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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de pescado do mundo e o estado do Para,
no ano de 2013, foi o maior produtor nacional, com produ¢do de 728.393,80 toneladas,
sendo 670.961 da pesca artesanal, 41.250 da pesca industrial e 16.182 da piscicultura,
representando assim, uma das principais atividades econdmicas do Estado do Para
(SEPAQ, 2015).

As industrias de beneficiamento de pescado geram grandes quantidades de
residuos, como cabecas, aparas da filetagem, barbatanas, pele e carapaga, que possuem
valor nutricional e podem ser utilizados como matéria prima para a elaboragdo de
produtos, contribuindo para a diminui¢do dos impactos ambientais (BOSCOLO et al.,
2005; SIMOES et al., 2011). Dentre os possiveis produtos que podem ser elaborados a
partir dos residuos de pescado destacam-se a quitosa, a gelatina e o 6leo de peixe
(CONSTANT; STRINGHETA, 2002; KARIM; BHAT, 2009; OCAK, 2012).

A gelatina ¢ um polipeptidio obtido por hidrélise térmica parcial do colageno que
possui capacidade de formar géis termorreversiveis, sendo uma proteina fibrosa derivada
do colageno (SCHRIEBER; GAREIS, 2007). Segundo Bueno et al. (2011) e Alfaro et
al.(2013) a gelatina de peixe pode ser utilizada como material de parede para
microencapsulagdo de 6leo de peixe e formagao de filmes biodegradaveis.

O o6leo de peixe ¢ considerado alimento funcional, pois além das fungdes
nutritivas, pode ter efeitos benéficos a satide. No entanto, um dos principais problemas
associados a esses 6leos ¢ a facil oxidagdo na presenca de luz e oxigénio, com formagao
de produtos de degradagdo, que possuem odor e sabor desagradaveis, diminuindo a
aceitacao e vida comercial (KLAYPRADIT; HUANG, 2008; ARAB-TEHRANY et al.,
2012; CARNEIRO et al., 2012).

Para manter o 6leo de peixe oxidativamente estavel, deve-se armazenar a baixa
temperatura ¢ sob atmosfera modificada. Outra alternativa promissora seria a
microencapsulacdo (YEP et al., 2002; PACHECO; REGITANO-D’ARCE, 2009;
ALVIM; GROSSO, 2010).

A microencapsulagdo por spray-drying € uma das técnicas mais utilizadas para a
producao de flavors com baixa umidade, podendo ser definida como a transformacao do
material de alimentacdo em estado fluido (solucao, dispersao ou pasta) em um produto

particulado, formado pela atomizag¢do do fluido em um meio de secagem a quente
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(GHARSALLAOUTI et al., 2007). Neste processo podem ser utilizados como materiais de
parede a gelatina de peixe (MCCLEMENTS, 2006; KARIM; BHAT, 2009).

Outra aplicacdo tecnologica da gelatina de peixe ¢ a formagdo de filmes
biodegradaveis, que pode ser definido como um filme fino preparado a partir de materiais
biologicos, que age como barreira a elementos externos e, consequentemente, pode
proteger o produto embalado, de danos fisicos e bioldgicos (SANTANA et al., 2012).

Os filmes formados com proteinas de peixe apresentam propriedades funcionais
interessantes, como a habilidade para formar redes, elasticidade e boa barreira ao
oxigénio. No entanto, a barreira ao vapor de dgua ¢ baixa em razdo da sua natureza
hidrofilica (NUNEZ-FLORES et al., 2012; ZAVAREZE et al., 2012).

Burt (2004) relata que a adigdo de o6leos no filme, traz vantagens, pois muitos
Oleos possuem atividade antioxidante e antimicrobiana, o que pode melhora as
propriedades de barreira ao vapor de agua, evitar a oxidagdo de lipidios e retardar a
proliferacdo de micro-organismos nos produtos embalados, tornando o filme mais
atrativo e aumentando a vida util do produto.

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi extrair gelatina da pele de pescada

amarela e realizar aplicagdes tecnologicas.
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Extrair gelatina da pele de pescada amarela e realizar aplicagdes tecnologicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extrair gelatina da pele de pescada amarela e utilizar na microencapsula¢do de
6leo de peixe por spray-drying

- Desenvolver e otimizar a producao de filme biodegradavel de gelatina de peixe,
adicionado de 6leo de buriti

- Estudar as propriedades fisicas, mecanicas, antioxidantes e antimicrobianas de

filmes biodegradaveis , com 6leos essenciais e fixos
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3 ESTRUTURA DA TESE

Este estudo foi organizado em capitulos que estdo descritos da seguinte forma:

CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA.

CAPITULO II — EXTRACAO DE GELATINA DE PEIXE E APLICACAO NO
PROCESSO DE MICROENCAPSULACAO DE OLEO DE PEIXE POR SPRAY-
DRYING: Este capitulo corresponde ao primeiro artigo da Tese submetido para revista

Innovative Food Science and Emerging Technologies e encontra-se sob avaliagao.

CAPITULO III - DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE FILME
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CAPITULO I
1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 PRODUCAO E RECURSOS PESQUEIROS E APROVEITAMENTO DE
SUBPRODUTOS DA PESCA

De acordo com dados da Organizagao das Nagdes Unidas para a Alimentagao e a
Agricultura (2014), a produgdo pesqueira e aquicola mundial em 2013 atingiu 160
milhdes de toneladas de pescado e esses elevados numeros refletem o forte crescimento
da producao aquicola.

A producao de pescado no Brasil em 2013 foi de 2,5 milhdes de toneladas, com
um crescimento de 66% quando comparado com o ano de 2012, que teve uma producao
de 1,5 milhao de toneladas (FAO, 2014).

A regido Norte do Brasil ¢ uma das regides com maior participagao quanto ao
volume produzido no Brasil, o qual ¢ fortemente impulsionado pelo estado do Para, com
uma producdo de 728 mil toneladas (SEPAQ, 2015).

O beneficiamento do pescado nas industrias pesqueiras gera subprodutos devido
a falta de conhecimento do valor nutricional desses recursos, falta de tecnologia para
aplicacdo e por nao considerarem como matéria prima para elaboragao de diversos
produtos (BOSCOLO; FEIDEN, 2007; SIMOES et al., 2011)

O aproveitamento do material residual de pescado, além de diminuir o problema
de residuos organicos, traz vantagens econOmicas para as industrias, pois seu
aproveitamento agrega valor a estes residuos, que antes ndo tinham nenhum valor
comercial (AGUIAR et al., 2014).

Na etapa de filetagem, o aproveitamento do peixe ¢ de apenas 30%. O restante sdo
subprodutos que podem ser utilizados como fonte de proteinas ou lipideos e também
como matéria prima para producdo de gelatina, que pode ser usada como material de
parede para microencapsulagdo de 6leo de peixes (GOMEZ-GUILLEN et al., 2007;
BUENO et al., 2011).

1.2 GELATINA DE PEIXE

A gelatina ¢ uma proteina derivada da hidrdlise parcial do coldgeno, a qual pode

formar trés cadeias a independentes, uma cadeia B € uma a, ou apenas uma cadeia y. A
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principal diferenca entre as formas o, f e y da gelatina ¢ o peso molecular (KARIM;
BHAT, 2009).

Existem dois tipos principais de gelatina, a gelatina do tipo A, quando o ponto
isoelétrico reside em pH entre 7 € 9 e ¢ derivado exclusivamente do colageno pré-tratado
em condig¢des acidas, e a gelatina do tipo B, que possui ponto isoelétrico entre pH 4,8 e
5,6, resultado do pré-tratamento alcalino do coldgeno (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

Para aplicagdes alimentares, as caracteristicas mais importantes da gelatina sdo a
resisténcia do gel, a viscosidade, a gelificagdo e o ponto de fusdo, propriedades estas
afetadas por fatores, como: composi¢cdo de aminoacidos, peso molecular dos
aminoacidos, concentracao da soluc¢do de gelatina, tempo e temperatura de maturagao do
gel, pH e teor de sal (CHOIL; REGENSTEIN, 2000; GOMEZ-ESTACA et al., 2009).

Outras propriedades da gelatina que devem ser observadas sdo: a composigao, a
solubilidade, a transparéncia, a cor, o odor € o sabor. No entanto, os principais atributos
que melhor definem a qualidade de uma gelatina sdo a resisténcia do gel e a estabilidade
térmica, como temperaturas de fusdo e de geleificacao (JAMILAH; HARVINDER, 2002;
GOMEZ-GUILLEN et al., 2007).

A gelatina ¢ um dos biopolimeros mais populares, amplamente utilizada em
alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos e aplicagdes fotograficas, em decorréncia
de suas propriedades funcionais e tecnologicas tinicas. Contudo, um niimero crescente de
novas aplicagcdes tem sido encontrado para a gelatina em produtos como agentes
emulsionantes, agentes formadores de espuma, estabilizantes coloidais, materiais
formadores de pelicula biodegradaveis e micro-agentes de encapsulamento (GOMEZ-
GUILLEN et al., 2011).

A maioria das gelatinas comerciais ¢ produzida a partir de mamiferos,
principalmente de bovinos e suinos, porém, esse tipo de gelatina possui restrigdes
religiosas quanto o consumo entre mugumanos e judeus, o que ndo acontece com gelatinas
extraidas da pele de peixe, e, portanto, podem ser uma alternativa a substituicdo da
gelatina de mamifero para utilizacdo em produtos alimenticios, o que ndo so satisfara as
necessidades dos consumidores, como também serve como um meio para utilizar alguns
subprodutos da industria de pesca (ARNESEN; GILBER, 2007; KARIM; BHAT, 2009).

Para obtencdo da gelatina de peixe, a pele deve passar por etapas, como pré-
tratamentos, que podem ser por meios acidos, alcalinos ou um processo misto (acidos e
basicos). Esta etapa consiste em um tratamento alcalino e/ou acido, que quebra as ligagdes

ndo covalentes assim como desorganiza a estrutura da proteina, produzindo, assim,
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adequado inchaco e a solubilizacdo do colageno. A extragdo da gelatina, propriamente
dita, s6 ocorre sob temperaturas acima de 40°C, o que provoca a desnaturacgao parcial do
colageno, dando origem a molécula de colageno quebrada em pequenos pedacos
fragmentados e as triplas hélices sao separadas, fazendo com que o peso molecular varie
dependendo da preparacdo e fonte da matéria prima (GOMEZ-GUILLEN et al., 2007;
WANG et al., 2008). O grau de coldgeno convertido em gelatina esté relacionado com o
tipo de ambos os pré-tratamentos e o processo de extracdo de 4gua quente, como também
o pH, temperatura e tempo de extragdo (JOHNSTON-BANKS, 1990).

Segundo Zhou e Regenstein (2004) e Gomez-Guillén et al. (2011) a gelatina
extraida da pele de peixe pode ser utilizada na fabricacdo de sobremesas, de filmes para
produgdo de embalagens biodegradaveis e de capsulas, além de poder ser utilizada como
material de parede na producao de microparticulas, com diferentes aplicagdes.

Hansen et al. (2002), Bueno et al. (2011), Dai et al. (2011) também relataram que
a gelatina extraida da pele de peixe pode ser utilizada na producdo de microparticulas
apresentando boas propriedades de formagao de filmes.

Muyonga et al. (2004) e Avena-Bustillos et al. (2006) realizaram estudos
comparativos entre gelatina de peixe e de mamifero e verificaram que as gelatinas de
peixe tém concentragcdes menores de prolina e hidroxiprolina, em comparagao com as de
mamiferos, sendo esses aminoacidos um dos principais responsaveis pela estabilizacdo e

conformagao da gelatina.

1.3 FILMES BIODEGRADAVEIS

Filmes biodegraddveis podem ser definidos como materiais de fina espessura,
preparados a partir de macromoléculas biologicas, que agem como barreira a elementos
externos e consequentemente protegem o produto e aumentam sua vida comercial,
podendo conter compostos antimicrobianos e antioxidantes (KROCHTA et al., 2002).

Os biopolimeros derivados de matérias primas naturais como polissacarideos e
proteinas como a de peixe, sdo considerados potenciais substitutos para filmes plasticos
ndo biodegradaveis devido a seu baixo custo, facil disponibilidade de recursos
reprodutiveis e biodegradabilidade (JANJARASSKU; KROCHTA, 2010).

Para a formacdao dos filmes de gelatina de peixe, varios componentes sao
essenciais, sendo que cada um possui uma finalidade, como por exemplo, a gelatina de

peixe, que possui a fungdo de formar uma estrutura continua, a agua, que age como
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solvente e o glicerol, como plastificante. Além disso, pode ser utilizado 6leo que possui
fun¢do de plastificante e pode diminuir a permeabilidade ao vapor de agua, em
decorréncia de sua hidrofobicidade, e a goma arabica como surfactante (GUILBERT;
GONTARD, 2005).

Uma das técnicas mais utilizadas para a elaboracdo de filmes ¢ a “casting”, que
compreendem o preparo de uma solugao coloidal da macromolécula, adicionada ou ndo
de aditivos, a aplicacdo dessa solu¢do em um suporte adequado, seguida de secagem em

condig¢des controladas (MONTERREY- QUINTERO; SOBRAL, 2000).

1.3.1 Propriedades dos filmes biodegradaveis

Propriedades de barreira e permeabilidade ao vapor de agua

As propriedades de barreira sdo definidas como a capacidade de resistir a absor¢ao
ou a evaporacao de gases e vapores, resistir a permeacgao de lipideos e a passagem de luz
(SARANTOPOULOS, 2002). Gennadios et al. (1994) ¢ Roy et al. (2000) relataram que
filmes a base de proteinas possuem vantagens pois apresentam excelentes barreira ao
oxigénio e dioxido de carbono, porém sua natureza hidrofilica faz deles bastantes
ineficazes a barreira a umidade.

Em relacdo a permeabilidade ao vapor da agua, esta ¢ muito importante pois
influencia na prote¢do contra a acdo de gases, luz, odores e vapor da agua, constituindo
assim, uma barreira entre o ambiente externo e o produto no interior
(SARANTOPOULOS, 2002).

De acordo com Miiller et al. (2008) e Tongnuanchan et al. (2014), os filmes a base
de gelatina de peixe sdo considerados hidrofilicos e desse modo a permeabilidade ao
vapor da agua ¢ uma das propriedades mais discutidas, sendo essa propriedade
influenciada pelas caracteristicas intrinsecas do material, pelo teor do plastificante e pelas
condi¢des ambientais de umidade relativa e temperatura, as quais se encontram expostos.

Filmes muito permeéveis ao vapor da agua ndo podem ser utilizados para embalar
produtos que ndo possam absorver dgua como, por exemplo, os desidratados (MORAES,
2009; NUNEZ-FLORES et al., 2012).

Para melhorar a permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes de gelatina, algumas
alternativas podem ser utilizadas, como a adigdo de Oleos, pois os mesmos sdo

considerados hidrofobicos, o que pode melhor a permeabilidade ao vapor da agua e
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alguns o6leos ainda possuem atividade antioxidante e antimicrobiana, o que pode levar ao

aumento da vida comercial do produto embalado (BURT, 2004).

Propriedades mecanicas e solubilidade

As propriedades mecanicas dos filmes sdo parametros muito importantes, pois
estdo relacionadas com a resisténcia dos filmes biodegradavel, e os obtidos de proteinas
sa0 menos resistentes que os sintéticos (GENNADIOS et al., 1994; ZAVAREZE et al.,
2012; TONGNUANCHAN et al., 2014). De acordo com Cuq (2002) as propriedades
mecanicas dos filmes sdo influenciadas pela hidrofobicidade da pelicula, comprimento da
cadeia do polimero, ligagdes de hidrogénio e agente plastificante.

A solubilidade influencia no tipo de aplicagdo que serda destinado o filme
biodegradavel, podendo essa propriedade ser modificada pelo tipo e concentracdo do
plastificante, assim como a adi¢do de 6leos nos filmes (MULLER et al., 2008).

Filmes biodegraddveis com alta solubilidade podem ser interessantes para
embalagens de alimentos desidratados que devam sofrer uma hidratacdo prévia ao
consumo. Por outro lado, muitas aplicagdes demandam embalagens resistentes a agua,
como no caso de alimentos com alta atividade de 4gua, ou mesmo para evitar a
transpiragdo de produtos frescos e para o armazenamento ¢ requerida uma baixa
solubilidade do filme, porém, para alimentos que sofrerdo coc¢do com os filmes, uma
solubilidade alta ¢ desejada (MONTERREY-QUINTERO, 1998; CARVALHO et al.,
2000).

1.4 MICROENCAPSULACAO

A microencapsulagdao ¢ uma tecnologia onde materiais sélidos, liquidos ou até
gaso0sos sao envolvidos por uma fina camada polimérica, cujos compostos ou polimero
podem ser de origem natural ou sintética (KLAYPRADIT; HUANG, 2008; FANG;
BHANDARI, 2010).

A tecnologia de microencapsulacdo possui vantagens como a redugdo da
reatividade do ntcleo com fatores ambientais adversos, como efeitos indesejaveis da luz,
umidade e oxigénio, contribuindo assim para um aumento da vida comercial do produto,

diminuicao da taxa de transferéncia do material para o ambiente exterior, promove facil
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manuseio, controla a liberacao do nucleo do material € mascara o sabor e odor do produto
(SHAHIDI; HAN, 1993; GHARSALLAOUI et al., 2007).

Para microencapsular ingredientes alimenticios existem varias técnicas como
spray-drying, extrusao, aprisionamento lipossoma, coacervagdo simples € coacervagao
complexa, entre outras (DESAI; PARK, 2005; GHARSALLAOUI et al., 2007; DE VOS
et al., 2010; FANG; BHANDARI, 2010).

O tamanho das particulas obtidas na microencapsulacdo pode variar de alguns
nanodmetros até varios micrometros, sendo bastante variavel em fun¢ao do método ¢ dos
agentes encapsulantes utilizados para prepara-las. As microcapsulas podem possuir varias

formas, tamanhos, possuir um ntcleo ou mais como pode ser visualizado na Figura 1

(CONSTANT; STRINGHETA, 2002).
@A) O(B) O(C)
O(D) Q(E) Q(F)

Figura 1. Microcapsulas de spray-drying

(A): Matriz (microsfera); (B): Microcapsula simples; (C): Simples, irregular; (D): Duas paredes;
(E): Varios nucleos; (F): Agrupamento de microcapsulas. Preto = Material de parede; Cinza:
Recheio

Fonte: (AZEREDO, 2005).

