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RESUMO

Titulo. Desenvolvimento de filmes e blendas produzidas a partir de biomateriais
para aplicagao 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 polimeros biodegradaveis podem ser uma alternativa para a
reducdo do impacto ambiental provocado pelos polimeros derivados do petréleo.
Materiais de diferentes origens tém sido considerados como uma matéria—prima com
viabilidade técnica e econémica para o desenvolvimento de filmes. Buscando fornecer
uma maneira alternativa de utilizar alguns subprodutos da pesca, filmes biodegradaveis
a base de gelatina de pescado, adicionado de quitosana, com diferentes caracteristicas
quimicas (massa molar (Mv) e grau de desacetilacdo (GD)), incorporadas com acidos
graxos insaturados (AGls), foram preparados e caracterizados. Estes foram
caracterizados quanto suas propriedades mecanicas (resisténcia a tracdo (RT) e
alongamento na ruptura (AR)), de permeacao (PVA), 6ticas, superficie (MEV), grupos
funcionais (FTIR), térmicas (DSC) e antimicrobianas na conservacao de filés de merluza
(Merluccius hubbsi). Em relagdo a RT e AR, todos os filmes em que foi adicionado
quitosana na matriz apresentaram valores superiores aos filmes de gelatina e de
gelatina/AGls, destacando—se que quando utilizada quitosana de mais elevada My,
esses resultados foram mais significativos. A adicdo de AGls nas solugdes filmogénicas
promoveu uma diminuic&o nos valores de PVA e RT, e um aumento bastante significativo
nos valores de AR. A analise de superficie mostrou que os filmes com quitosana de maior
Mv apresentavam estruturas fibrosas, no entanto quando foi incorporado os AGls estas
foram amortizadas. Os filmes que apresentaram melhores resultados quanto as
propriedades mecanicas e de permeacéao foram submetidos a testes microbiolégicos na
conservacgao de filés de merluza. Todos os filmes apresentaram atividade antimicrobiana
para Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella sp. na conservagao dos filés de
merluza. Estes resultados mostram que os filmes a base de gelatina de pescado com
adicdo de quitosana e acidos graxos insaturados sao promissores como embalagens

ativas na conservacao de filés de pescado.
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ABSTRACT

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

in active packaging.

Author. Jaqueline Motta de Moura

Advisor. Prof. Dr. Luiz Antonio de Almeida Pinto
Co—Advisor. Prof. Dr. Guilherme Luiz Dotto

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.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, tem havido um interesse expressivo em relagdo aos polimeros
biodegradaveis, principalmente devido as preocupag¢des ambientais sobre o descarte
dos materiais ndo renovaveis, e as oportunidades para criar novos mercados para as
matérias—primas formadoras de embalagens ativas." As industrias de alimentos
produzem uma grande quantidade de residuos, o que representa um grande problema
tanto do ponto de vista econdmico quanto ambiental.? Todavia, estes residuos possuem
macromoléculas que podem ser extraidas e reaproveitadas na formulacdo de novos
produtos, sendo possivel agregar valor a esses residuos, melhorando o faturamento das
empresas e evitando que estes retornem ao meio ambiente, provocando danos

ambientais.?

No Brasil, as industrias de pescado descartam aproximadamente 50% da
biomassa capturada durante o processamento.* No entanto, esses residuos podem ser
reaproveitados na obtengdo de proteinas, polissacarideos e lipidios.® Estas
macromoléculas (proteinas e polissacarideos) apresentam boa capacidade de formagao
de filmes e blendas. Além disso, a variedade de grupos funcionais que apresentam em
suas estruturas moleculares, possibilita interagdes com diversos aditivos, o que amplia

ainda mais suas aplicagdes, principalmente nas industrias alimenticias e farmacéuticas.
6-9

Neste contexto, destaca—se a gelatina que é uma proteina com diferentes
propriedades funcionais e aplicagdes, incluindo a capacidade de formacao de filme e
aplicagdo como cobertura na protecdo de alimentos.'® As peles de pescado sdo uma
valiosa fonte de obtengéo de gelatina. Os filmes produzidos a partir da gelatina possuem
algumas limitagdes, como fracas propriedades mecanicas e alta solubilidade em agua, o
que limita sua faixa de aplicagdo. Todavia, o desempenho fisico e microbiolégico de
filmes a base de gelatina de pescado podem ser melhorados através da combinacéo,
em sua matriz, de outros materiais renovaveis de residuos marinhos, como quitosana e

acidos graxos.>11-12

A quitosana € um polissacarideo amplamente utilizado devido a sua capacidade
de formacado de filme e propriedades antimicrobianas e antibactericidas, sendo um
biopolimero funcional, renovavel, atoxico e biodegradavel,’ o que a torna um bom aditivo

na fabricacdo de materiais para embalagens ativas.’ A quitosana, quando combinada
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com a gelatina, pode proporcionar atividade antibactericida aos filmes e uma melhora
nas propriedades mecanicas. Entretanto, a presenga de seus grupos funcionais pode
favorecer a atragao de moléculas de agua, causando um aumento na permeabilidade ao
vapor de agua,''% o que tornaria necessario a utilizagdo de um componente hidrofébico
para reduzir a difusdo de vapores através do filme e reduzir a interagao entre o alimento
e 0 ambiente externo. Sendo assim, o uso de sistemas multicomponentes € uma
alternativa para produzir filmes biopoliméricos, onde proteinas e/ou polissacarideos
formam uma rede continua e coesa, e o lipidio fornece as propriedades de barreira,

adequadas para o controle do teor de umidade.'”

O oleo de pescado é rico em acidos graxos essenciais, como o émega-3 € 0
Omega-6, o que o torna um produto valioso como matéria—prima para a produgao de
concentrados de acidos graxos insaturados.'®'9 O uso destes concentrados obtidos de
6leo de pescado tem potencial de melhorar as propriedades de barreira ao vapor de
agua, devido a sua natureza hidrofébica, além de contribuir para a conservagao de
produtos alimenticios, principalmente produtos altamente pereciveis, como € o caso de

filés de pescado.?

Alimentos como filés de pescado, sdo altamente pereciveis por apresentarem
algumas caracteristicas, tais como, alto teor de agua, menor propor¢cao de tecido
conjuntivo, alto teor de enzimas autoliticas, menor queda do pH apds a morte e elevada
microbiota. Essas peculiaridades propiciam uma rapida deterioragado do pescado, sendo
esta a responsavel por grandes perdas durante o armazenamento postmortem. Diante
disso, uma das maneiras de prolongar a vida util de pescado € aplicar métodos de
conservagao adequados. Nesse sentido, os filmes biodegradaveis combinados com
refrigeracdo vém se destacando por promoverem melhorias na qualidade de alimentos,
uma vez que os protege da deterioragéo bioldgica, fisica e quimica, resultando em uma
vida util prolongada e segura. Também por minimizarem o impacto ambiental, decorrente

da utilizagao de embalagens derivadas de petrdleo.?’

Neste trabalho os biomateriais foram extraidos a partir de residuos da industria
pesqueira, sendo a gelatina de peles de corvina, a quitosana de residuos de camarao e
os concentrados de acidos graxos insaturados de visceras de carpa. As blendas a base
de gelatina de pescado, foram produzidas com a adigdo de quitosana com diferentes
caracteristicas de massa molar (Mv) e grau de desacetilagdo (GD) e posterior
incorporagao de acidos graxos insaturados (AGls), a fim de avaliar o efeito provocado

pelas diferentes quitosanas, bem como a influéncia da adi¢ado de AGls, na espessura (e),
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resisténcia a tracdo (RT), alongamento na ruptura (AR), permeabilidade ao vapor de
agua (PVA), cor, superficie (MEV), grupos funcionais (FTIR), cristalinidade (DRX) e
propriedades térmicas (DSC). Posteriormente, os filmes a base de gelatina de pescado,
que apresentaram melhores resultados quanto as suas propriedades mecanicas e de
permeacao, foram avaliados quando a inibicdo de bactérias, Gram-—positiva
(Staphylococcus coagulase positiva) e Gram—negativa (Salmonella sp.) na conservagao

de filés de merluza (Merluccius hubbsi).

1.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi a produgao de filmes e blendas, produzidas a partir
de biomateriais extraidos de residuos da industria pesqueira (gelatina, quitosana e
concentrados de acidos graxos insaturados), para aplicagdo como embalagens ativas na

conservagao de filés de pescado.

1.2. Objetivos especificos

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

e Extrair quitina a partir de residuos camarao (Farfantepenaeus brasiliensis), e
produzir quitosana com diferentes caracteristicas quimicas (Mv e GD);

e Obter concentrados de acidos graxos insaturados a partir do dleo extraido de
visceras de carpa (Cyprinus carpio);

e Produzir blendas a base de gelatina de pescado com e sem a adi¢ao de quitosana
com diferentes caracteristicas (Mv e GD), e avaliar o efeito destas nas
propriedades fisicas, quimicas e antibactericidas dos filmes e das blendas
produzidas;

e Incorporar concentrados de acidos graxos insaturados (AGls) nos filmes de
gelatina e nas blendas de gelatina/quitosana e verificar o efeito da adicdo destes
nas caracteristicas dos filmes e das blendas;

e Avaliar os filmes e as blendas que apresentaram melhores propriedades
mecanicas e de permeacao, quanto as suas propriedades microbioldgicas para
as bactérias, gram—positiva (Staphylococcus coagulase positiva) e gram—negativa

(Salmonella sp.) na conservacéao de filés de merluza (Merluccius hubbsi).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Embalagens de alimentos

A necessidade de explorar o meio ambiente para obter recursos para producao
de bens e servigos associada a disponibilidade de espago para o descarte destes, é um
dos principais problemas ambientais provocados pela sociedade. Devido ao consideravel
aumento no consumo de alimentos e bens duraveis pela populagdo mundial, a geracéo
de residuos vem aumentando em ritmo acelerado. Segundo dados da Associagao
Brasileira de Embalagens (ABRE)??, no ano de 2016, o valor bruto da produgdo da
industria de embalagens no Brasil atingiu R$ 64,34 bilhdes, um aumento de 6,6% em
relacdo a 2015. Os plasticos representam a maior participacdo no valor bruto da
producdo, correspondendo a 39,05% do total, seguido pelo setor de embalagens
celuldsicas com 36,51%, metalicas com 16,70% e vidro com 5,07%. O crescente volume
de embalagens plasticas sintéticas, descartadas ap6s consumo sé&o cada vez maiores,
deste modo faz—se necessario a integracédo de estudos na busca de novos materiais de
fontes renovaveis, metodologias e processos de fabricagdo de embalagens que, aliadas
a sua funcionalidade na conservagcdo do produto, possam contribuir com a nao

degradagéo do meio ambiente.?

O uso de materiais plasticos vem aumentando cada vez mais devido as suas boas
propriedades, acessibilidade, facilidade de processamento, leveza e baixo custo.
Classicamente, os materiais plasticos sdo preparados por processo de polimerizagao por
condensagao ou polimerizacdo de monémeros de diferentes hidrocarbonetos. No
entanto, todos tém origem na industria petroquimica, o que os torna nao biodegradaveis
e nao renovaveis.>* Assim, ha uma demanda crescente de matérias—primas baseadas
em biomateriais, a fim de reduzir os problemas de eliminagdo de residuos.?® Contudo,
novas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de desenvolver embalagens que
interajam com o produto e que possam também ser biodegradaveis, trazendo, portanto,

uma vantagem adicional.?

Muitas dessas embalagens tem sido desenvolvida a partir de matérias—primas
naturais e renovaveis, que se liguem a matriz polimérica como os aditivos funcionais
incorporados. O uso de filmes e revestimentos biodegradaveis tem gerado um grande
volume de pesquisas dentro da industria de alimentos, devido ao potencial destes em

fornecer ao ambiente, protecao, pelo aumento da biodegradacado de embalagens, além
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de evitar a deterioragado dos alimentos. Desta forma, as pesquisas sobre embalagens
estdo tendo grande foco na elaboracao de filmes e revestimentos principalmente a base
de polimeros, como proteinas, polissacarideos e lipidios derivados de fontes

renovaveis.?®

De acordo com Villadiego et al.,?® os revestimentos biodegradaveis, podem ser

classificados em trés categorias de acordo com a sua composi¢ao:

a) Hidrocoloidais. que séo filmes a base de polissacarideos ou proteinas, que
apresentam baixa permeabilidade ao oxigénio, dioxido de carbono e lipidios e
tem baixa barreira ao vapor de agua;

b) Lipidicos. Sdo compostos de lipidios, 0os quais por sua natureza hidrofébica,
apresentam baixa permeabilidade ao vapor de agua;

c) Compostos. Sao a base de proteinas mais lipidios, ou polissacarideos mais
lipidios, ou proteinas, polissacarideos e lipidios. Podem existir como camadas

separadas, ou associados, em que 0os componentes sdo adicionados ao filme.

Na atualidade as pesquisas tém sido focadas nas embalagens compostas, porque
combinam as vantagens de cada um dos componentes, reduzindo assim suas
desvantagens frente aos filmes sintéticos.?® Neste contexto, os biopolimeros,
particularmente aqueles de recursos organicos renovaveis, sao considerados como
substitutos promissores dos materiais plasticos n&o biodegradaveis. Todavia, o processo
de producgao desses filmes, apresenta custo elevado frente aos materiais sintéticos. Além
disso, dependendo das condigdes ambientais a que sdo submetidos (temperatura e
umidade relativa), filmes e/ou recobrimentos apresentam altas taxas de degradacao, que
podem resultar em mudancas consideraveis nas suas propriedades funcionais. O desafio
para o uso bem-sucedido de filmes comestiveis e embalagens produzidas a partir de
polimeros biodegradaveis € alcangar filmes com maior estabilidade quimicas e fisicas,
adequada resisténcia a ruptura e a abrasao permitindo uma boa prote¢cao do alimento
sem perder qualidade por manuseio, devem ser flexiveis o suficiente para se adaptar as
eventuais deformagdes sem danos mecanicos e servir de barreira ao transporte de agua,

oxigénio e soluto para os alimentos.?”

Contudo, embora muitos estudos tenham foco na melhoria dos aspectos de
formacao de filmes de biopolimeros e estes estarem apresentando um bom progresso,
algumas propriedades fisicas, estruturais, térmicos, mecénicos e atividade

antimicrobiana, ndo 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 util
de alimentos, sem prejuizo ou perda das suas propriedades e com garantia de seguranga
e qualidade.?® Por esta razio, o desenvolvimento de novos sistemas de conservacgéo de
alimentos que contribuam para esse fim é cada vez mais importante. Varias técnicas sao
utilizadas para retardar a deterioracdo de alimentos, tais como atmosfera modificada,
embalagem a vacuo, processos de esterilizagdo e congelamento. No entanto,
tecnologias emergentes, a exemplo das embalagens ativas, constituem uma alternativa
promissora de extensao da vida util do produto embalado. Essas embalagens aumentam
a possibilidade de producao de alimentos parcial ou totalmente livres de conservantes e

microbiologicamente seguros.?®

As inovagdes tecnoldgicas buscam transpor o conceito tradicional de embalagem
— uma barreira inerte que contém, mantém e conserva alimentos. Ao longo dos anos,
varios estudos foram conduzidos para o desenvolvimento de embalagens ativas que,
além de protegerem, interagem com o produto.3® O termo embalagem ativa foi utilizado
pela primeira vez por Labuza,®' e é definido como uma categoria de embalagem que
exerce um papel adicional na preservacgao de alimentos, que nao somente o de barreira
inerte contra influéncias externas.3? Segundo a Comissdo Reguladora (EC) n. 450/2009
(European Commission),®® as substancias responsaveis pela fungdo ativa incluidas em
uma embalagem sao associadas para estender a vida util ou para manter ou melhorar
as condicdes de embalagem de alimentos. Esse novo conceito foi introduzido em
resposta as mudangas continuas nas demandas dos consumidores e nas tendéncias de
mercado.3* As embalagens ativas incluem os absorvedores de oxigénio e etileno;
eliminadores e emissores de COz2; enzimas; controladores de umidade, sabor e odor;
agentes antimicrobianos e antioxidantes, entre outros.*® Contudo, o desafio na busca de
formas inovadoras de inibicao do crescimento microbiano nos alimentos, mantendo sua
qualidade, frescor e seguranga, apontou para o desenvolvimento de uma embalagem

que incluisse materiais com propriedades antimicrobianas na sua constituigdo.3®

Na embalagem antimicrobiana, o produto e o ambiente interagem para prolongar
a “fase lag”, que se caracteriza por ndo ocorrer crescimento ou mesmo um declinio da
cultura, e/ou reduzir a taxa de crescimento dos microrganismos. Essa categoria de
embalagem ativa representa uma alternativa a incorporagéao direta de aditivos no produto

e os problemas associados a essa pratica.3®
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2.2.1. Filmes ativos antimicrobianos

A aplicacao direta de substancias antimicrobianas na superficie de alimentos tem
beneficios limitados, uma vez que os ativos podem ser neutralizados no contato e/ou
difundir-se rapidamente da superficie para o interior dos alimentos.3” A incorporagéo de
agentes antimicrobianos durante a preparagdo de alimentos pode resultar na sua
interacdo, com consequente redugao da atividade desses agentes e efeito limitado sobre
a microflora presente.3® A utilizagéo de filmes poliméricos incorporados de aditivos, por
sua vez, permite uma migracdo mais lenta dos agentes a partir do material da
embalagem para a superficie do produto, auxiliando na manuteng&o das concentragdes
do agente antimicrobiano por mais tempo.3® Os filmes ativos antimicrobianos podem ser
preparados a partir de macromoléculas obtidas a partir de subprodutos e residuos que
apresentem boas propriedades de formacao de filme, como é o caso de proteinas e
polissacarideos.3* Filmes preparados a partir de proteinas, polissacarideos, e lipidios

apresentam potencial para incorporagao de ativos antimicrobianos.

