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RESUMO 
 

Título. Desenvolvimento de filmes e blendas produzidas a partir de biomateriais 

para aplicação em embalagens ativas. 

Autor. Jaqueline Motta de Moura 

Orientador. Prof. Dr. Luiz Antonio de Almeida Pinto 

Co–orientador. Prof. Dr. Guilherme Luiz Dotto 

Os materiais obtidos de polímeros biodegradáveis podem ser uma alternativa para a 

redução do impacto ambiental provocado pelos polímeros derivados do petróleo. 

Materiais de diferentes origens têm sido considerados como uma matéria–prima com 

viabilidade técnica e econômica para o desenvolvimento de filmes. Buscando fornecer 

uma maneira alternativa de utilizar alguns subprodutos da pesca, filmes biodegradáveis 

à base de gelatina de pescado, adicionado de quitosana, com diferentes características 

químicas (massa molar (MV) e grau de desacetilação (GD)), incorporadas com ácidos 

graxos insaturados (AGIs), foram preparados e caracterizados. Estes foram 

caracterizados quanto suas propriedades mecânicas (resistência a tração (RT) e 

alongamento na ruptura (AR)), de permeação (PVA), óticas, superfície (MEV), grupos 

funcionais (FTIR), térmicas (DSC) e antimicrobianas na conservação de filés de merluza 

(Merluccius hubbsi). Em relação a RT e AR, todos os filmes em que foi adicionado 

quitosana na matriz apresentaram valores superiores aos filmes de gelatina e de 

gelatina/AGIs, destacando–se que quando utilizada quitosana de mais elevada MV, 

esses resultados foram mais significativos. A adição de AGIs nas soluções filmogênicas 

promoveu uma diminuição nos valores de PVA e RT, e um aumento bastante significativo 

nos valores de AR. A análise de superfície mostrou que os filmes com quitosana de maior 

MV apresentavam estruturas fibrosas, no entanto quando foi incorporado os AGIs estas 

foram amortizadas. Os filmes que apresentaram melhores resultados quanto as 

propriedades mecânicas e de permeação foram submetidos a testes microbiológicos na 

conservação de filés de merluza. Todos os filmes apresentaram atividade antimicrobiana 

para Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella sp. na conservação dos filés de 

merluza. Estes resultados mostram que os filmes à base de gelatina de pescado com 

adição de quitosana e ácidos graxos insaturados são promissores como embalagens 

ativas na conservação de filés de pescado. 

  



xx 
 

ABSTRACT 
 

Title. Development of films and blends produced from biomaterials for application 

in active packaging. 
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The materials obtained from biodegradable polymers can be an alternative for the 

reduction of the environmental impact caused by the polymers derived from petroleum. 

Materials from different sources, have been considered as a raw material with technical 

and economic feasibility of the development of these films. Seeking to provide an 

alternative and profitable way to use some fishery products, biodegradable films fish 

gelatin base with the addition of chitosan with different chemical characteristics 

(molecular weight (MW) and deacetylation degree (DD)), incorporated with 

polyunsaturated fatty acids (PUFA) were prepared and characterized for their mechanical 

properties (tensile strength (TS) and elongation at break (EB)), permeation (WVP), optical 

surface (SEM), functional groups (FTIR), thermal (DSC), and in antimicrobial preservation 

fillets hake (Merluccius hubbsi). In relation to TS and E, in all films in which chitosan was 

added in the film–forming matrix, these values presented higher values than the gelatin 

and gelatin/PUFA films, highlighting that when used chitosan higher MW, the results were 

even more significant. The addition of PUFA in the filmogenic solutions promoted a 

decrease in the values of WVP and TS, and a very significant increase in the values of 

EB. The surface analysis showed that the films with chitosan of greater MW had fibrous 

structures, however, when it was incorporated the PUFA these were minimized. The films 

showed better results as the mechanical and permeation properties, were subjected to 

microbiological tests in the conservation of hake fillets. All films presented antimicrobial 

activity against Staphylococcus coagulase positive and Salmonella sp. in the preservation 

of hake fillets. These results show that fish gelatin–based films with addition of chitosan 

and unsaturated fatty acids are promising as active packaging in the preservation of fish 

fillets. 

 

 

 



21 
 

1. INTRODUÇÃO 
 

Atualmente, tem havido um interesse expressivo em relação aos polímeros 

biodegradáveis, principalmente devido às preocupações ambientais sobre o descarte 

dos materiais não renováveis, e as oportunidades para criar novos mercados para as 

matérias–primas formadoras de embalagens ativas.1 As indústrias de alimentos 

produzem uma grande quantidade de resíduos, o que representa um grande problema 

tanto do ponto de vista econômico quanto ambiental.2 Todavia, estes resíduos possuem 

macromoléculas que podem ser extraídas e reaproveitadas na formulação de novos 

produtos, sendo possível agregar valor a esses resíduos, melhorando o faturamento das 

empresas e evitando que estes retornem ao meio ambiente, provocando danos 

ambientais.3  

No Brasil, as indústrias de pescado descartam aproximadamente 50% da 

biomassa capturada durante o processamento.4 No entanto, esses resíduos podem ser 

reaproveitados na obtenção de proteínas, polissacarídeos e lipídios.5 Estas 

macromoléculas (proteínas e polissacarídeos) apresentam boa capacidade de formação 

de filmes e blendas. Além disso, a variedade de grupos funcionais que apresentam em 

suas estruturas moleculares, possibilita interações com diversos aditivos, o que amplia 

ainda mais suas aplicações, principalmente nas indústrias alimentícias e farmacêuticas. 

6-9 

Neste contexto, destaca–se a gelatina que é uma proteína com diferentes 

propriedades funcionais e aplicações, incluindo a capacidade de formação de filme e 

aplicação como cobertura na proteção de alimentos.10 As peles de pescado são uma 

valiosa fonte de obtenção de gelatina. Os filmes produzidos a partir da gelatina possuem 

algumas limitações, como fracas propriedades mecânicas e alta solubilidade em água, o 

que limita sua faixa de aplicação. Todavia, o desempenho físico e microbiológico de 

filmes à base de gelatina de pescado podem ser melhorados através da combinação, 

em sua matriz, de outros materiais renováveis de resíduos marinhos, como quitosana e 

ácidos graxos.5,11-12  

A quitosana é um polissacarídeo amplamente utilizado devido à sua capacidade 

de formação de filme e propriedades antimicrobianas e antibactericidas, sendo um 

biopolímero funcional, renovável, atóxico e biodegradável,13 o que a torna um bom aditivo 

na fabricação de materiais para embalagens ativas.14 A quitosana, quando combinada 
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com a gelatina, pode proporcionar atividade antibactericida aos filmes e uma melhora 

nas propriedades mecânicas. Entretanto, a presença de seus grupos funcionais pode 

favorecer a atração de moléculas de água, causando um aumento na permeabilidade ao 

vapor de água,15-16 o que tornaria necessário a utilização de um componente hidrofóbico 

para reduzir a difusão de vapores através do filme e reduzir a interação entre o alimento 

e o ambiente externo. Sendo assim, o uso de sistemas multicomponentes é uma 

alternativa para produzir filmes biopoliméricos, onde proteínas e/ou polissacarídeos 

formam uma rede contínua e coesa, e o lipídio fornece as propriedades de barreira, 

adequadas para o controle do teor de umidade.17 

O óleo de pescado é rico em ácidos graxos essenciais, como o ômega–3 e o 

ômega–6, o que o torna um produto valioso como matéria–prima para a produção de 

concentrados de ácidos graxos insaturados.18-19 O uso destes concentrados obtidos de 

óleo de pescado tem potencial de melhorar as propriedades de barreira ao vapor de 

água, devido à sua natureza hidrofóbica, além de contribuir para a conservação de 

produtos alimentícios, principalmente produtos altamente perecíveis, como é o caso de 

filés de pescado.20 

Alimentos como filés de pescado, são altamente perecíveis por apresentarem 

algumas características, tais como, alto teor de água, menor proporção de tecido 

conjuntivo, alto teor de enzimas autolíticas, menor queda do pH após a morte e elevada 

microbiota. Essas peculiaridades propiciam uma rápida deterioração do pescado, sendo 

esta a responsável por grandes perdas durante o armazenamento postmortem. Diante 

disso, uma das maneiras de prolongar a vida útil de pescado é aplicar métodos de 

conservação adequados. Nesse sentido, os filmes biodegradáveis combinados com 

refrigeração vêm se destacando por promoverem melhorias na qualidade de alimentos, 

uma vez que os protege da deterioração biológica, física e química, resultando em uma 

vida útil prolongada e segura. Também por minimizarem o impacto ambiental, decorrente 

da utilização de embalagens derivadas de petróleo.21 

Neste trabalho os biomateriais foram extraídos a partir de resíduos da indústria 

pesqueira, sendo a gelatina de peles de corvina, a quitosana de resíduos de camarão e 

os concentrados de ácidos graxos insaturados de vísceras de carpa. As blendas à base 

de gelatina de pescado, foram produzidas com a adição de quitosana com diferentes 

características de massa molar (MV) e grau de desacetilação (GD) e posterior 

incorporação de ácidos graxos insaturados (AGIs), a fim de avaliar o efeito provocado 

pelas diferentes quitosanas, bem como a influência da adição de AGIs, na espessura (e), 
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resistência à tração (RT), alongamento na ruptura (AR), permeabilidade ao vapor de 

água (PVA), cor, superfície (MEV), grupos funcionais (FTIR), cristalinidade (DRX) e 

propriedades térmicas (DSC). Posteriormente, os filmes à base de gelatina de pescado, 

que apresentaram melhores resultados quanto as suas propriedades mecânicas e de 

permeação, foram avaliados quando a inibição de bactérias, Gram–positiva 

(Staphylococcus coagulase positiva) e Gram–negativa (Salmonella sp.) na conservação 

de filés de merluza (Merluccius hubbsi).  

1.1. Objetivo Geral 

O objetivo deste trabalho foi a produção de filmes e blendas, produzidas a partir 

de biomateriais extraídos de resíduos da indústria pesqueira (gelatina, quitosana e 

concentrados de ácidos graxos insaturados), para aplicação como embalagens ativas na 

conservação de filés de pescado. 

1.2. Objetivos específicos 
 

 Extrair a gelatina de peles de corvina (Micropogonias furnieri); 

 Extrair quitina a partir de resíduos camarão (Farfantepenaeus brasiliensis), e 

produzir quitosana com diferentes características químicas (MV e GD); 

 Obter concentrados de ácidos graxos insaturados a partir do óleo extraído de 

vísceras de carpa (Cyprinus carpio); 

 Produzir blendas à base de gelatina de pescado com e sem a adição de quitosana 

com diferentes características (MV e GD), e avaliar o efeito destas nas 

propriedades físicas, químicas e antibactericidas dos filmes e das blendas 

produzidas; 

 Incorporar concentrados de ácidos graxos insaturados (AGIs) nos filmes de 

gelatina e nas blendas de gelatina/quitosana e verificar o efeito da adição destes 

nas características dos filmes e das blendas; 

 Avaliar os filmes e as blendas que apresentaram melhores propriedades 

mecânicas e de permeação, quanto as suas propriedades microbiológicas para 

as bactérias, gram–positiva (Staphylococcus coagulase positiva) e gram–negativa 

(Salmonella sp.) na conservação de filés de merluza (Merluccius hubbsi). 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1. Embalagens de alimentos 

A necessidade de explorar o meio ambiente para obter recursos para produção 

de bens e serviços associada à disponibilidade de espaço para o descarte destes, é um 

dos principais problemas ambientais provocados pela sociedade. Devido ao considerável 

aumento no consumo de alimentos e bens duráveis pela população mundial, a geração 

de resíduos vem aumentando em ritmo acelerado. Segundo dados da Associação 

Brasileira de Embalagens (ABRE)22, no ano de 2016, o valor bruto da produção da 

indústria de embalagens no Brasil atingiu R$ 64,34 bilhões, um aumento de 6,6% em 

relação a 2015. Os plásticos representam a maior participação no valor bruto da 

produção, correspondendo a 39,05% do total, seguido pelo setor de embalagens 

celulósicas com 36,51%, metálicas com 16,70% e vidro com 5,07%. O crescente volume 

de embalagens plásticas sintéticas, descartadas após consumo são cada vez maiores, 

deste modo faz–se necessário a integração de estudos na busca de novos materiais de 

fontes renováveis, metodologias e processos de fabricação de embalagens que, aliadas 

à sua funcionalidade na conservação do produto, possam contribuir com a não 

degradação do meio ambiente.23 

O uso de materiais plásticos vem aumentando cada vez mais devido às suas boas 

propriedades, acessibilidade, facilidade de processamento, leveza e baixo custo. 

Classicamente, os materiais plásticos são preparados por processo de polimerização por 

condensação ou polimerização de monômeros de diferentes hidrocarbonetos. No 

entanto, todos têm origem na indústria petroquímica, o que os torna não biodegradáveis 

e não renováveis.24 Assim, há uma demanda crescente de matérias–primas baseadas 

em biomateriais, a fim de reduzir os problemas de eliminação de resíduos.23 Contudo, 

novas pesquisas têm sido realizadas com o objetivo de desenvolver embalagens que 

interajam com o produto e que possam também ser biodegradáveis, trazendo, portanto, 

uma vantagem adicional.24  

Muitas dessas embalagens tem sido desenvolvida a partir de matérias–primas 

naturais e renováveis, que se liguem a matriz polimérica como os aditivos funcionais 

incorporados. O uso de filmes e revestimentos biodegradáveis tem gerado um grande 

volume de pesquisas dentro da indústria de alimentos, devido ao potencial destes em 

fornecer ao ambiente, proteção, pelo aumento da biodegradação de embalagens, além 
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de evitar a deterioração dos alimentos. Desta forma, as pesquisas sobre embalagens 

estão tendo grande foco na elaboração de filmes e revestimentos principalmente à base 

de polímeros, como proteínas, polissacarídeos e lipídios derivados de fontes 

renováveis.25  

De acordo com Villadiego et al.,26 os revestimentos biodegradáveis, podem ser 

classificados em três categorias de acordo com a sua composição: 

a) Hidrocoloidais. que são filmes à base de polissacarídeos ou proteínas, que 

apresentam baixa permeabilidade ao oxigênio, dióxido de carbono e lipídios e 

tem baixa barreira ao vapor de água; 

b) Lipídicos. São compostos de lipídios, os quais por sua natureza hidrofóbica, 

apresentam baixa permeabilidade ao vapor de água; 

c) Compostos. São à base de proteínas mais lipídios, ou polissacarídeos mais 

lipídios, ou proteínas, polissacarídeos e lipídios. Podem existir como camadas 

separadas, ou associados, em que os componentes são adicionados ao filme. 

Na atualidade as pesquisas têm sido focadas nas embalagens compostas, porque 

combinam as vantagens de cada um dos componentes, reduzindo assim suas 

desvantagens frente aos filmes sintéticos.26 Neste contexto, os biopolímeros, 

particularmente aqueles de recursos orgânicos renováveis, são considerados como 

substitutos promissores dos materiais plásticos não biodegradáveis. Todavia, o processo 

de produção desses filmes, apresenta custo elevado frente aos materiais sintéticos. Além 

disso, dependendo das condições ambientais a que são submetidos (temperatura e 

umidade relativa), filmes e/ou recobrimentos apresentam altas taxas de degradação, que 

podem resultar em mudanças consideráveis nas suas propriedades funcionais. O desafio 

para o uso bem–sucedido de filmes comestíveis e embalagens produzidas a partir de 

polímeros biodegradáveis é alcançar filmes com maior estabilidade químicas e físicas, 

adequada resistência à ruptura e à abrasão permitindo uma boa proteção do alimento 

sem perder qualidade por manuseio, devem ser flexíveis o suficiente para se adaptar às 

eventuais deformações sem danos mecânicos e servir de barreira ao transporte de água, 

oxigênio e soluto para os alimentos.27 

Contudo, embora muitos estudos tenham foco na melhoria dos aspectos de 

formação de filmes de biopolímeros e estes estarem apresentando um bom progresso, 

algumas propriedades físicas, estruturais, térmicos, mecânicos e atividade 

antimicrobiana, não foram superadas até o momento.23 
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2.2. Embalagens ativas  

O atual estilo de vida do consumidor requer um aumento progressivo da vida útil 

de alimentos, sem prejuízo ou perda das suas propriedades e com garantia de segurança 

e qualidade.28 Por esta razão, o desenvolvimento de novos sistemas de conservação de 

alimentos que contribuam para esse fim é cada vez mais importante. Várias técnicas são 

utilizadas para retardar a deterioração de alimentos, tais como atmosfera modificada, 

embalagem a vácuo, processos de esterilização e congelamento. No entanto, 

tecnologias emergentes, a exemplo das embalagens ativas, constituem uma alternativa 

promissora de extensão da vida útil do produto embalado. Essas embalagens aumentam 

a possibilidade de produção de alimentos parcial ou totalmente livres de conservantes e 

microbiologicamente seguros.29 

As inovações tecnológicas buscam transpor o conceito tradicional de embalagem 

– uma barreira inerte que contém, mantém e conserva alimentos. Ao longo dos anos, 

vários estudos foram conduzidos para o desenvolvimento de embalagens ativas que, 

além de protegerem, interagem com o produto.30 O termo embalagem ativa foi utilizado 

pela primeira vez por Labuza,31 e é definido como uma categoria de embalagem que 

exerce um papel adicional na preservação de alimentos, que não somente o de barreira 

inerte contra influências externas.32 Segundo a Comissão Reguladora (EC) n. 450/2009 

(European Commission),33 as substâncias responsáveis pela função ativa incluídas em 

uma embalagem são associadas para estender a vida útil ou para manter ou melhorar 

as condições de embalagem de alimentos. Esse novo conceito foi introduzido em 

resposta às mudanças contínuas nas demandas dos consumidores e nas tendências de 

mercado.34 As embalagens ativas incluem os absorvedores de oxigênio e etileno; 

eliminadores e emissores de CO2; enzimas; controladores de umidade, sabor e odor; 

agentes antimicrobianos e antioxidantes, entre outros.30 Contudo, o desafio na busca de 

formas inovadoras de inibição do crescimento microbiano nos alimentos, mantendo sua 

qualidade, frescor e segurança, apontou para o desenvolvimento de uma embalagem 

que incluísse materiais com propriedades antimicrobianas na sua constituição.35  

Na embalagem antimicrobiana, o produto e o ambiente interagem para prolongar 

a “fase lag”, que se caracteriza por não ocorrer crescimento ou mesmo um declínio da 

cultura, e/ou reduzir a taxa de crescimento dos microrganismos. Essa categoria de 

embalagem ativa representa uma alternativa à incorporação direta de aditivos no produto 

e os problemas associados a essa prática.36  
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2.2.1. Filmes ativos antimicrobianos 

A aplicação direta de substâncias antimicrobianas na superfície de alimentos tem 

benefícios limitados, uma vez que os ativos podem ser neutralizados no contato e/ou 

difundir–se rapidamente da superfície para o interior dos alimentos.37 A incorporação de 

agentes antimicrobianos durante a preparação de alimentos pode resultar na sua 

interação, com consequente redução da atividade desses agentes e efeito limitado sobre 

a microflora presente.38 A utilização de filmes poliméricos incorporados de aditivos, por 

sua vez, permite uma migração mais lenta dos agentes a partir do material da 

embalagem para a superfície do produto, auxiliando na manutenção das concentrações 

do agente antimicrobiano por mais tempo.39 Os filmes ativos antimicrobianos podem ser 

preparados a partir de macromoléculas obtidas a partir de subprodutos e resíduos que 

apresentem boas propriedades de formação de filme, como é o caso de proteínas e 

polissacarídeos.34 Filmes preparados a partir de proteínas, polissacarídeos, e lipídios 

apresentam potencial para incorporação de ativos antimicrobianos.  

Em todo o mundo o desperdício e os resíduos de pescado chegam a totalizar 

cerca de 70% da produção. Sendo assim, devido as grandes possibilidades que estes 

biomateriais apresentam, é de grande importância que a estes seja dada a sua devida 

atenção, visto que seus reaproveitamentos, além de reduzirem o desperdício, agregam 

valor, aumentam os lucros, e reduzem os danos ambientais, sem que haja a necessidade 

de altos investimentos, no desenvolvimento de novas rotas sintéticas, como novos 

processos de polimerização quando comparados a polímeros derivados de petróleo. 

Dessa maneira, as blendas biopoliméricas são uma versátil solução tecnológica para se 

obter materiais com as mais diversas especificações a um custo relativamente baixo por 

meio de combinações de materiais com propriedades de interesse.40  

Neste contexto, podemos utilizar como exemplo as proteínas, que são 

heteropolímeros que geralmente contêm mais de 20 aminoácidos, que permitem um 

número enorme de arranjos sequenciais com uma ampla gama de interações.41 Em 

contraste, os polissacarídeos contêm apenas alguns monômeros que são capazes de 

participar destas interações, mas que apresentam excelente capacidade de formação de 

filme.42 Nos polissacarídeos, a hidroxila e a amina são os grupos mais reativos, enquanto 

que nas proteínas estão presentes uma grande variedade de grupos funcionais que 

podem participar de interações e reações químicas através de ligações covalentes 

(peptídicas e dissulfureto) e interações não covalentes (ligações iônicas, hidrogênio e 



28 
 

van der Waals).43 Considerando todas essas possibilidades, além de proteínas e 

polissacarídeos, ainda podem ser adicionados outros aditivos, como ácidos graxos.  

2.2.2. Filmes ativos à base de biomateriais 

O interesse no desenvolvimento de filmes ou blendas a partir de polímeros 

biodegradáveis está associado tanto à possibilidade da redução do uso de materiais 

sintéticos que degradam lentamente no meio ambiente, como a oportunidade para 

utilizar matérias–primas renováveis, principalmente as derivadas de resíduos, na 

produção de filmes.44 Neste sentido, a produção de blendas, formadas a partir da 

combinação de biomateriais, tem a finalidade de melhorar propriedades físicas, químicas 

e mecânicas; aumentar a taxa de biodegradação, e reduzir o custo total do material.45 

Desta maneira, os componentes das blendas devem ser selecionados de tal maneira 

que o componente principal compense o custo e sobretudo as deficiências dos demais, 

e que estes satisfaçam as propriedades de interesse para as futuras aplicações.  

No entanto, em alguns casos, os fracos atributos físicos, bem como propriedades 

impróprias de barreira ao vapor de água, em comparação com materiais plásticos 

derivados de petróleo, restringem seu uso comercial.46 Sendo assim, várias pesquisas 

estão sendo realizadas para impulsionar novos procedimentos destinados a melhorar as 

propriedades de filmes baseadas em biopolímeros, incluindo modificações químicas, 

adição de plastificantes, mistura de diferentes polímeros biodegradáveis, inclusão de 

nano partículas e adição de emulsificantes para melhorar a miscibilidade de alguns 

polímeros incompatíveis.47 A Tabela 1 apresenta alguns filmes produzidos a partir de 

diferentes biomateriais e sua aplicação na indústria de alimentos. 

Conforme a Tabela 1 nota–se que é intensa a busca por novos compósitos de 

materiais para aplicações na indústria de alimentos, principalmente no que se refere a 

embalagens ativas contra microrganismos e que evitem ou diminuam a transferência de 

gases como o vapor de água da atmosfera para o alimento. Além das propriedades de 

conservação dos produtos embalados, estes filmes possibilitam a liberação e o 

transporte de substâncias que melhorem as propriedades nutricionais dos alimentos. 

Como os filmes biodegradáveis são produzidos a partir de materiais que são 

biocompatíveis e atóxicos, estes além de protegerem os alimentos contra os agentes 

externos, ainda podem ser ingeridos juntamente com estes, diminuindo a geração de 

resíduos. Além disso, observa–se também, que no campo específico da pesquisa de 
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proteínas, o interesse pelos materiais à base de gelatina aumentou nos últimos anos,60 

principalmente devido a abundância, disponibilidade e baixo custo. 

Tabela 1. Filmes e blendas a partir de biomateriais para aplicação na indústria de 

alimentos 

Material Aplicação Referência 

Gelatina/amido de milho 
Conservação de filés de 

salmão 
48 

Gelatina/óleo essencial 

de canela 
Embalagem ativa 49 

Gelatina/Aloe Vera Embalagem ativa 50 

Gelatina/quitosana/óleo 

essencial de Ziziphora 
Embalagem ativa 8 

Gelatina/quitosana 
Conservação de 

camarão 
51 

Quitosana/extrato de 

semente de uva/carvacrol 
Embalagem ativa 7 

Quitosana/óleo 

essencial/antioxidante 
Embalagem ativa 9 

Quitosana/fibra de milho 
Conservação de 

morango 
52 

Gelatina/quitosana/ 

antioxidante 
Embalagem ativa 53 

Gelatina/nano 

quitina/óleo de milho 
Embalagem ativa 54 

Gelatina/óleo de oliva 
Conservação de filés de 

salmão 
55 

Gelatina/extrato de 

boldo–do–chile 
Embalagem ativa 56 

Gelatina/óleo de côco Embalagem ativa 57 

Gelatina/curcumina Embalagem inteligente 58 

Gelatina/óleo essencial 

de pau rosa 

Conservação de uva 

pós–colheita 
59 

As gelatinas são insumos de qualidade alimentar com excelente 

biocompatibilidade, biodegradabilidade e não–toxicidade,61 por isso possuem um grande 
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potencial como filmes comestíveis.62-63 Além disso, estes podem ser usados como 

portadores de componentes bioativos. Os filmes à base de gelatina oferecem 

características valiosas para a produção de embalagens de alimentos devido à sua 

transparência e excelentes propriedades de barreira contra o O2, CO2 e lipídios.64 Além 

disso, as proteínas são heteropolímeros que contêm uma grande variedade de grupos 

funcionais, que podem funcionar como excelentes veículos para incorporar uma ampla 

variedade de aditivos, como nutrientes, antioxidantes, antimicrobianos, antifúngicos e 

sabores.65 Uma das principais reações de deterioração nos alimentos ocorrem durante 

os diferentes estágios da cadeia alimentar, como embalagem e armazenamento, e 

contribuem para o desenvolvimento da rancidez. Além disso, o crescimento microbiano 

leva à deterioração da qualidade dos alimentos, incluindo textura, aparência e mudanças 

de cor, odores desagradáveis, sabores estranhos, perdas nutricionais e formação de 

polímeros oxidados e compostos potencialmente tóxicos que podem ser amenizados 

com a utilização de embalagens funcionais como é o caso dos filmes à base de 

gelatina.66 

Uma das tendências atuais na indústria de alimentos consiste na substituição de 

aditivos químicos e materiais de embalagem por compostos naturais, especialmente na 

área de segurança e preservação de alimentos. Em resposta a essa exigência do 

consumidor, o conceito inovador de embalagem ativa parece ser uma estratégia 

interessante. A quitosana é um polissacarídeo derivado da quitina, o segundo 

biopolímero mais abundante (após a celulose) que é encontrado no exoesqueleto de 

crustáceos e paredes celulares de fungos. É um material bastante interessante porque 

possui propriedades antimicrobianas em conjunção com seu caráter catiônico e suas 

propriedades formadoras de filmes. A combinação de quitosana e gelatina de pescado 

para produzir filmes é propícia de ser estudada, pois combina o uso de matérias–primas, 

em que uma delas apresenta propriedades interessantes além da capacidade de 

formação de filmes.6 

Já a adição de uma fração lipídica, esta vem sendo bastante explorada em filmes 

multicomponentes para embalagens ativas, pois além de reduzirem o transporte ao 

vapor de água, estes apresentam propriedades antibactericidas. No entanto, pode–se 

observar na Tabela 1, que na maioria dos estudos, são utilizados óleos essenciais como 

fração lipídica. Todavia, uma característica importante que deve ser considerada é que 

esses óleos são liberados gradativamente ao longo do tempo, e esse é um parâmetro 

chave para permitir uma inibição microbiana boa e adequada. Além disso, trabalhos 
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recentes têm relatado o uso de técnicas alternativas para a incorporação desses aditivos 

em gelatina utilizando micro ou nano–encapsulamentos com o objetivo de melhorar e 

controlar sua taxa de liberação.6 Dessa maneira, uma alternativa aos óleos essenciais, 

são os ácidos graxos insaturados, que além de melhorar as propriedades de permeação 

e propriedades antibactericida, este pode ser transportado para o alimento, promovendo 

uma melhora também nas propriedades nutricionais do produto embalado.   