1.4.1 Microencapsulacio por spray- drying

A microencapsulagdo por spray-drying ¢ uma das técnicas mais utilizadas para a
produgdo de flavors com baixa umidade, definida como a transformacdo do material de
alimentacdo em estado fluido (solucdo, dispersao ou pasta) em um produto particulado,
formado pela atomizagao do fluido em um meio de secagem a quente (GHARSALLAOUI
et al., 2007).

O método de spray-drying ¢ o mais comumente utilizado nas indéstrias de
alimentos em decorréncia do seu baixo custo, producao de particulas de boa qualidade e
sua simplicidade, se comparado aos demais métodos. E um processo continuo que

envolve vdrias etapas, como preparagdo da emulsdo, homogeneizagdo da dispersdo,
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atomizacao da massa para secagem e separacao do produto em p6 (DRUSCH et al., 2006;
AHN et al., 2008).

Microencapsulacdo por spray-drying, apesar de utilizar altas temperaturas, pode
ser aplicada em alimentos sensiveis ao calor, como produtos volateis e 60leos, sem afetar
a qualidade do produto final, pois a rapida evaporacdo mantém relativamente baixa a
temperatura das goticulas (RE, 1998; TONON et al., 2011).

A encapsulacdo de flavors constituidos de fragdes lipidicas e aromaticas tem o
objetivo de minimizar a oxidacao lipidica e a perda de volateis e no caso especifico da
encapsulacdo de oleos, a goma ardbica ¢ amplamente aplicada devido a presenca de
proteinas que apresentam boa capacidade emulsificante em sua composicao (FUCHS et
al., 2006; DRUSCH; BERG, 2008).

Para Jafari et al. (2008), na microencpulacao de compostos como 6leo, um dos
parametros mais importantes para ser observado € a relagao entre a massa do material de
recheio e a massa do material de parede, pois na maioria dos trabalhos publicados, ocorre
uma relacdo de material recheio e de parede de 1:4. Esta propor¢do ¢ comumente adotada
e reportada como o ponto 6timo para varios materiais, inclusive a goma arabica.

A selecdo dos melhores materiais de revestimento ou parede ¢ fundamental para
a microencapsulacdo de alimentos e segundo Sheu e Rosenberg (1995), a melhor maneira
para encapsular 6leo de peixe ¢ combinar materiais de revestimento, pois funcionam
como uma matriz de suporte € como emulsificante.

Para Anwar e Kunz (2011) € necessario verificar quais combinagdes sao melhores
para microencapsular a quantidade correta de 6leo de peixe, pois fatores como o métodos
de microencapsulacdo e a selecdo do material de parede ird influenciar na estabilidade da

emulsdo e estabilidade das microcapsulas produzidas.

1.5 OLEO DE PEIXE

Nos tltimos anos o mercado mundial de alimentos esté interessado em produtos
que fornecam ndo apenas os valores nutritivos, mas também beneficios para a satde
humana e um desses segmentos ¢ o chamado alimentos funcionais, no qual o 6leo de
peixe destaca-se por possuir acidos graxos poli-insaturados, como o &cido
eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaendico (DHA), que possuem fungdes
fisiologicas e beneficios a saude, como no tratamento de disturbios cardiovasculares,

cancer e artrite (BALK et al., 2006; SCHRAM et al., 2007).
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Estudos epidemiologicos e de intervencao dietética sugerem que o consumo de
acidos graxos poli-insaturados induz uma variedade de beneficios a saude do ser humano,
tais como efeito anti-inflamatorio, redu¢do de doencas cardiovasculares, prevencdo de
osteoporose e disturbio neuroldgico, como doenga de Alzheimer, bem como uma menor
incidéncia de depressao (RIEDIGER et al., 2009).

Segundo Aghbashlo et al. (2012) e Carneiro et al. (2012) os principais problemas
na produg¢do de alimentos utilizando 6leo de peixe ¢ a alta susceptibilidade a oxidagao, o
que afeta de forma negativa tanto seu valor nutricional quanto sensorial.

Desse modo, existe uma necessidade de proteger os 6leos com o objetivo de torna-
los mais estavel durante o manuseio, o processamento € 0 armazenamento, aumentando

a qualidade e a estabilidade do oléo de peixe (KLAYPRADIT; HUANG, 2008).

1.6 GOMA ARABICA

A goma arabica, também conhecida por goma indiana ou acacia € constituida de
uma mistura complexa de sais, como calcio, magnésio, potassio e acido arabico (BUFFO
et al.,, 2001; RODRIGUES-HUEVO et al., 2004).

Este tipo de goma ¢ constituida por um arranjo altamente ramificado de galactose,
arabinose, raminose e acido glicurdnico, possuindo também um componente protéico
ligado covalentemente a esse arranjo molecular, conferindo assim a goma arabica
propriedades emulsificantes (CHATTOPADHYAYA et al., 1998; ROMAN-
GUERRERO et al., 2009).

Segundo Charve e Reineccius (2009) e Trejo-Espino et al. (2010), a goma arabica
¢ um dos materiais de parede mais comumente utilizados em microencapsulacdo, pois
apresenta muitas caracteristicas desejaveis, como, agente de encapsulante, alta

solubilidade, baixa viscosidade e boas propriedades de emulsao.

1.7 OLEOS ESSENCIAS E FIXOS

A atividade antimicrobiana e antioxidante de dleos ja tem sido relatada a muitos
anos, porém so recentemente recebeu atencao por parte das industrias alimenticias para
possiveis aplicagdes tecnologicas (DAVIDSON, 2001; ZIVANOVIC et al., 2005).

Os principais componentes dos Oleos essencias responsaveis pela atividade
antioxidante e antimicrobiana sdo os alcoois, aldeidos, ésteres, éteres, cetonas, fenois e

terpenos, como o carvacrol, o timol, o g-terpineno, o eugenol e o acetato de eugenilo,
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sendo que cada tipo de 6leo contém cerca de mais de 100 compostos. No entanto, a
composicao dos Oleos essenciais e percentagem de componentes principais de uma
determinada espécie de planta podem variar dependendo da época de colheita, fontes
geograficas e at¢ mesmo em funcao de uma parte da mesma planta (PRUDENT et al.,
1995; LAMBERT et al., 2001; BURT, 2004).

Segundo Dimitrios (2006) e Jirovetz et al. (2006) o 6leo essencial de orégano ¢
considerado um dos oOleos com maior atividade antioxidante, por conter elevadas
concentracdes de compostos fendlicos como carvacrol, terpeno e p-cimeno, capazes de
eliminar os radicais livres. Ja no 6leo de cravo, a atividade antioxidante deve-se a presenca de
compostos como o eugenol, a beta-cariofileno e o acetato de eugenila.

Em relacdo ao o6leo de dendé, a atividade antioxidante e antimicrobiana deve-se a
presenca de tocoferdis, que sao fisiologicamente ativos como vitamina E e os &cidos graxos
palmiticos, oleico e linoleico (SUNDRAM et al.,2003; EDEM, 2002).

O oleo vegetal de buriti ¢ rico em carotenoides, acido graxo e alta concentragdo
de tocoferois, comportando-se como uma das fontes mais ricas em provitamina A, com
excelente atividade antioxidante e alta estabilidade oxidativa e por isso tem despertado
interesse mundial, devido sua composi¢ao (BATISTA et al., 2012).

Estudos realizados por varios pesquisadores mostram que a incorporagao de 6leos
em filmes biodegradaveis pode melhorar as propriedades antimicrobianas, antioxidantes
e a permeabilidade ao vapor de agua, além de diminuir a oxidagao lipidica (ZIVANOVIC
et al., 2005; EMIROGLU et al., 2010; GOMEZ-ESTACA et al., 2010; SILVA et al.,
2016).
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CAPITULO II
EXTRACAO DE GELATINA DE PEIXE E APLICACAO NO PROCESSO DE
MICROENCAPSULACAO DE OLEO DE PEIXE POR SPRAY-DRYING

RESUMO: As industrias de beneficiamento de pescado geram uma grande quantidade
de materiais poluentes, como peles, da qual pode ser obtida gelatina para a elaboracao de
diversos produtos. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi extrair gelatina da pele de
pescada amarela (Cynoscion acoupa) e utilizar na microencapsulacdo de o6leo de peixe
por spray-drying. Para a microencapsulacdo foram elaboradas quatro formulagdes com
diferentes concentragcdes de goma arabica e gelatina da pele de pescada amarela como
material de parede e 6leo de peixe como recheio. As emulsdes foram caracterizadas
quanto a estabilidade, microscopia Optica e viscosidade e as microparticulas, apds o
processo de secagem em spray-drying, em relagdo a eficiéncia de microencapsulagao,
atividade de agua, cor e morfologia. A gelatina de peixe apresentou excelente rendimento
(24,33%), ponto de fusdo de 23°C, forca do gel de 244g, viscosidade de 3,21cP e
quantidades de aminoacidos prolina e hidroxiprolina, maiores que a gelatina comercial.
Todas as emulsdes permaneceram estaveis durante 24 horas, com viscosidade mais
elevada para as amostras com gelatina de peixe. O po6 obtido apresentou microparticulas
de formato arredondado e enrrugado, com excelente eficiéncia de encapsulagdo, acima de
94%, sendo possivel substituir totalmente a goma arabica por gelatina de peixe no
processo de microencapsulagao.

Palavras-chave: microparticulas; aminoacidos; emulsoes; eficiéncia de encapsulacao.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de pescado do mundo e essa grande
produgdo durante o beneficiamento nas industrias pesqueiras gera residuos como cabegas,
aparas e peles, que possuem valor nutricional e podem ser utilizados para a elaboragdo de
produtos, contribuindo para a diminui¢do dos impactos ambientais (SIMOES et al.,
2011). Dentre os produtos que podem ser elaborados a partir desses residuos destacam-
se a gelatina e o 6leo de peixe (KARIM; BHAT, 2009; OCAK, 2012).

A gelatina ¢ um polipeptidio obtido por hidrolise térmica parcial do colageno, que
possui capacidade de formar géis termorreversiveis. A gelatina de peixe pode ser utilizada
para elaborar filmes biodegradaveis e como material de parede para microencapsulagao
de 6leos (BUENO et al., 2011; ALFARO et al., 2013).

O o6leo de peixe ¢ considerado alimento funcional, pois além das fungdes
nutritivas, pode ter efeitos benéficos a saide, como a diminuicdo de doencas
cardiovasculares. No entanto, um dos principais problemas associados a esses 6leos ricos
em acidos graxos poli-insaturados ¢ a facil oxidacdo, com formag¢do de produtos, que
possuem odor e sabor desagradaveis, dimuinido aceitacdo sensorial e vida comercial,
podendo a microencapsulacdo ser uma alternativa para esse problema (ARAB-
TEHRANY et al., 2012; CARNEIRO et al., 2013).

Microencapsulacdo por spray- drying pode ser definida como a transformacgao do
material de alimentacdo, em estado fluido, em um produto particulado, formado pela
atomizacao do fluido em um meio de secagem a quente (GHARSALLAOUI et al., 2007).
No encapsulamento de 6leo por spray- drying, uma etapa importante ¢ a preparacao da
emulsdo, quando considerada a combinagdo dos materiais utilizados, podendo ser
empregado a gelatina de peixe (KARIM; BHAT, 2009; CARVALHO et al., 2014).

A gelatina de peixe tem sido considerada alternativa para o encapsulamento de
produtos alimenticios, podendo ser extraida de subprodutos da industria de
processamento de peixe e ser utilizada como substituta da gelatina de mamiferos (SURH
et al., 2006; LI et al., 2009).

Considera-se que o aproveitamento de residuos oriundos da industria além de
minimizar o problema de eliminacao deste material poluente e de dificil descarte, pode
trazer vantagens econdmicas para as industrias por agregar valor aos subprodutos, pela

transformag¢@o em produtos, como a gelatina de peixe (AGUIAR et al., 2014).
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O objetivo deste trabalho foi extrair gelatina da pele de pescada amarela,
determinar suas caracteristicas fisico-quimicas e tecnologicas e utilizar na
microencapsulacdo de o6leo de peixe por spray- drying, buscando substituir a goma

arabica por gelatina no processo de microencapsulagao.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Foi utilizada pele de peixe da espécie pescada amarela (Cynoscion acoupa), obtida
do processo de filetagem, proveniente do mercado de peixe Ver-o-peso (Belém, Brasil),
para a producdo da gelatina. A goma arabica em p6 (Dindmica Quimica Contemporanea
Ltda, Brasil) foi utilizada como material de parede e o 6leo de peixe dmega 3 (Idna D

Amazonia, Belém, Brasil) foi utilizado como material de recheio.

2.2 EXTRACAO DA GELATINA DA PELE DE PESCADA AMARELA
(CYNOSCION ACOUPA)

A extracdo do colageno de pele da pescada amarela foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Montero e Gomez-Guillen (2000) com adaptacdes da
concentracdo da solugdo, do tempo e temperatura de imersao, obtidas através de ensaios
preliminares. As peles foram cortadas em pedagdes 4cm x 4cm, lavadas com agua
corrente ¢ imersas em solugdo de cloreto de sddio- NaCl (Isofar, Brasil) 0,6 M 1:5
(peso/volume) por 15 minutos, sob agitagdo de 85 rpm a 25°C em incubadora Shaker
(Luca-223, Brasil). Em seguida o material foi submerso em solu¢do de hidroxido de
sodio- NaOH (Vetec, Brasil) a 0, 3M, 1:5 (peso/volume) por 15 minutos, sob agitacdo
continua e lavado com agua corrente. Posteriormente foi imerso em solu¢do de acido
acético- CoH40O2 (Audaz, Brasil) 0,02 M, 1:5 (peso/volume) por uma hora, sob agitacao,
e lavado com 4gua corrente. A fase de extracao foi realizada com agua destilada em banho
maria (Tecnal, Te-057, Brasil), por 12 h a 50 °C, mantendo 1:5 (peso/volume). Apds a
extragdo, o filtrado obtido foi colocado em bandejas de inox, congelado em ultra freezer
(Coldlab, Cl 200-80v, Brasil) e liofilizado a -50°C/36 horas (Liotop- L101, Brasil).
Finalmente a gelatina obtida foi embalada a vacuo (Embaladora Fastvac, F200, Brasil) e

armazenada a -26°C em ultra freezer até a realizacdo das analises e microencapsulagao.

2.2.1 Rendimento do processo de extraciao da gelatina de peixe

O rendimento da extracdo foi calculado de acordo com a Equacao (1), expresso

em g de gelatina/100g de pele, segundo Binsi et al. (2009).

peso da gelatina em pé (g)

x 100

. o con —
Rendimento de gelatina (%) oeso wmido da pels Fresea (3)

(1)
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2.2.2 Caracterizacao fisico-quimica da pele e da gelatina de peixe

As analises de proteinas, umidade e cinzas foram realizadas de acordo com AOAC
(2000) e os lipidios por Bligh e Dyer (1959), em triplicata. A viscosidade, expressa em
centipoise (cP), foi determinada em viscosimetro de Ostwald-Fensk, n°100 (Cannon-
Fenske, Brasil) e utilizou o método British Standard Institution (B.S.I., 1975). O ponto
de fusdo foi determinado em solugdes de gelatina a 6,67% (CHOI; REGENSTEIN,
2000). A forca do gel (Bloom) foi determinada em analisador de textura (Reo Tex, SD-
700, Sunscientific) usando sonda de teflon cilindrica, com 12,5 mm de diametro,
pressionando 4 mm no gel de gelatina com velocidade de 1 mm/s (CHOI; REGENSTEIN,
2000).

2.2.3 Perfil de aminoacidos da gelatina da pele de peixe

Para determinar o perfil de aminodacidos foi utilizado um cromatografo liquido de
alta performace Waters-PICO Tag™, Waters 712 WISP, EUA (Waters, Watford, Herts,
UK), segundo o método proposto por White et al. (1986).

2.3 FORMACAO DA EMULSAO

Os materiais de parede, goma arabica e gelatina de peixe, foram dispersos em agua
destilada a 60°C. Apds resfriamento, foi adicionado a mistura o 6leo de peixe e a emulsao
foi formada em homogeneizador do tipo rotor-extrator (Tecnal Te-102, Brasil), operando
a 14.000 rpm, por 8 minutos.

Para verificar o efeito da concentracdo de gelatina de peixe na microencapsulagao
do 6leo de peixe foram realizadas quatro formulagdes com diferentes concentracdes de
gelatina e goma arabica, definidas por de testes preliminares e identificadas conforme a
tabela 1:

Tabela 1: Formulacaoes levadas para o spry-drying

Analise Formulagdes

Formulagdo A Formulagdo B Formulacdo C  Formulagao D
Goma arabica 10% 7 8,5% 7,5%
Oleo de peixe 20% 20% 20% 20%
Gelatinade 10% 1.5% 2.5%

peixe
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2.4 CARACTERIZACAO DAS EMULSOES

2.4.1 Estabilidade da emulsao

Imediatamente ap6s o preparo das emulsdes, 25 mL de cada formulagdo foi
colocado em um tubo cilindrico com didmetro interno de 15 mm e altura de 65 mm, selado
com pléstico e armazenado a 25°C por 24 horas. A estabilidade da emulsao foi analisado

pela separagdao de fase, observada durante o armazenamento segundo Frascareli et al.

(2012).

2.4.2 Microestrutura das emulsoes

A microestrutura das emulsdes foi avaliada logo ap6s o processo de
homogeneizagdo por microscopia Otica. Para isso, aliquotas das amostras foram colocadas
em laminas cobertas com laminulas e observadas em um microscopio Otico (Bel
PHOTONICS 1306594, Brasil), com aumento da lente objetiva de 100x (FRASCARELI
etal., 2012).

