na solucao
formadora da cobertura por 3 minutos. Para evitar o acumulo de solugéo na superficie, 0s morangos
foram drenados em peneira, acondicionados em embalagem plastica transparente e armazenados
sob refrigeracdo (aproximadamente 5°C). Morangos sem cobertura foram utilizados como controle,
sendo todos os experimentos realizados em duplicata.

O acompanhamento da perda de massa dos morangos revestidos foi realizado a partir de
pesagens em balanca semi-analitica, Del Engineering, sendo o valor determinado pela diferenca da
massa inicial e da massa final da amostra em cada tempo (em gramas).
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2.3 ANTIMICROBIANOS

A Tabela 2 apresenta o planejamento experimental 22 (RODRIGUES e IEMMA, 2009) para
0 estudo da acdo dos antimicrobianos. O pH e a concentracdo de antimicrobianos foram avaliados
em relacdo a perda de massa (g) para verificacdo de possivel interferéncia dessas variaveis. As
concentragdes dos antimicrobianos foram definidas pelo limite maximo, estabelecido pela Resolugao n°
04 de 24/11/88 para o sorbato (BRASIL, 1988), e orientacdes do fabricante para o extrato de pomelo.

TABELA 2 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 22 COM VALORES REAIS E NIVEIS

Concentragéo de Antimicrobiano % (m/V)

Experimento pH
Sorbato de potassio Extrato de pomelo
Al 5,0 (-1) 0,075 (-1) 2,0 (-1)
A2 6,0 (+1) 0,075 (-1) 2,0 (-1)
A3 5,0 (-1) 0,150 (+1) 5,0 (+1)
A4 6,0 (+1) 0,150 (+1) 5,0 (+1)

A obtencao das coberturas ocorreu conforme descrito anteriormente. Apds 0 aquecimento
da mistura (colageno parcialmente hidrolisado e a 4gua) e do ajuste do pH, seguido por resfriamento
atemperatura entre 35 e 40°C, efetuou-se a adicdo dos antimicrobianos nas concentracdes testadas.
Procedeu-se a homogeneizacao com auxilio de bastdo de vidro e deixou-se novamente a mistura
resfriar & temperatura entre 25 a 30°C. Os morangos foram imersos, drenados com o auxilio de
peneira, acondicionados em embalagens plasticas e armazenados a temperatura de refrigeracéo
durante 240 horas.

2.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

A Resolucdo n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da ANVISA (BRASIL, 2001) estabelece para
morangos frescos e similares, “in natura”, inteiros e selecionados ou néo, a auséncia de Salmonella
sp. em 25 g e limite maximo de 2x10% UFC/g para coliformes a 45°C.

As amostras foram analisadas quanto a presencga e crescimento de Salmonella sp. e
coliformes no dia inicial, e bolores e leveduras no 4°, 8° e 12° dias de armazenamento. Todos 0s
procedimentos foram realizados conforme a Instru¢cdo Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003,
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foramrealizadas utilizando-se o software Statistica® 6.0 (STATSOFT,
2001). Avaliaram-se os efeitos isolados e de interagdo entre as variaveis do planejamento proposto
e os efeitos significativos de otimizacdo do processo obtidos mediante apresentacéo de Diagramas
de Pareto e Superficies de Resposta.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A perda de massa reflete a diminuicdo de agua e a degradacédo do produto durante a
armazenagem, resultando em modificagdo de aparéncia e de qualidade, o que leva a rejeicao dos
consumidores (CHIUMARELLI, 2008).

As amostras foram armazenadas e pesadas em intervalos de 24 horas, sendo que apés 144
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horas de armazenamento algumas comecaram a apresentar contaminacao por bolores e leveduras.
Essas amostras foram descartadas por ndo estarem aptas para o consumo, 0 que motivou o estudo
com 0s antimicrobianos.

ATabela 3 apresenta a média dos resultados dos experimentos em relacéo a perda de massa
(9), o desvio padrao obtido para cada experimento e o Teste de Tukey ao nivel de 95% de confianca
na 1442 hora de armazenamento. Observou-se que o experimento controle, juntamente como El e
E5 apresentaram a menor perda de massa ao longo de 7 dias, sendo iguais estatisticamente pelo
Teste de Tukey. Somente os experimentos controle, E1, E5 e E9 diferiram estatisticamente ao nivel
de 95% de confianca.