2.2.2.1. Filmes à base de gelatina de pescado 

A gelatina possui propriedades funcionais distintivas que podem ser divididas em 

dois grupos. (i) propriedades associadas ao comportamento da superfície, como função 

protetora, formação de emulsão e espuma, aderência e coesão, e capacidade de 

formação de filme; e (ii) propriedades relacionado ao comportamento de gelificação, 

como a formação de gel, espessamento, texturização e capacidade de ligação à água.6 

Portanto, um grande número de aplicações pode ser obtido, como; nas indústrias de 

alimentos, embalagens, farmacêuticas e cosméticas.67  

No entanto, quando são produzidos filmes para embalagens de alimentos, estes 

apresentam estabilidade térmica limitada e fracas propriedades mecânicas, que acabam 

limitando suas potenciais aplicações nesta área.6 Além disso, a gelatina é altamente 

higroscópica, o que limitaria também a sua utilização em alimentos com elevado teor de 

umidade.  

 Os fatores que devem ser considerados ao projetar esse tipo de sistema incluem 

a natureza química dos alimentos a serem embalados, mecanismos de liberação 

controlada, revestimentos organolépticos alimentares, incluindo agentes 

antimicrobianos, antioxidantes e outros que podem melhorar as características 

biológicas e toxicidade, armazenamento e distribuição de aditivos, físicos e mecânicos.68 

Consequentemente, diferentes tipos de polímeros e/ou aditivos podem ser adicionados 

para melhorar ou modificar as propriedades finais, a fim de obter filmes ou revestimentos 

adequados à base de gelatina para embalagens de alimentos. 

Estes componentes são geralmente combinações de diferentes polímeros, como 

é o caso da gelatina e da quitosana e a adição de lipídios que apresentem propriedades 

antimicrobianas e antioxidantes. Essas modificações tem a finalidade de reduzir o uso 

de aditivos químicos sintéticos na indústria de alimentos e substituí–los por aditivos 

alimentares naturais, sem efeitos negativos sobre a saúde humana. Estes aditivos 
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naturais são capazes de prevenir ou reduzir a deterioração dos alimentos causados pela 

oxidação ou efeitos microbiológicos, ajudando assim a preservar e prolongar a vida útil.28 

2.2.2.1.1. Agentes plastificantes 

Os plastificantes são uma classe importante de compostos não voláteis de baixa 

massa molar que são amplamente utilizados em indústrias de polímeros como aditivos.69 

O principal papel dessas substâncias é melhorar a flexibilidade e a capacidade de 

processamento dos polímeros, através do aumento do espaço entre as cadeias, porque 

provocam  a diminuição das forças intermoleculares e aumentam a flexibilidade e 

extensibilidade do material.70 O conselho da IUPAC (União Internacional de Química 

Pura e Aplicada) define um plastificante como "uma substância ou material incorporado 

em um material (geralmente um plástico ou elastômero) para aumentar sua flexibilidade, 

trabalhabilidade ou distensibilidade". 

A concentração de plastificante usado na elaboração de filmes geralmente varia 

de 10 a 60 g/100 g de matéria seca de polímero, dependendo da flexibilidade desejável 

no filme, pois quando adicionados à solução de gelatina, estes competem com as 

ligações de hidrogênio existentes ao longo das cadeias dos polímeros, causando um 

afastamento entre estas estruturas.71  

O plastificante mais amplamente utilizado em filmes para embalagens alimentícias 

é o glicerol, devido ao baixo custo e por normalmente apresentar boa miscibilidade com 

os polímeros e os solventes, comumente utilizados no preparo de filmes e blendas, 

devido a quantidade de hidroxilas presentes na sua estrutura.72 A Figura 1 apresenta a 

estrutura química da molécula de glicerol. 

Figura 1. Estrutura química do glicerol 

 

 

2.2.2.1.2. Gelatina 

2.2.2.1.2.1. A corvina (Micropogonias furnieri) 

A corvina, Micropogonias furnieri, é uma espécie de ampla distribuição geográfica, 

característica das regiões tropical e subtropical. Ocorre desde a Península de Yucatán 

no México, ao longo das Antilhas, na costa meridional do Caribe e América do Sul até o 
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Golfo de San Matias, na Argentina.73 No Brasil a corvina é encontrada em toda a costa, 

sendo abundante nas Regiões Sudeste e Sul e constitui a parcela comercial mais 

importante entre os peixes demersais desembarcados.74 Em volume, a corvina ocupa o 

2º lugar entre os peixes costeiros de valor comercial e devido à sua abundância, é 

considerada uma das espécies mais tradicionais e importantes da pesca brasileira. 

Segundo o boletim estatístico de 2011 do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), a 

pesca extrativa marinha no país foi de 43.191 toneladas, já no Rio Grande do Sul foi de 

28.455 toneladas, deste total 6.968 toneladas foi de corvina.75 

A corvina atinge a maturidade com 30 cm, atingindo um comprimento máximo de 

60 cm e um peso de 6 kg. O destino principal da corvina é o mercado interno, sendo 

vendida inteira ou em postas, enquanto para o mercado externo como Estados Unidos e 

Europa é vendida somente inteira. A Figura 2, apresenta a imagem fotográfica da corvina 

da boca branca (Micropogonias furnieri). 

Figura 2. Corvina (Micropogonias furnieri) 

 

Fonte. (FAO)144 

De acordo com Stevanato et al.,4 da captura mundial de pescado, 

aproximadamente 72% é utilizado no mercado de peixe fresco, congelado, empanado, 

enlatado, etc. Os 28% restantes ou são utilizados no preparo de rações ou são 

desperdiçados como resíduos. No Brasil, aproximadamente 50% da biomassa capturada 

é descartada durante o processamento. O descarte inapropriado do resíduo em corpos 

hídricos torna disponível no ambiente, grande quantidade de material orgânico oxidável 

que favorece o crescimento e desenvolvimento de bactérias aeróbias. Estas utilizam o 

oxigênio disponível no meio aquático, provocando a diminuição da concentração de 

oxigênio disponível na água, o que leva à morte por asfixia, dos animais desse ambiente 

aquático. A poluição ambiental e a gestão inadequada dos resíduos agroindustriais são 

fatores a serem considerados como indicativos de ineficiência produtiva, pois para o 

alcance da máxima eficiência é imprescindível explorar os recursos de todo o processo 

produtivo.76 
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2.2.2.1.2.2. Descarte de resíduos e problemas ambientais 

Definidos como sobras do processamento de alimentos, de baixo valor comercial, 

os resíduos não são aproveitados ao final do processamento do pescado. Desse modo, 

aproximadamente 120 milhões t/ano de resíduos de pescado (ossos, pele, nadadeira, 

vísceras e cabeça) são descartados indevidamente no ambiente.77 O aproveitamento de 

resíduos traz vantagens econômicas e de conservação de energia nos processos 

industriais. Estes resíduos sólidos, diferentemente do lixo, possuem valor econômico 

agregável, por possibilitarem reaproveitamento no próprio processo produtivo, pois 

podem conter muitas substâncias de valor significativo.78  

Uma estratégia interessante para a indústria pesqueira na redução de resíduos é 

a recuperação de determinados nutrientes, comercializáveis na forma de subprodutos a 

partir destes resíduos. Atualmente, parte de resíduos de pescados são utilizados para 

alimentação de peixes ou porcos, para produção de fertilizantes orgânicos e fabricação 

de farinha.79 Entretanto, é possível otimizar as receitas ao se utilizar os resíduos de 

pescados para extração de colágeno,80 gelatina,81 óleo82 e filmes biodegradáveis83 para 

agregar maior valor comercial a estes subprodutos. 

2.2.2.1.2.3. Colágeno: caraterísticas químicas e extração 

Precursor da gelatina, o colágeno é a maior proteína estrutural, e constitui 

aproximadamente 30% das proteínas totais de organismos multicelulares, contribuindo 

para as funções fisiológicas de tecidos conjuntivos em peles, tendões, ossos e 

cartilagens, além de estar associada à tenacidade muscular. É a única proteína fibrosa 

e insolúvel em água, com elevada resistência à tração e grande estabilidade.84 O 

colágeno é uma proteína estrutural abundante em todos os animais. Nos seres humanos, 

o colágeno compreende cerca de uma quinta parte da proteína total, é responsável por 

três partes do peso seco da pele e é o componente mais prevalente da matriz 

extracelular. 

O nome colágeno é usado como um termo genérico para proteínas que formam 

uma hélice tripla de três cadeias. Há pelo menos 29 tipos de colágeno identificados, cada 

um diferindo consideravelmente na sua sequência, estrutura e função. Os tipos I, II e III 

são os mais abundantes do organismo, sendo o tipo I predominante, com massa molar 

em torno de 195 kDa, e composto por duas cadeias idênticas denominadas α1 e uma 

terceira cadeia α2 de estrutura primária diferentes.85  
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Independente dos diferentes tipos, cada fibra de colágeno consiste em três 

cadeias polipeptídicas envoltas umas nas outras, que apresenta elementos estruturais 

nas formas primária, secundária e terciaria. Também apresenta estrutura quaternária, 

similar a outras proteínas oligoméricas que se caracterizam por terem múltiplas cadeias 

ou subunidades polipeptídicas. A estrutura primária do colágeno animal é constituída por 

cerca de 1050 aminoácidos ligados na forma de cadeias onde cada uma delas, contêm 

cerca de 330 unidades da sequência geral glicina–X–Y.86 A glicina sozinha constitui 

aproximadamente 33% do conteúdo de aminoácidos do colágeno, enquanto a prolina e 

hidroxiprolina juntas constituem cerca de 22%. A prolina assume a posição X, na 

sequência geral, e a hidroxiprolina quase sempre ocorre na posição Y. Os 45% restantes 

da composição de aminoácidos são distribuídos nas posições X e Y, com certas 

combinações sendo favorecidas por efeitos estéricos e eletrostáticos.87 A Figura 3 

apresenta a estrutura química dos principais aminoácidos constituintes do colágeno. 

Figura 3. Principais aminoácidos constituintes do colágeno 

 

Fonte. (Campbell & Farrell).86 

A tripla hélice é organizada para que cada terceiro resíduo da cadeia 𝛼 seja a 

glicina, e que em cada cadeia, esta esteja no interior da hélice, pois apenas ela é 

pequena o suficiente para acomodar–se no espaço disponível e promover o efeito 

espiralado. Já a prolina e a hidroxiprolina são responsáveis pela estrutura secundária 

única do colágeno, pois limitam a rotação da cadeia polipeptídica e, assim, contribuem 

para a estabilidade da tripla hélice.88  Essas 3 cadeias 𝛼 (duas cadeias 𝛼1 e uma 𝛼2) 

formam uma molécula trifilamentar, denominada tripla–hélice e a superposição de várias 

tripla–hélices produz as fibras de colágeno, estabilizadas por ligações cruzadas, 

formando assim uma estrutura de rede tridimensional.  

Na tripla–hélice as ligações de hidrogênio estão ausentes e, em vez disso, cada 

uma das três hélices é estabilizada pela repulsão estérica dos anéis pirrolidona das 
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cadeias laterais de prolina e hidroxiprolina. Os anéis pirrolidona se mantêm longe um do 

outro quando a cadeia peptídica assume essa forma helicoidal, que é muito mais aberta 

que a α–hélice firmemente enrolada. As três fitas se enrolam em torno da outra, formando 

um cabo helicoidal. A distância axial por aminoácido nessa superfície é de 2,9 Å e há 

aproximadamente três aminoácidos por giro. Os três filamentos formam ligações de 

hidrogênio um com o outro. Os doadores de hidrogênio são os grupamentos –NH 

peptídicos das glicinas e os aceptores são os grupamentos –CO peptídicos das outras 

cadeias. As hidroxilas da hidroxiprolina também participam das ligações de hidrogênio.63  

Como essas ligações entre as 𝛼–hélices são fracas, um pré–tratamento químico 

razoavelmente leve é suficiente para quebrar as ligações não covalentes de modo a 

desorganizar a estrutura da proteína, produzindo assim um inchaço adequado e 

consequente solubilização do colágeno.89 O tratamento térmico subsequente cliva o 

hidrogênio e as ligações covalentes para desestabilizar a tripla hélice, resultando em 

transição hélice–bobina e conversão em gelatina.90 

2.2.2.1.2.4. Gelatina: características químicas e obtenção 

A gelatina é o produto de desnaturação térmica ou desintegração do colágeno 

insolúvel.91 Dependendo da fonte de colágeno e do processo de obtenção, a gelatina 

apresenta diferentes massas molares e diferentes pontos isoelétricos. O colágeno existe 

em muitas formas diferentes, mas a gelatina só é derivada de fontes ricas em colágeno 

do Tipo I. As matérias–primas mais utilizadas para a extração de colágeno e produção 

de gelatina são peles suínas e bovinas, no entanto fontes alternativas como peles de 

pescado, ossos e barbatanas vêm sendo bastante explorada nas últimas décadas, 

principalmente devido às restrições religiosas e culturais.92 Além disso, há a 

preocupação com a contração da encefalopatia espongiforme bovina, comumente 

conhecida como doença da vaca louca, que é uma enfermidade degenerativa fatal e 

transmissível do sistema nervoso central de bovinos, com longos períodos de 

incubação.93  

Dependendo da fonte do colágeno, a composição de aminoácidos da gelatina é 

ligeiramente diferente, como por exemplo, os aminoácidos de gelatina obtida de pele de 

suíno não contêm cisteína, e as gelatinas de pele de pescado tem menor teor de glicina 

em comparação com fontes proveniente de mamíferos.94 

Na obtenção de gelatina, o pré–tratamento ácido e/ou alcalino da matéria–prima 

é utilizado para remover componentes não colagenosos e intumescer o colágeno, 
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desnaturando assim a molécula, e a extração é realizada com elevação da temperatura 

da água.63 Quando se alcança a temperatura crítica, ou seja, a 

temperatura de encolhimento ou retração, as fibrilas do colágeno encolhem pelo menos 

um terço do seu comprimento original, sendo esta temperatura característica da espécie 

da qual se deriva o colágeno. Este encolhimento desorganiza as fibras e ocorre o colapso 

da arquitetura helicoidal das subunidades polipeptídicas da molécula de colágeno.85 

Sendo assim, a desnaturação é caracterizada pelo desenrolamento da estrutura em 

tripla–hélice em cadeias individuais solúveis, ou 

pequenos polímeros ou fragmentos.95 O tratamento térmico cliva as 

ligações de hidrogênio e ligações covalentes, desestabilizando a tripla–hélice, resultando 

na conversão em gelatina solúvel.96-97 

As etapas do processo de obtenção da gelatina são determinadas em função da 

matéria–prima e do tipo de gelatina, por estes motivos, podem sofrer variações. O 

processo simplificado, no entanto, consiste em três etapas. pré–tratamento da matéria–

prima, extração da gelatina e purificação/secagem.63 Após o processo de obtenção é 

possível distinguir dois tipos de gelatina. Gelatinas obtidas por hidrólise em pH ácido são 

classificadas como gelatina tipo A (ponto isoelétrico variando de 6,0–9,5), e gelatinas 

obtidas por hidrólise em pH básico (ponto isoelétrico variando de 4,5–5,6) são 

classificadas como gelatinas tipo B.98 A Figura 4 apresenta os dois principais tipos de 

extração de gelatina. 

Durante o processo de desnaturação, a organização de hélice tripla do colágeno 

é hidrolisada nos locais em que as ligações cruzadas covalentes se juntam aos três 

peptídeos, que no caso da gelatina do tipo B, leva à polidispersão, pois a base quebra 

uma das ligações cruzadas iniciais (piridinolina) e, como resultado, ao aquecer as 

cadeias 𝛼 do colágeno estas são desnaturadas em solução. Durante o processo ácido, 

a desnaturação de colágeno é limitada à hidrólise térmica de ligações peptídicas, com 

uma pequena quantidade de material de cadeia α de colágeno solúvel em ácido.100  
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Figura 4. Métodos de extração de gelatina dos tipos A e B 

 

Fonte. Adaptado de (Gorgieva & Kokol).99 

Ao resfriar, as cadeias de gelatina podem rebobinar, mas não dentro do registro 

correto, e os pequenos segmentos triplos formados podem agregar–se ainda mais 

durante a formação do gel.101 A formação de hidrogel, acompanhada de um rearranjo de 

ordem desordenada em que as cadeias de gelatina recuperam parcialmente a estrutura 

de colágeno de tripla hélice, leva à formação de gelatina renaturada com regiões 

principais amorfas de cadeias de gelatina aleatoriamente enroladas interligadas com 

domínios de microcristalitos ordenados espacialmente, estabilizados por hidrogênio nas 

ligações entre N–H da glicina e C=O da prolina. A estabilização da conformação 

molecular e das interações entre hélices são uma consequência da existência de um 

reservatório de hidratação altamente ordenado com pontes de água que ligam dois 

grupos dentro das mesmas ou diferentes cadeias de gelatina. Assim, devido a essa 

estrutura particular, a gelatina apresenta excelente estabilidade, capacidade de ligação 

à água, emulsificação, formação de espuma, formação de gel e propriedades 

filmogênicas.97, 102 

2.2.2.1.2.5. Gelatina de pescado 

Cerca de 45% da produção mundial de gelatina é obtida a partir de pele de suínos, 

seguida de peles bovinas com quase 30%63 e 23% de gelatina é obtida a partir de ossos 



39 
 

bovinos e suínos. Outras fontes incluem frango e peixe, mas estas representam apenas 

1,5% da produção anual de gelatina no mundo. 

Estudos recentes mostraram que as peles de pescado, especialmente, pode ser 

uma fonte alternativa para produção de gelatina, pois os subprodutos valiosos 

provenientes da indústria da pesca e a redução dos resíduos tornaram–no um tema de 

pesquisa atraente. À medida que as questões de sustentabilidade e o melhor uso dos 

recursos colhidos tornam–se mais críticos, a necessidade de usar os resíduos de 

pescado de forma mais produtiva vem só aumentando. Os resultados globais sugerem 

que a pele de pescado pode ser uma matéria–prima alternativa para a produção de 

gelatina de alta qualidade, eliminando as preocupações religiosas compartilhadas pelas 

comunidades judaica e muçulmana, e também fornecendo uma maneira alternativa e 

lucrativa de usar alguns subprodutos da pesca,103 melhorando assim a sustentabilidade 

geral do setor pesqueiro.  

Entretanto, muitas vezes as gelatinas extraídas de peles de pescado apresentam 

coloração mais escura e odor característico da matéria–prima em relação a gelatina 

tradicional de mamíferos.104 Além disso, uma das principais características que definem 

a qualidade da gelatina são os teores de prolina e hidroxiprolina encontrados no 

colágeno, que nos mamíferos apresenta valores próximos a 24% e no pescado 

encontra–se em torno de 16–18%.91 Os percentuais mais elevados são encontrados no 

colágeno de pescados de águas quentes, que normalmente, apresentam maior teor de 

prolina e hidroxiprolina que o de espécies de águas frias.105 Sendo assim as 

propriedades das gelatinas obtidas a partir de peles de pescado de águas quentes são 

consideradas mais próximas das de mamíferos do que as de pescados de águas frias.106 

Quanto ao grau de reticulação, este é quem determina o método de pré–

tratamento do colágeno na matéria–prima, e devido à instabilidade da reticulação em 

colágenos imaturos, tais como os encontrados nas peles de pescados, o tratamento 

ácido ou alcalino suaves são suficientes para efetivar a conversão do colágeno em 

gelatina.97 Os procedimentos utilizados para o preparo de gelatina de pescados 

envolvem, tipicamente, um pré–tratamento químico suave da matéria–prima e as 

condições de temperatura durante o processo de extração são mais brandas que as 

utilizadas na extração de gelatina de mamíferos.63  
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2.2.2.1.2.6. Caracterização da Gelatina 

As propriedades funcionais da gelatina podem ser divididas em duas categorias. 

A primeira categoria abrange aqueles que estão associados às propriedades de 

gelificação (força do gel, viscosidade e pontos de gelificação e fusão), enquanto a 

segunda categoria inclui as propriedades relacionadas ao comportamento superficial da 

gelatina (formação de espuma, emulsão, formação de filme, etc.).88 Embora ambas as 

categorias sejam consideradas importantes na avaliação das propriedades funcionais da 

gelatina, o foco na avaliação dos diferentes métodos para a extração de gelatina 

considera principalmente à avaliação da primeira categoria, justamente por definirem 

suas aplicações.  

2.2.2.1.2.6.1. Força do gel 

A principal propriedade gelificante que determina a qualidade das gelatinas 

comerciais é a força do gel.107 De acordo com Schrieber & Gareis,88 a força do gel é 

altamente dependente da proporção de frações com massa molar de aproximadamente 

100 kDa, e proporcional ao tamanho das cadeias α.108-109 A força de gel, também 

conhecida como valor Bloom na indústria de gelatina, é definida como o peso em gramas 

necessários para um êmbolo cilíndrico de 12,7 mm de diâmetro, penetrar 4 mm em um 

gel de gelatina previamente preparado (concentração final de 6,67% m/m) maturada a 

10ºC por 16–18 h.88 Os valores de Bloom da maioria das gelatinas comerciais variam de 

80–320 g. Geralmente, as gelatinas com um valor Bloom <150 g são caracterizadas 

como Bloom baixo, enquanto que aqueles com um valor de Bloom variando de 150–220 

g e > 220 g são caracterizados como Bloom médio e alto, respectivamente.107 

Em geral, gelatinas com valores de Bloom de 250–260 g são os produtos mais 

desejáveis. Foram relatados valores elevados de resistência ao gel para a gelatina a 

partir de peles de espécies de peixes quentes, como a tilápia110 e a carpa111. A gelatina 

de espécies de água fria não forma um gel à temperatura ambiente ou produzem géis 

muito macios e instáveis112 e podem permanecer líquidos a 10ºC (condições de teste de 

Bloom), o que poderia restringir seu uso no setor de alimentos. Os valores de Bloom de 

70 a 110 g foram obtidos a partir de gelatina extraída de bacalhau, salmão e pescada.90, 

105, 110 

As diferenças acima mencionadas na força do gel foram atribuídas à variabilidade 

do conteúdo de prolina e hidroxiprolina no colágeno de várias espécies e à temperatura 

variável do habitat do animal vivo.113 Vale ressaltar que, devido às limitações da amostra 
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e à falta de gelificação à 10ºC, parte da pesquisa é feita usando condições não padrão 

e, portanto, é obtida uma força de gel específica para a condição, ao invés de uma força 

de Bloom. 

2.2.2.1.2.6.2. Viscosidade 

A viscosidade é a segunda propriedade física comercialmente importante da 

gelatina, e as medidas de viscosidade são geralmente conduzidas acima das 

temperaturas de gelificação das preparações de gelatina. Avena–Bustillos et al.114, 

estudaram a viscosidade das preparações de gelatina a partir de mamíferos e peixes às 

temperaturas de teste iniciais de 35 e 25ºC, respectivamente, considerando suas 

diferenças na temperatura de gelificação. A viscosidade de uma solução de gelatina 

concentrada depende das interações hidrodinâmicas entre moléculas de gelatina. Os 

comportamentos de fluxo de soluções de gelatina do Acipenser schrenckii em função da 

concentração (1,3 e 5% m/v) e temperatura (10, 30, 45 e 60ºC) indicaram um 

comportamento pseudoplástico não–newtoniano, a 10ºC e solução de gelatina a 5% 

(m/v).115 No entanto, Wulansari et al.116, relataram, usando gelatina de pele de pescado 

com Bloom 225 g em diferentes concentrações (0,5–3,5% m/v), que as soluções de 

gelatina resultantes mostraram um comportamento newtoniano a 50ºC. 

As viscosidades para gelatinas comerciais variam de 2 a 7 cP. Segundo, 

Karayannakidis & Zotos,107 as soluções de gelatina de baixa viscosidade produzem géis 

frágeis, enquanto que as soluções de gelatina de alta viscosidade produzem géis rígidos 

e extensíveis. Haug et al.,108 relataram que a viscosidade intrínseca de gelatinas do tipo 

A, produzidas a partir de peles de espécies de peixes de água fria, como bacalhau, arinca 

e juliana, determinadas a 30ºC foi comparável à das gelatinas de mamíferos, o que 

implica que as gelatinas de pescado se comportam como as gelatinas de mamíferos em 

relação a sua massa molar e volume hidrodinâmico.  

2.2.2.1.2.6.3. Ponto de fusão e temperatura de gelificação 
das gelatinas  

Os pontos de fusão e de gelificação também são considerados índices 

importantes da qualidade das gelatinas. Em relação às gelatinas de pescado, as 

temperaturas de fusão estão na faixa de 8–25ºC, enquanto a temperatura de gelificação 

é de 11–28ºC. Embora haja um procedimento padronizado para a determinação do ponto 

de fusão da gelatina, este método raramente é empregado117 devido a vários fatores que 

afetam sua precisão (tempo de maturação, pH e concentração).  



42 
 

O método baseia–se na determinação da temperatura em que os géis de gelatina 

suavizam o suficiente para permitir que gotas de tetracloreto de carbono com um corante 

solúvel em óleo vermelho afundem através deles.107 Além disso, parece não haver um 

procedimento padronizado para a determinação do ponto de fusão da gelatina. Os 

métodos que atualmente são empregados para a determinação dos pontos de fusão e 

de gelificação das gelatinas são a calorimetria diferencial de varredura (DSC) e análise 

dinâmico mecânica. No primeiro, os pontos de fusão e de gelificação são obtidos a partir 

do termograma DSC como a temperatura máxima onde ocorre a transição após 

aquecimento (fusão) ou refrigeração (gelificação); enquanto que em análise dinâmico 

mecânica, os pontos de fusão são determinados como a temperatura de cruzamento em 

que o módulo de elasticidade é igual ao módulo viscoso durante o aquecimento e o 

resfriamento, respectivamente.115 Vale a pena mencionar que os diferentes métodos 

utilizados para a determinação dos pontos de fusão e de gelificação das gelatinas podem 

fornecer valores diferentes. Isto é claramente demonstrado nos estudos de Norziah et 

al.118, e Cheow et al.119, onde as gelatinas de pescado de mesmas espécies de peixes 

apresentaram diferentes pontos de fusão e gelificação quando determinados usando 

DSC e análise dinâmico mecânica. 