2.4.3 Viscosidade da emulsiao

O estudo do comportamento reoldgico das amostras foi realizado apds 24 horas
de armazenamento sob 25°C, segundo Frascareli et al. (2012), com adaptag¢des, utilizando
um viscosimetro (Haake, VT 550, Alemanha) acoplado ao sistema de configuragcdo de
cilindros coxiais copo SV e cilindros SV1. Cada amostra foi submetida a uma rampa

continua de taxa de deformacdo na faixa de 0 a 300 s-! durante 120.

2.5 MICROENCAPSULACAO POR SPRAY-DRYING

A obten¢ao das microcapsulas foi realizada em um mini spray-drying (Buchi B-
290, Suica), utilizando pressdo do atomizador de 8 bar, taxa de aspiragdo (aspirador)
100%, temperatura do ar de entrada de 136°C, vazdo de alimentacdo de 40% (12
mL/minuto). Testes experimentais foram realizados para definir os parametros do

Processo.

2.5.1 Eficiéncia de encapsulacio (% EE)
A eficiéncia de encapsulacdo (%EE) foi determinada segundo a metodologia

proposta por Bae e Lee (2008) e Carvalho et al. (2014), conforme a Equacao (2). Esta
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analise indica a quantidade de o6leo nao encapsulado presente na superficie das

microcéapsulas e esta diretamente relacionada com a eficiéncia de encapsulagao.

(TO- SO

]x 100

LY

(2)
Onde: TO ¢ a quantidade de 6leo total e SO ¢ a quantidade de 6leo na superficie das

microcapsulas.

2.5.2 Atividade de agua (aw) e cor instrumental das microcapsulas

A atividade de agua (aw) foi determinada em AQUALAB 4TE, (Decagon
Devices, USA) ¢ a cor foi determinada utilizando colorimetro MINOLTA modelo CR
310, obtendo-se parametros de L* (luminosidade), a* (intensidade do vermelho), b*

(intensidade do amarelo), C* (valor do croma) e h* (angulo de tonalidade).

2.5.3 Microscopia eletronica de varredura
A morfologia do p6 foi determinada por microscopia eletronica de varredura (Leo-
Zeiss, 1430, Inglaterra). Para o procedimento, as amostras foram fixadas em fita adesiva

e observadas sua estrutura.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das analises de atividade de agua, cor e eficiéncia de encapsulagdo
(% EE) foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0.05),
utilizando programa Statistica versao 7.0 (STATSOFT Inc., 2004).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CARACTERIZACAO DA PELE E DA GELATINA DA PESCADA AMARELA
A Tabela 2 mostra os resultados da caracterizacao da pele e da gelatina da pescada

amarela.
Tabela 2: Caracterizagdo da pele e da gelatina da pescada amarela.

Analises Pele Gelatina de peixe
Rendimento (%) - 24.33 £0.56
Umidade (%) 71.62+£0.20 5.07 £0.02
Lipideos (%) 3.72+0.01 1.59+0.10
Proteinas (%) 23.7+0.51 89.55+0.20
Ponto de fusdo (°C) - 23+0.20
Forca do gel (g) - 244 +0.03
Viscosidade (cP) - 3.21+£0.02

*M¢édia £ desvio padrio.

O rendimento de extracdo da gelatina de pescada amarela foi de 24,33%, valores
de 15% e 18,1% foram relatados por Grossman et al (1992) e Songchotikunpan et al
(2008) respectivamente, para a pele de tilapia do Nilo. Silva et al. (2017) encontraram
rendimentos de 8 a 24,7% para extracdo de gelatina da pele de filhote (Brachyplathystoma
filamentosum) quando variaram o tempo e a temperatura de extragao. Segundo Karim e
Bhat (2009), o rendimento da gelatina de mamifero ¢ de 6 a 19%, entretando, como no
presente estudo foram encontrados valores mais elevados, a pele de pescada amarela pode
ser uma alternativa para extracao de gelatina.

O rendimento pode estar relacionado com a espécie, temperatura de extragdo e
metodologia utilizada. Segundo Holzer (1996) e Silva et al. (2017) a temperatura de
extracdo da gelatina ¢ muito importante, podendo baixas temperaturas resultar em
rendimentos inferiores e extragdo incompleta, enquanto que temperaturas muito elevadas
tendem degradar a gelatina, afetando sua qualidade, reduzindo a for¢a do gel. Outros
fatores que podem influenciar na variagdo do rendimento sdo: a composicao da pele, a
gordura, a quantidade de componentes soliveis, a idade e a espécie de peixe
(MUYONGA et al., 2004; JONGJAREONRAK et al., 2006).

Songchotikunpan et al. (2008), obtiveram 67,7% de umidade para pele de tildpia
do Nilo, resultado comparavel ao da pescada amarela. Quanto ao teor de lipidios na pele,
foi baixo devido a pescada amarela ser considerada um peixe magro, além disso, o pré-
tratamento com NaCl, NaOH e CoH4O», incluindo as lavagens, foram eficazes na remog¢ao

da gordura, pois ocorreu uma diminui¢ao da pele para a gelatina. Grossman et al. (1992)
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relataram que o odor peculiar das peles de pescado deve-se aos compostos nitrogenados
e as gorduras que contém grandes porcentagens de acidos graxos insaturados.

O contetido de proteinas aumentou na gelatina quando comparado a pele, devido
a extragdo do coldgeno e concentragdo. E importante destacar que o teor de proteina na
pele, representa a quantidade de colageno presente e influencia no rendimento méximo
da gelatina (BILUCA et al., 2001; MUYONGA et al., 2004). Alfaro e Silva (2010) ao
analisarem pele de tilapia, obtiveram valores de 22,80% de proteina, préoximo ao
encontrado para a pele de pescada amarela. Songchotikunpan et al. (2008) e Silva et al.
(2017) encontraram valores de proteina na gelatina de peixe 89,4% e 72,76%,
respectivamente, semelhantes ao encontrado neste trabalho.

O ponto de fusdo da gelatina de pescada amarela foi proximo aos valor encontrado
para gelatina de filhote (23,73°C) e menor quando comparado com gelatina comercial
(28,16°C), nos resultados descritos por Silva et al. (2017). O valor de for¢a do gel da
gelatina do presente estudo ficou dentro da faixa desejada para alimentos que ¢ de 50 a
300g. Esse parametro ¢ a principal propriedade fisica da gelatina e determina o seu valor
comercial. A forca do gel da gelatina da pele de pescada amarela ficou proxima aos
resultados obtidos por Silva et al. (2011) para gelatinas de peles da cabega de carpa.

A viscosidade da gelatina da pele de pescada ficou dentro da faixa de viscosidade
para gelatinas comercial que ¢ de 2 a 7 cP (JOHNSTON-BANKS, 1990; JAMILAH;
HARVINDER, 2002), demostrando assim, boas propriedades tecnolédgicas.

3.1.1 Perfil de aminoacidos da gelatina da pele de peixe

Os resultados do perfil de aminoéacidos da gelatina da pescada amarela e de uma
gelatina comercial estdo apresentados na Tabela 3.

Em gelatinas, o teor de aminodacidos e a sequéncia varia de uma fonte para outra,
sendo normalmente compostas de grandes quantidades de prolina, hidroxiprolina e
glicina (KARIM; BHAT, 2009). O contetdo total de prolina e hidroprolina na gelatina de
pescada amarela foi 22,71%, ficando acima do encontrado por Songchotikunpan et al.
(2008) em gelatina comercial (19,26%) e por Silva et al. (2017), em gelatina de filhote
(13,53%). Os aminoacidos prolina e hidroxiprolina estabilizam as estruturas da gelatina
durante a formacdo de gel, conferindo melhores propriedades viscoelastica, fatores
importantes para as gelatinas (FOEGEDING et al., 1996). Esse elevado conteudo de
prolina e hidroprolina da gelatina de pescada amarela influenciou nas suas propriedades

tecnologicas como forca do gel e viscosidade, obtendo resultados satisfatorios para
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futuras aplicagdes tecnoldgicas. A glicina foi o principal aminoacido presente na gelatina
de pescada amarela, estando proximos dos valores encontrados na gelatina comercial.
Desse modo, a gelatina da pescada amarela pode ser utilizada como substituta da gelatina
de mamiferos, minimizando problemas de material poluente, trazendo vantagens

econOmicas para a industria de pesca.

Tabela 3: Perfil de aminoacidos presente na gelatina de pescada amarela e gelatina
comercial

Aminoéacidos Gelatina pescada amarela% Gelatina comercial
Songchotikunpan et
.(2008)
Acido Aspartico 5.22 7.84
Acido Glutamico 7.59 8.46
Serina 2.05 3.18
Glicina 22.77 22.45
Histidina 1.10 0.20
Taurina ND -
Arginina 7.07 7.43
Treonina 244 5.92
Alanina 9.18 12.55
Prolina 13.69 9.80
Hidroxiprolina 9.02 9.46
Tirosina 0.82 0.81
Valina 1.65 1.98
Metionina 1.86 0.82
Cistina 1.38 0.19
Isoleucina 0.80 1.06
Leucina 2.76 2.32
Fenilalanina 1.97 1.66
Lisina 2.69 342
Somatéria dos Aminoacidos 94.06 % -
Proteina Bruta 94.33 -

3.2 CARACTERIZACAO DA EMULSAO

3.2.1 Estabilidade da emulsao

A estabilidade da emulsdo pode determinar alguns dos pardmetros chaves na
qualidade das microcdpsulas de o6leo, como por exemplo, a eficiéncia de
microencapsulagdo e estabilidade oxidativa (RAMAKRISHNAN et al., 2013). A gelatina
de pele de pescada amarela demonstrou ser bom material de parede, pois as emulsdes
foram estaveis, ndo ocorrendo separacao de fases apds 24 horas. Segundo Pourashouri et
al. (2014) a gelatina ¢ capaz de atuar como agente emulsificante, em emulsdes de 6leo
em agua, proporcionando a estabilidade das emulsdes, sendo importante durante a

secagem e encapsulamento. Diante disso, ¢ possivel realizar o processo de
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microencapsulacdo em até 24 horas sem alterar a solucdo, por ndo ocorrer separagao de
fases.
3.2.2 Microscopia éptica

Na Figura 1 encontram-se imagens obtidas no microscopio otico das formulagdes
com diferentes concentragdes de gelatina e goma, somente goma e gelatina de peixe,

obtidas em microscopio Optico.

Figura 1. Formulagdes com diferentes concentragdes de gelatina e goma obtidas
em microscopio Optico (aumento de 100x): (A) 10% de goma arabica e 20% de 6leo
de peixe, (B) 10% de gelatina de peixe e 20% de 6leo de peixe, (C) 8,5% de goma arabica,
1,5% gelatina de peixe, 20% oleo de peixe, (D) 7,5% de goma arabica, 2,5% gelatina de
peixe, 20% o6leo de peixe. (E) Goma arabica (F) Gelatina de peixe.

Os diferentes materiais de parede e concentragdes empregados apresentaram
efeitos diferentes na formacao das particulas. As formulagdes (A e B) produzidas apenas
com goma arabica e gelatina de peixe, respectivamente, apresentaram gotas mais
uniformes e em maiores quantidades. Nas formula¢des formadas com a combinagdo de

goma e gelatina de peixe (C e D) verificou-se grande dispersdao das gotas, onde a
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distribuicao diminuiu com o aumento do teor de gelatina de peixe, sendo observadas
poucas goticulas nessas amostras.

Foi observado nas formulagdes (C e D) produzidas com mistura de goma arabica
e gelatina de peixe, maior dispersdao da goma arabica (pontos escuros, representados na
seta) e gelatina de peixe (goticulas mais claras), formando poucas emulsdes e
praticamente auséncia de goticulas, influenciando na eficiéncia de microencapsulagao,
demostrando que sdo incompativeis.

Tonon et al. (2011) e Frascareli et al. (2012) ao microencapsularem 6leo de café
e linhaga, respectivamente, observaram que ao diminuir a quantidade de goma e aumentar
outro material de parede como goma maltodextrina e goma ardbica, menor era a
quantidade goticulas nas emulsdes, também observado na presente pesquisa. A figura E
mostra que a goma arabica quando diluida em agua, apresenta pontos escuros ¢ a figura

F, apresenta a gelatina de peixe diluida em agua, apresenta goticulas claras.

3.2.3 Viscosidade da emulsao

As curvas de fluxos das emulsdes produzidas com diferentes concentragdes de
material de parede (gelatina e goma) sdo mostrados na Figura 2A. Na figura verifica-se
que a viscosidade da emulsdo aumentou com o teor de gelatina de peixe. Este fato ppode
estar relacionado com as propriedades dos aminoacidos. Tonon et al. (2011) e Frascareli
et al. (2012) observaram que ao aumentar o teor de goma ardbica, houve aumento da
viscosidade, porém, nestes trabalhos so6 foi utilizada goma como material de parede.

Na Figura 2B as dispersodes estudadas apresentaram comportamento newtoniano,
pois a viscosidade permaneceu constante ao aumentar a velocidade de cisalhamento na
faixa estudada (0-300 s'), apresentando uma viscosidade definida, caracteristicas de
fluidos newtonianos. Esse mesmo comportamento foi observado por Tonon et al. (2011),

em solu¢ao composta por goma aradbica e 6leo de linhaga.
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Figura 2. (A) Curvas de escoamento referentes as formulag¢des, (B) Curvas de
viscosidade versus a taxa de cisalhamento das diferentes emulsGes avaliadas.

3.3 MICROENCAPSULCAO POR SPRAY-DRYING

3.3.1 Eficiéncia de Encapsulacio (% EE)
Os resultados da Eficiéncia de Encapsulacdo em microcdpsulas de 6leo de peixe

produzidas em spray-drying sao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Eficiéncia de encapsulagdao em microcapsulas de 6leo de peixe produzidas em
spray-drying.

Analise Formulagdes

Formulacdo A Formulag¢do B Formulagdo C ~ Formulagdo D

EE% 99,73 £0,5* 99,50 +0,2° 96,71 +1,02° 94,93 +0,99¢

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica significativa entre as amostras (p
<0.05). (A) 10% de goma arabica e 20% de 6leo de peixe, (B) 10% de gelatina de peixe ¢ 20%
de dleo de peixe, (C) 8,5% de goma arabica, 1,5% gelatina de peixe, 20% o6leo de peixe, (D) 7,5%
de goma arabica, 2,5% gelatina de peixe, 20% oleo de peixe.

A Eficiéncia de encapsulacdo (%EE) variou de 94,93% a 99,73% e apresentou
diferenca significativa (p < 0.05) em todas as amostras, sendo influenciada pelo tipo e
concentracdo do material de parede. Este pardmetro ¢ importante, pois determina a
quantidade de 6leo aprisionado interferindo na vida comercial e armazenamento das
microcéapsulas. De acordo com os resultados observados na Tabela 3, os melhores valores
de EE% foram nas microcapsulas que continham apenas goma e/ou gelatina de peixe
(formulagdes A e B), ou seja, continha somente um material de parede ¢ ndo uma
combina¢do como nas formulagdes C e D. Observou-se que a gelatina e a goma arabica
possuem maior eficiéncia de microencapsulacao quando utilizadas separadas.

Frascareli et al. (2012) ao estudarem a microencapsulacdo de dleo de cafg,
observaram que o aumento da quantidade de goma arabica, elevou a EE%, devido maior
disponibilidade de material de parede para recobrir o 6leo no interior da microcépsula.

Os percentuais de EE% do presente estudo foram superiores aos resultados
encontrados por Carvalho et al. (2014) que encontraram valores de de 86 a 97% para
microencapsulagdo de o6leo de café com lecitina e quitosana, Tonon et al. (2011),
encontraram resultados de 51 a 92 % para 6leo de linhaca e Frascareli et al. (2012)
obtiveram resultados de 47 a 82% na microencapsulagdo de 6leo de café com goma
arabica.

A gelatina de peixe demostrou excelentes propriedades como material de parede
para microencapsular 6leo utilizando spray-drying. Esses bons resultados, deve-se
provavelmente ao fato da mesma ter apresentado valores elevado de prolina e
hidroxiprolina, observado no perfil de aminoacidos, melhorando assim, suas propriedades
reoldgicas e funcionais como material de parede.

Segundo Pourashouri et al. (2014) a gelatina atua como agente emulsificante e

material membranoso, formando rapidamente uma crosta devido a presenga de
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aminoacidos como hidroxiprolina em contato com o 6leo € o ar quente, impedindo que o
material de recheio se espalhe para a superficie, aumentando a eficiéncia de

microencapsulacio.

3.3.2 Atividade de agua (aw) e Cor instrumental

Os resultados das andlises de aw e cor realizadas nas microcépsulas de 6leo de
peixe produzidas por spray-drying podem ser vizualizadas na tabela 5.

Observa-se que todas as amostras apresentaram diferenca significativa (p < 0.05)
para aw, mostrando que os diferentes materiais de parede e concentragdes interferiram no
resultado, onde as amostras que apresentaram valores mais elevados continham gelatina
de peixe. Isto ocorreu durante a secagem da gelatina no spray-drying, devido o processo
de geleificacao, o que dificulta a secagem.

Por outro lado, pode-se verificar que o tipo e concentragdo de material de parede
utilizado para microencapsular o 6leo de peixe, influenciou a coloragdo do p6 obtido, na
qual a formulacdo A, produzida apenas com goma ardbica foi a que apresentou uma
coloragdo mais clara demostrada pelos maiores valores de L* e a adi¢ao de gelatina de
peixe proporcionou uma coloracao mais escura para os pos obtidos, devido a coloragao
da pele da pescada amarela. Para os parametros a*, b*, croma e angulo, as amostras nao
apresentaram diferencga significativa, demostrando uma coloragao clara, fato comprovado
pelos valores do angulo de tonalidade em torno de 100 e elevados valores para
luminosidade.

