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RESUMO

A industria de alimentos é uma das responsaveis pelo amplo consumo de embalagens
plasticas. As preocupacdes ambientais provocadas pelo uso de polimeros a base de petroleo
tem incentivado a utilizacdo de matérias-primas renovaveis e que facilmente se degradam no
ambiente. Os polissacarideos, lipidios e proteinas sao capazes de originar matrizes continuas e
coesas, no entanto possuem algumas limitacdes em relacdo a aplicagdo em alimentos, como
propriedades mecanicas e barreira. Visando uma melhoria nestas propriedades séo elaboradas
as blendas utilizando diferentes biopolimeros, pois combinam as vantagens dos materiais
utilizados. Outra tendéncia na industria de alimentos € a utilizacdo das embalagens ativas, as
quais interagem com o alimento visando 0 aumento da sua vida Util. Entre os aditivos
utilizados nesta tecnologia estdo os 0Oleos essenciais e compostos fenolicos de plantas. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver filmes ativos a partir de blendas de amido de quirera
de arroz e proteinas de corvina (Micropogonias furnieri) adicionadas de 6leo essencial de
orégano e extrato fendlico de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi). O amido de arroz
foi extraido por método alcalino e as proteinas de pescado foram obtidas pelo processo de pH
shifting. Os compostos fendlicos da pimenta rosa foram extraidos com metanol e
quantificados pelo método de Folin-Ciocalteau. No OEO e no EFP foi determinada a
capacidade antioxidante pelos métodos de DPPH e em um sistema enzimético. As blendas
foram obtidas através da técnica de casting e utilizou-se 25 % de glicerol como plastificante.
Foram realizados dois planejamentos experimentais 22 sendo um empregando OEO e 0 outro
EFP em diferentes concentracdes, e ambos variando as proporcdes de amido/proteina. Os
filmes foram caracterizados quanto a espessura, solubilidade, propriedades mecénicas, 6ticas
e de barreira. De acordo com as propriedades obtidas na caracterizacdo, um ensaio de cada
planejamento experimental foi avaliado quanto a sua morfologia, propriedades térmicas,
quimicas e capacidade antioxidante. No planejamento utilizando OEO, o ensaio elaborado
com a propor¢do de 50/50 de amido/proteina e 8,82 % de OEO (Ensaio 8), apresentou 0s
melhores resultados, pois apresentou a menor solubilidade (8,0 %) e permeabilidade ao vapor
d’agua (0,18 g.mm/m2.h.kPa), resisténcia a tragdo de 5,96 MPa e elongacdo de 85,5 %. O
Ensaio 5 do planejamento utilizando EFP, elaborado com a propor¢do de 14,75/85,25 de
amido/proteina e 6% de EFP, apresentou uma das menores solubilidades (19,5 %) e
permeabilidades (0,19 g.mm/m2.h.kPa) e a maior elongacdo (173,3 %) mantendo uma boa
resisténcia a tracdo (6,50 MPa). Maiores concentracdes de amido foram responsaveis por
maior resisténcia, enquanto que as proteinas conferiram maior flexibilidade e originaram
filmes mais amarelados. Os compostos ativos adicionados apresentaram o efeito de diminuir a
permeabilidade ao vapor d’agua ¢ aumentar a elongagdo. A opacidade ndo foi influenciada
pelas variaveis estudadas. A solubilidade diminuiu com maiores concentracfes de OEO e teve
o efeito contrério quando adicionado o EFP. Através da avaliagdo da morfologia verificou-se
que os componentes utilizados foram compativeis. Na determinacdo da capacidade
antioxidante, a blenda adicionada de EFP apresentou maior potencial de inibir o
escurecimento enzimatico, sendo obtido 76,7 % de inibicdo. Os resultados indicaram que as
blendas se mostraram promissoras para serem aplicadas como embalagens ativas em
alimentos.

Palavras-chave: amido de arroz, antioxidante, embalagens ativas, 0leo essencial de orégano,
pimenta rosa, proteinas de pescado.



ABSTRACT

ACTIVE PACKAGING DEVELOPMENT USING RENEWABLE RAW MATERIALS

The food industry is one of the responsible for the large consumption of plastic packaging.
The environmental concerns caused by the use of petroleum based polymers have encouraged
the use of renewable raw materials, which are easily degraded in the environment.
Polysaccharides, lipids and proteins are able to form continuous and cohesive matrices,
however those have some limitations for application in foods, such as mechanical and barrier
properties. Aiming to improve these properties, blends using different biopolymers are
prepared, it combine the advantages of each material used. Another trend in the food industry
is the use of active packaging, which interact with food in order to increase its useful life.
Among the additives used in this technology are the essential oils and phenolic compounds of
plants. The aim of this work was to develop active films from blends of broken rice starch and
Whitemouth croaker (Micropogonias furnieri) proteins added of oregano essential oil (OEO)
and pink pepper phenolic extract (EFP). Starch was extracted by alkaline method and proteins
were obtained by pH shifting process. The pink pepper phenolic compounds were extracted
with methanol and quantified by the Folin-Ciocalteu method. In the OEO and EFP was
determined the antioxidant capacity by the methods of DPPH and in an enzimatic system. The
blends were obtained by casting technique and 25 % of glycerol was used as plasticizer. Two
22 experimental designs were performed, one using OEO and the other using EFP in different
concentrations and varying the proportions of starch/protein. The films were characterized by
the thickness, solubility, mechanical, optical and barrier properties. According to the
properties obtained in the characterization, one test of each experimental design was evaluated
for its morphology, termal and chemical properties and antioxidant capacity. In experimental
design using OEO, the test prepared with the ratio 50/50 of starch/protein and 8.82 % of OEO
(test 8), showed better results, it had the lowest solubility (8.0 %) and permeability to water
vapor (0.18 g.mm/mz2.h.kPa), tensile strength of 5.96 MPa and elongation of 85.5 %. The test
5 in experimental design using EFP, prepared with the ratio 14.75/85.25 of starch/protein and
6 % of EFP, presented one of the lowest solubilities (19.5 %) and permeabilities (0.19
g.mm/m2.h.kPa) and the greatest elongation (173.3 %) while maintaining good tensile
strength (6.50 MPa). Higher starch concentrations were responsible for increasing the
strength, whereas proteins gave rise to greater flexibility and more yellowish films. The active
compounds added had the effect of decreasing the water vapor permeability and increase the
elongation. The opacity was not influenced by the variables studied. The solubility decreased
with higher concentrations of OEO and had the opposite effect when EFP was used. Through
the evaluation of morphology was found that the constituents were compatible. In the
determination of the antioxidant capacity, the blend added of EFP showed greater potential to
inhibit the enzymatic browning being obtained 76.7 % of inhibition. The results indicated that
the produced blends were promising to be applied as active food packaging.

Keywords: rice starch, antioxidant, active packaging, oregano essential oil, pink pepper, fish
proteins.
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1. INTRODUCAO

As embalagens séo responsaveis pela protecdo dos alimentos desde o final de sua
producdo até o momento do consumo. Os materiais plasticos convencionais satisfazem as
necessidades de custo, praticidade, protecéo fisica, quimica e 6tica, porém levam mais de cem
anos para se degradarem no ambiente. Estes influenciam diretamente na poluicdo ambiental
uma vez que sdo responsaveis por grande parte dos residuos acumulados na natureza. Em
vista disto, sdo crescentes as preocupacdes com relagdo ao uso destes polimeros, e 0
desenvolvimento de embalagens a partir de matérias-primas renovaveis tem recebido maior
atencdo nos altimos anos (RHIM; PARK; HA, 2013).

Os principais materiais utilizados no desenvolvimento de polimeros
biodegradaveis sdo polissacarideos, proteinas e lipidios. A utilizacdo de amido como matéria-
prima é promissora devido ao seu baixo custo, abundéncia e biodegradabilidade. Entretanto,
eles tém aplicacdo limitada principalmente devido as propriedades mecénicas e de barreira,
que sao fortemente influenciadas pela umidade do ambiente (ALVES et al., 2007;
FERREIRA et al., 2014).

Visando a obtencdo de polimeros com melhores propriedades, podem ser
elaboradas blendas de diferentes materiais. O desenvolvimento de blendas a partir de fontes
agricolas possui a vantagem de combinar as caracteristicas de cada componente utilizado,
além de agregar valor as matérias-primas de baixo custo (DIAS et al., 2010). Os polimeros a
partir de proteinas tem sido um dos mais promissores objetos de pesquisa, uma vez que as
propriedades mecanicas obtidas sdo melhores quando comparadas aos filmes de
polissacarideos e lipideos (ROCHA et al.,, 2013). Desta forma, é interessante o
desenvolvimento de blendas biodegradaveis através da combinacdo de amido com proteinas.

As embalagens tradicionais protegem o alimento do ambiente externo e fornecem
informagdes acerca do produto. Uma tendéncia no desenvolvimento de embalagens de
alimentos s@o as embalagens ativas. Estas sdo responsaveis por alterar o ambiente interno da
embalagem visando aumento na vida Util ou a melhoria das caracteristicas do produto, sendo
uma inovacdo no processamento e distribuicdo de alimentos (OTONI et al., 2014). Entre os
compostos empregados na elaboracdo de embalagens ativas estdo os fenois. Estes compostos
sdo responsaveis por prolongar a vida atil do alimento devido as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. Os compostos fendlicos podem ser obtidos a partir de

diferentes fontes, tais como, residuos agroindustriais e bioprodutos. Estes compostos também
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estdo amplamente distribuidos em dleos essenciais de plantas (AGUIRRE; BORNEO; LEON,
2013).

Diferentes 06leos essenciais e extratos naturais tém sido aplicados no
desenvolvimento de embalagens ativas. No entanto, os compostos fenolicos da pimenta rosa e
0 6leo essencial de orégano ndo foram utilizados como agentes antioxidantes em blendas de
amido de arroz e proteinas de pescado. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi
elaborar filmes ativos a partir de blendas de amido e proteinas, sendo estes adicionados de

6leo essencial de orégano e extrato fendlico de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi).



16

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver filmes ativos a partir de blendas de amido de quirera de arroz e
proteinas de corvina (Micropogonias furnieri) adicionados de éleo essencial de orégano e

extrato fenolico de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi).

2.2. Objetivos Especificos

e Desenvolver as blendas com diferentes propor¢des de amido e proteinas adicionadas
de compostos ativos em diferentes concentragdes;

e Caracterizar as propriedades mecanicas, 6ticas e de barreira dos filmes obtidos;

e Avaliar a capacidade antioxidante e as caracteristicas morfoldgicas, quimicas e

térmicas dos filmes com as melhores propriedades.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Embalagens de alimentos

As embalagens em geral possuem diferentes funcGes, sendo as principais de
contengdo, protecdo, conveniéncia e comunicagdo (ROBERTSON, 2013). As embalagens
exercem papel importante na manutencdo da qualidade dos alimentos, sendo responsaveis
principalmente pelo suporte mecénico e protecdo contra influéncias externas, como micro-
organismos, mau odor, luz, entre outros. Desta forma garantem a conveniéncia durante o
manuseio do alimento e preservam sua integridade por um longo periodo de tempo. Um dos
requisitos basicos das embalagens tradicionais que permanecem em contato com os alimentos
é ser inerte, havendo o minimo de interacdo entre o produto e a embalagem (DAINELLI et al.,
2008).

A tecnologia de embalagens de alimentos estd constantemente em evolucdo, em
resposta aos desafios da sociedade moderna. Os principais desafios atuais e futuros no setor
de embalagens sdo a legislacdo, os mercados globais, maior durabilidade, conforto, alimentos
mais seguros e saudaveis, preocupacdes ambientais e desperdicio de alimentos (REALINI;
MARCQOS, 2014).

3.2 Embalagens biodegradaveis

Os materiais plasticos derivados do petr6leo vém sendo amplamente utilizados
como embalagens desde meados do século 20. Estes sdo de baixo custo, de facil manuseio,
com boas propriedades de processamento e excelentes propriedades fisico-quimicas. Mais de
40 % dos polimeros sintéticos sdo utilizados como embalagens, sendo metade destes
utilizados na area de alimentos na forma de filmes, garrafas, copos, bandejas, entre outros.
Apesar das vantagens que as embalagens de plasticos tradicionais apresentam, a utilizagédo
destes materiais vem causando sérios problemas ambientais uma vez que ndo sdo facilmente
degradados no ambiente (RHIM; PARK; HA, 2013).

Além dos problemas relacionados ao acimulo no ambiente, 0 preco do petroleo
vem aumentando acentuadamente (VROMAN; TIGHZERT, 2009). Diante disso, 0s
polimeros biodegradaveis, os quais foram introduzidos pela primeira vez em 1980, compdem

parte importante do cenario de pesquisa nacional e internacional, com trabalhos quanto a
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formulacdo, caracterizacdo e aplicagdo destes materiais (FARIA; VERCELHEZE; MALI,
2012).

Os plasticos biodegradaveis sdo materiais poliméricos em que pelo menos uma
das etapas do processo de degradacdo é através do metabolismo de micro-organismos. A
biodegradacdo leva a fragmentacdo ou degradacdo dos polimeros sem qualquer residuo téxico
ou prejudicial para o ambiente sob condi¢des adequadas de umidade, temperatura e
disponibilidade de oxigénio (SORRENTINO; GORRASI; VITTORIA, 2007).

Os polimeros biodegradaveis naturais podem ser obtidos a partir de recursos
agroindustriais. Os polissacarideos, como amido e celulose, e as proteinas constituem as
principais fontes renovaveis de biopolimeros. Os lipidios também podem ser utilizados na
melhoria das propriedades mecanicas e de barreira dos polimeros (VROMAN; TIGHZERT;
2009). A elaboracdo de polimeros biodegradaveis na forma de filmes estd baseada na
dispersdo ou solubilizacdo dos biopolimeros (polissacarideos, proteinas e/ou lipidios) em um
solvente (4gua, etanol ou acidos organicos) e acréscimo de aditivos (plastificantes ou agentes
de liga) sendo obtida uma solucdo ou dispersdo filmogénica. Apds o preparo, estes passam
por uma operacdo de secagem para a formacdo dos filmes (HENRIQUE; CEREDA,
SARMENTO, 2008).

Os filmes elaborados a partir de amido ou proteinas apresentam pouca
flexibilidade, sdo quebradicos, possuem baixa maquinabilidade e desta forma se adequam
com dificuldade aos processamentos convencionais para a producdo de embalagens, sendo
necessaria a introducdo de plastificantes as matrizes poliméricas (SHIMAZU; MALLI;
GROSSMANN, 2007). Os plastificantes sdo utilizados para modificar a estrutura através da
diminuicdo das forgas intermoleculares do biopolimero, o que facilita a mobilidade das
cadeias e, assim, melhora sua processabilidade e as propriedades mecanicas. Os plastificantes
mais estudados sdo os polidis, como o glicerol e o sorbitol, materiais que sdo compativeis

com diversos polimeros (LEE et al., 2013).

3.2.1 Amido

O amido é um polissacarideo de reserva encontrado em muitas plantas na forma
de granulos cristalinos insoltveis em &gua. E um dos polimeros mais abundantes, podendo ser
extraido de fontes como arroz, milho, mandioca e batata (AHMED et al., 2012). No arroz
(Oryza sativa L.) o amido compreende em torno de 90 % da massa seca dos graos. Além do

amido, os teores de proteinas e lipidios também sdo significativos, estando em torno de 6,5 %
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e 0,8 %, respectivamente (DIAS et al., 2010). O beneficiamento do arroz resulta em torno de
14 % de gréos quebrados (quirera) que possuem menor valor comercial comparado aos gréaos
inteiros. Desta forma, uma alternativa para o aproveitamento da quirera € a extracao de amido,
tornando essa matéria-prima um produto com maior interesse industrial e comercial
(ZAVAREZE et al., 2009).

Os granulos de amido sdo compostos essencialmente pelas macromoléculas de
amilose e amilopectina. O tamanho, a forma e a estrutura desses granulos de amido variam
com as fontes botanicas. A funcionalidade do amido é devido a propor¢do das
macromoléculas presentes, assim como a organizacdo fisica das mesmas dentro da estrutura
granular (CEREDA, 2001; LIU, 2005). A propor¢do de amilose e amilopectina, e suas
estruturas moleculares diferenciam os amidos das diferentes origens botanicas e condi¢des de
cultivo distintas (KITAHARA; COPELAND, 2004). A estrutura e a organizacdo do granulo
séo apresentadas na Figura 1.

Figura 1 — Representacdo esquematica do granulo de amido
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Fonte: FRENCH (1984)

A amilose é um polimero linear com unidades de D-glicose unidas por ligacGes
a(1-4) e a amilopectina € um polimero altamente ramificado, com unidades de D-glicose
unidas através de ligagdes a(1-4) e ramificagdes em o(1-6) (HOSENEY, 1986). Na Figura 2
sdo visualizadas as estruturas da amilose e amilopectina.

