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RESUMO

Em resposta as crescentes preocupacdes ambientais e a busca por inovagoes sustentaveis, este
estudo explora o potencial dos residuos agroindustriais como matérias-primas alternativas para
a fabricacdo de filmes comestiveis. Neste sentido foi investigado o potencial uso de okara,
subproduto do processamento de soja, como fonte de fibra dietética para o enriquecimento de
filmes comestiveis de carboximetilcelulose (CMC), visando a redugdo de residuos e ao
desenvolvimento de embalagens renovaveis através da técnica de casting. Comparou-se o
desempenho do filme de CMC enriquecido com fibra de okara com filmes contendo fibras
dietéticas convencionais e emergentes, como pectina, inulina e B-glucana. Além disso, as
matrizes de inulina, B-glucana e okard foram avaliadas quanto a capacidade de carrear
Lactobacillus Casei, com o objetivo de produzir filmes com propriedades probidticas, que sao
conhecidos por promoverem inimeros beneficios a saide humana, além de estender a vida 1til
de alimentos. A fibra de okara foi extraida por hidrolise acida a 121°C, resultando em um
rendimento de 5,31% em relacdo ao peso seco inicial. A incorporacdo de Lactobacillus Casei
nas matrizes nio afetou as propriedades dos filmes, exceto pela viabilidade do probiotico, de
50% para inulina e B-glucana, contrastando com os 2% observados para a fibra de okard. A
andlise de difracao de raios X (DRX) dos filmes produzidos indicou uma cristalinidade maxima
de 5%, para todos os filmes produzidos, evidenciando uma estrutura predominantemente
amorfa. A microscopia eletronica de varredura (MEV) confirmou a uniformidade e auséncia de
defeitos nas amostras. O filme enriquecido com fibra de okard apresentou caracteristicas
essenciais para a preservacdo de alimentos: espessura, permeabilidade a vapor de agua (PVA)
e estabilidade térmica, comparaveis as das outras fibras dietéticas testadas. As propriedades
Opticas deste novo material indicaram a capacidade de bloquear até 70% da luz UV, oferecendo
uma protecao adicional para itens sensiveis a luz. Os testes de solubilidade revelaram que os
filmes de okard e B-glucana apresentaram maior solubilidade, enquanto os testes mecanicos
indicaram que os filmes de B-glucana superaram os demais em resisténcia a tragdo, atingindo
uma tensdo de 27,5 MPa. Este trabalho contribui para o avango na utilizacdo de residuos

agroindustriais com potencial aplica¢dao na industria de alimentos e embalagens.

Palavras-chave: fibras dietéticas soluveis; prebiotico; probidtico; casting.



ABSTRACT

In response to growing environmental concerns and the pursuit of sustainable innovations, this
study explores the potential of agro-industrial waste as alternative raw materials for the
production of edible films. In this context, the potential use of okara, a by-product of soybean
processing, was investigated as a source of dietary fiber for enriching carboxymethylcellulose
(CMC) edible films, aiming at waste reduction and the development of renewable packaging
through casting techniques. The performance of CMC films enriched with okara fiber was
compared with films containing conventional and emerging dietary fibers such as pectin, inulin,
and B-glucan. Additionally, the inulin, B-glucan, and okara matrices were evaluated for their
capacity to carry Lactobacillus Casei, with the aim of producing films with probiotic properties,
which are known to promote numerous health benefits and extend the shelf life of foods. Okara
fiber was extracted by acid hydrolysis at 121°C, resulting in a yield of 5.31% relative to the
initial dry weight. The incorporation of Lactobacillus Casei into the matrices did not affect the
properties of the films, except for the probiotic viability, which was 50% for inulin and B-
glucan, contrasting with 2% observed for okara fiber. X-ray diffraction (XRD) analysis of the
produced films indicated a maximum crystallinity of 5% for all films produced, evidencing a
predominantly amorphous structure. Scanning electron microscopy (SEM) confirmed the
uniformity and absence of defects in the samples. The film enriched with okara fiber presented
essential characteristics for food preservation: thickness, water vapor permeability, and thermal
stability comparable to those of the other tested dietary fibers. The optical properties of this
new material indicated the capability to block up to 70% of UV light, offering additional
protection for light-sensitive items. Solubility tests revealed that okara and B-glucan films
demonstrated higher solubility, while mechanical tests indicated that p-glucan films
outperformed others in tensile strength, reaching a stress of 27.5 MPa. This work contributes to
advances in the utilization of agro-industrial waste with potential applications in the food and

packaging industries.

Keywords: soluble dietary fiber; prebiotic; probiotic; casting.
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1 INTRODUCAO

O setor agroindustrial desempenha um papel crucial no cendrio global, garantindo o
sustento a uma populagdo que ultrapassa os 8 bilhdes de habitantes. A expansio anual do setor
¢ imperativa para atender a crescente demanda por alimentos, com proje¢des apontando para
um aumento de 60% até 2050, visando suprir as necessidades de uma populagao estimada em
9,3 bilhdes de pessoas (Georganas et al., 2023; Nile et al., 2021). No entanto, o setor esta
associado a grande parcela dos impactos ambientais, incluindo a perda de cerca de 30% de
todos os produtos comestiveis ao longo da cadeia de producdo, contribuindo com 20-50% dos
impactos ambientais totais (Astudillo et al. 2023; Colimoro et al., 2023).

A'soja, que representa aproximadamente 53% da produ¢do mundial de oleaginosas, gera
o okard como subproduto durante a producao de tofu e leite de soja. Este subproduto ¢ rico em
nutrientes, apresentando proteinas (9,91-32,8%), gorduras (6,22-21,98%), fibras (4,1-23,4%) e
propriedades antioxidantes (aproximadamente 3,33 gramas de equivalente de acido gélico por
grama de okara) (Colimoro ef al., 2023; Ginting et al., 2024). Apesar de seu valor nutricional,
98% do okara ¢ utilizado na alimenta¢do animal, indicando um potencial subutilizado (Toomer
et al., 2023). Visando explorar o valor nutricional do okara, algumas industrias tém
desenvolvido novos produtos, como biocombustiveis, filmes, farinha, cookies e snacks (Fadhila
et al., 2024; Fu et al., 2024; Tridtitanakiat; Hernandez-Estrada; Rayas-Duarte, 2023). Essa
estratégia economiza insumos, gera receitas adicionais, reduz custos com tratamento de
efluentes e mitiga impactos ambientais.

Os filmes comestiveis sdo uma alternativa promissora aos plasticos convencionais, ndo
renovaveis e potencialmente toxicos quando ingeridos ou queimados. Eles retardam a
deterioracdo de alimentos, inibem o crescimento de microrganismos, protegem contra a
exposi¢ao ambiental e aumentam a vida til de produtos, especialmente frutas e vegetais. Além
disso, oferecem uma opc¢ao sustentdvel que reduz o impacto sobre os recursos naturais (Brito et
al., 2019). A formulacdo desses filmes geralmente inclui um agente estruturante, um
plasticizante e pode incorporar fibras dietéticas, 6leos essenciais, prebioticos e até mesmo
probiodticos, fornecendo beneficios diretos ao consumidor e prote¢ao aos alimentos (Majeed et
al., 2023). O agente estruturante ¢ a maior parcela da composicdo de filmes comestiveis, sendo
o principal responsavel pela sua maleabilidade e caracteristicas plasticas, sendo os mais
utilizados: amido, CMC, quitosana e pullulano.

A CMC, um polissacarideo anionico derivado da celulose, ¢ biodegradavel e
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amplamente utilizado na industria de filmes devido as suas propriedades vantajosas, incluindo
solubilidade em agua, formagdo de filme, e qualidades de barreira contra oxigénio e lipidios,
além de estabilidade térmica e quimica. Adicionalmente, a CMC apresenta for¢ca mecanica
moderada, flexibilidade adequada e uma relagdo custo-efetividade otima. A solubilidade da
CMC depende principalmente do seu grau de substitui¢do, que € regulado pela interacdo entre
grupos hidroxila e carboxila ao longo de sua cadeia polimérica (Kong; Rosnan; Enomae, 2024;
Pourmadadi et al., 2023; Ramakrishnan et al., 2024; Yildirim-Yalcin; Tornuk; Toker, 2022).

Dada a alta densidade de grupos carboxila na CMC e a presenga de grupos amino nos
isolados de proteina de soja, uma reagdo de amidizagdo entre esses grupos parece viavel e pode,
teoricamente, aumentar as interagdes intermoleculares. Essa reacdo potencial poderia levar a
um aumento nas propriedades mecanicas do material composto devido a forgas
intermoleculares mais fortes. Além disso, o entrelacamento natural desses biopolimeros poderia
aumentar o numero de sitios reativos disponiveis, facilitando assim a formagao de ligacdes de
hidrogénio adicionais e potencialmente melhorando as propriedades gerais do material (Wang,
Q. etal., 2024). No entanto, os filmes comestiveis ainda enfrentam desafios, como propriedades
mecanicas inferiores aos plasticos convencionais e a rapida perda de viabilidade de células
probioticas, que podem declinar em até 90% apos 21 dias de armazenamento. Isso requer
maiores estudos focados em novos materiais que possam melhorar as propriedades mecanicas
e prebidticos que possam estender a viabilidade dos probioticos (Espitia et al., 2014; Orozco-
Parra; Mejia; Villa, 2020).

O okard, rico em fibras dietéticas com propriedades prebidticas, emerge como um
candidato atraente para o desenvolvimento de filmes comestiveis simbioticos. A producao de
filmes de okard ndo apenas agregaria valor a este subproduto, aproveitando suas propriedades
nutricionais, como também poderia resultar em um filme com caracteristicas mecanicas, de
barreira e antioxidantes unicas, além de propriedades prebioticas, abrindo caminho para

diversas aplicagdes.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento e caracterizacdo de filmes comestiveis a base de CMC de mesma

formulacdo incorporados com diferentes prebioticos: fibra dietética soltivel de okard, pectina,
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inulina e B-glucana.

1.1.2 Objetivos especificos

a)
b)
c)
d)

9)

Definir a metodologia de extracdo e purificacdo de fibra de okara soluvel,
Caracterizar a fibra quanto as propriedades quimicas e Gticas;

Definir o agente estruturante a ser utilizado: amido ou CMC,;

Determinar as condicOes ideais de aplicagdo do prebiotico fibra de okara na
formulacéo do filme por meio do processo casting;

Replicar a mesma formulagdo para os demais prebidticos comerciais (pectina,
inulina ou B-glucana);

Inocular, definir as unidades formadoras de coldnia da cultura probidtica e
viabilidade nos filmes de inulina, B-glucana e fibra de okarg;

Caracterizar fisico-quimicamente todos os filmes obtidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VALORIZACAO DO RESIDUO DE SOJA (OKARA)

O okara, também conhecido como tofukasu no Japao, douzha na China e biji na Coreia,
¢ um subproduto gerado durante a produc¢ao de leite de soja e tofu. A cada quilograma de leite
de soja ou tofu produzido, aproximadamente 1,2 kg de okara sdo gerados (Tuly; Ma, 2024).
Estima-se que milhdes de toneladas de okaré sejam produzidas anualmente em todo o mundo,
sendo destinadas principalmente a alimenta¢ao animal, cerca de 98% (Feng et al., 2021). Neste
sentido existe um subaproveitamento deste residuo visto que a soja € reconhecida como uma
excelente fonte de proteina, e seus subprodutos também exibem propriedades fisicas e
nutricionais excepcionais (Nile et al., 2021).

O okara ¢ composto principalmente por fibras dietéticas insolaveis (40-50% na matéria
seca), fibras dietéticas soluveis (4-15%), proteinas (15-30%), lipidios, vitaminas, minerais e
compostos fendlicos, como isoflavonas (Vong; Liu, 2016). Os componentes do okara sao
conhecidos por seus beneficios a saide humana contendo, por exemplo, isoflavonas
responsaveis pela redug¢ao do risco de doengas cardiovasculares, cancer de mama e prostata, e
alivio de sintomas da menopausa. Outros componentes como a fibra dietética sdo reconhecidos
por seu potencial prebiotico, favorecendo o desenvolvimento de microrganismos probidticos na
microbiota intestinal, enquanto as proteinas possuem alto valor nutricional e impactos positivos
sobre o eixo metabolico humano (Ricarte et al., 2024).

Neste cendrio a valorizagao do okard ¢ um grande desafio para a industria moderna, ndo
somente sob a otica da economia circular como por seu valor nutricional. Desta maneira varios
estudos tem reunido esforgcos para valorizacdo deste importante insumo destacando seu
potencial como matéria-prima para a producdo de alimentos funcionais e ingredientes bioativos.

O estudo de Vital et al. (2018) estudou o uso de residuo de okara como fonte de
antioxidantes, protegendo lipidios em leite enriquecido com Omega-3 e, melhorando a
biodisponibilidade destes compostos bioativos apds digestao gastrointestinal in vitro (Quintana
etal., 2023).

A fermenta¢do microbiana do okara também foi explorada como uma estratégia para
converter este residuo em produtos de valor agregado, aumentando o teor de fibras soluveis e
monomeros prebidticos presentes no okara. A hidrolise enzimatica também ¢ uma estratégia

promissora para reduzir o teor de fibras insoluveis do okard. Kasai et al. (2004) e Yoshida et. al
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(2020) exploraram a hidrdlise enzimatica como um método mais sustentdvel e de menor tempo
de reacdo em comparacao com a fermentagao (Ricarte et al., 2024).

Outros estudos focaram em investigar a influéncia dos métodos de processamento de
okard no seu teor nutrional, como foi o caso de Privatti ef al. (2024) que investigou o perfil e o
conteudo de isoflavonas em soja e okara submetidos a diferentes métodos de secagem (Privatti
etal.,2024).

Hé também estudos como o de Ferreira et al. (2022) que focaram na extragdo do 6leo
residual de soja para a producdo de biocombustiveis, como uma estratégia focada na economia
circular e sustentabilidade da nova geragao de biocombustiveis (Privatti et al., 2024).

A valorizacdo do okara também se estende a producao de alimentos, como biscoitos sem

gluten, feitos de misturas de farinha de okara e sementes de jaqueira (Goh; Mamat; Aziz, 2024).

2.1.1 Fibra dietética soltvel de okara

O okara, € rico em fibras dietéticas soluveis, que apresentam inimeros beneficios para
a saude humana, incluindo a redug¢ao do colesterol e do indice glicémico, bem como a promogao
do crescimento de bactérias benéficas no intestino (Ricarte et al., 2024). Neste sentido, os
métodos de extracdo destes componentes tém focado em aumentar o rendimento das fibras
soluveis através de técnicas que maximizem sua extracdo, além de métodos que induzem a
quebra das cadeias de fibra insolivel em mondmeros menores, aumentando o teor de fibra
soluvel. Os principais métodos de extragdo da fibra dietética soluvel de okard incluem a
hidrolise acida, extragdo em alta pressdo, fermentacdo solida, tratamento com ultrassom e a
combinagdo desses métodos (Tian et al., 2023; Vong; Hua; Liu, 2018; Yoshii et al., 1996).

O método de fermentagdo aumenta o conteido de fibra solivel e melhora suas
propriedades antioxidantes e inibitorias de enzimas digestivas. No entanto, a fermentacao pode
levar a mudancas no perfil de isoflavonas e acido linoleico conjugado, que sdo importantes para
as propriedades funcionais do okara (Gupta; Lee; Chen, 2018).