Tabela 5: Atividade de 4gua (aw) e cor instrumental em microcépsulas de 6leo de peixe
produzidas por spray-drying

Analises Formulag¢des
A B C D

aw 0.16+0.00? 0.30+0.00° 0.41+0.00°¢ 0.42+0.00¢

L* 87.04+0.20% 81.34+0.60% 86.22+0.15¢ 84.66+£0.34°
a* -3.40+0.34° -3.11+0.08° -3.40+0.28° -3.51+0.04°

b* 13.64+1.02° 14.69+0.01° 13.31+0.77° 13.32+0.172
C*(Croma) 14.294+0.60? 15.04+0.02° 13.96+0.47° 13.81+0.12°
H° (angulo) 104.41+1.402 102.11£0.09* 104.08+1.60* 104.77+0.34*

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica significativa entre as amostras (p
<0.05). (A) 10% de goma arabica e 20% de 6leo de peixe, (B) 10% de gelatina de peixe ¢ 20%
de 6leo de peixe, (C) 8,5% de goma arabica, 1,5% gelatina de peixe, 20% o6leo de peixe, (D) 7,5%
de goma arabica, 2,5% gelatina de peixe, 20% o6leo de peixe.
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3.3.3 Morfologia das particulas

Por meio das imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) (Figura 3) ¢
possivel observar que a maioria das amostras apresentou morfologia semelhante,
superficies arredondadas e tamanhos variados, caracteristicos da microencapsulagdo por
spray-drying. Este resultado ¢ semelhante ao encontrado por Frascareli et al. (2012) e
Tonon et al. (2011), que utilizaram goma arabica como material de parede.

As particulas ndo apresentaram fissuras ou rachaduras aparentes, o que ¢
importante para proporcionar menor permeabilidade aos gases e melhor protegdao. Além
disso, as superficies foram concavas e enrugadas, tipico de microcapsulas produzidas por
pulverizacdo. Segundo Klinkesorn et al. (2005), a microencapsulagdo por Spray-drying
provoca a solidificacdo do material de parede antes da expansdo das microcapsulas,

secagem desigual.

Mag= 7ESOKX EWT=18800kw WO §6swm - .

Figura 3. Microscopia eletronica de varredura (MEV) produzidas com diferentes
concentracgdes de gelatina de peixe e goma arabica. (A) 10% de goma e 20% de dleo de peixe,
(B) 10% de gelatina de peixe e 20% de oleo de peixe, (C) 8,5% de goma, 1,5% gelatina de peixe,
20% oleo de peixe, (D) 7,5% de goma, 2,5% gelatina de peixe, 20% o6leo de peixe.
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4 CONCLUSAO

A gelatina da pescada amarela apresentou valores de aminoacidos superiores aos
relatados na literatura para gelatina comercial e peixes de outras espécies e caracteristicas
funcionais e tecnoldgicas dentro da faixa adequada para alimentos. A gelatina obtida no
presente estudo apresentou excelente eficiéncia de microencapsulacao, podendo
substituir a goma arabica como material de parede no processo de microencapsulacao por
spray drying, gerando uma alternativa, visto que a goma arabica possui alto custo, além
de minimizar problemas de material poluente, trazendo vantagens econdmicas para a

industria de pesca.
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CAPITULO III

DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE FILME BIODEGRADAVEL DE
GELATINA DE PEIXE ADICIONADO DE OLEO DE BURITI

RESUMO: No presente trabalho foi proposto determinar por meio de um planejamento
fatorial completo 2°, as condi¢des 6timas de processo para o desenvolvimento de um
filme biodegradavel, de gelatina de peixe com adi¢ao de 6leo de buriti e caracteriza-lo
em relacdo as suas especificidades fisicas, mecanicas antioxidantes. Os filmes foram
obtidos com diferentes concentragdes de gelatina de peixe, plastificante e 6leo de buriti
por meio do método casting e analisou-se a influéncia desses componentes sobre suas
propriedades. O aumento na concentragao de 6leo de buriti proporcionou ao filme maiores
propriedades antioxidantes e a diminui¢do da gelatina e glicerol, menor permeabilidade
ao vapor de agua, aumentando a resisténcia a tragdo. As condigdes de otimizagdo do
processo foram 2,3% de gelatina de peixe, 30% de oleo de buriti e 13,18% de
plastificante. Os filmes produzidos nessas condi¢cdes apresentaram alta atividade
antioxidante (24,77umol de TE/g), resisténcia mecanica (8,04 MPa) e permeabilidade ao
vapor de agua satisfatorio (0,38 x10'° g. m!. s!. Pal ). O filme apresentou baixa
solubilidade em agua, umidade e atividade de 4gua, contribuindo para sua integridade,
nao apresentando defeitos. Este estudo mostrou que a gelatina de peixe e 6leo de buriti
sdo fontes promissoras para o desenvolvimento de embalagens biodegradaveis, podendo
reduzir o impacto ambiental provocado pelos residuos da industria de pesca e plasticos
derivados do petroleo.

Palavras-chaves: pescado; gelatina; otimizacao; filme biodegradavel; 6leo de buriti.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os consumidores e industrias de alimentos, tem buscado a
utilizagdo de embalagens com matérias biodegraddveis, com o objetivo de reduzir o
impacto ambiental provocado pelos plasticos convencionais derivados do petréleo
(GUCBILMEZ et al., 2007; WU et al., 2014).

As industrias de beneficiamento de pescado geram uma grande quantidade de
matérias poluentes, como cabecas e peles, que possuem valor nutricional e podem ser
utilizados para a elaboragdo de produtos, contribuindo para a diminui¢do dos impactos
ambientais (SIMOES et al., 2011). Dentre os possiveis produtos que podem ser
elaborados a partir desses residuos destacam-se a quitosana e a gelatina (KARIM; BHAT,
2009; OCAK, 2012).

A gelatina ¢ um polipeptidio obtido por hidrélise térmica do colageno, possui
capacidade de formar géis termorreversiveis, € tem ocorrido interesse na sua utiliza¢ao
para aplicacdes de embalagens, em decorréncia de sua excelente formacdo de filme,
abundancia, por ndo ser toxica, biocompativel e biodegradavel (ALFARO et al., 2013; et
al., 2014; AHMAD et al., 2015).

Filmes biodegradaveis podem ser preparados a partir de polimeros naturais como
proteinas, lipidios e polissacarideos, ou uma combinagdo desses compostos (LIMPAN et
al., 2010). Além disso, pode ser adicionado 6leo em sua composi¢do para melhorar suas
propriedades (TONGNUANCHAN et al. 2014).

O oleo de buriti tem despertado interesse mundialmente, devido sua composi¢ao
quimica e farmacologica, rico em carotenoides, acido graxo e alta concentragdo de
tocoferois, comportando-se como uma das fontes mais ricas em provitamina A, com
excelente atividade antioxidante e alta estabilidade oxidativa (BATISTA et al., 2012).

A adicdo de oOleo de buriti em filmes biodegradaveis,é um alternativa para
melhorar propriedades como barreira de vapor de agua, tornando mais atritivo,
aumentando a vida 1til do produto (BURT, 2004; NUNEZ-FLORES et al., 2012; SILVA
etal., 2016).

O objetivo deste trabalho foi determinar as condi¢des Otimas para desenvolver
filme biodegradavel de gelatina de peixe com adi¢do de Oleo de buriti, através de
planejamento fatorial completo 23. Os filmes, foram caracterizados em relagio a atividade

antioxidante, propriedade mecanica, permeabilidade ao vapor de agua, viscosidade da
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solucdo filmogénica, espessura, solubilidade em 4gua, pardmetros de cor e

microestrutura.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Pele de peixe da espécie pescada amarela (Cynoscion acoupa) utilizada para obter
a gelatina, foi oriunda do mercado de peixe Ver-o-peso (Belém, Brasil). A goma arabica
em p6 pura (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda, Brasil) como surfactante, 6leo de
buriti doado pela empresa Beraca (Beraca, Belém, Brasil) e glicerol (Isofar, Glicerina PA

com 99,5% de pureza) utilizado como plastificante.

2.2 EXTRACAO DA GELATINA DE PELE DE PEIXE DA PESCADA AMARELA
(Cynoscion acoupa)

A extracdo da gelatina de pele da pescada amarela foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Montero e Gomez-Guillen (2000) com adaptacdes da
concentracdo da solugdo, do tempo e temperatura de imersao, obtidas através de ensaios
preliminares. As peles foram cortadas em 4cm x 4cm, lavadas em 4gua corrente e imersas
em solucdo de cloreto de sodio (Isofar, Brasil) 0,6 M 1:5 (peso/volume) por 15 minutos,
sob agitacao de 85 rpm a 25°C em incubadora Shaker (Luca-223, Brasil). Em seguida o
material foi submerso em solugdo de hidroxido de sodio (Vetec, Brasil) a 0,3M, 1:5
(peso/volume) por 15 minutos, sob agitagdo continua e lavado em &4gua corrente.
Posteriormente foi imerso em solucao de acido acético (Audaz, Brasil) 0,02 M, 1:5
(peso/volume) por uma hora sob agitacao e lavado em agua corrente. A fase de extragdo
foi realizada com agua destilada em banho maria (Tecnal, Te-057, Brasil) por 12 h a 50
°C, mantendo 1:5 (peso/volume). Apds a extragdo, o filtrado obtido foi colocado em
bandejas de inox, congelado em ultra freezer (Coldlab, CI 200-80v, Brasil) e liofilizado a
-50°C/36 horas (Liotop- L101, Brasil). Finalmente a gelatina obtida foi embalada a vacuo
(Embaladora Fastvac, F200, Brasil) e armazenada a -26°C em ultra freezer até a realizagao

dos filmes.

2.3 PREPARACAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

Os filmes foram obtidos de acordo com Tongnuanchan et al. (2014) com algumas
modificagdes. Diferentes concentragdes de gelatina de peixe, 6leo de buriti e plastificante
(glicerol), foram misturadas com agua destilada (p/v) por suspensdo, de acordo com o

planejamento fatorial completo 2* apresentado na Tabela 1, fixando a concentragio de
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surfactante (goma ardbica) em 30% em relacdo ao Oleo. A solucdo final foi
homogeneizada a 15.000 rpm por 5 minutos em homogeneizador Turratec (Tecnal, TE-
102), obtendo-se as solugdes filmogénicas (SF). De acordo com o método casting, 120mL
da solucao filmogénica (SF) foram colocadas em suporte de silicone (22cm de diametro
x 3cm de altura) e submetidas a secagem em estufa incubadora (Quimis, Q315M) a
temperatura de 30°C por 20 horas. Apds a secagem, os filmes para a avaliacdo da
atividade antioxidante, permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) e resisténcia a tragcdo

(RT) foram acondicionados em sacos de polietileno em temperatura ambiente.

2.3.1 Planejamento Fatorial Completo 23 para Estabelecer as Varidveis do Processo
de Obtencao dos Filmes

Para estabelecer a melhor combinagdo de gelatina de peixe, 6leo de buriti e
plastificante na obten¢io do filme, foi utilizado um planejamento fatorial completo 2°,
constituido por ensaios lineares -1 e +1, ensaios com pontos axiais —o e + o, definidos em
-1,68 e 1,68, respectivamente e 3 repeti¢des no ponto central. Foram utilizadas como
variaveis independentes a concentracao de gelatina de peixe (GP), 6leo de buriti (OL) e
plastificante (PL) e como variaveis dependentes a atividade antioxidante, permeabilidade
ao vapor de agua (PVA) e resisténcia a tragdo (RT), como pode ser onservado na tabela
1.

Tabela 1: Definicdo dos niveis das variaveis estudadas na obten¢ao do filme

-a -1 0 +1 +a
FATORES (%) (-1.68) (1.68)
Gelatina de peixe (GP) 2,3 3 4 5 5,6
Oleo de buriti (OB) 13,18 20 30 40 46,81
Plastificante (PL) 13,18 20 30 40 46,81

2.3.2 Determinacio das Propriedades dos Filmes Biodegradaveis

A atividade antioxidante foi determinada por espectrofotometria de absor¢do UV-
Visivel, utilizando o radical ABTS (2,2-azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico), de acordo com as metodologias descritas por Brand-Willians et al. (1995) e
Re et al. (1999).

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) foi determinada utilizando o método
modificado ASTM D882-95 descrito por Arfat et al. (2014). As amostras dos filmes
foram seladas com adesivo de silicone em recipiente de vidro de 4,5 cm x 7,0 cm

(didmetro x altura), contendo 10 g de silica gel a 0% UR e pressao de vapor de dgua (Pa)
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a 30°C igual a zero. Os recipientes foram colocados em dessecadores contendo agua
destilada a 30°C a 99% UR; 4244,9 Pa de pressdo de vapor de agua a 30°C. Foram
pesados em intervalos de 1h por um periodo de 10 horas. A PVA foi calculada através da

Equacao 1.

WVP = W.X/A.t.AP (1)

Onde: WVP: permeabilidade ao vapor de dgua (g.m™'. s’!. Pa’l.); W: ganho de peso pelo
dessecante (g); X: espessura do filme (m); A: 4rea da superficie do filme exposto (m?) t:
tempo de incubagdo (segundos); AP: diferenca de pressao parcial (Pa). Trés corpos de
provas foram usados para testes de WVP.

A resisténcia a tracdo (RT) dos filmes foram determinadas empregando-se
metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996) descrita por Limpan et al. (2010) utilizando
texturometro (QTS, Brookfield), realizadas em temperatura ambiente. A separagao inicial
das garras e a velocidade da probe foram de 50 mm e 1 mm.s™!, respectivamente. As
amostras foram cortadas em pedacos de 100 mm x 25 mm (comprimento x largura) e

calculada pela Equagao 2.

RT =Fm/A )

Onde: RT: resisténcia a tragdo (MPa); Fm: forca maxima no momento da ruptura do filme
(N); A: area da seccdo transversal do filme (m?).

A viscosidade das solugdes filmogénicas foram realizadas por meio da
determinagao de curvas de fluxo (tensdo de cisalhamento x taxa de corte) em viscosimetro
(Haake, VT 550, Alemanha) acoplado ao sistema de configuracdo de cilindros coxiais
copo SV e cilindros SV1. Os ensaios reologicos foram realizados a 28°C, com taxa de
cisalhamento variando entre 0 e 300 s™! no intervalo de tempo de 120s.

A espessura dos filmes foi medida utilizando-se um micrometro digital com
resolugdo de 0,001 mm (Insize, modelo IP54). Foram selecionados oito locais aleatdrios
em cada filme com afastamento da borda de 60 mm.

Para avaliar a solubilidade, os filmes foram recortados em discos de 2 cm de
diametro e colocados em estufa a 105°C por 24 horas e pesados. Em seguida, os filmes
secos foram imersos em recipientes com 50 mL de dgua sendo este sistema agitado em

Incubadora Shaker refrigerada (Lucadema, modelo Luca-223) com velocidade de 150
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rpm por um periodo de 24 horas, a 25°C. Ap0s este periodo, as amostras foram filtradas
e o material retido submetido a secagem (105°C por 24 horas), para determinar o material
ndo dissolvido em dgua (GONTARD et al., 1994).

A umidade foi realizada conforme a AOAC (2000), por secagem em estufa a
105°C, até peso constante ¢ a atividade de 4gua (aw) foi determinada em AQUALAB 4TE,
(Decagon Devices, USA).

A cor dos filmes foi determinada utilizando colorimetro MINOLTA modelo CR
310, obtendo-se parametros de L* (luminosidade), a* (intensidade do vermelho), b*
(intensidade do amarelo), C* (valor do croma) e h* (dngulo de tonalidade).

A microestrutura da superficie superior e da sec¢do transversal dos filmes foi
determinada utilizando microscopio eletronico de varredura (MEV) (Leo-Zeiss, modelo

1430).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados foi realizada por meio do programa Statistica
versdo 7.0 (STATSOFT Inc., 2004) utilizando os resultados das anélises de antioxidantes,
permeabilidade ao vapor de agua e resisténcia a tracdo, obtendo hierarquizagdo dos
efeitos, analise de variancia e superficie de resposta para o planejamento fatorial completo

23 e a fungio desejabilidade para estimar as condigdes 6timas para a obtengdo do filme.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2°

A matriz codificada e seus respectivos niveis juntamente com os valores
experimentais dos parametros atividade antioxidante, permeabilidade ao vapor de agua

(PVA) e Resisténcia a tracao (RT) sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados experimentais para atividade antioxidante, PVA e RT obtidos sob
diferentes condi¢des do Planejamento Fatorial Completo 2°
Valores codificados Valores EXPERIMENTAIS
Ensaios GP OB PL ANTIOXIDANTE PVA RT
(%) (%) (%) (umol de TE/g) (x10° gm!. s'. Pal)  (MPa)

1 -1 -1 -1 10,89 0,52 5,78
2 1 -1 -1 8,23 1,82 3,35
3 1 1 1 23,28 1,14 4,71
4 1 1 1 12,92 1,23 2,79
S -1 -1 1 11,00 1,51 1,76
6 1 1 1 11,79 2,49 1,15
7 -1 1 1 10,12 1,71 0,97

1 1 1 7,56 1,75 0,64
9 0 0  -1,68 18,02 1,10 4,962
10 0 0 1,68 22,01 1,9 0,65
1 0 1,68 0 5,89 2,37 2,06
12 0 1,68 0 9,75 1,56 1,37
13 -1,68 0 0 7,65 1,18 1,55
14 1,68 0 0 4,50 1,65 0,78
15 0 0 0 8,91 1,33 0,98
16 0 0 0 10,20 1,32 1,26
17 0 0 0 9,01 1,46 1,31

GP (%): Gelatina de peixe; OB (%): Oleo de Buriti; PL (%): Plastificante; PVA: Permeabilidade ao
vapor de agua (x101° g.m!. . Pa!); RT: Resisténcia a tragdo. TE=trolox equivalente (ABTS).

Os resultados apresentados na Tabela 2, obtidos para os diferentes ensaios
realizados apresentaram valores maximo e minimo de 23,20 a 4,50 pmol de TE/g para
atividade antioxidante, 2,49 3 0,52 x10'° g.m™!. s!. Pa"! para permeabilidade ao vapor de

agua e 5,78 a 0,64 MPa para Resisténcia a tracao, determinados através do erro puro e
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pela soma quadratica residual, demonstrando assim, a influéncia da concentracdo dos

componentes utilizados nas propriedades dos filmes de gelatina de peixe.