2.2.2.1.2.6.4. Composição de aminoácidos  

Chiou et al.,102  mostraram que as diferenças na composição de aminoácidos têm 

efeitos significativos nas temperaturas de fusão e gelificação de gelatina obtidas de 

diferentes fontes. De acordo com seus resultados, o maior teor de prolina e hidroxiprolina 

da gelatina está diretamente relacionado com géis mais fortes e com maiores 

temperaturas de gelificação. A prolina e a hidroxiprolina não são, contudo, os únicos 

aminoácidos que apresentam efeitos significativos na estrutura da gelatina. O conteúdo 

de ácido glutâmico, ácido aspártico, lisina, hidroxilisina, arginina e histidina também são 

importantes na formação de ligações cruzadas e nas interações eletrostáticas. Como o 

colágeno geralmente não possui cistina, não há ligações dissulfureto na estrutura do 

colágeno. O colágeno é principalmente estabilizado por ligações de hidrogênio formadas 

entre cadeias laterais dos aminoácidos e água, além da estrutura torcida imposta pelo 

alto teor de prolina e hidroxiprolina, juntamente com ligações cruzadas intra e 

intermoleculares.120  

2.2.2.2. Filmes à base de gelatina de pescado com adição de quitosana 

Devido à natureza altamente higroscópica da gelatina, esta tende a inchar ou 

dissolver facilmente em contato com alimentos. Além disso, os filmes de gelatina 
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apresentam menor resistência mecânica em comparação com os sintéticos.121 Para 

evitar essas desvantagens, a gelatina pode ser misturada com diferentes substâncias 

e/ou polímeros para obter filmes e revestimentos que combinam as vantagens de cada 

componente.122 O principal mecanismo de formação de filmes à base de gelatina inclui 

a desnaturação da proteína iniciada por calor, solventes ou mudança de pH, seguida da 

associação de cadeias peptídicas através de novas interações intermoleculares.123 Já os 

polissacarídeos devido à presença dos grupamentos amina e hidroxila tem a função 

crucial na formação do filme e, dependendo do pH, tendem a apresentar boas 

propriedades antimicrobianas.124  

A quitosana é um polissacarídeo não tóxico, biodegradável, biofuncional e 

biocompatível com fortes propriedades antimicrobianas e antifúngicas.125 Quando 

aplicada em filmes, a quitosana apresenta boa resistência mecânica. Entretanto, as 

propriedades de permeação e transferência de água geralmente são inferiores aos filmes 

de gelatina pura. Sendo assim uma combinação de gelatina de pescado com quitosana 

pode produzir filmes com melhores propriedades mecânicas e de permeabilidade em 

relação aos filmes dos polímeros (gelatina e quitosana) separadamente.10  

Ademais, a quitosana apresenta efeito antimicrobiano, e este difere 

consideravelmente dependendo das características da quitosana; particularmente o grau 

de desacetilação, a massa molar, o organismo alvo e as condições do meio em que é 

aplicado, especialmente o pH e a presença de solutos que podem reagir com quitosana 

através de interação eletrostática e/ou ligação covalente que venham a limitar a 

reatividade dos grupos amínicos ativos, que são os principais responsáveis por sua 

atividade antimicrobiana e antifúngica.126 Alguns pesquisadores tem demonstrado que a 

quitosana é capaz de provocar a inibição do crescimento de vários microrganismos como 

Staphylococcus aureos,127 Staphylococcus epidermidis,127 Escherichia coli,128 

Salmonella typhimurium,128 Streptococcus faecalis,65 Salmonella entérica,129 Salmonella 

paratyphi,65 Pseudomonas aeruginosa,130 Klebsiella pneumoniae,130 Listeria 

monocytogene,131 Bacillus cerus,65 Shigella dysenteriae,132 Aeromonas hydrophila,65 

Fusarium,133 Alternaria alternata,134 Sacharomyces cerevisiae,65 Candida spp.,135 e no 

entanto, seu mecanismo de ação sobre os microrganismos não está completamente 

elucidado, alguns pesquisadores correlacionam essa atividade antimicrobiana da 

quitosana pela formação de complexos polieletrólitos que provavelmente se ligam 

seletivamente à superfície dos microrganismos inativando–os.136  



44 
 

Além disso, existem alguns estudos na literatura sobre filmes compostos de 

gelatina e quitosana, entretanto, pouco há sobre a influência das características químicas 

da quitosana (MV e GD) nas propriedades físico–químicas em filmes à base de gelatina 

de pescado, com adição de diferentes quitosanas,137 bem como, nas propriedades 

antibactericidas. Sendo assim, ao considerar as boas características da gelatina de 

pescado e da quitosana separadamente, pode–se especular que a combinação de 

ambos possa levar a filmes com melhores propriedades mecânicas e propriedades 

microbiológicas do que aqueles formados por cada polímero individualmente. 

Todavia alguns estudos, indicam que a adição de quitosana a filmes à base de 

gelatina promovem uma melhoria na tensão de ruptura dos filmes, entretanto, como 

consequência, ocorre o aumento da permeação ao vapor de água dos filmes.138-140 

Sendo assim, a adição de compostos lipídicos a matriz filmogênica, pode ser uma 

alternativa interessante, a fim de suprir deficiências no que se refere a transferência de 

vapor de água através do filme. 

2.2.2.2.1. Quitina e Quitosana 

2.2.2.2.1.1. O camarão (Farfantepenaeus brasiliensis) 

A quitina, é o principal componente do exoesqueleto duro de aproximadamente 

um milhão de artrópodes (insetos, siris, lagostas e caranguejos), e é comumente 

encontrada em cutículas de muitos invertebrados e nas paredes celulares da maioria dos 

fungos, leveduras e microrganismos.141 A principal matéria–prima para produção 

industrial de quitina são as carapaças de crustáceos originadas do processamento 

industrial de frutos do mar. O Japão, os EUA e a China são os maiores produtores 

mundiais de quitina, mas o polímero também é produzido, ainda que em menor escala, 

na Índia, Noruega, Canadá, Itália, Polônia, Chile e Brasil, entre outros. Em 1990 a 

produção mundial de quitina e quitosana foi estimada em 10.000 t, e já se aproximava 

de 30.000 t em 2004, correspondente ao processamento de aproximadamente 1.440.000 

t de resíduos ricos em quitina gerados naquele ano, em nível mundial, pela indústria 

pesqueira.142 

Os camarões peneídeos são um dos principais recursos pesqueiros explorados 

na costa brasileira, o Farfantepenaeus brasiliensis distribui–se desde a Carolina do Norte 

(EUA) até a costa do Rio Grande do Sul (Brasil). As espécies nativas do Brasil, 

Farfantepenaeus brasiliensis e Farfantepenaeus paulensis, são conjuntamente 

chamados de camarão–rosa (Figura 5) e apresentam uma sobreposição em sua 



45 
 

distribuição na costa brasileira e, em geral, não ocorre diferenciação entre estas espécies 

em avaliações de estoques pesqueiros a partir de desembarques.143 

Figura 5. Camarão (Farfantepenaeus brasiliensis) 

 

Fonte. (FAO).144 

Segundo dados do IBAMA,145  a captura de camarão–rosa no ano de 2011 no Rio 

Grande do Sul, foi de 1.112.918 kg. Deste total, aproximadamente 70% é perdido durante 

o processamento, na etapa de descasque, o que gera uma quantidade considerável de 

resíduos (cabeças e casca). 

2.2.2.2.1.2. Descarte de resíduos e problemas ambientais 
 

Os resíduos do processamento de camarão requerem condições especiais de 

tratamento e disposição, pois apresentam características especiais, como alta 

salinidade, elevado teor de nitrogênio e um elevado conteúdo mineral. Assim, 

alternativas econômicas adequadas e ambientalmente aceitáveis vem sendo buscadas 

por pesquisadores para a eliminação desses resíduos e/ou a utilização destes como 

matéria–prima para produtos com maior valor agregado.146 

Entretanto estes resíduos consistem principalmente de cabeças, cascas e carne 

residual, o que os torna inadequados para a produção de alimentos humanos. Além 

disso, uma grande parte destes resíduos é quitina (5 a 7%), que não é facilmente 

digerível, pois é inerte no trato gastrointestinal de mamíferos, devido à não presença de 

quitinases.147 Porém esta quitina pode ser convertida em quitosana, seu principal 

derivado, que devido as suas características apresenta diversas aplicações em nas mais 

variadas áreas. 

2.2.2.2.1.3. Quitina: caraterísticas químicas e extração 

A quitina é um polissacarídeo de cadeia linear formado por unidades de N–acetil–

2–dioxi–D–glicopiranose, que são interligadas por ligações glicosídicas β(1→4). A quitina 

é a segunda substância orgânica mais abundante na biosfera sendo superada apenas 

pela celulose, mas supera esta última em termos de taxa de reposição, que chega a ser 
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duas vezes maior que a da celulose.148 A diferença estrutural entre as duas fibras se 

deve aos grupos hidroxila localizados no carbono 2 da estrutura da celulose, que na 

quitina são substituídos por grupos acetamida. 

Ambas, quitina e celulose, possuem características estruturais semelhantes e 

atuam como invólucros protetores e materiais de suporte e defesa nos organismos em 

que ocorrem. A quitina encontra–se na matriz da estrutura esquelética de invertebrados, 

como artrópodes, anelídeos, moluscos e celenterados, em algas diatomáceas, e também 

está presente nas paredes celulares de alguns fungos, como ascomicetos, zigomicetes, 

basidiomicetes e deuteromicetos.142 Em função do organismo que é encontrada e do 

papel que desempenha, a quitina adota diferentes estruturas polimórficas denominadas 

α–, β– e γ–quitina. As diferentes estruturas polimorfas de quitina correspondem a 

diferentes arranjos no estado sólido, decorrentes de disposições distintas das cadeias 

do polímero nas lamelas ou folhas que constituem os domínios cristalinos. A α–quitina é 

encontrada em estruturas rígidas e resistentes, como a cutícula de artrópodes e nesses 

casos ocorre fortemente associada a proteínas, materiais inorgânicos ou ambos. As 

formas β– e γ–quitina ocorrem em estruturas flexíveis embora também resistentes.147 A 

α–quitina é a forma mais abundante e é também considerada a mais estável, visto que 

a conversão das duas últimas formas na primeira é irreversível.142  

Por se tratar de um produto natural e de origem taxonômica variada, a quitina 

possui variações de sua composição nas matérias–primas e raramente é encontrada em 

sua forma pura, necessitando de processos tecnológicos para a sua extração. A extração 

de quitina a partir da biomassa, a exemplo do que acontece com a extração de celulose 

de fibras vegetais, envolve a execução de tratamentos químicos sequenciais destinados 

a eliminar as substâncias que a acompanham (carbonatos, proteínas e pigmentos). 

Nos crustáceos ou mais especificamente nos resíduos de camarão, a quitina é 

encontrada como constituinte de uma rede complexa com proteínas e carbonato de 

cálcio. Assim, o isolamento da quitina requer a remoção dos dois constituintes principais 

da casca, proteínas por desproteinização e carbonato de cálcio inorgânico por 

desmineralização, juntamente com pequenas quantidades de pigmentos e lipídios 

geralmente removidos durante as duas etapas anteriores. Em alguns casos, um passo 

adicional de descoloração é aplicado para remover pigmentos residuais. Muitos métodos 

foram propostos e utilizados ao longo dos anos para preparar a quitina pura, no entanto, 
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o mais frequentemente utilizado consiste nas etapas de desmineralização, 

desproteinização e desodorização. 

A desmineralização consiste na remoção de minerais, principalmente carbonato 

de cálcio. A desmineralização é geralmente realizada por tratamento ácido usando HCl, 

HNO3, H2SO4, CH3COOH e HCOOH.149 Entre estes ácidos, o reagente preferencial é o 

ácido clorídrico diluído.150-151 Os métodos químicos foram a primeira abordagem utilizada 

na desproteinização. Uma grande variedade de substâncias químicas foi testada como 

reagente incluindo NaOH, Na2CO3, NaHCO3, KOH, K2CO3, Ca(OH)2, Na2SO3, NaHSO3, 

CaHSO3, Na3PO4 e Na2S. As condições de reação variam consideravelmente em cada 

estudo. O NaOH é o reagente preferencial.142 Já a remoção dos pigmentos, quando 

presentes, pode ser realizada por extração com solventes, sendo que etanol e acetona 

os mais empregados, ou por branqueamento, com KMnO4, NaOCl ou H2O2.  

As condições empregadas nos tratamentos sequenciais de extração de α–quitina 

e a natureza da matéria–prima, afetam o rendimento do processo, a qualidade do 

produto, e também a quitosana oriunda desta quitina. Devido a toda essa variabilidade 

de processo, problemas de reprodutibilidade das características das quitinas e 

quitosanas comerciais têm sido relatados, os quais aparentemente podem ser explicados 

com base nos fatores acima mencionados.142, 149, 152 

2.2.2.2.1.4. Quitosana: características químicas e produção 

A quitosana é geralmente preparada por desacetilação alcalina de 𝛼–quitina. A 

quitina e a quitosana são uma família importante de polissacarídeos lineares, que 

consistem em quantidades variáveis de unidades de 2–acetamido–2–desoxi–β–D–

glucopiranose (GlcNAc) e 2–amino–2–desoxi–β–glucopiranose (GlcN)  ligadas por 

ligações do tipo β(1→4).152 Na Figura 6 estão apresentadas as estruturas moleculares 

da (a) quitina e (b) quitosana. 

As amostras de quitina contêm um alto teor de unidades de GlcNAc, portanto, são 

insolúveis em água e solventes orgânicos comuns. Quando o grau de N–acetilação 

(definido como o número médio de unidades de N–acetil–D–glucosamina por 100 

monômeros expressos em percentagem) é inferior a 50%, a quitina torna–se solúvel em 

soluções aquosas ácidas (pH <6,0) e é chamada de quitosana.153 Isto significa que o 

termo "quitosana" representa um grupo de quitinas total e/ou parcialmente 

desacetiladas.154 
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Figura 6. Estruturas químicas (a) quitina e (b) quitosana 

 

A solubilização acontece devido à protonação do –NH2 funcional no C–2 das 

unidades repetidas de D–glucosamina, e a conversão para um polieletrólito em meio 

ácido. O caráter policatiônico da quitosana em meio ácido é consequência da sua 

característica de base fraca, desta forma, seus amino grupos são facilmente protonados. 

Além disso, os grupamentos hidroxila dos carbonos 3 e 6 também podem ser 

protonados,155 o que torna a quitosana mais reativa. 

A quitina e a quitosana têm um grande valor econômico por causa de suas 

atividades biológicas versáteis, como biocompatibilidade, biodegradabilidade e não 

toxicidade.154 As propriedades biológicas destes compostos dependem muito de seus 

parâmetros físico–químicos, especialmente sua solubilidade em água e outros solventes 

comumente usados. A maioria das propriedades características da quitosana estão 

estritamente relacionadas a sua massa molar média e ao alto teor de resíduos de 

glucosamina contendo grupos amino primários.156 Como a quitina é um material 

altamente insolúvel e quimicamente não–reativo, apresenta muito menos aplicações que 

a quitosana.157 Sendo assim a reação de conversão de quitina em quitosana e derivados, 

ampliam consideravelmente suas áreas de aplicação.147-148 
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Na literatura vários métodos são utilizados para realizar a conversão de quitina 

em quitosana, que pode ser realizada de forma heterogênea158 ou homogênea159, sendo 

a forma heterogênea (processo químico) o mais comumente utilizado. No método 

heterogêneo, a quitina é tratada com uma solução concentrada quente de NaOH durante 

algumas horas, e a quitosana é produzida como um resíduo insolúvel desacetilado de 

55–99%. No entanto Rinaudo & Domard,160 relataram que a solubilidade da quitosana 

pode ser caracterizada não apenas pela fração de unidades de GlcNAc na molécula, 

mas também pela distribuição do grupo N–acetil. Aiba161 mostrou que a reação de 

desacetilação realizada em condições heterogêneas gera uma distribuição irregular de 

resíduos de N–acetil–D–glucosamina e D–glucosamina com alguma distribuição de 

grupos acetil em blocos ao longo de cadeias poliméricas. Assim, a solubilidade da 

quitosana pode variar em soluções aquosas levando a mudanças nas suas 

características de viscosidade.  

Muitos parâmetros na reação de desacetilação podem afetar as características da 

quitosana final. Por exemplo, Rege & Block162 investigaram o efeito da temperatura, do 

tempo de processamento sobre as características de quitosana, e descobriram que a 

temperatura e o tempo de processo têm um efeito significativo no grau de desacetilação 

(GD) e na massa molar viscosimétrica média (MV) da quitosana.  Tolaimate et al.150 

relataram que o GD da quitosana é muito afetada pela temperatura e pela repetição de 

etapas alcalinas. Weska et al.163, otimizaram a desacetilação de quitina por metodologia 

de superfície de resposta (respostas MV e GD) usando variáveis de temperatura e tempo 

de reação. Estes trabalhos indicam que MV e o GD da quitosana são principalmente 

afetados pela concentração de NaOH e tempo de reação. Todavia, outros parâmetros, 

tais como. o uso de tratamentos sucessivos alcalinos, condições atmosféricas e 

presença de diferentes aditivos podem influenciar a desacetilação. 

No entanto, o método mais tradicionalmente utilizado por grande parte dos 

pesquisadores é o processo termoquímico, é bastante eficiente e amplamente utilizado, 

porém apresenta desvantagens como a maioria de processos químicos muito severos. 

é relativamente inseguro, não é facilmente controlável, e conduz a uma ampla gama de 

produtos heterogêneos,158 fato esse observado, devido à variedade de resultados 

obtidos em diferentes estudos considerando as mesmas condições reacionais. As 

variações nos métodos de preparação da quitosana resultam em diferenças no GD, na 

distribuição dos grupamentos acetil, na viscosidade e na MV ou grau de polimerização.164 



50 
 

2.2.2.2.1.5. Caracterização da quitosana 

2.2.2.2.1.5.1. Grau de desacetilação (GD) 

As propriedades da quitosana dependem fortemente da proporção relativa das 

unidades GlcNAc e GlcN. Denomina–se grau de desacetilação (GD) a fração de grupos 

amino na cadeia polimérica, e o grau de acetilação (GA) é a fração de grupos acetamido. 

Essa relação é um dos fatores mais relevantes para especificação da quitosana e tem 

efeito marcante na sua solubilidade, além de exercer grande influência nas propriedades 

físicas, químicas e biológicas.165 

O grau de desacetilação é um parâmetro muito estudado pelos pesquisadores, 

principalmente, o seu efeito nas propriedades físico–químicas da quitosana em solução, 

uma vez que se faz necessário preparar soluções do polímero antes da obtenção de 

qualquer tipo de material como gel, filme, esponja, fibra, etc, assim como, para as 

aplicações da quitosana em solução.166 Sendo assim, várias técnicas tem sido utilizadas 

para a determinação do grau médio de desacetilação da quitosana (GD), tais como 

espectroscopia de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H), carbono 

(RMN 13C) e nitrogênio (RMN 15N); espectroscopia na região do infravermelho (IV) e do 

ultravioleta (UV); titulação condutimetrica e potenciométrica; difração de raios–X; análise 

elementar; cromatografia liquida de alta eficiência e termogravimetria.167 Cada método 

apresenta suas vantagens e desvantagens. Porém a titulação potenciométrica tem sido 

amplamente utilizada devido a facilidade, eficiência e baixo custo, frente as demais.  

2.2.2.2.1.5.2. Massa molar viscosimétrica média (MV) 

Outra característica bastante importante do ponto de vista da caracterização de 

um polímero é a sua massa molar. A distribuição de massas molares e a estrutura do 

polímero condicionam muitas das suas propriedades. As técnicas mais habituais para 

determinar a massa molar de um polímero são a viscosimetria, a osmometria, a 

dispersão de luz laser (laser light scattering), a cromatografia de permeação gel (gel 

permeation chromatography, GPC) e a espectrometria de massa em matriz com 

ionização laser (matrix–assisted laser desorption/ionization – time offlight detection, 

MALDI–TOF).  

A viscosimetria é uma técnica utilizada na determinação de massa molar média 

de polímeros dada a sua simplicidade experimental e o baixo custo do equipamento. A 

viscosidade, η, de uma solução aumenta com a concentração de polímero em solução. 

Devido à natureza carregada da quitosana em solventes ácidos e propensão da 
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quitosana em criar complexos é preciso avaliar com atenção as constantes utilizadas. 

Além disso, transformar a quitina em quitosana diminui consideravelmente a massa 

molar do polímero, altera a extensão da desacetilação e, por meio disso, a distribuição 

da carga muda, o que tem efeitos importantes na aglomeração. A massa molar média 

da quitina é de 1×106 a 2,5×106, e após a reação de desacetilação está inevitavelmente 

diminui para 1×105 a 5×105 Dalton. 

Quando a massa molar média é determinada por viscosimetria utilizando a relação 

de Mark–Houwink–Sakurada, o tipo de solvente é crucial. Pois o valor do parâmetro K e 

𝜶 dependem da natureza do solvente e do polímero. Um sistema solvente sugerido para 

a caracterização da MV da quitosana é uma solução composta por CH3COOH 0,1 M e 

NaCl 0,2 M, onde K=1,81×10–3 e 𝜶=0,93, sendo este o sistema mais comumente 

utilizado.163, 168-173 

2.2.2.3. Blendas à base de gelatina de pescado/quitosana/lipídio 

Os filmes e revestimentos comestíveis biodegradáveis podem ser categorizados 

de acordo com o tipo de material a partir do qual eles são derivados. Cada classe química 

tem suas vantagens e limitações inerentes quando usadas para blendas. Proteínas, 

polissacarídeos e lipídios são os três principais materiais utilizados para esse fim. A 

incorporação de lipídios em filmes e revestimentos podem melhorar a coesão, a 

hidrofobicidade e a flexibilidade da embalagem, ajudando a ampliar o tempo de vida útil, 

frescor, aroma, cor, textura e a estabilidade microbiológica dos frutos do mar frescos e 

processados.174-176 

Porém, ao contrário dos polissacarídeos e proteínas, os lipídios não são 

biopolímeros e não têm a capacidade de formar filmes independentes e coesos. 

Portanto, eles são usados incorporados em outros biopolímeros para produzir filmes 

compostos. Dependendo de suas características específicas, filmes e revestimentos 

comestíveis contendo lipídios têm comportamentos diferentes em relação à transferência 

de umidade, distribuição de grupos químicos, comprimento das cadeias alifáticas e a 

presença e grau de instauração que impactam a polaridade lipídica.177 

A maioria dos compósitos que incluem lipídios, são elaborados utilizando óleos 

essenciais. Porém, a utilização de ácidos graxos insaturados, ainda não foi explorada 

até o momento. Sendo assim, há um interesse no impacto físico–químicos e 

antimicrobiano que os AGIs podem causar quando são adicionados à blendas a base de 

gelatina e quitosana. Além disso, devido a importância do consumo de ácidos graxos 
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insaturados por seres humanos e da possibilidade dos filmes biopoliméricos serem 

ingeridos juntamente com o alimento, estes ainda poderiam contribuir com as 

necessidades nutricionais.  

2.2.2.3.1. Concentrados de ácidos graxos insaturados (AGIs) 

2.2.2.3.1.1. A carpa (Cyprinus carpio) 

A pesca baseia–se na retirada de recursos pesqueiros do ambiente natural. Já a 

aquicultura é baseada no cultivo de organismos aquáticos geralmente em um espaço 

confinado e controlado. A grande diferença entre as duas atividades é que a primeira, 

por ser extrativista, não atende as premissas de um mercado competitivo. Já a 

aquicultura possibilita produtos mais homogêneos, rastreabilidade durante toda a cadeia 

e outras vantagens que contribuem para a segurança alimentar, no sentido de gerar 

alimento de qualidade, com planejamento e regularidade.  

Segundo a Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação 

(FAO)144, a aquicultura é a mais rápida das atividades agropecuárias em termos de 

resultados produtivos e uma das poucas capazes de responder com folga ao crescimento 

populacional, o que pode contribuir para o combate à fome em todo o mundo 

(EMBRAPA)178. De acordo com dados do Ministério da Pesca e Agricultura, entre 2007 

e 2010, a produção aquícola de espécies exóticas representou 65% do total produzido 

pela piscicultura brasileira. Esse predomínio se deve muito ao fato de espécies, como a 

carpa, já possuírem uma cadeia produtiva estruturada e um vasto desenvolvimento 

tecnológico, resultando assim, em menor custo de produção, oferta de peixes com 

qualidade e preços mais baixos. 

No Brasil, a introdução da carpa ocorreu em 1904, pela Secretaria da Agricultura 

do estado de São Paulo. A carpa comum foi a terceira espécie de peixe com maior 

distribuição nacional, sendo que seu cultivo foi registrado oficialmente em 14 estados. O 

principal produtor nacional é o Rio Grande do Sul, responsável por 51,6% da produção 

nacional (23 mil toneladas).  

Dentre as espécies exóticas já introduzidas na piscicultura brasileira, a carpa–

comum (Cyprinus carpio) apresenta grandes vantagens competitivas em relação às 

espécies nativas. Em grande parte, isso se deve a grande tolerância da espécie à baixos 

níveis de oxigênio dissolvido na água e ampla variações de temperatura, desde 4ºC até 

35ºC,179 são rústicas, possuem rápido crescimento (em um ano de cultivo atinge peso 
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médio de 1,0 kg), facilidade de manejo e os custos para sua criação não são muito 

elevados.180 Além disso já existem informações bem detalhadas sobre suas principais 

características biológicas e zootécnicas, que podem ser aproveitadas no melhoramento 

das condições de cultivo e na diminuição dos custos de produção. A Figura 7 apresenta 

a imagem fotográfica da carpa–comum. 