A hidrolise enzimatica, por sua vez consiste em uma mistura de enzimas, como cellulase
e xylanase, também ¢ um método utilizado para modificar a fibra do okara. Este processo resulta
em uma estrutura porosa e enrugada, que melhora a estabilidade térmica e as capacidades de
retencdo de agua e 6leo. Contudo, a hidrdlise enzimatica pode ser limitada pela transferéncia
de massa, especialmente em altas concentragdes de solidos, o que pode reduzir a eficiéncia do

processo (Tian et al., 2024).
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O tratamento com ultrassom ¢ um método fisico que pode aumentar o contetido de
oligossacarideos na fibra do okara através da quebra de ligagcdes de hidrogénio. Este método
também pode melhorar as capacidades de retencao de agua e 6leo (Xie et al., 2024).

A cavitagdo a jato combinada com a hidrélise enzimatica ¢ um método recente que
demonstra ser eficaz na modificacdo da fibra de okara. Este processo resulta em uma estrutura
porosa, que melhora as propriedades de adsorcdo de compostos como nitrito, glicose e
colesterol, além de melhorar a atividade probiotica in vitro e a taxa de anti-digestdo. No entanto,
a aplicacdo deste método em larga escala pode ser desafiadora devido a necessidade de
equipamentos especificos e altos custos de operacdo (Tian et al., 2023).

A aplicagdo potencial da fibra dietética soluvel de okard em filmes comestiveis €
particularmente interessante devido as suas propriedades de gelatinizagdo, capacidade de
formar géis e estabilizar emulsoes, além de reter 4gua e 6leo, o que torna a fibra dietética soluvel
de okara um candidato promissor para a formulacdo de filmes comestiveis com fungdes

prebiodticas (Xie et al., 2024).

2.2 FILMES COMESTIVEIS

Os filmes comestiveis sdo obtidos através de matrizes poliméricas encontradas na
natureza. Dentre as principais macromoléculas se destacam os polissacarideos, proteinas e
lipideos. A mistura de diferentes biopolimeros também ¢ utilizada para desenvolve-los, ¢ sao
conhecidos como filmes compositos.

Estes filmes possuem aplicacdo em revestimento de alimentos e podem servir como
carreadores de probidticos, sendo muito utilizados para preservacdo de frutas e vegetais,
tornando-os alimentos funcionais. Tais propriedades sdo fruto do isolamento da superficie a
qual sdo aplicados, bem como pelas propriedades bactericidas dos probidticos associados a
matriz (Suhag et al., 2020).

A resisténcia do filme ¢ afetada diretamente pela coesdo da matriz de origem, aditivos,
agentes plastificantes e cristalizagdo, e suas propriedades estdo intimamente ligadas a sua
finalidade, podendo ser incolores, insipidos, para, por exemplo, revestir uma fruta, ou possuir
determinado sabor ou cor para higiene bucal, por exemplo. Desta maneira para correta
elaboracdo do filme ¢ importante levar em conta os fatores fisico-quimicos bem como sua
finalidade (Viana et al., 2018).

A producdo dos filmes comestiveis pode ser realizada pelo método casting, que consiste
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em trés principais etapas: solubilizagdo do biopolimero, fundicdo e secagem (Rhim et al.,
20006). Para realizar este procedimento € necessario selecionar os biopolimeros de interesse para
sua dispersao e solubilizacao. Geralmente amidos e similares sao dispersos em agua através do
processo denominado de gelatinizagcdo, que consiste em dissolve-lo em agua através do
aumento da temperatura e agitagdo constantes. Também ¢ comum a adicdo de agentes
plastificantes, tais como glicerol ou sorbitol, para aumentar a flexibilidade do filme apds a
secagem. Outros solventes também sdo utilizados, tal como etanol, para dispersdao de proteina
de soja, por exemplo (Suhag et al., 2020).

A etapa seguinte consiste em verter o polimero e aditivos no molde, seguida pela
secagem. Esta etapa gera uma maior continuidade do filme e estabilizagdo das interagdes
intramoleculares, contudo pode geral aprisionamento de solventes toxicos (Cha et al., 2003).

O método casting apresenta desempenho superior em relacio as propriedades Opticas e
uniformidade da matriz, contudo a forma do filme ¢é restrita ao molde. Ademais diferencas na
secagem, temperatura e solubilizagdo dificultam propriedades filmogénicas constantes, o que
representa um desafio para ampliagdao em larga escala (Yang; Yu; Huang, 2011).

Os prebidticos e probidticos tém ganhado destaque no desenvolvimento de filmes
comestiveis devido aos seus potenciais beneficios para a saude e a seguranca alimentar.
Prebidticos, como inulina e frutanos, servem como substratos para o crescimento de
probidticos, que sdo microrganismos benéficos para a saude intestinal. Quando incorporados a
filmes comestiveis, esses compostos podem melhorar a viabilidade dos probiéticos durante o
armazenamento e o consumo, além de potencializar os efeitos benéficos dos probidticos no
organismo (Sé&ez-Orviz; Rendueles; Diaz, 2023).

A incorporacdo de probioticos em filmes comestiveis pode conferir propriedades
antimicrobianas ao filme, protegendo os alimentos contra microrganismos patogénicos e de
deterioracdo. No entanto, é crucial que os probidticos mantenham sua viabilidade durante todo
0 processo de producdo e armazenamento do filme, bem como durante o transito pelo trato
gastrintestinal, para que possam exercer seus efeitos benéficos (Sogut; Filiz; Seydim, 2022).

A fim alcancar um filme comestivel ideal com base em prebioticos e probioticos, é
necessario considerar a formulacdo do filme. Isso inclui a escolha de materiais de base
adequados, como proteinas, polissacarideos e lipidios, que possam suportar as condi¢des de
processamento e armazenamento e garantir a viabilidade dos probidticos. A adicdo de agentes
plasticizantes, como glicerol, pode melhorar a flexibilidade do filme e facilitar a liberag&o dos

probidticos no intestino, além disso a concentracdo de cada prebiotico deve ser avaliada para
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manter a viabilidade dos probiotico e as propriedades de barreira, visuais e mecanicas (Espitia
etal.,2016).

2.3 PREBIOTICOS

Prebidticos sdo ingredientes alimentares funcionais que, embora ndo sejam digeriveis
pelo organismo, sdo seletivamente utilizados por microrganismos benéficos no trato
gastrointestinal, conferindo beneficios a saide do hospedeiro. Eles sdo compostos
principalmente por carboidratos oligossacarideos, mas também podem incluir polifendis e
acidos graxos poli-insaturados, frequentemente derivados de frutas ou residuos de seus
processamentos (Marques et al., 2020).

A funcdo primaria dos prebidticos como substratos para a fermentagdo por
microrganismos intestinais especificos € bem estabelecida. Eles influenciam a composi¢ao da
microbiota intestinal, promovendo sua diversidade e permitindo que bactérias benéficas como
Bifidobacteria e Lactobacilli prolifere, enquanto inibem o crescimento de patdogenos potenciais
(Jietal., 2023). A fermentagdo microbiana de prebidticos resulta na producdo de acidos graxos
de cadeia curta (AGCC), como acetato, propionato e butirato, que desempenham papéis cruciais
na manuten¢do da saude intestinal, regulando o pH intestinal e favorecendo o crescimento de
microbios benéficos (Marques et al., 2020).

A seletividade na utiliza¢do de prebioticos por diferentes microrganismos ¢ influenciada
pela capacidade metabolica desses microbios e pela estrutura dos carboidratos prebidticos.
Cadeias de carboidratos maiores, como a inulina, tendem a ser mais seletivas e mais dificeis de
fermentar, enquanto cadeias menores sdo mais propicias a fermentacdo por uma variedade de
microrganismos. A alimentagdo cruzada, onde um microrganismo metaboliza um substrato
produzindo um metabolito que ¢ usado por outra espécie, também pode influenciar a
seletividade (Davani-Davari et al., 2019).

Os principais prebioticos incluem frutanos do tipo inulina, galacto-oligossacarideos
(GOS), amido resistente, polidextrose e pectina (Marques et al., 2020). Estes substratos sao
resistentes a digestdo acida e a absor¢ao no coélon, e sua quebra ¢ realizada pela fermentagdo
pela microbiota intestinal ou em conjunto com probiodticos. A fermentagdo dos prebiodticos leva
a produgao de AGCC, que reduz o pH intestinal e ¢ eficaz contra patogenos (Ji et al., 2023).

Além de servir como substrato para o crescimento da microbiota intestinal, os

prebidticos também podem ser incorporados em filmes biopoliméricos para o carreamento de
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probiodticos. Devido a sua resisténcia a digestdo gastrica, eles podem aumentar a viabilidade dos
probidticos carreados, agindo como substrato e protegendo-os durante a passagem pelo trato
gastrintestinal (Marques et al., 2020).

A compreensdo dos mecanismos de acdo dos prebidticos é essencial para o
desenvolvimento de estratégias nutricionais e terapéuticas eficazes. Estudos in vitro e in vivo
sdo realizados para avaliar a ndo digestibilidade e a fermentabilidade dos prebi6ticos, bem como
para confirmar seus beneficios para a saude (Zeng; Van Pijkeren; Pan, 2023). A identificacio
dos principais AGCC metabolizados, como butirato, acetato e propionato, e a compreensao de
suas diferentes taxas de metaboliza¢cdo sdo fundamentais para o entendimento do impacto dos
prebiodticos na satde intestinal (Wang ef al., 2019). A Tabela 1 dispde os principais tipos de

prebidticos utilizados e as mudangas que acarretam na microbiota intestinal.

Tabela 1 — Prebidticos e sua influéncia na microbiota humana

(continua)
Fibra dietética Razéo de AGCC razao | Mudangas na composicao
fermentacdo | molar da microbiota
amido resistente tipo 2 Lento acetato Bifidobacteria?, Blautia,
(granulos de amido nativo) butirato Dorea|, Bacteroides|
amido resistente tipo 3 Lento acetato? Bifidobacteria?
(amidos retrogradados) butirato?
amido resistente tipo 4 Lento acetato? Bifidobacteria?t
(amidos modificados butirato?
guimicamente)
Arabinoxilano Répido acetato? Bacteroides?,
butirato Coprococcus?,
Faecalibacterium?
Xiloglucana Répido propianato?  Lachnospiraceae?,
butirato Bacteroides
Inulina Répido acetato Bacteroides|,
butirato Bifidobacteriaf,
Catenibacteriumf,

Collinsella?, Dorea,
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Tabela 1 — Prebidticos e sua influéncia na microbiota humana

(concluséo)

Fibra dietética Razdo de AGCC Mudancas na composicao

fermentacdo | razdo molar | da microbiota

Pectina Répido acetato? Bacteroides |,
propianato|  Bifidobacteria?, Dorea],
butirato Parabacteroides |,

guar gum Répido acetato? Lachnospira?,

propianato?  Clostridium?, Sutterella?,

butirato | Roseburia?t
Glucomanano Lento acetato? N/A?
propianato?
butirato |
B-glucana Répido acetato? Coprobacillus?, Dorea|,
butirato Lactobacillust,
Enterococcus?
galacto-oligossacarideos Répido propianato?  Bifidobacteria?}
butirato

Fonte: Adaptada de Wang et al. (2019, p. 3)
Legenda: 1 - Aumento;

| - Reducéo;

N/A? - Sem mudanca;

AGCC - Acidos graxos de cadeia curta.

A partir da Tabela 1 ¢ possivel identificar os principais AGCC metabolizados, sdo estes:
butirato, acetato e propionato, ademais os diferentes tipos de substratos possuem diferentes
velocidades de metabolizacao, o que ¢ esperado devido as diferengas estruturais e de tamanho
das cadeias poliméricas. Os compostos metabolizados atuam reduzindo o pH intestinal, o que
tem se demonstrado uma medida eficaz contra patégenos (Wang et al., 2019).

Em resumo, os prebidticos sdo componentes dietéticos importantes que modulam a
microbiota intestinal, promovem a satde do hospedeiro e sdo essenciais para o crescimento de
microrganismos benéficos, além de desempenhar um papel no desenvolvimento de novas
tecnologias de carreamento de probioticos. A pesquisa continua sobre prebidticos é
fundamental para revelar novos beneficios e aplicacbes desses compostos na nutricdo e na

medicina.
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2.3.1 Inulina

A inulina é um carboidrato solivel em agua que pertence a familia dos frutanos,
especificamente aqueles com ligagdes B (2-1). E encontrado naturalmente em varias plantas,
como chicoria, alho-por6, cebola, e outras, e ¢ reconhecido como um prebidtico devido a sua
capacidade de promover o crescimento de bactérias benéficas no intestino, como
Bifidobacterium e Lactobacillus, enquanto inibe o crescimento de bactérias patogénicas. Além
disso, a fermentacdo da inulina pelo microbioma intestinal produz acidos graxos de cadeia curta
(AGCCs), particularmente butirato, que sdo essenciais para a saude intestinal ¢ o bem-estar
geral (Coimbra ef al., 2023; Jangid et al., 2024).

Nos filmes comestiveis, a inulina desempenha um papel fundamental como componente
da matriz polimérica. Ela € incorporada em filmes comestiveis para produzir filmes simbidticos,
que combinam tanto prebidticos quanto probidticos. A inulina, quando adicionada a esses
filmes, ndo apenas oferece os beneficios prebioticos mencionados, mas também melhora as
propriedades do filme. Por exemplo, ela age como um plasticizante, aumentando a elongagao
do filme na ruptura e reduzindo sua resisténcia a tragdo. Além disso, a alta solubilidade da
inulina em 4gua aumenta a permeabilidade do filme ao vapor de 4gua. Em alguns trabalhos uma
concentracao de 0,5% de inulina foi suficiente para inclusdo ¢ manutengdo da viabilidade de
bactérias probidticas (Orozco-Parra; Mejia; Villa, 2020).

Em estudos especificos, como o realizado por Orozco-Parra, Mejia e Villa (2020), foi
investigado o efeito da inulina na viabilidade de Lactobacillus casei incorporado em filmes de
amido de mandioca. Os resultados mostraram que a inulina tem um efeito protetor sobre o
probidtico, diminuindo a perda de viabilidade, especialmente em baixas temperaturas e em
condi¢des gastricas simuladas. No entanto, em outro estudo, Coimbra et al. (2023) observou
que a adi¢do de inulina a filmes contendo residuos agroindustriais ndo melhorou a viabilidade
do probidtico Lactobacillus rhamnosus, como esperado, e em alguns casos resultou em uma
diminuicao extrema da viabilidade, ressaltando a importancia do estudo da concentracao deste
prebidtico no filme.

A inulina também ¢ valorizada por suas propriedades de biodegradabilidade, nao-
reatividade, e ndo-toxicidade, tornando-a um ingrediente funcional seguro para uso em
alimentos e filmes comestiveis. Além disso, a inulina pode ser usada como um adogante de
baixa caloria, substituto de gordura em laticinios, fibra ndo digestivel, e prebidtico na industria

alimenticia (Akram et al., 2024; Jangid et al., 2024).
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A partir disto € possivel inferir que a inulina ¢ uma molécula multifuncional com um
amplo espectro de aplicagdes, desde sua fungdo como prebiotico e seu papel na satude intestinal
até seu uso em filmes comestiveis sinbidticos. Sua capacidade de melhorar as propriedades dos
filmes e oferecer beneficios para a saude torna a inulina um componente valioso para a industria

de alimentos funcionais e embalagens ativas.