3.1.1 Estimativa das Variaveis, Significincia e Analise de Variancia das Respostas

Estudadas no Planejamento Fatorial Completo 23

Tabela 3: Efeito estimado, erro, grau de significancia estatistica para o erro puro,
regressio, falta de ajuste e R?, para atividade antioxidante, PVA e RT.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE F-Valor
Varidveis Efeito Erro P-valor Regressio F.ajuste R?
FcaL FcaL
(1) GP(L) -2,941 0,388 0,016 98,81 12,23% 0,90
GP (Q) -2,083 0,427 0,039
(2) OB (L) 2,702 0,388 0,020
OB (Q) -0,849 0,427 0,185
(3)PL (L) -1,193 0,388 0,091
PL (Q) 7,769 0,427 0,003
GP by OB -2,760 0,507 0,0321
GP by PL 2,809 0,507 0,031
OB by PL -5,550 0,507 0,008
Modelo 9,338 - 1,470G - 1,041G?+ 1,3510 + 3,884P%— 1,38GO + 1,404 GP — 2,77LP
PVA F-Valor
Variaveis Efeito Erro P-valor Regressao F. ajuste R?
F.caL FcaL
1) GP (L) 0,468 0,043 0,008 99,11 5,89% 0,90
GP (Q) -0,022 0,048 0,684
(2) OB (L) -0,274 0,043 0,024
OB (Q) 0,364 0,048 0,016
(3)PL (L) 0,597 0,043 0,005
PL (Q) 0,037 0,048 0,513
GP by OB -0,536 0,057 0,011
GP by PL -0,088 0,057 0,261
OB by PL -0,141 0,057 0,130
Modelo 1,382 +0,234G - 0,0110 + 0,1820? + 0,298P - 0,268GO
RT F-Valor
Variaveis Efeito Erro P-valor Regressao F. ajuste R?
FcaL FcaL
1) GP (L) -0,962 0,095 0,009 215,41 11,33* 0,93
GP (Q) 0,299 0,105 0,104
(2) OB (L) -0,600 0,095 0,024
OB (Q) 0,690 0,105 0,022
(3)PL (L) -2,836 0,095 0,001
PL (Q) 1,460 0,105 0,005
GP by OB 0,195 0,124 0,257
GP by 3L 0,855 0,124 0,020
OB by 3L 0,082 0,124 0,578

Modelo 1,142 - 0,481G +0,149G? - 0,30 + 0,3450?% -1,418P + 0,73P% + 0,427GP

GP: Gelatina de peixe; OB: Oleo de buriti; PL: Plastificante: Regressdo: Frap: 19,35
(Antioxidante); Fras: 19,29 (PV A-permeabilidade ao vapor de agua); Fras: 19,32 (RT- resisténcia
a tracdo); Falta de ajuste: Fras: 19,35 (Antioxidante; Frag: 19,38 (PVA); Frag: 19,37 (RT); *ndo

significativo.
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Como pode ser observado na Tabela 3, para a atividade antioxidante o 6leo linear
e o plastificante quadratico, apresentaram efeito significativo positivo, indicando que o
aumento da concentracao desses componentes na formacao do filme, implica na elevagao
da atividade antioxidante. Este aumento da atividade antioxidante, com a elevacdo da
concentragdo do 6leo de buriti, deve-se a presenga de carotenoides, compostos fenolicos
e vitamina E na forma de a-tocoferol, presente no 6leo (BATISTA etal., 2012; KOOLEN
etal., 2013).

O o6leo linear apresentou efeito significativo negativo sobre a resposta
permeabilidade ao vapor de 4gua, indicando que ao passar do nivel -1 para +1 ocorre
diminui¢do do PVA, tornando, o filme menos susceptivel a absorver agua do ambiente.
Esse fato deve-se a hidrofobicidade dos 6leos.

A concentragado de plastificante linear foi o fator que apresentou maior efeito sobre
a resisténcia a tracdo, onde o aumento da concentracdo de plastificante implica na
diminui¢do da RT do filme, tornando-o menos resistente e mais eldstico. A fun¢do do
plastificante é proporcionar ao filme flexibilidade (RODRIGUEZ-NUNEZ et al., 2014).

Apo6s eliminar os parametros com efeitos ndo significativos, verificou-se a
significancia da regressdo e da falta de ajuste com 95% de confianca.

A anélise de variancia (ANOVA) mostrou que os modelos ajustados para todas as
respostas (atividade antioxidante, PVA e RT) apresentaram regressdo significativa
(Fea>Frap), falta de ajuste ndo significativa e também preditiva, pois Segundo Box e Wetz
(1973), para uma regressao ser significativa ndo apenas estatisticamente, mais também
ser util para fins preditivos, o valor do F calculado para a regressdo deve ser no minimo
de quatro a cinco vezes maiores que o valor de F tabelado, fato observado neste trabalho.

Além disso, o valor de R?, para as variaveis, atividade antioxidante, PVA e RT,
indicaram que o modelo descreveu adequadamente o comportamento do processo,
explicando entre 90% a 93% a variagdo dos dados experimentais.

Na Figura 1 sdo mostrados os graficos de superficie de resposta para atividade
antioxidante, permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e resisténcia a tracdo (RT),

considerando concentragdo de gelatina, 6leo de buriti e plastificante.
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Figura 1. Graficos de superficie de resposta para atividade antioxidante, permeabilidade ao vapor
de agua (PVA) e resisténcia a tracdo (RT), relacionando as concentragdes de Gelatina de peixe,

o6leo de buriti e plastificante, para a obtengéo de filme.
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Analisando a Figura 1 (a), verifica-se que o aumento na concentragao de 6leo, a partir
do ponto central, favorece a elevacdo da atividade antioxidante, comprovando assim, a
presenca de compostos presentes no 6leo com atividade antioxidante.

Em relagdo a permeabilidade ao vapor de dgua, observa-se na Figura 2 (b), que
ocorre um aumento da permeabilidade ao vapor de 4gua com a elevacgao da gelatina de peixe
e plastificante. Esse comportamento ¢ justificado pelo fato da gelatina de peixe possuir
caracteristicas hidrofilicas, devido sua elevada composi¢ao em aminoacidos polares como
glicina, serina, treonina e tirosina, como observado nos resultados da tabela 3, de perfil de
aminodcidos da gelatina de pescada amarela do presente trabalho, absorvendo assim, a 4gua
do ambiente (KROCHTA, 2002). O mesmo acontece para o glicerol, utilizado como
plastificante, componente este hidrofilico e ao ser incorporado na rede protéica, localiza-se
entre os peptideos, reduzindo a proximidade entre as cadeias de proteinas e,
conseqiientemente, facilita a mobilidade molecular e intensifica a afinidade pela dgua,
aumentando a permeabilidade ao vapor de agua (MONTERREY-QUINTERO; SOBRAL,
1999). Desse modo, a regido que apresenta menores PVA encontra-se, nas concentragdes
mais baixas de gelatina de peixe e plastificante e concentragdes de 6leo de buriti na faixa de
30 a 40%.

A Figura 1 (¢) mostra que os menores valores de gelatina e glicerol proporciona uma
elevacao na resposta em estudo, tornando o filme mais resistente. Esse evento deve-se ao
fato da gelatina de peixe e do glicerol, serem hidrofilicos e valores elevados desses
componentes, proporciona ao filme maior absor¢do de 4agua e elasticidade,
consequentemente menor resisténcia. Em relacdo ao 6leo, observa-se que em toda faixa
estudada, do nivel -1 ao + 1, obtém-se valores elevados para RT, ndo ocorrendo modificagdes
das propriedades mecanicas dos filmes.

Tongnuanchan et al. (2014), elaboraram filmes a base de gelatina de peixe adicionado
de oleos essenciais e observaram que os 6leos proporcionaram uma diminui¢do da resisténcia
a tragdo, fato este ndo observado no presente estudo, pois em toda faixa da concentragao de
0leo estudada, obteve-se 6timos resultados para RT, independente da concentragdo. Esses
diferentes comportamentos relatados, segundo Bakkali et al. (2008), e Hoque et al. (2011),
esta relacionado com a composicdo dos 6leos, que interagirem de forma divergente com as

proteinas, modificando as propriedades mecanicas dos filmes.
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3.2 OTIMIZACAO DO FILME BIODEGRADAVEL POR DESEJABILIDADE

A estimativa das condigdes Otimas para a obtencao do filme biodegradavel foi

realizada através da Fungao Desejabilidade. Os perfis de desejabilidade sdo apresentados

na Figura. 2.
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Figura 2. Perfis de Desejabilidade para concentragdes de gelatina de peixe, 6leo de buriti
e plastificante na obtencdo do filme biodegradavel.

Na Figura 2, os nove primeiros graficos superiores apresentam o perfil de
desejabilidade individual e os valores preditos para as respostas, RT, PVA e antioxidante,
onde a linha azul tracejada representa os valores 6timos para cada resposta e os trés
ultimos graficos, apresentam as concentragdes Otimas de gelatina de peixe, 6leo de buriti
e plastificante, indicados pelas linhas tracejadas em vermelho.

Com base nos resultados da fungdo desejabilidade foi possivel verificar que para
se obter filmes com o maximo valor dessa fun¢do desejabilidade global (igual a 100%)
deve-se utilizar concentragoes de gelatina de peixe, 6leo de buriti e plastificante nos niveis
-1,68, 30% e -1,68, respectivamente, conforme o planejamento fatorial completo 2°.
Portanto, as concentracdes definidas como 6timas para o processo de obtencao de filmes
biodegradaveis com propriedades antioxidantes foram 2,3% de gelatina de peixe, 30% de

6leo de buriti e 13,18% de plastificante. O filme assim elaborado, apresenta valores
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médios de resisténcia a tracao de 8,04 MPa, permeabilidade ao vapor de agua de 0,38

x1010 gm L,

s’ Pa’! e atividade antioxidante de 24,77 umol de TE/g. Nessas condi¢des
supoe-se que o filme, tera baixa permeabilidade ao vapor de dgua e alta resisténcia a
tracdo e atividade antioxidante.

Os resultados obtidos na desejabilidade, sdo compativeis com os dados
experimentais avaliados através da superficie de resposta, na qual mostra uma téndéncia,

para utilizagdo de baixas concetragdes de gelatina de peixe e plastificante e valores de

0leo de buriti, préximo ao ponto central.

3.3 PROPRIEDADES REOLOGICAS DA SOLUCAO FILMOGENICA DO FILME
BIODEGRADAVEL OTIMIZADO

Na Figura 3 encontra-se as curvas de escoamento referente a solu¢ao filmogénica

do filme de gelatina de peixe com 6leo de buriti.
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Figura 3. (A) Curva de escoamento referente a solucao filmogénica (emulsdes), (B)
Curva de viscosidade versus a taxa de deformacgao.

A viscosidade encontrada na solucdo filmogénica do presente estudo foi
considerada baixa, Figura 3 (A), o que ¢ indicada para a producdo de filme biodegradavel,
facilitando a dissolucao da solugdo, manuseio e transporte, além de interferir na espessura,
moldagem e secagem. Peressini et al. (2003), relata que baixa viscosidade proporciona
uniformidade no filme, influencia na sua aparéncia e flui com melhor facilidade na
superficie depositada. Cugq et al. (1995), sugere a utilizacao de solucoes filmogénicas com
viscosidade abaixo de 0,7 Pas.

Como pode ser observado na Figura 3 (B) a solugdo filmogénica apresentou um

comportamento ndo-newtoniano, pois a viscosidade aumentou com a taxa de
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cisalhamento. Os comportamentos de fluidos ndo-newtonianos, podem ser explicados por
mudangas na estrutura das cadeias das moléculas com aumento do gradiente de
velocidade (NASCIMENTO et al., 2012). Em um liquido, a viscosidade ¢ uma fung¢ao de

forgas intermoleculares que restringem o movimento molecular (NURUL et al., 1999).

3.4 CARACTERIZACAO DO FILME BIODEGRADAVEL OTIMIZADO

Tabela 4: Caracterizagdo fisica, quimica, solubilidade e cor do filme biodegradavel
otimizado.

Determinagdes Resultados
Espessura (mm) 0,095 + 0,04
Solubilidade (%) 19,63 £0,012

Umidade (%) 18,92 +£0,45
Aw 0,45+ 0,00
Parametros de cor
L* 77,48 £0,20
a* -3,35+£0,16
b* 76,08 £ 0,34
H° 92,51+£0,13
Cc* 76,25 +0,22

Medias + desvio padrao. As andalises foram realizadas em triplicata.

O valor da espessura do filme encontrado neste trabalho foi de 0,095 mm,
resultado este, superior ao encontrado por Tongnuanchan et al. (2014) em filme de
gelatina de peixe e proximo aos filmes com 6leos essenciais. Esse comportamento de
aumento da espessura conforme a adi¢do de 6leo, segundo o mesmo autor, deve-se ao
fato, do d6leo penetrar na rede do filme, impedindo a interagdo entre as cadeias de gelatina,
diminuindo a formac¢ao de uma rede compacta e consequentemente aumento da espessura.
De acordo com Benbettaieb et al. (2014) o aumento da concentragdo de gelatina, produz
filme de elevada espessura, devido a maior concentragdo de solidos.

A solubilidade do filme otimizado foi bem menor ao relatado por Ahmad et al.
(2015) que encontraram valores de 94,9% para filmes de gelatina de peixe e Pereda et al.
(2011) obtiveram valores de 100% para filmes de gelatina bovina.

Filmes de gelatina tendem a possuir uma alta solubilidade em decorréncia da
presenca de aminoacidos hidrofilicos como glicina, como observado na Tabela de perfil
de aminoacidos, do capitulo 2 que se hidratam, dissolvendo-se na presenca de agua,
levando a uma maior solubilizacdo (HOQUE et al., 2011; YAO et al., 2017). No presente
estudo foi encontrado valores menores de solubilidade, devido a adi¢do de 6leo que

contribuiu para a hidrofobicidade do filme, diminuindo assim, sua dissolucdo, além da
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baixa umidade e atividade de 4gua, que colaboram para forte integridade estrutural dos
componentes, resultando em menos locais hidrofilicos disponiveis para se unir a dgua.
Silva et al. (2016) observaram uma diminui¢do da solubilidade com a adi¢do de 6leo de
buriti em filme de quitosana.

A umidade e atividade de agua sdo fatores importantes para a industria, pois
determina a disponibilidade de dgua para as reagdes quimicas, enzimaticas e crescimento
microbiano e para filmes influencia também na sua aplicabilidade. Os resultados de
atividade de agua e umidade (Tabela 4) foram de 18,92% e 0,45 respectivamente para o
filme biodegradavel de gelatina com adi¢ao de 6leo de buriti. Gutierrez et al. (2015),
observaram valores de 32 a 52% para umidade e 0,473 a 0,524 para atividade de a4gua em
filmes de amido.

Os baixos valores de umidade e atividade de 4gua do presente estudo, demostram
que ocorreu uma efetiva homogeneidade da amostra e boa interagdo do plastificante com
a gelatina, deixando menos regides disponiveis para sor¢ao de dgua. Além disso, adig¢do
de 6leo de buriti foi um fator que contribui para esses resultados em decorréncia de suas
propriedades hidrofobicas, demostrando assim, a boa qualidade do filme de gelatina de
peixe.

Em filme de amido ocorre baixa interacao do glicerol e amilopectica, deixando as
hidroxilas livres, facilitando a absor¢do de dgua e consequentemente o filme fica mais
hidrofilico, aumentando sua umidade (FLORES et al., 2007, HU et al., 2009). Filmes com
alta umidade ocorre menor interagdao de seus componentes, diminuindo a temperatura de
degradacgdo, afetando assim, sua estabilidade térmica e consequentemente sua vida
comercial (GUTIERREZ et al., 2015; GONZALEZ et al., 2017).

O ¢leo de buriti proporcionou ao filme de gelatina de peixe coloracao amarela,
como mostrado através do parametro b* (76,08) da Tabela 4 e confirmado na Figura 4.
Ao comparar os resultados obtidos neste estudo com os observados por Silva et al. (2016),
ao elaborarem filme de quitosana com adi¢do de 6leo de buriti, encontraram valores de
40,99 para b*. Verifica-se que o filme do presente trabalho apresentou uma coloragao
amarela mais intensa.

O valor de L* mostra uma alta luminosidade. Esses resultados, deve-se a presenca
de altas concentragdes de carotenoides, principalmente b-caroteno, presente no 6leo de
buriti. Através dos valores de croma C*, verifica-se que o filme apresentou um amarelo
intenso e o angulo de 92,51, confirma a coloracdo amarela (LITTLE, 1975). O filme

obteve uma aparéncia homogénea sem rugosidades e defeitos visiveis.
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Figura 4. Filme biodegradavel, otimizado pela desejabilidade obtido com 2,3% gelatina
de peixe, 30% de o6leo de buriti e 13,18% de plastificante.

Os resultados da microscopia eletronica da superficie e do corte transversal do
filme otimizado pela desejabilidade estdo apresentados na Figura 5 (a-b),

respectivamente.
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Figura 5. Microfotografias (a) da superficie e (b) corte transversal, do filme
biodegradavel de gelatina de peixe com 6leo de buriti otimizado.

A imagem da superficie do filme Figura 5 (a) revela uma estrutura relativamente
homogénea, onde a gelatina agrega-se formando uma rede coesa e continua. A pelicula
apresentou-se lisa, plana, sem poros e rachaduras. Os pontos brancos observados sao de
goma arabica em decorréncia da solubilizacdo incompleta. Tongnuanchan et al. (2014),
também relataram em filmes a base de gelatina de peixe, a ndo solubilizacdo total dos
componentes do filme.