Quando o amido € aquecido na presenca de agua ocorre a gelatinizacdo. As pontes
de hidrogénio se rompem, o grénulo passa a absorver agua e incha, ocorrendo

simultaneamente a liberacdo da amilose para o meio, contribuindo para o aumento da
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viscosidade (CIACCO; CRUZ, 1982). A utilizacdo do amido na elaboragdo de polimeros se
baseia nas propriedades quimicas, fisicas e funcionais da amilose para formar géis e na sua
capacidade de formar filmes (YOUNG, 1984). Devido a sua linearidade, quando em solucéo,
as moléculas de amilose tendem a se orientar paralelamente, aproximando-se o suficiente para
formar pontes de hidrogénio entre as hidroxilas de polimeros adjacentes. Consequentemente,
a afinidade do polimero pela &gua é reduzida formando pastas opacas e filmes resistentes
(WURZBURG, 1986).

Figura 2 — Diagrama esquematico das estruturas da amilose e amilopectina

Amilopectina

Fonte: KAPLAN (1998)

Existem grandes possibilidades de utilizacdo dos sistemas de embalagens
biodegradaveis a base de amido em especial na area de alimentos, devido ao seu baixo custo e
ampla disponibilidade. No entanto, a producdo de embalagens exclusivamente de amido néo é
viavel devido a sua alta higroscopicidade e baixa flexibilidade, o que torna estes materiais
sensiveis ao contato direto com a agua e quebradi¢cos (FARIA; VERCELHEZE; MALI,
2012). Para isso, varios estudos vém investigando modificacdes no amido ou adi¢do de outros
componentes, para melhoria da estabilidade frente as condi¢des ambientais (WITTAYA,
2012).



21

3.2.2 Proteinas de pescado

No municipio de Rio Grande (RS), considerada area tradicional de captura de
pescado, estdo localizadas diferentes inddstrias pesqueiras que sao responsaveis pelo descarte
de subprodutos da pesca. Alguns dos subprodutos do processamento sdo espécies de baixo
valor comercial, destinadas a fabricacdo de farinha de pescado juntamente com os demais
residuos da industria ou descartadas no meio ambiente (CENTENARO; MELLADO, 2008).

A corvina (Micropogonias furnieri) é considerada, devido a sua abundéncia, uma
das mais tradicionais e importantes espécies da pesca brasileira, argentina e uruguaia. Sua
composicao proximal varia em fungéo das estagdes do ano, sexo, tamanho, ciclo reprodutor,
alimentacdo, entre outros. Em geral, apresenta em média 80,2 % de umidade, 18,1 % de
proteina, 0,70 % de cinzas e 1,1 % de lipidios (CENTENARO; MELLADO, 2008). Esta
espécie atinge menores precos no mercado quando comparada a outras espécies regionais,
principalmente as de menor tamanho (CENTENARO; PRENTICE-HERNANDEZ;
MELLADO, 2009), portanto, constitui uma fonte interessante para a obtencéo de proteinas.

Proteinas sdo moléculas complexas constituidas por carbono, hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio e, as vezes, também por outros elementos, como enxofre, ferro, cobre,
fésforo e zinco. Sdo formadas essencialmente a partir de 20 aminoacidos unidos entre si por
ligacdes peptidicas (ORDONEZ, 2005). Estes sdo capazes de formar ligacdes
intermoleculares resultando em diferentes interacbes (VROMAN; TIGHZERT, 2009). As
proteinas constituem uma importante matéria-prima para aplicagdes industriais incluindo os
polimeros biodegradaveis (AHMED et al., 2012).

As proteinas de origem animal tém sido foco para o desenvolvimento de produtos
que permitam seu melhor aproveitamento (CENTENARO; PRENTICE-HERNANDEZ;
MELLADO, 2009). As proteinas do pescado, dependendo de sua solubilidade podem ser
divididas em sarcoplasmaticas, miofibrilares e insoldveis ou do estroma (ORDONEZ, 2005).
O musculo do pescado possui uma quantidade maior de proteinas miofibrilares e bem menor
de proteinas do estroma (OGAWA; MAIA, 1999).

As proteinas musculares sdo classificadas em intracelulares e intercelulares. As
proteinas intracelulares incluem as proteinas sarcoplasmaticas e as miofibrilares, enquanto
que as proteinas intercelulares incluem as proteinas do estroma e as proteinas insollveis
(SIKORSKI et al., 1994). As proteinas sarcoplasmaticas (do plasma) compreendem 30 % do
total das proteinas do musculo do pescado. As proteinas miofibrilares (actina e miosina)

compreendem de 40 a 60 % do total de proteinas do musculo. Estas possuem importancia
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principalmente por suas propriedades funcionais, sendo que a miosina é responsavel pelas
propriedades de gelificacdo, retencdo de agua e de emulsificacdo. As proteinas do estroma
(colageno e elastina) sdo as de menor solubilidade e consistem no residuo da extracdo das
proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilares (AYALA, 2001; OETTERER, 2006).

A obtencdo de proteinas provenientes de pescado pode ser realizada através de
processo enzimatico ou atraves da aplicacdo do processo de mudanca de pH (ou pH shifting
process). Este se baseia no principio de que a solubilidade de um material proteico
homogeneizado em agua é afetada pelo pH da mistura. Em condic¢des extremamente acidas ou
alcalinas, ocorrem fortes variacGes positivas e negativas, o que conduz a repulsdo e a
interacdo com a agua ocorrendo a solubilizacdo (NOLSOE; UNDELAND, 2009). A proteina
solubilizada ¢é separada dos lipidios e dos componentes insolUveis e entdo é levada até o ponto
isoelétrico, que é o pH onde as cargas negativas e positivas se equivalem e a solubilidade da
proteina € minima. Neste pH as forcas de repulsdo eletrostéatica desaparecem e as moléculas
atraem-se formando agregados e precipitados (FREITAS, 2011).

Os polimeros proteicos tém apresentado boa resisténcia mecanica e baixa
permeabilidade, ganhando maior atencdo dos pesquisadores quanto ao seu desenvolvimento e
aplicacdo (GU; WANG; ZHOU, 2013). Os filmes a base de proteinas sdo estabilizados
através de interacOes eletrostaticas, pontes de hidrogénio, forcas de Van der Waals, ligacOes
covalentes e pontes dissulfeto (REZVANI et al., 2013). Estes sdo formados através da
desnaturacdo parcial das cadeias polipeptidicas pela adicdo de solvente, alteracdo de pH e
aplicacdo de calor (RHIM; NG, 2007). Primeiramente ocorre a fase de aquecimento, onde a
estrutura da proteina é rompida, algumas pontes dissulfeto sdo quebradas e o0s grupos
sulfidricos e hidrofobicos sdo expostos. Apds, tem-se a fase de secagem, onde ocorrem novas
interacdes hidrofdbicas e sdo formadas pontes dissulfeto e de hidrogénio (KROCHTA, 1997).

3.2.3 Blendas poliméricas

Os polimeros biodegradaveis também podem ser desenvolvidos misturando
diferentes macromoléculas, como polissacarideos e proteinas. A combinacdo de amido e
proteina é promissora no desenvolvimento de filmes biodegradaveis aproveitando as
vantagens de cada um dos biopolimeros utilizados (SUN; SUN; XIONG, 2013). A mistura de
matérias-primas altera as estruturas fisicas e quimicas de cada polimero devido a

compatibilidade/incompatibilidade entre as macromoléculas utilizadas. A compatibilidade
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depende da estrutura quimica, peso molecular e conformacdo, consequentemente afetando as
propriedades finais do polimero (CHINMA; ARIAHU; ABU, 2012).

As blendas poliméricas podem ser constituidas pela mistura de diferentes
polimeros sem que haja elevado grau de reacdo quimica entre 0s componentes. A interacao
molecular entre as cadeias dos polimeros € predominantemente do tipo secundaria
(intermolecular) (UTRACKI, 1989). Além de melhorar as propriedades fisicas, quimicas e
mecanicas, a elaboracdo de blendas a partir de polimeros biodegradaveis tem a finalidade de
aumentar a taxa de biodegradacédo e reduzir o custo total do material (ISHIAKU et al., 2002).

A miscibilidade, uma caracteristica importante para filmes, esta relacionada com a
capacidade dos componentes utilizados se misturarem em nivel molecular resultando em uma
mistura homogénea (MOTHE; AZEVEDO, 2002). Do ponto de vista tecnoldgico, as blendas
sdo classificadas em compativeis ou incompativeis. As blendas sdo compativeis quando as
propriedades finais apresentam um comportamento aditivo ou sinérgico em relacdo as
propriedades apresentadas pelos componentes individuais. Em um sistema incompativel as
propriedades sdo inferiores as apresentadas pelos componentes em separado (JACOB, 2006).

Em geral, blendas combinando biopolimeros tém apresentado resultados
promissores nas propriedades mecanicas e de barreira. Zuo, Song e Zheng (2009) observaram
que a utilizacdo de gluten de trigo foi responsavel por melhorar as propriedades de barreira,
enquanto que a metilcelulose provocou uma melhoria nas propriedades mecanicas. Chinma,
Ariahu e Abu (2012) verificaram uma melhoria nas caracteristicas de filmes comestiveis ao
combinar amido de mandioca e concentrado proteico de soja, obtendo as melhores
propriedades mecanicas e menor permeabilidade ao vapor d’agua na propor¢do 50/50.
Guerrero et al. (2013) relataram que a utilizacdo de agar com isolado proteico de soja
formaram matrizes compactas e que reforcaram a rede tridimensional. Sun, Sun e Xiong
(2013) também obtiveram propriedades melhores nas blendas de amido de ervilha e proteina
de amendoim quando comparado ao biopolimeros separadamente. Estes autores observaram
que ao incorporar 50 % de proteinas os filmes ficaram consideravelmente mais flexiveis e
houve pouca diminui¢do na resisténcia a tragdo. Além disso, a adi¢do de proteinas também

provocou melhoria nas propriedades de barreira a agua.

3.3 Embalagens ativas

O emprego de compostos ativos pela industria de alimentos é indispensavel para a

manutencdo e melhoria da qualidade dos produtos. Na Figura 3 podem ser visualizadas
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algumas formas de incorporagdo dessas substancias ao produto (por imersdo ou pulverizagdo

diretamente no alimento e no material da embalagem).

Figura 3 — Métodos de incorporacao de substancias ativas nos alimentos

Alimento

Composto ativo

Incorporagdo do composto ativo diretamento no alimento

—

Imersdo/pulverizagido do composto ativo

Incorporagdo do composto ativo no filme

Fonte: COMA (2008)

A escolha do método de incorporacdo do composto no alimento ira depender do
produto a ser conservado e da conveniéncia do processo. Atualmente, 0os compostos ativos
vém sendo incorporados diretamente nas embalagens a base de macromoléculas naturais e
utilizadas para embalar grande variedade de produtos. O emprego destes compostos
diretamente no material de embalagem esta relacionado com o conceito de embalagem ativa
(COMA, 2008). As embalagens tradicionais requerem melhorias para prolongar a vida util
dos produtos alimenticios e atender a demanda dos consumidores por produtos saudaveis,
seguros, mais proximos ao natural e com menos conservantes sintéticos. Por isso, novas
tecnologias vém surgindo no setor de desenvolvimento de embalagens para alimentos
(SOARES et al., 2009).

Nas ultimas décadas, um dos desenvolvimentos mais inovadores na area de
embalagens para alimentos sdo as embalagens ativas e inteligentes, baseadas nas interacoes

com o alimento e o ambiente da embalagem. Além das fungdes basicas desempenhadas pelas
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embalagens tradicionais, as embalagens ativas também atuam na melhoria da qualidade e no
aumento do prazo de validade atraves da adicdo de diferentes aditivos, tais como,
antioxidantes, antimicrobianos, corantes e outros nutrientes (RHIM; PARK; HA, 2013).
Enquanto as embalagens ativas sdo designadas ao aumento da vida util dos alimentos, as
embalagens inteligentes sdo utilizadas para indicar e monitorar o frescor do alimento

embalado (DAINELLI et al., 2008), conforme apresentado na Figura 4.

Figura 4 — Func0es basicas das embalagens e interfaces de atuacdo das embalagens ativas e
inteligentes

Proteger

Conter Conveniéncia

Fonte: BRIZIO (2014) adaptado de YAM et al. (2005)

Visto que cada alimento tem seu proprio mecanismo de degradacdo, que varia em
funcdo da sua composicdo e processamento, diversos mecanismos de embalagens ativas
podem ser utilizados (BRAGA; PERES, 2010). Entre estes estdo os absorvedores de umidade,
atmosfera modificada, filmes com permeabilidade sensiveis a temperatura, embalagens
antimicrobianas, emissores de gas carbbnico, captadores de oxigénio, embalagens
antioxidantes, entre outros (REALINI; MARCOS, 2014). A natureza dos agentes ativos que
podem ser utilizados € muito ampla (acidos organicos, enzimas, fungicidas, bactericidas,
extratos naturais, entre outros) bem como a natureza dos materiais nos quais estes podem ser
inclusos, como papéis, plasticos, metais ou suas combinagdes (DAINELLI et al., 2008).

Os extratos a base de plantas constituem uma boa alternativa para substituir os
conservantes quimicos e sua utilizacdo em alimentos atende as expectativas dos consumidores
por produtos naturais, proporcionando beneficios para o alimento e para o consumidor
(BURT, 2004). Os oleos essenciais (OEs) de plantas sdo agentes naturais interessantes a
serem incorporados em materiais de embalagem, pois possuem efeito antimicrobiano e

antioxidante devido a presenca de compostos fenolicos (OJAGH et al., 2010). O uso de
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compostos fendlicos em embalagens tem sido incentivado devido a sua capacidade de evitar a
deterioracdo oxidativa e microbiana dos alimentos. Os compostos fendlicos estdo entre 0s
compostos bioativos mais potentes e abundantes, os quais podem ser obtidos de plantas e
residuos agroindustriais (ARCAN; YEMENICIOGLU, 2011; DAMODARAN, 1996).
Diversos trabalhos em que se utilizaram compostos ativos em embalagens sao
encontrados na literatura. Na Tabela 1 podem ser visualizados alguns exemplos do emprego

de compostos naturais em embalagens de macromoléculas naturais para aplicacdo em

alimentos.

Tabela 1 — Filmes de macromoléculas naturais adicionados de compostos bioativos

Matriz

Composto ativo

Fonte

Proteina de soja

Gelatina de pescado

Gelatina e metilcelulose

Amaranto, quitosana e

amido

Alginato

Quitosana

Carragena

Polissacarideo de soja

Amido de trigo e quitosana

Amido de milho

Oléos essenciais de canela
e gengibre

Extrato de canela, cravo e
anis estrelado

Oleo essencial de orégano
e tomilho e extrato de
frutas citricas

Oleo essencial de orégano,
canela e erva cidreira

Oleo essencial de orégano

Oleo essencial de Zataria
multiflora Boiss e extrato
de semente de uva

Oleo essencial de seriguela

(Satureja hortensis)

Oleos essenciais de
Zataria multiflora BOiss e
Mentha pulegium

Oleos essenciais de
manjericdo e tomilho,
4cido citrico e a-tocoferol

Oleos essenciais de
Zataria multiflora BOiss e
Mentha pulegium

Atarés et al. (2010)

Hoque, Benjakul e
Prodpran (2011)

Iturriaga, Olabarrieta e
Martinez-de-Marafion
(2012)

Avila-Rosa et al. (2012)

Benavides, Villalobos-
Carvajal e Reyes (2012)

Moradi et al. (2012)

Shojaee-Aliabadi et al.

(2013)

Salarbashi et al. (2013)

Bonilla et al. (2013)

Ghasemlou et al. (2013)
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Tabela 1 — Filmes de macromoléculas naturais adicionados de compostos bioativos
(continuagéo)

Tongnuanchan, Benjakul e

Gelatina de pescado Oleos essenciais de raizes Prodpran (2013)

Oleos essenciais de canela e

Amido de mandioca Souza et al. (2013)
cravo
Gelatina Extrato etandlico de propolis Bodini et al. (2013)
Proteina de triticale Oleo essencial de orégano Aguirre, Borneo e Leon
(2013)
Gluten de trigo Cinamaldeido Balanguer et al. (2013)

Extrato de cha verde, extrato

de semente de uva, extrato de

gengibre, extrato de folha de
Ginkgo

Gelatina de pescado Lietal. (2014)

Extrato de erva mate e polpa

Amido de mandioca
de manga

Reis et al. (2014)

Gelatina suina Extrato etandlico de cdrcuma Bitencourt et al. (2014)

Oleo essencial de limao,

uitosana ;
Q tomilho e canela

Peng e Li (2014)

Mucilagem das sementes de

Oleo essencial de orégano Jouki et al. (2014)
marmelo

3.3.1 Oleos essenciais

Oleos essenciais sd0 compostos naturais complexos e aromaticos obtidos de
diferentes partes das plantas, como flores, folhas, sementes, cascas, frutos e raizes (BURT,
2004). Na natureza, os 6leos essenciais sdo metabolitos secundarios das plantas possuindo um
importante papel na sua protegdo como antibacterianos, antifungicos, inseticidas e antivirais.
Além disso, também possuem a funcgéo de atrair alguns insetos para favorecer a dispersao de
polen e sementes, ou repelir insetos indesejaveis. Com relacdo a composicdo dos 6leos
essenciais, estes constituem misturas que possuem de 20 a 60 componentes em diferentes
concentragdes, sendo que dois ou trés estdo em concentraces razoavelmente maiores (20-
70%) (BAKKALI et al., 2008).
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A extracdo dos 6leos essenciais pode ser realizada por diferentes processos, 0s
quais dependem da natureza do Oleo a ser extraido. Os principais métodos de extracdo
utilizados na industria séo destilacdo por arraste de vapor, enfleurage, maceracao, prensagem,
extracao por solventes e extracdo com didxido de carbono supercritico (DOURADO, 2012).