Em todo o mundo o desperdicio e os residuos de pescado chegam a totalizar
cerca de 70% da produgdo. Sendo assim, devido as grandes possibilidades que estes
biomateriais apresentam, é de grande importancia que a estes seja dada a sua devida
atencao, visto que seus reaproveitamentos, além de reduzirem o desperdicio, 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 polimerizacdo quando comparados a polimeros derivados de petréleo.
Dessa maneira, as blendas biopoliméricas sdo uma versatil solugéo tecnoldgica para se
obter materiais com as mais diversas especificacdes a um custo relativamente baixo por

meio de combinagdes de materiais com propriedades de interesse.*°

Neste contexto, podemos utilizar como exemplo as proteinas, que sao
heteropolimeros que geralmente contém mais de 20 aminoacidos, que permitem um
numero enorme de arranjos sequenciais com uma ampla gama de interagdes.*' Em
contraste, os polissacarideos contém apenas alguns monémeros que s&o capazes de
participar destas interagdes, mas que apresentam excelente capacidade de formacao de
filme.*? Nos polissacarideos, a hidroxila e a amina s&o os grupos mais reativos, enquanto
que nas proteinas estdo presentes uma grande variedade de grupos funcionais que
podem participar de interagdes e reagdes quimicas através de ligagbes covalentes

(peptidicas e dissulfureto) e interagées ndo covalentes (ligagdes idnicas, hidrogénio e
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van der Waals).#®> Considerando todas essas possibilidades, além de proteinas e

polissacarideos, ainda podem ser adicionados outros aditivos, como acidos graxos.

2.2.2. Filmes ativos a base de biomateriais

O interesse no desenvolvimento de filmes ou blendas a partir de polimeros
biodegradaveis esta associado tanto a possibilidade da redugcdo do uso de materiais
sintéticos que degradam lentamente no meio ambiente, como a oportunidade para
utilizar matérias—primas renovaveis, principalmente as derivadas de residuos, na
producdo de filmes.** Neste sentido, a producdo de blendas, formadas a partir da
combinagao de biomateriais, tem a finalidade de melhorar propriedades fisicas, quimicas
e mecanicas; aumentar a taxa de biodegradagéo, e reduzir o custo total do material.4®
Desta maneira, os componentes das blendas devem ser selecionados de tal maneira
que o componente principal compense o custo e sobretudo as deficiéncias dos demais,

e que estes satisfacam as propriedades de interesse para as futuras aplicagoes.

No entanto, em alguns casos, os fracos atributos fisicos, bem como propriedades
improprias de barreira ao vapor de agua, em comparagdo com materiais plasticos
derivados de petréleo, restringem seu uso comercial.*®¢ Sendo assim, varias pesquisas
estao sendo realizadas para impulsionar novos procedimentos destinados a melhorar as
propriedades de filmes baseadas em biopolimeros, incluindo modificagdes quimicas,
adicdo de plastificantes, mistura de diferentes polimeros biodegradaveis, incluséo de
nano particulas e adigdo de emulsificantes para melhorar a miscibilidade de alguns
polimeros incompativeis.#” A Tabela 1 apresenta alguns filmes produzidos a partir de

diferentes biomateriais e sua aplicagdo na industria de alimentos.

Conforme a Tabela 1 nota—se que é intensa a busca por novos compésitos de
materiais para aplicagbes na industria de alimentos, principalmente no que se refere a
embalagens ativas contra microrganismos e que evitem ou diminuam a transferéncia de
gases como o vapor de agua da atmosfera para o alimento. Além das propriedades de
conservagao dos produtos embalados, estes filmes possibilitam a liberacdo e o
transporte de substancias que melhorem as propriedades nutricionais dos alimentos.
Como os filmes biodegradaveis sdo produzidos a partir de materiais que sao
biocompativeis e atoxicos, estes além de protegerem os alimentos contra os agentes
externos, ainda podem ser ingeridos juntamente com estes, diminuindo a geragao de

residuos. Além disso, observa—se também, que no campo especifico da pesquisa de
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proteinas, o interesse pelos materiais a base de gelatina aumentou nos ultimos anos,60
principalmente devido a abundancia, disponibilidade e baixo custo.

Tabela 1. Filmes e blendas a partir de biomateriais para aplicagao na industria de

alimentos

Material Aplicacao Referéncia

. ) ) Conservacgao de filés de
Gelatina/amido de milho 48

salméao

Gelatina/6leo essencial .
Embalagem ativa 49

de canela
Gelatina/Aloe Vera Embalagem ativa 50

Gelatina/quitosana/oleo .
_ o Embalagem ativa 8
essencial de Ziziphora

. . Conservacao de
Gelatina/quitosana 51

camarao

Quitosana/extrato de .
Embalagem ativa 7
semente de uva/carvacrol

Quitosana/oleo
Embalagem ativa
essencial/antioxidante

_ . . Conservacéo de
Quitosana/fibra de milho 52
morango

Gelatina/quitosana/ .
Embalagem ativa 53

antioxidante

Gelatina/nano .
. . Embalagem ativa 54
quitina/éleo de milho

o _ Conservacao de filés de
Gelatina/dleo de oliva %5

salmao

Gelatina/extrato de .

. Embalagem ativa %
boldo—do—chile

Gelatina/dleo de coco Embalagem ativa 57
Gelatina/curcumina Embalagem inteligente 58
Gelatina/éleo essencial Conservagéao de uva 5

de pau rosa pos—colheita

As gelatinas sao insumos de qualidade alimentar com excelente

biocompatibilidade, biodegradabilidade e nao—toxicidade,®! por isso possuem um grande
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potencial como filmes comestiveis.6263 Além disso, estes podem ser usados como
portadores de componentes bioativos. Os filmes a base de gelatina oferecem
caracteristicas valiosas para a produgdo de embalagens de alimentos devido a sua
transparéncia e excelentes propriedades de barreira contra o O2, CO2 e lipidios.®* Além
disso, as proteinas sao heteropolimeros que contém uma grande variedade de grupos
funcionais, que podem funcionar como excelentes veiculos para incorporar uma ampla
variedade de aditivos, como nutrientes, antioxidantes, antimicrobianos, antifungicos e
sabores.%® Uma das principais reagbes de deterioragdo nos alimentos ocorrem durante
os diferentes estagios da cadeia alimentar, como embalagem e armazenamento, e
contribuem para o desenvolvimento da rancidez. Além disso, o crescimento microbiano
leva a deterioragao da qualidade dos alimentos, incluindo textura, aparéncia e mudancgas
de cor, odores desagradaveis, sabores estranhos, perdas nutricionais e formagéao de
polimeros oxidados e compostos potencialmente toxicos que podem ser amenizados
com a utilizagdo de embalagens funcionais como é o caso dos filmes a base de

gelatina.®®

Uma das tendéncias atuais na industria de alimentos consiste na substituicao de
aditivos quimicos e materiais de embalagem por compostos naturais, especialmente na
area de seguranga e preservacao de alimentos. Em resposta a essa exigéncia do
consumidor, o conceito inovador de embalagem ativa parece ser uma estratégia
interessante. A quitosana é um polissacarideo derivado da quitina, o segundo
biopolimero mais abundante (apds a celulose) que é encontrado no exoesqueleto de
crustaceos e paredes celulares de fungos. E um material bastante interessante porque
possui propriedades antimicrobianas em conjungdo com seu carater catidnico e suas
propriedades formadoras de filmes. A combinag&o de quitosana e gelatina de pescado
para produzir filmes € propicia de ser estudada, pois combina o uso de matérias—primas,
em que uma delas apresenta propriedades interessantes além da capacidade de

formacao de filmes.®

Ja a adigao de uma fragao lipidica, esta vem sendo bastante explorada em filmes
multicomponentes para embalagens ativas, pois além de reduzirem o transporte ao
vapor de agua, estes apresentam propriedades antibactericidas. No entanto, pode—se
observar na Tabela 1, que na maioria dos estudos, sao utilizados 6leos essenciais como
fracao lipidica. Todavia, uma caracteristica importante que deve ser considerada € que
esses Oleos sao liberados gradativamente ao longo do tempo, e esse € um parametro

chave para permitir uma inibigdo microbiana boa e adequada. Além disso, trabalhos
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recentes tém relatado o uso de técnicas alternativas para a incorporacao desses aditivos
em gelatina utilizando micro ou nano—encapsulamentos com o objetivo de melhorar e
controlar sua taxa de liberagdo.® Dessa maneira, uma alternativa aos 6leos essenciais,
sdo os acidos graxos insaturados, que além de melhorar as propriedades de permeagéao
e propriedades antibactericida, este pode ser transportado para o alimento, promovendo

uma melhora também nas propriedades nutricionais do produto embalado.

2.2.21. Filmes a base de gelatina de pescado

A gelatina possui propriedades funcionais distintivas que podem ser divididas em
dois grupos. (i) propriedades associadas ao comportamento da superficie, como fungao
protetora, formacdo de emulsdo e espuma, aderéncia e coesao, e capacidade de
formacgao de filme; e (ii) propriedades relacionado ao comportamento de gelificagéo,
como a formagéo de gel, espessamento, texturizagio e capacidade de ligagdo a agua.®
Portanto, um grande numero de aplicagbes pode ser obtido, como; nas industrias de

alimentos, embalagens, farmacéuticas e cosméticas.5”

No entanto, quando sao produzidos filmes para embalagens de alimentos, estes
apresentam estabilidade térmica limitada e fracas propriedades mecanicas, que acabam
limitando suas potenciais aplicagbes nesta area.® Além disso, a gelatina é altamente
higroscopica, o que limitaria também a sua utilizagdo em alimentos com elevado teor de

umidade.

Os fatores que devem ser considerados ao projetar esse tipo de sistema incluem
a natureza quimica dos alimentos a serem embalados, mecanismos de liberagdo
controlada, revestimentos  organolépticos  alimentares, incluindo  agentes
antimicrobianos, antioxidantes e outros que podem melhorar as caracteristicas
bioldgicas e toxicidade, armazenamento e distribui¢cdo de aditivos, fisicos e mecanicos.®®
Consequentemente, diferentes tipos de polimeros e/ou aditivos podem ser adicionados
para melhorar ou modificar as propriedades finais, a fim de obter filmes ou revestimentos

adequados a base de gelatina para embalagens de alimentos.

Estes componentes sdo geralmente combinagdes de diferentes polimeros, como
€ 0 caso da gelatina e da quitosana e a adi¢ao de lipidios que apresentem propriedades
antimicrobianas e antioxidantes. Essas modificacbes tem a finalidade de reduzir o uso
de aditivos quimicos sintéticos na industria de alimentos e substitui—los por aditivos

alimentares naturais, sem efeitos negativos sobre a saude humana. Estes aditivos
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naturais sdo capazes de prevenir ou reduzir a deterioracdo dos alimentos causados pela

oxidagéo ou efeitos microbioldgicos, ajudando assim a preservar e prolongar a vida Gtil.?

2.2.21.1. Agentes plastificantes

Os plastificantes sdao uma classe importante de compostos nao volateis de baixa
massa molar que sdo amplamente utilizados em industrias de polimeros como aditivos.%°
O principal papel dessas substancias € melhorar a flexibilidade e a capacidade de
processamento dos polimeros, através do aumento do espaco entre as cadeias, porque
provocam a diminuicdo das forcas intermoleculares e aumentam a flexibilidade e
extensibilidade do material.”® O conselho da IUPAC (Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada) define um plastificante como "uma substancia ou material incorporado
em um material (geralmente um plastico ou elastdbmero) para aumentar sua flexibilidade,

trabalhabilidade ou distensibilidade".

A concentragao de plastificante usado na elaboracéo de filmes geralmente varia
de 10 a 60 g/100 g de matéria seca de polimero, dependendo da flexibilidade desejavel
no filme, pois quando adicionados a solugédo de gelatina, estes competem com as
ligacbes de hidrogénio existentes ao longo das cadeias dos polimeros, causando um

afastamento entre estas estruturas.”’

O plastificante mais amplamente utilizado em filmes para embalagens alimenticias
€ o glicerol, devido ao baixo custo e por normalmente apresentar boa miscibilidade com
os polimeros e os solventes, comumente utilizados no preparo de filmes e blendas,
devido a quantidade de hidroxilas presentes na sua estrutura.”? A Figura 1 apresenta a
estrutura quimica da molécula de glicerol.

Figura 1. Estrutura quimica do glicerol

HO OH

OH

22.21.2. Gelatina
2221.21. A corvina (Micropogonias furnieri)

A corvina, Micropogonias furnieri, € uma espécie de ampla distribuicdo geografica,
caracteristica das regides tropical e subtropical. Ocorre desde a Peninsula de Yucatan
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.”® No Brasil a corvina é encontrada em toda a costa,
sendo abundante nas Regides Sudeste e Sul e constitui a parcela comercial mais
importante entre os peixes demersais desembarcados.” Em volume, a corvina ocupa o
2° lugar entre os peixes costeiros de valor comercial e devido a sua abundéancia, é
considerada uma das espécies mais tradicionais e importantes da pesca brasileira.
Segundo o boletim estatistico de 2011 do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), a
pesca extrativa marinha no pais foi de 43.191 toneladas, ja no Rio Grande do Sul foi de
28.455 toneladas, deste total 6.968 toneladas foi de corvina.”

A corvina atinge a maturidade com 30 cm, atingindo um comprimento maximo de
60 cm e um peso de 6 kg. O destino principal da corvina € 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 fotografica da corvina

da boca branca (Micropogonias furnieri).

Figura 2. Corvina (Micropogonias furnieri)

Fonte. (FAO)'44

De acordo com Stevanato et al.,* da captura mundial de pescado,
aproximadamente 72% é utilizado no mercado de peixe fresco, congelado, empanado,
enlatado, etc. Os 28% restantes ou s&o utilizados no preparo de ragdes ou sao
desperdigados como residuos. No Brasil, aproximadamente 50% da biomassa capturada
€ descartada durante o processamento. O descarte inapropriado do residuo em corpos
hidricos torna disponivel no ambiente, grande quantidade de material organico oxidavel
que favorece o crescimento e desenvolvimento de bactérias aerdbias. Estas utilizam o
oxigénio disponivel no meio aquatico, provocando a diminuicdo da concentragao de
oxigénio disponivel na agua, o que leva a morte por asfixia, dos animais desse ambiente
aquatico. A poluigdo ambiental e a gestado inadequada dos residuos agroindustriais séo
fatores a serem considerados como indicativos de ineficiéncia produtiva, pois para o
alcance da maxima eficiéncia é imprescindivel explorar os recursos de todo o processo

produtivo.”®
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2.2.21.2.2. Descarte de residuos e problemas ambientais

Definidos como sobras do processamento de alimentos, de baixo valor comercial,
os residuos nao sao aproveitados ao final do processamento do pescado. Desse modo,
aproximadamente 120 milhdes t/ano de residuos de pescado (ossos, pele, nadadeira,
visceras e cabeca) sdo descartados indevidamente no ambiente.”” O aproveitamento de
residuos traz vantagens econdmicas e de conservagdo de energia nos processos
industriais. Estes residuos sodlidos, diferentemente do lixo, possuem valor econémico
agregavel, por possibilitarem reaproveitamento no préprio processo produtivo, pois

podem conter muitas substancias de valor significativo.”®

Uma estratégia interessante para a industria pesqueira na redugao de residuos é
a recuperacao de determinados nutrientes, comercializaveis na forma de subprodutos a
partir destes residuos. Atualmente, parte de residuos de pescados séao utilizados para
alimentacao de peixes ou porcos, para producgéo de fertilizantes organicos e fabricagao
de farinha.”® Entretanto, é possivel otimizar as receitas ao se utilizar os residuos de
pescados para extragdo de colageno,?® gelatina,®' 6leo? e filmes biodegradaveis® para

agregar maior valor comercial a estes subprodutos.

22.21.2.3. Colageno: carateristicas quimicas e extragao

Precursor da gelatina, o colageno é a maior proteina estrutural, e constitui
aproximadamente 30% das proteinas totais de organismos multicelulares, contribuindo
para as fungdes fisioldégicas de tecidos conjuntivos em peles, tenddes, ossos e
cartilagens, além de estar associada a tenacidade muscular. E a nica proteina fibrosa
e insolivel em agua, com elevada resisténcia a tragcdo e grande estabilidade.?* O
colageno é uma proteina estrutural abundante em todos os animais. Nos seres humanos,
0 colageno compreende cerca de uma quinta parte da proteina total, & responsavel por
trés partes do peso seco da pele e € o componente mais prevalente da matriz

extracelular.

O nome colageno € usado como um termo genérico para proteinas que formam
uma hélice tripla de trés cadeias. Ha pelo menos 29 tipos de colageno identificados, cada
um diferindo consideravelmente na sua sequéncia, estrutura e fungdo. Os tipos |, Il e IlI
sao os mais abundantes do organismo, sendo o tipo | predominante, com massa molar
em torno de 195 kDa, e composto por duas cadeias idénticas denominadas a1 € uma

terceira cadeia a2 de estrutura primaria diferentes.8%



35

Independente dos diferentes tipos, cada fibra de colageno consiste em trés
cadeias polipeptidicas envoltas umas nas outras, que apresenta elementos estruturais
nas formas primaria, secundaria e terciaria. Também apresenta estrutura quaternaria,
similar a outras proteinas oligoméricas que se caracterizam por terem multiplas cadeias
ou subunidades polipeptidicas. A estrutura primaria do colageno animal é constituida por
cerca de 1050 aminoacidos ligados na forma de cadeias onde cada uma delas, contém
cerca de 330 unidades da sequéncia geral glicina—X-Y.8 A glicina sozinha constitui
aproximadamente 33% do conteudo de aminoacidos do colageno, enquanto a prolina e
hidroxiprolina juntas constituem cerca de 22%. A prolina assume a posi¢do X, na
sequéncia geral, e a hidroxiprolina quase sempre ocorre na posi¢ao Y. Os 45% restantes
da composi¢cdo de aminoacidos sao distribuidos nas posi¢gdes X e Y, com certas
combinagdes sendo favorecidas por efeitos estéricos e eletrostaticos.8” A Figura 3

apresenta a estrutura quimica dos principais aminoacidos constituintes do colageno.