2.3.2 Pectina

A pectina ¢ um biopolimero vegetal com uma estrutura complexa, composta por
diferentes tipos de cadeias de aglicares, como homogalacturonan, rhamnogalacturonan I e II, e
xylogalacturonan (Basak; Annapure, 2022). A publicacdo de artigos cientificos sobre pectina
tem crescido significativamente nos ultimos anos, especialmente entre 2019 e 2023. Este
aumento reflete o interesse crescente na investigacao das propriedades de emulsificacao da
pectina e no desenvolvimento de novas aplicagdes para este biopolimero (Jia et al., 2024).

As propriedades de emulsificacao da pectina t€ém sido objeto de estudo detalhado, com
uma analise multiescala que abrange desde o nivel macroscopico até o molecular. Essa
abordagem permite uma compreensao mais profunda dos mecanismos por tras das capacidades
emulsificantes da pectina ¢ dos fatores que as influenciam. As pesquisas também tém se
concentrado em métodos de modificagdo da pectina para melhorar suas propriedades
funcionais, como a estabilidade emulsificante (Jia et al., 2024).

A pectina ¢ extraida de varias fontes, incluindo a beterraba acucareira, e sua estrutura e
propriedades podem variar de acordo com a fonte e o método de extragcdo. A modificagdo da
pectina pode envolver a alteracdo do grau de metilacdo ou acetilagdo, que afeta suas
propriedades reologicas e de emulsificacdo (Jia et al., 2024).

Além de suas aplicagdes em alimentos, a pectina também tem sido investigada para uso
em formulacdes farmacéuticas, como microcéapsulas de tributirina, devido as suas propriedades
de libertacao controlada e comportamento durante a digestao gastrointestinal (Cao et al., 2024).

No contexto da embalagem de alimentos, a pectina tem sido combinada com outros
biopolimeros, como o isolado de proteina de soja, para produzir filmes comestiveis com
aditivos antimicrobianos e antioxidantes, como a punicalagina, visando a preservagdao de
alimentos frescos, como morangos (Guo et al., 2024).

Recentemente, a pectina também em um estudo em combinagdo com goma xantana para

a producdo de filmes carregados com oleo essencial de toranja, mostrou melhorias nas
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propriedades mecanicas e antioxidantes do filme, tornando-os mais adequados para aplicacdes
de embalagem de alimentos, o que refor¢a que a combinagdo de pectina com outros bioativos
podem gerar caracteristicas plasticas melhoradas (Tristanto ef al., 2024).

Desta forma a pectina demonstra ser um componente versatil com um amplo espectro
de aplicagoes, desde a emulsificacdo de alimentos até a produgdo de filmes comestiveis para
embalagem. As pesquisas continuas visam explorar e aprimorar as propriedades da pectina,

oferecendo solugdes sustentaveis e inovadoras para varias industrias.

2.3.3 p-Glucana

A B-glucana ¢ um polissacarideo obtido de diferentes fontes vegetais, estruturalmente ¢
formado através de ligagdes entre moléculas de B-D-glicose podendo ter diferentes graus de
ramificacoes, além de variagdes na posi¢ao da ligagao (1,3); (1,4) ou (1,6) (Razzaq et al., 2016).

A Figura 1 representa as possiveis ligagdes entre as moléculas de glicose.

Figura 1 — Diferentes ligagdes do mondmero -D-glicose

CH,0H 0 CH,
olC l— ¢
OH
OH OH OH OH
CH,OH CH,OH CHTOH
o o o o
o—| ’ —l
OH OH .
OH OH OH
B 13 B 1,4 B 1,6
linkage linkage linkage

Fonte: Murphy et al. (2020, p. 3).
Legenda: linkage - ligacéo

As diferentes ligacdes proporcionam que a classe dos P-glucanos possuam varios

compostos com diferentes pesos moleculares, ramificagdes, grau de insaturagdo e solubilidade,
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o que também acarreta que diferentes fontes de f-glucana possivelmente apresentam diferentes
compostos. Esta flexibilizagdo estrutural permite diversas aplicagdes, visto que até minimas
alteracdes na conformacdo estrutural podem alterar significativamente as propriedades do
composto tais como propriedades mecanicas e¢ de solubilidade (Bae et al, 2013).
Biologicamente, estas alteragdes na cadeia permitem que o composto possua uma maior
informacdo bioldgica, atuando em diferentes vias celulares, atividades e processos de
sinalizagdo (Murphy et al., 2020).

As fontes de B-glucana sdo divididas em dois grupos: cereais e ndo cereais, 0 primeiro
apresenta geralmente liga¢des do tipo 1,3 e 1,4 sem ligagdes 1,6 e grandes ramificagcdes sendo
materiais fibrosos armazenados como granulos presentes em células de sementes dos
endosporos tais como: aveia, cevada, trigo e arroz. O segundo tipo, ndo cereal, ¢ encontrado em
alguns tipos de fungos, leveduras, bactérias e algas, da mesma forma que nos cereais diferentes
fontes apresentam variagdes no grau de ramificacdo, peso molecular e grau de insaturacao, no
entanto neste tipo ha a presenca de ligacdes 1,6 o que as difere do outro grupo (Borchani et al.,
2015).

As vias de atuacdo destes compostos sdo diversas, no entanto é possivel subdividi-las
em dois grupos abrangentes: os que apresentam atividade em vias metabolicas e os que sdo
imunomoduladores, geralmente estas vias estdo diretamente relacionadas com a fonte de
obtenc¢do, sendo a primeira relacionada aos cereais e a segunda aos ndo cereais (Murphy et al.,
2020).

No contexto dos filmes comestiveis, a beta-glucana tem sido investigada como um
componente que pode melhorar as propriedades dos filmes, tornando-os mais flexiveis e
funcionalmente ativos. Um estudo publicado no International Journal of Biological
Macromolecules investigou as propriedades fisico-mecanicas e estruturais de filmes
comestiveis compostos de beta-glucana e pullulana. Os resultados mostraram que a adi¢ao de
beta-glucana aumentou significativamente a elongacdo na quebra, a resisténcia a tragdo e o
tempo de dissolucdo em agua dos filmes. A beta-glucana também foi capaz de melhorar as
propriedades de barreira a oxigénio em alguns dos filmes compostos testados, o que ¢ crucial
para a conservagao de alimentos (Chang et al., 2019).

Outro estudo, publicado no Journal of the Science of Food and Agriculture, descreveu
a preparagdo de filmes comestiveis simbidticos a base de konjac glucomannan, que incluiam
Lactobacillus Casei. Este tipo de filme pode ser aplicado como revestimento em paes e outros

alimentos, proporcionando uma fonte de probiodticos e prebidticos que podem sobreviver as
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condi¢des adversas do trato gastrointestinal (Razzaq ef al., 2016).

A beta-glucana ¢ uma substancia bioativa com multiplas aplicagdes na produgdo de
filmes comestiveis. Sua capacidade de melhorar as propriedades fisico-mecanicas dos filmes e
sua atividade biologica tornam-na um ingrediente valioso para o desenvolvimento de
embalagens comestiveis com funcionalidades adicionais, como a manutengdo da qualidade dos

alimentos e a promog¢ao da saude.

2.4 PROBIOTICOS

Os probidticos sao definidos como microrganismos que atuam sobre o hospedeiro
trazendo beneficios a satde. A funcionalidade associada a agcdo dos probiodticos possui diversos
mecanismos, contudo, a literatura descreve principalmente a atuagdo destes sobre a regulacao
da microbiota através da producdo de AGCC, que resulta na redu¢ao do pH no célon, ajudando
a inibir o crescimento de patdgenos.

Os AGCC sao gerados pela fermentagao de prebioticos, que tem suas cadeias quebradas,
levando a produgdo de diversos compostos dentre os quais se destaca o butirato. Este acido
serve de combustivel para rota metabdlica celular intestinal humana. Ademais diferentes
prebioticos favorecem culturas distintas, a depender de sua estrutura e tamanho, podendo ser
metabolizados em tempos diferentes, sendo que, apos sua metaboliza¢do, ocorre alimentagao
cruzada, ajudando na manutencdo das demais culturas, em simbiose (Orozco-Parra; Mejia;
Villa, 2020; Plaza-Diaz et al., 2019; Zolkiewicz et al., 2020).

A utilizagdo de probidticos para tratamento de sindrome do intestino irritdvel, desordens
intestinais e regulagem da microbiota tem ganhado relevancia com o passar do tempo. Os
principios por traz destes beneficios envolvem diferentes mecanismos como a competicao por
nutrientes, produgdo de bacteriocinas e regulagem da homeostase intestinal. A competi¢ao por
nutrientes ocorre quando os probioticos, a fim de manter o metabolismo, utilizam os recursos
disponiveis no trato intestinal, inibindo, consequentemente, que patdgenos se proliferem. Além
disso, a0 metabolizarem os nutrientes muitas vezes, produzem substancias que atuam reduzindo
o desenvolvimento das demais colonias, conhecidas como bacteriocinas (Plaza-Diaz et al.,
2019).

O desempenho dos probidticos esta intimamente ligado ao numero de colonias
sobreviventes. Desta forma, o carreamento deve proporcionar resisténcia a digestdo géstrica,

bem como liberagdo do principio ativo no trato intestinal. Os principais microrganismos
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utilizados sdo pertencentes a classe dos Lactobacillus, entretanto algumas outras classes como
Bifidobacteria, Streptococcus e Saccharomyces também sdo utilizadas (Plaza-Diaz et al., 2019).

Apesar de elencar varios beneficios a saude, medicamentos a base deste principio
precisam de ensaios rigorosos para sua aprovacdo, devendo passar por agéncias de
regulamentacdo especificas, como o FDA (Food and Drug Administration), principalmente por
serem produtos destinados ao consumo humano. No entanto alguns alimentos como iogurtes,
laticinios e derivados j& atuam na microbiota intestinal e possuem diversos beneficios descritos
na literatura, tais alimentos sdo conhecidos pelo termo “alimentos funcionais”, por conta da rica
fauna microbiologica (Zotkiewicz et al., 2020).

A adigéo de probioticos em filmes comestiveis pode afetar varias propriedades do filme,
incluindo sua resisténcia a tracdo, médulo de Young, permeabilidade ao vapor de agua (PVA),
opacidade, espessura e solubilidade. Os estudos revisados apresentam uma variedade de
resultados, dependendo dos probidticos utilizados, da matriz biopolimérica e das condi¢des de
fabricacdo e armazenamento (Saez-Orviz; Rendueles; Diaz, 2023).

Em alguns trabalhos resultados indicam que a adicdo de probioticos pode levar a um
aumento nos valores de PVA, uma diminuicdo significativa nos valores de resisténcia a tracéo
e uma reducédo nos valores do modulo de Young. Por exemplo, Todhanakasem et al. (2022)
relataram uma redugdo no moédulo de Young e uma melhora na transmissdo de luz em filmes a
base de alginato de sddio e glicerol incorporados com L. plantarum (Todhanakasem et al.,
2022). Outros estudos, como o de Semwal, Ambatipudi e Navani (2022), observaram um ligeiro
aumento na opacidade dos filmes e um aumento nos valores de PVA com a incorporagéo de
bactérias probidticas (Semwal; Ambatipudi; Navani, 2022).

Sogut, Filiz e Seydim (2022) estudou filmes contendo uma cultura mista apresentavam
maiores valores de espessura, enquanto Wardana et al. (2022) relatou uma reducdo na
solubilidade dos filmes com a adicdo de probidticos. Além disso, Karimi et al. (2020)
atribuiram a boa viabilidade do probidtico L. plantarum dentro da matriz a presenca de
nutrientes e agentes de sequestro de radicais livres, bem como a interacdo entre a polidextrose
e os fosfolipidios da membrana bacteriana.

Shahrampour et al. (2020) desenvolveu filmes de alginato/pectina contendo L.
plantarum e concluiram que a compatibilidade entre o microorganismo probidtico e 0s
biopolimeros da matriz € um fator chave. Eles observaram que as células probio6ticas ndo
modificaram a microstrutura dos filmes e que a adicdo de células probidticas melhorou

parcialmente as propriedades mecanicas e a PVA.
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2.5 CARACTERIZACAO DE FILMES COMESTIVEIS

A caracterizacao de filmes comestiveis ¢ uma etapa essencial para avaliar sua adequagao
para aplicagdo em produtos alimenticios. Existem varios métodos analiticos que juntos
desempenham um papel fundamental na obtencao de informagdes e caracteristicas sobre esses
materiais, garantindo sua eficacia e seguranga.

A MEV vai além das limitacdes do microscopico convencional ao utilizar feixes de
elétrons, possibilitando um aumento de até 300.000 vezes e obtendo informacdes detalhadas
sobre a morfologia e estrutura dos filmes (Dedavid; Gomes; Machado, 2007). Isso ¢ primordial
para avaliar sua uniformidade e identificar potenciais imperfeicdes.

A difracao de raios-X (DRX) ¢ uma técnica que fornece as informagdes de estrutura
cristalina, tamanho do cristal e espacamento atomico nos filmes, possibilitando a anélise de sua
composi¢cdo ¢ grau de cristalinidade (Khan et al, 2020). Esta andlise permite estudar a
composi¢do quimica dos filmes e, dependendo do grau de cristalinidade, pode-se avaliar
indiretamente caracteristicas relacionadas as propriedades mecanicas do filme.

As propriedades Opticas, a espessura, a PVA, a solubilidade em dgua e a capacidade de
barreira de oxigénio sdo parametros essenciais para determinar a adequacdao de filmes
comestiveis em aplicagdes alimenticias (Brito et al., 2019; Maran et al., 2013; Orozco-Parra;
Mejia; Villa, 2020). Esses parametros influenciam diretamente na conservagao e vida util dos
alimentos, tornando essas analises essenciais.

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) permite a
identificacdo de grupos funcionais e compostos quimicos presentes nos filmes, contribuindo
para a compreensdo de sua composi¢do quimica e interagdes entre 0s componentes
(Berthomieu; Hienerwadel, 2009). Isso ¢ fundamental para a otimizagdo dos materiais.

Por fim, a analise termogravimétrica (TGA) ¢ utilizada para quantificar a perda de massa
em funcdo da temperatura, o que possibilita detectar transicoes de fase, transformacdes
polimorficas e reagdes nos filmes (Saadatkhah et al., 2019). Essa técnica contribui para a
compreensao das propriedades termomecanicas dos materiais.

As andlises citadas desempenham um papel fundamental na avaliagdo quantitativa e
qualitativa de filmes comestiveis, fornecendo informag¢des abrangentes sobre sua estrutura,
composi¢cdo e desempenho. Estas andlises possibilitam o entendimento das mudangas na
composi¢do e como isto afeta as mais variadas propriedades do filme, bem como facilitando a

comparagdo entre os mesmos € com os filmes convencionais.



30

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

O desenvolvimento dos filmes comestiveis utilizou quatro prebidticos: fibra extraida e
purificada do residuo okara, obtido no Mercado Municipal de Pogos de Caldas, pectina
(Adicel), inulina (SweetMix) e B-glucana (Nutramax). Os agentes gelificantes foram amido
(Synth) e CMC (Sigma) e o agente plastificante utilizado foi o glicerol (Anidrol). O micro-
organismo selecionado como probiodtico foi o Lactobacillus Casei (Rhodia) e seu crescimento
foi realizado em caldo MRS (Millipore). Agua Peptonada (Millipore) foi utilizada para
purificagdo dos pellets e a contagem de coldnias foi feita em dgar MRS (Millipore). Os demais

reagentes utilizados nas analises fisico-quimicas sdo de grau analitico.