Os 0leos essenciais possuem grande variedade de efeitos bioldgicos, incluindo
propriedades antioxidantes e antimicrobianas, devido a presenca de compostos fendlicos
como carvacrol, eugenol, linalol e timol e sdo considerados seguros sendo compostos GRAS
(Generally Recognized As Safe) de acordo com a FDA (Food and Drug Administration)
(AHMED et al., 2012).

Os lipidios estdo sujeitos a uma série de reacGes deteriorativas, como a oxidagao.
Esta é responsavel pelo desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis, tornando os
alimentos improprios para o consumo. Os compostos fenolicos atuam na reducdo ou inibicao
dos processos oxidativos ndo s6 nos lipidios, mas em outras moléculas como proteinas, DNA,
entre outras (SOARES, 2002). Oliveira et al. (2007) relataram que os compostos fenoélicos
também possuem efeito inibidor em sistemas enzimaticos, tal como a peroxidase, que € uma
enzima presente em diferentes seres vivos com a funcdo de proteger as células de possiveis
danos e sua atividade se manifesta, principalmente, em situacdes de desequilibrios fisico-
quimicos do sistema. Nos alimentos, a acdo desta enzima resulta em perdas no aroma, cor e
nutrientes. Por isso, varios pesquisadores tém trabalhado na separacdo, identificacéo,
quantificacdo e utilizacdo dos compostos fendlicos em alimentos.

O orégano (Origanum vulgare) apresenta diversos beneficios terapéuticos, como
por exemplo antisséptico, e tem sido utilizado para diferentes aplicacdes por todo o mundo. O
6leo essencial de orégano tem sido utilizado como agente aromatizante em alimentos,
perfumes, em produtos como fungicidas e para aplicagdes farmacéuticas e veterinarias
(ASENSIO; GROSSO; JULIANI, 2015b).

Nos ultimos anos varios estudos realizados tém demonstrado a eficacia do 6leo
essencial de orégano contra diferentes bactérias, tais como, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria innocua, Enterococcus faecium, entre
outras (BOUHDID et al., 2008; FALCO et al., 2013). Devido aos diferentes grupos de
compostos quimicos presentes nos Oleos essenciais, sua atividade antimicrobiana
provavelmente ndo seja atribuida a um mecanismo especifico, mas a varios alvos nas células,
como alteragfes na membrana citoplasmatica, perturbagdes sobre a forca préton motriz, no

fluxo de elétrons, no transporte ativo e coagulacdo do conteddo da célula. Nem todos esses
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mecanismos atingem alvos separados, sendo que alguns podem ocorrer em consequéncia de
outro mecanismo (BURT, 2004).

O oleo essencial de orégano também tem sido amplamente utilizado como
antioxidante em alimentos como queijo cottage (ASENSIO; GROSSO; JULIANI, 2015a),
amendoins salgados (OLMEDO et al., 2008, 2009), azeite de oliva (ASENSIO et al., 2011,
2012) e carne de peru (BOTSOGLOU et al.,, 2003). Os Oleos essenciais atuam como
antioxidantes por meio de dois mecanismos: o primeiro envolve a inibicdo da formacédo de
radicais livres que possibilitam a etapa de iniciacdo; o segundo constitui a eliminacdo de
radicais importantes na etapa de propagacao, como alcoxila e peroxila, através da doacao de
atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia (SOARES, 2002).

3.3.2 Pimenta rosa

A Schinus terebenthifolius Raddi, popularmente conhecida como aroeira-
vermelha ou pimenta rosa, € uma arvore de folhas perenes pertencente a familia
Anacardiaceae, originaria da América do Sul, especialmente do Brasil, Paraguai e Argentina.
Os frutos sdo do tipo drupa e tém coloracdo verde no inicio e depois tornam-se vermelhos
(Figura 5) com a casca em uma espécie de concha envolvendo a semente (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ; PRADO, 2005).

Figura 5 — Schinus terebinthifolius Raddi (frutos maduros de pimenta rosa)

A pimenta rosa tem sido pouco explorada no Brasil. As partes utilizadas que

apresentam propriedades medicinais sdo a casca, folhas e frutos. Como medicamento é


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614001198#b0125
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814614001198#b0015
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utilizada devido a sua acéo adstringente, antidiarréica, antiinflamatéria, depurativa, diurética e
febrifuga, e devido a sua composicao é usada no tratamento de distdrbios respiratérios. Além
disso, também possui propriedades fitoquimicas e alimenticias, sendo empregada como
condimento em molhos, bebidas e xaropes, e na industria de cosméticos e perfumaria
(DOURADO, 2012; GUERRA et al., 2000).

A atividade antimicrobiana e antioxidante da pimenta rosa se deve provavelmente
a presenca de substancias fenolicas, flavonoides, taninos e Oleos essenciais, que sdo
metabolitos secundarios com grande aplicagdo em diferentes segmentos da industria
(LAWRENCE, 1984; QUEIRES; RODRIGUES 1998). Estas substancias ativas podem ser
extraidas de diferentes formas, as quais incluem sistemas aquosos, aceto etilicos e alcoolicos,
sob diferentes condicdes de interagdes com as estruturas vegetais, visando obter um extrato
com todos os compostos de interesse e livre de interferentes como carboidratos e lipidios
(BERTOLDI, 2006; SOUZA et al., 2009).

A atividade antimicrobiana da pimenta rosa ja foi comprovada contra bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e bactérias Gram-negativas
(Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), bem como na levedura Candida albicans
(DOURADO, 2012). Bertoldi (2006) comprovou a atividade antioxidante da pimenta rosa ao
estudar a fracdo fendlica, a oleorresina e o 6leo essencial. Bendaoud et al. (2010) verificaram
que os Oleos essenciais de Schinus terebinthifolius Raddi e Schinus molle L. possuem
atividade antioxidante a anticancer. Bernardes (2014) ao estudar o extrato metanolico de

pimenta rosa também constatou que esta possui atividade antioxidante.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Para a extracdo do amido foi utilizada a quirera de arroz fornecida pela empresa
Arrozeira Pelotas localizada em Pelotas (RS). As proteinas de pescado foram obtidas da
corvina (Micropogonias furnieri) adquirida no comércio da cidade de Rio Grande (RS).

Os reagentes utilizados nos métodos analiticos foram todos de qualidade padréo
(PA). O 6leo essencial de orégano utilizado foi da marca Quinari com indice de refracdo de
1,3521 e a pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) foi cedida pelo Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da FURG.

O trabalho experimental da dissertacdo foi desenvolvido no Laboratorio de
Tecnologia de Alimentos e na Planta de Processamento de Pescados da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG).

4.2 Métodos

4.2.1 Caracterizagdo das matérias-primas

A quirera de arroz e o musculo da corvina foram caracterizados quanto aos
conteudos de umidade, proteinas, cinzas e lipidios de acordo com os métodos oficiais da
AOAC (1995).

4.2.2 Extracdo do amido

O amido da quirera de arroz foi extraido segundo o método descrito por Wang e
Wang (2004), através de uma extragéo alcalina. A quirera de arroz foi triturada em moinho de
facas (TECNAL, TE-633, Brasil), deixada em repouso por 18 h imersa em solugdo de NaOH
0,1 % (1:2 m/v) e apbs, homogeneizada em blender (METVISA, 1322, Brasil) por 2 min.
Entdo, sua granulometria foi padronizada em peneira de 63 pm (Mesh 250) e o filtrado foi
centrifugado a 1400 x g por 10 min. O precipitado foi ressuspenso em igual volume de
solugéo de NaOH 0,1 % e novamente centrifugado com duas repeticdes desta operagdo. O
precipitado foi lavado com agua destilada e novamente centrifugado. O amido precipitado foi

ressuspenso em agua destilada, sendo a solugédo neutralizada a pH 6,5 com solugéo de HCI 0,1
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mol/L™ e centrifugado. Apés, o amido foi lavado com agua destilada e centrifugado, com
duas repeticdes desta operacdo. O amido foi seco a 40 °C em estufa com circulagdo forgada
de ar (QUIMIS, 314D, Brasil) durante aproximadamente 6 h. Ap0s secagem e moagem a
granulometria inferior a 0,15 mm (Mesh 100), foi armazenado em embalagem de vidro e

acondicionado sob congelamento a -18 °C até posterior utilizacéo.
4.2.2.1 Determinacao do teor de amilose do amido

O teor de amilose do amido foi determinado por método colorimétrico, conforme
descrito por Martinez e Cuevas (1989) adaptado. Uma amostra de 100 mg foi transferida para
baldo volumétrico de 100 mL, acrescentando-se 1 mL de alcool etilico 95 % e 9 mL de
solucdo de NaOH 1 mol/L™, completando-se o volume com &gua destilada e sendo deixada
em repouso por aproximadamente 20 h. De cada amostra foi retirada uma aliquota de 5 mL
que foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL, em que previamente foi adicionado 1
mL de &cido acético 1 mol/L™ e 2 mL de solucéo de iodo 2 % (m/v) preparada trés horas antes
da analise, completando-se entdo o volume de cada baldo volumétrico com agua destilada.
Para a quantificacdo, foi construida uma curva padrdo utilizando amilose pura (Sigma-
Aldrich) na faixa de 0,005 a 0,03 mg.mL™ submetida ao mesmo procedimento utilizado nas
amostras do amido extraido. A leitura de absorbéancia foi realizada 30 min apds a adi¢do de

iodo a 620 nm.

4.2.3 Obtencao das proteinas de pescado

Para obtencdo das proteinas foram utilizados o musculo e o residuo da filetagem
de corvina (Micropogonias furnieri). O residuo foi passado em uma despolpadeira mecéanica
(HIGH TECH, HT/2500, Brasil) para separacdo dos 0ssos e escamas da carne mecanicamente
separada. A obtengdo das proteinas foi semelhante ao realizado por Freitas et al. (2011),
diferindo apenas no pH de solubilizagéo (pH 11,0). O processo de variagéo de pH foi utilizado
para solubilizar e isolar as proteinas do musculo e da carne mecanicamente separada de
pescado.

A matéria-prima foi homogeneizada com agua destilada na proporcdo 1:9 (m:v) e
triturada em blender por 1 min. A solubilizagdo das proteinas foi realizada com NaOH 1
mol/L™ a 4 °C com temperatura controlada através de banho ultratermostatico (QUIMIS,

0214M2, Brasil) durante 20 min sob agitacdo constante com agitador eixo-hélice (IKA,
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RW20DZM.n, Alemanha). As proteinas solubilizadas foram centrifugadas a 9000 x g por 20
min para separa-las dos lipidios (fase superior) e das proteinas insoltveis (fase inferior). As
proteinas soluveis (fase intermediaria) foram precipitadas ao atingir o ponto isoelétrico (pH
5,5), com adicdo de solucdes diluidas de HCI 1 mol/L™ e NaOH 1 mol/L™. A seguir, foi
realizada uma segunda centrifugacdo a 9000 x g por 20 min e o sobrenadante foi descartado.
O precipitado foi submetido a secagem a 40 °C em estufa com circulacdo forgcada de ar por
aproximadamente 6 h. Apds seco, foi triturado em moinho de facas, peneirado (Mesh 42),
armazenado em embalagem de vidro e acondicionado sob congelamento a -18 °C para
posterior uso. Apds a obtencdo das proteinas realizou-se as determinagfes de umidade,
proteinas, cinzas e lipidios de acordo com os métodos oficiais da AOAC (1995).

4.2.4 Extracdo dos compostos fenolicos de pimenta rosa

Os compostos fendlicos da pimenta rosa foram extraidos e quantificados de
acordo com Furlong et al. (2003). A amostra (5 g) foi colocada em metanol (40 mL) sob
agitacdo horizontal (200 rpm) durante 2 h a 25 °C, sendo posteriormente interrompida por 15
min, e reiniciada a agitacdo (1 h) depois de acrescentado 10 mL de metanol. O extrato foi
filtrado e lavado trés vezes com 10 mL de hexano, sendo retirada a fase aquosa (de baixo).
Em seguida, foi clarificado com hidréxido de bério 0,1 mol/L™ e sulfato de zinco 5 % e apds
20 min de repouso, foi filtrado e o volume aferido a 100 mL com metanol. Para aplicacdo dos
compostos fenolicos nas blendas, ap6s a lavagem com hexano, o metanol foi evaporado em
rotaevaporador (QUIMIS, 344.2, Brasil), os compostos fendlicos foram ressuspendidos em 10
mL de agua destilada utilizando banho ultrassénico (UNIQUE, USC 800, Brasil) e em
seguida foi realizada a clarificacgéo.

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada empregando-se o método
espectrofotométrico utilizando reagente de Folin-Ciocalteau (FURLONG et al., 2003).
Aliquotas de 0,2 mL dos extratos fendlicos foram adicionadas a tubos de ensaio juntamente
com 0,8 mL de agua destilada. Em seguida, foram adicionados 4,5 mL da solucdo alcalina
(Na,CO3 4 %, CuSO,4 2 % e tartarato duplo de sodio e potéssio 4 % na propor¢do 100:1:1). Os
tubos permaneceram em repouso por 15 min em banho-maria a 40 °C. Posteriormente foram
adicionados 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (diluido 1:2 em agua destilada), deixado
em repouso por 10 min, e medida a absorbancia em comprimento de onda de 750 nm em
espectrofotémetro (IONLAB, IL-592, Brasil). Para a quantificacdo, foi utilizada uma curva de

calibracéo de 4cido gélico em concentragdes de 0 a 150 pg.mL™.
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4.2.4.1 Perfil de compostos fendlicos do extrato de pimenta rosa

A identificacdo dos compostos fendlicos do extrato foi realizada através da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando padrdes de referéncia da Sigma-
Aldrich. O extrato de pimenta rosa (5 mL) foi seco sob atmosfera de nitrogénio e
ressuspendido na fase mdvel (1 mL) composta por 20 % de metanol e 80 % de agua
acidificada (acido acético 1%). Esta mistura foi injetada em cromatografo liquido
(SHIMADZU, CLASS-M10A, Japdo) acoplado com detector UV, utilizando coluna Supelco
C18 (4,6 x 250 mm) com tamanho de particula de 5 um. A vazdo da fase mével foi de 0,7
mL.min™ a 35 °C, com tempo de corrida total de 25 min. Nos primeiros 15 min se utilizou
gradiente de deteccdo a 280 nm para detectar o acido galico, &cido protocateico, acido
clorogénico, &cido hidroxibenzdico, acido cafeico, &cido siringico e vanilina e 10 min com

gradiente de deteccdo a 350 nm para detectar o acido cumarico e acido ferulico.

4.2.4.2 Determinacdo da capacidade antioxidante do extrato fenolico de pimenta rosa e

do 6leo essencial de orégano

A avaliacdo da atividade antioxidante dos compostos fendlicos foi realizada pelos
métodos de capacidade de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) e
inibicdo da oxidacdo catalisada enzimaticamente.

O consumo do radical livre DPPH pelo extrato fendlico de pimenta rosa foi
monitorado conforme metodologia de Herrero et al. (2005), através da determinacdo do
decréscimo da unidade de absorbancia (UA) nas solucBes. Foram adicionados 3,0 mL da
solucdo metandlica de DPPH (5x10° mol/L™), 0,7 mL do extrato fenélico e 1,3 mL de
metanol aos tubos. Para o controle foram utilizados 2 mL de metanol em substituicdo ao
extrato fendlico. A mistura reativa permaneceu a temperatura ambiente, sem a incidéncia de
luz e a mudancga de cor violeta para amarela foi medida apds 30 min de reagdo. A capacidade
de sequestrar o radical livre foi expressa como percentual de inibicdo de oxidagéo do radical,

e calculado conforme a Equacéo 1.

UAcontroIe— UAamostra

100 1
UAcontroIe ( )

% Inibicéo =
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Onde UAcontrole corresponde as unidades de absorbancia do controle, UAamostra
corresponde as unidades de absorbancia da amostra.

A inibicdo da oxidacdo catalisada enzimaticamente foi determinada de acordo
com Oliveira et al. (2007). A batata rosa (Solanum tuberosum) foi empregada como fonte da
peroxidase. O extrato enzimatico foi obtido de 2 g de polpa de batata homogeneizada com
100 mL de solugéo tampéo fosfato pH 7,0 (20 mmol/L™) sob agitacdo em blender por 3 min.
O homogeneizado foi centrifugado a 3220 x g e 4 °C, por 10 min, e filtrado. O extrato bruto
(sobrenadante) foi mantido a aproximadamente 4 °C, para posterior utilizacdo. A reacéao
enzimatica foi realizada em temperatura ambiente em pH 7,0 utilizando-se guaiacol 1 % como
substrato em presenca de H,O, 0,08 %. O extrato fendlico (0,5 mL) foi adicionado como
inibidor da reacdo. Foram adicionados 1,5 mL de tampdo fosfato pH 7,0, 1 mL de agua
destilada, 1 mL de H,O, 0,08 %, 0,5 mL de guaiacol 1 % e 1 mL de extrato enzimatico de
peroxidase. Os tubos foram agitados e ap6s 15 min a absorbancia foi medida a 470 nm em
espectrofotdmetro (IONLAB 1L-592, Brasil). A atividade antioxidante foi expressa como
percentual de inibicdo da reacdo de escurecimento, em relacdo ao controle.