Figura 3. Principais aminoacidos constituintes do colageno

NHg H,N HoN
OH
Glicina Prolina Hidroxiprolina

Fonte. (Campbell & Farrell).88

A tripla hélice é organizada para que cada terceiro residuo da cadeia a seja a
glicina, e que em cada cadeia, esta esteja no interior da hélice, pois apenas ela &
pequena o suficiente para acomodar—se no espacgo disponivel e promover o efeito
espiralado. Ja a prolina e a hidroxiprolina sdo responsaveis pela estrutura secundaria
unica do colageno, pois limitam a rotagdo da cadeia polipeptidica e, assim, contribuem
para a estabilidade da tripla hélice.®8 Essas 3 cadeias a (duas cadeias a1 e uma a2)
formam uma molécula trifilamentar, denominada tripla—hélice e a superposig¢ao de varias
tripla—hélices produz as fibras de colageno, estabilizadas por ligagbes cruzadas,

formando assim uma estrutura de rede tridimensional.

Na tripla—hélice as ligagcdes de hidrogénio estdo ausentes e, em vez disso, cada
uma das trés hélices € estabilizada pela repulsao estérica dos anéis pirrolidona das
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cadeias laterais de prolina e hidroxiprolina. Os anéis pirrolidona se mantém longe um do
outro quando a cadeia peptidica assume essa forma helicoidal, que € muito mais aberta
que a a—hélice firmemente enrolada. As trés fitas se enrolam em torno da outra, formando
um cabo helicoidal. A distancia axial por aminoacido nessa superficie é de 2,9 A e ha
aproximadamente trés aminoacidos por giro. Os trés filamentos formam ligagbes de
hidrogénio um com o outro. Os doadores de hidrogénio sdo os grupamentos —NH
peptidicos das glicinas e os aceptores sdo os grupamentos —CO peptidicos das outras
cadeias. As hidroxilas da hidroxiprolina também participam das ligagbes de hidrogénio.®3

Como essas ligagdes entre as a—hélices sao fracas, um pré—tratamento quimico
razoavelmente leve é suficiente para quebrar as ligagdes ndo covalentes de modo a
desorganizar a estrutura da proteina, produzindo assim um inchago adequado e
consequente solubilizagdo do colageno.?® O tratamento térmico subsequente cliva o
hidrogénio e as ligacdes covalentes para desestabilizar a tripla hélice, resultando em

transicao hélice—bobina e conversao em gelatina.*®

2.2.21.24. Gelatina: caracteristicas quimicas e obtengao

A gelatina é o produto de desnaturagao térmica ou desintegracdo do colageno
insoluvel.®’ Dependendo da fonte de colageno e do processo de obtengédo, a gelatina
apresenta diferentes massas molares e diferentes pontos isoelétricos. O colageno existe
em muitas formas diferentes, mas a gelatina sé é derivada de fontes ricas em colageno
do Tipo I. As matérias—primas mais utilizadas para a extragado de colageno e produgéo
de gelatina sdo peles suinas e bovinas, no entanto fontes alternativas como peles de
pescado, 0ssos e barbatanas vém sendo bastante explorada nas ultimas décadas,
principalmente devido as restrigbes religiosas e culturais.??> Além disso, ha a
preocupagao com a contragdo da encefalopatia espongiforme bovina, comumente
conhecida como doenga da vaca louca, que é uma enfermidade degenerativa fatal e
transmissivel do sistema nervoso central de bovinos, com longos periodos de

incubagdo.

Dependendo da fonte do colageno, a composi¢ao de aminoacidos da gelatina é
ligeiramente diferente, como por exemplo, os aminoacidos de gelatina obtida de pele de
suino nao contém cisteina, e as gelatinas de pele de pescado tem menor teor de glicina

em comparagéo com fontes proveniente de mamiferos.®*

Na obtengao de gelatina, o pré—tratamento acido e/ou alcalino da matéria—prima

€ utilizado para remover componentes ndo colagenosos e intumescer o colageno,
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desnaturando assim a molécula, e a extracao é realizada com elevacao da temperatura
da 4agua.®® Quando se alcanga a temperatura critca, ou seja, a
temperatura de encolhimento ou retragéo, as fibrilas do colageno encolhem pelo menos
um ter¢o do seu comprimento original, sendo esta temperatura caracteristica da espécie
da qual se deriva o colageno. Este encolhimento desorganiza as fibras e ocorre o colapso
da arquitetura helicoidal das subunidades polipeptidicas da molécula de colageno.®
Sendo assim, a desnaturacdo € caracterizada pelo desenrolamento da estrutura em
tripla—hélice em cadeias individuais soluveis, ou
pequenos polimeros ou fragmentos.®> O tratamento térmico cliva as
ligacdes de hidrogénio e ligagdes covalentes, desestabilizando a tripla—hélice, resultando

na conversdo em gelatina soltvel.%6-%7

As etapas do processo de obteng¢do da gelatina sdo determinadas em fung¢ao da
matéria—prima e do tipo de gelatina, por estes motivos, podem sofrer variagbes. O
processo simplificado, no entanto, consiste em trés etapas. pré—tratamento da matéria—
prima, extragdo da gelatina e purificagdo/secagem.®® Apos o processo de obtengéo é
possivel distinguir dois tipos de gelatina. Gelatinas obtidas por hidrolise em pH acido sao
classificadas como gelatina tipo A (ponto isoelétrico variando de 6,0-9,5), e gelatinas
obtidas por hidrolise em pH basico (ponto isoelétrico variando de 4,5-5,6) sao
classificadas como gelatinas tipo B.?® A Figura 4 apresenta os dois principais tipos de
extracdo de gelatina.

Durante o processo de desnaturagao, a organizagao de hélice tripla do colageno
€ hidrolisada nos locais em que as ligagdes cruzadas covalentes se juntam aos trés
peptideos, que no caso da gelatina do tipo B, leva a polidispersao, pois a base quebra
uma das ligagbes cruzadas iniciais (piridinolina) e, como resultado, ao aquecer as
cadeias a do colageno estas sdo desnaturadas em solugéo. Durante o processo acido,
a desnaturacgao de colageno é limitada a hidrolise térmica de ligagdes peptidicas, com

uma pequena quantidade de material de cadeia a de colageno soltvel em acido. 0
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Figura 4. Métodos de extragao de gelatina dos tipos A e B

COOH CONH,

CONH,

Coligeno
2
‘/ CoNHy AN i,
Processo alcalino Processo acido
CafOH}, - 20 °C - 30 & 100 dias solucio dcida diluida (HCl ou H,50,)

COOH

Lavagem com dgua Lavagem com agua
Extracao com agua pH neutro Extracho com dgua ligeiramente acida
Gelatina Basica Gelatina Acida

Fonte. Adaptado de (Gorgieva & Kokol).%®

Ao resfriar, as cadeias de gelatina podem rebobinar, mas n&o dentro do registro
correto, e os pequenos segmentos triplos formados podem agregar—se ainda mais
durante a formagao do gel.'®" A formacao de hidrogel, acompanhada de um rearranjo de
ordem desordenada em que as cadeias de gelatina recuperam parcialmente a estrutura
de colageno de tripla hélice, leva a formacédo de gelatina renaturada com regides
principais amorfas de cadeias de gelatina aleatoriamente enroladas interligadas com
dominios de microcristalitos ordenados espacialmente, estabilizados por hidrogénio nas
ligacbes entre N-H da glicina e C=0 da prolina. A estabilizacdo da conformagao
molecular e das interacdes entre hélices sdo uma consequéncia da existéncia de um
reservatorio de hidratacdo altamente ordenado com pontes de agua 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 ligagao
a agua, emulsificagdo, formacdo de espuma, formacdo de gel e propriedades

filmogénicas.%" 102
2.2.2.1.2.5. Gelatina de pescado

Cerca de 45% da produgao mundial de gelatina é obtida a partir de pele de suinos,

seguida de peles bovinas com quase 30%53 e 23% de gelatina é obtida a partir de ossos
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bovinos e suinos. Outras fontes incluem frango e peixe, mas estas representam apenas

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

Estudos recentes mostraram que as peles de pescado, especialmente, pode ser
uma fonte alternativa para produgdo de gelatina, pois os subprodutos valiosos
provenientes da industria da pesca e a redugao dos residuos tornaram—no um tema de
pesquisa atraente. A medida que as questdes de sustentabilidade e o melhor uso dos
recursos colhidos tornam-se mais criticos, a necessidade de usar os residuos de
pescado de forma mais produtiva vem s6 aumentando. Os resultados globais sugerem
que a pele de pescado pode ser uma matéria—prima alternativa para a produgao de
gelatina de alta qualidade, eliminando as preocupacdes religiosas compartilhadas pelas
comunidades judaica e mugulmana, e também fornecendo uma maneira alternativa e
lucrativa de usar alguns subprodutos da pesca,’®® melhorando assim a sustentabilidade

geral do setor pesqueiro.

Entretanto, muitas vezes as gelatinas extraidas de peles de pescado apresentam
coloragdo mais escura e odor caracteristico da matéria—prima em relagdo a gelatina
tradicional de mamiferos.'®* Além disso, uma das principais caracteristicas que definem
a qualidade da gelatina sdo os teores de prolina e hidroxiprolina encontrados no
colageno, que nos mamiferos apresenta valores préoximos a 24% e no pescado
encontra—se em torno de 16—-18%.%' Os percentuais mais elevados sdo encontrados no
colageno de pescados de aguas quentes, que normalmente, apresentam maior teor de
prolina e hidroxiprolina que o de espécies de aguas frias.'”® Sendo assim as
propriedades das gelatinas obtidas a partir de peles de pescado de aguas quentes sao

consideradas mais proximas das de mamiferos do que as de pescados de aguas frias.'

Quanto ao grau de reticulacdo, este € quem determina o método de pré—
tratamento do colageno na matéria—prima, e devido a instabilidade da reticulagdo em
colagenos imaturos, tais como os encontrados nas peles de pescados, o tratamento
acido ou alcalino suaves sao suficientes para efetivar a conversdo do colageno em
gelatina.%” Os procedimentos utilizados para o preparo de gelatina de pescados
envolvem, tipicamente, um pré—tratamento quimico suave da matéria—prima e as
condi¢cbes de temperatura durante o processo de extragao sao mais brandas que as

utilizadas na extragéo de gelatina de mamiferos.%3
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2.2.2.1.2.6. Caracterizagao da Gelatina

As propriedades funcionais da gelatina podem ser divididas em duas categorias.
A primeira categoria abrange aqueles que estdo associados as propriedades de
gelificagdo (forca do gel, viscosidade e pontos de gelificagdo e fusdo), enquanto a
segunda categoria inclui as propriedades relacionadas ao comportamento superficial da
gelatina (formagéo de espuma, emulséo, formagéo de filme, etc.).88 Embora ambas as
categorias sejam consideradas importantes na avaliagdo das propriedades funcionais da
gelatina, o foco na avaliagdo dos diferentes métodos para a extragdo de gelatina
considera principalmente a avaliacdo da primeira categoria, justamente por definirem

suas aplicacdes.
2.2.2.1.2.6.1. Forga do gel

A principal propriedade gelificante que determina a qualidade das gelatinas
comerciais é a forga do gel.'” De acordo com Schrieber & Gareis,® a forga do gel é
altamente dependente da proporcao de fragdes com massa molar de aproximadamente
100 kDa, e proporcional ao tamanho das cadeias a.'%1% A forca de gel, também
conhecida como valor Bloom na industria de gelatina, € definida como o peso em gramas
necessarios para um émbolo cilindrico de 12,7 mm de didmetro, penetrar 4 mm em um
gel de gelatina previamente preparado (concentracéo final de 6,67% m/m) maturada a
10°C 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 s&do caracterizadas
como Bloom baixo, enquanto que aqueles com um valor de Bloom variando de 150-220

g e > 220 g sao caracterizados como Bloom médio e alto, respectivamente.%’

Em geral, gelatinas com valores de Bloom de 250-260 g s&o os produtos mais
desejaveis. Foram relatados valores elevados de resisténcia ao gel para a gelatina a
partir de peles de espécies de peixes quentes, como a tilapia’'® e a carpa''. A gelatina
de espécies de agua fria ndo forma um gel a temperatura ambiente ou produzem géis
muito macios e instaveis''? e podem permanecer liquidos a 10°C (condigdes 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 extraida de bacalhau, salméo e pescada.®®
105, 110

As diferengas acima mencionadas na forga do gel foram atribuidas a variabilidade
do conteudo de prolina e hidroxiprolina no colageno de varias espécies e a temperatura
variavel do habitat do animal vivo.''3 Vale ressaltar que, devido as limitagdes da amostra
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e a falta de gelificacdo a 10°C, parte da pesquisa é feita usando condi¢gdes nao padréao
e, portanto, € obtida uma for¢a de gel especifica para a condi¢édo, ao invés de uma forga

de Bloom.

2.2.2.1.2.6.2. Viscosidade

A viscosidade é a segunda propriedade fisica comercialmente importante da
gelatina, e as medidas de viscosidade sdo geralmente conduzidas acima das
temperaturas de gelificagdo das preparagbes de gelatina. Avena—Bustillos et al.'™#
estudaram a viscosidade das preparagdes de gelatina a partir de mamiferos e peixes as
temperaturas de teste iniciais de 35 e 25°C, respectivamente, considerando suas
diferengas na temperatura de gelificagdo. A viscosidade de uma solugéo de gelatina
concentrada depende das interagdes hidrodindmicas entre moléculas de gelatina. Os
comportamentos de fluxo de solugbes de gelatina do Acipenser schrenckii em fungéo da
concentracédo (1,3 e 5% m/v) e temperatura (10, 30, 45 e 60°C) indicaram um
comportamento pseudoplastico ndo—newtoniano, a 10°C e solugao de gelatina a 5%
(m/v)."® No entanto, Wulansari et al.'"®, relataram, usando gelatina de pele de pescado
com Bloom 225 g em diferentes concentragbes (0,5-3,5% ml/v), que as solugdes de

gelatina resultantes mostraram um comportamento newtoniano a 50°C.

As viscosidades para gelatinas comerciais variam de 2 a 7 cP. Segundo,
Karayannakidis & Zotos,'%” as solugdes de gelatina de baixa viscosidade produzem géis
frageis, enquanto que as solugdes de gelatina de alta viscosidade produzem géis rigidos
e extensiveis. Haug et al.,'% relataram que a viscosidade intrinseca de gelatinas do tipo
A, produzidas a partir de peles de espécies de peixes de agua fria, como bacalhau, arinca
e juliana, determinadas a 30°C foi comparavel a das gelatinas de mamiferos, o que
implica que as gelatinas de pescado se comportam como as gelatinas de mamiferos em

relagdo a sua massa molar e volume hidrodinamico.

2.2.2.1.2.6.3. Ponto de fusdo e temperatura de gelificacao

das gelatinas
Os pontos de fusdo e de gelificagdo também s&o considerados indices
importantes da qualidade das gelatinas. Em relacdo as gelatinas de pescado, as
temperaturas de fusao estao na faixa de 8-25°C, enquanto a temperatura de gelificagéo
€ de 11-28°C. Embora haja um procedimento padronizado para a determinagdo do ponto
de fuséo da gelatina, este método raramente é empregado’'” devido a varios fatores que

afetam sua precisao (tempo de maturagao, pH e concentragéo).
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O método baseia—se na determinagao da temperatura em que os géis de gelatina
suavizam o suficiente para permitir que gotas de tetracloreto de carbono com um corante
soltivel em 6leo vermelho afundem através deles.'%” Além disso, parece ndo haver um
procedimento padronizado para a determinacdo do ponto de fusdo da gelatina. Os
métodos que atualmente sdo empregados para a determinagédo dos pontos de fuséo e
de gelificagao das gelatinas sé&o a calorimetria diferencial de varredura (DSC) e analise
dindmico mecénica. No primeiro, os pontos de fus&o e de gelificagdo sao obtidos a partir
do termograma DSC como a temperatura maxima onde ocorre a transicdo apos
aquecimento (fusdo) ou refrigeracao (gelificagdo); enquanto que em analise dinadmico
mecanica, os pontos de fusao sdo determinados como a temperatura de cruzamento em
que o modulo de elasticidade é igual ao modulo viscoso durante o aquecimento e o
resfriamento, respectivamente.'’ Vale a pena mencionar que os diferentes métodos
utilizados para a determinagao dos pontos de fusao e de gelificagdo das gelatinas podem
fornecer valores diferentes. Isto é claramente demonstrado nos estudos de Norziah et
al."8 e Cheow et al.'”®, onde as gelatinas de pescado de mesmas espécies de peixes
apresentaram diferentes pontos de fusdo e gelificagdo quando determinados usando

DSC e analise dindmico mecéanica.