3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.2.1 Extracdo, purificacdo e determinacéo do rendimento da fibra de okara

Inicialmente, a okara imido foi seco em estufa a 105 °C por 24 horas. Apos a secagem,
o material foi macerado e peneirado usando uma peneira de 60 mesh. Para a extracdo das fibras
soluveis e insoluveis, 25 g de okara seco foram dispersos em 500 mL de 4dgua destilada. O pH
da suspensao foi ajustado para 4,5 utilizando uma solug@o de acido cloridrico 0,1 N (Yoshii et
al., 1996). A suspensao foi aquecida a 80 °C sob agitagdo constante por 50 minutos e depois
autoclavada por 20 minutos a 121 °C para aumentar a solubilidade das fibras. Apods o
aquecimento e autoclavagem, a fibra insolivel contida na suspensdo foi separada por filtragao
a vacuo e reservada.

A fase aquosa resultante da filtracdo foi levada a estufa a 105 °C por 24 horas. Apds esse
periodo, o sélido resultante da secagem foi redissolvido em 200 mL de 4agua destilada e o pH
ajustado para 8,5, usando uma solugao de NaOH 0,5 M (Yoshii et al., 1996). A solugdo ajustada
foi agitada a 80 °C por 30 minutos. Decorrido esse tempo, etanol 96% foi adicionado na
proporcao de 1:4 (solugdo/etanol) (v/v) para a precipitagdo da fibra soluvel, sob temperatura de
60 °C por 1 hora (Li ef al, 2023; Liang et al., 2023). Apds a precipitagdo a mistura foi
centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos e o precipitado foi lavado com etanol a 96%, em um

béquer e centrifugado novamente. O sobrenadante aquoso foi submetido novamente ao
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processo de secagem e precipitacdo, totalizando ao final do processo trés precipitagdes.

O rendimento de fibra de okara foi obtido usando a mesma metodologia com algumas
modificagdes. Um total de cinco extracdes foram realizadas, cada uma com duracao distinta do
tempo de aquecimento. Para cada extragdo 5 g de okara seco e moido foram pesados e dispersos
em 100 mL de 4gua destilada. Em todas as extragdes o pH foi ajustado para 4,5 usando acido
cloridrico 0,1 N e as suspensoes foram aquecidas a 80 °C e mantidas sob agitacao por periodos
variando de 10 a 50 minutos, com um incremento de 10 minutos para cada extracdo
subsequente, ou seja, a primeira extracdo teve um aquecimento de dez minutos, a segunda de
20 minutos e assim sucessivamente, totalizando 5 extragdes, cada uma com um tempo de
aquecimento distinto. Apenas a ultima extragdo foi, depois de finalizada a etapa de
aquecimento, submetida ao processo de autoclavagem. Apos as etapas de aquecimento e
autoclavagem as suspensoes foram resfriadas, filtradas a vacuo e o pH da fase liquida corrigido
para 8,5 usando uma solugao de NaOH 0,5 M (Yoshii ef al., 1996). Imediatamente apds o ajuste
de pH a fibra foi precipitada aquecendo-se e adicionando-se etanol, 96%, na proporcao de 1:4
(v/v). A mistura foi agitada e a temperatura foi mantida a 60 °C por 1 hora. A solugdo foi entdo
centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos e a fibra resultante foi separada e lavada com etanol
96% (Li et al., 2023; Liang et al., 2023; Yoshii ef al., 1996). A fibra obtida foi seca em uma
estufa com recirculagdo de ar a 105 °C por 24 horas. Para garantir uma purificacdo mais eficaz,
o processo de solubilizacdo e precipitagdo foi repetido duas vezes adicionais. As massas inicial
e final de okara seco ¢ a fibra resultante foram medidas para calcular o rendimento, conforme

a equacao .
- M
R= ", x 100 (1)

Onde R € o rendimento, M é a massa seca inicial de okara, e M» é a massa de fibra

extraida.
3.2.2 Caracterizacao das fibras
3.2.2.1 Difracéo de raios-X (DRX)

A analise por difra¢do de raios-X foi realizada utilizando o instrumento Rigaku DMAX

(Rigaku Corporation, Toquio, Japdo), alocado no Laboratério Multiusudrios (Lamult) da
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Unicamp, para a amostra de fibra de okard. Uma aliquota foi alocada no tubo especializado do
instrumento, que foi calibrado para operar a uma tensao de tubo de 30 kV. A configuragao foi
projetada para cobrir uma faixa de varredura de 5° a 90°, garantindo uma investiga¢ao completa
da estrutura cristalina da amostra (Dehankar; Mali; Kumar, 2023). A resolu¢do da medicao foi
ajustada para um tamanho de passo de 0,01°, acoplada a um alvo fixo, para capturar padrdes de
difracdo detalhados (Vasile et al., 2014). Para quantificar a cristalinidade da fibra dietética,
empregou-se o software OriginPro 2024, que permitiu calcular o grau de cristalinidade
comparando a integral da regido cristalina com a area integral total sobre a faixa angular de 10-

60° (Wu et al., 2020).
3.2.2.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR)

A andlise por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
foi realizada utilizando o Espectrometro Agilent Cary 630 FTIR (Agilent Technologies, Santa
Clara, California, EUA) alocado no laboratério de materiais (LABMAT) da Unifal, campus
Pocos de Caldas. Os espectros de cada amostra foram obtidos inserindo-as no compartimento
de exposicao ao infravermelho e configurando o equipamento para realizar uma varredura de
600 cm! a 4000 cm’!, & temperatura ambiente, com uma resolugdo de 1 cm™ (Yasmeen et al.,

2023).
3.2.2.3 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada utilizando o Netzsch STA 449 F3 Jupiter
(Netzsch-Gerdtebau GmbH, Selb, Alemanha) alocado no laboratorio de materiais (LABMAT)
da Unifal campus Pogos de Caldas. A amostra em p6 foi colocada em um cadinho e inserida em

um forno de aquecimento inicialmente ajustado para 28 °C, sendo posteriormente aquecida até

600 °C, a taxa de 10— (Alshehri et al., 2024).

3.2.3 Preparacdo dos filmes pelo método Casting

A primeira etapa consistiu em preparar a matriz, composta por uma solu¢do aquosa
contendo o prebidtico (inulina, B-glucana, pectina ou fibra de okard), seguido pelo acréscimo

de agente gelificante, CMC ou amido, e de glicerol. A matriz foi submetida ao aquecimento a
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uma temperatura de 90°C sob agitagdo constante de 500 rpm por 60 min, para que ocorresse a
gelatinizagdo (Tabari, 2018). A seguir resfriou-se a matriz a temperatura ambiente (25°C) e
corrigiu-se o pH para 6,0 utilizando 4cido citrico, 1 M, ou hidréxido de soédio, 0,5 M. A matriz
foi autoclavada (121°C, 15 min), e posteriormente resfriada, durante 12 h para a temperatura
ambiente (Singh et al., 2019). Apds esse periodo, a matriz foi inoculada com 5 ml do probidtico
sob agitacdo em condigdes assépticas. Apds a homogeneizagdo, 25 g da matriz foram
transferidas em placas de Petri estéreis. Por fim, as placas foram inseridas abertas em uma estufa
de circulagdo for¢ada a 40 °C durante 24 horas para secagem e obtencdo do filme.

As formulagdes foram aplicadas inicialmente a fibra de okard e, posteriormente,
replicadas aos demais prebioticos.

A Tabela 2 apresenta as formulagcfes realizadas com e sem o0 probidtico e suas

respectivas nomenclaturas.

Tabela 2 — Nomenclaturas e respectivas formulacGes realizadas

Filme | CMC | Pectina | Inulina | p-glucana | Fibrade | Glicerol | Probiotico

(@) (@) @) (@) okara(9) |  (9)

FP 2,4 0,6 - - - 12 Nao
FI.1 2,4 - 0,6 - - 12 Nao
FI.2 2,4 - 0,6 - - 1,2 Sim
FB.L 24 - - 0,6 - 12 Nao
FB.2 24 - - 0,6 - 1,2 Sim
FO.1 24 - - - 0,6 12 Nao
FO.2 24 - - - 0,6 1,2 Sim

Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP —Filme de pectina sem probi6tico;
FI.1- Filme de inulina sem probidtico;
FB.1 — Filme de B-glucana sem probidtico;
FO.1 - Filme de okara sem probiético;
F1.2— Filme de inulina com probiético;
FB.2 — Filme de B-glucana com probiético;
FO.2 — Filme de okara com probiético.

3.2.4 Preparacdo do in6culo da cultura de Lactobacillus Casei
A preparacao do indculo contendo o probidtico deve anteceder o processo de casting,

visto que demanda 48 horas de preparacao. A fim de avaliar a viabilidade no produto (filme), o

procedimento de inoculacao foi realizado em condi¢des assépticas, com todo o material
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esterilizado previamente (121 °C, 15 min). O primeiro passo consistiu na preparagao de 400 ml
caldo MRS para inoculagdo, seguindo as instrugdes do fabricante, sendo 20,88 g do meio de
cultura foram dispersos em 400 ml de dgua Milli-Q. O proximo passo consistiu em inocular a
cultura do probiodtico Lactobacillus casei no caldo MRS com auxilio de uma espatula uma
aliquota do probiotico liofilizado foi transferida assepticamente para o caldo. O indculo foi
incubado em estufa a 37 °C por 48 h para o crescimento dos pellets de probiodtico. Decorrido 48
h, o caldo foi centrifugado a 6000 rpm por 15 min, em uma centrifuga de solo refrigerada
(Beckman Coulter Avanti J-26 XPI), com controle de temperatura a 20°C para evitar morte
celular por aquecimento (Adzuan et al., 2022). Os pellets foram lavados com uma solucdo de
agua peptonada 0,1%, m/m e centrifugados novamente nas mesmas condi¢des (6000 rpm, 15
min). Os pellets obtidos foram ressuspendidos em 200 ml de &gua peptonada 0,1% e

armazenados a 4°C em geladeira por 24 h (Herndndez-Carranza et al., 2024).

3.2.5 Teste de viabilidade celular nos filmes

Apds o processo de moldagem e secagem, os filmes foram desmoldados e
imediatamente submetidos a analise de viabilidade em condigdes assépticas. O primeiro passo
envolveu a realizagdo de diluigdes seriadas do in6culo inicial, utilizando dgua peptonada 0,1%
(p/v) como diluente. Diluigdes de 10 a 10°!° foram realizadas, em triplicata, e plaqueadas em
placas de Petri contendo 20 ml de agar MRS, empregando a técnica de sobrecamada, para
assegurar a contagem inicial de unidades formadoras de colonias (UFC) (Coimbra et al., 2023;
Kusnadi ef al., 2022). As placas foram entdo incubadas em posicdo invertida a 37 °C por 48
horas, apos o que foi realizada a contagem de colonias. Simultaneamente, a contagem de UFC
para cada filme foi determinada. O filme desmoldado foi dissolvido em 10 ml de agua
peptonada 0,1% (p/v) e submetido a agitacdo magnética por uma hora a temperatura ambiente.
Dilui¢des seriadas subsequentes foram preparadas, e dilui¢des de 10 a 1077 foram realizadas,
em triplicata, e plaqueadas em placas de Petri contendo 20 ml de 4gar MRS, usando a técnica
de sobrecamada. As placas foram entdo incubadas invertidas a 37 °C por 48 horas antes da
contagem de colonias, que forneceu a contagem de UFC por filme (Huang ef al., 2024). As
unidades formadoras de colonias (UFC) tedricas presentes no filme, com base no indculo
inicial, podem ser determinadas pela equacao 2.

_ UFCpxvy

UFCy, = — )

Vs
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Onde UFC;, representa a quantidade de unidades formadoras de coldnia inicial com base
na contagem de colonias do inéculo, UFC; ¢ a quantidade de unidades formadoras de colonia
por mL de indculo, vy € o volume de inoculagdo e vg € o volume de solugdo na qual o filme foi
disperso. A partir da UFC;, e da contagem média real de colonias dos filmes, ¢ possivel

calcular a viabilidade pela equagao 3.

UFC,
UFC,

V(%) = X 100 (3)

Onde Vi (%) ¢ a viabilidade em porcentagem UFC, é a contagem de unidades
formadoras de colonia real e UFC; € a contagem de unidades formadoras de colonias tedrica

nicial.

3.3 METODOLOGIA ANALITICA

3.3.1 Espessura

A determinagdo da espessura foi realizada usando um paquimetro MTX 150, no
laboratdrio de apoio central (LAC) da Unicamp. Foram registradas cinco medigdes separadas
em locais distintos ao longo do filme, e a média foi calculada para estabelecer a espessura do

filme (Gumilar; Andiati; Wulandari, 2024).

3.3.2 Morfologia

A MEV foi realizada utilizando o modelo Leo 440i da LEO Electron Microscopy (LEO
Electron Microscopy Inc., agora parte da Carl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen, Alemanha),
presente no laboratorio LRAC da Unicamp. As amostras de filme foram cortadas de acordo
com o modelo do equipamento e, em seguida, revestidas por pulverizagdo com uma mistura de
ouro/paladio por 45 segundos a uma corrente de 20 mA para analise superficial. Para analise de
se¢do transversal, os filmes foram expostos a temperaturas criogénicas por imersao em
nitrogénio liquido, fraturados e revestidos por pulverizagdo com uma mistura de ouro/paladio
por 45 segundos, a uma corrente de 20 mA, a seguir os filmes foram inseridos no modelo do

equipamento. A analise foi realizada no microscopio com ampliagdes entre 50 e 1.000 vezes,
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utilizando uma tensao de 10 kV (Karim; Musa; Lazim, 2023).
3.3.3 Coloracéao

A medi¢do de cor de cada filme foi obtida usando um colorimetro Konica Minolta,
modelo CR-400 (Konica Minolta, Téquio, Japao) no laboratorio de apoio central (LAC) na
Unicamp. Os filmes ndo moldados foram submetidos diretamente a andlise, utilizando papel
branco como referéncia. Quatro medicdes foram realizadas em diferentes pontos do filme, e a
média para cada parametro foi calculada e usada como representativa da cor de cada filme
(Guadalupe et al., 2023). O colorimetro utilizado fornece valores na escala Lab. A luminosidade
¢ representada pela escala L*, onde 0 corresponde a preto e 100 a branco. Os valores atribuidos
ao componente a* indicam a variacdo entre azul-esverdeado quando negativo e vermelho-
arroxeado quando positivo. Por sua vez, os valores b* determinam a variagdo entre azulado e
amarelado, com valores negativos para tons mais azulados e valores positivos para tons mais
amarelados. Os valores dos parametros Lab foram convertidos para uma escala cilindrica
usando as equagoes 4 e 5, que utilizam os valores LCh, com L representando a luminosidade,

C* o parametro croma e h o angulo de matiz.

C* =+a*? +b*? (4)

*

_1(b
h= tan? (a—) (5)
Onde C* ¢ o parametro croma da escala LCh, a* e b* sdo os parametros relacionados
aos eixos vermelho-verde e azul-amarelo na escala Lab, e h ¢ o Angulo de matiz.
Os parametros obtidos podem ser utilizados para calcular diferengas de cor. Embora
existam varias equagoes disponiveis para esse fim, destacam-se duas escalas principais: o indice

de amarelamento (YI), equacdo 6, e o indice de marrom (BI), equagdes 6 e 7 (Pathare; Opara;

Al-Said, 2012).