Figura 7. Carpa (Cyprinus carpio) 

 

Fonte. (FAO).144 

2.2.2.3.1.2. Descarte de resíduos e problemas ambientais 

Os resíduos gerados durante o processamento da carpa (peles, cabeças, 

espinhaços, nadadeiras e vísceras) podem totalizar 60% da matéria–prima utilizada, 

dependendo da espécie e da forma de processamento empregada.180 Estes resíduos 

são ricos em compostos orgânicos e inorgânicos, o que gera preocupação relativa aos 

potenciais impactos ambientais negativos decorrentes da disposição desse material 

diretamente no ambiente.39 Em busca de alternativas viáveis para aproveitar resíduos de 

pescados, vários produtos podem ser obtidos, como por exemplo a extração de gelatina 

e óleo de pescado, que podem promover um aumentando no faturamento das empresas 

e reduzir problemas ambientais.81  

2.2.2.3.1.3. Óleo de pescado  

A composição do óleo de pescado é determinada pelo perfil de ácidos graxos, que 

é a identificação e quantificação dos ácidos graxos presentes. O principal aporte 

nutricional do óleo de pescado são os ácidos graxos insaturados da família dos ácidos 

graxos n–3 derivados do ácido 𝛼–linolênico, os quais desenvolvem funções biológicas 

de grande importância nos animais superiores (EFSA)181. O óleo de pescado constitui 

um conjunto de lipídios de reserva energética, e a principal função dos seus ácidos 

graxos é a produção de energia metabólica na forma de ATP via β–oxidação mitocondrial 

para os processos de crescimento e reprodução, atuando também como componentes 

dos fosfolipídios da membrana celular.87   
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2.2.2.3.1.3.1. Ácidos graxos  
 

Os ácidos graxos ocorrem na natureza como substâncias livres e esterificadas. A 

sua maior parte encontra–se esterificada com o glicerol (1,2,3–triidroxipropano) 

formando triacilgliceróis, principal componente dos óleos e gorduras comestíveis e 

representam 95% dos lipídios da dieta humana.182 Os ácidos graxos diferem–se em 

relação ao número de carbonos e ao número de insaturações presentes nas cadeias.86 

Os ácidos graxos livres ou esterificados nos lipídios, são considerados ácidos 

monocarboxílico com número par de carbonos dispostos em cadeia linear, 

representados pela forma de RCO2H onde na maioria das vezes o R é uma cadeia longa, 

sem ramificação, insaturada ou com uma ou mais insaturações que poderá ser 

configurada como cis ou trans.183 Já nos ácidos graxos saturados os átomos de carbonos 

estão ligados entre si por ligações simples (ligação δ) e simples e duplas (ligações π) 

nos ácidos graxos insaturados. Os ácidos graxos insaturados, de ocorrência natural, 

normalmente possuem configuração cis sendo que a maioria dos ácidos graxos de 

configuração trans não são encontrados na natureza e sim em gorduras que passaram 

por processos artificiais. Já na configuração trans, como não há dobramento na cadeia, 

sua conformação é muito semelhante à de um ácido graxo saturado. 

 Alguns ácidos graxos são considerados especiais por possuírem uma ou mais 

insaturação na molécula, pois a presença de dupla ligação não permite o 

empacotamento eficiente no triacilglicerol o que reduz a interação entre as moléculas. 

Essa configuração acaba facilitando a quebra dos triacilgliceróis pelas lipases e, 

consequente, liberação dos ácidos graxos que são transportados pelo sangue ligados 

à albumina, para serem utilizados pelos tecidos como fonte energética.184 

2.2.2.3.1.3.2. Ácidos graxos insaturados (AGIs) 

Os ácidos graxos insaturados seguem o mesmo padrão dos ácidos graxos 

saturados, exceto pela existência de uma ou mais duplas ligações ao longo da cadeia. A 

dupla ligação ocorre entre carbonos (–CH=CH–) e de forma alternada, isto é, um único 

átomo de carbono só forma uma dupla ligação (do tipo –CH=CH–CH=CH– e nunca –

CH=C=CH).185 

Os ácidos graxos insaturados (AGIs), assim denominados pela presença de duas 

ou mais insaturações, são caracterizados pela localização das duplas ligações. São 

representados por símbolos numéricos a exemplo do ácido α–linolênico, sendo que o 
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número justaposto ao símbolo C indica o número de átomo de carbono, e o segundo 

número a quantidade de duplas ligações. A posição da ligação dupla na cadeia 

hidrocarbonada é indicada entre parênteses. Os ácidos graxos também podem ser 

representados por letras gregas minúsculas, referindo à posição do carbono no ácido 

graxo. A letra α (alfa) se refere ao primeiro carbono adjacente ao grupo carboxila, β (beta) 

ao segundo carbono e ω (ômega) ao último carbono.186 Os ácidos graxos comumente 

consumidos na dieta são classificados em quatro famílias/séries. ômega 9 (ω–9), ômega 

7 (ω–7), ômega 6 (ω–6) e ômega 3 (ω–3) sendo que são considerados essenciais 

apenas as séries ômega 6 e ômega 3, pois são os mais importantes no balanço 

dietético.187 

Os principais ácidos graxos da série ômega 3 são os ácidos α–linolênico (ALA 

C18.3) e o ácido eicosapentaenóico (EPA C20.5) e o docosahexaenóico (DHA – C22.6), 

enquanto os principais ácidos da série ômega 6 são os ácidos linoleico (LA C18.2) e o 

ácido araquidônico (AA C20.4).188 A Figura 8 apresenta a estrutura química dos ácidos 

graxos mais importantes presentes no óleo de pescado com as respectivas insaturações. 

Figura 8. Moléculas de ácidos graxos mais importantes nos óleos de pescado 

 

Os ácidos graxos mostrados na Figura 8, são considerados essenciais sendo 

fornecidos pela ingestão de óleos vegetais e óleos de pescado. São considerados assim 

em virtude da impossibilidade do nosso organismo sintetizá–los e pelas propriedades 

funcionais que apresentam para a saúde humana.189 Visto que o depósito de energia 

assim como a conformação das membranas celulares são as principais funções que os 
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ácidos graxos insaturados, executam no organismo humano, a complementação através 

da alimentação desses ácidos graxos, principalmente de EPA e DHA, diminui o risco de 

morte por problemas cardiovasculares além de possuírem ações benéficas contra a 

hipertensão, arteriosclerose, arritmia e artrite, além de melhorar o desenvolvimento 

neural. 

Considerando todos os benefícios indicados da ingestão de 𝝎–3 e 𝝎–6, estes vem 

causando interesse na comunidade cientifica, principalmente na busca de óleos de 

pescado de alta qualidade com altos níveis de ácidos graxos insaturados essenciais. 

2.2.2.3.1.3.3. Extração do óleo de pescado 

A produção da farinha de pescado é um dos principais processos de 

aproveitamento de resíduos do beneficiamento de pescado.190 O processo 

termomecânico de produção de farinha de pescado consiste basicamente na separação 

parcial de três componentes principais. sólido, óleo e água. Nesta separação os rejeitos 

de pescado passam por um processo industrial, onde a matéria–prima segue as etapas 

de moagem, cocção, prensagem, secagem e moagem.191  

A etapa de moagem é realizada a fim de reduzir o tamanho dos rejeitos.192 A etapa 

seguinte é a cocção, e é responsável pela extração do óleo advindo dos rejeitos, uma 

vez que o aquecimento desta matéria–prima é de aproximadamente 100ºC, o que 

favorece a coagulação das proteínas, e consequentemente a ruptura da membrana 

celular, gerando a liberação de óleo e água que fisiologicamente ficam ligados. Esta 

etapa normalmente é realizada a 100ºC e tempo de 20 à 30 min.185 Após a cocção é 

realizada a prensagem do material com a finalidade de separar os compostos sólidos e 

o licor de prensa. Os sólidos então são utilizados para a fabricação de farinha e a fração 

líquida resultante é o licor de prensa, normalmente composto por 78% de água (chamada 

água de cola), 6% de sólidos e 16% de óleo. O óleo bruto é então separado da água de 

cola por centrifugação.  

Para melhorar as características de consumo deste óleo bruto, é necessário que 

este passe por um processo de purificação e é através deste processo, que impurezas 

como fosfolipídios, ácidos graxos livres, pigmentos e produtos de oxidação lipídica são 

removidos, fazendo com que o produto alcance um nível de pureza aceitável.193 O refino 

do óleo bruto é composto principalmente pelas etapas de degomagem, neutralização, 

branqueamento e desodorização.  
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 A degomagem é a etapa responsável pela remoção de fosfolipídios (também 

chamados de gomas), onde através da hidratação de fosfolipídios hidratáveis ocorre a 

separação dos não hidratáveis, pois estes se tornam solúveis no óleo e se 

decompõem.194 Esta etapa normalmente é realizada com a adição de água e soluções 

ácidas, como por exemplo H3PO4 e C6H8O7. Devido a adição de ácido na degomagem e 

este óleo degomado possuir ácidos graxos livres, é necessário realizar a neutralização 

destes compostos. A quantidade de solução álcali a ser adicionada tem que ser 

estequiométricamente maior que a quantidade de ácidos graxos livres, pois estes 

combinados com solução álcali formam sabões.195 Para remoção desses sabões, do 

excesso de solução álcali e de alguns possíveis resíduos de fosfolipídios é realizada 

então a lavagem do óleo.  

Para remoção dessa água de lavagem é necessário realizar a secagem deste (1% 

de água para o óleo ser considerado seco) a fim de melhorar o desempenho da etapa 

de branqueamento. Esta secagem pode ser realizada elevando a temperatura do óleo a 

90ºC sob vácuo de 710 mmHg por aproximadamente 10 min.82 Para remover ou 

promover a destruição dos pigmentos que dão cor ao óleo é feito o branqueamento, 

utilizando uma mistura de adsorventes contendo terra ativada e carvão ativado, que além 

de pigmentos, removem traços de fosfolipídios, carotenoides, traços de metais, sabões 

residuais e promovem mudanças no estado de oxidação do óleo.82, 196 

2.2.2.3.1.3.4. Concentração dos AGIs 

O óleo de pescado, por constituir uma importante fonte de ácidos graxos 

insaturados, é usado preferencialmente como matéria–prima para preparar 

concentrados de 𝝎–3 e 𝝎–6.197 Existem vários métodos, físicos, químicos e enzimáticos 

que visam a obtenção de ácidos graxos insaturados a partir de óleos de pescado.198 

Dentre estes métodos estão, a cristalização por resfriamento, destilação molecular, 

extração supercrítica e concentração por lipase. Entretanto, a forma mais eficiente de 

obtenção destes é através da cristalização pela complexação com ureia.198-199 

Todavia, antes da complexação com ureia é realizada a alcoólise, também 

chamada de alcoólise (cisão por intermédio de um álcool) que é um termo geral usado 

para descrever a reação orgânica onde um éster é transformado em outro éster através 

da troca do grupo alcoxila.200 Na transesterificação de uma gordura ou óleo, um 

triglicerídeo reage com um álcool na presença de um catalisador para formar uma 

mistura de ésteres de ácidos graxos e glicerol. O processo geral é uma sequência de 
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três reações consecutivas, na qual monoglicerídeos e diglicerídeos são formados como 

intermediários. Para uma transesterificação estequiometricamente completa, uma 

proporção molar 3.1 de álcool por triglicerídeo é necessária. Entretanto, devido ao caráter 

reversível da reação, o agente transesterificante (álcool) geralmente é adicionado em 

excesso deslocando o equilíbrio da reação em direção aos produtos e assim aumentando 

o rendimento do éster, bem como permitindo a sua separação do glicerol formado 

(subproduto).201 

Vários fatores influenciam a reação de transesterificação, tais como. tipo de 

catalisador, tipo de álcool, razão molar álcool/óleo, temperatura, pureza dos reagentes 

(principalmente a presença de água) e quantidade de ácidos graxos livres.202 Segundo 

Ferrari, Oliveira, & Scabio,193, com relação ao agente transesterificante (álcool), o 

processo reacional ocorre preferencialmente com álcoois de baixa massa molar, como 

por exemplo, metanol, etanol, propanol, butanol e álcool amílico, mas metanol e etanol 

são os mais frequentemente empregados. Metanol é o mais utilizado no mundo devido 

ao seu baixo custo na maioria dos países e às suas vantagens físicas e químicas 

(polaridade, álcool de cadeia mais curta, reage rapidamente com o triglicerídeo e dissolve 

facilmente o catalisador básico). A reação de transesterificação pode ser catalisada por 

ácidos ou bases, utilizando processo catalítico homogêneo ou heterogêneo. A 

transesterificação por catálise básica é rápida e de elevadas conversões. Além disso, 

catalisadores alcalinos são menos corrosivos do que os ácidos.19 Segundo Freedman, 

Butterfield, & Pryde,203 a maior parte dos trabalhos descritos na literatura emprega 

catalisadores básicos, tais como KOH e NaOH, onde foram observados maiores 

rendimentos e seletividade, além de apresentarem um baixo preço no mercado. Devido 

a reação de alcoólise ser responsável pela formação de ésteres metílicos (que após 

acidificação, são chamados de ácidos graxos livres), esta etapa se torna bastante 

importante na elaboração de concentrados de ácidos graxos insaturados, através do 

método de complexação com ureia.19, 198 

 Depois da reação de alcoólise, o processo segue as seguintes etapas. extração, 

acidificação, separação e evaporação. Assim, após o término da reação de 

transesterificação os ácidos graxos (mistura saponificada) são extraídos da matéria 

insaponificável com a adição de hexano.  A matéria saponificável é então acidificada. A 

separação é realizada novamente com a adição de hexano, que é removido com sulfato 

de sódio anidro para recuperar os ácidos graxos livres. 
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A complexação com ureia é o método químico de obtenção de concentrados de 

AGIs mais utilizado devido seu baixo custo operacional, e principalmente devido a sua 

eficiência. A fundamentação deste método é baseada na separação pelo grau de 

insaturação dos ácidos graxos, onde os mais saturados complexam com a ureia devido 

a estrutura de cristalização da ureia quando resfriada, pois esta, quando resfriada 

cristaliza–se, e forma canais com diâmetros de aproximadamente 5,6 Å. Porém na 

presença de longas moléculas de cadeia linear, esta cristaliza–se na forma de canais 

hexagonais com diâmetros que variam de 8–12 Å, e é nestes canais que os ácidos 

graxos saturados se incorporam, promovendo então a separação destes dos ácidos 

graxos insaturados. Isso ocorre porque os ácidos graxos insaturados possuem um 

volume (diâmetro) superior aos canais do cristal de ureia, impedindo o seu 

aprisionamento.198 Como neste método de separação, os ácidos graxos saturados 

adentram na estrutura formada pela ureia, o método também é denominado método de 

inclusão.204  

Essa técnica apresenta uma grande vantagem frente as demais porque os cristais 

complexados são extremamente estáveis, e a filtração não tem que necessariamente ser 

realizada em temperaturas muito baixas como é requerido na cristalização de ácidos 

graxos com solvente. 

2.3. Elaboração de filmes e blendas pela técnica casting 

Conceitualmente, os filmes biopoliméricos, são produzidos com a utilização de 

apenas uma macromolécula, já a blenda, caracteriza–se por ser uma mistura física de 

dois ou mais biomateriais, sem que haja reação química entre eles.205 Sendo assim, a 

técnica casting, tem sido o processo mais utilizado na produção de filmes 

biodegradáveis, devido a sua simplicidade.  

A técnica consiste de uma solução disposta sobre um suporte de área conhecida 

e deixada em repouso até que haja evaporação do solvente, ocorrendo à formação do 

filme. Primeiramente, há a solubilização da macromolécula em um solvente (água, 

etanol, solução de ácido acético, entre outros), ao qual podem ser incorporados diversos 

aditivos (plastificantes, agentes reticulantes, etc). Logo a solução filme formadora é 

vertida em um suporte e levada a estufa para evaporação do solvente. A massa de 

sólidos secos da macromolécula utilizada assim como seu aditivo deve ser constante, e 

para isso padroniza–se o volume de solução filmogênica vertido nos suportes, com a 
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finalidade de se obter uma espessura constante dos filmes biopoliméricos após sua 

secagem.206 

Independentemente da técnica utilizada para a elaboração dos filmes 

biodegradáveis sempre se busca que eles sejam flexíveis, resistentes e apresentem 

boas propriedades de barreira ao vapor de água. No caso de utilização para alimentos a 

propriedade de barreira ao vapor de água é considerada uma das mais importantes, pois 

dependendo da taxa de transferência do vapor de água, podem ser iniciados processos 

de deterioração nos alimentos embalados. 

2.4. Caracterização dos filmes  

Os filmes e blendas baseados em biomateriais são, geralmente, caracterizados 

quanto suas, espessura (e), resistência à tração (RT), alongamento na ruptura (AR), 

permeabilidade ao vapor de água (PVA), cor, superfície (MEV), grupos funcionais (FTIR), 

cristalinidade (DRX) e propriedades térmicas (DSC).  

2.4.1. Espessura (e) 

A espessura é definida como a distância entre as duas principais superfícies do 

material, e é considerada um parâmetro importante para filmes plásticos, tanto mono 

quanto multicamadas. De acordo com Sobral,70 nos filmes elaborados através da técnica 

casting, o controle da espessura se torna mais difícil quando se trabalha com solução 

filmogênica viscosa, devido à dificuldade de espalhar esse material. Devido a este fato é 

de extrema importância o controle e o conhecimento preciso da espessura do filme 

elaborado, pois é desta caracterização que dependem as informações sobre a 

resistência mecânica e as propriedades de barreira a gases e ao vapor de água do 

material, visto que, variações na espessura acarretam problemas no seu desempenho 

mecânico e flutuações nas propriedades de barreira. Além disso, o controle da espessura 

é necessário para que se possa garantir a repetitividade da medida de suas propriedades 

e a validade das comparações entre os filmes.207 

2.4.2. Propriedades mecânicas 

As propriedades mecânicas compreendem as propriedades que determinam a 

resposta dos materiais às influências mecânicas externas; são obtidas pela capacidade 

desses materiais de desenvolverem deformações reversíveis e irreversíveis, e resistirem 

a fraturas. Essas características fundamentais dos materiais são geralmente avaliadas 

por meio de ensaios que indicam diversas dependências tensão–deformação, e esta 

caracterização pode ser feita atingindo–se ou não a ruptura do material. Por exemplo, 
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módulos elásticos, tensão e deformação no escoamento, são parâmetros caracterizados 

sem atingir a ruptura do polímero. Por outro lado, tensão e deformação na ruptura e 

resistência ao impacto, são propriedades mecânicas determinadas no limite da 

resistência destrutiva do polímero.208  

Estas propriedades mecânicas de filmes e blendas, estão relacionadas 

diretamente com a rigidez dos segmentos das cadeias dos polímeros envolvidos, de sua 

natureza química, da massa molar, das forças intermoleculares entre as cadeias dos 

biomateriais e da estrutura macromolecular como um todo. Esta estrutura, bem como a 

morfologia de empacotamento das cadeias dos materiais são fatores fundamentais na 

determinação das propriedades mecânicas de filmes finos e blendas poliméricas.209 

Dentre os principais parâmetros estruturais que afetam o desempenho mecânico dos 

filmes e das blendas, pode–se citar a cristalinidade, a presença de grupos polares, 

massa molar, copolimerização, ligações cruzadas e a miscibilidade, pois estes afetam 

diretamente a estrutura coesiva do material, ou seja, a habilidade do material em formar 

fortes e numerosas ligações moleculares entre as cadeias, a fim de impedir o 

rompimento.210 Sendo assim, os testes mais relevantes realizados em filmes 

biopoliméricos são a tensão de ruptura que é a resistência oferecida pelo material no 

ponto de ruptura perante o teste de tração, e o alongamento na ruptura que indica a 

flexibilidade e a capacidade de estiramento dos filmes com determinação feita no ponto 

em que o filme se rompe perante a tração e expressa em porcentagem da mudança do 

comprimento original da amostra. 

2.4.2.1. Resistência a tração (RT) 

O ensaio de resistência a tração é amplamente utilizado para o levantamento de 

informações básicas sobre filmes e blendas poliméricas. Este ensaio consiste na 

aplicação de uma carga uniaxial crescente a um corpo de prova específico, ao mesmo 

tempo em que são medidas as variações de comprimento do material. As especificações 

quanto à forma, dimensões dos corpos de prova, velocidade de tensionamento, base de 

medida, etc., são ditadas pela norma técnica correspondente, que no caso de filmes finos 

é a American Society for Testing and Material (ASTM).211  

No ensaio de RT, uma amostra do material (corpo de prova) é submetida a um 

esforço longitudinal, onde as extremidades da amostra do filme são presas a garras 

acopladas ao equipamento de medição. A RT, é calculada, através da relação entre a 
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força máxima medida e a área inicial do corpo de prova, a qual é obtida com os valores 

de largura e espessura do corpo de prova, conforme a Equação (1). 

RT=
F

L × e
 

(1) 

sendo RT a resistência a tração (MPa), F a força máxima aplicada (N), L a largura (m) e 

“e” a espessura do filme (m). 

2.4.2.2. Alongamento na ruptura 

O alongamento na ruptura (AR) é a relação percentual entre o alongamento do 

corpo de prova na ruptura e o seu comprimento inicial, que corresponde à distância inicial 

entre as garras como mostrado na Equação (2). 

AR=
∆L

L0
×100 

(2) 

sendo AR o alongamento na ruptura (%), ΔL a variação de comprimento (m) e L0 o 

comprimento inicial (m). 

2.4.3. Permeabilidade ao vapor de água (PVA) 

A permeabilidade de um soluto através de filmes e blendas, indica a facilidade 

com que este migra de uma face a outra. Fisicamente, portanto, a permeabilidade é o 

produto da difusividade pela solubilidade de soluto no filme, e esta difusão, depende de 

vários fatores, tais como. espessura do filme, a relação entre as zonas cristalinas e 

amorfas, a quantidade de material hidrofílico/hidrofóbico e a mobilidade das cadeias 

poliméricas.212 Os filmes baseados em biopolímeros geralmente apresentam alta 

permeabilidade ao vapor de água (PVA). Sendo assim, o preparo de filmes e blendas 

com diferentes componentes permitem criar novos arranjos de redes tridimensionais 

estreitamente ligadas que podem ser estabelecidas para obstruir a migração de água 

nos materiais de embalagem de alimentos.213  

A PVA é baseada na lei de Fick de difusão de massa, por analogia à lei de Fourier 

para condução de calor e à lei de Ohm para a condução elétrica. Sarantopoulos & 

Teixeira,214 mostraram que a solubilidade dos gases em polímeros obedece a lei de 

Henry, que combinada com a lei de Fick, chega–se à expressão atual que relaciona o 

fluxo com a permeabilidade com o gradiente de pressão parcial de água entre os dois 
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lados do filme. Pode–se considerar que o processo de permeação de gases e vapores 

através dos espaços intermoleculares acontece em três etapas. sorção e solubilização 

do permeante na superfície do material, difusão do permeante através do material devido 

a ação de um gradiente de concentração e dessorção e/ou evaporação do permeante 

na outra face do material. Sendo assim, a PVA de filmes pode ser determinada pelo 

método gravimétrico, segundo as normas técnicas da American Society for Testing and 

Material (ASTM)215. 

2.4.4. Cor 

A cor é uma determinação bastante relevante dentre as propriedades ópticas de 

filmes e blendas, visto que para a aplicação em embalagem de alimentos muitas vezes 

é desejável uma embalagem transparente que permita a visualização do produto 

acondicionado.216 Já em filmes e blendas aplicados em processos de adsorção, a cor 

ganha importância, pois sua variação ao longo do processo, é um indicativo de que 

ocorreram interações entre adsorvente e adsorbato. 

As alterações de cor podem ser medidas por diferentes métodos, como por 

exemplo, pela aplicação das coordenadas do sistema espacial CIELAB. Este sistema 

consiste em um diagrama tridimensional de cores (L*, a*, b*), apresentado na Figura 9, 

onde L* indica a luminosidade, a* a cromaticidade tendendo do verde (–) ao vermelho 

(+) e b* a cromaticidade que varia do azul (–) ao amarelo (+). A partir dos valores de a* 

e b* pode ser calculado a tonalidade (hab), também conhecida como ângulo hue que é o 

valor em graus correspondente ao diagrama tridimensional de cores. 0º (vermelho), 90º 

(amarelo), 180º (verde) e 270º (azul), parâmetro este que corresponde a tonalidade tal 

como é vista a olho nu217 e a variação de cor (ΔE). Já a transparência é observada, 

quando a luz incidente atravessa o material com um mínimo de absorção ou reflexão e 

pode ser indicada pelo valor de luminosidade (L*). 
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Figura 9. Representação do diagrama tridimensional de cores do sistema CIELAB 

 

2.4.5. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) permite a obtenção de uma imagem 

ampliada e tridimensional da amostra. Esta imagem possibilita a visualização de 

possíveis imperfeições, porosidades, separação dos componentes dos filmes em 

camadas, estrutura da superfície e visão da estrutura da seção transversal. O 

equipamento utilizado na MEV produz imagens de alta resolução com ampliação de até 

300.000 vezes. O equipamento funciona, aplicando–se uma diferença de potencial (de 

0,5 a 30 kV) e faz emissão de feixes finos de elétrons, que varrem a amostra em uma 

área muito pequena, por um filamento capilar de tungstênio, denominado eletrodo 

negativo. Essa diferença de potencial atrai os elétrons que foram gerados, o que resulta 

em uma aceleração em direção ao eletrodo positivo. Essa interação entre um feixe de 

elétrons e a amostra em estudo, forma a imagem que temos como resultado da análise, 

o qual é dada em tempo real, simultaneamente com a varredura da amostra.  