22.21.2.64. Composicao de aminoacidos

Chiou et al.,'®? mostraram que as diferencas na composi¢éo de aminoacidos tém
efeitos significativos nas temperaturas de fusdo e gelificacdo de gelatina obtidas de
diferentes fontes. De acordo com seus resultados, o maior teor de prolina e hidroxiprolina
da gelatina esta diretamente relacionado com géis mais fortes e com maiores
temperaturas de gelificagdo. A prolina e a hidroxiprolina n&o s&o, contudo, os unicos
aminoacidos que apresentam efeitos significativos na estrutura da gelatina. O conteudo
de acido glutamico, acido aspartico, lisina, hidroxilisina, arginina e histidina também sao
importantes na formagao de ligagdes cruzadas e nas interagdes eletrostaticas. Como o
colageno geralmente ndo possui cistina, ndo ha liga¢des dissulfureto na estrutura do
colageno. O colageno é principalmente estabilizado por ligagdées de hidrogénio formadas
entre cadeias laterais dos aminoacidos e agua, além da estrutura torcida imposta pelo
alto teor de prolina e hidroxiprolina, juntamente com ligagbes cruzadas intra e

intermoleculares. 20

2.2.2.2. Filmes a base de gelatina de pescado com adi¢cao de quitosana

Devido a natureza altamente higroscopica 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 resisténcia mecanica em comparagdo com os sintéticos.'?' Para
evitar essas desvantagens, a gelatina pode ser misturada com diferentes substancias
e/ou polimeros para obter filmes e revestimentos que combinam as vantagens de cada
componente.’?? O principal mecanismo de formacgéo de filmes a base de gelatina inclui
a desnaturacao da proteina iniciada por calor, solventes ou mudanga de pH, seguida da
associagdo de cadeias peptidicas através de novas interagdes intermoleculares.'?® Ja os
polissacarideos devido a presenga dos grupamentos amina e hidroxila tem a fungao
crucial na formagado do filme e, dependendo do pH, tendem a apresentar boas

propriedades antimicrobianas. 24

A quitosana é um polissacarideo nao tdxico, biodegradavel, biofuncional e
biocompativel com fortes propriedades antimicrobianas e antifingicas.’?® Quando
aplicada em filmes, a quitosana apresenta boa resisténcia mecénica. Entretanto, as
propriedades de permeacao e transferéncia de agua geralmente sao inferiores aos filmes
de gelatina pura. Sendo assim uma combinagao de gelatina de pescado com quitosana
pode produzir filmes com melhores propriedades mecanicas e de permeabilidade em
relagdo aos filmes dos polimeros (gelatina e quitosana) separadamente.’®

Ademais, a quitosana apresenta efeito antimicrobiano, e este difere
consideravelmente dependendo das caracteristicas da quitosana; particularmente o grau
de desacetilagdo, a massa molar, o organismo alvo e as condi¢des do meio em que é
aplicado, especialmente o pH e a presenca de solutos que podem reagir com quitosana
através de interacdo eletrostatica e/ou ligacdo covalente que venham a limitar a
reatividade dos grupos aminicos ativos, que sao 0s principais responsaveis por sua
atividade antimicrobiana e antifiingica.’?® Alguns pesquisadores tem demonstrado que a
quitosana é capaz de provocar a inibigdo do crescimento de varios microrganismos como
Staphylococcus aureos,’?”  Staphylococcus epidermidis,'?”  Escherichia coli,'®
Salmonella typhimurium,'?® Streptococcus faecalis,®® Salmonella entérica,'?® Salmonella
paratyphi®® Pseudomonas aeruginosa,’®® Klebsiella pneumoniae,'® Listeria
monocytogene,'3'" Bacillus cerus,®® Shigella dysenteriae,'®> Aeromonas hydrophila,?®
Fusarium,'3® Alternaria alternata,'** Sacharomyces cerevisiae,®® Candida spp.,"3® e no
entanto, seu mecanismo de agdo sobre os microrganismos ndo esta completamente
elucidado, alguns pesquisadores correlacionam essa atividade antimicrobiana da
quitosana pela formagdo de complexos polieletrélitos que provavelmente se ligam

seletivamente a superficie dos microrganismos inativando—os.'36
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Além disso, existem alguns estudos na literatura sobre filmes compostos de
gelatina e quitosana, entretanto, pouco ha sobre a influéncia das caracteristicas quimicas
da quitosana (Mv e GD) nas propriedades fisico—quimicas em filmes a base de gelatina
de pescado, com adicdo de diferentes quitosanas,’®” bem como, nas propriedades
antibactericidas. Sendo assim, ao considerar as boas caracteristicas da gelatina de
pescado e da quitosana separadamente, pode—se especular que a combinacado de
ambos possa levar a filmes com melhores propriedades mecanicas e propriedades
microbiolégicas do que aqueles formados por cada polimero individualmente.

Todavia alguns estudos, indicam que a adi¢do de quitosana a filmes a base de
gelatina promovem uma melhoria na tensdo de ruptura dos filmes, entretanto, como
consequéncia, ocorre o aumento da permeacgdo ao vapor de agua dos filmes.38-140
Sendo assim, a adicdo de compostos lipidicos a matriz filmogénica, pode ser uma
alternativa interessante, a fim de suprir deficiéncias no que se refere a transferéncia de

vapor de agua através do filme.

2.2.2.21. Quitina e Quitosana
22.2.211. O camarao (Farfantepenaeus brasiliensis)

A quitina, € o principal componente do exoesqueleto duro de aproximadamente
um milhdo de artropodes (insetos, siris, lagostas e caranguejos), e € comumente
encontrada em cuticulas de muitos invertebrados e nas paredes celulares da maioria dos
fungos, leveduras e microrganismos.™" A principal matéria—prima para produgio
industrial de quitina sdo as carapagas de crustaceos originadas do processamento
industrial de frutos do mar. O Japao, os EUA e a China sdo os maiores produtores
mundiais de quitina, mas o polimero também é produzido, ainda que em menor escala,
na india, Noruega, Canada, ltalia, Polénia, Chile e Brasil, entre outros. Em 1990 a
producdo mundial de quitina e quitosana foi estimada em 10.000 t, e ja se aproximava
de 30.000 t em 2004, correspondente ao processamento de aproximadamente 1.440.000
t de residuos ricos em quitina gerados naquele ano, em nivel mundial, pela industria

pesqueira.’4?

Os camarbes peneideos sdo 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, sa&o conjuntamente
chamados de camardo-rosa (Figura 5) e apresentam uma sobreposicdo em sua
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distribuicdo na costa brasileira e, em geral, ndo ocorre diferenciagao entre estas espécies

em avaliagbes de estoques pesqueiros a partir de desembarques.’3

Figura 5. Camarao (Farfantepenaeus brasiliensis)

Fonte. (FAQ)."#4

Segundo dados do IBAMA, %5 a captura de camarao-rosa no ano de 2011 no Rio
Grande do Sul, foi de 1.112.918 kg. Deste total, aproximadamente 70% ¢é perdido durante
0 processamento, na etapa de descasque, o que gera uma quantidade consideravel de

residuos (cabecas e casca).

2.2.2.21.2. Descarte de residuos e problemas ambientais

Os residuos do processamento de camarao requerem condi¢coes especiais de
tratamento e disposicdo, pois apresentam caracteristicas especiais, como alta
salinidade, elevado teor de nitrogénio e um elevado conteudo mineral. Assim,
alternativas econémicas adequadas e ambientalmente aceitaveis vem sendo buscadas
por pesquisadores para a eliminagao desses residuos e/ou a utilizagdo destes como

matéria—prima para produtos com maior valor agregado.’4®

Entretanto estes residuos consistem principalmente de cabecas, cascas e carne
residual, o que os torna inadequados para a producido de alimentos humanos. Além
disso, uma grande parte destes residuos é quitina (5 a 7%), que ndo é facilmente
digerivel, pois € inerte no trato gastrointestinal de mamiferos, devido a ndo presenca de
quitinases.™” Porém esta quitina pode ser convertida em quitosana, seu principal
derivado, que devido as suas caracteristicas apresenta diversas aplicacdes em nas mais

variadas areas.

2.2.2.21.3. Quitina: carateristicas quimicas e extragao

A quitina é um polissacarideo de cadeia linear formado por unidades de N-acetil—
2—dioxi—D—glicopiranose, que séao interligadas por ligagoes glicosidicas B(1—4). A quitina
€ a segunda substancia organica mais abundante na biosfera sendo superada apenas

pela celulose, mas supera esta ultima em termos de taxa de reposigao, que chega a ser
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duas vezes maior que a da celulose.'® A diferenga estrutural entre as duas fibras se
deve aos grupos hidroxila localizados no carbono 2 da estrutura da celulose, que na

quitina sdo substituidos por grupos acetamida.

Ambas, quitina e celulose, possuem caracteristicas estruturais semelhantes e
atuam como involucros protetores e materiais de suporte e defesa nos organismos em
que ocorrem. A quitina encontra—se na matriz da estrutura esquelética de invertebrados,
como artrépodes, anelideos, moluscos e celenterados, em algas diatomaceas, e também
esta presente nas paredes celulares de alguns fungos, como ascomicetos, zigomicetes,
basidiomicetes e deuteromicetos.’*> Em fungdo do organismo que é encontrada e do
papel que desempenha, a quitina adota diferentes estruturas polimorficas denominadas
a—, B— e y—quitina. As diferentes estruturas polimorfas de quitina correspondem a
diferentes arranjos no estado sélido, decorrentes de disposigdes distintas das cadeias
do polimero nas lamelas ou folhas que constituem os dominios cristalinos. A a—quitina é
encontrada em estruturas rigidas e resistentes, como a cuticula de artropodes e nesses
casos ocorre fortemente associada a proteinas, materiais inorganicos ou ambos. As
formas B— e y—quitina ocorrem em estruturas flexiveis embora também resistentes.'” A
a—quitina € a forma mais abundante e é também considerada a mais estavel, visto que

a conversao das duas ultimas formas na primeira é irreversivel.'4?

Por se tratar de um produto natural e de origem taxonémica variada, a quitina
possui variagdes de sua composicao nas matérias—primas e raramente € encontrada em
sua forma pura, necessitando de processos tecnoldgicos para a sua extragao. A extragao
de quitina a partir da biomassa, a exemplo do que acontece com a extragao de celulose
de fibras vegetais, envolve a execugao de tratamentos quimicos sequenciais destinados

a eliminar as substancias que a acompanham (carbonatos, proteinas e pigmentos).

Nos crustaceos ou mais especificamente nos residuos de camarao, a quitina é
encontrada como constituinte de uma rede complexa com proteinas e carbonato de
calcio. Assim, o isolamento da quitina requer a remogéao dos dois constituintes principais
da casca, proteinas por desproteinizacdo e carbonato de calcio inorganico por
desmineralizagdo, juntamente com pequenas quantidades de pigmentos e lipidios
geralmente removidos durante as duas etapas anteriores. Em alguns casos, um passo
adicional de descoloragao € 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 desmineralizagao,

desproteinizacado e desodorizacao.

A desmineralizagao consiste na remog¢ao de minerais, principalmente carbonato
de calcio. A desmineralizagc&o é geralmente realizada por tratamento acido usando HCI,
HNOs3, H2SO4, CH3COOH e HCOOH.'*® Entre estes acidos, o reagente preferencial é o
acido cloridrico diluido.®%-1%" Os métodos quimicos foram a primeira abordagem utilizada
na desproteinizagdo. Uma grande variedade de substancias quimicas foi testada como
reagente incluindo NaOH, Na2COs, NaHCOs, KOH, K2CO3s, Ca(OH)2, Na2S0O3, NaHSOs,
CaHSOs3, NasPO4 e Naz2S. As condigbes de reagdo variam consideravelmente em cada
estudo. O NaOH é o reagente preferencial.’*?> J4 a remogao dos pigmentos, quando
presentes, pode ser realizada por extracdo com solventes, sendo que etanol e acetona
0s mais empregados, ou por branqueamento, com KMnO4, NaOCI ou H20x2.

As condigdes empregadas nos tratamentos sequenciais de extragdo de a—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 caracteristicas das quitinas e
quitosanas comerciais tém sido relatados, os quais aparentemente podem ser explicados

com base nos fatores acima mencionados. 142 149, 152

2.2.2.21.4. Quitosana: caracteristicas quimicas e produgao

A quitosana é geralmente preparada por desacetilagdo alcalina de a—quitina. A
quitina e a quitosana sdo uma familia importante de polissacarideos lineares, que
consistem em quantidades variaveis de unidades de 2-acetamido—2—-desoxi—3—D-
glucopiranose (GIcNAc) e 2—amino—2—-desoxi—B—glucopiranose (GIcN) ligadas por
ligagdes do tipo B(1—4)."%2 Na Figura 6 estdo apresentadas as estruturas moleculares
da (a) quitina e (b) quitosana.

As amostras de quitina contém um alto teor de unidades de GIcNAc, portanto, séo
insoluveis em agua e solventes organicos comuns. Quando o grau de N-acetilagao
(definido como o numero médio de unidades de N-acetil-D—glucosamina por 100
mond&meros expressos em percentagem) é inferior a 50%, a quitina torna—se soluvel em
solugdes aquosas acidas (pH <6,0) e é chamada de quitosana.’® Isto significa que o
termo "quitosana" representa um grupo de quitinas total e/ou parcialmente

desacetiladas.
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Figura 6. Estruturas quimicas (a) quitina e (b) quitosana
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A solubilizagcdo acontece devido a protonacdo do —NH2 funcional no C-2 das
unidades repetidas de D—glucosamina, e a conversdo para um polieletrélito em meio
acido. O carater policatibnico da quitosana em meio acido é consequéncia da sua
caracteristica de base fraca, desta forma, seus amino grupos sao facilmente protonados.
Além disso, os grupamentos hidroxila dos carbonos 3 e 6 também podem ser

protonados,'® o que torna a quitosana mais reativa.

A quitina e a quitosana tém um grande valor econémico por causa de suas
atividades bioldgicas versateis, como biocompatibilidade, biodegradabilidade e n&o
toxicidade.’® As propriedades biologicas destes compostos dependem muito de seus
parametros fisico—quimicos, especialmente sua solubilidade em agua e outros solventes
comumente usados. A maioria das propriedades caracteristicas da quitosana estao
estritamente relacionadas a sua massa molar média e ao alto teor de residuos de
glucosamina contendo grupos amino primarios.’”®® Como a quitina € um material
altamente insoluvel e quimicamente ndo-reativo, apresenta muito menos aplicacdes que
a quitosana.’®” Sendo assim a reagdo de conversao de quitina em quitosana e derivados,

ampliam consideravelmente suas areas de aplicag&o.'47-148
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Na literatura varios métodos sao utilizados para realizar a conversao de quitina
em quitosana, que pode ser realizada de forma heterogénea’®® ou homogénea'®®, sendo
a forma heterogénea (processo quimico) o mais comumente utilizado. No método
heterogéneo, a quitina é tratada com uma solug&o concentrada quente de NaOH durante
algumas horas, e a quitosana é produzida como um residuo insoluvel desacetilado de
55-99%. No entanto Rinaudo & Domard,'®® relataram que a solubilidade da quitosana
pode ser caracterizada nao apenas pela fracdo de unidades de GIcNAc na molécula,
mas também pela distribuigdo do grupo N-acetil. Aiba'®!" mostrou que a reagdo de
desacetilagao realizada em condigdes heterogéneas gera uma distribuigao irregular de
residuos de N-acetil-D—glucosamina e D—glucosamina com alguma distribuicdo de
grupos acetil em blocos ao longo de cadeias poliméricas. Assim, a solubilidade da
quitosana pode variar em solugdes aquosas levando a mudancas nas suas

caracteristicas de viscosidade.

Muitos parametros na reacao de desacetilacdo podem afetar as caracteristicas da
quitosana final. Por exemplo, Rege & Block'6? investigaram o efeito da temperatura, do
tempo de processamento sobre as caracteristicas de quitosana, e descobriram que a
temperatura e o tempo de processo tém um efeito significativo no grau de desacetilagéo
(GD) e na massa molar viscosimétrica média (Mv) da quitosana. Tolaimate et al.’®
relataram que o GD da quitosana € muito afetada pela temperatura e pela repeti¢cao de
etapas alcalinas. Weska et al.'®3, otimizaram a desacetilagdo de quitina por metodologia
de superficie de resposta (respostas Mv e GD) usando variaveis de temperatura e tempo
de reacdo. Estes trabalhos indicam que Mv e o GD da quitosana sao principalmente
afetados pela concentracdo de NaOH e tempo de reacdo. Todavia, outros parametros,
tais como. o uso de tratamentos sucessivos alcalinos, condicbes atmosféricas e

presenca de diferentes aditivos podem influenciar a desacetilacao.