No corte transversal do filme Figura 5 (b) € possivel observar a estrutura do filme
internamente, mostrando pequenas rugosidades e formacao de fendas em toda a espessura

do filme. Esse fato pode ser atribuido a presenca de gelatina e goticulas de 6leo, tornando
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o filme mais rugoso. A pouca quantidade de gelatina de peixe utilizada na formulagdo do
filme e a presenca de goticulas de 6leo no interior do filme, contribuiu para a baixa
permeabilidade ao vapor de d4gua em decorréncia da hidrofobicidade do 6leo. O 6leo pode
impedir a transferéncia de molécula de dgua, proporcionando menor permeabilidade ao

vapor de dgua em filmes.
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4 CONCLUSAO

A gelatina da pele de peixe obtida dos residuos de filetagem da pescada amarela
(Cynoscion acoupa) e o 6leo de buriti, sdo alternativas para o desenvolvimento de filmes
biodegradaveis, cujas propriedades podem ser modificadas controlando as concentragdes
dos componentes utilizados. A gelatina, o o6leo e o plastificante, interferem
significativamente nas propriedades fisicas, mecanicas e antioxidantes dos filmes,
podendo ser produzido filmes resistentes, com baixa permeabilidade ao vapor de 4gua,
pouco soluvel em dgua e com boa aparéncia. O filme de gelatina de peixe adicionado de
0leo de buriti possui potencial industrial para o desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis, com antioxidante natural, auxiliando na extensdo da vida util e
conservagdo dos alimentos ricos em lipidios, como margarina, azeite, peixes, evitando a

oxidacao desses produtos.
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CAPITULO IV

ESTUDO DAS PROPRIEDADES FISICAS, ANTIOXIDANTES,
ANTIMICROBIANAS E APLICACAO DA TECNICA DE INTELIGENCIA
ARTIFICIAL EM FILMES BIODEGRADAVEIS COM OLEOS ESSENCIAIS E
FIXOS

RESUMO: As industrias de beneficiamento de pescado geram uma grande quantidade
de materiais poluentes, como peles, que possuem valor nutricional e podem ser utilizados
para a elaboragdo de produtos, diante disso, o presente trabalho, teve como objetivo
extrair gelatina da pele de pescada amarela, desenvolver materiais de embalagens ativas
adicionadas de 6leos essenciais e fixos e selecionar a melhor embalagem utilizando a
inteligéncia computacional. Os filmes foram obtidos por meio do método casting e
analisou-se suas propriedades fisicas, mecanicas, antioxidantes, antimicrobiana e
microestrutura. Todos os filmes mostraram-se resistentes, apresentando diferenca
significativa para resisténcia a tragdo. A adi¢cdo de 6leo proporcionou maior elasticidade
e espessura, ndo modificando a permeabilidade ao vapor de dgua. A goma arabica,
utilizada como surfactante, por ser um componente hidrofilico, proporcionou a absor¢ao
de agua, aumentando a permeabilidade dos filmes, umidade e atividade de agua. Os filmes
apresentaram boas propriedades antioxidantes e antimicrobiana, sendo capaz de inibir S.
aureus ¢ E. coli. O filme adicionado de dleo de cravo, foi considerado o melhor, por meio
da inteligéncia artificial utilizando o algoritmo dos K-vizinhos mais proximos (KNN) e o
oleo de dendé pode ser um potencial para utilizagdo em embalagens ativas em decorréncia
de suas excelentes propriedades e baixo custo. Com os resultados apresentados pode-se
concluir que a produgdo de filmes biodegradaveis de gelatina de peixe e 6leo de cravo,
orégano, buriti e dendé, sdo alternativas promissoras, podendo reduzir o impacto
ambiental provocado pelos residuos da industria de pesca e plasticos derivados do
polietileno e polipropileno.

Palavras-chaves: residuo; pescado; embalagem ativa; algoritmo KNN.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, materiais sintéticos como polietileno e polipropieno tornaram-
se componentes essenciais em embalagens de alimentos, pois possuem alta resisténcia e
baixa permeabilidade ao vapor de dgua e a luz. No entanto, esses materiais ndo sao
biodegradaveis e contém muitos componentes nocivos aos alimentos, além de gerar
grande quantidade de residuos, poluindo o meio ambiente (YAO et al., 2017).

Muitos pesquisadores tém buscado desenvolver embalagens ativas
biodegradaveis, de baixo custo, facil preparagdo; produzidas com polissacarideos,
proteinas, lipidios naturais ou com uma combinagdo destes materiais (GONTARD et al.,
1994; GOMEZ-ESTACA et al., 2010; TONGNUANCHAN et al. 2014; AGUIRRE-
LOREDO et al., 2015).

A gelatina ¢ um polipeptidio obtido pela hidrélise térmica do coldgeno, possui a
capacidade de formar géis termo reversiveis, e tem sido utilizado na elaboracao de
embalagens, por possuir a capacidade de formar filmes, ndo ser toxica, além de ser
biocompativel e biodegradavel (ALFARO et al., 2013; TONGNUANCHAN et al., 2014;
AHMAD et al., 2015).

As embalagens ativas podem ser definidas como aquelas que, além de proteger,
interage com o produto emabalado, fornece efeitos desejaveis e prolonga a vida comercial
dos alimentos. Dentre as inimeras embalagens ativas, pode-se destacar os filmes com
adi¢do de oléos com atividades antimicrobianas, as embalagens com atmosferas
modificadas, absorvedores de oxigénio e de etileno (VERMEIREN et al.,, 1999;
ROBERTSON, 2006; SILVA et al., 2016).

Os Oleos essenciais e fixos tém sido estudados, por apresentarem atividade
antioxidante e antimicrobiana, e podem ser adicionados em filmes biodegradaveis obtidos
de polimeros naturais como quitosana e/ou gelatina (KOOLEN et al.,2013; WU et al.,
2014; SILVA etal., 2016).

Ahmad et al. (2015), Tongnuanchan et al. (2014) e Nakashima et al. (2016)
realizam pesquisas para avaliar as propriedes fisicas, atividade antimicrobiana e
antioxidante de filmes adicionados de oléos esséncias, como limao, cravo e manjericao.
No entanto, ainda sd3o poucas as pesquisas na literatura que correlacionam a atividade
antioxidante e antimicrobiana de filmes adicionados de oléos esséncias e fixos.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi utilizar gelatina da pele de pescada

amarela para desenvolver embalagens ativas adicionadas de 6leos essenciais e fixos e
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selecionar a melhor embalagem utilizando a inteligéncia artificial. Estes filmes foram
caracterizados quanto a atividade antioxidante, antimicrobiana, propriedades mecanicas,

permeabilidade ao vapor de agua, parametros de cor, microscopia 6tica € microestrutura.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

A pele de peixe da espécie pescada amarela (Cynoscion acoupa), utilizada para
obter a gelatina, foi obtida no mercado Ver-o-Peso (Belém, Brasil). O 6leo de buriti foi
doado pela empresa Beraca (Beraca, Belém, Brasil) e o 6leo de dendé pela Embrapa
Amazonia Oriental. O 6leo de cravo e orégano foram adquiridos da empresa Quinari
(Quinari-casa das esséncias). O glicerol (Isofar, Glicerina PA com 99,5% de pureza) foi
utilizado como plastificante e a goma ardbica em pd pura (Dindmica Quimica

Contemporanea Ltda, Brasil), como surfactante.

2.2 EXTRACAO DA GELATINA DE PELE DE PEIXE DA PESCADA AMARELA
(Cynoscion acoupa)

A extragdo da gelatina da pele da pescada amarela foi realizada de acordo com a

metodologia descrita por Silva et al (2018).

2.3. PREPARACAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

Os filmes foram obtidos de acordo com Silva et al (2018) utilizando as
concentragdes do filme biodedegradavel otimizado, com algumas adapg¢des como o tipo

de 6leo utilizado.

2.3.1 Determinacao das propriedades dos filmes biodegradaveis

A resisténcia a tracdo (RT) e a elongacao (%E) dos filmes foram determinadas em
temperatura ambiente, empregando a metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996)
descrita por Limpan et al. (2010), utilizando texturdmetro (QTS, Brookfield), na qual a
separacdo inicial das garras e a velocidade da probe foram de 50 mm e 1 mm.s™,
respectivamente. Os filmes foram cortados em pedagos de 100 mm x 25 mm
(comprimento x largura) e a RT e %E foram calculadas conforme as Equagdes 1 e 2,

respectivamente.

RT =Fm/A (1)

Onde: RT: Resisténcia a tragdo (MPa); Fm: For¢a méxima no momento da ruptura do
filme (N); A: drea da seccdo transversal do filme (m?).
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E= dt/dinicial x 100 (2)

Onde: E: elongacdo (%); dT: distancia total no momento da ruptura (mm);
dinicial: distancia inicial de separacao das garras (50 mm).

A espessura dos filmes foi medida utilizando um micrometro digital com
resolugdo de 0,001 mm (Insize, modelo IP54). Foram selecionados oito locais aleatdrios
em cada filme com afastamento da borda de 60 mm.

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes de gelatina de peixe com
adicdo de oleos ¢ do controle, foram determinadas utilizando o método modificado
ASTM D882-95 (ARFAT et al., 2014). As amostras dos filmes foram seladas com
adesivo de silicone em recipiente de vidro de 4,5 cm x 7,0 cm (didmetro x altura),
contendo 10 g de silica gel a 0% UR e pressao de vapor de agua (Pa) a 30°C igual a zero.
Os recipientes foram colocados em dessecadores com 4gua destilada a 30°C a 99% UR;
42449 Pa de pressdo de vapor de agua a 30°C. Foram pesados em intervalos de 1h por

um periodo de 10 horas. A PV A foi calculada pela Equagao 3.

PVA = W.X/A.t.AP 3)

Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de 4gua (g.m™. s’'. Pa’l.); W: ganho de peso pelo
dessecante (g); X: espessura do filme (m); A: 4rea da superficie do filme exposto (m?) t:
tempo de incubagdo (segundos); AP: diferenca de pressao parcial (Pa). Trés corpos de
provas foram usados para testes de PVA.

Para avaliar a solubilidade, os filmes foram recortados em discos de 2 cm de
diametro, colocados em estufa a 105°C por 24 horas, e pesados. Em seguida, os filmes
secos foram imersos em recipientes com 50 mL de dgua. Este sistema foi agitado em
incubadora shaker refrigerada (Lucadema, modelo Luca-223), com velocidade de 150
rpm por um periodo de 24 horas, a 25°C. Ap0s este periodo, as amostras foram filtradas
e o material retido foi submetido a secagem (105°C por 24 horas), para determinar o
material ndo dissolvido em dgua (GONTARD et al., 1994).

A umidade dos filmes foi realizada conforme a AOAC (1997), por secagem em
estufa a 105°C, até peso constante e a atividade de agua (aw) foi determinada em

AQUALAB 4TE, (Decagon Devices, USA).
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A cor dos filmes foi determinada em colorimetro MINOLTA modelo CR 310,
obtendo-se os pardmetros de L* (luminosidade), a* (intensidade do vermelho), b*
(intensidade do amarelo), C* (valor do croma) e h* (dngulo de tonalidade).

Os filmes foram avaliados em microscopio 6ptico (Bel PHOTONICS 1306594,
Brasil), com aumento da lente objetiva de 100x. Nesta analise, os filmes foram colocados
em laminas cobertas com laminulas de vidro e observadas suas imagens. As
microestruturas da superficie superior e da seccdo transversal dos filmes foram

determinadas utilizando microscopio eletronico de varredura (MEV) (Leo-Zeiss, modelo

1430).

2.3.2 Atividade antioxidante e antimicrobiana dos filmes biodegradaveis

A atividade antioxidante foi determinada por espectrofotometria de absor¢ao UV-
Visivel, utilizando o radical ABTS (2,2- DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazil), de acordo
com a metodologia descrita por Re et al. (1999). O procedimento adotado para verificar
a atividade antimicrobiana dos filmes, foi a zona de inibi¢ao por meio do método de disco-
difusdo em agar conforme Goémez-Estaca et al. (2010). Os filmes foram cortados em
discos de 1,5 cm de didmetro e introduzidos em placas contendo meio agar Muelle-Hilton
(MHA), previamente inoculadas com Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os
inoculos com aproximadamente 108 UFC mL™' foram padronizados anteriormente,
utilizando a Escala de McFarland. As placas foram incubadas a 37°C por 24h e os
diametros das zonas de inibicdo do crescimento ao redor dos discos foram mensurados

utilizando um paquimetro milimétrico. Os testes foram realizados em triplicata.

2.4 ANALISE DOS DADOS

Os resultados das analises de resisténcia a tracdo, elongagdo, espessura,
permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade, umidade, atividade de agua, atividade
antioxidante e antimicrobiana, foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) ¢ teste
de Tukey (p < 0.05), utilizando programa Statistica versao 7.0 (STATSOFT Inc., 2004).

A classificagdo e selecdo do melhor filme biodegradavel foi realizado aplicando
o algoritmo k-vizinhos (knn), pois a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
apenas mostra se existe diferenca significativa nas propriedades dos diferentes filmes,
porém, ndo estabelece qual o mais vidvel para a aplicagdo como embalagem

biodegradavel. Desse modo, uma andlise computacional, utilizando um método de
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inteligéncia artificial, o algoritmo K-vizinho (KNN), que utiliza a distancia Euclidiana
para agrupar ou classificar itens semelhantes, pode solucionar esse problema.

A metodologia empregada no processo de classificacdo e selecdo dos filmes

biodegradaveis foi realizada conforme descrita abaixo:

1. Obtencao da base de dados: Nesta etapa foram obtidos resultados em triplicata das
analises de atividade 4agua, resisténcia a tragdo, elongacdo, espessura,
permeabilidade ao vapor de 4dgua, solubilidade, umidade, atividade antioxidante e
antimicrobiana realizadas nos filmes, obtendo um conjunto de dados de 27
amostras.

2. Suposicao das caracteristicas ideais de um filme biodegradavel: Esta etapa foi
descrita com base na literatura (Tongnuanchan et al., 2014; Silva et al., 2016),
como seriam as caracteristicas de um filme ideal, conforme as analises realizadas.
Além disso, foi realizado uma lista de prioridade, ou seja, qual a importancia da
analise, como pode ser visualizado na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristica ideal do filme e ordem de prioridade das analises

Ordem de Analises Caracteristica ideal

prioridade
1? Atividade antioxidante Maior valor condicao ideal do filme
2% Atividade antimicrobiana Maior valor condi¢do ideal do filme
3s Resisténcia a tracao Maior valor condi¢do ideal do filme
4% Elongacdo Maior valor condi¢do ideal do filme
5% Permeabilidade ao vapor de agua Menor valor condigdo ideal do filme
6? Solubilidade Menor valor condi¢do ideal do filme
7 Espessura Menor valor condi¢do ideal do filme
8 Atividade de agua Menor valor condi¢do ideal do filme
92 Umidade Menor valor condi¢do ideal do filme

3. Definicdo do filme biodegradavel ideal: Nesta etapa foi implementado um
algoritmo que selecionou, a partir dos vinte e sete registros da base de dados, a
combinacdo que representa o caso ideal (filme ideal), levando em consideracao a
prioridade das analises e caracteristica de um filme ideal, baseado na literatura.

4. Classificagdo e selecdo do melhor filme: Nesta etapa, foi realizado o calculo da
distancia euclidiana de cada registro, por meio do algoritmo dos K-vizinhos
(KNN), obtendo o ranking dos filmes que estdo mais proximos do filme ideal,
classificando e definindo o filme mais adequado para aplicagdo como embalagem
biodegradavel. E importante destacar, que quanto menor a distancia euclidiana,

mais proximo do ideal estara o filme produzido.
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Desse modo, por meio de um conjunto de dados previamente classificados
como X = {Xi, X2 ,..., Xn} € uma nova observacao a ser definida por Y = {y1, y2
,---» yn} foi obtida a distancia euclidiana utilizando a Equacao 4. Todos os testes

foram desenvolvidos no Matlab.

dist (X,Y) = yp1(x1 —y1)? + p2(x2 —¥2)2 + -+ pn(Xn — ¥n)? (4)

onde, pi ¢ um elemento do conjunto P. O conjunto de dados P = {p1, p2 ,..., pn} € um vetor
de tamanho n que pode ser usado para aplicar determinada ponderacao baseada na ordem
de prioridade dos elementos, conforme Tabela 1. Para obtengao do melhor filme, foram
consideradas duas analises. A primeira foi composta por pesos ponderados que leva em
consideracdao a ordem de prioridade dos elementos. Neste caso, foi definido a fun¢do
linear pj = - 0,1125 prelem + 1,1125, onde preiem representa a ordem de prioridade do
elemento que varia de 1 (Atividade antioxidante) at¢ 9 (Umidade), conforme definido na
Tabela 1. Ja a segunda, considera a defini¢do dos elementos do conjunto P como: p; = {1

| 0<j<10}, ondej ¢ o elemento da lista de prioridades definido na Tabela 1.
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3.1 DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

Tabela 2: Resultados das

caracterizagoes fisica, mecanica ¢ cor dos filmes

biodegradaveis.
Anilises Filmes Biodegradaveis
Controle Buriti Dendé Cravo Orégano

RT 88.03 £3.58*  30.08+1.08°  38.12+1.25°¢  53.18+0.28¢  27.82+0.22°
Elongacéo 118.06£0.29* 126.90+0.05° 126.73£0.11°>  127.20+0.2>  127.77+0.07°¢
Espessura 0.05+0.00? 0.06+0.00° 0.07+0.00°¢ 0.06+0.00° 0.09 +£0.00¢
PVA 2.08 £0.24° 4.90 £0.24° 3.31£0.35¢ 5.04 £0.47¢ 7.33 £0.12¢
Solubilidade ~ 19.19£0.52*  23.59+0.63®> 11.84+0.09¢ 11.20+0.22°  19.08 £0.56°
Umidade 5.31+0.30*° 9.44 +0.37°  11.41+0.76°  12.05+0.51¢  12.90+0.48°
aw 0.39 £0.00* 0.47 +0.00° 0.45 £0.04° 0.56 +0.00°¢ 0.60 +0.00¢
L 89.69 £0.13*  76.30+0.28°  79.50+0.43°  87.16+0.09¢  86.38 £1.21¢
a -3.80+£0.06*  -0.04+0.01° -0.01 £0.55®  -3.30+0.02*  -3.71 +£0.082
b 7.65+029*  63.15+3.32° 87.50+2.10¢  13.73+0.41¢  8.49+0.00*
C* 8.58+0.27*  63.15+3.32% 88.84+0.21¢  14.12+0.41¢ 9.45 +0.24
h 116.83+£0.76*  90.27 £0.40°  89.75+0.35%  103.54+0.29¢  114.10+0.14¢

Média + desvio padrio; Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica
significativa entre as amostras (p < 0,05). RT: Resisténcia a tracdo; PVA: Permeabilidade ao
vapor de agua

Observa-se na Tabela 2, que todos os filmes apresentaram diferenca (p < 0,05)
para resisténcia a tracao devido a adig@o de diferentes 6leos o que provocou mudanca nas
propriedades dos mesmos. O filme controle foi o que apresentou maior resisténcia,
quando comparado com os filmes adicionados de d6leos. Verifica-se também, que entre os
6leos incorporados, o de cravo, foi o que produziu filme com maior resisténcia a tragao,
seguido do dendé, do buriti e do orégano.