O experimento E9 apresentou a maior perda de massa em relagdo aos demais. Esse
experimento caracterizou-se por conter as maiores concentracdes, tanto de manitol quanto de
gelatina. Segundo Céo, Yang e Fu (2009) os poliois, como o manitol, sdo frequentemente utilizados
como plastificantes para materiais a base de proteinas e apresentam capacidade para reduzir as
ligagBes de hidrogénio, aumentando o espacamento intermolecular, o que pode ter colaborado para
a maior perda de massa.

TABELA 3 — AVALIAGCAO DA PERDA DE MASSA DOS MORANGOS EM GRAMAS (MEDIA +
DESVIO PADRAO) E TESTE DE TUKEY AO NIVEL DE 95% DE CONFIANGA NA 1442
HORA DE ARMAZENAMENTO

Experimento Manitol Colageno parcialmente | Média da Perda de Massa (g) £ Desvio
(%) hidrolisado (%) Padréo e Teste de Tukey
Controle 0 0 0,462 + 0,04
El 2,5(-1) 7,5 (-1) 0,462 + 0,04
E2 2,5(-1) 10,0 (0) 0,512 + 0,02
E3 2,5 (-1) 12,5(+1) 0,76 + 0,06
E4 5,0 (0) 7,5 (-1) 0,55% + 0,05
E5 5,0 (0) 10,0 (0) 0,462 + 0,01
E6 5,0 (0) 12,5(+1) 0,71 + 0,04
E7 7,5 (+1) 7,5 (-1) 0,982 + 0,04
E8 7,5 (+1) 10,0 (0) 0,70% + 0,06
E9 7,5 (+1) 12,5(+1) 1,30°+ 0,39

Obs: letras iguais na vertical correspondem aos experimentos iguais ao nivel de 95% de confianca.

As Figuras 1, 2 e 3 apresentam os perfis de perda de massa (g) ao longo do tempo para
0s experimentos do planejamento proposto, bem como para a amostra controle. Na Figura 1
verifica-se que E2, igual estatisticamente ao experimento controle, conservou-se até a 1442 hora de
armazenamento, juntamente com E1. O experimento controle foi descartado por apresentar maiores
perdas e contaminacéo por bolores e leveduras.

Na Figura 2 observou-se que E6 apresentou maiores perdas, seguida por E4, enquanto
E5 evidenciou ao longo de todo o tempo perda de massa muito proxima a do experimento controle.
Resultado semelhante ao E5 foi obtido por Bertan (2008) que avaliou biofilme com gelatina e glicerol.
Verificou que a melhor combinacao entre ambos, visando manter as propriedades de barreira ao
vapor d'agua e de resisténcia mecanica era de 10% de gelatina e 5,0% de glicerol.
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Os perfis apresentados na Figura 3 demonstram que para E7, E8 e E9, com a maior
concentracdo de plastificante, a perda de massa foi maior ao longo do tempo em relag&o ao controle.
As amostras desses experimentos foram as primeiras a serem descartadas por apresentarem
crescimento de bolores e leveduras.

3.1 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS PARA ELABORACAO DA COBERTURA

A Equacéo 1 representa o modelo matematico obtido a partir dos coeficientes de regressao

para os resultados de perda de massa dos experimentos testados.

Perda de Massa (g) = 0,713 + 0,417.M + 0,259.C - 0,216M? - 0,234.C?

Em que:

M = manitol (%) e

C = colageno parcialmente hidrolisado (%). R?= 0,90.
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Omanitolapresentou efeitosignificativo positivo, podendo-se dizer que maiores concentracdes
de manitol favorecem a perda de massa dos morangos. O mesmo comportamento ocorreu com a
concentracao de colageno parcialmente hidrolisado. O diagrama de Pareto correspondente (Figura
4) demonstra as variaveis que exerceram efeito significativo, confirmando os resultados da Equagéo
1. Nenhuma das interag8es entre as variaveis deste estudo apresentou efeito significativo ao nivel
de 95% de confianga. A partir dos resultados experimentais obteve-se a Superficie de Resposta,
apresentada na Figura 5. A regido com a menor perda de massa engloba o ponto com as menores
concentragdes de manitol e de colageno parcialmente hidrolisado (niveis inferiores do planejamento
experimental) até as concentracbes médias de manitol e de colageno parcialmente hidrolisado
(ponto central do planejamento experimental).