_142.86xC*xsin(h)

YI = (6)

BI = 100 x (X‘°'31)

0.17

(7)

Onde:
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i (C*xcos(h)+1.75xL*) (8)
"~ (5.645XL+C*xcos(h)—3.012xC*xsin(h))

Onde C* ¢ o parametro croma, h € o angulo de matiz, L* ¢ a luminancia, todos da escala

LCh, enquanto YI ¢ o indice de amarelamento e BI ¢ o indice de marrom.
3.3.4 Propriedades Opticas

As andlises de transmitidncia e absorbancia de luz foram realizadas no
Espectrofotometro marca Beckman Coulter, modelo DU730 alocado no Laboratério de apoio
central (LAC) da Unicamp. As amostras foram preparadas cortando-se o filme, ja seco e
solidificado, em sec¢des de 40 mm x 10 mm e inserindo-as em uma cubeta, voltadas para a face
em que o feixe de luz do equipamento ¢ disparado. A cubeta foi inserida no espectrofotdometro,
regulado previamente para realizar uma varredura de 200 a 900 nm, no qual foi possivel obter
os valores de transmitancia e absorbancia. Os perfis de transmitancia revelam o comportamento
dos filmes quando submetidos aos comprimentos de onda do ultravioleta, visivel e
infravermelho, enquanto a absorbancia mede indiretamente a opacidade dos filmes, através da

equacdo 9 (Shanbhag ef al., 2023).

Op = Abssso ©)

e

Onde Op ¢ a opacidade, Abssg, € a absorbancia da amostra a 550 nm e e ¢é a espessura

da amostra.

3.3.5 Difragéo de raios-X (DRX), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) e Andlise Termogravimétrica (TGA)

Para determinar a cristalinidade dos filmes, os grupos funcionais e a estabilidade
térmica, foram empregadas trés técnicas: XRD, FTIR e TGA. As analises de difragdo de raios-
X (DRX) foram realizadas usando o instrumento Rigaku DMAX (Rigaku Corporation, Téquio,
Japao). Amostras de filmes comestiveis foram colocadas no tubo especializado do instrumento,
operando a uma tensdao do tubo de 30 kV. A faixa de varredura cobriu de 5° a 90°, com uma

resolucdo de medicao de 0,01° de tamanho de passo e um alvo fixo (Dehankar; Mali; Kumar,
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2023; Vasile et al., 2014). Para quantificar a cristalinidade dos filmes, o grau de cristalinidade
foi calculado usando o software OriginPro 2024, comparando a integral da regido cristalina com
a area integral total no intervalo angular de 10-60° (Wu et al., 2020). A Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi realizada usando o Espectrometro
FTIR Agilent Cary 630 (Agilent Technologies, Santa Clara, California, EUA). Os espectros de
cada amostra foram obtidos inserindo-as no compartimento de exposi¢do ao infravermelho,

"2 4000 cm™!' a temperatura ambiente, com uma resolucdo de 1 cm™!

varredura de 600 cm’
(Maciel; Yoshida; Franco, 2015). A analise termogravimétrica (TGA) foi conduzida usando o
modelo Netzsch STA 449 F3 Jupiter (Netzsch-Gerdtebau GmbH, Selb, Alemanha). Amostras

de filmes, cortadas em pedagos de 20 mm x 20 mm, foram colocadas em uma céapsula e

aquecidas em um forno de 28 °C a 600 °C a uma taxa de 10 % (Abedi; Sayadi; Oliyaei, 2024)

3.3.6 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua (S%) foi determinada secando o filme, com dimensdes de 20
mm % 20 mm, em um forno pré-aquecido a 105 °C até que a massa permanecesse constante
(Ratna et al., 2023). Apods a etapa de secagem, o filme foi imerso em 50 mL de dgua destilada
a temperatura ambiente por 1 hora, com agitagdo constante. Apds esse tempo, os filmes foram
secos novamente sob as mesmas condicdes iniciais € pesados. A solubilidade pode ser obtida

usando a equagdo 10.

S (%) = 100 x x—i (10)

Onde M; ¢ a massa inicial seca de filme e M, ¢ a massa final seca do filme.
3.3.7PVA

O experimento de PVA teve inicio adicionando-se cloreto de calcio anidro (0% de
umidade relativa) a um frasco vial de 40 ml com tampa de rosca seccionada, ou seja, contendo
um furo, que foi coberto com diferentes filmes (Ekrami; Emam-Djomeh, 2013). Os recipientes
foram armazenados em um dessecador contendo agua (100% de umidade relativa) a 25 °C por
24 h. A massa do frasco foi medida antes de inseri-lo no dessecador (massa inicial), ¢ medi¢des
periddicas foram realizadas com um intervalo de 1 hora entre cada medigdo, durante as

primeiras 6 h, e entdo uma medig¢ao final foi realizada apds 24 h. A taxa de transmissao de vapor
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de agua (RTVA) foi obtida a partir da inclina¢do da linha de regressdo linear do grafico da
diferenga de massa (g) ao longo do tempo (s), dividida pela 4rea exposta do filme (m?). A

permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi entdo calculada a partir da equagao 11.

RTVAXxe

PVA =
AP

(11)

gxm
m2xsxPa

Onde PVA ¢ a permeabilidade a vapor d’agua ( ), RTVA ¢ arazdo de transmissao

de vapor d’agua em ﬁ, e ¢ a espessura em metros e AP ¢ a diferenca de pressdo entre a parte

interna e externa do filme, de 2642 Pa (Sobral et al., 2001).
3.3.8 Propriedades mecanicas

As formulagdes dos filmes passaram por um processo padrdo de acondicionamento a
50% de umidade relativa e uma temperatura ambiente de 25°C durante um periodo de 48 h. As
amostras foram preparadas com dimensdes precisas de 21 mm de largura por 100 mm de
comprimento. Apds essa fase de acondicionamento, as amostras foram submetidas a um teste
de resisténcia a tracdo para avaliar seu comportamento mecanico, especificamente medindo a
relagdo entre tensao de tracao e alongamento. Esta avaliacao foi realizada em um Texturometro,
modelo TAXTplus (TA Instruments, New Castle, EUA), no laboratdrio de ensaios mecanicos
(LEM) presente na Unicamp. O dispositivo foi equipado com grips de tragdo e o teste foi
realizado a uma taxa de extensdo de 1 mm/s, utilizando uma configuragdo de comprimento de

escala de 50 mm (Mir; Riar; Singh, 2023).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 EXTRACAO E CARACTERIZACAO DA FIBRA DIETETICA SOLUVEL DE OKARA

O rendimento da fibra de okara (FO) ¢ ilustrado na Figura 2A, que demonstra a relacao
entre o tempo de extracdo e o rendimento, expresso como a massa de fibra recuperada por massa
de okard seco. A Figura 2A mostra que o processo de autoclavagem aumentou
significativamente o rendimento, alcangando um aumento de trés vezes em comparacdo com
outros tempos de extracdo, com um rendimento de 5,31%. Este aumento ¢ atribuido a
transformagao de fibras insoliveis em soliiveis e ao aumento da solubilidade das fibras sob
condicdes de temperatura e pressdao mais elevadas, juntamente com a intensificagcao da hidrolise
acida (Asghar ef al., 2023). O teste de Tukey (p<0,05) indicou uma diferenca significativa,
estatisticamente, entre o tratamento incluindo o processo de autoclavagem se comparado aos

demais, justificando o uso da autoclavagem para a extragdo de fibras.

Figura 2 — Ensaios de rendimento e caracterizagdo das fibras
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Legenda: A) Rendimento da extracdo da fibra dietética soltivel por tempo;
B) Perfil de DRX obtido para FO;
C) FTIR para pectina, inulina, $-glucana e FO.

Resultados similares foram relatados no processo de extracdao da fibra com tratamento
enzimatico, que alcancou um rendimento de 5,13%, em contraste com a combinacdo dos
métodos de cavitagdo em conjunto com tratamento enzimatico, que obtiveram rendimento de
18,21% (Tian et al., 2023). Outros estudos empregaram técnicas de explosdo a vapor,
alcangando altos rendimentos devido a conversao de fibras insoluveis em soluveis, chegando a
um rendimento de 21,74%, enquanto o contetido inicial de fibras soliveis era de apenas 3,38%,
apesar da alta conversao este procedimento ocasionou o escurecimento da fibra de okara (Li et
al., 2023). Embora o método de hidroélise acida com autoclavagem apresente rendimentos

inferiores aos estudos citados, que possuem métodos mais elaborados, sua simplicidade e
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eficacia fornecem um rendimento satisfatorio em comparagdo com extragdes sem nenhum
tratamento.

A partir da analise de difracao de raios X (XRD), mostrada na Figura 3B, foi possivel
calcular o grau de cristalinidade e analisar a estrutura das fibras. O nivel de cristalinidade
calculado para a FO foi de 35,29%, o que ¢ consistente com os achados previamente relatados
na literatura (Wu et al., 2020). Os picos a 12,4° ¢ 14,58° indicam algum grau de cristalinidade,
enquanto o pico a 21° estd associado a estrutura amorfa da fibra (Amjadi et al., 2023).

A andlise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
demonstrou os principais grupos funcionais de cada fibra. Os picos observados nos espectros
(Figura 3C) correspondem a grupos funcionais caracteristicos de polissacarideos, confirmando
a presenga dessas estruturas em todas as amostras de fibras analisadas. Os picos iniciais na faixa
de 3000 a 3500 cm™! sdo atribuidos as vibragdes das ligacdes -OH presentes nos polissacarideos,
enquanto as bandas de 2900-3000 cm™' correspondem a absorcdo das ligagdes C-H (Yasmeen
et al., 2023). Bandas ao redor de 1600 cm™ estdo relacionadas ao grau de esterificago,
especificamente, o pico proximo a 1594 cm™' esta associado a assimetria do grupo -COO"
(Seyedzadeh-Hashemi et al., 2023). A banda ao redor de 1415 cm™ esta ligada aos grupos metil
—CH_, e os picos em 1330 e 1236 cm’! indicam o estiramento dos grupos —OH e —CH;CO,
respectivamente (Jong; Abdullah; Muhammad, 2023). Bandas abaixo de 1200 cm™ sdo
intrinsecas a cada tipo de polissacarideo e podem levar a interpretacdes variadas devido ao seu
nimero e sobreposi¢do. Os picos entre 1140 e 1000 cm! estdo associados a monossacarideos
como arabinose, xilose e galactose presentes em cada tipo de fibra (Jong; Abdullah;
Muhammad, 2023). Um aumento na banda ao redor de 1022 cm™ é observado para a fibra -
glucana devido a abundancia de ligagdes C-O-C conectando as cadeias e suas ramificagoes,
segundo Sadiq e Mousa (2024), o que ndo ocorre tdo intensamente nas cadeias de pectina e
inulina. No entanto, no okara, esse pico também ¢ proeminente devido a presenca de anéis de
actcar em sua composi¢cdo (Li ef al, 2023). Em suma, os picos identificados sdo tipicos de
polissacarideos, € o padrao observado para a fibra de okard demonstra que o método de
extracdo, embora simples, foi eficaz em manter a pureza da fibra.

Os perfis de TGA exibem duas principais etapas de perda de 4gua. A primeira etapa esta
relacionada a perda de umidade da 4gua livre e cristalina, ocorrendo entre temperaturas de 35
°C e 90 °C, com perdas de massa de 18%, 4%, 6% e 0,5% para pectina (Figura 3A), inulina
(Figura 3B), B-glucana (Figura 3C) e FO (Figura 3D), respectivamente (Bhatia et al., 2023). A

segunda etapa, que ocorre entre 90°C e 150°, refere-se a perda de dgua ligada, com perdas de
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massa de 12%, 6%, 4% e 3% (Perinelli et al., 2023). Ha uma diferenga no teor de umidade entre
as fibras devido as suas propriedades higroscopicas, o que leva a graus variados de absor¢do de
agua e, portanto, altera o perfil de degradacao térmica para cada uma. A proxima etapa do perfil
estd relacionada com degradacao térmica das fibras, que ocorre a 240 °C para pectina, 220°C
para inulina, 247°C para B-glucana e 246°C para FO, respectivamente. Esses achados estao
consistentes com aqueles relatados na literatura cientifica (Leone et al., 2014; Li et al., 2023;

Wani; Uppaluri, 2023; Zhao et al., 2020).

Figura 3 — Perfil de estabilidade térmica
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: A) Pectina;
B) Inulina;
C) B-glucana;
D) FO.

4.2 PREPARACAO DO INOCULO

DTG (mg/s)

DTG (mg/s)
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A 1noculagdo e crescimento do probiodtico Lactobacillus Casei esta ilustrada na Figura

4, que demonstra o caldo MRS Broth apés o periodo de incubacio. E possivel notar o depdsito

de probiotico no fundo do frasco o que indica que a etapa de crescimento do in6culo ocorreu

Ccom Sucesso.
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Figura 4 — Caldo MRS Broth ap6s o periodo de incubacéo

Fonte: Autor (2024).

Apds a agitagdo e centrifugagdo foram obtidos os pellets de probidtico, conforme
demonstra a Figura SA. Os pellets foram suspendidos em uma solucao de agua peptonada 0,1

% (Figura 5B), finalizando a etapa de preparo do in6culo.

Figura 5 — Pellets de probidtico e solugéo de indculo final

Fonte: Autor (2024).
Legenda: A — Pellet de probi6tico centrifugado;
B — Solugdo de probiotico em suspensdo de agua peptonada.

A suspensdo foi armazenada a 4°C durante 24 h e depois inoculada nos filmes,
e 10 UFC g UFC . .
apresentando uma concentragdo inicial de 3,13 X 10 — ¢ 510x 10 — Esta diferenca ¢
consideravel e provavelmente ocorreu devido a diminui¢do de substrato para o crescimento do
microrganismo, no entanto a viabilidade ndo ¢ afetada uma vez que considera somente a taxa

de sobrevivéncia em comparagdo com o inoculo inicial.
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4.3 APLICACAO DA TECNICA DE CASTING

A técnica de casting aplicada com os reagentes nas proporgdes descritas na se¢ao 3.2.2,
para todas as fibras, resultou em um bom desmolde, sem caracteristicas vitreas (como fissuras
ou craquelamento) e exibiu boa homogeneidade, conforme demonstrado na Figura 6. Estas sdo
caracteristicas fundamentais e desejadas em filmes comestiveis (Wang, S. et al., 2024). A Figura
6 ilustra distintamente o amarelamento do filme contendo FO, atribuivel aos compostos da
reacdo de Maillard presentes na fibra. Esse fendmeno de amarelamento surge porque o amido
presente no okara ndo sofreu hidrdlise enzimatica, levando a sua precipitacdo com a fibra (Liang
et al., 2023). Adicionalmente, parte da fibra de okara insoluvel provavelmente tornou-se
soltvel, contribuindo para o escurecimento da fibra (Li ef al., 2023). Apesar da descoloragdo,
o filme demonstra boa homogeneidade, flexibilidade e facilidade de desmolde, comparavel aos

outros filmes.

Figura 6 — Filmes resultantes do casting

M FBA FON == b

Fl.2 FB.2 FO.2 =

Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP — Filme de pectina sem probiético;
FI1.1- Filme de inulina sem probiotico;
FB.1 — Filme de B-glucana sem probiético;
FO.1 — Filme de okar4 sem probidtico;
F1.2— Filme de inulina com probiético;
FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico;
FO.2 — Filme de okara com probiético.