A diminuicao da resisténcia a tragdo com a adi¢do de 6leo em filmes biodegradaveis,
também foi observado por Tongnuanchan et al. (2014), em filmes de gelatina de peixe
adicionado de o6leos essenciais e por Silva et al. (2016), em filme de quitosana com 6leo de
buriti. A diferenca observada na RT entre os filmes, pode estar relacionada ao tipo de dleo
incorporado no filme, pois segundo Bakkali et al. (2008) e Hoque et al. (2011), os 6leos por
apresentarem composi¢des diferentes, interagem de forma diferenciada com as proteinas na
formacao dos filmes, interferindo nas propriedades mecanicas. As caracteristicas dos lipidios

dos oleos adicionados e a capacidade de interacdo com as moléculas de proteinas na rede,
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afetam a emulsdo, pois as interacdes entre as moléculas as ndo-polares dos Oleos e as
moléculas polares dos polimeros sdo baixas, afetando as propriedades dos filmes (GONTARD
et al., 1994; YANG; PAULSON, 2000).

A adig¢ao de 6leo proporcionou maior elasticidade aos filmes, quando comparados ao
filme controle (sem adi¢do de 6leo), demostrando que os 6leos essenciais e fixos funcionaram
como plastificantes (Tabela 2). Essa maior elasticidade aos filmes, pode estar relacionada com
a penetracao dos oleos na matriz dos filmes, aumentando o volume e espaco entre as cadeias
de macromoléculas, proporcionando maior mobilidade.

Segundo Wang et al. (2011) e Limpisophon et al. (2010) a adi¢ao de 6leos em filmes,
pode provocar o aumento da elongagdo, pois as substancias hidrofobicas dos 6leos impedem
as interacdes entre as cadeias de proteinas e consequentemente os filmes produzidos
apresentam menor rigidez e mais flexibilidade.

As espessuras de todos os filmes contendo os 6leos foram maiores do que o controle.
Essa maior espessura dos filmes, ocorreu devido ao 6leo e a goma ardbica penetrarem na
estrutura interna do filme, impedindo a interacdo entre as moléculas da gelatina. O filme de
orégano foi o que apresentou a maior espessura, seguido do dendé, buriti e cravo que nao
apresentaram diferenca significativa. Essa variagao de espessura, segundo por Tongnuanchan
et al. (2014) pode estar relacionado com as diferentes tensdes superficiais € o tamanho das
goticulas dos 6leos, em decorréncia de suas diferentes composi¢des. De acordo com Silva et
al. (2016), filmes com maior espessura, tendem a ser menos biodegradaveis. Desse modo, o
filme controle pode degradar mais rapidamente no meio ambiente, ao contrario do filme de
orégano.

O filme controle apresentou a menor permeabilidade ao vapor de agua (PVA) ao ser
comparado com os filmes adicionados de 6leos. Observa-se que a adicao de diferentes 0leos
nos filmes, ndo diminuiu a PVA, como relatado em trabalhos realizados por Wu et al. (2014)
e Silva et al. (2016). Este aumento da PVA nos filmes adicionados de 6leos, pode estar
relacionado com a presenca de goma arabica utilizada como surfactante, devido a mesma ser
hidrofilica (ANDERSON et al.,1985; ROMAN-GUERRERO et al., 2009), contribuindo para
a absor¢ao de agua e o aumento da PVA. Os resultados obtidos para a espessura, também
contribuem para o aumento da PVA (Tabela 2), pois o filme com a menor espessura foi o
controle e segundo pesquisas realizadas por McHugh et al. (1994), Rivero et al. (2009),
Abugoch et al. (2010) e Pereda et al. (2011), o aumento da espessura e da umidade contribui

para a elevagao da PVA.
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Dependendo da aplicagdo tecnologica do filme, uma baixa PVA ¢ indicada. O filme
com adicdo de 6leo de dendé, foi o que apresentou a menor PVA, quando comparado aos
adicionados com oleos de cravo e/ou orégano. Esse fato ¢ importante, pois os 6leos essenciais
possuem um valor de mercado muito elevado, quando comparado ao de dendé, o que pode
dificultar sua aplicacdo industrial. Outro aspecto importante relacionado ao 6leo de dendé, ¢
que o mesmo ¢ um dos mais comercializados no mundo e possuem um alto valor nutricional,
em decorréncia da presenca de tocoferdis, que sdo fisiologicamente ativo como vitamina E,
acidos graxos palmitico, oleico e linoleico (SUNDRAM et al., 2003; EDEM, 2002) e podem
ser acionados em alimentos para enriquecer nutricionalmente.

A solubilidade dos filmes de dend€ e de cravo apresentaram os menores valores e
foram iguais estatisticamente, demostrando que Oleos essenciais e fixos, com diferentes
valores de mercado podem produzir filmes com a mesma solubilidade. A solubilidade dos
filmes do presente estudo foi menor quando comparado com os produzidos por Wu et al.
(2014), que encontraram valores de 30,16 a 32,81% em filmes de gelatina e quitosana
adicionados de 6leo de orégano. De acordo com Ahmad et al. (2015), filmes com baixa
solubilidade sdo indicados para o armazenamento de alimentos, porém, filmes com alta
solubilidade sdo apropriados para o revestimento de produtos alimenticios que necessitam de
cocgdo. Desse modo, os filmes de dendé e cravo podem ser utilizados para o armazenamento
de produtos por um longo tempo.

Em relacdo a umidade, todos os filmes apresentaram diferenga (p < 0.05). O filme
controle apresentou menor umidade, atividade de dgua, PVA e espessura, o que pode ser
atribuido a auséncia de goma arabica que ¢ um componente hidrofilico. Além disso, esses
resultados influenciaram na maior RT do filme controle quando comparado aos filmes
adicionados de 6leos. Este fato deve-se provavelmente a maior interacao intermolecular das
cadeias de proteinas no filme controle.

Em relacdo a cor, os menores valores de L e maiores de b* e a* nos filmes de
buriti e dend€, indicam que os mesmos sdo mais escuros € amarelos, em comparagdo com
os demais filmes biodegraddveis. A coloracdo amarela deve-se a presenca de altas
concentracoes de carotenoides, principalmente B-caroteno encontrada nos 6leos de buriti
e de dendé (BAHARIN et al., 2001; BATISTA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2011). J4 os
filmes controle, cravo e orégano, apresentaram uma coloragdo mais clara, demonstrado
pelos elevados valores de L e baixos de b*.

Em relacdo ao croma, os maiores valores foram para os filmes de dendé€ e buriti,

evidenciando assim, a maior intensidade da coloracao desses filmes, assim como, o
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angulo de tonalidade que foi préximo a 90°, afirmando sua cor amarela. Desse modo, a
adicao de diferentes 6leos, tem impacto direto na cor dos filmes produzidos e a cor, pode
ser um importante pardmetro na aceitagdo por parte do consumidor, quando os filmes

forem utilizados como embalagens.

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA DOS FILMES
BIODEGRADAVEIS
A Figura 1 mostra a atividade antioxidante dos diferentes filmes biodegradaveis

adicionados de Oleos essenciais e fixos.

Cravo+ -| d

Dendé - ||C

Orégano

Controle

L) L) L) L) J
100 200 300 400 500
(umol de TE/g)

Figura 1. Atividade antioxidante dos diferentes filmes biodegradaveis adicionados de 6leos
essenciais e fixos (umol de TE/g).

O filme controle foi o que apresentou a menor atividade antioxidante, pois na sua
formulacdo ndo continha componentes com propriedades antioxidantes. A adi¢ao de oleos
fixos e essenciais ocasionaram o aparecimento da atividade antioxidante, com melhores
resultados para os filmes adicionados de 6leo de cravo, seguido de buriti, dendé e orégano.
Segundo Jirovetz et al. (2006) e Gulgin et al. (2012) a atividade antioxidante do 6leo de cravo,
deve-se a presenca de compostos como eugenol, beta-cariofileno e acetato de eugenila.

O efeito da adicao dos 6leos esséncias de cravo, orégano e buriti, sobre a atividade
antioxidante ja era esperado, visto que foi relatado na literatura (DIMITRIOS, 2006; GULCIN
et al.,, 2012; KOOLEN et al., 2013). No entanto, os 6leos de buriti e dendé apresentaram
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resultados mais elevados quando comparado com o 6leo essencial de orégano e segundo
Dimitrios (2006) este 6leo ¢ considerado com maior atividade antioxidante por conter
elevadas concentragdes de compostos fenolicos como carvacrol, terpeno e pcimeno, que sao
capazes de eliminar os radicais livres.

Os resultados relevantes encontrados nos filmes adicionados de 6leo de dendé e buriti
deve-se a presenga de flavonoides, polifenois, antocianinas, tocoferdis e acidos graxos
palmitico, oleico e linoleico (EDEM, 2002; SUNDRAM et al., 2003; KOOLEN et al., 2013).

Observa-se na Figura 2, que todos os filmes apresentaram atividade antimicrobiana
para os micro-organismos testados. No entanto, com a adi¢do dos diferentes 0leos ocorreu a

elevagdo da atividade antimicrobiana.

B Controle
thd? Dendé
3 B Orégano
S. aureus - *C 0 Cravo
. b 4
a1
) v v | ]
0 5 10 15

Diametro do halo de inibigdo (mm)

Figura 2. Atividade antimicrobiana dos diferentes filmes biodegraddveis adicionados de
Oleos. a,b,c,d diferenga significativa entre os diferenetes tratamentos para cada
microorganismo. 1, 2,3 ,4, 5 diferenca significativa entre os diferentes microorganismos
para cada um dos tratamento.

O filme controle apresentou atividade antimicrobiana para S. aureus e E. coli,
obtendo valores de 6,06 mm, ndo apresentando diferenca significativa, porém foi menor
quando comparado com os filmes com os 6leos. Segundo Minervini et al. (2003) e Di
Bernardini et al. (2010), a atividade antimicrobiana da gelatina de peixe, deve-se a
presenca de oligopeptideos e aminoacidos de cadeia lateral, obtidos durante a hidrolise

da gelatina. Por outro lado, Gémez-Estaca et al. (2010) elaboraram filmes biodegradaveis
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de gelatina de peixe e quitosana e ndo encontraram atividade antimicrobiana, mesmo ja
tendo sido relatado na literatura. Porém, segundo Jeon et al. (2002), Lopez-Caballero et
al. (2005) e Fernandez-Saiz et al. (2009), os resultados da atividade antimicrobiana da
mesma matéria prima, podem variar, pois dependem dos procedimentos experimentais
utilizados.

O filme adicionado de 6leo essencial de orégano, apresentou a maior atividade
antimicrobiana, 14,1mm para E.coli e 11,73mm para S. aureus, préximo aos resultados
encontrados para o filme adicionado de dleo fixo de dendé€, que obtiveram valores de
11,23 mm para S. aureus e 11,Imm para E.coli. A atividade antimicrobiana do 6leo de
orégano, segundo Lambert et al. (2001) e Oussalah et al. (2004), deve-se a presenca de
composto fendlicos presentes, como carvacrol, timol e eugenol, que possuem grande
efeito antimicrobiano, principalmente para E.coli; fato este observado no presente estudo.
Em relacdo ao 6leo de dendé, a atividade antimicrobiana observada, deve-se ao fato do
mesmo ser rico em tocoferdis, que sdo fisiologicamente ativos como vitamaina E e os
acidos graxos palmitico, oleico e linoleico (SUNDRAM et al.,2003; EDEM, 2002).

Os resultados encontrados para o 6leo de dendé sdo relevantes, visto que o 0leo
de orégano ¢ um dos mais relatos na literatura como um dos principais 6leos com elevado
capacidade antimicrobiana, e neste estudo a atividade antimicrobiana do 6leo de dendé
foi préximo a do orégano. Além disso, quando comparado com o 6leo de orégano, o de
dendé€ possui um valor comercial menor, ¢ um dos mais consumidos mundialmente, de
facil extragdo e rendimento mais elevado, podendo ser uma alternativa para a produgao
de embalagens ativas com atividade antimicrobiana e antioxidante que controlem os
agentes patogénicos dos alimentos, mantendo sua composi¢ao nutricional.

O filme adicionado de 6leo essencial de cravo foi eficaz para o controle dos dois
micro-organismos testados, ndo apresentando diferenca significativa, o qual obteve
valores de 10,1 mm para E.coli e S. aureus. Essa atividade antimicrobiana do 6leo de
cravo, pode ser atribuida ao seu conteudo de monoterpenos que atua degradando a
membrana citoplasmatica das bactérias (ZHANG et al., 2008).

O filme com o6leo de buriti apresentou diferenca significativa para os micro-
organismos testados, apresentando valores de 9,1 ¢ 9,7 mm de inibigdo para E.coli e
S.aureus, respectivamente. O 6leo de buriti, segundo Nazif (2002) e Batista et al., (2012)
possui atividade antimicrobiana para bactérias gram-positivas e negativas, devido a sua

composi¢ao, pois sdo ricos em carotenoides, compostos fendlicos e vitamina E, na forma
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de a-tocoferol, com alto nivel de acidos graxos saturados e insaturados, como linoleico e

palmitico

3.3 MICROSCOPIA OTICA E DE VARREDURA DOS FILMES BIODEGRADAVEIS
ADICIONADOS DE OLEOS FIXOS E ESSENCIAIS.

A Figura 3 mostra a microscopia Otica dos diferentes filmes biodegradaveis

adicionados de 6leos essenciais e fixos

Figura 3. Microscopia 6tica dos diferentes filmes biodegradaveis adicionados de 6leos
essenciais e fixos.

A Figura 4 mostra a microscopia eletronica de fixos.
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TM3000_6131 2016109701 1598 N D45 300um  TM3000_7953 201710601 16:31 F D43 <300 300 um

TM3000_7942 2017/06/01 16:14 F D47 x120 500um TM3000 6162 2016/09/05 16:46 N D44 x500 200 um

TM3000_6147 2016/09/05 10:50 F D40 x1.0k 100um

Figura 4. Microscopia eletronica de varredura dos diferentes filmes biodegradaveis
adicionados de 6leos essenciais e fixos.

Os filmes adicionados de 6leos apresentaram gelatina e goticulas de goma arabica
ndo dissolvidas (indicado pela seta), o que pode ter contribuido para algumas
propriedades dos filmes, como maiores valores de PV A, devido a gelatina e a goma serem
hidrofilicas, absorvendo a umidade do ambiente.

Os filmes adicionados de 6leo de cravo e orégano foram os que apresentaram a

maior PVA (Tabela 2), o que pode ser atribuido a ndo homogeneizacdo da goma arabica,
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e pode ser visualizado nas imagens do microscopio Otico e microscopia eletronica de
varredura (Figuras 3 e 4). As bolas redondas apresentadas no filme controle (Figura 3, no
microscopio 6tico), correspondem a ndo dissolucdo completa da gelatina de pescada
amarela, deixando fissuras no filme.

Observa-se nas imagens obtidas no microscopio 6tico € na microscopia eletronica,
que os filmes ndo apresentaram uma estrutura homogénea. No entanto, quando
visualizadas a olho nu (Figura 5), os mesmos apresentam-se homogéneos, sem nenhuma
fissura e os filmes de buriti e dendé sao mais escuros e amarelos, em compara¢ao com o0s
demais filmes biodegradaveis, fato este confirmado com os menores valores de L e

maiores de b* e a*.

Controle Dendé Orégano Cravo Buriti

Figura 5. Imagens dos filmes biodegradaveis adicionados de 6leos essenciais e fixos.

3.4 CLASSIFICACAO E SELECAO DOS FILMES BIODEGRADAVEIS
APLICANDO O ALGORITMO K-VIZINHOS (KNN)
A Tabela 3, mostra os resultados do filme ideal obtido por meio do algoritmo K-

vizinhos.

Tabela 3 - Filme ideal de gelatina de peixe adicionado de 6leos essenciais e fixos

Analises Resultados
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Atividade antioxidante 480.79 (umol de TE/g)
Atividade antimicrobiana 14.20 (mm)
Resisténcia a tracao 93.02 (Mpa)
Elongagao 127.86 (%)
Permeabilidade ao vapor de dgua 1.75x10% gm . s'. Pa
Solubilidade 10.89(%)
Espessura 0.043 (mm)
Atividade de dgua 0.389
Umidade 5.01 (%)

A Tabela 3 apresenta o filme ideal, obtido apos a descri¢do baseado na literatura
e lista de prioridades. Observa-se por meio dos resultados do Algoritmo dos K-vizinhos
mais proximos (KNN), que o filme ideal determinado via célculos computacionais,
utilizando inteligéncia artificial, deve apresentar elevados valores de atividade
antioxidante, estando proximos dos valores encontrados para o filme de 6leo de cravo.
Para atividade antimicrobiana, o filme definido como ideal deveria presentar valores de
14,20 mm, estando acima dos resultados encontrados para os filmes do presente estudo.
Para resisténcia a tragao e elongacao, os elevados valores obtidos, indicam que os mesmos
sdo bem resistente e elasticos, fatores importantes para embalagens. Para PVA, o valor
definido foi de 1,75, resultado este baixo, indicando que o filme ideal pode possuir uma
boa propriedade de barreira a absor¢do de dgua.