No entanto, o método mais tradicionalmente utilizado por grande parte dos
pesquisadores € o processo termoquimico, é bastante eficiente e amplamente utilizado,
porém apresenta desvantagens como a maioria de processos quimicos muito severos.
é relativamente inseguro, ndo é facilmente controlavel, e conduz a uma ampla gama de
produtos heterogéneos,’® fato esse observado, devido a variedade de resultados
obtidos em diferentes estudos considerando as mesmas condi¢gdes reacionais. As
variagdes nos metodos de preparagao da quitosana resultam em diferengas no GD, na
distribuicdo dos grupamentos acetil, na viscosidade e na Mv ou grau de polimerizagdo.'64
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222.21.5. Caracterizacao da quitosana
22221.51. Grau de desacetilagao (GD)

As propriedades da quitosana dependem fortemente da proporgao relativa das
unidades GlcNAc e GIcN. Denomina—se grau de desacetilagao (GD) a fragdo de grupos
amino na cadeia polimérica, e o grau de acetilagao (GA) € a fragdo de grupos acetamido.
Essa relacdo é um dos fatores mais relevantes para especificacdo da quitosana e tem
efeito marcante na sua solubilidade, além de exercer grande influéncia nas propriedades

fisicas, quimicas e bioldgicas. '

O grau de desacetilagdo € um parametro muito estudado pelos pesquisadores,
principalmente, o seu efeito nas propriedades fisico—quimicas da quitosana em solugéo,
uma vez que se faz necessario preparar solugdes do polimero antes da obtencao de
qualquer tipo de material como gel, filme, esponja, fibra, etc, assim como, para as
aplicagdes da quitosana em solugdo.'%® Sendo assim, varias técnicas tem sido utilizadas
para a determinacdo do grau médio de desacetilagdo da quitosana (GD), tais como
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H), carbono
(RMN '3C) e nitrogénio (RMN 'SN); espectroscopia na regido do infravermelho (1V) e do
ultravioleta (UV); titulagdo condutimetrica e potenciomeétrica; difracéo de raios—X; analise
elementar; cromatografia liquida de alta eficiéncia e termogravimetria.'®” Cada método
apresenta suas vantagens e desvantagens. Porém a titulagdo potenciométrica tem sido

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

2.2.2.2.1.5.2. Massa molar viscosimétrica média (Mv)

Outra caracteristica bastante importante do ponto de vista da caracterizagao de
um polimero é a sua massa molar. A distribuicdo de massas molares e a estrutura do
polimero condicionam muitas das suas propriedades. As técnicas mais habituais para
determinar a massa molar de um polimero sdo a viscosimetria, a osmometria, a
disperséo de luz laser (laser light scattering), a cromatografia de permeacéo gel (gel
permeation chromatography, GPC) e a espectrometria de massa em matriz com
ionizagdo laser (matrix—assisted laser desorption/ionization — time offlight detection,
MALDI-TOF).

A viscosimetria € uma técnica utilizada na determinagdo de massa molar média
de polimeros dada a sua simplicidade experimental e o baixo custo do equipamento. A
viscosidade, n, de uma solugdo aumenta com a concentragao de polimero em solugéo.

Devido a natureza carregada da quitosana em solventes acidos e propenséo da
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quitosana em criar complexos é preciso avaliar com ateng¢ao as constantes utilizadas.
Além disso, transformar a quitina em quitosana diminui consideravelmente a massa
molar do polimero, altera a extensao da desacetilacédo e, por meio disso, a distribuicdo
da carga muda, o que tem efeitos importantes na aglomeragdo. A massa molar média
da quitina € de 1x108 a 2,5x108, e apds a reacao de desacetilagéo esta inevitavelmente

diminui para 1x10° a 5x10° Dalton.

Quando a massa molar média é determinada por viscosimetria utilizando a relagao
de Mark—Houwink—Sakurada, o tipo de solvente é crucial. Pois o valor do parametro K e
a dependem da natureza do solvente e do polimero. Um sistema solvente sugerido para
a caracterizagao da Mv da quitosana é uma solugdo composta por CHzCOOH 0,1 M e
NaCl 0,2 M, onde K=1,81x102 e a=0,93, sendo este o sistema mais comumente

utilizado.163. 168-173

2.2.2.3. Blendas a base de gelatina de pescado/quitosanallipidio

Os filmes e revestimentos comestiveis biodegradaveis podem ser categorizados
de acordo com o tipo de material a partir do qual eles sao derivados. Cada classe quimica
tem suas vantagens e limitagdes inerentes quando usadas para blendas. Proteinas,
polissacarideos e lipidios sdo os trés principais materiais utilizados para esse fim. A
incorporagao de lipidios em filmes e revestimentos podem melhorar a coeséo, a
hidrofobicidade e a flexibilidade da embalagem, ajudando a ampliar o tempo de vida util,
frescor, aroma, cor, textura e a estabilidade microbiolégica dos frutos do mar frescos e

processados. 74176

Porém, ao contrario dos polissacarideos e proteinas, os lipidios ndo séao
biopolimeros e n&do tém a capacidade de formar filmes independentes e coesos.
Portanto, eles sdo usados incorporados em outros biopolimeros para produzir filmes
compostos. Dependendo de suas caracteristicas especificas, filmes e revestimentos
comestiveis contendo lipidios tém comportamentos diferentes em relagao a transferéncia
de umidade, distribuicdo de grupos quimicos, comprimento das cadeias alifaticas e a

presenca e grau de instauragio que impactam a polaridade lipidica.'””

A maioria dos compadsitos que incluem lipidios, sdo elaborados utilizando 6leos
essenciais. Porém, a utilizagdo de acidos graxos insaturados, ainda nao foi explorada
até o momento. Sendo assim, ha um interesse no impacto fisico—quimicos e
antimicrobiano que os AGls podem causar quando sdo adicionados a blendas a base de
gelatina e quitosana. Aléem disso, devido a importancia do consumo de acidos 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.

22.2.31. Concentrados de acidos graxos insaturados (AGls)
222311. A carpa (Cyprinus carpio)

A pesca baseia—se na retirada de recursos pesqueiros do ambiente natural. Ja a
aquicultura é baseada no cultivo de organismos aquaticos geralmente em um espaco
confinado e controlado. A grande diferenga entre as duas atividades € que a primeira,
por ser extrativista, ndo atende as premissas de um mercado competitivo. Ja a
aquicultura possibilita produtos mais homogéneos, rastreabilidade durante toda a cadeia
e outras vantagens que contribuem para a seguranga alimentar, no sentido de gerar

alimento de qualidade, com planejamento e regularidade.

Segundo a Organizacdo das Nacgdes Unidas para Agricultura e Alimentacao
(FAO)'4, a aquicultura é a mais rapida das atividades agropecuarias em termos de
resultados produtivos e uma das poucas capazes de responder com folga ao crescimento
populacional, o que pode contribuir para o combate a fome em todo o mundo
(EMBRAPA)'"8, De acordo com dados do Ministério da Pesca e Agricultura, entre 2007
e 2010, a produgao aquicola de espécies exdticas representou 65% do total produzido
pela piscicultura brasileira. Esse predominio se deve muito ao fato de espécies, como a
carpa, ja possuirem uma cadeia produtiva estruturada e um vasto desenvolvimento
tecnoldgico, resultando assim, em menor custo de produgdo, oferta de peixes com

qualidade e prec¢os mais baixos.

No Brasil, a introdug&o da carpa ocorreu em 1904, pela Secretaria da Agricultura
do estado de Sao Paulo. A carpa comum foi a terceira espécie de peixe com maior
distribuicdo nacional, sendo que seu cultivo foi registrado oficialmente em 14 estados. O
principal produtor nacional € o Rio Grande do Sul, responsavel por 51,6% da produgao

nacional (23 mil toneladas).

Dentre as espécies exoticas ja introduzidas na piscicultura brasileira, a carpa—
comum (Cyprinus carpio) apresenta grandes vantagens competitivas em relagéo as
espécies nativas. Em grande parte, isso se deve a grande tolerancia da espécie a baixos
niveis de oxigénio dissolvido na agua e ampla variagdes de temperatura, desde 4°C até

35°C, "9 s3o rusticas, possuem rapido 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 criagdo ndo sdo muito
elevados.' Além disso ja existem informagdes bem detalhadas sobre suas principais
caracteristicas bioldgicas e zootécnicas, que podem ser aproveitadas no melhoramento
das condigdes de cultivo e na diminuigdo dos custos de producédo. A Figura 7 apresenta

a imagem fotografica da carpa—comum.

Figura 7. Carpa (Cyprinus carpio)

Fonte. (FAQ).™4

2.2.2.3.1.2. Descarte de residuos e problemas ambientais

Os residuos gerados durante o processamento da carpa (peles, cabegas,
espinhagos, nadadeiras e visceras) podem totalizar 60% da matéria—prima utilizada,
dependendo da espécie e da forma de processamento empregada.’® Estes residuos
sdo ricos em compostos organicos e inorganicos, o que gera preocupacao relativa aos
potenciais impactos ambientais negativos decorrentes da disposicdo desse material
diretamente no ambiente.3? Em busca de alternativas viaveis para aproveitar residuos de
pescados, varios produtos podem ser obtidos, como por exemplo a extragdo de gelatina
e Oleo de pescado, que podem promover um aumentando no faturamento das empresas

e reduzir problemas ambientais.?"

2.2.2.31.3. Oleo de pescado

A composigao do 6leo de pescado € determinada pelo perfil de acidos graxos, que
€ a identificacdo e quantificacdo dos acidos graxos presentes. O principal aporte
nutricional do 6leo de pescado sao os acidos graxos insaturados da familia dos acidos
graxos n—3 derivados do acido a-linolénico, os quais desenvolvem fungdes bioldgicas
de grande importancia nos animais superiores (EFSA)''. O 6leo de pescado constitui
um conjunto de lipidios de reserva energética, e a principal fungdo dos seus acidos
graxos € a produgao de energia metabolica na forma de ATP via B—oxidagdo mitocondrial
para os processos de crescimento e reproducdo, atuando também como componentes

dos fosfolipidios da membrana celular.8”
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2.2.2.3.1.3.1. Acidos graxos

Os acidos graxos ocorrem na natureza como substancias livres e esterificadas. A
sua maior parte encontra—se esterificada com o glicerol (1,2,3-triidroxipropano)
formando triacilglicerdis, principal componente dos 6leos e gorduras comestiveis e
representam 95% dos lipidios da dieta humana.'® Os &acidos graxos diferem—-se em

relagdo ao nimero de carbonos e ao numero de insaturagbes presentes nas cadeias.?®

Os acidos graxos livres ou esterificados nos lipidios, sdo considerados acidos
monocarboxilico com numero par de carbonos dispostos em cadeia linear,
representados pela forma de RCO2H onde na maioria das vezes o R é uma cadeia longa,
sem ramificagdo, insaturada ou com uma ou mais insaturacbes que podera ser
configurada como cis ou frans.'® Ja nos acidos graxos saturados os atomos de carbonos
estdo ligados entre si por ligagdes simples (ligacado d) e simples e duplas (ligagbes 1)
nos acidos graxos insaturados. Os acidos graxos insaturados, de ocorréncia natural,
normalmente possuem configuragdo cis sendo que a maioria dos acidos graxos de
configuragao trans nao sao encontrados na natureza e sim em gorduras que passaram
por processos artificiais. Ja na configuragao trans, como ndo ha dobramento na cadeia,

sua conformacé&o € muito semelhante a de um acido graxo saturado.

Alguns acidos graxos sao considerados especiais por possuirem uma ou mais
insaturacdo na molécula, pois a presengca de dupla ligagdo n&o permite o
empacotamento eficiente no triacilglicerol o que reduz a interagdo entre as moléculas.
Essa configuragdo acaba facilitando a quebra dos triacilglicerdis pelas lipases e,
consequente, liberagdo dos acidos graxos que sao transportados pelo sangue ligados

a albumina, para serem utilizados pelos tecidos como fonte energética. 8

2.2.2.3.1.3.2. Acidos graxos insaturados (AGls)

Os acidos graxos insaturados seguem o mesmo padrdo dos acidos graxos
saturados, exceto pela existéncia de uma ou mais duplas ligagdes ao longo da cadeia. A
dupla ligagao ocorre entre carbonos (-CH=CH-) e de forma alternada, isto €, um unico
atomo de carbono sé forma uma dupla ligagao (do tipo -CH=CH-CH=CH- e nunca —
CH=C=CH).85

Os acidos graxos insaturados (AGls), assim denominados pela presenga de duas
ou mais insaturagdes, sdo caracterizados pela localizagdo das duplas ligagbes. Sao

representados por simbolos numéricos a exemplo do acido a-linolénico, sendo que o
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numero justaposto ao simbolo C indica o numero de atomo de carbono, e o segundo
nuamero a quantidade de duplas ligagdes. A posicdo da ligacdo dupla na cadeia
hidrocarbonada € indicada entre parénteses. Os acidos graxos também podem ser
representados por letras gregas minusculas, referindo a posigdo do carbono no acido
graxo. A letra a (alfa) se refere ao primeiro carbono adjacente ao grupo carboxila, B (beta)
ao segundo carbono e w (dmega) ao ultimo carbono.'® Os acidos graxos comumente
consumidos na dieta séo classificados em quatro familias/séries. dmega 9 (w-9), dmega
7 (w-7), bmega 6 (wWw—6) e 6mega 3 (wW-3) sendo que sdo considerados essenciais
apenas as séries mega 6 e dmega 3, pois sdo 0s mais importantes no balango

dietético.18”

Os principais acidos graxos da série 6mega 3 sao os acidos o-linolénico (ALA
C18.3) e 0 acido eicosapentaendico (EPA C20.5) e o docosahexaendico (DHA — C22.6),
enquanto os principais acidos da série dmega 6 sao os acidos linoleico (LA C18.2) e o
acido araquidénico (AA C20.4).'8 A Figura 8 apresenta a estrutura quimica dos acidos

graxos mais importantes presentes no 6leo de pescado com as respectivas insaturagdes.

Figura 8. Moléculas de acidos graxos mais importantes nos 6leos de pescado
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Os acidos graxos mostrados na Figura 8, sdo considerados essenciais sendo
fornecidos pela ingestao de 6leos vegetais e 6leos de pescado. Sdo considerados assim
em virtude da impossibilidade do nosso organismo sintetiza—los e pelas propriedades
funcionais que apresentam para a saide humana.'® Visto que o depdsito de energia

assim como a conformacéo das membranas celulares sdo as principais fungcdes que os
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acidos graxos insaturados, executam no organismo humano, a complementagao através
da alimentagao desses acidos graxos, principalmente de EPA e DHA, diminui o risco de
morte por problemas cardiovasculares além de possuirem acdes benéficas contra a
hipertensao, arteriosclerose, arritmia e artrite, além de melhorar o desenvolvimento

neural.

Considerando todos os beneficios indicados da ingestdo de w—3 e w—6, estes vem
causando interesse na comunidade cientifica, principalmente na busca de 6leos de

pescado de alta qualidade com altos niveis de acidos graxos insaturados essenciais.

2.2.2.3.1.3.3. Extracao do 6leo de pescado

A producdo da farinha de pescado é um dos principais processos de
aproveitamento de residuos do beneficamento de pescado.’® O processo
termomecanico de producao de farinha de pescado consiste basicamente na separagao
parcial de trés componentes principais. sélido, éleo e agua. Nesta separagao os rejeitos
de pescado passam por um processo industrial, onde a matéria—prima segue as etapas

de moagem, cocgdo, prensagem, secagem e moagem.'®’

A etapa de moagem é realizada a fim de reduzir o tamanho dos rejeitos.’®? A etapa
seguinte € a cocgao, e é responsavel pela extragdo do 6leo advindo dos rejeitos, uma
vez que o aquecimento desta matéria—prima € de aproximadamente 100°C, o que
favorece a coagulacdo das proteinas, e consequentemente a ruptura da membrana
celular, gerando a liberagcdo de 6leo e agua que fisiologicamente ficam ligados. Esta
etapa normalmente é realizada a 100°C e tempo de 20 a 30 min.' Apds a cocgéo é
realizada a prensagem do material com a finalidade de separar os compostos sélidos e
o licor de prensa. Os sélidos entdo sao utilizados para a fabricagao de farinha e a fragao
liquida resultante é o licor de prensa, normalmente composto por 78% de agua (chamada
agua de cola), 6% de solidos e 16% de 6leo. O 6leo bruto é entdo separado da agua de

cola por centrifugacéo.

Para melhorar as caracteristicas de consumo deste 6leo bruto, é necessario que
este passe por um processo de purificacdo e € através deste processo, que impurezas
como fosfolipidios, acidos graxos livres, pigmentos e produtos de oxidagao lipidica séo
removidos, fazendo com que o produto alcance um nivel de pureza aceitavel.' O refino
do dleo bruto € composto principalmente pelas etapas de degomagem, neutralizagéo,
branqueamento e desodorizagéo.
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A degomagem é a etapa responsavel pela remogédo de fosfolipidios (também
chamados de gomas), onde através da hidratacéo de fosfolipidios hidrataveis ocorre a
separagdo dos ndo hidrataveis, pois estes se tornam soluveis no dleo e se
decompdem.’®* Esta etapa normalmente é realizada com a adigdo de agua e solugdes
acidas, como por exemplo HzPO4 e CsHsO7. Devido a adigao de acido na degomagem e
este 6leo degomado possuir acidos graxos livres, € necessario realizar a neutralizagao
destes compostos. A quantidade de solugdo alcali a ser adicionada tem que ser
estequiométricamente maior que a quantidade de acidos graxos livres, pois estes
combinados com solucdo alcali formam sabdes.'® Para remogdo desses sabdes, do
excesso de solugdo alcali e de alguns possiveis residuos de fosfolipidios é realizada

entdo a lavagem do oleo.