Com base na perda de massa ao longo do tempo, a melhor formulagéo para a cobertura a
base de manitol e colageno parcialmente hidrolisado correspondeu ao experimento 1 (E1), com 2,5%
de manitol e 7,5% de colageno parcialmente hidrolisado. A amostra E1, com pH 5,34, permaneceu
com as mesmas caracteristicas visuais até o final do periodo de armazenamento (144 horas).
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3.2 ESTUDO DOS ANTIMICROBIANOS

ApOs a obtencédo da melhor combinacdo entre o colageno parcialmente hidrolisado e o
manitol efetuou-se o estudo dos antimicrobianos. As Figuras 6 e 7 apresentam os perfis de perda de
massa (g) ao longo de 240 horas (10 dias) para os experimentos com sorbato de potassio e extrato
de pomelo, respectivamente.

Verifica-se na Figura 6, tendo sorbato de potassio como antimicrobiano, que os experimentos
ficaram muito proximos em relacéo a perda de massa (g) ao longo do tempo (h). A perda de massa
(g) para os experimentos ao final de 240 horas foi de 0,85 g; 0,81 g; 0,82 g; 0,86 g para Al, A2, A3
e A4, respectivamente. Comparando-se com a amostra controle (sem antimicrobiano) nas primeiras
144 horas, apenas a perda de massa (g) da amostra Al foi ligeiramente superior (0,53 g).

Na Figura 7 verifica-se que a perda de massa (g) ao final das 240 horas para a amostra Al,
com extrato de pomelo, foi muito superior as demais amostras (1,35 g) que perderam 0,84 g, 0,91 g
e 0,77 g de massa, respectivamente, A2, A3 e A4.

Sayanjali, Ghanbarzadeh e Ghiassifar (2011) avaliaram a permeabilidade ao vapor d’agua
de filmes de carboximetilcelulose e glicerol pela adicdo de 1, 2, 3 e 4 g de sorbato de potassio.
Observaram que até 2,0 gramas houve aumento dos valores desse parametro, justificado pela
interacdo intermolecular e perda da compactacéo da estrutura, facilitando a passagem de umidade.
No entanto, a adicéo de 3 e 4 g levou a reducao da permeabilidade devido a cristalizacdo do sorbato
de potassio com o tempo, que bloqueia os poros da estrutura polimérica e assim reduz a transferéncia
de agua (SAYANJALI, GHANBARZADEH e GHIASSIFAR, 2011).
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Wolf (2007) verificou em seu estudo sobre a caracterizagdo fisica e quimica de fibra
e colageno em poO, matérias-primas potencialmente formadoras de filmes e coberturas, que
a solubilidade do colageno foi maxima em pH 2,0, sendo a regido de solubilidade crescente na
faixa de pH de 5,0 a 2,0. Observou também, que valores de pH entre 6,0 e 8,0 corresponderam a
solubilidade minima (regio do ponto isoelétrico) do colageno. E possivel que o ajuste do pH de 5,34
para 5,0 tenha propiciado a desidrata¢cdo dos frutos, especialmente nas amostras com extrato de
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pomelo, devido a acao do acido ascérbico presente no composto natural.

A andlise estatistica dos resultados apds 240 horas de armazenamento, ndo revelou
diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca entre os experimentos Al a A4, tanto para o
sorbato de potassio como para o extrato de pomelo.

3.3 ANALISE MICROBIOLOGICA

Os veiculos e meios propicios a contaminacédo de morangos por Salmonella e coliformes
podem ser a agua de irrigagéo, o solo e a manipulacéo dos frutos.

Na Tabela 4 estdo apresentados os dados referentes as analises microbiol6gicas das
amostras realizadas no 1° dia armazenamento. As amostras apresentaram-se em condi¢fes
adequadas de acordo com o estabelecido pela ANVISA (BRASIL, 2001). Para coliformes, o valor
obtido para NMP/g corresponde a estimativa, com 95% de confianca, de que a concentragao real
presente esta na faixa de 0,15 a 11 UFC/g.

TABELA 4 - CONTAGEM DE Salmonella, COLIFORMES TOTAIS E TERMOTOLERANTES

Salmonella sp.(em 25 g) Contagem de Coliformes Totais Contagem de Coliformes
P- g (MNP/g) (Termotolerantes (NMP/Q)
Auséncia 3.10t 3.10t

Na Tabela 5 estdo os resultados obtidos para a contagem de bolores e leveduras para cada
tratamento aos 4, 8 e 12 dias de armazenagem. Como ndo houve diferenca significativa entre os
experimentos, optou-se por acompanhar o crescimento de bolores e leveduras das amostras com a
menor concentracao de antimicrobiano (0,075% de sorbato de potassio e 2% de extrato de pomelo)
e valor de pH 6,0 que revelou a menor perda de massa para o extrato de pomelo.