4.4 VIABILIDADE

Os filmes de inulina, B-glucana e okara foram inoculados, sendo a pectina excluida deste
ensaio devido a baixa viabilidade em estudos envolvendo probioticos. Os testes foram

realizados em quadruplicata, sendo a primeira duplicata inoculada com 5 ml de solugdo mae,
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contendo 3,13 x 1010 % e a segunda duplicata com 6 ml de solugdo mae, contendo 5,10 X

FC

U o ~ . : :
108 - Os valores contendo a viabilidade estdo devidamente dispostos na Figura 7.

Figura 7 — Viabilidade dos filmes com probidtico

80

70 4

[=)]
(=]
1

o
=]
1

Viabilidade (%)
s &

——

FL.2 FB.2 FO.2

Fonte: Autor (2024).

Legenda: FI.2— Filme de inulina com probiético;
FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico;
FO.2 — Filme de okara com probiético.

Os ensaios realizados foram feitos em quadruplicada pois o primeiro indculo, que foi
utilizado para inocular a primeira duplicata, forneceu uma viabilidade consistente com a
encontrada na literatura somente para uma amostra, a FI1.2, permanecendo com valores menores
que 15% para os demais filmes, desta maneira fez-se necessario repetir o processo de
inoculagdo mais de uma vez, para obter valores de viabilidade consistentes para os demais
filmes (Orozco-Parra; Mejia; Villa, 2020). Isto pode ter ocorrido devido a diversos fatores dos
quais se destacam: injuria da cultura, quando estd enfraquecida devido ao tempo de
armazenamento, variagdes nas temperaturas da estufa, podendo ter pontos quentes que
enfraqueceram as coldnias, e ma solubilizacdo do filme, antes que a aliquota fosse retirada para
inocular o MRS Agar. Desta forma a segunda duplicata foi realizada e forneceu valores
consistentes para -glucana, sendo que as demais permaneceram com uma viabilidade inferior
a 2% (Seyedzadeh-Hashemi et al., 2023). A hipotese mais provavel € de que um dos fatores ja
mencionados propiciou a inibi¢do do crescimento adequado das culturas.

Estatisticamente, através do teste de Tukey, presente na Tabela 4, APENDICE A, nio se
pode concluir de forma significativa entre a B-glucana e inulina, para p<0,05, qual fibra teve

um desempenho superior quanto a viabilidade. Entretanto todos os valores de viabilidade para
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a fibra de okara foram menores se comparados aos valores obtidos para as outras fibras, o que
sugere fortemente que a fibra de okara obtida possua compostos inibidores, podendo ser fruto
da reagdo de Maillard (Trang et al., 2013). Como o filme de fibra de okara com probidtico nao
apresentou viabilidade significativa este foi excluido dos demais ensaios, por ndo servir a

proposta inicial da pesquisa, ndo sendo caracterizado fisico-quimicamente.

4.5 ESPESSURA

As espessuras encontradas para os filmes foram de 0,046+0,006 mm, 0,056+0,0005 mm,
0,053+0,003 mm, 0,053+0,003 mm, 0,045+0,009 mm e 0,054+0,005 mm para os filmes de
pectina, inulina, B-glucana, FO, inulina inoculada e B-glucana inoculada, respectivamente. Nao
foram detectadas diferencas significativas entre as espessuras dos filmes (p<0,05). A espessura
média de todos os filmes foi de 0,051+0,005 mm, que ¢ menor do que as espessuras relatadas
na maioria dos estudos sobre filmes comestiveis, isto esta relacionado principalmente a
auséncia de componentes apolares no filme, como 6leos, o que diminui consideravelmente a
espessura do filme, cerca de 30 % (Kweon; Han, 2023; Linares-Castaneda et al., 2023; Putri et
al., 2023; Zhou et al., 2021).

No entanto, em trabalhos que ndo utilizam componentes apolares, como em
Seyedzadeh-Hashemi et al. (2023), que desenvolveu filmes de B-glucana e inulina para
carreamento de Lactobacillus acidophilus, a média de espessura dos filmes foi de 0,05 mm,
muito proxima da descrita neste trabalho. Em outro trabalho foram desenvolvidos filmes
simbiodticos com alginato e whey protein, foram utilizadas solugdes contendo concentragdes de
gelificante e prebidtico de 6% (m/v) e 10 % (m/v), o que € o dobro da concentracao utilizada
neste trabalho, logo a espessura média deste trabalho foi o dobro, 0,12 mm, mostrando que a
concentracdo de agente gelificante e prebioticos estdo intimamente ligados com a espessura
final dos filmes (Pereira et al., 2019).

Os dados de espessura média dos filmes estao devidamente dispostos na Figura 8A, para
os filmes sem inoculagdo e Figura 8B, para os filmes inoculados. A analise de varidncia ANOVA
com Unica variavel, de repeticdo e p <0,05, foi aplicada juntamente com o teste de Tukey,

presente na Tabela 5, APENDICE A, e nenhuma diferenca significativa foi observada.



Figura 8 — Espessura das diferentes formulacdes dos filmes
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP —Filme de pectina sem probidtico;
F1.1- Filme de inulina sem probiético;
FB.1 - Filme de B-glucana sem probidtico;
FO.1 - Filme de okara sem probi6tico;
F1.2— Filme de inulina com probiético;
FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.

4.6 MORFOLOGIA

A analise realizada utilizando MEV, conforme ilustrado na Figura 9, revelou que a
superficie dos filmes exibiu alta homogeneidade, caracterizada por uma rugosidade minima e a

auséncia de estruturas cristalinas ou bolhas. A analise em corte na transversal demonstrou um

49
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filme intacto sem bolhas, fissuras ou presenga de cristais. Além disso, a amostra apresenta baixa
rugosidade e alta homogeneidade, confirmando a eficiéncia da técnica de casting empregada.

A presenca de L. casei ndo alterou a microestrutura dos filmes na concentracdo que foi

empregada.

Figura 9 - MEV para superficie e secdo transversal dos filmes

— e

Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP — Filme de pectina sem probidtico;
F1.1- Filme de inulina sem probi6tico;
FB.1 — Filme de B-glucana sem probidtico;
FO.1 — Filme de okara sem probiético;
F1.2— Filme de inulina com probiético;
FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.

Estudos correlatos, como o de Sadeghi-Varkani, Emam-Djomeh e Askari (2018),
também observaram uma superficie lisa em filmes de mucilagem de sementes de Balangu
devido a distribuicdo homogénea dos componentes formadores do filme. Além disso, a

incorporacdo de bactérias, como L. fermentum e L. brevis, em filmes de caseinato de sodio,
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pode levar a uma superficie menos uniforme devido a interrupcdo das interagdes
intermoleculares (Piermaria et al., 2015; Soukoulis ef al., 2017; Ye et al., 2018). No entanto,
em nos filmes contendo probidtico deste estudo, a presenca de L. casei ndo parece influenciar

a uniformidade da superficie.

4.7 COLORACAO

A Tabela 3 apresenta os pardmetros da escala L*C*h para todos os filmes estudados. A
incorporagdo de diferentes fibras alimentares na formulacdo do filme de CMC alterou os
parametros C*, h, YI e BI (p<0,05) dos filmes comestiveis.

O parametro L* indicou diferengas entre todos os filmes, exceto na comparacao entre
os filmes de inulina e B-glucana. Embora tenham ocorrido variagdes de cor em todos os filmes,
o filme de fibra de okara destacou-se significativamente, mostrando uma diferenca cromatica
cinco vezes maior ¢ valores de Bl e YI dez vezes mais altos. Portanto, pode-se concluir que este
filme exibe caracteristicas de amarelamento e escurecimento marcadamente distintas em
comparagdo com 0s outros, provavelmente devido aos compostos resultantes da reacao de
Maillard.

A partir do teste de Tukey e analise ANOVA com repetigdes, p<0,05, foi possivel
constatar que ndo houve nenhuma mudanca significativa no pardmetro L* entre os filmes,
permanecendo com uma luminosidade acima de 85, préxima do branco.

O parametro de coloracdo croma, sofreu uma ligeira mudanga permanecendo
significantemente distinto entre os filmes sem probiodtico e com probiodtico. De forma analoga
o YI e BI também sofreram mudancas com a adi¢cdo do L. casei o que era esperado, uma vez
que o parametro C demonstrou variagdes significativas e, o indice de amarelamento e de
marrom sao calculados com base neste parametro. Desta forma pode-se inferir que a inoculagao
de L. casei apresentou mudangas cromdticas significativas, neste caso, tornando os filmes

ligeiramente mais marrons € amarelos.

Tabela 3 - Parametros de cor obtidos para os filmes produzidos a partir de PC, IN, BG e FO

(continua)
Filme L* C* H Bl Yl
FP 87,4+0,22  3,56+0,18 49,10+3,87 4,90+0,27  4,39+0,47

FI.1 91,20+0,21 2,84+0,12 307,82+1,62 0,99+0,14 -3,52+0,22
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Tabela 3 - Parametros de cor obtidos para os filmes produzidos a partir de PC, IN, BG ¢ FO

(concluséo)

Filme L* C* H Bl Yl
FB.1 90,51+0,53 1,58+0,10  1,03+8,34 1,26+0,16  0,03+0,36
FO.1 77,52+0,13 25,69+0,16 78,02+0,06 42,98+0,42 46,31+0,36
F1.2 90,48+0,09 1,86+0,12 334,38+5,02 -1,27+0,18  0,31+0,31
FB.2 89,27+0,02  2,60+0,02  53,73+0,72  3,35+0,03  0,06+0,06

Fonte: Autor (2024).

Legenda: L — Parametro de luminosidade;
C — Parametro croma;
h — Angulo matiz;
Bl — indice de marrom
Y| - indice de amarelamento para os filmes
FP — Filme de pectina sem probiotico;
FI1.1 — Filme de Inulina sem probidtico;
FB.1 — Filme de B-glucana sem probiético;
FO.1 - Filme de fibra de okara sem probiético;
FI1.2 — Filme de Inulina com probiotico;
FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.

O filme de inulina nesta investigacdo exibiu estabilidade de cor com um grau de
amarelamento permanecendo abaixo de 6, semelhante aos resultados descritos por Shen ef al.
(2021) para filmes de pectina, que apresentaram indices de amarelamento inferiores a 7,1,
conforme relatado no trabalho de Baghi ef al. (2024). Enquanto isso, os filmes de pB-glucana
tiveram um indice de amarelamento abaixo de 6, de acordo com a literatura existente
(Seyedzadeh-Hashemi et al., 2023). Esses achados destacam que os filmes desenvolvidos, com
excecao do filme de fibra de okara, estdo alinhados com os resultados reportados na literatura
e podem ser efetivamente utilizados para embalagem de alimentos para consumo (Kong et al.,
2023).

Por outro lado, o filme de fibra de okara exibiu um indice de amarelamento de 46,31, o
que poderia interferir na visibilidade do produto. Apesar disso, sua aplicacao industrial ainda
pode ser apropriada, particularmente durante o transporte e conservacdo de itens alimentares

onde a transparéncia visual ndo ¢ a principal preocupacao (Ezati et al., 2023).

4.8 PROPRIEDADES OPTICAS

A adicao de diferentes fibras alimentares as solu¢des formadoras de filme alterou a
opacidade dos filmes comestiveis, conforme medido pela absorbancia a 550 nm (p<0.05).

O filme FO demonstrou uma opacidade significativamente maior em comparagdo com
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os outros, exibindo aproximadamente o dobro da opacidade, conforme ilustrado na Figura 10C.
Os perfis de transmitancia obtidos sdo mostrados na Figura 10A ¢ 10B, ndo apresentando
variacoes entre os filmes sem indculo, seguindo o mesmo padrao de opacidade, sendo o perfil
de transmitancia do filme FO a unica exce¢do. Quando acrescentado o probidtico, a diferenga
causada na opacidade do filme s6 pdde ser observada através do teste de Tukey, presente na
Tabela 6, APENDICE A.

A transmitancia dos filmes com e sem L. casei ndo apresentou diferenga nos perfis,
indicando que a quantidade de indculo no filme ndo foi capaz de alterar significativamente esta
propriedade Optica.

Ap6s realizar o teste de tnica varidvel ANOVA, com p<0,05, com repeticao € possivel

afirmar que nao ha diferenca significativa na opacidade dos filmes antes e apos a incorporagao

de L. casei.

Figura 10 — Perfis de luz e opacidade para os filmes
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP — Filme de pectina sem probidtico;
F1.1- Filme de inulina sem probiotico;
FB.1 — Filme de B-glucana sem probidtico;
FO.1 - Filme de okara sem probi6tico;
F1.2— Filme de inulina com probiético;
FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.

Conforme observado na Figura 10A, na regido visivel, todos os filmes — com excecao
do filme FO — demonstraram uma transmitancia superior a 80%, indicando seu grande
potencial para uso como revestimentos em produtos alimenticios. Isso se deve ao fato de ndo
comprometerem a visibilidade do produto, mantendo seu apelo visual, que ¢ um fator chave na
avaliagcdo do consumidor (Dedavid; Gomes; Machado, 2007).

Por outro lado, o filme de okarda mostrou uma transmitancia abaixo de 40% em certos
comprimentos de onda visiveis, sugerindo que sua aplicacdo deve ser distinta dos outros. Em
contrapartida o filme de FO absorveu mais de 70% dos raios UV, tornando-o benéfico para
produtos sensiveis a radiagdo UV (Borchani et al., 2015). Portanto, ele poderia ser aplicado
para a preservacao e transporte de alimentos sensiveis a UV, principalmente no setor industrial,

como uma alternativa a garrafas ambar, por exemplo.
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A propriedade de barreira UV observada pode estar relacionada aos compostos
formados durante a reacdo de Maillard, como estudado por Ke e Li (2023), onde compostos
como triptofano e tirosina criados nesta reagao tém alta absor¢do de UV. Resultados
semelhantes foram encontrados no estudo de Nayak et al. (2024), que comparou filmes de
amido e goma de moringa com filmes contendo extrato de pinha; eles observaram uma
transmitancia superior a 70% para os filmes de amido e moringa na regido visivel, enquanto o

filme com extrato de pinha mostrou uma transmitancia superior a 20% (Nayak et al., 2024).

4.9 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX), FTIR E TGA PARA OS FILMES PRODUZIDOS

A Figura 11A exibe os perfis de DRX obtidos para os filmes produzidos sem a presenga
de probidticos, e a Figura 11B apresenta os perfis de DRX para os filmes com probioticos.

Observa-se que os picos cristalinos desapareceram no filme de fibra de okard, sendo o
unico filme que exibe leve cristalinidade foi o de B-glucana, embora com um valor de apenas
5,12% (Kang et al., 2023). A adi¢do de acido citrico para ajustar o pH pode ter promovido essa
menor cristalinidade através de reticulagdo (Nongnual et al., 2024). No entanto, a Figura 11
demonstra sucesso na incorporacdo de componentes € na formagao de filme, resultando em
caracteristicas altamente amorfas, que sdo desejaveis em filmes plasticos.

A inser¢do de probioticos ndo demonstrou surtir nenhum efeito na composicao contendo
inulina, porém, para B-glucana, os probidticos intensificaram o pico de 27° indicando que houve
uma pequena cristalizacdo do filme contendo probidticos (Chang ef al., 2019). No entanto a
estrutura como um todo ainda apresenta a mesma intensidade de pico a 21° o que sugere
fortemente que a fase amorfa ainda prevalece, o que ¢ esperado para um filme comestivel, uma

vez que a caracteristica amorfa esta relacionada com caracteristicas plasticas.