Sendo assim, o princípio da MEV, baseia–se fundamentalmente, na quantificação 

dos elétrons secundários emitidos pela amostra, como resposta a uma excitação 

eletrônica incidente. Quando os elétrons primários alcançam a amostra, a interação 

destes com os átomos do material, dão origem a elétrons secundários. O número de 

elétrons secundários emitidos, varia de acordo com a geometria e outras propriedades 

da amostra. Os elétrons secundários são coletados por um detector, produzindo a 

imagem.218 

2.4.6. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

A espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier tem o objetivo 

de investigar compostos, suas composições e grupos funcionais a partir da absorção de 
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energia na região do infravermelho pelo material. A interação da radiação com a matéria 

ocorre com a junção do campo elétrico oscilante da vibração molecular e, o da radiação 

incidente. As ligações químicas das substâncias apresentam frequências de vibração 

específicas e correspondentes aos diferentes níveis de energia da molécula, que por sua 

vez, são resultantes da superfície de energia potencial da molécula, bem como de sua 

geometria molecular e massa dos átomos constituintes.219 Para que uma determinada 

molécula apresente absorção na faixa do infravermelho, há necessidade que suas 

vibrações moleculares resultem em uma alteração do momento dipolar da molécula e 

consequentemente, que haja a absorção de determinada quantidade de energia.220  

As análises dos espectros são feitas a partir das bandas de absorção resultantes 

da análise do material pelo espectrômetro de infravermelho. As bandas vibracionais 

reconhecidas pelo aparelho geralmente indicam os picos de absorção de acordo com o 

grupo funcional ou tipo de ligação ali existente, e apresentam também, valores 

relacionados a essas propriedades.219 A espectroscopia de infravermelho apresenta uma 

ampla faixa de aplicações, sendo capaz de analisar desde moléculas pequenas até 

sistemas complexos, como tecidos celulares, permitindo verificar mudanças tanto na sua 

superfície quanto no seu interior.221 A faixa de radiação de maior interesse para a 

espectroscopia se encontra na região de 4000 a 400 cm–1 (infravermelho médio). Nos 

espectros de infravermelho (IV) a intensidade das bandas de absorção permite coletar 

dados em termos de transmitância ou absorbância, e a posição em números de onda 

(cm–1), sendo o inverso do comprimento de onda.220 

2.4.7. Difração de raio–X (DRX) 

Sólidos e líquidos podem apresentar–se estruturados, espacialmente 

organizados, sendo capazes de difratar um feixe de raio X. A esta regularidade estrutural 

denominamos cristais, comum em substâncias/produtos sólidos. Líquidos cristalinos 

também apresentam esta característica, como os cristais líquidos e, mesmo substâncias 

não cristalinas, podem apresentar algum grau de estruturação, dando origem a bandas 

de difração não tão bem definidas.208 

A radiação X é uma espécie de radiação eletromagnética, que possui 

comprimentos de ondas da ordem de 10–1 m a 10–7 m. Sua espectroscopia atômica está 

baseada nas medidas de emissão, absorção, espalhamento, fluorescência e difração da 

radiação eletromagnética.222 Dentre as várias técnicas de caracterização de materiais, a 

difratometria de raios X é a mais indicada na determinação das fases cristalinas 
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presentes em materiais poliméricos. Isto é possível porque na maior parte dos sólidos 

(cristais), os átomos se ordenam em planos cristalinos, separados entre si por distâncias 

da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de onda dos raios X. Ao incidir um 

feixe de raios X em um cristal, o mesmo interage com os átomos presentes, originando 

o fenômeno de difração.208 As vantagens da técnica de difratometria de raios X para a 

caracterização de fases, destacam–se pela simplicidade e rapidez do método, a 

confiabilidade dos resultados obtidos, a possibilidade de análise de materiais compostos 

por uma mistura de fases e uma análise quantitativa destas fases.223 

2.4.8. Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) é uma técnica de análise térmica na 

qual a temperatura de uma amostra, comparada com a temperatura de um material 

termicamente inerte, é gravada como uma função da amostra, material inerte, ou 

fornecimento de temperatura à medida que a amostra é aquecida ou resfriada a uma 

razão constante.224 

É uma técnica que possibilita determinar a temperatura de transição vítrea (Tg) de 

um material, isto é, o valor médio da faixa de temperatura que durante o aquecimento de 

um material polimérico, de uma temperatura muito baixa para valores mais altos, permite 

que as cadeias poliméricas da fase amorfa adquiram mobilidade, isto é, possibilite a 

mudança de conformação. Acima da temperatura Tg, o material se encontra no domínio 

gomoso (like–liquid rubbery); abaixo da Tg, o mesmo está no estado vítreo. Neste estado, 

os movimentos moleculares estão restritos a movimentos rotacionais e movimentos de 

extremidades de fraca amplitude. Com o aumento da temperatura, ao se ultrapassar a 

Tg, as cadeias de macromoléculas aumentam sua mobilidade. Neste ponto, as 

propriedades físicas e mecânicas sofrem uma forte mudança de comportamento.208 

2.5. Avaliação de embalagens ativas na conservação de filés de 
pescado 

O consumo de frutos do mar aumentou nos últimos anos, uma vez que os 

consumidores se tornaram mais conscientes dos seus benefícios nutricionais e das 

preocupações com a saúde, associadas a outros produtos à base de carne, como frango 

e carne bovina. No entanto, a composição da carne de peixe torna favorável o rápido 

crescimento e propagação de microrganismos patógenos que aceleram a deterioração 

dos alimentos.225  
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Sendo assim, o peixe é um produto mais perecível do que outros alimentos 

musculares e seu frescor se degrada após a morte devido a várias reações bioquímicas 

(por exemplo, alterações nos teores de proteínas e lipídios e formação de aminas 

biogênicas e hipoxantina) e deterioração microbiológica. Isso resulta na deterioração da 

qualidade sensorial e valor nutricional dos peixes. Sendo assim, a preservação do peixe 

é importante para evitar a perda desse recurso natural nutricionalmente rico.177 Neste 

contexto, os filmes e revestimentos podem ser utilizados para fornecer proteção física226 

para proteger filés de pescado de danos mecânicos e de atividades físicas, químicas e 

microbiológicas. Além de sua função como barreiras inertes para estender a estabilidade 

alimentar, os revestimentos comestíveis também podem interagir com o alimento 

revestido e/ou o ambiente envolvente de forma desejável, tornando–se assim um 

revestimento ativo. 

Devido a reações químicas, resposta enzimática e deterioração microbiana, o 

peixe apresenta um tempo curto de prateleira.6 Sendo assim, como consequência da 

redução do prazo de validade, a frescura e a qualidade dos peixes sempre ganharam a 

atenção das Agências Reguladoras Alimentares e das Indústrias Alimentares. A 

manipulação adequada, pré–tratamento e técnicas de preservação podem melhorar a 

qualidade dos produtos da pesca. Muita pesquisa neste campo tem sido focada no 

desenvolvimento de filmes e revestimentos comestíveis para aumentar o prazo de 

validade desses produtos, mantendo seus parâmetros de qualidade. Revestimentos e 

filmes à base de gelatina de pele de pescado com adição de quitosana foram relatados 

para embalagens de filé de truta arco–íris, mostrando propriedades antioxidantes. No 

entanto, maior efeito protetor contra a oxidação lipídica foi obtido para revestimentos em 

comparação com filmes, devido à maior migração de quitosana em solução como um 

aditivo ativo.227 Misturas de gelatina e quitosana também foram usadas para obter filmes 

antimicrobianos para o empacotamento de filés de bacalhau adicionando óleo essencial 

de cravo à matriz, resultando em uma drástica redução no crescimento de 

microrganismos para bactérias gram–negativas.228 

Assim, destaca–se a importância do desenvolvimento de embalagens ativas 

antimicrobianas, para conservação de filés de pescado. Pois estas, além de serem 

provenientes de recursos renováveis e ambientalmente amigáveis, apresentam 

vantagem adicional prolongando o tempo de vida útil do alimento.  
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2.5.1. Merluza (Merluccius hubbsi) 

A merluza (Merluccius hubbsi) é uma espécie demerso–pelágica que se distribui 

entre o sul do Espírito Santo e o sul da Argentina. Na Argentina e no Uruguai ela vem 

sendo explorada a longo tempo e por isso, vem sendo intensamente estudada desde 

1958,229 havendo um grande volume de informações disponíveis. Em contrapartida, no 

Brasil, apenas recentemente sua biologia foi estudada em toda a área de distribuição, 

sendo que, resultados preliminares indicam que há dois estoques, sendo o da costa Sul 

compartilhado com o Uruguai e a Argentina.230 Parte deste estoque, se reproduz durante 

o outono–inverno na costa do Rio Grande do Sul. Sendo assim a merluza caracteriza–

se como um recurso compartilhado transfronteiro. De acordo com o Instituto Nacional de 

Estatistica y Censos da República Argentina (INDEC)231, o Brasil foi o maior importador 

de merluza (Merluccius hubbsi) do mundo no ano de 2017, consumindo o dobro do 

segundo colocado, a Espanha. Este desempenho é majoritariamente impulsionado pela 

compra de filés da merluza argentina, que até julho deste ano representaram 15.464 

toneladas. 

De acordo com o Ministério da Agricultura, o consumo de pescado no Brasil – de 

14,4 kg por habitante/ano – já superou o recomendado pela Organização Mundial da 

Saúde, que é 12 kg, por habitante, a cada ano. O pescado, bem como a carne de 

pescado mecanicamente separada, contém baixo teor de colesterol LHL, são ricos em 

ácidos graxos insaturados (tipo Ômega 3), e importantes na prevenção de doenças 

cardiovasculares e para o desenvolvimento de células cerebrais no feto e nos recém–

nascidos.231 O pescado ainda oferece minerais, principalmente cálcio e fósforo, 

vitaminas A, D e do complexo B, o que o torna um produto de alto valor nutricional.   

Dentre os produtos de origem animal, os peixes são os mais suscetíveis a 

processos de deterioração, o que pode ser explicado pela sua composição química, pela 

elevada insaturação de seus lipídios, pela menor quantidade de tecido conjuntivo, em 

consequência da ação de enzimas autolíticas, e pela relação menos ácida de sua carne, 

o que favorece o crescimento microbiano.232 A alta perecibilidade do pescado tem 

estimulado a aplicação de tecnologias alternativas de conservação muito importantes.233 

Neste sentido os filmes antimicrobianos vêm a contribuir para aumentar o tempo de vida 

útil e a qualidade dos filés de pescado. 
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2.5.2. Avaliação Microbiológica 

De acordo com o Ministério da Saúde, em 2016, cerca de 90% dos casos de surtos 

alimentares foram causados por bactérias, sendo a E. coli e Salmonella, responsáveis 

por aproximadamente 7,3% dos casos, seguidas de S. aureus (5,7%). Entretanto, cerca 

de 70,5% dos casos de contaminação e intoxicação causados por microrganismos não 

foi identificado (Ministério da Saúde).234 

Neste contexto, o pescado é um dos alimentos que degradam com mais facilidade, 

principalmente devido à composição química (que varia em função da espécie), às 

condições em que ocorre, o seu consumo, à época do ano em que é capturado, os 

elevados teores de gorduras insaturadas (que são facilmente oxidáveis), e 

principalmente, do pH próximo da neutralidade, que favorecem o desenvolvimento 

microbiano.235 Sendo assim, o pescado pode atuar como potencial veiculador de 

microrganismos patogênicos para o homem, como as bactérias Staphylococcus 

coagulase positiva, Escherichia coli, Salmonella sp., Costridium perfringens, entre 

outros.236 A presença desses microrganismos evidência deficiências em algumas etapas 

do processamento ou na conservação do produto final, que comprometem a qualidade 

e o grau de frescor, podendo causar sérios danos à saúde do consumidor, que vão desde 

uma simples intoxicação até a morte (FDA)237. Devido a isso, torna–se importante a 

avaliação microbiológica em filés de pescado, visando a eliminação e/ou diminuição 

destas doenças causadas por microrganismos patogênicos e aumentando o tempo de 

vida útil desses alimentos. 

2.5.2.1. Staphylococcus coagulase positiva 

Os Staphylococcus apresentam–se na forma de cocos Gram–positivos, podem 

ocorrer sozinhos ou agrupados em pares ou cadeias irregulares, aeróbios facultativos, 

coagulase positiva, catalase positiva, oxidase negativa, redutores de nitratos, não 

formadores de esporos, com temperatura ótima de crescimento na faixa de 30 a 37ºC, 

porém desenvolvem–se em temperaturas de 10 a 48ºC e são capazes de multiplicar–se 

em concentrações de 7,5% a 20% de cloreto de sódio.238 Por provocar frequentes 

intoxicações de origem alimentar é uma das espécies de maior interesse na 

microbiologia de alimentos. Algumas cepas tem a capacidade de produzir enterotoxinas 

termoestáveis em condições de temperatura de 10 a 48ºC, pH de 4,5 a 9,6. As 

enterotoxinas estafilocócicas são altamente estáveis ao calor assim como são 

resistentes à ação de proteases gastrointestinais como a pepsina e a tripsina, o que 
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garante sua integridade durante a passagem pelo sistema gastrointestinal.239 Os 

principais sintomas da intoxicação são náuseas, vômitos, cólicas abdominais, diarreia, 

dores de cabeça e queda de pressão e, em casos mais graves, a hipotermia e a síndrome 

do choque tóxico. Esses sintomas surgem cerca de 6 h após o consumo do alimento 

contaminado e podem durar de 24 a 48 h.240 

2.5.2.2. Salmonella sp. 

São bastonetes Gram–negativos, exibem motilidade, não esporulados, não 

encapsulados, não fermentam a lactose, crescem em temperatura ótima de 37ºC e pH 

em torno de 7,0, são aeróbias facultativas e produzem gás durante a fermentação da 

glicose. Esse microrganismo é um dos principais causadores de enfermidades causadas 

por alimentos que são contaminados durante o processamento da matéria–prima ou por 

más condições higiênico–sanitárias do ambiente ou ainda por contaminações cruzadas 

através de equipamentos ou manipuladores.241 Normalmente, a forma de disseminação 

da infecção é interpessoal e os sintomas são muito graves e incluem septicemia, febre 

alta, diarreia e vômitos. Após a infecção, os indivíduos podem se tornar portadores por 

meses ou anos, constituindo então uma fonte contínua de infecção. A legislação 

brasileira estabelece a necessidade de ausência de colônias de Salmonella nos 

alimentos, justamente para evitar o prolongamento dos surtos de infecção (ANVISA)242. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Obtenção dos biomateriais 

3.1.1. Gelatina 

3.1.1.1. Extração da gelatina de pescado 

As peles de corvina (Micropogonias furnieri) foram obtidas em uma indústria de 

processamento de pescado localizada na cidade do Rio Grande, Rio Grande do Sul 

(Brasil). As amostras foram armazenadas em sacos de polietileno a –20ºC para uso 

posterior na extração de gelatina.  

As peles de corvina, sem escamas, foram cortadas em pedaços quadrados (1 

cm²) utilizando uma faca. Após as peles foram lavadas em água destilada (1:6 m/v) a 

4ºC durante 5 min para remover a contaminação da superfície, seguido pela drenagem 

das peles através de peneiras para remoção do excesso de água.  

Os pré–tratamentos das peles foram realizados segundo procedimento descrito 

por Bandeira et al.140. As peles cortadas foram submetidas a três etapas sucessivas.  

a) Primeiramente foi realizado o intumescimento alcalino, onde foi adicionada 

água destilada em uma proporção 1:1 m/v, e o pH ajustado para 11 com 

solução de NaOH 3 mol L–1. O controle do pH foi realizado com o auxílio de 

um pHmetro (Marte, MB–10P, Brasil). O material permaneceu em solução por 

15 min sob agitação constante. Após foi realizada a drenagem do material com 

peneira, para em seguida ser feito o segundo tratamento alcalino. 

b) Na segunda etapa, para o segundo tratamento alcalino a solução foi renovada, 

novamente com a adição de água destilada (1:1 m/v), ajustando–se 

novamente o pH em 11, com solução de NaOH 3 mol L–1, onde sob agitação 

constante, o material permaneceu em solução por 60 min. Em seguida, as 

peles foram retiradas da solução alcalina e drenadas em peneira, com 

posterior lavagem com água corrente, até atingir pH 7,0.  

c) Na terceira etapa, foi realizado o tratamento ácido, onde foi adicionada 

novamente água destilada, na relação de 1:1 (m/v), e o pH da solução ajustado 

para 2, com solução de HCl 3 mol L–1 por 15 min e após foi realizada uma 

lavagem final com água destilada (1:1 m/v).  
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Já para extração da gelatina, nas peles intumescidas foi adicionada água 

destilada na proporção 1:1 (m/v) à 52ºC, em banho termostatizado (Quimis 214 D 2, 

Brasil), por período de 2 h. Foi realizada a drenagem das peles com peneira, recolhendo–

se a solução de gelatina em becker. A solução de gelatina foi filtrada em funil de Büchner 

com papel filtro Whatman nº 4 à vácuo. A Figura 10 apresenta o resumo em fluxograma 

das etapas de obtenção da gelatina de peles de corvina. 

Figura 10. Fluxograma da extração de gelatina de peles de corvina 

 

 As soluções de gelatina de peles de corvina foram então armazenadas em 

refrigerador a –4ºC, para posterior análises e para produção dos filmes biopoliméricos. 

3.1.1.2. Caracterização da gelatina de peles de corvina 

3.1.1.2.1. Força do gel 

A força do gel foi determinada baseando–se na metodologia aplicada por 

Arnesen & Gildberg.105 A gelatina liofilizada foi diluída até a concentração de 6,67% (7,5 

g de gelatina em 105 g de água destilada), aquecidas a 45ºC em banho termostático 

(Quimis, 214 D2, Brasil) por 30 min em recipientes padronizados de vidro com volume 

de 150 mL. Os frascos com as diluições foram levados ao refrigerador (Eletrolux, R 250, 

Brasil) para que as soluções fossem maturadas à 10ºC por 17±1 h. A força do gel das 

gelatinas foi medida em analisador de textura (TA.XTplus, Stable Micro Systems, 



73 
 

Inglaterra), usando sonda de teflon com 12,5 mm de diâmetro pressionando 4 mm na 

gelatina à velocidade de 1 mm/s. A determinação foi realizada com três repetições. 

3.1.1.2.2. Viscosidade 

A determinação da viscosidade das soluções de gelatinas foi baseada na 

metodologia descrita por Silva et al.,243. A solução de gelatina (10 mL), com concentração 

de 6,67% (m/v) foi transferida para o viscosímetro Cannon–Fenske (Cannon Instrument 

Co., nº 100, EUA), que foi mantido em banho termostático à 25ºC até que a solução de 

gelatina se encontrasse em equilíbrio com a temperatura do banho. Com um cronômetro, 

os tempos necessários para escoamento da solução foi anotado e a viscosidade 

calculada através da Equação (3). 

μ=K × t × ρ (3) 

sendo µ a viscosidade (Poise), K a constante do viscosímetro determinada 

experimentalmente com um fluido de viscosidade cinemática conhecida, t o tempo (s) e 

ρ a massa específica da solução na temperatura do teste (g cm–³) e que foi determinada 

por picnometria. 

3.1.1.2.3. Ponto de fusão e temperatura de gelificação 

O ponto de fusão das gelatinas foi determinado pelo método BS 755 (BSI).244 

Alíquotas de 10 mL das soluções de gelatinas (6,67%) foram transferidas para tubos de 

ensaio, onde permaneceram por 17 h a 7ºC. Um volume de cinco gotas de solução de 

clorofórmio e corante azul de metileno (3:1, mL/mL) foi adicionado ao gel como indicador 

do ponto de fusão. A medição foi realizada a uma taxa de aquecimento de 0,1 ºC min–1. 

A média entre a temperatura em que foi possível visualizar o momento da penetração 

das gotas do indicador nos géis, e a temperatura em que as soluções se encontraram 

completamente coradas foi registada, sendo a temperatura referente ao ponto de fusão. 

A determinação da temperatura de gelificação foi realizada seguindo a 

metodologia descrita por Muyonga et al.,98. Frascos contendo 100 mL das amostras de 

gelatinas (6,67%) foram acondicionados em banho termostático a 40ºC, após foi 

adicionado em cada frasco um capilar, o qual foi mantido manualmente na vertical e o 

banho então resfriado lentamente de 0,1°C a cada 2 min. A temperatura de gelificação 

foi definida quando o capilar se manteve na vertical sem o apoio manual. 
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3.1.1.2.4. Composição de aminoácidos 

As amostras de gelatina (10 mg) foram hidrolisadas em 600 µL de solução HCl 6 

mol L–1 a 110ºC durante 24 h. Após as amostras foram dissolvidas em água mili–Q (± 7 

mL), filtradas e liofilizadas. A determinação dos aminoácidos presentes na amostra foi 

realizada por cromatografia líquida de alta eficiência (UFLC Shimadzu, Japão), conforme 

descrito por Silva et al.,243. 

3.1.2. Quitina e Quitosana 

3.1.2.1. Extração da quitina 

A quitina utilizada nos experimentos foi extraída a partir de resíduos de camarão–

rosa (Farfantepenaeus brasiliensis), obtidos nas indústrias de pescado da cidade de Rio 

Grande–RS. Estes foram armazenados em freezer a –17ºC até que fosse realizada a 

extração.  

Foi realizado um pré–tratamento dos resíduos com água corrente, sendo este uma 

das operações preliminares à extração da quitina e tendo como objetivo a separação do 

material grosseiro, entre eles material vegetal, porções de tecido e outros materiais que 

eventualmente possam acompanhar o resíduo. A extração foi então realizada com a 

execução de tratamentos químicos sequenciais destinados a eliminar carbonatos, 

proteínas e pigmentos, através das etapas de desmineralização, desproteinização, 

desodorização e secagem,245 conforme segue. 

a) Desmineralização. Esta etapa teve por objetivo reduzir o teor de cinzas da 

matéria–prima. Após a lavagem dos resíduos, esta foi desmineralizada com 

ácido clorídrico 2,5% (v/v), em tanque agitado, a temperatura ambiente (28 

±4ºC), com proporção de solução ácida/resíduo de 3:1 (m/v) por 2 h. Após, 

seguiu–se novas lavagens até pH neutro, o que experimentalmente se 

conseguiu com 8 lavagens. Esta etapa foi responsável pela eliminação de 

minerais e contaminantes que ainda poderiam estar presentes nos resíduos. 

b) Desproteinização. Esta etapa teve a função de reduzir o teor de nitrogênio 

proteico, e consistiu em adicionar à matéria–prima desmineralizada que se 

encontrava no tanque agitado, solução de hidróxido de sódio 5% (m/v), a 

temperatura ambiente (28±4ºC), com proporção de solução álcali/resíduo de 

3:1 (m/v) por 2 h. Em seguida foi realizada a lavagem deste material, até pH 

neutro, o que experimentalmente se conseguiu com 8 lavagens. 
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c) Desodorização/despigmentação. Nesta etapa, ao material, ainda dentro do 

tanque, foi adicionado solução de hipoclorito de sódio 0,36% (v/v), a 

temperatura ambiente (28±4ºC), com proporção de solução NaClO/resíduo de 

5:1 (m/v) por 3 h. O objetivo desta operação foi acentuar a redução de odor 

proveniente do material e a retirada de pigmentos. Fez–se então, a lavagem 

com água para retirar os resíduos do reagente, até pH neutro, o que 

experimentalmente conseguiu–se com 6 lavagens.  

d) Secagem. Após obter a quitina úmida foi realizada a secagem do produto, que 

foi realizada em secador de bandejas, a uma temperatura de 80ºC por 4 h. A 

operação de secagem é necessária, pois além aumentar o tempo de 

conservação da quitina, promove maior facilidade no manuseio principalmente 

no processo de conversão em quitosana, pois possibilita que a massa de 

matéria–prima no reator de desacetilação seja maior, e garante que a umidade 

de quitina não altere a concentração de solução de NaOH. 

A Figura 11 apresenta o fluxograma das etapas de extração de quitina de resíduos 

de camarão. 

Figura 11. Fluxograma de extração da quitina a partir de resíduos de camarão 

 



76 
 

 Após a quitina seca foi armazenada em sacos de polietileno, à temperatura 

ambiente e protegidos da luz, até sua utilização para a reação desacetilação e conversão 

em quitosana. 

3.1.2.2. Produção de quitosana  

Para a produção de quitosana, a quitina seca foi moída em tamanho de 

aproximadamente 1 mm, em moinho de facas (Wiley Mill Standard modelo nº 3, 

Swedesboro, EUA). A reação de desacetilação foi realizada em um reator de aço 

inoxidável com capacidade para 4 L de solução, com agitação e aquecimento elétrico (o 

reator foi desenvolvido no Laboratório de Tecnologia Industrial/FURG). A Figura 12 

apresenta o desenho esquemático do reator. 

Figura 12. Esquema do reator utilizado nas reações de desacetilação 

 

Para obtenção das quitosanas com diferentes características de MV e GD, foram 

realizadas diferentes condições de reação que  foram otimizadas em estudo anterior, 

descrito em Moura et al.,42. No presente estudo, as condições utilizadas, foram relação 

de NaOH/quitina (20:1 e 60:1 mL g–1), concentração de NaOH (40 e 45%) e tempo de 

reação (90 e 240 min). As variações nas condições de hidrólise alcalina, utilizadas nos 

experimentos, possibilitaram a obtenção de quitosanas com diferentes características 

químicas de MV e GD, o que tornou possível avaliar estas características separadamente 

na formação dos filmes e das blendas. A Tabela 2, apresenta as condições de reação, 

para cada experimento de obtenção das diferentes quitosanas. 
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Tabela 2. Condições de hidrólise alcalina utilizadas na produção de quitosanas 

com diferentes características (MV e GD) 

Quitosana 
Relação NaOH/quitina 

(mL g–1) 

Concentração de 

NaOH (%) 

Tempo de reação 

(min) 

Q1 20:1 40 90 

Q2 20:1 40 240 

Q3 60:1 45 240 

Q4 60:1 40 240 

 Após a reação de conversão, cada uma das amostras foi purificada. A purificação 

foi realizada através da dissolução da quitosana em solução de CH3COOH 0,1 mol L–1, 

por 2 h sob agitação constante. Após o sal de quitosana foi centrifugado (Sigma 6–15, 

D–37520, Alemanha) a 6600 × g por 30 min, para separação de material não dissolvido. 

A solução resultante foi então precipitada com NaOH 0,1 mol L–1 até pH 12,5 e, em 

seguida foi realizada a neutralização com solução de CH3COOH 0,1 mol L–1. Por fim foi 

realizada uma nova centrifugação para separar os reagentes da pasta de quitosana. A 

Figura 13 apresenta o resumo em fluxograma das etapas de obtenção das diferentes 

quitosanas. 

Para fins de conservação, a pasta de quitosana purificada foi seca em secador 

tipo leito de jorro, onde as condições de operação utilizadas foram realizadas de acordo 

com Dotto et al.,246, com a temperatura de entrada do ar de secagem de 90ºC, a 

concentração de pasta de 4% (b.u.) e a taxa de alimentação da pasta de 0,18 kgpasta 

kginerte–1 h–1. 
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Figura 13. Fluxograma de obtenção das quitosanas de diferentes MV e GD 

 

 

3.1.2.3. Caracterização da quitosana 

3.1.2.3.1. Grau de desacetilação (GD) 

Para a determinação do grau de desacetilação foi utilizado o método de titulação 

potenciométrica linear.167, 247 Esta análise foi feita dissolvendo 0,25 g de quitosana em 

20 mL de solução de ácido clorídrico (HCl) 0,1 mol L–1 e avolumada até 100 mL com 

água destilada. O pH das soluções foi ajustado em aproximadamente 2,0 com solução 

padrão de NaOH 0,1 mol L–1, utilizando um pHmetro (MB10–Marte–Brasil) sob agitação 

constante à 600 rpm com um agitador magnético (FISATOM 752A, Brasil), sendo 

considerado este, o ponto inicial da titulação. A titulação foi prosseguida até a solução 

de quitosana alcançar o pH de aproximadamente 6,0 (faixa de não protonação da 

quitosana). Um valor de f(x) correspondente ao volume de NaOH utilizado foi calculado 

utilizando a Equação (4). 
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f(x)= ൬
V0+V

NB
൰ ×൫ൣH+

൧–[OH–]൯ 
(4) 

sendo, V0 o volume de solução de quitosana (mL), V o volume de NaOH utilizado na 

titulação (mL), NB a concentração do NaOH (mol L–1); [H+] a concentração de H+ (meq L–

1); e [OH] a concentração de OH (meq L–1).  

A curva de titulação linear foi obtida plotando um gráfico de f(x) em função do 

volume corresponde de NaOH. 

O volume de NaOH ao fim da titulação, Ve, foi calculado extrapolando a curva de 

titulação linear em função volume de NaOH adicionado. O grau de desacetilação da 

amostra de quitosana foi calculado utilizando a Equação (5) e (6). 

GD(%)=
∅

[(W–161∅)/(204+∅)]
×100 

(5) 

sendo,  

∅=
(NAVA–NBVe)

1000
 

(6) 

onde, NA a concentração de HCl (mol L–1), VA o volume de HCl (mL), NB a concentração 

de NaOH (mol L–1), Ve o volume de NaOH ao fim da titulação (mL) e W a massa de 

quitosana (g). 

3.1.2.3.2. Massa molar viscosimétrica média (MV) 

As amostras de quitosana foram dissolvidas em um sistema solvente constituído 

do ácido acético 0,1 mol L–1, do cloreto de sódio 0,2 mol L–1 e água. A viscosidade das 

amostras foi medida em um viscosímetro capilar Cannon–Fenske (Schott Geraete, 

modelo GMBH–D65719, Alemanha), em cinco diferentes concentrações (entre 0,1 e 1,2 

g L–1), a 25±1ºC. 