A atividade antioxidante do Oleo essencial de orégano foi determinada pelos
mesmos métodos utilizados para o extrato fendlico de pimenta rosa. Para realizacdo das

analises foi preparada uma diluicdo de 2000 pg.mL™ do 6leo essencial em alcool metilico.

4.2.5 Preparo das blendas poliméricas

Os testes preliminares utilizando as proteinas do musculo e do residuo de corvina
juntamente com o amido foram realizados na proporcéo de 50/50 e com uma concentracao
total de sélidos de 3 %. Posteriormente foram realizados outros testes utilizando as proteinas
do madsculo com amido na propor¢do de 50/50 nas concentracfes de 3 e 4 %. Com base nos
resultados dos testes preliminares foi utilizada somente a proteina de musculo de pescado
juntamente com o amido para o desenvolvimento do trabalho e a concentracéo utilizada foi de
3 % de solidos.

As blendas foram elaboradas pela técnica de casting semelhante ao realizado por
Zavareze et al. (2013). O amido e proteina foram homogeneizados em agua destilada
utilizando agitador mecénico (FISATOM, 712, Brasil) e o pH da solucdo foi ajustado para
11,0 utilizando NaOH 1 mol/L™. Entdo, o glicerol foi adicionado como plastificante na
concentracdo de 25 % em relagdo a massa total de sélidos. A solucdo foi levada a 80 °C
utilizando um banho termostatico (BROOKFIELD, TC-102, Estados Unidos) acoplado a um
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reator encamisado de vidro. Esta temperatura foi mantida por 20 min sob agitacdo para a
formacgdo da solucdo filmogénica. Apds o resfriamento a 35 °C foi adicionado o 6leo
essencial de orégano ou extrato fendlico de pimenta rosa, sendo entdo, homogeneizados por
mais 10 min.

Dois planejamentos experimentais 22 do tipo Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) com trés repeticbes no ponto central foram elaborados, sendo um
empregando o 6leo essencial de orégano (OEQ) e o outro o extrato fendlico de pimenta rosa
(EFP). Em ambos os planejamentos foi variada a proporcéo de amido/proteina. Com base nos
resultados obtidos na caracterizagdo das blendas, um ensaio de cada planejamento foi
selecionado para a determinacgdo da capacidade antioxidante, além das andlises estruturais. As
proporcOes de amido/proteina utilizadas, bem como as concentracfes de OEO e EFP podem

ser visualizadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores utilizados no planejamento experimental 22 para produgéo das blendas

Variaveis Proporcédo amido/proteina OEO ou EFP (g.100 g™ de
codificadas (%) amido/proteina)*
-1,41 14,75/85,25 3,18
-1 25/75 4
0 50/50 6
1 75/25 8
141 85,25/14,75 8,82

*OEO: Oleo essencial de orégano; EFP: Extrato fendlico de pimenta rosa

As solucdes filmogénicas foram colocadas em placas de Petri (9 cm de didmetro)
e submetidas a secagem em estufa com circulacdo de ar (BIOPAR, S150BA) a 40 °C por
aproximadamente 12 h. A espessura dos filmes foi padronizada com base na gramatura da
solucéo filmogénica colocada nas placas de Petri. Apds a secagem os filmes permaneceram
24 h em dessecadores mantidos a 25 °C e umidade relativa (UR) de 50 %, para andlises

posteriores. Para controle da UR foi utilizada solucéo saturada de cloreto de célcio.
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4.2.6 Caracterizacdo das blendas
4.2.6.1 Espessura

A espessura (mm) dos filmes foi determinada utilizando um micrémetro digital
(INSIZE 1P54, Brasil) em dez pontos diferentes, sendo um no centro e os demais na periferia
da blenda.

4.2.6.2 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes foi realizada segundo método proposto por
Gontard et al. (1994), com algumas modificagdes. As blendas foram cortadas em discos de 2
cm de didametro e levados a estufa (DELEO, A15E, Brasil) a 105 °C para determinacdo da
matéria seca inicial. Apds, estas foram imersas em 50 mL de &gua destilada e mantidas sob
agitacdo lenta a 25 °C por 24 h. Passado esse periodo as amostras foram removidas e secas a
105 °C para determinagdo da matéria seca que ndo dissolveu. Para o célculo dos valores de

solubilidade S (%) foi utilizada a Equacao 2.

mi — ms
Mmi

S= 100 (2)

Onde m; corresponde a massa seca inicial (g) e m¢ corresponde a massa seca final

(9).

4.2.6.3 Permeabilidade ao vapor d’agua

A permeabilidade ao vapor d’agua (PVA) dos filmes foi determinada
gravimetricamente segundo o método E96-00 da ASTM (ASTM, 2000), que consiste na
pesagem de uma cépsula hermeticamente fechada, contendo o filme na superficie e a
substancia dessecante (cloreto de calcio) no interior. A capsula foi colocada em ambiente com
umidade controlada, utilizando solucéo de cloreto de sddio para manter o ambiente externo a
75 % de umidade relativa. A célula de permeacdo contendo o filme foi pesada a cada 1 h por
8 h. Para o célculo dos valores foi utilizada a Equacdo 3, em que M é o ganho de massa do
CaCl, (g); E é a espessura do filme (mm); A é a area de permeacéo (m?), t é o tempo (h) e AP

é o diferencial de pressao de vapor (kPa).
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M.E
PVA (g.mm/m?.h.kPa) = ——— 3
© ) A.LAP )
4.2.6.4 Propriedades oticas

A cor e a opacidade das blendas foram determinadas utilizando colorimetro
(MINOLTA, CR 400, Japdo), através do sistema CIEL*a*b. Os parametros analisados neste
sistema de cores sdo: L (luminosidade), a* (verde e vermelho) e b* (azul e amarelo). A cor
das blendas foi expressa como diferenga total de cor (AE*), o qual ¢ calculado conforme
Equacdo 4. Os valores de L*, a* e b* s&o os valores dos parametros de cor padrdo (L = 97,39,
a*=0,14,b*=1,94) e L, ae b sdo os valores dos parametros de cor da amostra.

AE = J(L*-L)? + (a*—a)? + (b *—h)? (4)

Para determinacéo da opacidade foi calculada a relacdo entre a opacidade do filme

sobreposto ao padréo preto (Ypreto) e ao padrdo branco (Ybranco), segundo a Equacéo 5.

Ypreto

branco

Opacidade (%) = .100 (5)

4.2.6.5 Propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas das blendas foram determinadas em texturdmetro
(Stable Micro Systems, TA.XTplus, Reino Unido), empregando-se metodologia ASTM D882-
02 (ASTM, 2002). As propriedades de tracdo determinadas foram: resisténcia a tracdo (MPa)
e elongacdo (%). As medidas foram conduzidas em temperatura ambiente (25 °C). A
separacdo inicial e a velocidade do probe foram de 50 mm e 1 mm/s, respectivamente. As
amostras foram cortadas em tiras de 85 mm de comprimento e 25 mm de largura. Para
determinacdo dos valores de resisténcia a tracdo (MPa) foi utilizada a Equacéo 6, em que F é

a forca no momento da ruptura da blenda (N) e A a area da secc¢éo transversal do filme (m?).

RT (MPa) :% (6)
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A porcentagem de elongamento (E) foi determinada pela Equacdo 7, em que d¢
(mm) corresponde a distancia final de alongamento da blenda, e d; (mm) € a distancia inicial

entre as garras (50 mm).

E (%) =% 100 (7)

4.2.6.6 Determinacao da capacidade antioxidante das blendas

A determinacédo da atividade antioxidante das blendas foi realizada pelo método
do DPPH de acordo com Maniglia (2012). A amostra foi preparada utilizando 100 mg da
blenda e adicionados 2 mL de metanol. Essa mistura foi mantida sob agitacdo horizontal (100
rpm) durante 3 h a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apos, uma aliquota de 500 pL do
sobrenadante foi retirada e foram adicionados também 2 mL de solucdo de DPPH 0,06
mmol/L™ previamente preparada. A mistura foi mantida a temperatura ambiente no escuro por
30 min sendo entdo lida a absorbancia a 517 nm em espectrofotdbmetro. Como solucéo
controle foram utilizados 500 uL. de metanol ¢ 2 mL de solugdo de DPPH. A porcentagem de
inibicdo foi calculada utilizando a Equacdo 1 ja apresentada anteriormente.

A atividade antioxidante das blendas também foi avaliada pelo método da inibicao
da oxidacdo catalisada enzimaticamente conforme metodologia descrita anteriormente. A
amostra foi preparada da mesma forma realizada para o0 método do DPPH e foi utilizado 0,5

mL da mistura como inibidor da reacgéo.
4.2.6.7 Morfologia

A microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes foi realizada no Centro
de Microscopia Eletronica da Zona Sul (CEME-SUL) da Universidade Federal do Rio
Grande. As amostras foram analisadas para determinar as caracteristicas de superficie usando
um microscépio eletrdnico de varredura (JSM 6060, JEOL, Japdo) operando a 10 kV. As
amostras foram colocadas sobre stubs de aluminio e revestidas de camada de ouro antes de

obter as imagens. As fotografias foram tiradas com 1000x de ampliagéo.
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4.2.6.8 Grupos funcionais por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

Os filmes foram submetidos a determinacdo por espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR) na regido de 4000-400 cm™ com 45 varreduras. Foi
utilizada a técnica de Reflectancia Total Atenuada Horizontal (ATR-H) empregando
equipamento espectrofotométrico (PRESTIGE 210045, SHIMADZU, Japao). Esta analise foi
realizada no Laboratdrio de Sintese e Catalise Inorganica da Universidade Federal do Rio

Grande.
4.2.6.9 Cristalinidade por difracdo de raios X (DRX)

A anélise de difracdo de raios X (DRX) foi realizada no Centro de Microscopia
Eletronica da Zona Sul (CEME-SUL) da Universidade Federal do Rio Grande. Utilizou-se um
difratbmetro (BRUKER, D8 Advance, Estados Unidos) com radiacéo de cobre, operando a 40
kV e 40 mA. As medidas foram obtidas com comprimento de onda (1) de 1,5418A,

incremento de 0,0025 e com intervalos de medida em 20O de 5 a 40°.
4.2.6.10 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica dos filmes foi realizada no Laboratério de
Engenharia Bioquimica (LEB) da Universidade Federal do Rio Grande. Utilizou-se
termobalanga de um medidor termoanalitico (SHIMADZU, modelo DTG-60, Japdo) em
atmosfera estatica de ar com vazao constante de 20 mL.min™. A velocidade de varredura foi
de 10 °C.min™* e a faixa de temperatura percorrida foi de 23 até 550 °C utilizando um porta-

amostra de aluminio.
4.3 Tratamento dos dados

Para avaliacédo dos filmes foi aplicada metodologia de superficie de resposta com
objetivo de estudar os efeitos simultdneos das varidveis independentes sobre as respostas.
Também foi utilizado o Teste t-Student ao nivel de 5 % de significancia para comparar as

médias obtidas nos testes preliminares.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao quimica das matérias-primas utilizadas

Na Tabela 3 estd apresentada a composicdo proximal das matérias-primas

utilizadas.
Tabela 3 — Composicao proximal das matérias-primas utilizadas
o ) _ Proteinas Lipidios Cinzas
Materia-prima Umidade (%)*
(% b.s)* (% b.s)* (% b.s)*
Musculo de Pescado 80,8 £0,15 83,9+0,19 5,0 £ 0,06 45+0,15
Proteinas extraidas 9,2 +£0,09 96,7 £ 0,70 0,7 £0,02 1,3+0,08
Quirera de arroz 11,7 £ 0,15 8,4£0,03 0,5+£0,02 0,7 £0,06

*Meédia de 3 repeticdes + desvio padréo; b.s: base seca

Embora a composicdo do pescado varie conforme os tecidos, sexo, idade e estacdo
do ano (YEANNES; ALMANDOQOS, 2003), os valores obtidos na composicdo proximal do
musculo de corvina sdo semelhantes aos de Fontana et al. (2009). Estes autores obtiveram e
avaliaram concentrados proteicos de corvina processados por extracdo quimica e ao
caracterizar a matéria-prima encontraram teores de 87,1 %, 5,0 % e 5,7 % de proteinas, cinzas
e lipidios, respectivamente.

O rendimento da extracdo de proteinas foi de aproximadamente 10,7 % e apds
este processo houve aumento no teor de proteinas (96,7 %) e a diminuicdo dos teores de
lipidios (0,7 %) e cinzas (1,3 %). O reduzido contetdo lipidico ocorre devido a maior parte
dos lipidios ser separada junto com a fracéo insoltvel durante o processo de concentracdo de
proteinas. Ao realizar o processo alcalino de isolamento das proteinas do musculo de corvina
Fontana et al. (2009) observaram comportamento semelhante.

Ao determinar a composicdo proximal da farinha de arroz, Zavareze et al. (2009)
obtiveram 8,4 % de proteinas, igual ao presente trabalho e 0,7 % de lipidios e 0,9 % de cinzas,
valores superiores aos obtidos no presente trabalho. O rendimento de extracdo de amido da
quirera foi de 28,1 %, inferior ao obtido pelos autores citados anteriormente, e o teor de
amilose do amido extraido foi de 40,8 %. De acordo com Techawipharat, Suphantharika e
Bemiller (2008), amidos com quantidades de amilose superior a 25 % s&o considerados de

alta amilose. Li et al. (2011) relataram que amidos de alta amilose apresentaram melhores
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propriedades mecénicas em relacdo a resisténcia a tracdo. A maior resisténcia dos filmes
elaborados com amido de alta amilose se deve a habilidade das cadeias lineares da amilose em
formar pontes de hidrogénio em maior extensdo do que as cadeias de amilopectina. A
fragilidade dos filmes com elevado teor de amilopectina ocorre devido ao maior grau de

ramificacOes e 0 pequeno tamanho das cadeias ramificadas (KOCH et al., 2010).
5.2 Caracterizagdo da pimenta rosa
Na Figura 6 estd apresentado o cromatograma obtido na determinacdo dos

compostos fendlicos da pimenta rosa. No Apéndice 1 estdo apresentados os parametros de

calibracdo do método cromatografico utilizado para determinacdo dos acidos fenolicos.

Figura 6 — Cromatograma dos compostos fenélicos da pimenta rosa

Intensidade (mV)

———— ——— — 77—
0 5 10 15 20 25

Tempo (min)

Foi possivel identificar os seguintes compostos fendlicos presentes no extrato
fenolico de pimenta rosa: acido galico (5,0 min), &cido protocateico (6,7 min), acido
hidroxibenzoéico (9,4 min), acido siringico (12,2 min), acido cumarico (17,9 min), &cido
feralico (22,0 min) e vanilinico (13,8 min). N&o foram identificados os &cidos cafeico (10,9
min) e clorogénico (8,17 min). Dentre os compostos fendlicos identificados, somente o &cido
galico e o acido cumarico estiveram dentro dos limites de quantificacdo, sendo obtidos
concentragdes de 0,72 ug de &cido galico/g de pimenta rosa e 4,44 ug de &cido cumarico/g de
pimenta rosa.

A capacidade de sequestrar espécies reativas, como o radical hidroxila e o

oxigénio singleto que os acidos fendlicos possuem se deve ao anel aromatico e 0s
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substituintes ligados a sua estrutura. Os &cidos galico, hidroxibenzdico, protocateico, vanilico
e siringico possuem sete atomos de carbono, fazem parte do grupo dos &cidos
hidroxibenzoicos e sdo os acidos fendlicos mais simples encontrados na natureza. Os acidos
cafeico, ferulico e cumarico, os quais constituem o grupo dos acidos hidroxicinamicos
possuem nove atomos de carbono, sendo os mais comumente encontrados no reino vegetal
(BRAVO, 1998; MARINOVA,; YANISHLIEVA, 2003; SOARES, 2002).

A atividade antioxidante dos &cidos fenolicos aumenta com o aumento do grau de
hidroxilacdo, ao passo que a substituicdo dos grupos hidroxila por grupos metoxila reduz a
atividade. Os acidos hidroxicinamicos apresentam maior atividade antioxidante que os &cidos
hidroxibenzoicos possivelmente devido ao grupo CH=CH-COOH, que garante maior
habilidade de doar jons H" e estabilizar radicais que o grupo COOH (BALASUNDRAM:;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

A oxidacdo nos sistemas biologicos ocorre devido a acdo dos radicais livres.
Antioxidantes fenolicos funcionam como sequestradores de radicais e algumas vezes como
quelantes de metais e possuem acdo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacao do
processo oxidativo (SHAHIDI et al., 1992). Na industria de alimentos, a oxidacédo lipidica é
inibida por sequestradores de radicais livres. Entre os compostos mais utilizados estdo: butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), tércio-butil-hidroxiquinona (TBHQ), tri-
hidroxi-butilfenona (THBP) e propil galato (PG), porém existe a possibilidade destes
antioxidantes apresentarem algum efeito toxico (WURTZEN, 1990).