Figura 11 — Ensaios de DRX e FTIR
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP — Filme de pectina sem probi6tico;
F1.1- Filme de inulina sem probiético;
FB.1 — Filme de B-glucana sem probidtico;
FO.1 - Filme de okara sem probioético;
F1.2— Filme de inulina com probiético;
FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.

O FTIR (Figura 11C e 11D) foi empregado para identificar os grupos funcionais
primarios das fibras em estudo. Os espectros obtidos revelaram a presenca de bandas
caracteristicas de polissacarideos, confirmando a natureza dessas moléculas em todas as
amostras de fibras.

Aregido de 3000 a 3500 cm™! apresentou picos atribuidos as vibragdes de ligagdes -OH,
segundo Yasmeen et al. (2023), enquanto a faixa de 2900 a 3000 cm™! indicou a absorc¢do de
ligagdes C-H. A banda proxima a 1600 cm™! foi associada ao grau de esterificagio, com o pico
em torno de 1594 cm! refletindo a assimetria do grupo -COO" (Seyedzadeh-Hashemi et al.,
2023).

A regido de 1415 cm™! foi relacionada a grupos metila -CHa, e os picos a 1330 e 1236
cm™! corresponderam ao alongamento dos grupos —OH e —CH;3CO, respectivamente (Jong;
Abdullah; Muhammad, 2023). Abaixo de 1200 cm™ as bandas especificas de cada tipo de
polissacarideo foram observadas, com picos entre 1140 e 1000 cm™! indicando a presenca de
monossacarideos como arabinose, xilose e galactose (Jong; Abdullah; Muhammad, 2023). O
pico em torno de 1022 cm! foi mais intenso no B-glucana, devido a presenga de multiplas
ligacdes C-O-C, segundo Sadiq e Mousa (2024), e também foi proeminente no okara, sugerindo
a preservacao de anéis de agucar durante a extragdo (Li et al., 2023).

Ainda, todos os filmes demonstraram uma intensificacdo do pico em 3300 cm’!, que esta

relacionada a incorporagdo de glicerol, levando ao aumento da vibracao dos grupos -OH (Jaderi
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et al., 2022). Além disso, o surgimento do pico em 1590 cm’!, juntamente com o reforco do
pico em 1030 cm, indica a formagdo de ligagdes de hidrogénio entre os componentes do filme
(Seyedzadeh-Hashemi et al., 2023). Isso sugere uma assimilacao eficiente dos componentes,
reforcando as interagdes entre as cadeias de polissacarideos e melhorando a estrutura do filme.

Esses achados sdo importantes porque evidenciam como os aditivos e os processos de
formula¢do impactam diretamente nas propriedades fisico-quimicas dos filmes. A capacidade
de formar ligacdes de hidrogénio eficientes ¢ crucial para a funcionalidade dos filmes,
especialmente em termos de sua integridade estrutural e propriedades de barreira, que sdo

essenciais para suas aplicagdes praticas, como embalagens de alimentos.

Figura 12 — TGA para os diversos filmes
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP — Filme de pectina sem probidtico;
F1.1- Filme de inulina sem probio6tico;
FB.1 — Filme de B-glucana sem probidtico;
FO.1 - Filme de okara sem probiético;
F1.2— Filme de inulina com probiético;
FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.

A andlise de TGA (Figura 12) revelou dois estagios principais de perda de massa
relacionados a dessor¢ao de agua. O primeiro estagio, entre 35 °C e 90 °C, correspondeu a perda
de 4gua livre e cristalina, com percentuais de perda variando entre os filmes (Bhatia et al.,
2023). O segundo estagio, entre 90 °C e 150 °C, indicou a perda de dgua ligada, com gradientes
de perda igualmente distintos (Perinelli ef al., 2023). Essas variagdes sdo atribuidas as diferentes
propriedades higroscopicas das fibras, que influenciam a quantidade de agua absorvida e,
consequentemente, o perfil de degradagdo térmica.

A degradacdo térmica das fibras com probidtico foi evidenciada, com temperaturas de
inicio em 220 °C para inulina e 247 °C para -glucana, também sem diferencgas significativas,
resultados que corroboram a literatura cientifica. Em todos os casos foram encontrados perfis
quase idénticos ao perfil de degradagdo do CMC puro, ocorrendo aproximadamente a 285°C,
conforme relatado em outras literaturas (El-Sayed et al., 2011). Isso sugere que a incorporagao
de fibras nas concentragdes usadas neste estudo ndo impactou a estabilidade térmica dos filmes.
Apesar das fibras possuirem temperaturas de degradacdo distintas, sua presenca nio afetou
adversamente a estabilidade térmica dos filmes compositos (Leone et al., 2014; Li et al., 2023;
Wani; Uppaluri, 2023; Zhao et al., 2020).

Essa manuten¢do da estabilidade térmica € crucial para aplicagdes praticas dos filmes,

especialmente em contextos que exigem resisténcia a altas temperaturas, como pode ser o caso
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em alguns processos de embalagem e armazenamento de alimentos. A estabilidade térmica
assegura que os filmes possam suportar as condigdes de processamento e uso sem degradar-se
prematuramente, mantendo suas propriedades funcionais e estruturais intactas. Portanto, os
resultados indicam que a adicdo de diferentes tipos de fibras, dentro das concentragdes
estudadas, ¢ vidvel sem comprometer a integridade térmica do material, ampliando assim as

possibilidades de utilizacdo desses filmes em diversas aplicagdes industriais.

4.10 SOLUBILIDADE EM AGUA E PVA

A solubilidade em 4gua ¢ um fator critico na avaliacdo de filmes biodegradaveis apos a
producao. Uma maior solubilidade sugere melhor biodegradabilidade, o que ¢ benéfico para o
meio ambiente. No entanto, também indica que o filme pode ser mais vulneravel a condi¢des
de alta umidade relativa. Essa natureza dual da solubilidade ¢ vantajosa para a biodegradacao,
mas pode ser prejudicial a resisténcia a umidade (Dong et al., 2023).

A Figura 13A apresenta os dados de solubilidade para os filmes sem adicdo de
probidticos, revelando que nenhum deles teve niveis de solubilidade abaixo de 60%, indicando
um grau geralmente alto de solubilidade em agua. O tipo de fibra alimentar adicionada a solucao
formadora de filme influenciou a solubilidade dos filmes comestiveis, enquanto a adicdo de
probidticos ndo interferiu significativamente, (p<0,05). A Tabela 9, do APENDICE A, traz os
dados estatisticos sobre a solubilidade.

Os filmes de okaré e B-glucana mostraram diferengas marcantes em relacdo aos outros.
Okara exibiu solubilidade moderada entre inulina e pectina, enquanto o filme de B-glucana
exibiu uma solubilidade significativamente maior, ultrapassando 80%. Esses resultados
sugerem que, embora todos os filmes sejam altamente soluveis, o filme de B-glucana pode ser
particularmente adequado para aplicacdes que requerem biodegradacdo rapida e exposicao
minima a umidade. Resultados de solubilidade semelhantes foram encontrados para inulina por
Orozco-Parra, Mejia e Villa (2020) e para pectina por Silva et al. (2018).

A solubilidade dos filmes de B-glucana excedendo 80% esta alinhada com os achados
de Seyedzadeh-Hashemi et al. (2023), que relataram que niveis mais altos de B-glucana
aumentaram a solubilidade até 83,82% (Seyedzadeh-Hashemi et al., 2023). Filmes com inulina
apresentaram solubilidade na faixa de 60-70%. Os filmes de okara alcancaram um nivel de
solubilidade intermediario, possivelmente devido as suas cadeias mais curtas de

oligossacarideos e polissacarideos, que facilitam a dissolucdo convertendo fibra insoluvel em
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fibra soluvel (Li et al., 2023). Isso sugere que a fibra de okard, junto com inulina e pectina,
poderia ser adequada para inclusdo em alimentos com um certo teor de umidade, segundo Yoshii
et al. (1996), enquanto B-glucana pode ser mais apropriada para itens alimentares secos ou

produtos farmacéuticos (Jafari; Zandi; Ganjloo, 2022).

Figura 13 — Solubilidade em &gua e permeabilidade de vapor d’agua
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP — Filme de pectina sem probiético;
FI.1- Filme de inulina sem probiotico;
FB.1 — Filme de B-glucana sem probidtico;
FO.1 - Filme de okara sem probidtico;
F1.2— Filme de inulina com probiético;
FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.

A permeabilidade ao vapor de agua ndo foi afetada pela adi¢do de diferentes fibras
alimentares bem como pela adi¢dao de probioticos, (p>0,05), conforme pode ser observado na

Figura 13C e 13D e na Tabela 9 do APENDICE A. A permeabilidade do CMC puro é de

20x10~11 mxgaxs, estatisticamente igual aos valores encontrados (Pathare; Opara; Al-Said,

2012). Neste sentido, os filmes de CMC apresentam uma permeabilidade inferior a do amido,
oferecendo propriedades de barreira contra a umidade, tornando-os adequados para alimentos

hidrofilicos a fim de prevenir a absor¢cao de umidade (Maciel; Yoshida; Franco, 2015).
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4.11 PROPRIEDADES MECANICAS

A Figura 14 apresenta os valores medidos para resisténcia a tragao e as alongamento na
ruptura entre os diversos filmes testados. O tipo de fibra alimentar incorporado a solugdo
formadora de filme afetou a resisténcia a tragdo dos filmes comestiveis (p<0,05). Os filmes de
B-glucana exibiram uma resisténcia mecanica superior em comparagao aos filmes de pectina e
OSDF (p<0,05), suportando uma tensdo de tracao de até 27,5 MPa.

Em contraste, os filmes feitos de pectina (15 MPa) e OSDF (18,8 MPa) demonstraram
resisténcias a tragdo inferiores. Os filmes a base de inulina apresentaram uma tensao de tragdo
intermedidria, 21,4 MPa, posicionando-se entre os filmes de pectina, OSDF e B-glucana em
termos de desempenho.

Os dados apresentados permitem concluir que tanto o tipo quanto a concentragdo de
fibra influenciaram significativamente as propriedades mecanicas dos filmes (p<0,05). Um
aumento na tensao suportada esta associado a estrutura de cadeia ramificada da B-glucana, que
facilita a formacao extensiva de ligagdes de hidrogénio dentro da matriz do filme, aumentando
assim a resisténcia a tragdo (Chang et al., 2019). Esses achados estdo de acordo com os relatados
por Chang et al. (2019) em sua investigagdo de filmes de pullulan e B-glucana com uma
proporgao de 0,2:0,1 (p/p).

No entanto, o maior teor de fibra no presente estudo sugere que a formulagdo de CMC
pode ter reforcado essas interagdes. Essa proposicdo ¢ ainda mais substanciada quando
contrastada com as observacdes de Orozco-Parra, Mejia e Villa (2020), que registraram
resisténcias a tracdo muito inferiores, de 4 MPa, em filmes de inulina, e Ngo et al. (2020), que
documentaram um maximo de 10 MPa em filmes de pectina e quitosana. A pesquisa conduzida
por Behrestaghi, Bahram e Ariaii (2020), que relatou resisténcias a tracdo comparaveis de cerca
de 23 MPa, sugere fortemente a superioridade do CMC sobre quitosana e pullulan. Também
indica que a incorporagdo de fibras nas concentragdes usadas neste estudo pode ter tido um

impacto limitado, com excecao do B-glucana.
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Figura 14 — Propriedades mecanicas para os diferentes filmes
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Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP — Filme de pectina sem probiético;
F1.1- Filme de inulina sem probiotico;
FB.1 - Filme de B-glucana sem probiético;
FO.1 - Filme de okar4 sem probidtico;
F1.2— Filme de inulina com probiético;
FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.

No entanto, as propriedades de alongamento dos filmes, embora ndo significativamente
diferentes entre os tratamentos (p<0,05), foram mais pronunciadas em compara¢ao com aquelas
relatadas em pesquisas e estudos anteriores que utilizaram CMC como matriz polimérica. Por
exemplo, Lawal et al. (2023) alcangaram uma resisténcia a tragdo maxima de 7,66 MPa com
filmes de pd de semente de tdmara, e Taner, Ekici e Akyuz (2022) relataram um maximo de
5,36 MPa em filmes compostos por CMC, proteinas e fendlicos. Esses resultados implicam que
a integracdo de fibras resultou em filmes com caracteristicas plasticas superiores (Andriani et
al., 2024; Gao et al., 2024; Ghanbarzadeh; Almasi; Entezami, 2010).

Seguindo o mesmo padrao das andlises anteriores, as propriedades mecanicas também

ndo apresentaram diferengas significativas com a adi¢ao do probiotico.
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5 CONCLUSAO

A extracao da fibra dietética de okarad por hidrolise acida resultou em um rendimento
satisfatorio de aproximadamente 5,31%, que, embora inferior a alguns estudos, demonstrou ser
um método simples e eficaz para a extracdo da fibra. A pureza da fibra foi confirmada pelo
padrdo FTIR, que indicou a extracdo de um material pertencente a classe dos polissacarideos,
conforme esperado. A técnica de casting foi aplicada com éxito, resultando em filmes com
caracteristicas plasticas, sem heterogeneidades ou rachaduras, boa flexibilidade e capacidade
de desmolde. A andlise de DRX revelou filmes com até 5% de cristalinidade, sugerindo
estruturas amorfas. O FTIR indicou interagdo e boa incorporacdo de todos os componentes do
filme, enquanto a analise de MEV mostrou superficies uniformes e sem defeitos.

Nao foram observadas diferencas significativas na espessura do filme, PVA ou
estabilidade térmica, com valores que indicam boas propriedades de barreira a dgua para a
preservacdo de alimentos. A incorporacdo de L. casei nas concentragdes utilizadas ndo surtiu
efeito algum sobre as propriedades avaliadas, exceto pela viabilidade de 50% para inulina e -
glucana, contrastando com os 2% obtidos para o filme contendo fibra de okara, possivelmente
devido a formagao de produtos bactericidas pela reagao de Maillard.

As analises opticas revelaram que o filme de okara apresentou baixa transmitancia na
regido do visivel, enquanto os demais filmes exibiram uma transmitancia de luz visivel de 80%.
Os indices de cor do filme de okard sugerem um alto grau de amarelamento, indicando
diferentes aplicabilidades entre os filmes, sendo o de okard adequado para proteger itens
fotossensiveis durante o transporte, enquanto outros filmes podem ser aplicados para exposicao
em prateleiras.

Os filmes a base de okara e B-glucana apresentaram maior solubilidade em agua do que
os filmes de inulina e pectina, indicando seu potencial para produtos alimenticios com menor
umidade e produtos farmacéuticos. Os testes mecanicos evidenciaram que o conteudo de fibra
influenciou a resisténcia a tracdo e a elongacdo, com filmes de P-glucana sendo o mais
resistente, superando os demais. Esses filmes exibiram boa resisténcia, com taxas de elongacao
atingindo até 20%, exceto pelos filmes de fibra de okard, que tiveram uma baixa taxa de
elongacao.