Para remocéo dessa agua de lavagem é necessario realizar a secagem deste (1%
de agua para o Oleo ser considerado seco) a fim de melhorar o desempenho da etapa
de branqueamento. Esta secagem pode ser realizada elevando a temperatura do éleo a
90°C sob vacuo de 710 mmHg por aproximadamente 10 min.®2 Para remover ou
promover a destruicdo dos pigmentos que d&o cor ao oOleo é feito o branqueamento,
utilizando uma mistura de adsorventes contendo terra ativada e carvao ativado, que além
de pigmentos, removem tragos de fosfolipidios, carotenoides, tragos de metais, sabdes

residuais e promovem mudangas no estado de oxidagao do 6leo.8? 19

22.2.3.1.34. Concentragao dos AGls

O d6leo de pescado, por constituir uma importante fonte de acidos graxos
insaturados, € wusado preferencialmente como matéria—prima para preparar
concentrados de w—3 e w—6."%" Existem varios métodos, fisicos, quimicos e enzimaticos
que visam a obtengdo de acidos graxos insaturados a partir de 6leos de pescado.'®
Dentre estes métodos estdo, a cristalizacdo por resfriamento, destilacdo molecular,
extragao supercritica e concentragao por lipase. Entretanto, a forma mais eficiente de

obtengdo destes é através da cristalizagédo pela complexagéo com ureia.198-19°

Todavia, antes da complexacdo com ureia € realizada a alcodlise, também
chamada de alcodlise (cisao por intermédio de um alcool) que € um termo geral usado
para descrever a reagao organica onde um éster é transformado em outro éster através
da troca do grupo alcoxila.?®® Na transesterificagdo de uma gordura ou 6leo, um
triglicerideo reage com um alcool na presengca de um catalisador para formar uma

mistura de ésteres de acidos graxos e glicerol. O processo geral € uma sequéncia de
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trés reagdes consecutivas, na qual monoglicerideos e diglicerideos sao formados como
intermediarios. Para uma transesterificagdo estequiometricamente completa, uma
proporg¢ao molar 3.1 de alcool por triglicerideo € necessaria. Entretanto, devido ao carater
reversivel da reagdo, o agente transesterificante (alcool) geralmente € adicionado em
excesso deslocando o equilibrio da reacao em diregcao aos produtos e assim aumentando
o rendimento do éster, bem como permitindo a sua separagéo do glicerol formado

(subproduto).2°!

Varios fatores influenciam a reacdo de transesterificacdo, tais como. tipo de
catalisador, tipo de alcool, razdo molar alcool/éleo, temperatura, pureza dos reagentes
(principalmente a presenga de agua) e quantidade de acidos graxos livres.?%?2 Segundo
Ferrari, Oliveira, & Scabio,', com relagdo ao agente transesterificante (alcool), o
processo reacional ocorre preferencialmente com alcoois de baixa massa molar, como
por exemplo, metanol, etanol, propanol, butanol e alcool amilico, mas metanol e etanol
sdo os mais frequentemente empregados. Metanol € o mais utilizado no mundo devido
ao seu baixo custo na maioria dos paises e as suas vantagens fisicas e quimicas
(polaridade, alcool de cadeia mais curta, reage rapidamente com o triglicerideo e dissolve
facilmente o catalisador basico). A reagao de transesterificacdo pode ser catalisada por
acidos ou bases, utilizando processo catalitico homogéneo ou heterogéneo. A
transesterificacdo por catalise basica € rapida e de elevadas conversdes. Além disso,
catalisadores alcalinos s&o menos corrosivos do que os acidos.'® Segundo Freedman,
Butterfield, & Pryde,?®3 a maior parte dos trabalhos descritos na literatura emprega
catalisadores basicos, tais como KOH e NaOH, onde foram observados maiores
rendimentos e seletividade, além de apresentarem um baixo preco no mercado. Devido
a reagao de alcodlise ser responsavel pela formacao de ésteres metilicos (que apds
acidificagdo, sdo chamados de acidos graxos livres), esta etapa se torna bastante
importante na elaboragdo de concentrados de acidos graxos insaturados, através do

método de complexagdo com ureia.'® 19

Depois da reagao de alcodlise, o processo segue as seguintes etapas. extragao,
acidificagcao, separacao e evaporagado. Assim, apds o término da reacdo de
transesterificagdo os acidos graxos (mistura saponificada) sao extraidos da matéria
insaponificavel com a adigdo de hexano. A matéria saponificavel é entdo acidificada. A
separagao é realizada novamente com a adi¢gdo de hexano, que é removido com sulfato

de sodio anidro para recuperar os acidos graxos livres.
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A complexacao com ureia € o método quimico de obtencdo de concentrados de
AGls mais utilizado devido seu baixo custo operacional, e principalmente devido a sua
eficiéncia. A fundamentacdo deste método € baseada na separagdo pelo grau de
insaturagao dos acidos graxos, onde os mais saturados complexam com a ureia devido
a estrutura de cristalizagdo da ureia quando resfriada, pois esta, quando resfriada
cristaliza—se, e forma canais com didmetros de aproximadamente 5,6 A. Porém na
presenga de longas moléculas de cadeia linear, esta cristaliza—se na forma de canais
hexagonais com didmetros que variam de 8-12 A, e é nestes canais que os &cidos
graxos saturados se incorporam, promovendo entdo a separagao destes dos acidos
graxos insaturados. Isso ocorre porque os acidos graxos insaturados possuem um
volume (didmetro) superior aos canais do cristal de ureia, impedindo o seu
aprisionamento.'¥® Como neste método de separagio, os acidos graxos saturados
adentram na estrutura formada pela ureia, o método também é denominado método de

inclusdo.2%4

Essa técnica apresenta uma grande vantagem frente as demais porque os cristais
complexados sao extremamente estaveis, e a filtragdo ndo tem que necessariamente ser
realizada em temperaturas muito baixas como é requerido na cristalizagédo de acidos

graxos com solvente.

2.3. Elaboracao de filmes e blendas pela técnica casting

Conceitualmente, os filmes biopoliméricos, sao produzidos com a utilizagao de
apenas uma macromolécula, ja a blenda, caracteriza—se por ser uma mistura fisica de
dois ou mais biomateriais, sem que haja reagdo quimica entre eles.?°> Sendo assim, a
técnica casting, tem sido o processo mais utilizado na producdo de filmes

biodegradaveis, devido a sua simplicidade.

A técnica consiste de uma solugao disposta sobre um suporte de area conhecida
e deixada em repouso até que haja evaporagao do solvente, ocorrendo a formagéo do
filme. Primeiramente, ha a solubilizagdo da macromolécula em um solvente (agua,
etanol, solugao de acido acético, entre outros), ao qual podem ser incorporados diversos
aditivos (plastificantes, agentes reticulantes, etc). Logo a solugéo filme formadora é
vertida em um suporte e levada a estufa para evaporagdo do solvente. A massa de
sélidos secos da macromolécula utilizada assim como seu aditivo deve ser constante, e

para isso padroniza—se o volume de solugdo filmogénica vertido nos suportes, com a
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finalidade de se obter uma espessura constante dos filmes biopoliméricos apds sua

secagem.?%6

Independentemente da técnica utilizada para a elaboragdo dos filmes
biodegradaveis sempre se busca que eles sejam flexiveis, resistentes e apresentem
boas propriedades de barreira ao vapor de agua. No caso de utilizagdo para alimentos a
propriedade de barreira ao vapor de agua é considerada uma das mais importantes, pois
dependendo da taxa de transferéncia do vapor de agua, podem ser iniciados processos

de deterioracédo nos alimentos embalados.

2.4, Caracterizagao dos filmes

Os filmes e blendas baseados em biomateriais s&o, geralmente, caracterizados
quanto suas, espessura (e), resisténcia a tragao (RT), alongamento na ruptura (AR),
permeabilidade ao vapor de agua (PVA), cor, superficie (MEV), grupos funcionais (FTIR),
cristalinidade (DRX) e propriedades térmicas (DSC).

2.4.1. Espessura (e)

A espessura é definida como a distancia entre as duas principais superficies do
material, e é considerada um parametro importante para filmes plasticos, tanto mono
quanto multicamadas. De acordo com Sobral,”® nos filmes elaborados através da técnica
casting, o controle da espessura se torna mais dificil quando se trabalha com solugao
filmogénica viscosa, devido a dificuldade de espalhar esse material. Devido a este fato é
de extrema importancia o controle e o conhecimento preciso da espessura do filme
elaborado, pois é desta caracterizacdo que dependem as informagdes sobre a
resisténcia mecanica e as propriedades de barreira a gases e ao vapor de agua do
material, visto que, variagdes na espessura acarretam problemas no seu desempenho
mecanico e flutuagdes nas propriedades de barreira. Além disso, o controle da espessura
€ necessario para que se possa garantir a repetitividade da medida de suas propriedades

e a validade das comparagdes entre os filmes.??”

2.4.2. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas compreendem as propriedades que determinam a
resposta dos materiais as influéncias mecénicas externas; sdo obtidas pela capacidade
desses materiais de desenvolverem deformacgdes reversiveis e irreversiveis, e resistirem
a fraturas. Essas caracteristicas fundamentais dos materiais sdo geralmente avaliadas
por meio de ensaios que indicam diversas dependéncias tensdo—deformacao, e esta
caracterizagdo pode ser feita atingindo—se ou n&o a ruptura do material. Por exemplo,
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modulos elasticos, tensdo e deformacao no escoamento, sdo parametros caracterizados
sem atingir a ruptura do polimero. Por outro lado, tensdo e deformacéo na ruptura e
resisténcia ao impacto, sdo propriedades mecanicas determinadas no limite da

resisténcia destrutiva do polimero.2%

Estas propriedades mecanicas de filmes e blendas, estdo relacionadas
diretamente com a rigidez dos segmentos das cadeias dos polimeros envolvidos, de sua
natureza quimica, da massa molar, das for¢as 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 sdo fatores fundamentais na
determinacdo das propriedades mecénicas de filmes finos e blendas poliméricas.?®
Dentre os principais parametros estruturais que afetam o desempenho mecanico dos
filmes e das blendas, pode-se citar a cristalinidade, a presenca de grupos polares,
massa molar, copolimerizagao, ligacdes cruzadas e a miscibilidade, pois estes afetam
diretamente a estrutura coesiva do material, ou seja, a habilidade do material em formar
fortes e numerosas ligagdbes moleculares entre as cadeias, a fim de impedir o
rompimento.?'®© Sendo assim, os testes mais relevantes realizados em filmes
biopoliméricos sdo a tensao de ruptura que é a resisténcia oferecida pelo material no
ponto de ruptura perante o teste de tragdo, e o alongamento na ruptura que indica a
flexibilidade e a capacidade de estiramento dos filmes com determinacgao feita no ponto
em que o filme se rompe perante a tracéo e expressa em porcentagem da mudanga do

comprimento original da amostra.

2.4.2.1. Resisténcia a tragao (RT)

O ensaio de resisténcia a tracdo é amplamente utilizado para o levantamento de
informagdes basicas sobre filmes e blendas poliméricas. Este ensaio consiste na
aplicagao de uma carga uniaxial crescente a um corpo de prova especifico, ao mesmo
tempo em que sdo medidas as variagdes de comprimento do material. As especificagbes
quanto a forma, dimensdes dos corpos de prova, velocidade de tensionamento, base de
medida, etc., sdo ditadas pela norma técnica correspondente, que no caso de filmes finos

€ a American Society for Testing and Material (ASTM).?"?

No ensaio de RT, uma amostra do material (corpo de prova) € submetida a um
esfor¢o longitudinal, onde as extremidades da amostra do filme s&do presas a garras
acopladas ao equipamento de medigédo. A RT, é calculada, através da relagdo entre a
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forca maxima medida e a area inicial do corpo de prova, a qual é obtida com os valores

de largura e espessura do corpo de prova, conforme a Equacéo (1).

F (1)
Lxe

sendo RT a resisténcia a tragao (MPa), F a forga maxima aplicada (N), L a largura (m) e
“e” a espessura do filme (m).

24.2.2. Alongamento na ruptura

O alongamento na ruptura (AR) é a relagao percentual entre o alongamento do
corpo de prova na ruptura e o seu comprimento inicial, que corresponde a distancia inicial

entre as garras como mostrado na Equagao (2).

AL
AR=—x100 @)
Lo

sendo AR o alongamento na ruptura (%), AL a variagdo de comprimento (m) e Lo o

comprimento inicial (m).
2.4.3. Permeabilidade ao vapor de agua (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 difusdo, depende de
varios fatores, tais como. espessura do filme, a relacdo entre as zonas cristalinas e
amorfas, a quantidade de material hidrofilico/hidrofébico e a mobilidade das cadeias
poliméricas.?’> Os filmes baseados em biopolimeros geralmente apresentam alta
permeabilidade ao vapor de agua (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 migracédo de agua

nos materiais de embalagem de alimentos.?'3

A PVA é baseada na lei de Fick de difusdo de massa, por analogia a lei de Fourier
para conducao de calor e a lei de Ohm para a conducgado elétrica. Sarantopoulos &
Teixeira,?' mostraram que a solubilidade dos gases em polimeros obedece a lei de
Henry, que combinada com a lei de Fick, chega—se a expressao atual que relaciona o

fluxo com a permeabilidade com o gradiente de pressao parcial de agua entre os dois
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lados do filme. Pode—se considerar que o processo de permeagao de gases e vapores
através dos espacos intermoleculares acontece em trés etapas. sorcao e solubilizagao
do permeante na superficie do material, difusdo do permeante através do material devido
a acao de um gradiente de concentragcdo e dessorgédo e/ou evaporagdo 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)>?'5,

2.4.4. Cor

A cor é uma determinagao bastante relevante dentre as propriedades opticas de
filmes e blendas, visto que para a aplicagdo em embalagem de alimentos muitas vezes
€ desejavel uma embalagem transparente que permita a visualizagdo do produto
acondicionado.?'® Ja em filmes e blendas aplicados em processos de adsorgéo, a cor
ganha importancia, pois sua variagcdo ao longo do processo, € um indicativo de que

ocorreram interacgdes entre adsorvente e adsorbato.

As alteracdes de cor podem ser medidas por diferentes métodos, como por
exemplo, pela aplicacdo 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 angulo hue que € o
valor em graus correspondente ao diagrama tridimensional de cores. 0° (vermelho), 90°
(amarelo), 180° (verde) e 270° (azul), parametro este que corresponde a tonalidade tal
como é vista a olho nu?'” e a variagdo de cor (AE). Ja a transparéncia é observada,
quando a luz incidente atravessa o material com um minimo de absorgéo ou reflexao e

pode ser indicada pelo valor de luminosidade (L*).
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Figura 9. Representacao do diagrama tridimensional de cores do sistema CIELAB

Luminosidade (L)
(0-100)

Croma(C) Saturagao
(0-100)

Hue (h) Tonalidade
(0-360°)

2.4.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) permite a obtengdo de uma imagem
ampliada e tridimensional da amostra. Esta imagem possibilita a visualizagao de
possiveis imperfeicdes, porosidades, separagcdo dos componentes dos filmes em
camadas, estrutura da superficie e visdo da estrutura da secdo transversal. O
equipamento utilizado na MEV produz imagens de alta resolu¢do com ampliagdo de até
300.000 vezes. O equipamento funciona, aplicando—se uma diferenga de potencial (de
0,5 a 30 kV) e faz emissao de feixes finos de elétrons, que varrem a amostra em uma
area muito pequena, por um filamento capilar de tungsténio, denominado eletrodo
negativo. Essa diferenca de potencial atrai os elétrons que foram gerados, o que resulta
em uma aceleragdo em direcdo ao eletrodo positivo. Essa interacao entre um feixe de
elétrons e a amostra em estudo, forma a imagem que temos como resultado da analise,

o qual é dada em tempo real, simultaneamente com a varredura da amostra.

Sendo assim, o principio da MEV, baseia—se fundamentalmente, na quantificagao
dos elétrons secundarios emitidos pela amostra, como resposta a uma excitagao
eletrénica incidente. Quando os elétrons primarios alcangam a amostra, a interagcao
destes com os atomos do material, ddo origem a elétrons secundarios. O numero de
elétrons secundarios emitidos, varia de acordo com a geometria e outras propriedades
da amostra. Os elétrons secundarios sdo 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 composig¢des e grupos funcionais a partir da absorgao de
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energia na regiao do infravermelho pelo material. A interagado da radiagdo com a matéria
ocorre com a jungao do campo elétrico oscilante da vibragdo molecular e, o da radiagao
incidente. As ligagbes quimicas das substancias apresentam frequéncias de vibragao
especificas e correspondentes aos diferentes niveis de energia da molécula, que por sua
vez, sao resultantes da superficie de energia potencial da molécula, bem como de sua
geometria molecular e massa dos atomos constituintes.?'® Para que uma determinada
molécula apresente absor¢do na faixa do infravermelho, ha necessidade que suas
vibragdes moleculares resultem em uma alteragcdo do momento dipolar da molécula e

consequentemente, que haja a absorgao de determinada quantidade de energia.??°

As analises dos espectros sio feitas a partir das bandas de absorg¢ao resultantes
da analise do material pelo espectrdmetro de infravermelho. As bandas vibracionais
reconhecidas pelo aparelho geralmente indicam os picos de absorgao de acordo com o
grupo funcional ou tipo de ligacdo ali existente, e apresentam também, valores
relacionados a essas propriedades.?'® A espectroscopia de infravermelho apresenta uma
ampla faixa de aplicagdes, sendo capaz de analisar desde moléculas pequenas até
sistemas complexos, como tecidos celulares, permitindo verificar mudancgas tanto na sua
superficie quanto no seu interior.??" A faixa de radiagdo de maior interesse para a
espectroscopia se encontra na regido de 4000 a 400 cm™ (infravermelho médio). Nos
espectros de infravermelho (IV) a intensidade das bandas de absorgédo permite coletar
dados em termos de transmitancia ou absorbancia, e a posicdo em numeros de onda

(cm), sendo o inverso do comprimento de onda.??°

2.4.7. Difragcao de raio—X (DRX)

Sélidos e liquidos podem apresentar—se estruturados, espacialmente
organizados, sendo capazes de difratar um feixe de raio X. A esta regularidade estrutural
denominamos cristais, comum em substancias/produtos sodlidos. Liquidos cristalinos
também apresentam esta caracteristica, como os cristais liquidos e, mesmo substancias
nao cristalinas, podem apresentar algum grau de estruturagdo, dando origem a bandas
de difragcdo n&o tdo bem definidas.2%

A radiacdo X €é uma espécie de radiagdo eletromagnética, que possui
comprimentos de ondas da ordem de 10~" m a 10~ m. Sua espectroscopia atdmica esta
baseada nas medidas de emissdo, absor¢ao, espalhamento, fluorescéncia e difracdo da
radiagdo eletromagnética.??? Dentre as varias técnicas de caracterizagdo de materiais, a

difratometria de raios X é a mais indicada na determinagdao das fases cristalinas
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presentes em materiais poliméricos. Isto € possivel porque na maior parte dos solidos
(cristais), os atomos se ordenam em planos cristalinos, separados entre si por distancias
da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de onda dos raios X. Ao incidir um
feixe de raios X em um cristal, 0 mesmo interage com os atomos presentes, originando
o fendmeno de difragdo.2°® As vantagens da técnica de difratometria de raios X para a
caracterizagcao de fases, destacam-se pela simplicidade e rapidez do método, a
confiabilidade dos resultados obtidos, a possibilidade de analise de materiais compostos

por uma mistura de fases e uma analise quantitativa destas fases.??