No capilar foram colocados 10 mL de amostra, que passaram através dele, 

medindo–se o tempo de escoamento em segundos. O tempo de escoamento da solução 

e do solvente através do capilar foi utilizado para calcular a viscosidade cinemática. A 

relação entre a viscosidade cinemática e dinâmica é mostrada na Equação (7). 
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ν=
μ

ρ
 (7) 

sendo ν  a viscosidade cinemática (Stoke); μ a viscosidade dinâmica (Poise); ρ a massa 

específica da amostra (g mL–1). 

A viscosidade específica (ηsp), como uma relação entre as viscosidades 

dinâmicas da solução e do solvente, foi determinada utilizando–se a Equação (8). 

ηsp=
μsolução–μsolvente

µsolvente

 
(8) 

A viscosidade intrínseca [η] foi estimada por ajuste da equação de Huggins de 

acordo com Weska et al.,163, (Equação (9)). 

ηsp

c
=[η]+k×[η]2×c (9) 

sendo (ηsp/c) a viscosidade reduzida em mL g–1, c a concentração das soluções (g mL–

1), k a constante válida para cada polímero (g mL–1), e [η] a viscosidade intrínseca (mL 

g–1). 

 A viscosidade intrínseca [η] da solução foi determinada através de um gráfico da 

viscosidade reduzida (ηsp/c) em função da concentração (c) das soluções das amostras, 

por extrapolação da reta obtida por regressão linear para c=0, conforme apresentado por 

Alsarra et al.248. 

A massa molar viscosimétrica média (MV) da quitosana foi calculada a partir do 

valor da viscosidade intrínseca usando–se a equação empírica de Mark–Houwink–

Sakurada (Equação (10)), citada por Roberts & Domszy,249. 

[η]= k × MV
α  (10) 

sendo que k = 1,81x10–3 e α = 0,93 são constantes que dependem do sistema solvente–

polímero. 
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3.1.3. Concentrados de ácidos graxos insaturados (AGIs) 

3.1.3.1. Extração do óleo bruto de carpa 

As vísceras de carpa (Cyprinus carpio) foram obtidas de piscicultores do município 

de Roca Sales/RS, logo após o abate do peixe. Estes foram imediatamente refrigerados 

e estocados em embalagens plásticas em freezer à –18ºC. O processo termomecânicos 

de elaboração de farinha de pescado para obtenção de óleo bruto de carpa foi realizado 

segundo procedimento descrito por Crexi, Souza–Soares, & Pinto,194 através das etapas 

de cocção, prensagem e centrifugação. 

Primeiramente as vísceras de carpa foram descongeladas durante 12 h à 

temperatura ambiente. Para a extração foram utilizados 10 kg de vísceras, sendo estas 

submetidas a cocção em autoclave (Rochedo – modelo Idealclave, Brasil), durante 30 

min e temperatura 100ºC. Após o material foi prensado para separação do licor de prensa 

dos sólidos. Para a separação do óleo bruto de carpa da água de cola resultante do 

processo foi realizada uma centrifugação do licor de prensa, em centrífuga (Sigma 

modelo 6–15, D–37250, Alemanha), com rotação de 7000 × g durante 20 min. A Figura 

14 apresenta o resumo em fluxograma das etapas de obtenção do óleo bruto. 

Figura 14. Fluxograma de extração do óleo bruto 
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3.1.3.2. Obtenção do óleo branqueado 

O óleo branqueado foi obtido a partir do refino do óleo bruto, segundo metodologia 

descrita por Crexi et al.,82. O refino seguiu as seguintes etapas. degomagem, 

neutralização, lavagem e branqueamento. 

A etapa de degomagem foi realizada durante 30 min, a uma temperatura de 80ºC 

e agitação de 500 rpm, com adição de solução de ácido fosfórico 1%, 85% (v/v) em 

relação à massa do óleo. Após o óleo foi resfriado até a temperatura de 35ºC sob vácuo 

(710 mmHg), e a separação das gomas foi realizada por centrifugação à 7000 × g por 20 

min. Logo após o óleo foi aquecido à 40ºC, sob vácuo (710 mmHg). Foi adicionado 

solução de NaOH 20% (m/m) em excesso para elevar o pH do óleo e evitar a reversão 

da reação. Após essa neutralização do óleo, a temperatura foi elevada à 80ºC para 

facilitar a separação da borra formada. Assim que a temperatura de 80ºC foi atingida, 

resfriou–se o óleo até 35ºC, sob vácuo. Após esse procedimento o óleo foi centrifugado, 

para separação da borra, por 20 min e 7000 × g. 

Na etapa de lavagem, foi adicionado 10% de água em relação a massa de óleo à 

95ºC, durante um tempo de contato de 10 min, com agitação de 500 rpm e temperatura 

do óleo sendo mantida a 50ºC. Esta etapa foi repetida três vezes. A etapa de 

desumidificação foi realizada pelo aquecimento do óleo neutralizado até 90ºC, sob vácuo 

de 710 mmHg e agitação de 500 rpm, até que não ocorresse mais evaporação 

(aproximadamente 20 min). Após o procedimento, desligou–se o aquecimento e 

esperou–se até a temperatura atingir 35ºC, sob vácuo. 

O branqueamento é realizado em duas etapas. Inicialmente, a clarificação foi 

realizada à temperatura de 70ºC, sob agitação de 40 rpm e vácuo de 710 mmHg, com 

adição de 5% de adsorvente (mistura de terra ativada e carvão ativado na relação de 

9:1), sendo o tempo de contato de 20 min.250 Após, foi feita a filtração do óleo em funil 

de Buchnner com uma pré–capa de terra diatomácea. Para a pré–capa foi utilizada a 

quantidade de terra diatomácea 0,5 kg/m2 de área filtrante. A Figura 15 apresenta o 

resumo em fluxograma das etapas de obtenção do óleo de pescado branqueado. 
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Figura 15. Fluxograma de obtenção do óleo de pescado refinado 

 

3.1.3.3. Obtenção dos ácidos graxos livres (hidrólise química) 

O óleo branqueado foi submetido à reação de hidrólise química para a obtenção 

dos ácidos graxos livres. Esta foi realizada utilizado um reator, sob agitação constante, 

aquecimento e vácuo. Foi adicionado ao óleo branqueado de carpa, antioxidante di–terc–

butil metil fenol (BHT) (800 mg kg–1), e uma solução alcoólica de KOH em álcool etílico 

anidro, a reação ocorreu sob agitação de 600 rpm. As condições utilizadas na reação de 

alcoólise foram realizadas segundo metodologia descritas por Crexi et al.,19, como sendo 

melhores para maiores rendimentos na obtenção de ácidos graxos livres. concentração 

do catalisador (22%), proporção álcool etílico/óleo (39:1), temperatura (60ºC) e tempo (1 

h). 

Após o término da reação, a separação foi realizada adicionando à mistura 

saponificada, água destilada na relação de 2:1 (v/v) em função da massa inicial de óleo. 

Para a extração da matéria insaponificável foi adicionado hexano 4:1 (v/v) em relação a 
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massa de óleo inicial. Este procedimento foi realizado duas vezes. A matéria 

insaponificável que continha hexano foi rejeitada. A matéria saponificável foi então 

acidificada com solução de HCl 3 mol L–1 (pH=1,0). Após a mistura foi transferida para 

um funil de separação, e os ácidos graxos foram extraídos com adição de hexano (duas 

vezes o volume em relação à quantidade inicial de óleo). A camada de hexano, contendo 

os ácidos graxos livres, foi seca com sulfato de sódio anidro e o excedente foi removido 

a 40ºC, sob vácuo (700 mmHg), para recuperar os ácidos graxos livres. A Figura 16 

apresenta o resumo em fluxograma das etapas de obtenção dos ácidos graxos livres. 

Figura 16. Fluxograma de obtenção dos ácidos graxos livre do óleo de pescado 

 

3.1.3.4. Obtenção dos concentrados de ácidos graxos insaturados 
(AGIs) 

Os AGIs, foram obtidos segundo metodologia descrita por Paim et al.,199, pelo 

processo de cristalização por complexação com ureia. Os ácidos graxos livres obtidos 

através da reação de hidrólise foram complexados utilizando solução alcoólica de ureia 

(20% p/v em álcool etílico 95%), relação de mistura ácido graxo.ureia de 6:1 (m/m), 

realizada à –12 °C, durante 14 h.  

Após a formação dos cristais (contendo ácidos graxos saturados), estes foram 

separados da fração líquida (contendo AGIs) por filtração à vácuo em lã de vidro. A 

fração líquida foi diluída com volume igual de água destilada e acidificada a pH 4–5 com 

solução de HCl 6 mol L–1, após adicionou–se volume igual de hexano e a mistura foi 
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agitada por 1 h e transferida para um funil de separação. A camada de hexano foi lavada 

com água destilada (igual volume), e em seguida a água de lavagem foi separada e 

descartada. Após foi adicionado sulfato de sódio anidro e o solvente restante removido 

a 40ºC, sob vácuo, obtendo–se então a fração de concentrados de ácidos graxos 

insaturados. A Figura 17 apresenta o fluxograma das etapas de obtenção dos 

concentrados de ácidos graxos insaturados. 

Figura 17. Fluxograma de obtenção dos concentrados dos ácidos graxos insaturados 

 

3.1.3.5. Perfil de ácidos graxos dos concentrados de AGIs 

Para determinar os percentuais de ácidos graxos da fração não complexada com 

ureia, foi realizada a análise do perfil de ácidos graxos por cromatografia gasosa. As 

análises foram realizadas em um sistema cromatográfico (Shimadzu, 

GCMSQP2010Plus, EUA), equipado com injetor split/splitless acoplado com detector de 

massas. Temperaturas de operação do detector. interface, 280ºC; e fonte a 230ºC. 

Detecção no modo full scan com varredura m/z 30 até m/z 500, em um tempo de 

varredura de 0,2 s. O modo de ionização utilizado foi o impacto de elétrons a 70 eV. As 

condições de operação do cromatógrafo foram. injetor, 250ºC; coluna, 80ºC (temperatura 

inicial, 0 min); seguido de gradiente de 10 ºC min–1 até 180ºC, e depois 7 ºC min–1 até a 
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temperatura final de 330ºC; fluxo de gás He, 1,3 mL min–1; pressão, 88,5 kPa; velocidade 

linear média, 42 cm s–1; volume de injeção de 1 µL com razão de split de 1.100. A coluna 

utilizada foi Crossbond 5% difenil/95% dimetil polisiloxano (30 m × 0,25 mm × 0,25 µm, 

Restek). Os compostos foram identificados pelo tempo de retenção. 

O preparo das amostras, para a cromatografia gasosa, foi realizado conforme o 

método de derivatização para amostras contendo alto percentual de ácidos graxos livres. 

Neste método é retirada uma alíquota de 0,3 g de óleo e é adicionado 3mL de trifluoreto 

de boro (BF3). A amostra então foi mantida à 70ºC durante 20 min, após esta foi lavada 

em solução de água/hexano grau HPLC na relação (1.1). A água de lavagem foi 

descartada e a solução de hexano contendo os ácidos graxos foi então evaporada em 

rotaevaporador (Heidolph – modelo Laborota 4000) sob vácuo de 700 mmHg e submersa 

em banho de glicerina à 40ºC. Após este procedimento, 10 µL das amostras 

derivatizadas foram diluídas com 2 mL de hexano grau HPLC, e logo após injetadas no 

GC–MS em triplicata (n=3). 

3.2. Filmes e blendas baseadas em biomateriais 
 

3.2.1. Elaboração dos filmes e das blendas 

Todos os filmes e as blendas foram elaborados pela técnica casting. Todas as 

soluções filmogênicas foram preparadas com uma massa de sólidos de 2 g (b.s.), para 

que estes pudessem ser comparados entre si, já que foram elaborados com diferentes 

formulações, dependendo das biomoléculas utilizadas.  

3.2.1.1. Filmes à base de gelatina de pescado 

Os filmes à base de gelatina, foram elaborados de acordo com Bandeira et al.140. 

A solução de gelatina de pescado, contendo 1,8 g (m/v) de gelatina, foi agitada durante 

30 min em agitador magnético (FISATOM 752A, Brasil) a 300 rpm e temperatura de 

30±2ºC. Após foi adicionado 0,2 g de glicerol (como plastificante), e o pH foi ajustado 

para 4,0 utilizando solução de NaOH 0,1 mol L–1. A solução filmogênica foi então agitada 

por mais 2 h e filtrada em funil com papel filtro Whatman nº 4. Em seguida, 50 mL da 

solução formadora do filme foi vertida em placas de acrílico. A representação 

esquemática do processo de elaboração do filme de pescado com glicerol está 

apresentada na Figura 18. 
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Figura 18. Representação esquemática da elaboração do filme de gelatina de pescado 

 

As placas contendo a solução filmogênica, foram colocadas em estufa, com 

circulação forçada do ar, por 24 h a 40ºC. Logo, os filmes foram removidos das placas e 

colocados em dessecador a 25±1ºC por 48 h antes da caracterização. 

3.2.2. Blendas à base de gelatina de pescado com a adição de quitosana 

Inicialmente, 0,2 g de cada amostra de quitosana Q1, Q2, Q3 e Q4, foram 

dissolvidas em 20 mL de solução de ácido acético (0,1 mol L–1) sob agitação constante 

de 300 rpm em um agitador magnético (Marte, MAG–01H, Brazil) por 2 h. 

Posteriormente, 30 mL de solução de gelatina de pescado (5,3% m/v) e 0,2 g de glicerol 

(como plastificante) foram adicionados a cada solução, e o pH foi ajustado para 4,0 

utilizando solução de NaOH 0,1 mol L–1.140 Assim, o peso total do sólido seco em cada 

filme foi de 2 g. As soluções foram agitadas a 300 rpm durante 2 h para formar a mistura, 

e filtrada em funil com papel filtro Whatman nº 4. Em seguida, as soluções (50 mL) foram 

vertidas nas placas de acrílico. A representação esquemática do processo de elaboração 

do filme de gelatina de pescado com glicerol e adição de quitosana está apresentada na 

Figura 19. 
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Figura 19. Representação esquemática da elaboração do filme a base de gelatina de 

pescado com adição de quitosana 

 

As placas contendo a solução filmogênica à base de gelatina de pescado, com 

adição das diferentes quitosanas, foram colocadas em estufa, com circulação forçada do 

ar, por 24 h a 40ºC. Logo, os filmes foram removidos das placas e colocados em 

dessecador a 25±1ºC por 48 h antes da caracterização. 

As soluções filmogênicas foram nomeadas como. G [Gelatina], G–Q1 

[Gelatina/Quitosana–1], G–Q2 [Gelatina/Quitosana–2], G–Q3 [Gelatina/Quitosana–3] e 

G–Q4 [Gelatina/Quitosana–4] 

3.2.3. Blendas à base de gelatina com adição de quitosana e ácidos graxos 
insaturados 

 
As blendas de gelatina de pescado/quitosana incorporados com concentrados de 

ácidos graxos insaturados foram preparados dissolvendo–se 0,20 g de quitosana em 20 

mL de solução de ácido acético (0,1 mol L–1), sob agitação constante de 300 rpm em 

agitador magnético por 2 h. Em seguida, 30 mL de solução de gelatina de pescado (4,7% 

m/v) contendo 0,2 g de glicerol foram adicionados, e agitados (300 rpm) por 2 h. A 

solução foi filtrada em funil com papel filtro Whatman nº 4. Depois, a esta solução filtrada, 

foram adicionados 0,1 g de Tween 80 e 10% (m/v) de AGIs (em relação a massa total 

de sólido seco de 2 g). O pH foi ajustado para 4,0, com solução de NaOH 0,1 mol L–1 em 

cada emulsão. As soluções filmogênica, foram então formadas por agitação a 25.000 

rpm (Dremel Stylus, 1100–01; EUA) por 10 min. A representação esquemática do 

processo de elaboração do filme de pescado com glicerol, adicionando quitosana, ácidos 

graxos insaturados e Tween 80, está apresentada na Figura 20. 
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Figura 20. Representação esquemática da elaboração da blenda 

gelatina/quitosana/AGI 

 

Essas soluções foram vertidas em placas de acrílico e inseridas em um secador 

com circulação forçada de ar (40ºC por 24 h). Os filmes foram removidos das placas e 

colocados em dessecadores à 25ºC, por 48 h, antes da caracterização. 

As soluções filmogênicas foram denominadas como. GA [Gelatina/AGI], GA–Q1 

[Gelatina/AGI/Quitosana–1], GA–Q2 [Gelatina/AGI/Quitosana–2], GA–Q3 

[Gelatina/AGI/Quitosana–3] e GA–Q4 [Gelatina/AGI/Quitosana–4]). 

3.3. Caracterização dos filmes e das blendas 

3.3.1. Espessura 

As espessuras dos filmes foram determinadas, com a utilização de um micrômetro 

digital (MitutoyaCorp, MDC–25S, Japão), e foi calculada a partir de dez medidas 

aleatórias na superfície da amostra, de acordo com Moura et al.,42. A Figura 21 apresenta 

a imagem do micrômetro digital utilizado. 
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Figura 21. Micrômetro digital para medida das espessuras dos filmes 

 

3.3.2. Propriedades Mecânicas (RT e AR) 

As propriedades mecânicas (RT e AR) foram medidas por um analisador de 

textura (Stable Microsystems SMD, TA.XP2i, Reino Unido) de acordo com o padrão 

ASTM D–882–02 (ASTM)211, auxiliados pelo programa Texture Expert Exceed 2.61 

(Stable Micro Systems, Godalming, Inglaterra). A imagem do equipamento está 

apresentada na Figura 22. 

Figura 22. Imagem do filme sendo submetido ao teste de RT e AR 

 

As amostras de filmes foram cortadas em tamanhos de 25 mm de largura e 100 

mm de comprimento. Após foram fixados no equipamento com uma célula de carga de 

50 N, com distância de separação inicial entre as garras de 50 mm e velocidade de tração 

de 2 mm s–1, conforme apresentado na Figura 22. 

3.3.3. Permeabilidade ao vapor de água 

A permeabilidade ao vapor de água (PVA) dos filmes biopoliméricos foi 

determinada pelo método gravimétrico a 25ºC, usando o método padrão E0096–00 

(ASTM).215 As amostras de cada filme, em forma de discos (D=50 mm), foram fixadas 

em células de permeação, contendo cloreto de cálcio anidro (CaCl2) granulado, e estas 

foram acondicionadas em dessecadores a 25ºC e 75% de umidade relativa (UR), 

conforme apresentado na Figura 23.  
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Figura 23. Esquema da célula de difusão para determinação da PVA 

 

A partir do ganho de massa do CaCl2 granulado, mensurado em intervalos de 24 

h durante 7 dias, foi possível determinar o vapor de água transferido através do filme, de 

acordo com a Equação (11). 

PVA=
mab

t
×

e

A×∆P
 (11) 

sendo, PVA a permeabilidade ao vapor de água (g Pa–1 s–1 m–1), mab a massa de 

umidade absorvida (g), t o tempo de duração dos testes (s), “e” a espessura média dos 

filmes (m), “A” a área da superfície exposta do filme (m2) e ΔP a diferença de pressão 

parcial através do filme (kPa). 

3.3.4. Cor 

Os parâmetros de cor foram determinados utilizando o sistema Minolta (CR–300, 

Minolta Corporation, EUA) através da medida do diagrama tridimensional de cor (L*–a*–

b*), sendo os parâmetros L* (luminosidade), a* (cromaticidade que varia de verde – 

vermelho) e b* (cromaticidade que varia do azul – amarelo). Para avaliar o ângulo Hue 

(Hab), foi utilizada a Equação (12) (0º (vermelho), 90º (amarelo), 180º (verde) e 270º 

(azul)) e a variação de cor (ΔEab), foi calculada de acordo com a Equação.251-252 

hab=tan–1 ቆ
b*

a*ቇ 
(12) 

∆Eab=ට൫∆a*൯
2
+൫∆b*

൯
2
+൫∆L*

൯
2
 

(13) 
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sendo, ΔL* = (L* – L0*), Δa* = (a* – a0*), Δb* = (b* – b0*).  L0*, a0* e b0* são os valores de 

cor padrão, e L*, a* e b* são os parâmetros de cor das amostras. 

Aplicou–se o teste de Tukey com uma análise de variância de comparações 

múltiplas para determinar diferenças significativas entre as médias (p<0,05), utilizando o 

software Estatística 7.0 (Statsoft, EUA). 

3.3.5. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

As avaliações das superfícies dos filmes e das blendas foram realizadas através 

de microscopia eletrônica de varredura (MEV), utilizando um microscópio eletrônico 

(Jeol, JSM 6060, Japão). As amostras foram colocadas em suportes de aço inoxidável 

(stubs) e metalizadas com ouro. A análise foi realizada na tensão de aceleração de 5 e 

10 kV e ampliação de 30 a 10.000 vezes.253 

3.3.6. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

Os grupos funcionais foram identificados através da espectroscopia de 

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) utilizando um espectrômetro 

(Shimadzu, prestigio 21 model the – 210045, Japão), pela técnica de refletância total 

atenuada horizontal (RTAH). A análise foi realizada em temperatura ambiente (25ºC) 

usando varredura na faixa de frequência de 4.000 a 400 cm–1 na resolução de 4 cm–1 

com 45 varreduras.254 

3.3.7. Difração de raio–X (DRX) 

As difrações de raios–X dos filmes e das blendas foram realizadas usando um 

difratômetro de raios–X (Brunker, D8 Advance, Alemanha), com radiações Cu Kα. O tubo 

de raios–X foi operado a 40 kV e 40 mA. Os resultados de difração foram obtidos ao 

longo de um intervalo (2θ) de 5º a 120º, a 2º mim–1 de 0,02º.255 

3.3.8. Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 

As propriedades térmicas foram analisadas por DSC (Shimadzu, DSC–60, Japão). 

As amostras de filmes (3,0 mg) foram hermeticamente seladas em panelas de alumínio 

e aquecidas de 30 a 200ºC, a 10 ºC min–1, e fluxo de nitrogênio de 50 mL min–1.256 
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3.4. Avaliação microbiológica dos filmes e das blendas à base de 

gelatina na conservação de filés de merluza 

3.4.1. Aplicação dos filmes nos filés de merluza 

As amostras de filés de merluza (Merluccius hubbsi), foram obtidas no comércio 

da cidade de Bagé/RS e mantidas devidamente embaladas, sob refrigeração a –17ºC, 

no Laboratório de Microbiologia e Toxicologia de Alimentos da Unipampa, Campus Bagé. 

Para realização dos experimentos, os filés foram previamente descongelados sob 

refrigeração à 6±1ºC por 24 h, e análises microbiológicas dos filés antes de embalados 

foram realizadas. Após os filés foram embalados com os diferentes filmes (G, G–Q2, GA 

e GA–Q2), e armazenados em refrigerador por 48 h a 6±1ºC. Decorrido este tempo, 

procedeu–se as análises contagem de Staphylococcus coagulase positiva e pesquisa de 

Salmonella sp. 

3.4.2. Análises Microbiológicas  

As análises microbiológicas dos filés de merluza foram baseadas na RDC 12/2001 

da ANVISA242 que descreve as análises necessárias e os limites máximos de 

microrganismo para produtos como pescados. De acordo com essa resolução, os 

microrganismos que devem ser analisados para os produtos derivados de pescado, são 

a contagem de Staphylococcus coagulase positiva e pesquisa de Salmonella sp.  

3.4.2.1. Contagem de Staphylococcus coagulase positiva 

Primeiramente homogeneizou–se a amostra em stomarc (MARCONI – MA440, 

Brasil) com caldo lactosado (25 g da amostra e 225 mL de caldo) e incubou–se a 35ºC 

por 48 h. Após o preparo e diluição das amostras, alíquotas de 0,1 mL das diluições 

foram semeadas na pelo método spread plate em placas contendo ágar Baird–Parker 

(BP) e incubadas a 35ºC/48 h. As placas com colônias típicas e atípicas foram contadas, 

e de cada placa foram selecionadas em média três a cinco, sendo elas transferidas para 

tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI). Estes tubos foram incubados a 37ºC/6 

h para a realização da prova da coagulase. Após o período de incubação e turvação dos 

caldos, 0,5 mL foram transferidas para tubos contendo 0,5 mL de plasma de coelho com 

EDTA reidratado, sendo a incubação realizada em temperatura de 37ºC. A reação da 

coagulase é considerada positiva quando os tubos apresentam formação de um coágulo 

firme após 6 h de incubação. A Figura 24, apresenta um esquema passo a passo do 

método de contagem de Staphylococcus coagulase positiva.  
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Figura 24. Etapas de análise microbiológica para contagem de Staphylococcus 

coagulase positiva 

 

3.4.2.2. Pesquisa de Salmonella sp 

Após a pesagem de 25 g de amostra em sacos estéreis, foram adicionados 225 

mL de água peptonada tamponada a 1% (APT), homogeneizados por 2 min em 

stomacher (MARCONI – MA440, Brasil) e incubados a 35ºC/24 h. Da mistura pré–

enriquecida, foram transferidos 0,1 mL e 1 mL para tubos contendo 10 mL do caldo 

Rappaport–Vassiliadis (RV) e 10 mL de caldo Tetrathionato (TT), respectivamente. Os 

caldos RV e TT foram incubados por 24 h a 42ºC, ambos em banho–maria. A partir dos 

caldos de enriquecimento seletivo, foram realizadas estrias em placas com ágar Sulfito 

de Bismuto (BS) e ágar XiloseLisina–Desoxicolato (XLD) sendo as mesmas incubadas a 

35ºC/24 h. A partir das placas, é observado se há o crescimento de colônias típicas, 

testes bioquímicos e sorológicos foram realizados para a confirmação da presença de 

Salmonella sp. A Figura 25, apresenta um esquema passo a passo do método de 

pesquisa para Salmonella sp.  

Figura 25. Etapas de análise microbiológica para pesquisa de Salmonella sp. 

 



95 
 

4. APRESENTAÇÃO E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 
 

4.1. Caracterização dos biomateriais 

4.1.1. Gelatina de pescado 

Os valores, das propriedades reológicas (força do gel e viscosidade) e físico–

químicas (temperaturas de fusão e gelificação) da gelatina obtida de peles de corvina 

estão apresentadas na Tabela 3, juntamente com gelatinas de outras espécies de 

pescado encontrados na literatura. 

Pode–se observar na Tabela 3 que em relação ao valor de força do gel, este 

apresentou valor de Bloom de médio a alto, segundo classificação da literatura, pois 

conforme Karayannakidis & Zotos,107 valores de Bloom variando de 150–220 g e >220g 

são caracterizados como Bloom médio a alto, respectivamente. Observa–se também que 

este valor foi mais alto do que a maioria das gelatinas extraídas de peles de diferentes 

espécies de pescado encontrados na literatura.  