O presente trabalho obteve sucesso na extracdo e aplicacdo da fibra de okara na
produgdo de um novo material com caracteristicas plasticas, caracterizando suas propriedades

e comparando-o com filmes de mesma formulac¢ao contendo prebidticos convencionais, abrindo
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perspectivas para o desenvolvimento de materiais comestiveis sustentdveis e de alto valor
agregado. Apesar de apresentar uma coloracdo que talvez ndo satisfaga o consumidor, este pode

ser aplicado em outros ramos industriais tanto nos ramos alimenticios quanto farmacolédgicos.
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Tabela 4 — Teste de Tukey para rendimento
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Amostra | Index | Mean Difference| Std. Error| ¢ Value | Prob |SigFlag| Alpha
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4070
50 70

1

CoO~NO O~ WN

9
10
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15

-0.03452
-0.73524
-0.90871
-100.591
-493.716
-0.70072
-0.87419
-0.97139
-490.265
-0.17347
-0.27067
-420.192
-0.0972

-402.846
-393.125
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0.04189
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0.04189
0.04189
0.04189
0.04189
0.04189
0.04189
0.04189
0.04189
0.04189
0.04189
0.04189
0.04189

11.654
2.482.446
3.068.137
3.396.326

16.669.707
2.365.906
2.951.597
3.279.785

16.553.167

585.691

913.879
14.187.261

328.188
1.360.157
13.273.382

0.95026
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.05592
0.00896
<0.0001
0.32919
<0.0001
<0.0001

0

PR ORPRPRORRPRREPRPRRRERR

0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05

Fonte: Autor (2024).

Tabela 5 — Teste de Tukey para viabilidade

Amostra | Index | Mean Difference | Std. Error| DF| q Value| Prob |Alpha|Sig Flag

FI.2 FB.2 0 -29.29434 21.35713 2 19398 0.4918 0.05 0
FI.2 FO.2 1 27.55821 21.35713 2 1.82483 0.52227 0.05 0
FB.2FO.2 2 56.85255 21.35713 2 3.76463 0.20474 0.05 0
Fonte: Autor (2024).

Legenda: FI.2 — Filme de Inulina com probidtico;

FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico;
FO.2 — Filme de fibra de okara com probidtico.
Tabela 6 — Teste de Tukey para espessura
Amostra \ Index\ Mean Difference ] Std. Error \ g Value \ Prob \Sig Flag

FI.2 FB.2 0 0,011 0,00319 4,87088 0,10768 0
FI.L1LFB.2 1 0,002 0,00319 0,88561 0,98358 0
FB.1 Fl.2 2 0,008 0,00319 3,54246 0,27427 0
FB.1 FB.2 3 -0,001 0,00319 0,44281 0,99931 0
FI.2 FB.2 4 -0,009 0,00319 3,98527 0,20037 0
FILIFB.1 5 0.003 0.00346 122.474 0.82317 0
FILL1FP 6 0.01 0.00346 408.248 0.1748 0
FI.LIFO.1 7 0.003 0.00346 122.474 0.82317 0
FB.1 FP 8 0.007 0.00346 285.774 0.34772 0
FB.1 FO.1 9 6,94E-13 0.00346  2,83E-10 1 0
FP FO.1 10 -0.007 0.00346 285.774 0.34772 0

Fonte: Autor (2024).



Legenda: FP — Filme de pectina sem probiético;

FI1.1 — Filme de Inulina sem probiético;

FB.1 — Filme de B-glucana sem probiético;
FO.1 - Filme de fibra de okara sem probiético;
FI1.2 — Filme de Inulina com probidtico;

FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.

Tabela 7 — Teste de Tukey para opacidade
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Amostra \ Index \ Mean Difference \ Std. Error \ g Value ] Prob ] Sig Flag
FI.L1FB.1 0 -0,34286 0,19333 2,50799 0,54734 0
FI.L1 FI.2 1 -0,65774 0,19333 4,81134 0,11219 0
FI.1 FB.2 2 -0,45536 0,19333 3,33093 0,31815 0
FB.1Fl.2 3 -0,31488 0,19333 2,30335 0,61659 0
FB.1 FB.2 4 -0,1125 0,19333 0,82293 0,98801 0
FI.2 FB.2 5 0,20238 0,19333 1,48041 0,88359 0
FI.L1FB.1 6 -0,34286 0,19333 2,50799 0,54734 0
FI.1 FP 7 -0,6967 0,19333 5,09637 0,09232 0
FI.1 FO.1 8 -1,67964 0,19333  12,28655 0,00233 1
FB.1 FP 9 -0,35385 0,19333 2,58838 0,52113 0
FB.1 FO.1 10 -1,33679 0,19333 9,77856 0,00663 1
FP FO.1 11 -0,98294 0,19333 7,19018 0,02494 1
Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP —Filme de pectina sem probi6tico;

FI.1 — Filme de Inulina sem probiético;

FB.1 — Filme de B-glucana sem probidtico;

FO.1 - Filme de fibra de okara sem probiético;

FI1.2 — Filme de Inulina com probidtico;

FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.
Tabela 8 — Teste de Tukey para coloragao

(continua)
Parametro L

Amostra \ Index\ Mean Difference ] Std. Error \q Value \ Prob \ Sig Flag
FI.L1FB.1 6 0,68625 0,2475 3,92117  0,22337 0
FI.LLFP 7 3,66 0,2475 20,91291 <0.0001 1
FI.1 FO.1 8 13,675 0,2475 78,13773 <0.0001 1
FI.LLFIL2 9 0,7125 0,2475 4,07116  0,19906 0
FI.1LFB.2 10 1,92375 0,2475 10,99214 0,00233 1
FB.1 FP 11 2,97375 0,2475 16,99174 2,04E-04 1
FB.1 FO.1 12 12,98875 0,2475 74,21656 <0.0001 1
FB.1Fl.2 13 0,02625 0,2475 0,14999 1 0
FB.1 FB.2 14 1,2375 0,2475 7,07096  0,02205 1
FP FO.1 15 10,015 0,2475 57,22482 <0.0001 1
FP FI.2 16 -2,9475 0,2475 16,84175 2,15E-04 1
FP FB.2 17 -1,73625 0,2475 9,92078 0,00403 1
FO.1FI.2 18 -12,9625 0,2475 74,06657 <0.0001 1
FO.1FB.2 19 -11,7513 0,2475 67,1456 <0.0001 1



Tabela 8 — Teste de Tukey para coloracao
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(concluséo)

Parametro L

Amostra \Index\ Mean Difference \ Std. Error \ g Value \ Prob \ Sig Flag
FI.2 FB.2 20 1,21125 0,2475 6,92097 0,02439 1
Parametro a

Amostra \Index\ Mean Difference | Std. Error \ g Value \ Prob \ Sig Flag
FIL1FB.1 6 0,17 0,05171  4,64955 0,12741 0
FILLLFP 7 -0,58 0,05171  15,86317 3,02E-04 1
FI.L1FO.1 8 -3,59375 0,05171  98,29009 <0.0001 1
FILL1FIL.2 9 0,075 0,05171  2,05127 0,76304 0
FIL1FB.2 10 0,075 0,05171  2,05127 0,76304 0
FB.1FP 11 -0,75 0,05171  20,51271 <0.0001 1
FB.1FO.1 12 -3,76375 0,05171  102,9396 <0.0001 1
FB.1FI.2 13 -0,095 0,05171  2,59828 0,57081 0
FB.1FB.2 14 -0,095 0,05171  2,59828 0,57081 0
FP FO.1 15 -3,01375 0,05171  82,42692 <0.0001 1
FP F1.2 16 0,655 0,05171  17,91444 1,51E-04 1
FP FB.2 17 0,655 0,05171  17,91444 1,51E-04 1
FO.1FI.2 18 3,66875 0,05171  100,3414 <0.0001 1
FO.1FB.2 19 3,66875 0,05171  100,3414 <0.0001 1
FI.2 FB.2 20 0 0,05171 0 1 0

Parametro b

Amostra \ Index \ Mean Difference \ Std. Error ] g Value \ Prob \Sig Flag
FIL1FB.1 6 -2,2675 0,10303  31,12292 <0.0001 1
FIL1FP 7 -4,93625 0,10303  67,75327 <0.0001 1
FI.L1FO.1 8 -27,3775 0,10303  375,7741 <0.0001 1
FIL1FIL.2 9 -1,44 0,10303  19,76494 <0.0001 1
FILLFB.2 10 -4,34125 0,10303 59,5865 <0.0001 1
FB.1FP 11 -2,66875 0,10303  36,63034 <0.0001 1
FB.1FO.1 12 -25,11 0,10303  344,6512 <0.0001 1
FB.1FI.2 13 0,8275 0,10303  11,35798 0,00195 1
FB.1FB.2 14 -2,07375 0,10303  28,46358 <0.0001 1
FP FO.1 15 -22,4413 0,10303  308,0209 <0.0001 1
FP FI.2 16 3,49625 0,10303  47,98832 <0.0001 1
FP FB.2 17 0,595 0,10303  8,16676 0,01096 1
FO.1FI.2 18 25,9375 0,10303  356,0092 <0.0001 1
FO.1FB.2 19 23,03625 0,10303  316,1876 <0.0001 1
FI.2 FB.2 20 -2,90125 0,10303  39,82156 <0.0001 1

Fonte: Autor (2024).
Legenda: FP — Filme de pectina sem probi6tico;
FI.1 — Filme de Inulina sem probiético;
FB.1 — Filme de B-glucana sem probiotico;
FO.1 - Filme de fibra de okara sem probiético;
FI1.2 — Filme de Inulina com probiotico;
FB.2 — Filme de B-glucana com probiotico.



Tabela 9 — Teste de Tukey para solubilidade
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Amostra ] Index \ Mean Difference \Std. Error\ g Value ] Prob \Sig Flag
FI.L1FB.1 0 -0,17719 0,01758 14,25106 0,00116 1
FI.1 FP 1 -0,00759 0,01758 0,61026 0,99687 0
FI.1 FO.1 2 -0,09301 0,01758 7,48099 0,02117 1
FI.LLFIL2 3 -2,58E-04 0,01758 0,02076 1 0
FI.L1FB.2 4 -0,15146 0,01758 12,18197 0,00243 1
FB.1 FP 5 0,1696 0,01758 13,6408 0,00143 1
FB.1 FO.1 6 0,08418 0,01758 6,77008 0,03185 1
FB.1 FI.2 7 0,17693 0,01758 14,23031 0,00117 1
FB.1 FB.2 8 0,02573 0,01758 2,06909 0,69808 0
FP FO.1 9 -0,08543 0,01758 6,87072 0,03001 1
FP FI.2 10 0,00733 0,01758 0,58951 9,97E-01 0
FP FB.2 11 -0,14388 0,01758 11,57171 0,00308 1
FO.1FI.2 12 0,09276 0,01758 7,46023 0,02141 1
FO.1FB.2 13 -0,05845 0,01758 4,70098 0,12109 0
FI.2 FB.2 14 -0,15121 0,01758 12,16121 0,00245 1
Fonte: Autor (2024).
Legenda: FP — Filme de pectina sem probi6tico;

FI.1 — Filme de Inulina sem probiético;

FB.1 — Filme de B-glucana sem probiotico;

FO.1 - Filme de fibra de okara sem probiético;

FI1.2 — Filme de Inulina com probiotico;

FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.
Tabela 10 — Teste de Tukey para PVA
Amostra \ Index \ Mean Difference \Std. Error \q Value \Prob \Sig Flag
FIL1FB.1 0 3,35E-11 2,23E-11 2,12719 0,67784 0
FILL1 FP 1 1,63E-11 2,23E-11 1,0367 0,96852 0
FI.LLFO.1 2 4,03E-11 2,23E-11 2,56061 0,53011 0
FILL1 FIL.2 3 7,15E-11 2,23E-11 453631 0,1358 0
FI.LLFB.2 4 1,49E-11 2,23E-11 0,94311 0,97861 0
FB.1 FP 5 -1,72E-11 2,23E-11 1,09049 0,96153 0
FB.1 FO.1 6 6,83E-12 2,23E-11  0,43342 0,99938 0
FB.1 Fl.2 7 3,80E-11 2,23E-11 2,40912 0,58041 0
FB.1 FB.2 8 -1,87E-11 2,23E-11 1,18408 0,94718 0
FP FO.1 9 2,40E-11 2,23E-11 152391 0,8721 0
FP FI.2 10 551E-11 2,23E-11 3,49961 2,83E-01 0
FP FB.2 11 -1,47E-12 2,23E-11 0,09359 1 0
FO.1Fl.2 12 3,11E-11 2,23E-11 1,9757 0,73037 0
FO.1FB.2 13 -2,55E-11 2,23E-11 1,6175 0,84579 0
FI.2 FB.2 14 -5,66E-11 2,23E-11 3,5932 0,26462 0

Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP —Filme de pectina sem probi6tico;
FI1.1 — Filme de Inulina sem probidtico;
FB.1 — Filme de B-glucana sem probiotico;

FO.1 - Filme de fibra de okara sem probidtico;

FI1.2 — Filme de Inulina com probidtico;



FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.

Tabela 11 — Teste de Tukey para propriedades mecanicas
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Comparagdo TS | Index | Mean Difference |Std. Error| q Value | Alpha | Sig Flag
FP FL.1 0 -7.74658 0.79606 13.76198 0.05 1
FP FB.1 1 -14.78322 0.79606 26.26273 0.05 1
FP FO.1 2 -3.81092 0.79606  6.77018 0.05 1
FP FI1.2 3 -8.60515 0.79606 15.28726 0.05 1
FP FB.2 4 -16.65058 0.79606 29.58014 0.05 1
FI.1 FB.1 5 -7.03663 0.79606 12.50074  0.05 1
FI.1 FO.1 6 3.93566 0.79606 6.9918 0.05 1
FI.1 FL.2 7 -0.85857 0.79606  1.52527 0.05 0
FI.1 FB.2 8 -8.90399 0.79606 15.81816 0.05 1
FB.1 FO.1 9 10.9723 0.79606 19.49254 0.05 1
FB.1 F1.2 10 6.17806 0.79606 10.97547  0.05 1
FB.1 FB.2 11 -1.86736 0.79606  3.31741 0.05 0
FO.1 F1.2 12 -4.79424 0.79606  8.51707 0.05 1
FO.1 FB.2 13 -12.83966 0.79606 22.80996 0.05 1
FI1.2 FB.2 14 -8.04542 0.79606  14.29288 0.05 1
Comparacdo EAB | Index | Mean Difference | Std. Error| g Value | Alpha | Sig Flag
FP FL.1 0 -7.23961 3.49403  2.93024 0.05 0
FP FB.1 1 0.83262 3.49403 0.337 0.05 0
FP FO.1 2 16.97508 3.49403  6.87068 0.05 1
FP FI1.2 3 4.04856 3.49403 1.63866 0.05 0
FP FB.2 4 -3.94299 3.49403 1.59593 0.05 0
FI.1 FB.1 5 8.07223 3.49403 3.26724 0.05 0
FI.1 FO.1 6 24.21469 3.49403  9.80092 0.05 1
FI.1 FL1.2 7 11.28817 3.49403 4.5689 0.05 0
FI.1 FB.2 8 3.29662 3.49403 1.33431 0.05 0
FB.1 FO.1 9 16.14246 3.49403  6.53368 0.05 1
FB.1 F1.2 10 3.21594 3.49403 1.30166 0.05 0
FB.1 FB.2 11 -4.77561 3.49403 1.93293 0.05 0
FO.1 F1.2 12 -12.92652 3.49403  5.23202 0.05 0
FO.1 FB.2 13 -20.91807 3.49403  8.46661 0.05 1
F1.2 FB.2 14 -7.99155 3.49403  3.23459 0.05 0

Fonte: Autor (2024).

Legenda: FP — Filme de pectina sem probi6tico;
FI.1 — Filme de Inulina sem probiotico;

FB.1 — Filme de B-glucana sem probiotico;
FO.1 - Filme de fibra de okara sem probiético;

FI1.2 — Filme de Inulina com probio6tico;

FB.2 — Filme de B-glucana com probidtico.
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