2.4.8. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) é uma técnica de analise térmica na
qual a temperatura de uma amostra, comparada com a temperatura de um material
termicamente inerte, € gravada como uma fungdo da amostra, material inerte, ou
fornecimento de temperatura a medida que a amostra € aquecida ou resfriada a uma

razao constante.??4

E uma técnica que possibilita determinar a temperatura de transicéo vitrea (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 €, possibilite a
mudanca de conformacgao. Acima da temperatura T4, 0 material se encontra no dominio
gomoso (like—liquid rubbery); abaixo da Tg, 0 mesmo esta no estado vitreo. Neste estado,
0s movimentos moleculares estao 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 fisicas e mecanicas sofrem uma forte mudanga de comportamento.2%8

2.5. Avaliacao de embalagens ativas na conservagao de filés de
pescado

O consumo de frutos do mar aumentou nos ultimos anos, uma vez que 0s
consumidores se tornaram mais conscientes dos seus beneficios nutricionais e das
preocupagdes com a saude, associadas a outros produtos a base de carne, como frango
e carne bovina. No entanto, a composi¢ao da carne de peixe torna favoravel o rapido
crescimento e propagagao de microrganismos patdogenos que aceleram a deterioragéo

dos alimentos.?2°
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Sendo assim, o peixe € um produto mais perecivel do que outros alimentos
musculares e seu frescor se degrada ap6s a morte devido a varias reagdes bioquimicas
(por exemplo, alteragbes nos teores de proteinas e lipidios e formagdo de aminas
biogénicas e hipoxantina) e deterioragdo microbioldgica. Isso resulta na deterioracéo da
qualidade sensorial e valor nutricional dos peixes. Sendo assim, a preservagao do peixe
€ importante para evitar a perda desse recurso natural nutricionalmente rico.'”” Neste
contexto, os filmes e revestimentos podem ser utilizados para fornecer protegéo fisica?2®
para proteger filés de pescado de danos mecanicos e de atividades fisicas, quimicas e
microbiolégicas. Além de sua fungdo como barreiras inertes para estender a estabilidade
alimentar, os revestimentos comestiveis também podem interagir com o alimento
revestido e/ou o ambiente envolvente de forma desejavel, tornando—se assim um

revestimento ativo.

Devido a reagdes quimicas, resposta enzimatica e deterioragdo microbiana, o
peixe apresenta um tempo curto de prateleira.® Sendo assim, como consequéncia da
reducdo do prazo de validade, a frescura e a qualidade dos peixes sempre ganharam a
atencdo das Agéncias Reguladoras Alimentares e das Industrias Alimentares. A
manipulagdo adequada, pré—tratamento e técnicas de preservacao podem melhorar a
qualidade dos produtos da pesca. Muita pesquisa neste campo tem sido focada no
desenvolvimento de filmes e revestimentos comestiveis para aumentar o prazo de
validade desses produtos, mantendo seus parametros de qualidade. Revestimentos e
filmes a base de gelatina de pele de pescado com adi¢ao de quitosana foram relatados
para embalagens de filé de truta arco—iris, mostrando propriedades antioxidantes. No
entanto, maior efeito protetor contra a oxidagao lipidica foi obtido para revestimentos em
comparagao com filmes, devido a maior migragao de quitosana em solugdo como um
aditivo ativo.??” Misturas de gelatina e quitosana também foram usadas para obter filmes
antimicrobianos para o empacotamento de filés de bacalhau adicionando dleo essencial
de cravo a matriz, resultando em uma drastica redugcdo no crescimento de

microrganismos para bactérias gram—negativas.??®

Assim, destaca—se a importancia do desenvolvimento de embalagens ativas
antimicrobianas, para conservacido de filés de pescado. Pois estas, além de serem
provenientes de recursos renovaveis e ambientalmente amigaveis, apresentam

vantagem adicional prolongando o tempo de vida util do alimento.
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2.5.1. Merluza (Merluccius hubbsi)

A merluza (Merluccius hubbsi) € uma espécie demerso—pelagica que se distribui
entre o sul do Espirito 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
1958,22° havendo um grande volume de informagdes disponiveis. Em contrapartida, no
Brasil, apenas recentemente sua biologia foi estudada em toda a area de distribuigao,
sendo que, resultados preliminares indicam que ha dois estoques, sendo o da costa Sul
compartilhado com o Uruguai e a Argentina.?3° 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 Republica Argentina (INDEC)?3', 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 € 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 — ja superou o recomendado pela Organizagdo Mundial da
Saude, 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, sdo ricos em
4cidos graxos insaturados (tipo Omega 3), e importantes na prevengdo de doengas
cardiovasculares e para o desenvolvimento de células cerebrais no feto e nos recém-—
nascidos.?>’ O pescado ainda oferece minerais, principalmente calcio e fésforo,

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 s&o 0s mais suscetiveis a
processos de deterioracéo, o que pode ser explicado pela sua composigao quimica, pela
elevada insaturagao de seus lipidios, pela menor quantidade de tecido conjuntivo, em
consequéncia da agao de enzimas autoliticas, e pela relagdo menos acida de sua carne,
o que favorece o crescimento microbiano.?®2 A alta perecibilidade do pescado tem
estimulado a aplicagéo de tecnologias alternativas de conservagéo muito importantes.?33
Neste sentido os filmes antimicrobianos vém a contribuir para aumentar o tempo de vida

util e a qualidade dos filés de pescado.
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2.5.2. Avaliagcao Microbioldgica

De acordo com o Ministério da Saude, em 2016, cerca de 90% dos casos de surtos
alimentares foram causados por bactérias, sendo a E. coli e Salmonella, responsaveis
por aproximadamente 7,3% dos casos, seguidas de S. aureus (5,7%). Entretanto, cerca
de 70,5% dos casos de contaminagdo e intoxicagdo causados por microrganismos nao

foi identificado (Ministério da Saude).?34

Neste contexto, o pescado € um dos alimentos que degradam com mais facilidade,
principalmente devido a composi¢do quimica (que varia em fungcdo da espécie), as
condicbes em que ocorre, 0 seu consumo, a época do ano em que é capturado, os
elevados teores de gorduras insaturadas (que sao facilmente oxidaveis), e
principalmente, do pH proximo da neutralidade, que favorecem o desenvolvimento
microbiano.?®® Sendo assim, o pescado pode atuar como potencial veiculador de
microrganismos patogénicos para o homem, como as bactérias Staphylococcus
coagulase positiva, Escherichia coli, Salmonella sp., Costridium perfringens, entre
outros.?3¢ A presenca desses microrganismos evidéncia deficiéncias em algumas etapas
do processamento ou na conservagao do produto final, que comprometem a qualidade
e o grau de frescor, podendo causar sérios danos a saude do consumidor, que vao desde
uma simples intoxicagdo até a morte (FDA)?*’. Devido a isso, torna—se importante a
avaliagao microbiologica em filés de pescado, visando a eliminagdo e/ou diminuigao
destas doengas causadas por microrganismos patogénicos e aumentando o tempo de

vida util 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, aerobios facultativos,
coagulase positiva, catalase positiva, oxidase negativa, redutores de nitratos, nao
formadores de esporos, com temperatura 6tima de crescimento na faixa de 30 a 37°C,
porém desenvolvem—se em temperaturas de 10 a 48°C e sédo capazes de multiplicar—se
em concentragcdes de 7,5% a 20% de cloreto de sbdio.?3® Por provocar frequentes
intoxicacbes de origem alimentar € uma das espécies de maior interesse na
microbiologia de alimentos. Algumas cepas tem a capacidade de produzir enterotoxinas
termoestaveis em condigbes de temperatura de 10 a 48°C, pH de 4,5 a 9,6. As
enterotoxinas estafilococicas sdo altamente estaveis ao calor assim como sao

resistentes a agcdo de proteases gastrointestinais como a pepsina e a tripsina, o que
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garante sua integridade durante a passagem pelo sistema gastrointestinal.?3® Os
principais sintomas da intoxicacdo sdo nauseas, vOmitos, célicas abdominais, diarreia,
dores de cabeca e queda de pressao e, em casos mais graves, a hipotermia e a sindrome
do choque téxico. Esses sintomas surgem cerca de 6 h apdés o consumo do alimento

contaminado e podem durar de 24 a 48 h.?40

2.5.2.2. Salmonella sp.

S&o bastonetes Gram-negativos, exibem motilidade, ndo esporulados, nao
encapsulados, nao fermentam a lactose, crescem em temperatura 6tima de 37°C e pH
em torno de 7,0, s&o aerdbias facultativas e produzem gas durante a fermentagao da
glicose. Esse microrganismo € um dos principais causadores de enfermidades causadas
por alimentos que s&o contaminados durante o processamento da matéria—prima ou por
mas condi¢des higiénico—sanitarias do ambiente ou ainda por contaminagdes cruzadas
através de equipamentos ou manipuladores.?*! Normalmente, a forma de disseminacao
da infecgdo é interpessoal e os sintomas sdo muito graves e incluem septicemia, febre
alta, diarreia e vomitos. Apds a infeccao, os individuos podem se tornar portadores por
meses ou anos, constituindo entdo uma fonte continua de infecgdo. A legislagao
brasileira estabelece a necessidade de auséncia de colbnias de Salmonella nos

alimentos, justamente para evitar o prolongamento dos surtos de infecgdo (ANVISA)?42.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.

Obtencao dos biomateriais

3.1.1. Gelatina

3.1.1.1. Extracao da gelatina de pescado

As peles de corvina (Micropogonias furnieri) foram obtidas em uma industria de

processamento de pescado localizada na cidade do Rio Grande, Rio Grande do Sul

(Brasil). As amostras foram armazenadas em sacos de polietileno a —20°C para uso

posterior na extragao de gelatina.

As peles de corvina, sem escamas, foram cortadas em pedagos quadrados (1

cm?) utilizando uma faca. Apos as peles foram lavadas em agua destilada (1:6 m/v) a

4°C durante 5 min para remover a contaminac¢ao da superficie, seguido pela drenagem

das peles através de peneiras para remogao do excesso de agua.

Os pré—tratamentos das peles foram realizados segundo procedimento descrito

por Bandeira et al.'#0. As peles cortadas foram submetidas a trés etapas sucessivas.

a)

b)

Primeiramente foi realizado o intumescimento alcalino, onde foi adicionada
agua destilada em uma proporgdo 1:1 m/v, e o pH ajustado para 11 com
solucdo de NaOH 3 mol L~'. O controle do pH foi realizado com o auxilio de
um pHmetro (Marte, MB—10P, Brasil). O material permaneceu em solugéo por
15 min sob agitagédo constante. Apos foi realizada a drenagem do material com
peneira, para em seguida ser feito o segundo tratamento alcalino.

Na segunda etapa, para o segundo tratamento alcalino a solug¢ao foi renovada,
novamente com a adicdo de agua destilada (1:1 m/v), ajustando-se
novamente o pH em 11, com solugdo de NaOH 3 mol L', onde sob agitagéo
constante, o material permaneceu em solugdo por 60 min. Em seguida, as
peles foram retiradas da solugcdo alcalina e drenadas em peneira, com
posterior lavagem com agua corrente, até atingir pH 7,0.

Na terceira etapa, foi realizado o tratamento acido, onde foi adicionada
novamente agua destilada, na relagéo de 1:1 (m/v), e o pH da solugéo ajustado
para 2, com solugédo de HCI 3 mol L' por 15 min e apos foi realizada uma

lavagem final com agua destilada (1:1 m/v).
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Ja para extragdao da gelatina, nas peles intumescidas foi adicionada agua
destilada na proporg¢ao 1:1 (m/v) a 52°C, em banho termostatizado (Quimis 214 D 2,
Brasil), por periodo de 2 h. Foi realizada a drenagem das peles com peneira, recolhendo—
se a solugao de gelatina em becker. A solu¢ao de gelatina foi filtrada em funil de Buchner
com papel filtro Whatman n° 4 a vacuo. A Figura 10 apresenta o resumo em fluxograma

das etapas de obtenc&o da gelatina de peles de corvina.

Figura 10. Fluxograma da extragdo de gelatina de peles de corvina
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As solugdes de gelatina de peles de corvina foram entdo armazenadas em

refrigerador a —4°C, para posterior analises e para produg¢ao dos filmes biopoliméricos.

3.1.1.2. Caracterizagao da gelatina de peles de corvina
3.1.1.21. Forga do gel

A forca do gel foi determinada baseando—se na metodologia aplicada por
Arnesen & Gildberg.'% A gelatina liofilizada foi diluida até a concentragéo de 6,67% (7,5
g de gelatina em 105 g de agua destilada), aquecidas a 45°C em banho termostatico
(Quimis, 214 D2, Brasil) por 30 min em recipientes padronizados de vidro com volume
de 150 mL. Os frascos com as diluicées foram levados ao refrigerador (Eletrolux, R 250,
Brasil) para que as solugdes fossem maturadas a 10°C por 17+1 h. A forga do gel das

gelatinas foi medida em analisador de textura (TA.XTplus, Stable Micro Systems,
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Inglaterra), usando sonda de teflon com 12,5 mm de didmetro pressionando 4 mm na

gelatina a velocidade de 1 mm/s. A determinacao foi realizada com trés repeti¢des.

3.1.1.2.2. Viscosidade

A determinagdo da viscosidade das solugbes de gelatinas foi baseada na
metodologia descrita por Silva et al.,?*3. A solugdo de gelatina (10 mL), com concentragéo
de 6,67% (m/v) foi transferida para o viscosimetro Cannon—Fenske (Cannon Instrument
Co., n° 100, EUA), que foi mantido em banho termostatico a 25°C até que a solugéo de
gelatina se encontrasse em equilibrio com a temperatura do banho. Com um cronémetro,
os tempos necessarios para escoamento da solugdo foi anotado e a viscosidade

calculada através da Equacéo (3).

H=Kxtxp (3)

sendo u a viscosidade (Poise), K a constante do viscosimetro determinada
experimentalmente com um fluido de viscosidade cinematica conhecida, t o tempo (s) e
p a massa especifica da solugéo na temperatura do teste (g cm=3) e que foi determinada

por picnometria.

3.1.1.2.3. Ponto de fusao e temperatura de gelificacao

O ponto de fusdo das gelatinas foi determinado pelo método BS 755 (BSI).24
Aliquotas de 10 mL das solugdes de gelatinas (6,67%) foram transferidas para tubos de
ensaio, onde permaneceram por 17 h a 7°C. Um volume de cinco gotas de solugao de
cloroférmio e corante azul de metileno (3:1, mL/mL) foi adicionado ao gel como indicador
do ponto de fusdo. A medigao foi realizada a uma taxa de aquecimento de 0,1 °C min~".
A média entre a temperatura em que foi possivel visualizar o momento da penetracao
das gotas do indicador nos géis, e a temperatura em que as solugdes se encontraram

completamente coradas foi registada, sendo a temperatura referente ao ponto de fuséo.

A determinacdo da temperatura de gelificagcdo foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Muyonga et al.,%. Frascos contendo 100 mL das amostras de
gelatinas (6,67%) foram acondicionados em banho termostatico a 40°C, apés foi
adicionado em cada frasco um capilar, o qual foi mantido manualmente na vertical e o
banho entédo resfriado lentamente de 0,1°C a cada 2 min. A temperatura de gelificagao

foi definida quando o capilar se manteve na vertical sem o apoio manual.
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3.1.1.2.4. Composicao de aminoacidos

As amostras de gelatina (10 mg) foram hidrolisadas em 600 pL de solu¢do HCI 6
mol L=" a 110°C durante 24 h. Apds as amostras foram dissolvidas em agua mili-Q (+ 7
mL), filtradas e liofilizadas. A determinagdo dos aminoacidos presentes na amostra foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (UFLC Shimadzu, Japao), conforme

descrito por Silva et al.,?43.

3.1.2. Quitina e Quitosana
3.1.2.1. Extracao da quitina

A quitina utilizada nos experimentos foi extraida a partir de residuos de camaréo—
rosa (Farfantepenaeus brasiliensis), obtidos nas industrias de pescado da cidade de Rio
Grande—RS. Estes foram armazenados em freezer a —17°C até que fosse realizada a

extragao.