Já em relação a viscosidade, ponto de fusão e de gelificação, todos ficaram dentro 

da faixa de valores esperados, pois segundo Karayannakidis & Zotos,107, a viscosidade 

de gelatinas comerciais provenientes de peles de pescado variam de 2 a 7 cP, as 

temperaturas de fusão variam de 8 a 25ºC e as temperaturas de gelificação apresentam 

variação de 11 a 28ºC. 

A Tabela 4 apresenta a composição de aminoácidos da gelatina extraída de peles 

de corvina, expressa como resíduos por 1000 resíduos de aminoácidos totais, 

juntamente com o perfil de aminoácidos de gelatinas extraídas de peles de pescado 

encontrados na literatura. 

Pode–se observar na Tabela 4 que a glicina foi o aminoácido predominante na 

gelatina. De acordo com Duan et al.,257, a glicina é o aminoácido mais dominante na 

gelatina e consiste em um terço da molécula. Os teores de prolina e hidroxiprolina 

ficaram próximos aos valores citados na literatura para gelatinas de pescado. Além disso, 

a composição de aminoácidos na gelatina apresentou baixo teor de resíduos de histidina, 

tirosina e cisteína. 
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Tabela 3. Valores de Bloom, viscosidade e temperaturas de fusão e gelificação da gelatina de peles de corvina e de outras espécies 

de pescado 

Espécie de Pescado 
Bloom 

(g) 
Viscosidade 

(cP) 

Temperatura 
de Gelificação 

(ºC) 

Temperatura de  
Fusão 
(ºC) 

Referência 

Corvina 217 ± 6 3,5 ± 0,3 17,3 ± 0,3 24,8 ± 0,2 Neste trabalho 

Corvina (Johnius dussumieri) 124,94 NI 7,10 24,57 119 

Cavalinha (Decapterus macrosoma) 176,92 NI 9,90 18,51 119 

Carpa (Labeo rohita) 188,63 6,06 18,52 29,27 117 

Carpa–comum (Cyprinys carpio) 181,31 5,96 17,96 28,13 117 

Peixe–porco (Aluterus monoceros) 139,54 NI NI 22,61 258 

Pink perch (Nemipterus japonicus) 140,00 7,47 NI 19,23 259 

Tilápia–de–moçambique 
(Oreochromis mossambicus) 

180,76 7,12 NI 28,90 104 

Tilápia–do–nilo (Oreochromis nilotica) 128,11 3,20 NI 22,45 104 

Carpa (Catenopharyngodon idella) 267,00 NI 19,50 26,80 111 

Cod (Gadus morhua) 90,00 NI 12,00 13,80 90 

NI=não informado; Médias ± erro padrão (três repetições) 
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Tabela 4. Composição de aminoácidos (mg/100 g proteína) de gelatinas extraídas 

de diferentes espécies de pescado 

Aminoácidos 

 Fonte de gelatina 

Peles 

de 

corvinaa 

Tubarão–

bambu260 

Tubarão–

galha–

preta112 

Linguado261 

Areeiro–

quatro–

manchas243 

Cobia 

Ácido 
aspártico 

51 40 40 48 49 49 

Ácido 
glutâmico 

72 76 76 74 70 72 

Serina 44 41 29 40 47 40 

Glicina 324 322 321 345 353 307 

Histidina 7 7 7 8 8 5 

Arginina 56 51 54 53 47 57 

Treonina 28 22 20 20 22 22 

Alanina 102 106 120 119 119 106 

Prolina* 104 113 110 129 117 111 

Tirosina 6 2 2 3 3 6 

Valina 22 24 25 21 16 20 

Metionina 13 12 15 14 14 8 

Cisteína 1 1 1 – – 1 

Isoleucina 15 17 18 8 7 16 

Leucina 25 22 23 22 21 26 

Fenilalanina 15 13 13 16 14 13 

Lisina 24 28 27 27 26 29 

Hidroxiprolina* 86 95 52 52 60 94 

Hidroxilisina 12 6 1 1 6 18 

*Iminoácidos 190 208 162 181 177 205 

a Neste trabalho 
 

Segundo Gomez–Guillén et al.,97, quanto mais elevados os teores de iminoácidos 

(prolina e hidroxiprolina) na gelatina, melhores serão suas propriedades reológicas. Isso 

ocorre devido a restrições que são impostas por ambos os anéis de pirrolidina da 

hidroxiprolina, além das ligações de hidrogênio formadas entre os resíduos de 

aminoácidos.63 Estas restrições estéricas, por sua vez, estabilizam a estrutura de super–

hélice do gel de gelatina. Assim, os resultados obtidos neste trabalho corroboram com 
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os valores de força do gel, viscosidade e as temperaturas de fusão e gelificação, bem 

como a composição de aminoácido, com outras espécies de pescado citadas por outros 

autores, conforme Tabelas (3) e (4), respectivamente. 

4.1.2. Quitina e Quitosana 

As amostras de quitina, após as etapas de desmineralização, desproteinização, 

desodorização e secagem, apresentaram a seguinte composição centesimal (%m/m, em 

base úmida). 1,1 ± 0,2% de cinzas, 0,2 ± 0,1% de proteína, 6,0 ± 1,0% de teor de 

umidade e 82,4 ± 0,4% de quitina. Esses resultados são semelhantes ao encontrado por 

Weska et al.,163.Os resultados de massa molar (MV) e grau de desacetilação (GD), bem 

como as respectivas condições de hidrólise alcalina das quitosanas produzidas, estão 

apresentados na Tabela 5. 

Tabela 5. Valores de MV e GD das quitosanas produzidas 

Quitosana 

Relação 

NaOH/quitina 

(mL g–1) 

Concentração 

de NaOH (%) 

Tempo 

de 

reação 

(min) 

Massa 

Molar 

(kDa) 

Grau de 

desacetilação 

(%) 

Q1 20:1 40 90 195,7±0,3a 66,2±0,5a 

Q2 20:1 40 240 193,7±1,8a 79,2±2,0b 

Q3 60:1 45 240 100,0±1,4b 95,7±1,1c 

Q4 60:1 40 240 143,1±2,2c 93,5±1,5c 
Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna não são significativamente (p> 0,05) diferentes de acordo com o teste de 

Tukey. 

Pode–se observar na Tabela 5, que para as quitosanas Q1 e Q2 os valores de MV 

não apresentaram diferença significativa (p>0,05), porém os valores de GD foram 

diferentes (p<0,05), mostrando que o tempo de reação influenciou de maneira 

significativa o valor do grau de desacetilação. Chang et al.,158 e Moura et al.,262, 

estudando a desacetilação heterogênea da quitina em solução alcalina também 

relataram que o tempo de reação afeta drasticamente a velocidade da reação, levando 

a um aumento da desacetilação do polímero. 

Já os tratamentos Q3 e Q4 apresentaram diferentes valores de MV e mesmos 

valores de GD, mostrando que um aumento na concentração de NaOH causou um 

decréscimo significativo (p<0,05) na massa molar da quitosana, resultando em uma 

maior despolimerização. Isso ocorreu, porque a exposição do polissacarídeo em 

soluções muito concentradas de NaOH promove não apenas a remoção dos grupos 
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acetil do grupamento amida da quitina, mas também a quebra das ligações glicosídicas, 

causando a diminuição da quantidade de monômeros que compõem a cadeia do 

polímero. Estes resultados indicam que a quebra das ligações glicosídicas entre os 

monômeros, é a etapa mais rápida da reação e ocorre principalmente no primeiro estágio 

de hidrólise alcalina da quitina, visto que em tempos maiores de desacetilação, foi 

possível manter o mesmo valor de MV. Em contrapartida, pode–se inferir que a remoção 

do grupo acetil da amina, ocorre de maneira mais lenta, visto que estes se mantiveram 

quando utilizada a mesma concentração de solução alcalina.   

Ambos os resultados corroboram com os resultados encontrados em estudos 

anteriores, realizados por Moura et al.,42. O que significa que os tratamentos escolhidos 

foram apropriados para que se possa avaliar separadamente a influência da MV e do GD 

da quitosana, nas características físico–químicas e antibactericidas de filmes e blendas 

à base de gelatina de pescado com incorporação de quitosana e ácidos graxos 

insaturados. 

4.1.3. Concentrados de ácidos graxos insaturados (AGIs) 

A Tabela 6 apresenta o perfil de ácidos graxos da fração não complexada com 

ureia, juntamente com o somatório dos ácidos graxos saturados, insaturados e ácidos 

graxos essenciais (EPA e DHA), bem como o perfil de concentrados de ácidos graxos 

insaturados de óleo de carpa, obtidos por diferentes autores. 

Pode–se observar na Tabela 6, que os ácidos graxos obtidos nos concentrados 

em maior quantidade foram C 16:1 𝝎–7 Palmitoleico, C18:1 𝝎–9 Oleico, C18:2 𝝎–6 

Linoleico, C18:3 𝝎–3 𝜶–linolenico, C20:5 𝝎–3 Eicosapentaenoico (EPA) e C22:6 𝝎–3 

Docosahexaenoico (DHA). Isso mostra que a complexação com ureia foi satisfatória na 

concentração dos AGIs. Além disso pode–se inferir que o óleo extraído de vísceras de 

carpa é uma boa fonte de ácidos graxos insaturados. 
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Tabela 6. Perfil de ácidos graxos da fração não complexada de óleos de carpa 

em comparação com outros autores 

Ácidos Graxos 
Fração não complexada (%) 

Carpaa Carpa199 Carpa19 

C12:0 Láurico 0,20 ± 0,02 0,27 0,19 

C14:0 Mirístico 2,71 ± 0,02 3,06 0,89 

C15:0 Decapentanóico 0,43 ± 0,01 0,64 0,28 

C16:0 Palmítico 4,00 ± 0,02 4,10 4,38 

C17:0 Margárico 0,25 ± 0,01 0,24 0,26 

C18:0 Esteárico 0,33 ± 0,02 0,31 0,46 

C16:1 𝝎–7 Palmitoleico 9,02 ± 0,01 9,40 7,02 

C18:1 𝝎–9 Oleico 31,01 ± 0,01 31,28 30,80 

C20:1 𝝎–9 9–eicosenoico 1,16 ± 0,01 1,88 0,66 

C18:2 𝝎–6 Linoleico 24,12 ± 0,02 15,21 25,90 

C18:3 𝝎–3 𝜶–linolenico 9,82 ± 0,01 10,00 9,71 

C20:2 𝝎–6 Eicosadienoico 0,95 ± 0,01 1,73 0,81 

C20:3 𝝎–3 di–homo–𝜶–linolenico 0,94 ± 0,01 1,43 0,98 

C20:4 𝝎–6 Aracdônico 2,14 ± 0,01 2,61 2,12 

C20:5 𝝎–3 Eicosapentaenoico (EPA) 4,42 ± 0,02 4,57 4,59 

C22:6 𝝎–3 Docosahexaenoico (DHA) 4,96 ± 0,01 4,86 4,90 

Não identificados 3,54 8,41 6,95 

𝞢 AGMI (monoinsaturados) 41,19 42,56 38,48 

𝞢 AGPI (insaturados) 47,35 40,41 49,01 

𝞢 EPA+DHA (insaturados essenciais) 9,38 9,43 9,49 

𝞢 AGS (saturados) 7,92 8,62 6,46 

𝞢 AGI (insaturados) 88,54 82,87 87,49 

aNeste trabalho 
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4.2. Filmes e blendas baseadas em biomateriais 

4.2.1. Caracterização dos filmes e blendas 

4.2.1.1. Espessura 

As espessuras de todos os filmes não apresentaram diferenças significativas (p> 

0,05), apresentando valores médios de 74,7 ± 5,0 𝝁m. Esse resultado foi devido a que 

foram utilizados 2 g (b.s.) em todos os filmes, e apenas as porcentagens dos 

componentes foram alteradas.  

4.2.1.2. Propriedades Mecânicas (RT e AR) e Permeabilidade ao vapor 

de água (PVA) 

Filmes e/ou blendas produzidos para aplicação em embalagens de alimentos, 

necessitam apresentar boas propriedades mecânicas e de extensibilidade 

principalmente devido ao estresse externo. Os valores das propriedades mecânicas (RT 

e AR) e permeabilidade ao vapor de água (PVA) dos filmes de gelatina de pescado, dos 

filmes de gelatina de pescado com adição de quitosana e das blendas à base de gelatina 

de pescado/quitosana/ácidos graxos insaturados estão apresentados na Tabela 7. 

Observa–se na Tabela 7, que o filme elaborado com gelatina de pescado (G), 

apresentou valores inferiores de RT e de AR, e valores superiores de PVA, quando 

comparado com os filmes em que foram adicionadas quitosanas. Estes resultados foram 

mais acentuados quando foram utilizadas quitosanas de mais elevada massa molar (Q1 

e Q2). Esse comportamento se deve principalmente aos tipos de ligações e interações 

que ocorrem entre a gelatina/glicerol, e a gelatina/glicerol/quitosana. Para melhor 

compreensão, um esquema das interações entre os componentes dos filmes, está 

apresentado na Figura 26 (a, b e c). 

Pode–se observar na Figura 26 (b), que as interações existentes no filme de 

gelatina e glicerol, são basicamente ligações de hidrogênio, e que a adição do poliálcool 

promove um afastamento das cadeias proteicas em relação a filmes sem glicerol como 

mostra a Figura 26 (a), pois estes formam ligações de hidrogênio entre os grupos 

hidroxila do poliálcool e os ácidos carboxílicos presentes na cadeia proteica. Já, quando 

foi adicionado quitosana, a RT e o AR aumentaram e a PVA diminuiu (Tabela 7), e isso 

pode ter ocorrido porque além das ligações de hidrogênio, foram promovidas interações 

eletrostáticas entre os grupamentos amino protonados e os ácidos carboxílicos da 

quitosana, além de ligações de hidrogênio com o glicerol. Essas novas ligações e 
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interações promoveram maior aproximação entre as cadeias dos polímeros, provocando 

um aumento na RT, um leve aumento no AR e uma diminuição na PVA, devido à 

dificuldade da formação de dutos de permeação. 

Tabela 7. Valores RT, AR e PVA de filmes de gelatina de pescado, gelatina de 

pescado/quitosana e gelatina de pescado/quitosana/AGI 

Filme 
RT*  

(MPa) 

AR*  

(%) 

PVA* 

(g m–1 s–1 Pa–1) ×1011 

G 13,8 ± 1,5b 6,0 ± 1,2g 1,60 ± 0,02ª 

G–Q1 17,5 ± 0,8ª 8,9 ± 0,7f 1,36 ± 0,01c 

G–Q2 18,5 ± 0,6ª 8,6 ± 0,9f 1,35 ± 0,02c 

G–Q3 14,1 ± 0,7b 7,7 ± 0,6f,g 1,44 ± 0,02b 

G–Q4 16,2 ± 1,0a,b 7,5 ± 0,7f,g 1,39 ± 0,02b 

GA 2,2 ± 0,2e 399,8 ± 2,6ª 1,31 ± 0,01d 

GA–Q1 4,5 ±0,2c 289,7 ± 2,1b 1,09 ± 0,01f 

GA–Q2 5,0 ± 0,1c 306,8 ± 1,2d 1,08 ± 0,01f 

GA–Q3 2,3 ± 0,1e 242,2 ± 3,1d 1,15 ± 0,03e,f 

GA–Q4 3,3 ± 0,2d 231,3 ± 2,8e 1,11 ± 0,02 e,f 

*Valores para cada amostra são médias ± desvio padrão (n = 2). Valores seguidos por letras diferentes na mesma coluna são 

significativamente diferentes (p<0,05). G [Gelatina], G–Q1 [Gelatina/Quitosana–1], G–Q2 [Gelatina/Quitosana–2], G–Q3 

[Gelatina/Quitosana–3], G–Q4 [Gelatina/Quitosana–4], GA [Gelatina/AGI], GA–Q1 [Gelatina/AGI/Quitosana–1], GA–Q2 

[Gelatina/AGI/Quitosana–2], GA–Q3 [Gelatina/AGI/Quitosana–3] e GA–Q4 [Gelatina/AGI/Quitosana–4]. 

Já no que se refere as características da quitosana observa–se que entre as 

quitosanas com mesma MV e diferente GD (Q1 e Q2), estas promoveram diferenças 

significativas (ao nível de 95%) nas características físico–químicas dos filmes, já quando 

foi adicionado quitosana de diferentes MV e mesmo GD (Q3 e Q4), estes não 

apresentaram diferença significativa, em relação ao filme de gelatina com glicerol (G). 

Devido a estes resultados, pode–se inferir que o tamanho das cadeias dos polímeros 

(proteína e polissacarídeo), influência mais nas propriedades mecânicas e de permeação 

dos filmes do que a presença dos grupos amida na quitosana. 



103 
 

Figura 26. Interações intermoleculares no filme de gelatina e gelatina e quitosana. (a) 

gelatina, (b) gelatina/glicerol e (c) gelatina/glicerol/quitosana 

 

Nos filmes em que foram adicionados os AGIs (blendas (GA, GA–Q1, GA–Q2, 

GA–Q3 e GA–Q4)), observa–se que estes promoveram uma diminuição da RT, um 

aumento bastante significativo no AR e uma diminuição na PVA (Tabela 7). Esse 

comportamento sugere que ocorreu uma reorganização nas estruturas poliméricas que 

formam as blendas na presença de uma fração lipídica, neste caso, os ácidos graxos 

insaturados. A Figura 27 (a e b), apresenta o esquema de uma possível reorganização 

das macromoléculas em função da adição dos AGIs e do emulsificante Tween 80.   



104 
 

Figura 27. Blendas a base de gelatina de pescado, (a) gelatina/AGIs e (b) 
gelatina/quitosana/AGIs 

 

Considerando as reorganizações das macromoléculas, propostas na Figura 27 (a) 

e (b), pode–se explicar as alterações nas propriedades mecânicas e de permeação das 

blendas. Na Figura 27 (a), observa–se que a adição de AGIs provocou um afastamento 

entre as cadeias da gelatina, causando uma diminuição nas interações dessas 

macromoléculas. Esse fato pode ser comprovado, com a análise dos resultados das 

propriedades mecânicas apresentados na Tabela 7. Observa–se que a blenda de 

gelatina/AGIs (GA), apresentou uma redução na RT de 85% e um AR  70 vezes maior 

que o filme de gelatina sem adição de AGIs. Segundo Cagri, Ustunol & Ryser263, o 

aumento da quantidade de aditivos e/ou agentes de reticulação, geralmente, diminuem 

o valor de RT e aumenta o AR, pois outras moléculas, quando inseridas em cadeias 
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proteicas, provoca uma diminuição nas interações naturais do polímero, causando um 

aumentando na flexibilidade e movimentação do filme. Além disso, os óleos insaturados 

são geralmente líquidos à temperatura ambiente e sua presença na estrutura do filme 

como gotículas de óleo podem se deformar, levando ao aumento da flexibilidade.264  

Já em relação as blendas de gelatina/quitosana (G–Q1, G–Q2, G–Q3 e G–Q4) e 

gelatina/quitosana/AGIs (GA–Q1, GA–Q2, GA–Q3 e GA–Q4), pode–se observar na 

Tabela 7, que a adição de AGI, provocou uma redução na RT e um aumento expressivo 

no AR. Nas blendas onde a quitosana possui maiores valores de MV e menor GD (Q1 e 

Q2), pode–se observar uma redução de aproximadamente 73% na RT e um AR em torno 

de 35 vezes maior, em relação aos filmes sem AGIs. Já quando foi utilizada quitosana 

com baixa e média MV e alto GD (Q3 e Q4), observou–se que a RT reduziu 

aproximadamente 83% e o AR aumentou em torno de 30 vezes. Considerando estes 

resultados, acredita–se que a adição de AGIs, provoca uma reorganização molecular 

dos polímeros, onde a quitosana, migra para a superfície da gotícula de óleo, formando 

uma película protetora ao redor deste. Como consequência, esta nova reorganização 

diminui as interações com a proteína, causando a diminuição na RT e o aumento no AR. 

Seguindo o proposto na Figura 27 (b), pode–se explicar também, a influência da MV e do 

GD da quitosana, visto que, dependendo do tamanho da cadeia e da quantidade de 

aminas presentes na estrutura, estas empacotam de formas diferentes ao redor do óleo. 

As blendas com quitosanas de maior MV e menor GD (Q1 e Q2), apresentaram maiores 

valores RT e AR, em relação aos de menor MV e maior GD (Q1 e Q2). Isso pode ter 

ocorrido porque o empacotamento das cadeias, tanto da Q1 quanto da Q2 pode ter sido 

dificultado pelo impedimento estérico provocado pelo tamanho e volume das cadeias do 

polissacarídeo, reduzindo as interações polissacarídeo/polissacarídeo ao redor do óleo 

e possibilitando o aumento das interações polissacarídeo/proteína.  

   Essa mesma proposta de interação a partir da mistura de 

proteína/polissacarídeo/lipídio, foi proposta por Paula et al.,265, que estudaram o nano–

encapsulamento de óleo essencial de Lippia sidoides em blendas compostas por goma 

do Angico e quitosana. Os autores concluíram que a adição de quitosana na formação 

das nano–cápsulas provocou uma diminuição na liberação do óleo essencial 

encapsulado, e que quanto maior a proporção desta na blenda, mais lenta é a liberação 

do lipídio. Sendo assim, os autores concluíram que o polissacarídeo é o principal 

responsável pela formação da cápsula.   
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      Além das propriedades mecânicas, filmes com baixa permeabilidade ao vapor 

de água (PVA) são necessários, porque uma das principais funções da embalagem de 

alimentos é prevenir/reduzir a transferência de umidade entre o alimento e o meio 

ambiente.10 Os filmes de gelatina de pescado possuem alta PVA, devido à presença de 

uma ampla gama de aminoácidos hidrofílicos nas cadeias proteicas, que tendem a 

absorver a água da atmosfera. A adição de quitosana reduziu a PVA dos filmes, 

independentemente das diferentes características de MV e GD (Tabela 7). Já quando foi 

adicionado os AGIs, a PVA dos filmes reduziu (Tabela 7). Entretanto, muitos autores 

atribuem que essa diminuição ocorre, apenas devido ao aumento da hidrofobicidade do 

filme, que consequentemente provoca redução na absorção e na transferência de vapor 

de água através deste. 57, 266-269 Entretanto, pode–se observar na Tabela 7, que em todos 

os filmes, a redução de PVA, em relação a blenda com AGI, foi de 20%, o que pode 

sugerir, que a diminuição na transferência de vapor de água, depende mais da proporção 

de lipídios do que propriamente da interação destes com os polímeros. Isso pode ser 

sugerido, visto que em todas as blendas foi utilizada a mesma massa de AGIs, e obteve–

se o mesmo percentual de redução. Sendo assim, e considerando que o cálculo da 

análise de PVA está diretamente relacionado a área permeação, pode–se atribuir que a 

redução na transferência de vapor de água, está mais relacionada a diminuição da área 

de permeação devido a presença das cápsulas de AGI do que propriamente a sua 

hidrofobicidade. 

Os valores obtidos para RT, AR e PVA dos filmes e das blendas do presente 

trabalho foram comparados à filmes e blendas à base de proteína/polissacarídeo/lipídio, 

produzidos por outros pesquisadores, a fim de verificar os resultados obtidos frente a 

outros biomateriais. Estes dados estão apresentados na Tabela 8. 
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Tabela 8. Comparação dos valores de RT, AR e PVA de filmes e blendas a base de biomateriais citados na literatura 

Biomaterial 
RT 

(MPa) 

AR 

(%) 

PVA 

(g m–1 s–1 Pa–1) 
Referência 

Gelatina de pescado 

(Micropogonias furnieri) 
13,8 ± 1,5 6,0 ± 1,2 1,60 ± 0,02 × 10–11 Neste trabalho 

Gelatina de pescado 

(Sepia pharaonis) 
6,1 ± 0,2 26,2 ± 3,8 1,07 ± 0,06 × 10–10 270 

Gelatina de pescado 

(Salmo trutta) 
23,0 ± 3,5 25,4 ± 3,3 2,60 ± 0,35 × 10–10 271 

Gelatina de pescado 

(Trachurus japonicus) 
35,6 ± 2,4 43,0 ± 6,8 1,01 ± 0,02 × 10–10 272 

Gelatina de pescado/quitosana 18,5 ± 0,6 8,6 ± 0,9 1,35 ± 0,02 × 10–11 Neste trabalho 

Gelatina bovina/quitosana 8,5 ± 1,4 41,0 ± 14,4 1,11 ± 0,20 × 10–11 137 

Gelatina de pescado/quitosana 11,3 ± 1,0 32,7 ± 7,4 0,88 ± 0,13 × 10–11 213 

Gelatina (bovina)/quitosana 28,0 ± 6,8 41,0 ± 7,7 1,68 ± 0,23 × 10–11 138 

Gelatina de pescado/ácidos graxos 

insaturados 2,2 ± 0,2 399,8 ± 2,6 1,51 ± 0,01 × 10–11 Neste trabalho 

Gelatina de pescado/óleo de coco 2,1 ± 0,1 189,1 ± 5,8 0,22 ± 0,06 × 10–11 57 
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Gelatina de pescado/óleo de palma 21,4 ± 2,0 108,4 ± 4,3 1,63 ± 0,12 × 10–11 267 

 

Gelatina de pescado/óleo essencial de 

limão 

27,3 ± 1,7 52,2 ± 5,6 2,91 ± 0,11 × 10–11 273 

Gelatina de pescado/óleo essencial de 

bergamota 
30,8 ± 6,4 7,3 ± 2,1 1,88 ± 0,03 × 10–10 274 

Gelatina de pescado/quitosana/ácidos 

graxos insaturados 5,4 ± 0,1 306,8 ± 1,2 1,08 ± 0,01 × 10–11 Neste trabalho 

Gelatina de pescado/quitosana/óleo de 

orégano 
3,3 ± 0,4 87,2 ± 17,1 0,68 ± 0,05 × 10–10 268 

Gelatina de pescado/quitosana/D–

limoneno 
21,5 ± 1,37 5,6 ± 2,9 2,56 ± 0,05 × 10–11 269 

Material sintético     

Polietileno de baixa densidade 5,2–11,5 100–800 NI 275 

Polietileno de baixa densidade 11,0 110,0 NI 276 

Polietileno de baixa densidade NI 212,5 ± 12,6 1,78 ± 0,29 × 10–11 277 
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Pode–se observar na Tabela 8, que os filmes apresentaram valores satisfatórios 

de RT, AR e PVA frente aos filmes produzidos de biomateriais. Analisando a Tabela 8, 

pode–se destacar que os filmes de gelatina obtida de resíduos de corvina, apresentou 

valor de AR bastante inferior aos filmes produzidos a partir de gelatinas obtidas de outras 

espécies, entretanto o valor de PVA deste, foi inferior. Em relação a filmes compósitos 

de gelatina de pescado/quitosana, estes também apresentaram valores de AR, inferiores 

a outros estudos, entretanto RT e PVA encontram–se dentro dos valores citados na 

literatura.  Já os filmes de gelatina de pescado/AGIs apresentaram valores bastantes 

superiores de A em relação a outros lipídios, sugerindo que óleos com grande quantidade 

insaturações resultam em filmes mais elásticos e maleáveis.  No que diz respeito às 

blendas de gelatina/AGI/quitosana, pode–se observar que estas também apresentaram 

valores de AR bastante superiores a outros biomateriais. Além disso os valores de RT, 

AR e PVA, mostraram–se dentro da faixa de valores encontrados para filmes sintéticos 

de polietileno de baixa densidade. Estes resultados, confirmam que quanto as 

propriedades mecânicas e de permeação à vapor de água, as blendas de gelatina de 

pescado/quitosana/ácidos graxos insaturados são bastante promissoras no que diz 

respeito a substituição (ainda que em parte) de materiais derivados de petróleo.  