De acordo com Dziedzic e Hudson (1984) os &cidos protocatequinico, cafeico,
ferdlico, galico e sindpico possuem uma boa atividade antioxidante em sistemas lipidicos.
Além disso, segundo Von Gadow et al. (1997), alguns deles como o cafeico e o
protocatequinico apresentaram atividade antioxidante maior que o a-tocoferol e o0 BHT. A
presenca destes acidos fendlicos no extrato de pimenta rosa obtido indica que este possui forte

potencial de atividade antioxidante para aplicacdo pela industria de alimentos.

5.2.1 Atividade antioxidante do 6leo essencial de orégano (OEO) e extrato fendlico de
pimenta rosa (EFP)

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antioxidante do OEO e do EFP
pelos métodos de DPPH e inibicdo da oxidacdo catalisada enzimaticamente estdo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Atividade antioxidante do 6leo essencial de orégano e do extrato fenolico de
pimenta rosa pelos diferentes métodos utilizados

% Inibicéo
Método
OEO EFP
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 33,1 % 52,6 %
Inibicdo da oxidacéo catalisada enzimaticamente 63,7 % 66,9 %

O OEO e o EFP apresentaram maior % de inibicdo pelo método da inibicdo da
oxidagdo catalisada enzimaticamente. A atividade antioxidante dos Oleos essenciais e
compostos fendlicos esta relacionada com os componentes quimicos presentes e com sua
estabilidade. N&o existe um método Unico que avalie satisfatoriamente a atividade
antioxidante de uma amostra, pois depende da técnica de extracdo, tipo de amostra, dos
componentes quimicos presentes, além de pardmetros metodoldgicos, como tempo,
temperatura, fatores interferentes, entre outros (BERTOLDI, 2006).

Devido aos diferentes fatores que podem influenciar na atividade antioxidante de
um composto, € comum utilizarmos mais de uma técnica de avaliacdo da atividade
antioxidante. A técnica do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) se baseia na reducdo do radical
DPPH, sendo avaliada a capacidade do radical livre reagir com substancias doadoras de
hidrogénio (ALVES et al., 2010). Neste trabalho, 0 método da inibi¢éo da oxidag&o catalisada
enzimaticamente se mostrou mais adequado para avaliacdo da atividade antioxidante dos
compostos utilizados. Este método se baseia no efeito inibidor dos compostos fenolicos em
sistemas enzimaticos, particularmente da peroxidase. A inibicdo da peroxidase se deve aos
acidos carboxilicos aromaticos, compostos inibidores que tem acdo sobre os substratos,
apresentarem estrutura quimica similar aos substratos fenolicos, e portanto, competem na
ligacdo com a enzima (SANTOS, 2009).

Através dos dois métodos utilizados para determinar a atividade antioxidante, o
EFP apresentou maior % de inibicdo em relacdo ao OEO. Varios estudos ja comprovaram as
propriedades antioxidantes do OEO (ARANGO et al., 2012; ASENSIO; GROSSO; JULIANI,
2015; CHUN et al., 2005; MORAIS et al., 2009). No entanto, os resultados obtidos indicam
que o EFP também é um composto muito promissor para utilizacdo no desenvolvimento de
embalagens ativas para alimentos.

A concentracdo de compostos fendlicos no extrato foi de 12,03 mg de &cido
galico/g de pimenta rosa. Degaspari, Waszczynskyj e Prado (2004) encontraram 685 pg de
catequina/g de amostra para o extrato alcoolico de Schinus terebenthifolius Raddi. Quando
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comparado a outros materiais da literatura considerados funcionais pelo conteudo de fendis,
como bagaco de laranja (5,30 mg.g™"), berinjela (10,82 mg.g™) e erva-mate (10,50 mg.g™)
(FURLONG et al., 2003), farelo de arroz (0,52 mg.g ) e cebola (2,27 mg.g %) (SOUZA et al.,

2010) a pimenta rosa se mostrou promissora como fonte de compostos fendlicos.
5.3 Testes preliminares

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados dos testes preliminares das blendas
empregando o amido com as proteinas do musculo (FAM) e com as proteinas da carne

mecanicamente separada (FAR) de corvina na proporc¢ao 50/50.

Tabela 5 — Propriedades dos filmes obtidos nos testes preliminares utilizando diferentes
matérias-primas proteicas

Propriedades FAM* FAR?
Espessura (mm) 0,081° + 0,002 0,131% + 0,012
Resisténcia a tracdo (MPa) 8,08+ 0,11 2,31° + 0,34
Elongacéo (%) 53,1+ 1,20 14,4° + 1,01
Solubilidade (%) 26,2° + 1,67 36,0* + 0,29
Diferenca total de cor (AE*) 5,44° + 0,12 27,29° + 1,32
Opacidade (%) 9,7°+0,01 12,5*+0,15

'FAM: Filme de amido e proteina de misculo; 2FAR: Filme de amido e proteina da carne mecanicamente
separada

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p < 0,05)

Nos testes preliminares o filme FAM apresentou melhores caracteristicas. Em
relacdo as propriedades mecanicas, este apresentou maior resisténcia a tracdo (8,08 MPa) e
maior elongacdo (53,1 %). De acordo com Gontard et al. (1994) os filmes devem suportar o
estresse mecanico durante a aplicacdo, transporte e manuseio do produto para manter sua
integridade e suas propriedades de barreira. Desta forma, os filmes em geral devem apresentar
alta resisténcia a tracdo, enquanto a elongacéo vai depender da aplicagdo dos mesmos.

O filme FAM apresentou menor solubilidade em agua (26,2 %). Visto que uma
das funcbes das embalagens é proteger os alimentos, a solubilidade é uma propriedade
importante. Esta indica 0 comportamento que a embalagem vai apresentar quando estiver em
contato com a agua e em diversas aplicacdes se faz necessario que a embalagem seja insoluvel

para manter a integridade do produto.
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As caracteristicas de cor sdo de extrema importancia visto que quando aplicados
em alimentos sdo desejaveis filmes mais claros. O filme FAR apresentou valor de diferenga
total de cor (27,29) e opacidade (12,5 %) muito superiores ao outro filme. Atraves da Figura 7
pode-se perceber que os filmes elaborados foram visualmente diferentes. O filme FAM
apresentou estrutura mais homogénea, enquanto que o filme FAR foi mais amarelado e
também apresentou forte odor provavelmente devido a presenga de sangue e lipidios no

residuo de pescado.

Figura 7 — Filmes elaborados utilizando (a) proteinas do musculo com amido (FAM) e (b)
proteinas da carne mecanicamente separada com o amido (FAR)

Zavareze et al. (2013) ao elaborarem filmes de proteinas do masculo e residuo de
corvina obtiveram caracteristicas semelhantes. Estes autores observaram que ao utilizar as
proteinas do musculo de pescado os filmes foram menos solUveis, menos opacos e com menor
diferenga total de cor. Com relacdo as propriedades mecénicas, estes autores também
obtiveram filmes mais resistentes ao utilizar as proteinas do musculo. A maior elongagéao foi
ao empregar as proteinas de residuo, comportamento diferente do presente trabalho
possivelmente devido a utilizagdo de amido juntamente com as proteinas.

De acordo com Zavareze et al. (2013) o residuo de pescado possui cerca de 11,6
% de proteinas e 2,8 % de lipidios, enquanto que o muasculo possui em torno de 16,5 % de
proteinas e 0,5 % de lipidios. Da mesma forma que a matéria-prima, apds o processo de
extracdo das proteinas, maior concentragdo de lipidios e menor contedo proteico é obtido no
isolado de residuo, o que pode justificar a diferenca obtida nas propriedades dos filmes
elaborados. Devido as melhores caracteristicas dos filmes desenvolvidos com as proteinas do
musculo de pescado, estas foram utilizadas para o desenvolvimento do trabalho.
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A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos nos testes utilizando diferentes

concentragdes totais de solidos (3 e 4 %).

Tabela 6 — Propriedades dos filmes obtidos nos testes preliminares utilizando diferentes
concentracgdes totais de solidos

_ Concentracdo Total de Solidos
Propriedades

3% 4%
Espessura (mm) 0,081° + 0,002 0,095% + 0,047
Resisténcia a tracdo (MPa) 8,08% +£0,11 7,66% + 0,44
Elongacio (%) 53,1% + 3,81 23,2° +1,20
Solubilidade (%) 26,2 + 1,47 22,6%+ 1,50
Diferenga total de cor (AE*) 5,44b +0,12 6,702 £ 0,04
Opacidade (%) 9,7+ 0,01 9,8+ 0,15

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p < 0,05)

Ao se utilizar maior concentracao de sélidos se obteve maior espessura (Tabela 6),
mesmo controlando a quantidade de solucdo filmogénica colocada nas placas de Petri. De
acordo com Garcia et al. (2009) a espessura depende da composicdo e dos parametros de
processo utilizados. Uma maior concentracdo de amido/proteina aumenta a quantidade de
solidos na matriz polimérica formada ap6s a secagem da solucdo filmogénica, o0 que aumenta
a espessura dos filmes.

Em geral, ao aumentar a quantidade de s6lidos também se aumenta a resisténcia a
tracdo, o que ndo foi observado, pois os valores obtidos foram semelhantes para as duas
concentragdes utilizadas. J& a elongacdo esta inversamente relacionada com a espessura e foi
superior ao utilizar 3 % de s6lidos. Com relacéo a solubilidade, esta foi superior ao empregar
3 % de amido/proteina. Segundo Turhan e Sahbaz (2004) a solubilidade de um material
hidrofilico esta relacionada com a difusdo e penetracdo da agua e consequentemente o
inchamento e relaxamento do polimero, entdo menores taxas de dissolugdo do material de
estudo indicam uma maior coesdo da matriz. A opacidade dos filmes foi semelhante, porém
houve um aumento no AE* ao utilizar 4 % de amido/proteina.

A concentracao total de solidos de 3 % foi escolhida para elaboracéo do trabalho,
pois apresentou elongagdo superior ¢ AE* inferior, além de resisténcia a tragdo, solubilidade e

opacidade estatisticamente iguais (p > 0,05) a formulagdo com 4 % de soélidos.
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5.4 Caracterizagao das blendas

Na Figura 8 estd apresentada a imagem da blenda utilizando 50/50 de
amido/proteina e 3,18 % de OEO (Ensaio 7). As blendas apresentaram estrutura visualmente
uniforme. Além disso, as blendas obtidas foram de facil remocdo das placas e de fécil
manuseio durante a realizacdo das analises. Entretanto, observou-se que estas foram muito
influenciadas pelas condi¢cdes ambientais, principalmente pela umidade relativa devido ao
comportamento hidrofilico dos biopolimeros utilizados. De acordo com Kim e Ustunol (2001)
e Cho e Rhee (2002) o amido e proteinas contém grupos polares que formam pontes de
hidrogénio absorvendo com facilidade a 4gua do ambiente, o que afeta significativamente as

propriedades fisicas e de barreira dos filmes.

Figura 8 — Blenda de amido e proteina na proporcao 50/50 adicionada de 3,18 % de 6leo
essencial de orégano (Ensaio 7)

5.4.1 Planejamento experimental utilizando 6leo essencial de orégano (OEQ)

Na Tabela 7 esta apresentada a planilha do planejamento experimental utilizado e
os resultados obtidos para as diferentes respostas. As varidveis independentes estudadas ndo
foram significativas (p > 0,05) para as respostas espessura e opacidade. Para resisténcia a
tracdo, elongacdo e diferenca total de cor os modelos obtidos ndo foram preditivos e
significativos, sendo obtidos valores de coeficiente de correlacdo (R) de 0,74, 0,75 e 0,78,

respectivamente. A solubilidade e a permeabilidade ao vapor d’agua geraram modelos
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significativos e preditivos e as superficies de resposta obtidas estdo apresentadas nas Figuras 9
e 10. No Apéndice 2 estdo apresentados os coeficientes de regressdo, as equacbes dos
modelos e a analise de variancia (ANOVA) para as respostas estudadas.

A Equacdo 8 descreve a solubilidade dos filmes prevista pelo modelo em funcéo
das variaveis estudadas e contem apenas os termos significativos.

Solubilidade = 62,36 + 13,37 AM/PROT + 9,51 OEO (8)

Menor solubilidade foi obtida ao utilizar maiores concentragdes de OEO e maior
concentracdo de amido (Figura 9). Segundo Aguirre, Borneo e Ledn (2013) a solubilidade dos

filmes esta diretamente relacionada com a estrutura dos biopolimeros utilizados e a presenca
de outros componentes presentes na matriz, como o 6leo essencial.

Figura 9 — Superficie de resposta da solubilidade dos filmes em fun¢éo da concentragdo de
6leo essencial de orégano e da propor¢do amido/proteina
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Tabela 7 — Planejamento experimental e resultados obtidos na caracterizagao das blendas adicionadas de 6leo essencial de orégano

Variaveis independentes

Propriedades das blendas

Ensaio PVA
Amido/Proteina  OEO (%) ESP (mm) RT (MPa) E (%) SOL (%) E* OP (%)
(g.mm/m2.h.kPa)
1 -1 (25/75) -1(4) 0,072+0,001 6,70+0,31 835+9,65 294+0,31 0,26 + 0,00 6,46 0,02 9,3+0,20
2 1 (75/25) -1(4) 0,073+0,001 3,46+0,22 650+£0,95 14,9+120 0,25+ 0,01 555+0,25 9,3+0,03
3 -1 (25/75) 1(8) 0,074+£0,001 6,79+0,22 108,8+1,24 22,6+0,39 0,21 +£0,00 3,99+£0,03 9,8+0,12
4 1 (75/25) 1(8) 0,070+ 0,001 3,92+0,06 138,0+9,94 16,7+0,50 0,18 £ 0,00 391+£0,02 9,7+0,32
5 -1,41 (14,75/85,25) 0 (6) 0,075+£0,002 11,65+0,17 49,3+7,62 25,7+0,47 0,34 £ 0,02 6,6+0,04 98+0,09
6 1,41 (85,25/14,75) 0 (6) 0,074+£0,000 6,32+0,20 552+3,89 14,0+0,90 0,29 £ 0,02 3,30£0,04 9,4+0,01
7 0 (50/50) -1,41 (3,18) 0,073+0,004 9,38+0,29 656+2,33 26,6+0,28 0,23 +£0,02 495+0,16 9,7+0,05
8 0 (50/50) 1,41(8,82) 0,074+0,004 569+0,07 855+207 8,0+111 0,18 £ 0,00 505+0,07 9,6+0,24
9 0 (50/50) 0 (6) 0,070+ 0,001 6,99+046 622+1,17 175+0,68 0,21 +£0,00 469+001 95+0,10
10 0 (50/50) 0 (6) 0,072+0,001 745+034 61,2+366 178+1,13 0,19+0,01 4,74 +£0,08 10,5+0,35
11 0 (50/50) 0 (6) 0,074+£0,001 8,27+0,73 64,1+3,02 154+0,22 0,21 +£0,00 471+£0,12 95+0,21

50

ESP: Espessura; RT: Resisténcia a tracdo; E: Elonga¢do; SOL: Solubilidade em agua; PVA: Permeabilidade ao vapor d’agua; AE*: Diferenca total de cor; OP: Opacidade
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A diminuicdo da solubilidade se deve ao comportamento hidrofébico que o 6leo
essencial possui. Este comportamento sugere que o OEO ficou uniformemente distribuido
pela matriz da blenda, o que é benéfico quando a integridade do produto e resisténcia a gua
sdo desejadas. Maior solubilidade em agua é vantajosa em situacdes onde o filme ira ser
consumido juntamente com o produto, por exemplo, no caso de produtos que serdo aquecidos
previamente ao consumo. Além disso, € um fator importante em relacéo a biodegradabilidade
quando utilizado como embalagem (BOURTOOM; CHINNAN, 2008). Comportamento
semelhante foi observado por Ghasemlou et al. (2013) e Ojagh et al. (2010) ao utilizar 6leos
essenciais de Zataria multiflora Boiss e Mentha pulegium em filmes de amido de milho e 6leo
essencial de canela em filmes de quitosana, respectivamente.

De acordo com a superficie de resposta, ao elaborar as blendas com maior
concentracdo de proteinas se obteve maior solubilidade. Este comportamento ndo esta de
acordo com a literatura (CHINMA; ARIAHU; ABU, 2012; GUERRERO et al., 2013; SUN;
SUN; XIONG, 2013), porém, as matérias-primas utilizadas pelos autores séo diferentes do
presente trabalho. Ao utilizar maior concentracdo de proteinas se espera menor solubilidade,
devido a maior densidade de interacdes e a presenca de ligacdes dissulfito como resultado do
tratamento térmico das proteinas (MCHUGH et al., 1993; MCHUGH; KROCHTA, 1994).

A Equacao 9 descreve a permeabilidade ao vapor d’adgua dos filmes prevista pelo

modelo em funcdo das variaveis estudadas e contem apenas os termos significativos.

Permeabilidade = 0,19 + 0,04 AM/PROT? - 0,02 OEO 9)

Conforme apresentado na Figura 10, ao se utilizar maiores concentragdes de 6leo
essencial houve diminui¢do na permeabilidade ao vapor d’4gua. Este comportamento também
se deve a utilizacdo do OEO diminuir a hidrofilicidade das blendas. De acordo com Garcia,
Martino e Zaritzky (2000) vérios fatores, como a mobilidade das cadeias poliméricas e as
interacOes especificas entre os grupos funcionais dos polimeros utilizados influenciam na
permeabilidade dos filmes. Shojaee-Aliabadi et al. (2013) obtiveram este comportamento ao
utilizar 6leo essencial de Satureja hortensis em diferentes concentracbes em filmes de
carragena. Peng e Li (2014) também relataram que ha diminuicéo na permeabilidade ao vapor
d’agua ao combinar 0s 0leos essenciais de limdo, tomilho e canela em filmes de quitosana.