Em relacdo a solubilidade, o valor definido como ideal foi proximo ao encontrado
para os filmes de dendé e cravo, demostrando as boas propriedades desses filmes. Os
resultados encontrados para espessura, atividade de 4gua e umidade, mostram que o filme
ideal deve apresentar fina espessura e baixa possibilidade de desenvolvimento de micro-
organismos.

A Tabela 4, mostra os resultados do peso ranking ponderado e linear e a posi¢ao

no Ranking dos diferentes filmes.

Tabela 4 - Resultados do Peso Ranking Ponderado, Peso Ranking Linear e Posi¢ao no
Ranking dos diferentes filmes biodegradaveis.
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Tipos de filmes Peso Ranking Peso Ranking Linear ~ Posigdo no Ranking
Ponderado
Controle 214.17 464.43 5
Buriti 171.30 353.95 2
Dendé 180.54 379.20 3
Cravo 39.06 45.68 1
Orégano 198.57 414.61 4

A Tabela 4 mostra a sele¢dao e a classificagao dos filmes baseado no peso do
ranking, levando em considera¢do a distancia euclidiana. Esses resultados foram obtidos
baseado no filme ideal descrito na Tabela 3.

Para ter uma variacao na analise dos dados foram realizados dois experimentos,
no qual um levou em consideragdao que havia uma ponderagado a partir da importancia de
cada elemento (ordem de prioridade e caracteristica das analises), sendo representado
pelo peso ranking ponderado e o segundo, peso ranking linear, que considerou que todos
os itens possuiam o mesmo peso. Observa-se que a menor distancia euclidiana foi para o
filme adicionado de 6leo de cravo, levando em consideracao o peso ponderado e o peso
linear, obtendo valores de 39.06 e 45.68, respectivamente. Desse modo, o filme
adicionado de oleo de cravo apresentou a melhor posi¢do no ranking, sendo classificado
como o melhor filme dentre os experimentos do presente trabalho, pois ficou mais
proximo do filme ideal, definido pelo algoritmo dos K-vizinhos, seguido pelos filmes de
buriti, dendé, orégano e controle.

Observa-se, que para todos os casos, levando em consideragiao o peso ponderado
e linear, o resultado foi 0 mesmo, variando apenas o valor da distancia euclidiana, obtendo
os filmes a mesma posic¢ao no ranking, refor¢gando assim, o acerto do algoritmo utilizado
por meio da inteligéncia artificial.

A Figura 5 mostra a selecdo e classificagcdo dos filmes biodegradaveis adicionados

de 6leos essenciais e fixos, definidos pela inteligéncia artificial.
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Figura 6. Selecdo e classificagdo dos filmes biodegradaveis.

A Figura 6, confirma os dados obtidos na Tabela 4, o qual mostra a distancia
euclidiana, utilizando o peso ponderado e o peso linear. Observa-se, que o filme que
apresentou a menor distancia euclidiana foi o filme de 6leo de cravo, sendo o melhor
filme.

Fazendo uma andlise com a base de dados apresentados na Figura 1, o filme de
gelatina adicionado de 6leo de cravo foi o que apresentou os maiores valores para
atividade antioxidante, o que contribuiu para ser indicado como o melhor. Filme com
elevada atividade antioxidante ¢ um fator positivo para o desenvolvimento de embalagens
alimenticias ativas, visto que, o mesmo pode ser usado para minimizar ou prevenir a
oxidagdo lipidica, em produtos alimenticios retardando a formagdao de produtos de
oxidagdo toxica, mantendo a qualidade e prolongando a vida comercial dos produtos
embalados. Além disso, o filme de dleo de cravo apresentou os maiores valores de
resisténcia a tragdo e elongacdo dentre os filmes adicionados de 6leos, propriedades
importantes para a producao de embalagens, ficando mais proximo das caracteristicas de
embalagens sintéticas, que sao altamente resistentes e flexiveis.

Em relagdo aos filmes de buriti e dend€, que obtiveram a classificagdo em segundo
e terceiro colocado no ranking, respectivamente, apresentaram boas propriedades
antioxidantes e antimicrobiana, além de baixa permeabilidade ao vapor de agua e
umidade, considerados importantes para as propriedades das embalagens. Segundo
Galdeano (2007), baixa PVA ¢ indicado para filmes biodegradaveis, pois evita a

transferéncia de umidade entre o alimento € o ambiente externo, evitando assim, sua
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deterioragdo e consequentemente aumentando a vida comercial do produto embalado com
esses filmes.

Em relagdo ao filme controle (sem adi¢cdo de 6leo), o mesmo ficou em ultima
colocagao no ranking devido nao ter apresentado resultados satisfatorios para atividade
antioxidante e antimicrobiana.

Os resultados encontrados indicam que os filmes definidos como os melhores pelo
algoritmo dos K-vizinhos (KNN), utilizando a inteligéncia artificial, devem apresentar
boas propriedades antioxidante, antimicrobiana e baixa permeabilidade ao vapor de dgua,

para serem utilizados como embalagens no armazenamento de produtos alimenticios.
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4 CONCLUSAO

Os filmes produzidos foram afetados de formas diferentes pela adigao de oleos,
apresentando-se menos rigidos e mais flexiveis, com propriedades antioxidantes, sendo
efetivos contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. O filme biodegradavel
produzido com gelatina e 6leo de cravo foi considerado o ideal, por meio da inteligéncia
artificial utilizando o algoritmo dos K-vizinhos mais proximos (KNN), seguido de buriti,
dendé, orégano e controle. Os resultados demonstraram que a gelatina da pele de peixe
obtida da pescada amarela e os dleos fixos e essenciais, possuem potencial para serem
utilizados como material de embalagens biodegradaveis ativas, pois controlam os agentes

patogénicos dos alimentos.



96

5 REFERENCIAS

ABUGOCH, L. E; TAPIA, C; VILLAMAN, M. C.; YAZDANI-PEDRAM, M.; &
DIAZ-DOSQUE, M. Characterization of quinoa proteine chitosan blend edible films.
Food Hydrocolloids, v.25,n. 2011, p. 879-886, 2010.

AGUIRRE-LOREDO, R. Y.; RODRIGUEZ-HERNANDEZ, A.; MORALES-
SANCHEZ, E.; GOMEZ-ALDAPA, C.A.; VELAZQUEZ, G Effect of equilibrium
moisture content on barrier, mechanical and thermal properties of chitosan films. Food
Chemistry, v. 196, p. 560-566, apr. 2016.

AHMAD, M.; NIRMAL, N. P.; CHUPROM, J. Blend film based on fish gelatine/curdlan
for packaging applications: spectral, microstructural and thermal characteristics. RSC
Advances, v.5, n.120, p.99044-99057, 2015.

ALFARO, T., FONSECA, G. G., BALBINOT, E., MACHADO, A.; PRENTICE, C.
Physical and chemical properties of wami tilapia skin gelatin. Food Science And
Technology, v.33, n.3, p.592-595, jul./sept. 2013.

ANDERSON, D.M.W.; HOWLETT, J.F.; McNAB, C.G.A. The amino acid composition
of the proteinaceous component of gum arabic (Acacia senegal, L.) Willd.). Food
Additives Contaminants, v.2, n.3, p.159-164, 1985.

ARFAT, Y. A.; BENJAKUL, S.; PRODPRAN, T.; OSAKO, K. Development and
characterisation of blend films based on fish protein isolate and fish skin gelatin. Food
Hydrocolloids, v.39, p.58-67, 20014.

AOAC. Official Methods of Analysis Of The Association Of Official Analytical
Chemists. Horwitz, W, 17a Ed. Arlington: Aoac Inc, 2000.

BAHARIN, B. S.; LATIP, R. A.; CHE MAN Y. B.; RAHMAN, A. The effect of carotene
extraction system on crude palm oil quality, carotene composition, and carotene stability
during storage. Journal of the American Oil Chemists Society, v. 78, p. 851-855, 2001.

BAKKALL F.; AVERBECK, S.; AVERBECK, D.; IDAOMAR, M. Biological effects of
essential oils — A review. Food and Chemical Toxicology, v.46, n.2, p.446—475, 2008.

BATISTA, J. S.; OLINDA, R. G.; MEDEIROS, V. B.; RODRIGUES, C. M. F;
OLIVEIRA, A. F.; PAIVA, E. S.; MEDEIROS, A. DA C. Atividade antibacteriana e
cicatrizante do 6leo de buriti Mauritia flexuosa L. Ciéncia Rural, v.42, n.1, p.136-141,
2012.

DI BERNARDINI, R.; HARNEDY, P.; BOLTON, D.; KERRY, J.; O’NEILL, E.,
MULLEN, A. M. Antioxidant and antimicrobial peptidic hydrolysates from muscle
protein sources and by-products. Food Chemistry, v.124, p.1296-1307, 2011.



97

DIMITRIOS, B. Sources of natural phenolics antioxidants Trends in Food Science and

Technology 17 (2006) 505-512.

EDEM, D. O. Palm oil: biochemical, physiological, nutritional, hematological and
toxicological aspects: A review. Plants Foods for Human Nutrition, v. 57, p. 319 - 341,
2002.

GONTARD, N.; DUCHEZ, C.; CUQ, J.; GUILBERT, S. Edible composite films of wheat
gluten and lipids - water-vapor permeability and other physical-properties. International
Journal of Food Science and Technology, v.29, n.1, p.39-50, 1994.

GOMEZ-ESTACA, J.; BRAVO, L.; GOMEZ-GUILLEN, M. C.; ALEMAN, A
MONTERO, P. Antioxidant properties of tuna-skin and bovine-hide gelatin films induced
by the addition of oregano and rosemary extracts. Food Chemistry, v.112, p.18-25, 2010.

GULCIN, I.; ELMASTAS, M ; ABOUL-ENEIN, H.Y Antioxidant activity of clove oil
— A powerful antioxidant source. Arabian Journal of Chemistry, v.5, p.489—499, 2012.

HOQUE, M. S.; BENJAKUL, S.; PRODPRAN, T. Effects of partial hydrolysis and
plasticizer content on the properties of film from cuttlefish (Sepia pharaonis) skin gelatin.
Food Hydrocolloids, v.25, n.1, p82-90, 2011.

JEON, Y.-].; KAMIL, J.Y.V.A.; SHAHIDI, F. Chitosan as an edible invisible film for
quality preservation of herring and Atlantic cod. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v.20, p.5167-5178, 2002.

JIROVETZ, L.; BUCHBAUER,G.; STOYANOVA, A IS.; KRASTANOV, A;
SCHMIDT, E. Chemical composition and antioxidant properties of clove leaf essential
oil. Journal of Agricultural and Food Chemistry, , v.54, p.6303-6307, 2006.

KOOLEN, H. H. F.; DA SILVA, F. M. A.; GOZZO, F. C.; DE SOUZA, A. Q. L.; DE
SOUZA, A. D. L. Antioxidant, antimicrobial activities and characterization of phenolic
compounds from buriti (Mauritia flexuosa L. f.) by UPLC-ESI-MS/MS. Food Research
International, v.51, n.2, p.467-473, 2013.

LAMBERT, R. J. W.; SKANDAMIS, P. N.; COOTE, P.; NYCHAS, G.-J. E. A study of
the minimum inhibitory concentration and mode of action of oregano essential oil, thymol
and carvacrol. Journal Applied Microbiological, v.91, p.453-462, 2001.

LIMPAN, N.; PRODPRAN, T.; BENJAKUL, S.;PRASARPRAN, S. Properties of
biodegradable blend films based on fish myofibrillar protein and polyvinyl alcohol as
influenced by blend composition and pH level. Journal of Food Engineering, v.100,
n.1, p.85-92, 2010.

LIMPISOPHON, K.; TANAKA, M.; OSAKO, K. Characterisation of gelatin-fatty acid
emulsion films based on blue shark (Prionace glauca) skin gelatin. Food Chemistry,
v.122, n.4, p.1095-1101, 2010.



98

LOPEZ-CABALLERO, M.E.; GOMEZ-GUILLEN, M.C.; PEREZ-MATEOS, M.;
MONTERO, P. A. Chitosan-gelatin blend as a coating for fish patties. Food
Hydrocolloids, v.19, p.303-311, 2005.

MCHUGH, T. H.; KROCHTA, J. M. Sorbitol vs glycerolplasticized whey protein edible
films: Integrated oxygen permeability and tensile property evaluation. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v.42, n.4, p.841-845, 1994.

MINERVINI, F.; ALGARON, F.; RIZZELLO, C. G.; FOX, P. F.; MONNET, V.;
GOBBETTI, M.Angiotensin I-converting-enzyme-inhibitory and antibacterial peptides
from Lactobacillus helveticus PR4 proteinase-hydrolysec casein of milk from six species.
Applied and Environmental Microbiology, v.69, p.5297-5305, 2003.

MONTERO, P.; GOMEZ-GUILLEN, M. C. Extracting Conditions For Megrim
(Lepidorhombus Boscii) Skin Collagen Affect Functional Properties Of The Resulting
Gelatin. Journal of Food Science, v.65, n.3, p.434-438.apr. 2000.

MORAES, A.R.F.; VIDIGAL,M. C. T.R.; SOARES, N. F. F.; MORAES, L. P.; MELO,
N. R.; GONCALVES, M. P. J. Desenvolvimento ¢ avaliacao de filme antimicrobiano
aromatizado para aplicacdo em massa de pastel. Ciéncia Rural, v. 41, n. 3, p. 537-543,
2011.

NAKASHIMA, A.Y., CHEVALIER, R.C.; CORTEZ-VEJA, W.R. Desenvolvimento e
caracterizacdo de filmes de coldgeno com adi¢do de dleo essencial de cravo-da-india.
Journal Bioenergy and Food Science, v.3, n.1, p.50-57, 2016.

NAZIF, N. M. Phytoconstituents of Zizyphus spina-christi L. fruits and their
antimicrobial activity Food Chemistry, v.76, n.1, p. 77-81. 2002.

OUSSALAH M.; CAILLET S.; SALMIERI S.; SAUCIER L.; LACROIX
M. Antimicrobial and antioxidant effects of milk protein-based film containing essential
oils for the preservation of whole beef muscle. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v.52, p.5598-5605, 2004.

PEREDA, M.; PONCE, A. G.; MARCOVICH, N. E.; RUSECKAITE, R. A,
MARTUCCI, J. F. Chitosan-gelatin composites and bi-layer films with potential
antimicrobial activity. Food Hydrocolloids, v.25, n.5, p.1372—-1381, 2011.

RE, R.; PELLEGRINI, N.; PROTEGGENTE, A.;PANNALA, A.; YANG, M.; RICE-
EVANS, C. Antioxidant activity applying an improved abts radical cation decolorization
assay. Free Radical Biology and Medicine, v.26, n.9, p.1231-1237, 1999.

RIBEIRO, B. D.; BARRETO, D. W.; COELHO, M. A. Z. Technological aspects of -
carotene production. Food and Bioprocess Technology, v. 4, n. 5, p. 693 - 701, 2011.

RIVERO, S.; GARCIA, M. A.; PINOTTL A. Composite and bi-layer films based on
gelatin and chitosan. Journal of Food Engineering, v.90, p.531-539, 2009.



99

ROBERTSON, G.L. Food Packaging: Principles and practice. Boca Raton — FL: CRC
Press, 550 p. 2006.

ROMAN-GUERRERO, A., J. OROZCO-VILLAFUERTE, PEREZ-OROZCO, J.P;
CRUZ-SOSAA, F.; JIMENEZ-ALVARADOA, R.; VERNON-CARTERD, E.J.
Application and evaluation of mesquite gum and its fractions as interfacial film formers
and emulsifiers of orange peel-oil. Food Hydrocolloids, v. 23, n.3, p.708-713, 2009.

SILVA, M.; LOPES, P. S.; DA SILVA, C. F.;YOSHIDA, C. M. P. Active packaging
material based on buriti oil - Mauritia flexuosa L.f. (4recaceae) incorporated into
chitosan films. Journal of Applied Polymer Science, v.133, n.12, p.1-9, 2016.

SUNDRAM, K.; SAMBANTHAMURTHI, R.; TAN, YEW-AL Palm fruit chemistry and
nutrition. Asia pacific. Journal of Clinical Nutrition, v. 12, p. 355 - 362, 2003.

TONGNUANCHAN, P.; BENJAKUL, S.; PRODPRAN, t. Comparative studies on
properties and antioxidative activity of fish skin gelatin films incorporated with essential
oils from various sources. International Aquatic Research, v.6, n.62, 2014.

WU, J.; GE, S.; LIU, H.; WANG, S.; CHEN, S.; WANG, J.; ZHANG, Q. Properties and
antimicrobial activity of silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) skin gelatin-chitosan
films incorporated with oregano essential oil for fish preservation. Food Packaging and
Shelf Life, v.2, n.1, p.7-16, 2014.

YAO, Y.; DING, D.; SHAO, H.; PENG, Q.; HUANG, Y. Antibacterial activity and
physical properties of fish gelatin-chitosan edible films supplemented with D-Limonene.
International Journal of Polymer Science, v.2017, n.2017, p.1-9, 2017.

YANG, Y.; ANVARI, M.; PAN, C. H.; CHUNG, D. Characterisation of interactions
between fish gelatin and gum arabic in aqueous solutions. Food Chemistry, v.135, n.2,
p-555-561, nov. 2012.

WANG, Y.; YANG, H.; REGENSTEIN, J. M. Characterization of fish gelatin at
nanoscale using atomic force microscopy. Food Biophysics, v. 3, p. 269-272, 2008.

VERMEIREN, L.; DEVLIEGHERE, F.; BEEST, M.V.; KRUIJF, N.; DEBEVERE, J.
Development in the active packaging of foods. Trends in Food Science e Technology,
v. 10, n.3 p. 77-86, 1999.

ZHANG, H.; SHEN, Y.; BAO, Y.; HE, Y.; FENG, F.; ZHENG, X. Characterization 343
and synergistic antimicrobial activities of food-grade dilution-stable microemulsions 344
against Bacillus subtilis. Food Research International, v.41, n.5, p.495-499, 2008.