4.2.1.3. Cor 

As propriedades ópticas podem afetar a aparência do produto revestido, portanto, 

a sua medição é essencial para definir a capacidade de filmes a serem aplicados na 

superfície de alimentos.12 Os parâmetros de cor, ângulo Hue e diferença de cor dos 

filmes compostos em comparação com o filme de gelatina de pescado (G) são 

apresentados na Tabela 9. 

A adição de quitosana provocou um leve aumento na opacidade dos filmes 

(menores valores de L*), devido à presença de 2–amino–2–desoxi–β–D–

glicopiranose.137 No entanto, as características do polissacarídeo (Mv e GD) da quitosana 

não apresentaram diferenças significativas (p>0,05) nas blendas. No entanto, quando 

foram adicionados AGI, a opacidade foi aumentada (valores mais baixos para a 

luminosidade, L*). O mesmo comportamento foi encontrado por Bertan et al.,278, na 

adição de ácidos graxos e Brazilian elemi nos filmes à base de gelatina. Na Tabela 9, 

todos os filmes apresentaram valores de ângulo Hue em torno de 90º, o que indica 

coloração amarelada. Em relação à diferença de cor (∆Eab), observou–se uma pequena 

variação quando comparados o filme de gelatina de pescado com os filmes de 



110 
 

gelatina/quitosana, indicando que o polímero apresentou boa miscibilidade.140 Quando 

os AGIs foram adicionados, esta variação de cor duplicou em comparação com o filme 

de gelatina. 

Tabela 9. Parâmetros de cor do filme de gelatina de pescado e blendas de 

gelatina/quitosana/AGI 

Filme 
Parâmetros de cor 

L* a* b* Hab* ΔE* 

G 95,74±0,10a –0,61±0,04b 6,03±0,05f 95,77±0,29ª ––– 

G–Q1 94,75±0,12b –0,71±0,03b 9,29±0,38e 94,39±0,14b 3,41±0,39c 

G–Q2 94,76±0,09b –0,63±0,04b 9,76±0,07d,e 93,71±0,22b 3,86±0,01d,e 

G–Q3 94,72±0,11b –0,67±0,08b 9,96±0,25d,e 93,84±0,58b 4,06±0,27d,e 

G–Q4 94,72±0,12b –0,70±0,03b 10,13±0,26d 93,93±0,08b 4,23±0,24d 

GA 94,76±0,15b 0,65±0,08ª 11,10±0,02c 86,65±0,42d 5,32±0,03c 

GA–Q1 93,20±0,09c 0,52±0,08ª 12,37±0,41b 87,60±0,32c,d 6,92±0,36b 

GA–Q2 93,12±0,12c 0,59±0,08ª 12,52±0,10ª,b 87,29±0,39c,d 7,11±0,04b 

GA–Q3 93,08±0,07c 0,51±0,09ª 12,85±0,52ª,b 87,72±0,49c 7,41±0,47ª,b 

GA–Q4 93,06±0,17c 0,54±0,07a 13,20±0,11a 87,80±0,14c 7,74±0,16ª 

*Valores para cada amostra são médias ± desvio padrão (n = 2). Valores seguidos por letras diferentes na mesma coluna são 

significativamente diferentes (p<0,05). G [Gelatina], G–Q1 [Gelatina/Quitosana–1], G–Q2 [Gelatina/Quitosana–2], G–Q3 

[Gelatina/Quitosana–3], G–Q4 [Gelatina/Quitosana–4], GA [Gelatina/AGI], GA–Q1 [Gelatina/AGI/Quitosana–1], GA–Q2 

[Gelatina/AGI/Quitosana–2], GA–Q3 [Gelatina/AGI/Quitosana–3] e GA–Q4 [Gelatina/AGI/Quitosana–4]. 

 

4.2.1.4. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

A Figura 28 apresenta as imagens de microscopia da superfície dos filmes e das 

blendas. 
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Figura 28. MEV dos filmes e das blendas (a) G, (b) G–Q1, (c) G–Q2, (d) G–Q3, (e) G–
Q4, (f) GA, (g) GA–Q1, (h) GA–Q2, (i) GA–Q3 e (j) GA–Q4. 
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Analisando as imagens de MEV (Figura 28), algumas considerações podem ser 

feitas: 

a) Comparando o filme de gelatina (a) e o filme de gelatina/AGI (f), pode–se 

observar que quando foi adicionado o AGI, as gotículas de lipídios 

apresentaram formas irregulares e de tamanhos superiores aos filmes 

contendo quitosana; 

b) Quando foi adicionado quitosana nos filmes de gelatina, estes apresentaram 

estruturas fibrosas na superfície (b), (c), (d) e (e), que foram mais evidentes 

quando foi utilizada quitosana de maior MV e menor GD (b) e (c); 

c) Nas blendas gelatina/quitosana/AGI (g), (h), (i) e (j), pode–se observar que as 

estruturas fibrosas desapareceram, sugerindo que ocorreu uma reorganização 

da proteína e do polissacarídeo quando a fração lipídica foi adicionada. Além 

disso, sem a presença da quitosana (f), nota–se que as gotículas de lipídio 

foram irregulares e quando o polissacarídeo foi adicionado estas tornaram–se 

esféricas. Esses resultados corroboram com as estruturas propostas na Figura 

27 (a) e (b); 

d) As blendas (g), (h) e (j), foram produzidas adicionando as quitosanas Q1 

(MV=196 kDa e GD=66,2%), Q2 (MV=194 kDa e GD=79,2%) e Q4 (MV=143 

kDa e GD=93,5%), e apresentaram gotículas mais homogêneas em relação 

ao tamanho, mostrando que em MV mais elevadas estas são menos 

irregulares;   

e) Já a imagem da blenda apresentada na Figura 28 (i), elaborada com a adição 

da quitosana Q3 (MV=100 kDa e GD=95,7%), apresentou gotículas de 

tamanhos irregulares e distribuição heterogênea ao longo do filme, sugerindo 

que polímeros menores em tamanho e volume, este não forma uma película 

suficientemente resistente para manter o AGI encapsulado.  

Todas essas observações sugerem que o polissacarídeo é o que mais contribui 

para a formação das gotículas do lipídio dentro da matriz proteica, pois as diferentes 

características da quitosana resultaram em formas e comportamentos diferentes destas 

gotículas. Estes resultados estão em concordância com o comportamento das 

propriedades mecânicas e de permeabilidade ao vapor de água. 



113 
 

Imagens semelhantes foram encontradas por Tongnuanchan et al.,267, avaliando 

a incorporação de óleo de palma em filmes de gelatina de pescado, entretanto os autores 

não sugerem nenhum comportamento quanto as estruturas que compõem a blenda. 

4.2.1.5. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
(FTIR) 

A análise de FTIR foi realizada para compreender os efeitos da quitosana e AGI 

na matriz dos filmes à base de gelatina de pescado. Os resultados são mostrados na 

Figura 29 (a) Espectros dos filmes de G, G–Q1, G–Q2, G–Q3, G–Q4, e (b) G, GA, GA–

Q1, GA–Q2, GA–Q3, GA–Q4.  

Figura 29. FTIR dos filmes e das blendas 

 

A Figura 29 (a) apresenta o espectro de FTIR do filme de gelatina de pescado (G) 

e das blendas de gelatina/quitosana (G–Q1, G–Q2, G–Q3 e G–Q4). Pode–se observar 

que os espectros do filme de gelatina de pescado e das blendas de gelatina/quitosana 
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apresentaram as mesmas características. As bandas foram observadas em 3282, 3079, 

2932, 1630, 1528 e 1239 cm–1, o que corresponde à amida A (alongamento da ligação 

NH– acoplado à ligação de hidrogênio), amida B (vibração de alongamento assimétrico 

de C–H (sp3) e NH3+), amida–I (alongamento de C=O, ligação de hidrogênio acoplada a 

COO), amida–II (decorrentes da vibração de grupos N–H e alongamento de vibrações 

de grupos C–N) e amida–III (vibrações no plano de ligações C–N e N–H de vibrações da 

amina ligada ou glicina CH2), respectivamente.12 Observa–se na Figura 29 (a) que a 

adição de quitosana causou uma diminuição na banda amida–I. Esta diminuição deve–

se às alterações estruturais nas cadeias polipeptídicas da gelatina, levando a uma 

redução na quantidade de estruturas em α hélice e da amida III.  

A Figura 29 (b) apresenta o espectro de FTIR do filme de gelatina de pescado (G), 

gelatina/AGI (GA) e das blendas de gelatina/AGI/quitosana (GA–Q1, GA–Q2, GA–Q3 e 

GA–Q4). Pode–se observar que nas blendas gelatina/quitosana/AGI, houve um aumento 

na intensidade das bandas amida–I, II, III, A e B, quando comparado aos filmes sem AGI 

(Figura 29 (a)). Esse comportamento, pode ser atribuído a reorganização molecular, ou 

seja, as estruturas da quitosana migram para o redor das gotículas de AGIs, diminuindo 

as interações com as estruturas proteicas, o que resultaria no surgimento de maiores 

quantidades de aminas secundárias e terciárias provenientes da gelatina. 

O aumento da banda a 2932 cm–1 representa a vibração de estiramento 

assimétrica e simétrica do metileno do C–H alifático, respectivamente, bem como o CH 

fornecido pelas ligações de CH2 e CH3 localizados no lipídio. Ambas, faixas de 

estiramento assimétricas do metileno em aproximadamente 2880 cm–1 e faixa de 

estiramento simétrico de metileno próxima a 2932 cm–1 estão presentes na maioria dos 

lipídios.279 As bandas em 1737, 1410 e 923 cm–1 representam –C=O (para o éster dos 

triglicerídeos), =C–H (cis, flexão) e –HC=CH– (cis e trans, fora do plano), 

respectivamente, relacionadas a adição de AGI.280 A banda a 1040 cm–1 foi observada 

em todos os espectros e corresponde à ligação –OH, proveniente principalmente do 

glicerol adicionado como plastificante em todos os filmes. Quando foi adicionado o AGI, 

ocorreu uma diminuição na amplitude da banda, provavelmente devido à diluição do AGI 

no glicerol.62 

4.2.1.6. Difração de raio–X (DRX) 

Os padrões de DRX dos filmes de gelatina de pescado, dos compostos 

gelatina/quitosana e das blendas gelatina/AGI/quitosana, são mostrados na Figura 30. 
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Figura 30. DRX dos filmes e das blendas 

 

Pode ser observado na Figura 30 que, todos os filmes e blendas apresentaram 

características semelhantes aos filmes de gelatina de pescado. O pico característico em 

2θ=8, atribuído à presença de pequena quantidade de uma estrutura helicoidal tripla, 

tripla hélice do colágeno em forma de bastonete, acompanhada por uma banda larga 

centrada em 2θ=21, representa a região amorfa dos filmes. Não foram observadas 

alterações na cristalinidade do material, após a adição de quitosana e AGI. Cheng et 

al.255, estudaram a influência da proporção gelatina/quitosana em filmes compostos e 

concluíram que filmes produzidos com mais de 80% de gelatina na composição, não 

sofrem alterações na cristalinidade com a adição de outros componentes. 

4.2.1.7. Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 

Os termogramas dos filmes de gelatina de pescado, dos compostos 

gelatina/quitosana e das blendas gelatina/AGI/quitosana, estão apresentados na Figura 

31. 
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Figura 31. DSC dos filmes e das blendas 

 

A temperatura de transição do filme de gelatina de pescado (G) foi de 92,1ºC. Esta 

transição térmica está associada à desnaturação das proteínas, e pode ser considerada 

como a temperatura de fusão (TF) do material, devido à perda do arranjo dimensional 

das cadeias polipeptídicas. Antes de fundir, o material amorfo amolece e perde seu 

estado vítreo, que é chamado transição vítrea (Tg). A adição de quitosana nos filmes 

aumentou a TF, demonstrando que o polímero de quitosana é mais estável termicamente 

que as proteínas. Nos filmes onde foi adicionado a quitosana, G–Q1, G–Q2, G–Q3 e G–

Q4, estes apresentaram temperaturas de fusão de 126,0ºC, 117,9ºC, 84,3ºC e 108,7ºC, 

respectivamente (Figura 31). Assim, o aumento da MV da quitosana levou a um aumento 

na TF dos filmes compostos. Segundo Liu et al.16, as interações entre gelatina e 

quitosana na formação dos filmes dependem das propriedades físico–químicas de 

ambos os materiais e que variações na temperatura de transição na faixa de 80 a 180ºC 

indicam que os filmes de gelatina/quitosana possuem boa miscibilidade. A adição de AGI 

em filmes de gelatina de pescado (sem quitosana) promoveu um aumento na TF de 
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92,1ºC para 104,4ºC. Comportamento semelhante foi observado por Ma et al.,281 na 

adição de azeite em filmes de gelatina. Aparentemente, a quitosana com maior GD levou 

a um aumento na TF dos filmes compostos gelatina/AGI/quitosana. A adição de AGI nos 

filmes de gelatina/quitosana (95% DD) aumentou a TF de 84,4ºC para 93,8°C. 

4.3. Análise microbiológica dos filmes e das blendas à base de 

gelatina na conservação de filés de merluza 

Os filmes foram testados como embalagem ativa contra Staphylococcus 

coagulase positiva e Salmonella sp., na conservação de filés de merluza. Os filmes 

escolhidos para realização destes testes foram os filmes de gelatina (G), 

gelatina/quitosana–2 (G–Q2), gelatina/AGIs (GA) e gelatina/quitosana–2/AGIs (GA–Q2). 

Os filmes em que foram adicionados quitosana–2 (MV=194 kDa e GD=79,2 %), foram 

escolhidos por terem apresentados melhores valores de RT, AR e PVA. 

A Figura 32 apresenta os filmes que foram utilizados como embalagens ativas na 

conservação de filés de merluza. 

Figura 32. Imagem dos filés de merluza embalados com os filmes à base de gelatina 

(a) G, (b) G–Q2, (c) GA e (d) GA–Q2 

 

Legenda. (G) filmes de gelatina, (G–Q2) gelatina/quitosana–2,(GA) gelatina/AGIs, e (GA–Q2) gelatina/quitosana–2/AGIs. 

 Na Figura 33 estão apresentadas as imagens fotográficas dos filmes de gelatina 

(G) e Gelatina/quitosana–2 (G–Q2) dos filés de merluza embalados, e as respectivas 

imagens das placas contendo colônias típicas e atípicas para Staphylococcus coagulase 

positiva e os tubos de ensaio contendo as amostras das colônias, juntamente com as 

imagens das placas para contagem de Salmonella sp. 
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Figura 33. Filés embalados com os filmes G e G–Q2, e os respectivos resultados para 

Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella sp. 

Filé de merluza 
embalado com 

filme ativo 
Staphylococcus coagulase positiva Salmonella sp. 

 
 

 

   

Observa–se nas imagens da Figura 33 que, tanto o filme de gelatina quanto o 

filme de gelatina/quitosana, apresentaram resultados negativos para os dois 

microrganismos investigados. No entanto, o filme G–Q2 nas análises para Salmonella 

sp., os meios sofreram alterações, todavia os testes com o kit mostraram que o 

microrganismo investigado não estava presente. 

Estes resultados corroboram com os resultados de Matiacevich et al.,282, que 

estudaram as propriedades termofísicas e antimicrobianas de filmes à base de gelatina 

de diferentes origens (bovina e de peles de salmão) e verificaram o impacto da 

incorporação de quitosana nestes filmes.  Os autores concluíram que a quitosana nas 

proporções de 0,5 e 1,0%, melhoraram o desempenho físico dos filmes de gelatina, 

especialmente quando utilizada gelatina de pescado. Os autores verificaram que ambos 

os filmes de gelatina pura, quanto de gelatina com quitosana, apresentaram efeito 

antimicrobiano contra E. coli, L. monocytogenes e Salmonella thyphimurium, sendo que 
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os filmes produzidos a partir de peles de salmão foram mais efetivos que os origem 

bovina na atividade antimicrobiana. Os autores ainda sugerem que este resultado 

(principalmente a atividade antimicrobiana da gelatina pura) poderia estar relacionada à 

presença de oligopeptídeos com propriedades antimicrobianas (semelhantes aos grupos 

amino presentes na cadeia polimérica do polissacarídeo), como resultado da hidrólise 

parcial da gelatina. 

De acordo com Pereda et al.137, filmes compostos de gelatina/quitosana têm 

melhorado as propriedades mecânicas e de transporte em comparação com os filmes de 

um único componente. No entanto, a atividade antimicrobiana da quitosana depende de 

diferentes fatores, como pH, interação com outros componentes e massa molar, e é 

necessário considerar que as propriedades antibacterianas são uma combinação do 

efeito da quitosana e do ácido acético. Segundo Liu et al.198, o ácido acético utilizado 

como solvente da quitosana com concentrações acima de 200 ppm (0,02% m/m) 

apresentou atividade antibacteriana contra E. coli em pH 5,4. Portanto, os autores 

concluíram que o efeito antimicrobiano observado nos filmes é atribuído à combinação 

de quitosana e ácido acético adicionado. 

 A fim de avaliar a influência de ácidos graxos insaturados nos filmes quanto as 

propriedades antimicrobianas, estes também foram testados. A Figura 34 apresentam 

as imagens fotográficas dos filmes de gelatina/AGIs (GA) e gelatina/quitosana–2/AGI 

(GA–Q2) dos filés de merluza embalados, e as respectivas imagens das placas contendo 

colônias típicas e atípicas para Staphylococcus coagulase positiva e os tubos de ensaio 

contendo as amostras das colônias, juntamente com as imagens das placas para 

contagem de Salmonella sp. 

Observa–se nas imagens da Figura 34, que tanto o filme de gelatina/AGIs, quanto 

o filme de gelatina/quitosana/AGIs, também apresentaram resultados negativos para os 

dois microrganismos investigados. Segundo estudos reportados na literatura, 

dependendo das características da fração lipídica adicionada, esta apresenta 

comportamento diferente, quanto a ação antimicrobiana. Ahmad et al.,274, estudaram 

filmes de gelatina, incorporados com óleo de bergamota (OB) e óleo de capim–limão 

(OL) em diversas concentrações. A incorporação de OB (5 e 25%) resultou na diminuição 

tanto da resistência à tração (RT) como no alongamento na ruptura (AR) dos filmes. A 

permeabilidade ao vapor de água (PVA) diminuiu nos filmes incorporados com OL, 

enquanto que na adição de OB esta aumentou. Os filmes com incorporação de OL 
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apresentaram efeito inibitório contra Escherichia coli, Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium, mas o filme com OB inibiu apenas L. 

monocytogenes e S. aureus. Filmes contendo OB e OL não inibiram Pseudomonas 

aeruginosa. De acordo os autores, a incorporação de uma fração lipídica é promissora 

na elaboração de filmes antimicrobianos, entretanto, dependendo da natureza do óleo e 

de suas características, estes influenciam e se comportam de maneiras diferentes 

quanto a inibição de microrganismos.  

Figura 34. Filés embalados com os filmes GA e GA–Q2, e os respectivos resultados 

para Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella sp. 

Filé de merluza 
embalado com 

filme ativo 
Staphylococcus coagulase positiva 

 
Salmonella sp. 

  

 

 

  

 

 

Já, Gómez–Estaca et al.228, avaliaram a adição de diferentes óleos essenciais 

quanto a sua atividade microbiana em 18 gêneros de bactérias, incluindo alguns 

importantes patógenos alimentares e bactérias de deterioração. O óleo essencial de 

cravo apresentou o maior efeito inibitório, seguido de alecrim e lavanda. Após os autores 

elaboraram blendas de gelatina/quitosana incorporando óleo essencial de cravo que 

foram aplicados em filés de pescado durante o armazenamento refrigerado. Os autores 

observaram que o crescimento de microrganismos foi drasticamente reduzido em 

bactérias gram–negativas, especialmente enterobactérias, como é o caso da Salmonella 
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sp., enquanto bactérias lácticas permaneceram praticamente constantes durante grande 

parte do período de armazenamento. 

Sendo assim, devido a inibição para Staphylococcus coagulase positiva e 

Salmonella sp. nos filmes onde foi adicionado os concentrados de ácidos graxos 

insaturados, pode–se inferir que no caso de AGIs, estes não provocaram alterações nas 

propriedades antibactericidas dos filmes à base de gelatina de pescado, independente 

da adição ou não da quitosana. Todavia, os mecanismos de ação antimicrobiano destes 

materiais, não são claramente detalhados, uma vez que cada componente pode exibir 

um mecanismo de ação exclusivo que é específico para uma gama específica de 

alimentos e microrganismos. Dentre estes mecanismos, alguns foram identificados, 

como danos à parede celular, interação e ruptura da membrana citoplasmática, danos 

nas proteínas da membrana, vazamento de componentes celulares, coagulação do 

citoplasma e depleção da força motora do próton. Todos esses efeitos produzem a morte 

do microrganismo pela modificação da estrutura e composição das células das 

bactérias.283 
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5. CONCLUSÕES 
 

Os materiais obtidos de polímeros biodegradáveis podem ser uma alternativa para 

a redução do impacto ambiental, causado pelos polímeros derivados do petróleo. Neste 

trabalho, foram utilizadas matérias–primas de diferentes origens, que foram extraídas e 

elaboradas a partir de resíduos da indústria pesqueira. Foram produzidas gelatina 

extraída de peles de corvina (Micropogonias furnieri), quitosana de resíduos de camarão 

(Farfantepenaeus brasiliensis) e concentrados de ácidos graxos insaturados de vísceras 

de carpa (Cyprinus carpio). Todas os processos realizados para obtenção das 

macromoléculas foram satisfatórios, visto que as propriedades de todos os biomateriais 

(gelatina, quitosana, ácidos graxos insaturados) apresentaram bons valores frente aos 

encontrados na literatura. A partir dessas macromoléculas foram produzidos filmes e 

blendas, que foram caracterizadas quanto suas propriedades mecânicas (RT e AR), de 

permeação (PVA), óticas, superfície (MEV), grupos funcionais (FTIR), térmicas (DSC) e 

antimicrobianas na conservação de files de merluza (Merluccius hubbsi). 

Pôde–se constatar com os resultados que os filmes produzidos a partir desses 

biomateriais, são bastante promissores como embalagem ativa, pois apresentaram boas 

propriedades físico–químicas e microbiológicas. A adição de quitosana nos filmes à base 

de gelatina, promoveu um aumento significativo na RT dos filmes e diminuiu o AR. Estes 

valores foram mais expressivos quando utilizada quitosana de mais elevada MV, pois 

esta promoveu um aumento nas interações entre os polímeros, diminuindo a flexibilidade 

dos filmes. Em relação a PVA, esta diminuiu com a adição de quitosana, pois o aumento 

das interações moleculares, causou uma aproximação das cadeias poliméricas, 

diminuindo os espaços moleculares para difusão dos vapores de água através dos 

filmes. Já nos filmes em que foram incorporados os AGIs, estes provocaram uma 

diminuição nos valores de RT, porque a adição do lipídio promoveu uma reorganização 

estrutural na matriz, onde as moléculas de quitosana, formaram uma cápsula ao redor 

da gotícula, diminuindo as interações entre os polímeros. Essa reorganização molecular, 

provocou um aumento bastante significativo nos valores de AR das blendas, visto que 

este alcançou resultados superiores aos filmes sintéticos de polietileno de baixa 

densidade. Em relação a PVA, esta diminuiu com a adição de AGIs, que além de ser um 

agente hidrofóbico, diminuiu a área de permeação das blendas. 

Em relação a análise de superfície, esta mostrou que os filmes com a adição de 

quitosana de maior MV apresentaram estruturas fibrosas na superfície, no entanto 
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quando os AGIs foram incorporados estas foram minimizadas, o que sugere uma 

modificação nas interações moleculares e uma possível reorganização molecular. 

Quanto a cor, a adição de quitosana e AGIs provocaram um aumento na opacidade dos 

filmes, em relação ao filme de gelatina. As análises de FTIR, apresentaram bandas 

características de filmes à base de gelatina de pescado, mesmo quando adicionado 

quitosana, todavia, com a adição de AGIs, ocorreu um aumento na intensidade das 

bandas amida–I, II, III, A e B, sugerindo que diminuíram as interações entre a gelatina e 

a quitosana. As DRX, foram características de filmes de gelatina, a adição de quitosana 

e AGIs, não alteraram os difratogramas nas proporções utilizadas.  Quanto a análise 

térmica a adição de quitosana e AGIs, aumentou a temperatura de fusão dos filmes. 

Em relação as análises microbiológicas para as bactérias Staphylococcus 

coagulase positiva e Salmonella sp.. Os filmes inibiram totalmente o desenvolvimento 

destas nos filés embalados, indicando que estes filmes e blendas são bastante 

promissores na aplicação de embalagens antimicrobianas na conservação de filés de 

pescado.  
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ANEXO 1 

Figura A1. Representação da organização dos aminoácidos no colágeno 

 

Fonte. Adaptado de (Muiznieks & Keeley, 2013).  

Figura B1. Organização e estrutura do colágeno 

 

Fonte. (Silva & Penna, 2012) 



162 
 

ANEXO 2 

Figura A2. Estruturas químicas (a) celulose e (b) quitina 

 

Figura B2. Esquema do comportamento da quitosana em meio ácido 
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Figura C2. Esquema do mecanismo de hidrólise alcalina da quitina 
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ANEXO 3 

Figura A3. Reação de degomagem 

 

Fonte. Adaptado de Kulkarni, Jain, & Khatri, (2014) 

 

Figura B3. Equação geral da reação de transesterificação ou alcoólise 

 

Fonte. Adaptado de Reineri & Ferreira 200 
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Figura C3. Equações da reação de transesterificação de um 

triacilglicerídeo 

 

Fonte. Adaptado de Geris et al.201 

O primeiro passo é a reação da base com o álcool, produzindo um alcóxido e o 

catalisador protonado. O ataque nucleofílico do alcóxido no grupo carbonila do 

triglicerídeo gera um intermediário tetraédrico, onde a mistura de alquil ésteres e os 

correspondentes ânions do diglicerídeo são formados (Passo 2). A última etapa 

desprotona o catalisador, o que regenera as espécies ativas (Passo 3), que agora é 

capaz de reagir com uma segunda molécula de álcool, iniciando outro ciclo catalítico. 

Diglicerídeos e monoglicerídeos são convertidos pelo mesmo mecanismo para uma 

mistura de alquil ésteres e glicerol. 

 

 

 

 

 

 

 



166 
 

Figura D3. Complexação com ureia. (a) cristalização da ureia e (b) 

cristalização da ureia na presença de ácidos graxos 

 

Fonte. Adaptado de Ratnayake, Olsson, Matthews, & Ackman, (1988) 

 