Com relacdo a proporgdo amido/proteina, observa-se que menores
permeabilidades foram obtidas na proporcéo 50/50. Chinma, Ariahu e Abu (2012) elaboraram

blendas de amido de mandioca e proteina de soja variando as propor¢des de 100/0 até 50/50 e
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observaram que blendas com maiores concentrages de proteinas possuem menores
permeabilidades. Estes autores atribuem este comportamento ao aumento da interacdo do

amido e proteina resultando em uma matriz densa e com pequeno volume livre, inibindo a
penetracdo da agua na blenda.

Figura 10 — Superficie de resposta da permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes em funcao

da concentragdo de 6leo essencial de orégano e da propor¢do amido/proteina
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As propriedades de permeabilidade dos materiais poliméricos sdo importantes,
pois estes podem ser utilizados na embalagem ou recobrimento para proteger alimentos contra
0 vapor de agua e gases. A agua pode aumentar a velocidade de varias reacOes
(escurecimento, oxidacdo lipidica, degradacdo de vitaminas e atividade enzimatica), aumentar
a taxa de crescimento microbiano e causar mudanca na textura, todos relacionados com a vida
util e qualidade dos alimentos. Em geral, menores taxas de permeabilidade ao vapor d’agua
séo desejaveis ao se tratar de embalagens para alimentos (BOURTOOM, 2008).

Embora as proporgdes de amido/proteina e a concentragdo de oleo essencial

tenham sido variadas houve pequena variagdo em relagdo a espessura das blendas, pois esta
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caracteristica foi controlada através da quantidade de solugéo filmogénica colocada nas placas
de Petri, visto que influencia as demais propriedades dos filmes.

As propriedades mecanicas das blendas foram influenciadas pelas variaveis
estudadas. A resisténcia a tracdo expressa a tensdo maxima suportada pelo filme durante o
ensaio de tracdo e fornece uma medida da sua integridade. Geralmente sdo necessarias
maiores resisténcias para que o filme seja aplicado como embalagem de alimentos, mas
também depende da aplicacdo a que se destina (BOURTOOM; CHINNAN, 2008). Quando
utilizada maior quantidade de proteina e a mesma concentracdo de OEO foi obtida maior
resisténcia a tracdo, conforme se pode observar ao comparar 0s Ensaios 1 e 2 e 0s Ensaios 3 e
4. Gounga, Xu e Zang (2007) explicaram que quando ha maior concentracdo de proteinas na
solucdo filmogénica ocorre maior agregacdo destas macromoléculas, 0 que aumenta a
resisténcia. Chinma, Ariahu e Abu (2012) obtiveram o mesmo comportamento ao elaborar
blendas de amido de mandioca e concentrado proteico de soja.

A adigdo de Oleo essencial teve maior influéncia na elongacdo dos filmes.
Quando comparada a adicdo de 4 e 8 % de dleo essencial para uma mesma propor¢do de
amido/proteina verifica-se que maior concentracdo de OEO provoca consideravel aumento na
elongacdo. Aguirre, Borneo e Ledn (2013) empregaram 6leo essencial de orégano em filmes
de proteinas de triticale e também observaram que 0 aumento na concentracdo de Gleo
essencial aumenta a elongacdo. Estes autores explicaram que a presenca de OEO na matriz
pode interferir nas interacGes entre os biopolimeros utilizados, reduzindo as forcas
intermoleculares ao longo das cadeias do polimero aumentando sua mobilidade e melhorando
a flexibilidade, o que indica que o OEO atua como plastificante aumentando a elongagéo.
Tongnuanchan, Benjakul e Prodpran (2013) também obtiveram comportamento semelhante
ao elaborar filmes de gelatina de pescado incorporados com 6leos essenciais de gengibre e
acafrdo em diferentes concentraces.

A cor e opacidade dos filmes sdo indicadores importantes em termos de aparéncia
geral e aceitacdo do consumidor. As diferentes concentracbes de OEO e as proporcdes de
amido/proteina utilizadas ndo influenciaram na opacidade (Tabela 7). Com o aumento da
concentracdo de OEO era esperado um aumento na opacidade. Ao contrario, ao incorporar
Oleos essenciais de Zataria multiflora Boiss e Mentha pulegium em filmes de amido de soja
Salarbashi et al. (2014) observaram aumento na opacidade, pois ao adicionar 0leos essenciais
h& aumento na reflectancia difusa provocada pela dispersdo da luz nas goticulas lipidicas.

O AE* foi influenciado pelas quantidades de amido e proteinas utilizadas

conforme pode ser identificado nos Ensaios 5 e 6. Este comportamento é principalmente
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devido a diminuicdo da luminosidade (L), quando maior quantidade de proteina foi utilizada,
0 que indica que os filmes possuem cor mais escura, e também devido ao aumento na
coordenada de cromaticidade b* (amarelo) e coordenada de cromaticidade a* (vermelho),
indicando que os filmes sdo mais amarelados. Na Figura 11 sdo apresentadas as blendas dos

Ensaios 5 e 6.

Figura 11 — Filmes elaborados com: (a) 14,75/85,25 de amido/proteina e 6 % de 0leo
essencial de orégano (Ensaio 5) e (b) 85,25 /14,75 de amido/proteina e 6 % de 6leo essencial
de orégano (Ensaio 6)

A diferenca total de cor também foi influenciada pelas concentraces de OEO
utilizadas. De acordo com Du et al. (2009) a cor dos filmes é influenciada pelo tipo e pela
concentracdo dos Oleos essenciais adicionados. Varios estudos (PENG; LI, 2014,
SALARBASHI et al.,, 2014; SHOJAEE-ALIABADI et al., 2013; TONGNUANCHAN;
BENJAKUL; PRODPRAN, 2013) reportaram aumento no AE* ao empregar maiores
concentracOes de 6leos essenciais. 1sso se deve aos filmes apresentarem menor luminosidade
e consequentemente maior AE* devido ao amarelo natural destes (ATARES; BONILLA;
CHIRALT, 2010), o que nao foi observado no presente trabalho.

Com base nos resultados obtidos na caracterizacdo das blendas, o Ensaio 8
(proporcéo de 50/50 de amido/proteina e 8,82 % de OEO) deste planejamento foi selecionado
para a determinacdo da atividade antioxidante e das caracteristicas morfoldgicas, quimicas e
térmicas, pois apresentou a menor solubilidade (8,0 %), permeabilidade ao vapor d’agua (0,18
g.mm/m2.h.kPa) e boas propriedades mecénicas, com resisténcia a tracdo de 5,96 MPa e
elongacéo de 85,5 %.
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5.4.1.2 Potencial antioxidante da blenda com OEO

A blenda adicionada de 6leo essencial na concentracdo de 8,82 % apresentou
inibicdo de 4,2 % quando determinado pelo método de DPPH e 63,1 % quando determinado
pelo método da inibicdo da oxidacdo catalisada enzimaticamente. Da mesma forma como
observado ao avaliar o 6leo essencial de orégano, a maior atividade antioxidante foi obtida
pelo método enzimético, o que sugere que as blendas elaboradas empregando OEO possuem
potencial promissor na preservacao de alimentos em que 0 escurecimento enzimatico é
indesejavel, como frutas e vegetais.

O escurecimento enzimatico € uma reacdo importante em vegetais, sendo que
mais de 50 % das perdas em frutas e hortalicas ocorrem como resultado deste processo. O
escurecimento enzimatico de vegetais inicia-se em resposta a injarias fisicas e fisioldgicas,
como impactos e abrasdes. As lesbes provocadas durante o processamento minimo também
levam ao colapso celular e a consequente descompartimentacéo dessas células, promovendo o
contato dos compostos fendlicos com enzimas associadas ao escurecimento (PORTE; MAIA,
2001; SILVA; ROSA; VILAS BOAS, 2009). Além disso, no tecido vegetal intacto de frutas e
hortalicas também pode ocorrer escurecimento. Duas enzimas sdo relevantes na producdo de
compostos de coloragio marrom, a polifenoloxidase e a peroxidase (TOMAS-BARBERAN;
SPIN, 2001) e a blenda elaborada demonstrou ser potencialmente promissora na inibicio da
formacédo destes compostos.

Jouki et al. (2014) obtiveram aproximadamente 60 % de sequestro do radical
DPPH ao incorporar 2 % de 0leo essencial de orégano em matrizes de mucilagem das
sementes de marmelo. No presente estudo foi utilizada concentracdo superior de OEO e se
obteve 4,2 % de inibicdo através do método de DPPH. Segundo Tongnuanchan, Benjakul e
Prodpran (2013) isso pode ser explicado pelas interacbes que ocorrem entre 0s componentes
dos dleos essenciais e as diferentes matrizes de polimeros, o que pode diminuir a liberacéo
dos compostos responsaveis pela atividade antioxidante. Alem disso, também pode justificar a

diminuicgdo do potencial antioxidante do 6leo essencial quando incorporado nos filmes.

5.4.1.3 Propriedades estruturais da blenda com OEO

A microscopia eletronica de varredura foi realizada para analisar a miscroestrutura

das blendas. Esta analise pode fornecer um melhor entendimento acerca das relacdes da
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permeabilidade ao vapor d’agua, propriedades oticas e mecanicas com a estrutura dos filmes.

A imagem do Ensaio 8 (OEO) esta apresentada na Figura 12.

Figura 12 — Morfologia da superficie da blenda composta por 50/50 de amido/proteina e 8,82
% de 6leo essencial de orégano
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A imagem da MEV mostra que a estrutura da superficie da blenda é homogénea e
sem rugosidades, o que indica que os biopolimeros e demais constituintes utilizados sdo
compativeis, sendo responsaveis por melhores propriedades mecanicas e de barreira, pois de
acordo com Sobral et al. (2001) a homogeneidade pode estar relacionada a melhor
compatibilidade entre as substancias que compdem o filme.

Embora tenha se formado uma matriz coesa e sem a presenca de fissuras, observa-
se a presenca de materiais ndo solubilizados e bolhas estouradas durante a producdo dos
filmes. Através da imagem obtida também se observa que o OEO foi homogeneizado de
forma adequada. Shojaee-Aliabadi (2013) verificaram que adicionar Oleo essencial de
Satureja hortensis levou a formacdo de uma estrutura heterogénea nos filmes de carragena.
Tongnuanchan, Benjakul e Prodpan (2013) adicionaram 6leos essenciais de raizes em filmes
de gelatina de pescado e observaram aumento na rugosidade e formacdo de uma matriz
heterogénea em relacdo aos filmes sem adicéo de 6leos essenciais. Ao contrario de Salarbashi
et al. (2013) que ndo visualizaram diferencas ao incorporar 6leos essenciais de Zataria
multiflora Boiss e Mentha pulegium em filmes de amido de soja.

Ferreira (2008) ao elaborar filmes de proteinas de soro de leite e quitosana

verificou que ocorre a separacao de fases, provocando perdas nas propriedades das blendas.



57

Vicentino, Floriano e Dragunski (2011) observaram que o amido e a gelatina utilizados na
elaboracdo dos filmes ndo tiveram boa interacdo e apresentaram rugosidades, o que ndo é
desejavel devido estar relacionado com as propriedades dos filmes.

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
utilizada para verificar as interacOes entre os constituintes das blendas elaboradas. A Figura
13 apresenta o resultado obtido para o Ensaio 8 (OEO).

Figura 13 — Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier para a blenda
constituida de 50/50 de amido/proteina e 8,82 % de 6leo essencial de orégano
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A banda mais forte e mais larga foi entre 3500 e 3000 cm™ que representa as
hidroxilas das moléculas. Esta banda pode ser atribuida a formag&o de pontes de hidrogénio
inter e intramoleculares (PINOTT] et al., 2007) e indica que ha um forte potencial de ligacdes
de hidrogénio entre as hidroxilas do amido e o grupamento amina das proteinas. A amida A
também é observada nesta banda e corresponde a vibragdo do estiramento N-H. O espectro de
infravermelho obtido mostra vérias bandas de amida, que representam a vibragdo das
unidades peptidicas. De acordo com Karnnet, Potiyaraj e Pimpan (2005) a banda situada na
regido de 2900 cm™ é caracteristica da amida B e representa o estiramento C-H e NHs". Neste
espectro também nota-se a banda relacionada com o estiramento C=0 em torno de 1600 cm™,
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que corresponde a amida I. A banda em 1549,19 cm™ é correspondente a amida 11 (N-H) e a
banda 1236,72 cm™ corresponde a amida 111 e representa as vibracdes do estiramento C-N
acoplado ao dobramento N-H. No espectro obtido sédo visualizadas bandas semelhantes as de
Guerrero et al. (2013), que elaboraram blendas de isolado proteico de soja e agar utilizando
glicerol como plastificante.

A banda préxima de 1000 cm™ pode estar relacionado com as interacdes entre a
estrutura do filme e grupamento OH principalmente do glicerol que foi adicionado como
plastificante (BERGO; SOBRAL, 2007). As bandas localizadas na regido entre 1500 e 1350
cm™ representam as ligagdes C=C, presentes principalmente em compostos aromaticos,
podendo indicar grupos funcionais presentes no 6leo essencial ou também caracterizando
ligacGes covalentes na matriz polimérica.

Tongnuanchan, Benjakul e Prodpran (2013) estudaram o efeito da adicdo de 6leos
essenciais em filmes de gelatina de pescado e relataram que hd um deslocamento na
amplitude dos picos obtidos. Estes autores explicam que 0 aumento nos picos na regido de
2800 e 2900 cm™ se deve a vibracéo C-H dos grupos CH, e CHs presentes nos lipidios e esta
de acordo com a diminui¢do da amplitude do pico relacionado a amida A, o que reflete na
diminuicdo da resisténcia a tracdo e aumento da elongacao dos filmes.

Os principais grupamentos quimicos presentes nos 6leos essenciais sao aldeido,
cetona e éster, 0 que pode justificar 0 aumento na amplitude do pico em torno de 1700 cm™,
referente a C=0 e correspondente a vibracdo dos grupamentos aldeido e ésteres. De acordo
com Aewsiri et al. (2011) a existéncia de picos nos comprimentos de onda em torno 2900,
2800 e 1700 cm™ evidenciam o comportamento hidrofébico observado ao adicionar 6leo
essencial nos filmes e estd de acordo com a diminui¢ao da permeabilidade ao vapor d’agua e
solubilidade.

A analise de difracdo de raios X foi utilizada para identificar as fases cristalinas e
contetdo amorfo dos filmes elaborados. A Figura 14 apresenta o difratograma para o Ensaio 8
(OEO). Foram obtidos picos em 12,5° proximo a 20° e a 30° que se referem ao tipo de
estrutura cristalina denominada tipo V e é decorrente da cristalizacdo da amilose. Apos 0
aquecimento, na etapa de resfriamento, a amilose forma hélices envolvendo outros
constituintes da matriz polimérica, como as proteinas, lipidios ou plastificante. Estes
complexos V sdo responsaveis pela formacdo de materiais insolGveis quando blendas de
amido com outros polimeros sdo elaboradas (CORRADINI et al., 2007), o que pode justificar
a menor solubilidade obtida ao utilizar maior concentragdo de amido no desenvolvimento das

blendas.
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Figura 14 — Difratograma de raios X da blenda constituida de 50/50 de amido/proteina e 8,82
% de Oleo essencial de orégano
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A andlise de termogravimetria foi realizada para avaliar as caracteristicas de
degradacédo térmica das blendas elaboradas. O resultado obtido para o Ensaio 8 (OEO) esta

apresentado na Figura 15.

Figura 15 — Termograma da blenda constituida de 50/50 de amido/proteina e 8,82 % de 6leo
essencial de orégano
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De acordo com Wilhelm et al. (2003) a decomposi¢do térmica ocorre em trés
estagios: o primeiro estagio é devido a perda de 4gua, enquanto que o segundo estagio € a fase
de decomposicédo de amido, glicerol e proteinas e o terceiro estagio corresponde a oxidacdo do
amido parcialmente decomposto.

A degradacéo inicial comecou a ocorrer entre 50 a 150 °C e se deve a presenca da
agua que estd ligada por pontes de hidrogénio a compostos hidrofilicos como o amido e
algumas das cadeias de proteinas. O segundo estagio de degradacéo da blenda foi entre 172,8
e 364,06 °C, ocorrendo uma perda de massa de 47,9 % nesta faixa de temperatura, e a maxima
degradacdo ocorreu em 245,52 °C. Kadam et al. (2013) explicaram que este segundo estagio é
provavelmente devido a degradacgdo das proteinas e a perda do glicerol do filme. Nesta faixa,
em torno de 200 °C possivelmente também ocorre a despolimerizacdo da amilose, o que
caracteriza o inicio degradacéo térmica do amido (BHAT et al., 2013).