TABELA 5 - CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS AO LONGO DO ARMAZENAMENTO

Bolores e leveduras (UFC g %)

Dia
Sorbato de Potassio Extrato de Pomelo
4 4,1 x 103 4,6 x 103
8 7 x 103 1,6 x 10*
12 1,5x 103 3,5 x 103

A contagem obtida para o tratamento com sorbato até o oitavo dia (192 horas) foi crescente,
atingindo o maior valor entre as demais amostras. Para o tratamento com extrato de pomelo obteve-
se a maior contagem entre as duas formulagdes testadas no oitavo dia. Essa caracteristica pode ser
explicada pelo fato de que cada morango tem metabolismo e contagem microbiana inicial diferente
(GARCIA, 2009).

Embora a legislacédo néo estabeleca limites para bolores e leveduras em frutas e produtos
minimamente processados, alimentos contendo contagens microbianas acima de 10°e 10° UFC/g
sdo considerados improprios para o consumo humano (VERZELETTI, FONTANA e SANDRI,
2010).
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Comparando as contagens das amostras com sorbato de potassio e extrato de pomelo
verifica-se que o0s valores sdo maiores nas amostras com o segundo, que contém &cido ascorbico.
Conforme Iturrioz (2008), o extrato de pomelo tem eficicia antimicrobiana elevada pela presenca
de acido ascorbico e de acido citrico. No entanto, essa combinacéo pode ter atuado na acidificacao
do meio, que aliada a presenca de acUcar (manitol) facilitou o desenvolvimento de bolores e
leveduras.

Garcia (2009) relatou que a partir do nono dia de armazenamento de morangos revestidos
com cobertura a base de fécula de mandioca e 0,05% de sorbato, a contagem de bolores e leveduras
aumentou de 1,6 x 10° UFC/g para 1,2 x 10" UFC/g no décimo segundo dia.

Sayanjali, Ghanbarzadeh e Ghiassifar (2011) confirmaram a eficiéncia do sorbato de
potassio, adicionado em filmes a base de carboximetilcelulose e glicerol frente ao crescimento de
fungos (A. flavus e A. parasiticus) em pistaches. Na andlise do halo de inibicdo em pistaches sem
revestimento, a presenca de contaminacao foi visivel em 48 horas enquanto que para as amostras
revestidas so foi percebida dez dias depois.

4 CONCLUSAO

A aplicacéo de colageno parcialmente hidrolisado, associado ao manitol nas concentracées
de 7,5% e 2,5%, respectivamente, mostrou-se eficiente para a reducéo da perda de massa de
morangos quando comparada a amostra controle (sem aplicacdo da cobertura), sendo mantidas as
caracteristicas dos frutos até o 7° dia de armazenamento. Altas concentracfes de manitol favoreceram
a perda de massa dos frutos e causaram o crescimento excessivo de bolores e leveduras.

A adicdo dos antimicrobianos sorbato de potassio e extrato de pomelo, associada ao
controle de pH, retardaram a perda de massa e aumentaram o periodo de armazenamento dos
frutos para 10 dias. O acompanhamento microbioldgico demonstrou a eficiéncia dos antimicrobianos,
especialmente do sorbato em relacdo ao crescimento de bolores e leveduras, prolongando a vida
Util dos morangos até o 12° dia de armazenamento.

ABSTRACT

DEVELOPMENT OF COATING USING PARTIALLY HYDROLYZED COLLAGEN, MANNITOL AND
ANTIMICROBIAL APPLIED ON STRAWBERRIE

The present article presents an experimental study on the development of coating using partially hydrolyzed
collagen and mannitol followed by addition of antimicrobials to extend strawberries shell life. Nine combinations
of partially hydrolyzed collagen and mannitol were tested, using study design to assess the loss of mass of
the fruits. The coating with 7.5% collagen and 2.5% mannitol was more efficient in reducing mass loss of the
fruits. After determining the best formulation, the antimicrobial potassium sorbate and the grapefruit extract
were tested. Strawberries shelf life increased due to the coating with collagen and mannitol combined to the
antimicrobial reaching 12 days.

KEY-WORDS: COVERAGE; COLLAGEN; MANNITOL; ANTIMICROBIALS; SHELF LIFE; STRAWBERRIES.
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