Com relacdo a adicdo de 6leo essencial de orégano, este pode ter sido responsavel
pela diminuicdo da temperatura de degradacdo térmica da blenda. Tongnuanchan, Benjakul e
Prodpran (2013) verificaram este efeito ao adicionar éleos essenciais de raizes em filmes de
gelatina e explicaram que possivelmente ocorre devido ao 6leo reduzir as interacdes entre as
cadeias poliméricas e gerar uma matriz descontinua.

A perda de massa total foi de 84,1 %, sendo que o restante se deve a presenca de
substancias residuais apds a degradacdo térmica da amostra. Mariani et al. (2009) também
observaram compostos residuais ao avaliar a degradacdo térmica de blendas de amido de

milho e poli(e-caprolactona) e atribuem isso a presenga de compostos inorganicos.

5.4.2 Planejamento experimental utilizando extrato fenélico de pimenta rosa (EFP)

Na Tabela 8 esta apresentada a planilha do planejamento experimental utilizado e
os resultados obtidos para as diferentes respostas. As variaveis independentes estudadas para
as respostas espessura, resisténcia a tracdo, opacidade e permeabilidade ndo foram
significativas (p > 0,05), provavelmente devido ao comportamento hidrofilico dos
biopolimeros utilizados, o que influencia as propriedades dos filmes. Para a solubilidade o
modelo obtido ndo foi preditivo e significativo, sendo obtido valor de coeficiente de
correlagédo (R) de 0,73. A elongacéo e a diferenca total de cor geraram modelos significativos
e preditivos e as superficies de resposta obtidas estdo apresentadas nas Figuras 16 e 17. No
Apéndice 3 estdo apresentados os coeficientes de regressdo, as equagdes dos modelos e a

analise de variancia (ANOVA) para as respostas estudadas.
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Tabela 8 — Planejamento experimental e resultados obtidos na caracterizacdo das blendas adicionadas de extrato fenolico de pimenta rosa

Variaveis independentes

Propriedades das blendas

Ensaio PVA
Amido/Proteina EFP (%) ESP (mm) RT (MPa) E (%) SOL (%) AE* OP (%)
(9.mm/m2.h.kPa)
1 -1 (25/75) -1(4) 0,077+£0,001 6,38+0,25 91,2+1,02 21,3+3,60 0,26 £ 0,00 6,48+0,12 9,6 +0,09
2 1 (75/25) -1(4) 0,079+0,003 849+0,15 552+767 16,3+0,14 0,19+ 0,00 3,32+£0,14 9,4+0,08
3 -1 (25/75) 1(8) 0,078+0,001 7,70+0,44 1244+1244 26,4+0,45 0,21 +£0,00 6,38+ 0,07 8,8+0,15
4 1 (75/25) 1(8) 0,077+0,001 8,66+0,46 682+490 18,8+0,63 0,21 +£0,00 341+£0,05 9,6+0,19
5 -1,41 (14,75/85,25) 0 (6) 0,080+ 0,003 6,50+0,27 1733+5,05 19,5+0,23 0,19+0,01 6,42+0,15 9,1+0,01
6 1,41 (85,25/14,75) 0 (6) 0,078+0,001 2,10+0,10 101,7+4,79 20,7 +0,96 0,22+£0,01 2,66+0,20 9,5+0,27
7 0 (50/50) -1,41 (3,18) 0,081+0,001 558+0,26 96,6+9,09 18,0+1,21 0,17 £ 0,00 446 +£0,09 95+0,05
8 0 (50/50) 1,41(8,82) 0,077+0,002 5,62+0,23 112,1+1,81 21,6+0,32 0,14 £ 0,01 459+0,14 9,3+0,02
9 0 (50/50) 0 (6) 0,078+0,001 541+0,13 741+6,21 19,6+0,55 0,19+0,01 491+0,03 10,5+0,24
10 0 (50/50) 0 (6) 0,078 +0,001 6,24+0,22 79,6+233 21,0+0,69 0,17 £ 0,00 492+0,06 9,2+0,06
11 0 (50/50) 0 (6) 0,078 +0,001 5,23+0,34 83,7+3,66 194+1,02 0,19 +0,01 4,32+0,09 10,0+0,13

ESP: Espessura; RT: Resisténcia a tracdo; E: Elonga¢do; SOL: Solubilidade em agua; PVA: Permeabilidade ao vapor d’agua; AE*: Diferenca total de cor; OP: Opacidade
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A Equacéo 10 descreve a elongacéo dos filmes prevista pelo modelo em funcéo

das variaveis estudadas e contem apenas os termos significativos.
Elongagdo = 79,26 — 24,19 AM/PROT + 20,15 AM/PROT? + 8,52 EFP (10)
A elongacdo das blendas foi mais influenciada pela propor¢do amido/proteina,
sendo que as maiores elongacdes foram obtidas com maiores quantidades de proteinas (Figura

16).

Figura 16 — Superficie de resposta da elongacédo dos filmes em funcdo da concentracéo de
extrato fenolico de pimenta rosa e da propor¢do amido/proteina
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Rindlav et al. (1997) explicaram que durante a formagédo dos filmes ocorre a
cristalizacdo dos componentes do amido, entdo devido a diminui¢do do conteudo de amilose
quando se utiliza menor concentragéo de amido na elaboracgao das blendas, consequentemente
ha uma diminui¢do na cristalinidade, o que resulta em aumento na flexibilidade/elasticidade

do polimero.
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Embora o efeito do aumento da concentragdo de EFP ndo tenha sido t&o
acentuado, percebe-se que a adicdo deste extrato tende a aumentar a elongacdo dos filmes.
Estudos que utilizaram extratos contendo fenodis (BITENCOURT et al., 2014; HOQUE et al.,
2011; WU et al.,, 2013) relataram que estes compostos influenciam nas propriedades
mecanicas dos filmes, pois ocorre a formagdo de interacBes hidrofébicas e ligacdes de
hidrogénio com os biopolimeros, sendo responsaveis pela formacdo de matrizes mais coesas e
flexiveis.

As quantidades de amido e proteinas influenciaram na resisténcia a tracdo, no
entanto ndo ha um comportamento linear nos resultados obtidos pela determinacdo das
propriedades mecanicas (Tabela 8). Al-Hassan e Norziah (2012) obtiveram comportamento
semelhante para as propriedades mecanicas ao elaborar blendas de amido e proteina de
pescado em diferentes proporcdes. Estes autores explicaram que existe um maximo de
interacGes entre 0 amido e as proteinas que influencia nas propriedades das blendas. Chinma,
Ariahu e Abu (2012) ao elaborar blendas de amido de mandioca e proteina de soja e Sun, Sun
e Xiong (2013) ao desenvolver blendas de amido de ervilha e proteina de amendoim, também
observaram que filmes com maior concentracdo de amido sdo mais resistentes e menos
flexiveis. Esse comportamento pode ser devido a amilose possuir estrutura linear e formar
uma estrutura ordenada através de ligacGes de hidrogénio intermoleculares, conferindo
resisténcia a matriz (KRAMER, 2009).

Em relacdo a espessura das blendas houve pouca variacdo nos resultados obtidos.
Além da formulacéo das solucdes filmogénicas, a cinética de secagem também influencia na
espessura dos filmes (DEBEAUFORT; VOILLEY, 1995), o que justifica 0 comportamento
observado.

A transmiss@o do vapor d’agua nos filmes depende da difusividade e solubilidade
das moléculas de dgua na matriz polimérica (GONTARD; GUILBERT, 1996). Em relacdo a
permeabilidade, se observa que maiores concentracdes de EFP levaram a formacéo de blendas
menos permeaveis ao vapor d’agua, semelhante ao observado por Bitencourt et al. (2014),
Bodini et al. (2013) e Hoque et al. (2011). De acordo com estes autores, esse comportamento
provavelmente se deve as interacGes hidrofobicas e de hidrogénio dos compostos fendlicos
com os grupamentos funcionais da rede do filme, diminuindo o volume livre da matriz
polimérica.

Com a formacéo dessas interagdes que limitam a capacidade dos grupamentos de
hidrogénio de formar ligagdes hidrofilicas com a &gua era esperado que também houvesse

uma diminuig&o na solubilidade das blendas, o que nao foi observado. A concentracdo de EFP
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teve efeito nesta propriedade dos filmes, sugerindo que o extrato interfere no arranjo das
cadeias de amido e proteinas, porém houve aumento na solubilidade ao empregar maior
concentracdo de extrato.

A Equacdo 11 descreve a diferenca total de cor dos filmes prevista pelo modelo
em funcdo das varidveis estudadas e contem apenas os termos significativos.

Diferenca total de cor = 4,74 — 1,43 AM/PROT (11)

Os resultados obtidos ao avaliar as propriedades oOticas deste planejamento
apresentam comportamento semelhante ao planejamento anterior. De acordo com a superficie

de resposta apresentada na Figura 17 a diferenca total de cor foi influenciada apenas pela
proporcao de amido/proteina.

Figura 17 — Superficie de resposta da diferenca total de cor dos filmes em funcéo da
concentracdo de extrato fendlico de pimenta rosa e da proporc¢éo amido/proteina
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A opacidade nédo variou ao utilizar diferentes concentracdes de EFP e proporcoes
amido/proteina (Tabela 8), conforme pode ser observado na Figura 18, onde estdo

apresentadas as imagens dos Ensaios 4 e 5.

Figura 18 — Filmes elaborados com: (a) 25/75 de amido/proteina e 8 % de extrato fendlico de
pimenta rosa (Ensaio 4) e (b) 14,75/85,25 de amido/proteina e 6 % extrato fendlico de
pimenta rosa (Ensaio 5)

Através dos resultados obtidos na caracterizacdo das blendas o Ensaio 5
(proporcdo de 14,75/85,25 de amido/proteina e 6 % de EFP) foi selecionado para avaliagdo da
capacidade antioxidante e das analises estruturais, visto que apresentou uma das menores
solubilidades (19,5 %) e permeabilidades (0,19 g.mm/m2.h.kPa) e a maior elongacéo (173,3

%) mantendo uma boa resisténcia a tragéo (6,50 MPa).

5.4.2.1 Potencial antioxidante da blenda com EFP

Ao avaliar o potencial antioxidante da blenda adicionada de extrato fendlico de
pimenta rosa na concentracdo de 6 % se obteve inibicdo de 12,7 % quando determinado pelo
método de DPPH e 76,7 % quando determinado pelo método da inibicdo da oxidacdo
catalisada enzimaticamente. De acordo com Oliveira et al. (2007) os tipos e as estruturas dos
compostos fendlicos influenciam mais na atividade antioxidante que a concentragdao dos
fendlicos totais. Os compostos predominantes no 6leo essencial de orégano sdo o carvacrol e
o timol (SILVA et al., 2010), enquanto que no extrato de pimenta rosa sdo encontrados
diferentes acidos fenolicos. Em ambos os métodos empregados para avaliar o potencial
antioxidante a blenda elaborada com 6 % de EFP apresentou maiores percentuais de inibicdo
comparada a blenda adicionada de 8,82 % de OEO. A atividade antioxidante da blenda

adicionada de EFP possivelmente se deve ao acido cumaérico, presente em maior concentracao
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(4,44 pg de &cido cumarico/g de pimenta rosa). Este &cido fendlico faz parte do grupo dos
hidroxicindmicos, que sdo mais ativos que o grupo dos &cidos hidroxibenzoicos
(WANASUNDARA; AMAROWICZ; SHAHIDI, 1994). Na Figura 19 pode ser visualizada a

analise de inibicdo da oxidacdo catalisada enzimaticamente para as blendas avaliadas.

Figura 19 — Inibicdo da oxidacdo catalisada enzimaticamente; (a) controle (b) blenda
adicionada de 8,82 % de 6leo essencial de orégano; (c) blenda adicionada de 6 % de extrato
fenolico de pimenta rosa

Além do potencial de inibicdo do escurecimento enzimatico de vegetais, essa forte
capacidade antioxidante da blenda adicionada de EFP pode ser associada a atividade
antimicrobiana. De acordo com Oliveira et al. (2007) a atividade antioxidante dos extratos
vegetais sobre a atividade da peroxidase pode indicar seu potencial de inibicdo do
desenvolvimento microbiano, pois entre outros mecanismos, a atividade antimicrobiana dos
compostos fenolicos pode se dar pela inativacdo de sistemas enziméticos envolvidos na
producédo de energia e na sintese de componentes estruturais dos micro-organismos (PORTE;
GODOY, 2001).

A atividade antioxidante de filmes incorporados de extratos bioativos ja foi
relatado na literatura. Bitencourt et al. (2014) obtiveram aproximadamente 80 % de sequestro
de DPPH ao incorporar de extrato etanélico de circuma em filmes de gelatina. Haddar et al.
(2012) ao elaborar filmes de gelatina de atum adicionados de extrato metanélico de algas
marrons apresentaram uma capacidade de sequestro de DPPH préximo de 50 %. Ao adicionar
extrato de cha verde em filmes de gelatina de carpa prateada Wu et al. (2013) obtiveram 31,4
% de sequestro de DPPH.



67

5.4.2.2 Propriedades estruturais da blenda com EFP

Na Figura 20 estd apresentada a morfologia do filme elaborado conforme as

condicdes do Ensaio 5 utilizando EFP.

Figura 20 — Morfologia da blenda composta por 14,75/85,25 de amido/proteina e 6 % de
extrato fenolico de pimenta rosa
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Semelhante ao visualizado na imagem da blenda adicionada de OEO pode-se
perceber que a estrutura obtida é homogénea e sem rachaduras, o que é desejavel para os
filmes a serem utilizados como embalagens de alimentos. Diferente da outra imagem obtida
esta ndo apresenta materiais ndo solubilizados durante a producdo dos filmes.

A imagem do MEV mostra uma matriz compacta, e estd de acordo com as
caracteristicas obtidas no planejamento experimental onde se obteve boas propriedades de
elongagdo e permeabilidade ao vapor d’agua. Rubilar et al. (2013) obtiveram uma estrutura
mais densa ao adicionar carvacrol em filmes e atribuem o resultado obtido ao comportamento
hidrofébico dos compostos utilizados, o que também justifica as propriedades mecéanicas e de
barreira obtidas no presente estudo. Wu et al. (2013) explicaram que as interacdes entre 0s
compostos fendlicos e 0s grupamentos funcionais dos biopolimeros podem contribuir para a
formac&o de estruturas mais compactas.

A Figura 21 apresenta 0 espectro obtido na analise de FTIR para o Ensaio 5
(EFP). No espectro obtido para a blenda empregando extrato fendlico de pimenta nota-se
bandas muito semelhantes as obtidas na blenda empregando O6leo essencial de orégano.
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Entretanto, houve diferenca na amplitude dos picos possivelmente devido a maior quantidade
de proteina utilizada neste ensaio e também devido a adi¢do do EFP. Bitencourt et al. (2014) e
Wu et al. (2013) observaram deslocamentos nas bandas referentes a amida A, amida I, amida
Il e amida B e atribuem estas mudancas as interaces dos compostos fenolicos dos extratos

com as matrizes dos filmes.

Figura 21 — Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier para a blenda
constituida de 14,75/85,25 de amido/proteina e 6 % de extrato fendlico de pimenta rosa
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No difratograma obtido para o Ensaio 5 (Figura 22) se observa comportamento
muito semelhante ao Ensaio 8 (OEO), tendo picos que indicam a presenca de regides
cristalinas, mas predominando a regido amorfa. No entanto, se observa que a cristalinidade foi
influenciada pela quantidade de proteinas utilizada, que foi superior no Ensaio 5 (EFP).

A diferenca observada nos Ensaios 5 (EFP) e 8 (OEO) também pode ser atribuida
aos outros componentes presentes na matriz, como o OEO, o EFP e o plastificante. Vasques
(2007) observou este efeito e explicou que outros compostos incorporados na matriz
interferem na organizacdo das cadeias poliméricas. As pontes de hidrogénio diminuem a
interacdo e a coesdo do polimero, o que reflete na cristalinidade, bem como nas outras

propriedades dos filmes.
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Figura 22 — Difratograma de raios X da blenda constituida de 14,75/85,25 de amido/proteina
e 6 % de extrato fendlico de pimenta rosa
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A andlise de TGA para o Ensaio 5 (EFP) esta apresentada na Figura 23.

Figura 23 — Termograma da blenda constituida de 14,75/85,25 de amido/proteina e 6 % de
extrato fenolico de pimenta rosa
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No termograma obtido nota-se comportamento semelhante a analise de TGA para

0 ensaio empregando 6leo essencial de orégano, onde se observou que a degradacdo térmica
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se deu em trés estagios principais. Entretanto na blenda com EFP a temperatura maxima de
degradacdo foi de 232,61 °C, inferior ao outro ensaio. Esta menor temperatura de maxima
degradacéo se deve provavelmente aos compostos fendlicos presentes no extrato fendlico de
pimenta, que quando incorporados na matriz polimérica afetam a interacdo entre as cadeias de
amido e proteinas, reduzindo-as possivelmente. Este comportamento ja foi relatado por outros
autores pela presenca de aditivos na formulagdo dos filmes (ARRIETA et al., 2013;
VERBEEK; VAN DEN BERG, 2010).

5.5 Blendas elaboradas utilizando OEOQO x Blendas elaboradas utilizando EFP

Os dois planejamentos mostraram que as variaveis estudadas apresentaram
comportamento semelhante para a maioria das propriedades avaliadas, sendo sempre maior a
elongacéo ao utilizar maiores concentragfes de EFP e OEO. As maiores concentragfes de
amido originam filmes mais resistentes e em relacdo as propriedades de barreira, maiores
concentracdes de EFP e OEO sdo responsaveis pelas menores permeabilidades e
solubilidades, porém comportamento contrario foi obtido para a solubilidade quando se
adicionou maiores concentragdes de EFP as blendas.

Apesar das diferencas observadas entre o0s resultados dos planejamentos
experimentais, em geral ambos os filmes apresentaram boas propriedades mecénicas, oticas e
de barreira, que sdo importantes para aplicacdo em alimentos. Quando comparados aos
polimeros comerciais 0s resultados obtidos ainda séo inferiores. De acordo com Martins et al.
(2004) o PVC apresenta resisténcia a tracao e elongacdo de aproximadamente 19 MPa e 240
%, respectivamente. Em relacdo as propriedades 6éticas e de barreira, 0 PVC possui em torno
de 12 % de opacidade e 0,05 g.mm/mzdia.mmHg de permeabilidade ao vapor d’agua
(BATISTA; TANADA-PALMU; GROSSO, 2005; HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO,
2008).

Quando comparados a outros trabalhos da literatura onde foram elaborados filmes
de proteinas e polissacarideos (CHINMA; ARIAHU; ABU, 2012; CORTEZ-VEGA et al.,
2012; MORADI et al., 2012; ROCHA et al., 2014; SALARBASHI et al., 2013), as blendas do
presente estudo apresentaram propriedades superiores. No Ensaio 8 (OEO), por exemplo, a
blenda apresentou baixa solubilidade (8,0 %) e permeabilidade ao vapor d’agua (0,18
g.mm/m2.h.kPa), enquanto que no Ensaio 5 (EFP) foram obtidas as melhores propriedades

mecanicas, com resisténcia a tragdo de 6,50 MPa e elongacédo de 173,3 %.
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As caracteristicas morfoldgicas, quimicas e térmicas foram semelhantes para as
duas blendas avaliadas, demonstrando que o amido e proteina utilizados sdao compativeis e
que os aditivos incorporados ficaram bem homogeneizados na matriz polimérica. A
capacidade antioxidante das blendas adicionadas de OEO e EFP sugere que estas podem ser
aplicadas como embalagens ativas, porém a blenda incorporada com EFP apresentou maior

potencial de inibir a oxidacdo catalisada enzimaticamente.
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6. CONCLUSAO

E possivel elaborar blendas a partir de fontes renovaveis, como o amido da quirera
de arroz e as proteinas de corvina, agregando valor a estas matérias-primas.

As diferentes proporcdes de amido/proteinas e as concentracdes de 6leo essencial
de orégano e extrato fendlico de pimenta rosa utilizadas influenciaram as propriedades dos
filmes obtidos. Em geral, o amido foi responsavel por originar filmes mais resistentes,
enguanto que as proteinas conferiram maior flexibilidade as matrizes.

O 6leo essencial de orégano atua como plastificante aumentando a elongacéo dos
filmes e diminui a hidrofilicidade. Os compostos fendlicos presentes no extrato de pimenta
rosa também melhoraram as propriedades mecanicas e de barreira dos filmes.

A caracterizacdo da estrutura mostrou que o0s compostos ativos adicionados
ficaram incorporados na matriz e as matérias-primas utilizadas sdo compativeis, o que
conferiu melhores propriedades as blendas obtidas.

Quando o extrato fenolico de pimenta rosa foi utilizado, as blendas tiveram maior
potencial antioxidante quando comparadas as blendas adicionadas de 6leo essencial de
orégano. Os filmes obtidos sdo muito promissores para serem utilizados como embalagens

ativas em produtos vegetais que estdo sujeitos ao escurecimento enzimatico.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar o efeito de outras concentragdes de extrato fendlico de pimenta rosa;

Avaliar as caracteristicas morfoldgicas, quimicas e térmicas das blendas sem adi¢do do
6leo essencial de orégano e do extrato fenolico de pimenta rosa;

Determinar o potencial antioxidante dos compostos utilizados e dos filmes
selecionados por mais um método, como o de inibicdo da peroxidacao lipidica;
Avaliar o potencial antioxidante das blendas em diferentes dias para verificar por
quanto tempo permanece ativa;

Avaliar a capacidade antimicrobiana dos filmes;

Aplicar os filmes que apresentaram as melhores propriedades em alimentos;

Estudar a biodegradacéo dos ensaios que apresentaram as melhores propriedades.
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Apéndice 1 — Parametros de calibragdo do método cromatografico

Tabela 9 — Parametros de calibracdo do método cromatogréfico utilizado para determinacao
dos acidos fenolicos

Acido fenélico Curva analitica Linearidade (ug mL™) R2
Gélico y = (0,741x + 0,754) x 10° 0,36 —3,6 0,998
Protocateico y = (0,475x + 0,867) x 10° 0,81-8,1 0,999
Clorogénico y = (0,455x + 1,798) x 10° 1,23-12,3 0,999
Hidroxibenzoico  y = (0,486x + 0,989) x 10° 0,96 - 9,6 0,999
Cafeico y = (0,824x + 0,203) x 10° 0,72-7,2 0,999
Siringico y = (0,903x + 4,186) x 10° 0,75-7,5 0,999
Vanilinico y = (1,265x + 2,199) x 10° 0,54 — 5,4 0,999
Cumarico y = (1,512x + 1,119) x 10° 0,57 - 5,7 0,999

Feralico y = (1,405x + 2,354) x 10° 075-75 0,999
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Apéndice 2 — Tabelas da anélise de regressao, equagdes dos modelos e tabelas da analise de
variancia do planejamento utilizando 6leo essencial de orégano

Tabela 10 — Coeficientes de regressao, erro padrédo e nivel de significancia para a resposta

espessura
Fatores Coeficiente de regressao Erro padréo t(2) p*
Constante 0,0720 0,0011 62,36 0,00
AM/PROT (L) -0,0005 0,0007 -0,78 0,51
AM/PROT (Q) 0,0008 0,0008 0,95 0,43
OEO (L) 0,0000 0,0007 0,07 0,94
OEO (Q) 0,0003 0,0008 0,36 0,75
AM/PROT x OEO -0,0012 0,0010 -1,25 0,33

*p < 0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca

Tabela 11 — Coeficientes de regressao, erro padrdo e nivel de significancia para a resposta

opacidade
Fatores Coeficiente de regressao Erro padréo t(2) p*
Constante 9,83 0,35 27,81 0,00
AM/PROT (L) -0,07 0,21 -0,35 0,75
AM/PROT (Q) -0,13 0,25 -0,51 0,65
OEO (L) 0,07 0,21 0,34 0,76
OEO (Q) -0,13 0,25 -0,50 0,66
AM/PROT x OEO -0,04 0,30 -0,13 0,90

*p < 0,05 indica varidvel significativa a 95% de confianca

Tabela 12 — Coeficiente de regressao, erro padrdo e nivel de significancia para a resposta
resisténcia a tracao

Fatores Coeficiente de regressao Erro padréao t(2) p*
Constante 7,58 0,37 20,25 0,00
AM/PROT (L) -1,70 0,23 -7,44 0,01
AM/PROT (Q) -0,06 0,27 -0,22 0,84
OEO (L) -0,58 0,23 -2,54 0,12
OEO (Q) -0,78 0,27 -2,88 0,10
AM/PROT x OEO 0,09 0,22 0,28 0,80

*p < 0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca
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Resisténcia a tragdo = 7,58 -1,70 AM/PROT -0,06 AM/PROT?-0,58 OEO -0,780EO? + 0,09
AM/PROT x OEO

Tabela 13 — Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta resisténcia a tragdo
Fonte de variacdo Soma quadratica GL Meédia quadratica Fcalc Ftab

Regressao 29,69 5 5,94 1,25 5,05
Residuos 23,72 5 4,75
Falta de ajuste 22,88 3 7,63
Erro puro 0,84 2 0,42
TOTAL 53,42 10

Tabela 14 — Coeficientes de regressdo, erro padréao e nivel de significancia para a resposta

elongacao
Fatores Coeficiente de regressao Erro padrao t(2) p*

Constante 62,36 0,85 73,06 0,00
AM/PROT (L) 2,38 0,52 455 0,04
AM/PROT (Q) 3,69 0,62 591 0,02
OEO (L) 15,85 0,52 30,28 0,00
OEO (Q) 15,40 0,62 24,66 0,00
AM/PROT x OEO 11,95 0,74 16,16 0,00

*p < 0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca

Elongacdo = 62,36 + 2,38 AM/PROT + 3,69 AM/PROT? + 15,85 OEO + 15,40 OEO? + 11,95
AM/PROT x OEO

Tabela 15 — Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta elongacéo
Fonte de variagdo Soma quadratica GL Meédia quadratica Fcalc Ftab

Regresséo 3954,83 5 790,97 1,29 5,05
Residuos 3044,95 5 608,99

Falta de ajuste 3040,58 3 1013,53
Erro puro 4,37 2 2,19

TOTAL 6999,79 10
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Tabela 16 — Coeficientes de regressao, erro padrédo e nivel de significancia para a resposta

solubilidade
Fatores Coeficiente de regressao Erro padréo t(2) p*

Constante 18,95 0,76 22,10 0,00
AM/PROT (L) -4,59 0,47 -981 0,01
AM/PROT (Q) 2,07 0,56 3,70 0,06
OEO (L) -3,92 0,47 -8,37 0,01
OEO (Q) 0,78 0,56 1,41 0,29
AM/PROT x OEO 2,16 0,66 3,27 0,08

*p < 0,05 indica varidvel significativa a 95% de confianca

Tabela 17 — Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta solubilidade

Fonte de variacdo Soma quadratica GL Meédia quadratica Fcalc Ftab
Regressao 291,26 2 145,63 9,99 4,46
Residuos 116,51 8 14,56

Falta de ajuste 113,01 6 18,84
Erro puro 3,49 2 1,75
TOTAL 407,77 10

Tabela 18 — Coeficientes de regressdo, erro padréo e nivel de significancia para a resposta

permeabilidade

Fatores Coeficiente de regressao Erro padrao t(2) p*
Constante 0,20 0,006 30,52 0,00
AM/PROT (L) -0,01 0,004 -3,38 0,07
AM/PROT (Q) 0,04 0,004 9,67 0,00
OEO (L) -0,02 0,004 -5,84 0,02
OEO (Q) -0,00 0,004 -1,66 0,23
AM/PROT x OEO -0,00 0,005 0,86 0,47

*p < 0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca



Tabela 19 — Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta permeabilidade

Fonte de variacdo Soma quadratica GL Meédia quadratica Fcalc Ftab

Regressao 0,02
Residuos 0,00
Falta de ajuste 0,00
Erro puro 0,00
TOTAL 0,02

2
8
6
2

10

0,01
0,00
0,00
0,00

15,16 4,46
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Tabela 20 — Coeficientes de regressdo, erro padréao e nivel de significancia para a resposta

diferenca total de cor

Fatores Coeficiente de regressao Erro padrao t(2) p*
Constante 4,69 0,02 225,78 0,00
AM/PROT (L) -0,70 0,01 -55,41 0,00
AM/PROT (Q) 0,12 0,01 8,26 0,01
OEO (L) -0,49 0,01 -38,97 0,00
OEO (Q) 0,15 0,01 9,91 0,01
AM/PROT x OEO 0,20 0,02 11,51 0,00

*p < 0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca

Diferenca total de cor = 4,96 -0,70 AM/PROT + 0,12 AM/PROT? - 0,49 OEO + 0,15 OEO? +

0,20 AM/PROT x OEO

Tabela 21 — Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta diferenca total de cor

Fonte de variacdo Soma quadratica GL Meédia quadratica Fcalc Ftab

Regresséo 6,31
Residuos 3,95
Falta de ajuste 3,95
Erro puro 0,00

TOTAL 10,26

5
5
3
2

10

1,26
0,79
1,32
0,00

1,59 5,05
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Apéndice 3 — Tabelas da analise de regressdo, equacbes dos modelos e tabelas da anélise de
variancia do planejamento utilizando extrato fendlico de pimenta rosa

Tabela 22 — Coeficientes de regressdo, erro padréo e nivel de significancia para a resposta

espessura
Fatores Coeficiente de regressao Erro padrao t(5) p*
Constante 0,0780 0,0007 108,92 0,00
AM/PROT (L) -0,0002 0,0004 -0,51 0,62
AM/PROT (Q) 0,0001 0,0005 035 0,73
EFP (L) -0,0008 0,0004 -1,89 0,11
EFP (L) 0,0001 0,0005 035 0,73
AM/PROT x EFP -0,0007 0,0006 -1,20 0,28

*p < 0,05 indica varidvel significativa a 95% de confianca

Tabela 23 — Coeficientes de regressdo, erro padréo e nivel de significancia para a resposta
resisténcia a tracdo

Fatores Coeficiente de regressao Erro padréo t(2) p*
Constante 5,61 0,31 18,05 0,00
AM/PROT (L) -0,39 0,19 -2,056 0,17
AM/PROT (Q) 0,05 0,22 0,25 0,82
EFP (L) 0,19 0,19 1,00 041

EFP (L) 0,71 0,22 3,12 0,08
AM/PROT x EFP -0,28 0,26 -1,06 0,39

*p < 0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca

Tabela 24 — Coeficientes de regressdo, erro padrédo e nivel de significancia para a resposta

opacidade
Fatores Coeficiente de regressao Erro padréo t(2) p*
Constante 9,89 0,39 24,89 0,00
AM/PROT (L) 0,14 0,24 058 0,61
AM/PROT (Q) -0,30 0,29 -1,06 0,39
EFP (L) -0,12 0,24 -0,50 0,66
EFP (L) -0,23 0,29 -0,81 0,50
AM/PROT x EFP 0,24 0,34 0,69 0,55

*p < 0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca
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Tabela 25 — Coeficientes de regressao, erro padréo e nivel de significancia para a resposta

permeabilidade

Fatores Coeficiente de regressao Erro padréo t(2) p*
Constante 5,61 0,31 18,05 0,00
AM/PROT (L) -0,39 0,19 -2,05 0,17
AM/PROT (Q) 0,05 0,22 0,25 0,82
EFP (L) 0,19 0,19 1,01 041
EFP (L) 0,71 0,22 3,12 0,08
AM/PROT x EFP -0,28 0,26 -1,06 0,39

*p < 0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca

Tabela 26 — Coeficientes de regressao, erro padréo e nivel de significancia para a resposta

elongacao
Fatores Coeficiente de regresséo Erro padréo t(2) p*
Constante 79,26 2,77 28,55 0,00
AM/PROT (L) -24,19 1,70 -14,21 0,00
AM/PROT (Q) 20,15 2,03 9,92 0,01
EFP (L) 8,52 1,70 500 0,03
EFP (Q) 3,44 2,03 1,69 0,23
AM/PROT x EFP -5,05 2,40 -2,10 0,17
*p < 0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca
Tabela 27 — Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta elongacéo
Fonte de variacao Soma quadratica GL  Média quadratica Fcalc  Ftab
Regresséo 7493,30 3 2497,77 595 4,35
Residuos 2937,26 7 419,61
Falta de ajuste 2891,04 5 578,21
Erro puro 46,22 2 23,11

TOTAL 10430,57 10
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Tabela 28 — Coeficientes de regressao, erro padréo e nivel de significancia para a resposta

solubilidade

Fatores Coeficiente de regressao Erro padréo t(2) p*
Constante 20,00 0,48 41,44 0,00
AM/PROT (L) -1,38 0,29 -4,66 0,04
AM/PROT (Q) 0,21 0,35 0,61 0,60
EFP (L) 1,57 0,29 5,33 0,03
EFP (Q) 0,08 0,35 0,25 0,82
AM/PROT x EFP -0,64 0,42 -1,54 0,26

*p < 0,05 indica varidvel significativa a 95% de confianca

Solubilidade = 20,00 — 1,38 AM/PROT + 1,57 EFP

Tabela 29 — Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta solubilidade

Fonte de variacdo Soma quadratica GL  Média quadrética Fcalc  Ftab
Regressao 35,05 2 17,53 449 4,46
Residuos 31,23 8 3,90
Falta de ajuste 29,83 6 4,97
Erro puro 1,39 2 0,70
TOTAL 66,29 10

Tabela 30 — Coeficientes de regressao, erro padrdo e nivel de significancia para a resposta
diferenca total de cor

Fatores Coeficiente de regresséo Erro padréo t(2) p*
Constante 4,71 0,19 23,77 0,00
AM/PROT (L) -1,43 0,12 -11,78 0,00
AM/PROT (Q) 0,00 0,14 0,02 0,98
EFP (L) 0,02 0,12 0,17 0,87
EFP (Q) -0,003 0,14 -0,02 0,98
AM/PROT x EFP 0,04 0,17 0,27 0,80

*p < 0,05 indica variavel significativa a 95% de confianca
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Tabela 31 — Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta diferenca total de cor

Fonte de variacao Soma quadratica GL  Meédia quadratica Fcalc  Ftab
Regressao 16,38 1 16,38 330,3 5,12
Residuos 0,45 9 0,05

Falta de ajuste 0,38 7 0,05
Erro puro 0,06 2 0,03

TOTAL 16,83 10