Foi realizado um pré—tratamento dos residuos com agua corrente, sendo este uma
das operagdes preliminares a extragao da quitina e tendo como objetivo a separagao do
material grosseiro, entre eles material vegetal, por¢cdes de tecido e outros materiais que
eventualmente possam acompanhar o residuo. A extragédo foi entdo realizada com a
execucdo de tratamentos quimicos sequenciais destinados a eliminar carbonatos,
proteinas e pigmentos, através das etapas de desmineralizagdo, desproteinizagao,

desodorizagado e secagem,?* conforme segue.

a) Desmineralizagdo. Esta etapa teve por objetivo reduzir o teor de cinzas da
matéria—prima. Apos a lavagem dos residuos, esta foi desmineralizada com
acido cloridrico 2,5% (v/v), em tanque agitado, a temperatura ambiente (28
1+4°C), com proporgao de solugdo acida/residuo de 3:1 (m/v) por 2 h. Apds,
seguiu—se novas lavagens até pH neutro, o que experimentalmente se
conseguiu com 8 lavagens. Esta etapa foi responsavel pela eliminagdo de
minerais e contaminantes que ainda poderiam estar presentes nos residuos.

b) Desproteinizacédo. Esta etapa teve a fungao de reduzir o teor de nitrogénio
proteico, e consistiu em adicionar a matéria—prima desmineralizada que se
encontrava no tanque agitado, solugdo de hidroxido de sodio 5% (m/v), a
temperatura ambiente (28+4°C), com proporcéo de solugao alcali/residuo 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) Desodorizagao/despigmentacédo. Nesta etapa, ao material, ainda dentro do
tanque, foi adicionado solugdo de hipoclorito de sodio 0,36% (v/v), a
temperatura ambiente (28+4°C), com proporgéo de solugao NaClO/residuo de
5:1 (m/v) por 3 h. O objetivo desta operagao foi acentuar a redugao de odor
proveniente do material e a retirada de pigmentos. Fez—se entao, a lavagem
com agua para retirar os residuos do reagente, até pH neutro, o que
experimentalmente conseguiu—se com 6 lavagens.

d) Secagem. ApdGs obter a quitina umida foi realizada a secagem do produto, que
foi realizada em secador de bandejas, a uma temperatura de 80°C por 4 h. A
operagdo de secagem € necessaria, pois além aumentar o tempo de
conservacgao da quitina, promove maior facilidade no manuseio principalmente
no processo de conversao em quitosana, pois possibilita que a massa de
matéria—prima no reator de desacetilagao seja maior, e garante que a umidade

de quitina ndo altere a concentragao de solugdo de NaOH.

A Figura 11 apresenta o fluxograma das etapas de extrag&do de quitina de residuos

de camaréao.

Figura 11. Fluxograma de extragdo da quitina a partir de residuos de camarao
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Apos a quitina seca foi armazenada em sacos de polietileno, a temperatura
ambiente e protegidos da luz, até sua utilizagao para a reagao desacetilagao e conversao

em quitosana.
3.1.2.2. Producgao de quitosana

Para a producdo de quitosana, a quitina seca foi moida em tamanho de
aproximadamente 1 mm, em moinho de facas (Wiley Mill Standard modelo n° 3,
Swedesboro, EUA). A reacdo de desacetilagdo foi realizada em um reator de acgo
inoxidavel com capacidade para 4 L de solugdo, com agitagao e aquecimento elétrico (o
reator foi desenvolvido no Laboratorio de Tecnologia Industrial/lFURG). A Figura 12

apresenta o desenho esquematico do reator.

Figura 12. Esquema do reator utilizado nas rea¢des de desacetilacéo
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Para obtencao das quitosanas com diferentes caracteristicas de Mv e GD, foram
realizadas diferentes condi¢cdes de reacdo que foram otimizadas em estudo anterior,
descrito em Moura et al.,*2. No presente estudo, as condigbes utilizadas, foram relagéo
de NaOH/quitina (20:1 e 60:1 mL g~'), concentragdo de NaOH (40 e 45%) e tempo de
reacao (90 e 240 min). As variagdes nas condi¢des de hidrolise alcalina, utilizadas nos
experimentos, possibilitaram a obtencao de quitosanas com diferentes caracteristicas
quimicas de Mv e GD, o que tornou possivel avaliar estas caracteristicas separadamente
na formacao dos filmes e das blendas. A Tabela 2, apresenta as condi¢cbdes de reacéo,
para cada experimento de obtencio das diferentes quitosanas.
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Tabela 2. Condigcdes de hidrélise alcalina utilizadas na producao de quitosanas

com diferentes caracteristicas (Mv e GD)

_ Relacao NaOH/quitina Concentragao de Tempo de reacao
Quitosana .
(mL g™ NaOH (%) (min)
Q1 20:1 40 90
Q2 20:1 40 240
Q3 60:1 45 240
Q4 60:1 40 240

Apods a reacdo de conversao, cada uma das amostras foi purificada. A purificacao
foi realizada através da dissolugéo da quitosana em solugéo de CH3COOH 0,1 mol L™,
por 2 h sob agitagdo constante. Apds o sal de quitosana foi centrifugado (Sigma 6-15,
D-37520, Alemanha) a 6600 x g por 30 min, para separagao de material ndo dissolvido.
A solucdo resultante foi entdo precipitada com NaOH 0,1 mol L-' até pH 12,5 e, em
seguida foi realizada a neutralizagdo com solugdo de CH3COOH 0,1 mol L~". Por fim foi
realizada uma nova centrifugacao para separar os reagentes da pasta de quitosana. A
Figura 13 apresenta o resumo em fluxograma das etapas de obtengdo das diferentes

quitosanas.

Para fins de conservacgao, a pasta de quitosana purificada foi seca em secador
tipo leito de jorro, onde as condigdes de operagao utilizadas foram realizadas de acordo
com Dotto et al.,?*6, com a temperatura de entrada do ar de secagem de 90°C, a
concentragado de pasta de 4% (b.u.) e a taxa de alimentagdo da pasta de 0,18 KQpasta
Kginerte™! h~".
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Figura 13. Fluxograma de obtencao das quitosanas de diferentes Mv e GD
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3.1.2.3. Caracterizagao da quitosana
3.1.2.3.1. Grau de desacetilagao (GD)

Para a determinagao do grau de desacetilagao foi utilizado o método de titulagdo
potenciométrica linear.'%”- 247 Esta analise foi feita dissolvendo 0,25 g de quitosana em
20 mL de solugéo de acido cloridrico (HCI) 0,1 mol L= e avolumada até 100 mL com
agua destilada. O pH das solugdes foi ajustado em aproximadamente 2,0 com solugao
padrao de NaOH 0,1 mol L', utilizando um pHmetro (MB10-Marte—Brasil) sob agitagéo
constante a 600 rpm com um agitador magnético (FISATOM 752A, Brasil), sendo
considerado este, o ponto inicial da titulagdo. A titulagao foi prosseguida até a solugao
de quitosana alcancar o pH de aproximadamente 6,0 (faixa de n&do protonagdo da
quitosana). Um valor de f(x) correspondente ao volume de NaOH utilizado foi calculado

utilizando a Equacéo (4).
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VotV + - 4
feo= () *(HIHOH D) “

sendo, Vo o volume de solugédo de quitosana (mL), V o volume de NaOH utilizado na
titulagdo (mL), Ne a concentragdo do NaOH (mol L'); [H*] a concentragdo de H* (meq L~
'); e [OH] a concentragdo de OH (meq L7).

A curva de titulagao linear foi obtida plotando um grafico de f(x) em fungdo do

volume corresponde de NaOH.

O volume de NaOH ao fim da titulagdo, Ve, foi calculado extrapolando a curva de
titulacdo linear em funcédo volume de NaOH adicionado. O grau de desacetilagdo da

amostra de quitosana foi calculado utilizando a Equacgao (5) e (6).

0% )= 4 y (5)
COCR = Tw-te10)208+0)]

sendo,

_ (NAVA-NgVe) (6)
1000

onde, Na a concentragao de HCI (mol L"), Va o volume de HCI (mL), Ns a concentragéo
de NaOH (mol L"), Ve o volume de NaOH ao fim da titulagdo (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 constituido
do acido acético 0,1 mol L=, do cloreto de sédio 0,2 mol L~' e agua. A viscosidade das
amostras foi medida em um viscosimetro capilar Cannon—Fenske (Schott Geraete,
modelo GMBH-D65719, Alemanha), em cinco diferentes concentragdes (entre 0,1 e 1,2
g L™), a 25+1°C.

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 solugao
e do solvente através do capilar foi utilizado para calcular a viscosidade cinematica. A

relacdo entre a viscosidade cinematica e dindmica é mostrada na Equacéo (7).
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M (7)

sendo v a viscosidade cinematica (Stoke); p a viscosidade dindmica (Poise); p a massa

especifica da amostra (g mL™").

A viscosidade especifica (nsp), como uma relagcdo entre as viscosidades

dindmicas da solugao e do solvente, foi determinada utilizando—se a Equacgao (8).

nsp= ”solugéo_”solvente (8)

lJsolvente

A viscosidade intrinseca [n] foi estimada por ajuste da equagao de Huggins de

acordo com Weska et al.,'®3, (Equacao (9)).

S
sendo (nsp/c) a viscosidade reduzida em mL g~', ¢ a concentragdo das solugdes (g mL-

"), k a constante vélida para cada polimero (g mL™"), e [n] a viscosidade intrinseca (mL

g’).

A viscosidade intrinseca [n] da solugéo foi determinada através de um grafico da
viscosidade reduzida (nsp/c) em fungao da concentragao (c) das solugbes das amostras,
por extrapolagao da reta obtida por regressao 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 intrinseca usando—se a equac¢ado empirica de Mark—Houwink—
Sakurada (Equagéo (10)), citada por Roberts & Domszy,%°.

[n]=k x My (10)

sendo que k = 1,81x10=3 e a = 0,93 sd0 constantes que dependem do sistema solvente—

polimero.
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3.1.3. Concentrados de acidos graxos insaturados (AGls)
3.1.3.1. Extracao do éleo bruto de carpa

As visceras de carpa (Cyprinus carpio) foram obtidas de piscicultores do municipio
de Roca Sales/RS, logo apds o abate do peixe. Estes foram imediatamente refrigerados
e estocados em embalagens plasticas em freezer a —18°C. O processo termomecanicos
de elaboracéao de farinha de pescado para obtencao de oleo bruto de carpa foi realizado
segundo procedimento descrito por Crexi, Souza—-Soares, & Pinto,'%* através das etapas

de cocgao, prensagem e centrifugagao.

Primeiramente as visceras de carpa foram descongeladas durante 12 h a
temperatura ambiente. Para a extragao foram utilizados 10 kg de visceras, sendo estas
submetidas a coccao em autoclave (Rochedo — modelo Idealclave, Brasil), durante 30
min e temperatura 100°C. Apds o material foi prensado para separagao do licor de prensa
dos sélidos. Para a separagao do oleo bruto de carpa da agua de cola resultante do
processo foi realizada uma centrifugacéo do licor de prensa, em centrifuga (Sigma
modelo 6—-15, D-37250, Alemanha), com rotagao de 7000 x g durante 20 min. A Figura

14 apresenta o resumo em fluxograma das etapas de obteng¢ao do éleo bruto.

Figura 14. Fluxograma de extragdo do 6leo bruto
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3.1.3.2. Obtencgao do 6leo branqueado

O dleo branqueado foi obtido a partir do refino do 6leo bruto, segundo metodologia
descrita por Crexi et al.®2. O refino seguiu as seguintes etapas. degomagem,

neutralizagéo, lavagem e branqueamento.

A etapa de degomagem foi realizada durante 30 min, a uma temperatura de 80°C
e agitagao de 500 rpm, com adi¢cado de solugdo de acido fosforico 1%, 85% (v/v) em
relagcdo a massa do 6leo. Apds o dleo foi resfriado até a temperatura de 35°C sob vacuo
(710 mmHg), e a separagéo das gomas foi realizada por centrifugagao a 7000 x g por 20
min. Logo apos o oleo foi aquecido a 40°C, sob vacuo (710 mmHg). Foi adicionado
solugdo de NaOH 20% (m/m) em excesso para elevar o pH do d6leo e evitar a reversao
da reagdo. Apos essa neutralizacdo do 6leo, a temperatura foi elevada a 80°C para
facilitar a separagao da borra formada. Assim que a temperatura de 80°C foi atingida,
resfriou—se o 6leo até 35°C, sob vacuo. Apos esse procedimento o 6leo foi centrifugado,

para separagao da borra, por 20 min e 7000 x g.

Na etapa de lavagem, foi adicionado 10% de agua em relagéo a massa de dleo a
95°C, durante um tempo de contato de 10 min, com agitagdo de 500 rpm e temperatura
do dleo sendo mantida a 50°C. Esta etapa foi repetida trés vezes. A etapa de
desumidificacao foi realizada pelo aquecimento do 6leo neutralizado até 90°C, sob vacuo
de 710 mmHg e agitacdo de 500 rpm, até que nao ocorresse mais evaporagao
(aproximadamente 20 min). Apos o procedimento, desligou—se o aquecimento e
esperou—se até a temperatura atingir 35°C, sob vacuo.

O branqueamento é realizado em duas etapas. Inicialmente, a clarificagdo foi
realizada a temperatura de 70°C, sob agitacao de 40 rpm e vacuo de 710 mmHg, com
adicdo de 5% de adsorvente (mistura de terra ativada e carvao ativado na relagao de
9:1), sendo o tempo de contato de 20 min.2%° Apds, foi feita a filtragdo do oleo em funil
de Buchnner com uma pré—capa de terra diatomacea. Para a pré—capa foi utilizada a
quantidade de terra diatomacea 0,5 kg/m? de area filtrante. A Figura 15 apresenta o

resumo em fluxograma das etapas de obtencgéo do 6leo de pescado branqueado.
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Figura 15. Fluxograma de obteng¢ao do 6leo de pescado refinado
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3.1.3.3. Obtencgao dos acidos graxos livres (hidrélise quimica)

O dleo branqueado foi submetido a reacédo de hidrélise quimica para a obtencao
dos acidos graxos livres. Esta foi realizada utilizado um reator, sob agitagdo constante,
aquecimento e vacuo. Foi adicionado ao 6leo branqueado de carpa, antioxidante di—terc—
butil metil fenol (BHT) (800 mg kg™'), e uma solugédo alcodlica de KOH em élcool etilico
anidro, a reag&o ocorreu sob agitagao de 600 rpm. As condigdes utilizadas na reagéo de
alcodlise foram realizadas segundo metodologia descritas por Crexi et al.,'®, como sendo
melhores para maiores rendimentos na obtencéo de acidos graxos livres. concentragao
do catalisador (22%), proporgao alcool etilico/dleo (39:1), temperatura (60°C) e tempo (1
h).

Apos o término da reacdo, a separagao foi realizada adicionando a mistura
saponificada, agua destilada na relagao de 2:1 (v/v) em fungdo da massa inicial de 6leo.

Para a extragao da matéria insaponificavel foi adicionado hexano 4:1 (v/v) em relagéo a
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massa de Oleo inicial. Este procedimento foi realizado duas vezes. A matéria
insaponificavel que continha hexano foi rejeitada. A matéria saponificavel foi entao
acidificada com solugdo de HCI 3 mol L-' (pH=1,0). Apds a mistura foi transferida para
um funil de separagao, e os acidos graxos foram extraidos com adi¢gao de hexano (duas
vezes o volume em relagao a quantidade inicial de éleo). A camada de hexano, contendo
os acidos graxos livres, foi seca com sulfato de sddio anidro e o excedente foi removido
a 40°C, sob vacuo (700 mmHg), para recuperar os acidos graxos livres. A Figura 16

apresenta o resumo em fluxograma das etapas de obteng¢ao dos acidos graxos livres.

Figura 16. Fluxograma de obten¢ao dos acidos graxos livre do 6leo de pescado
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Antioxidante BHT 800 mg kg™ >
Alcodlise quimica
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Se;rigéo
CgHqq P.A., relagéo 2:1 (Vip)
sulfato de sddio anidro - i)
Evaporacdo
40°C, sob vacuo (700 mmHg)

S

Acidos graxos livres

3.1.3.4. Obtencdao dos concentrados de acidos graxos insaturados
(AGls)

Os AGils, foram obtidos segundo metodologia descrita por Paim et al.,'®, pelo
processo de cristalizagdo por complexagcdo com ureia. Os acidos graxos livres obtidos
através da reacao de hidrélise foram complexados utilizando solucéo alcodlica de ureia
(20% p/v em alcool etilico 95%), relacédo de mistura acido graxo.ureia de 6:1 (m/m),

realizada a —12 °C, durante 14 h.

Apo6s a formagéo dos cristais (contendo acidos graxos saturados), estes foram
separados da fragao liquida (contendo AGIs) por filtracdo a vacuo em Ia de vidro. A
fragao liquida foi diluida com volume igual de agua destilada e acidificada a pH 4-5 com

solugdo de HCI 6 mol L', apds adicionou—se volume igual de hexano e a mistura foi
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agitada por 1 h e transferida para um funil de separagéo. A camada de hexano foi lavada
com agua destilada (igual volume), e em seguida a agua de lavagem foi separada e
descartada. Apos foi adicionado sulfato de sddio anidro e o solvente restante removido
a 40°C, sob vacuo, obtendo—se entdo a fragdo de concentrados de acidos graxos
insaturados. A Figura 17 apresenta o fluxograma das etapas de obtengdo dos

concentrados de acidos graxos insaturados.

Figura 17. Fluxograma de obtencdo dos concentrados dos acidos graxos insaturados
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3.1.3.5. Perfil de acidos graxos dos concentrados de AGls

Para determinar os percentuais de acidos graxos da fragdo ndo complexada com
ureia, foi realizada a analise do perfil de acidos graxos por cromatografia gasosa. As
andlises foram realizadas em um sistema cromatografico (Shimadzu,
GCMSQP2010Plus, EUA), equipado com injetor split/splitless acoplado com detector de
massas. Temperaturas de operacdo do detector. interface, 280°C; e fonte a 230°C.
Deteccdo 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 ionizagao utilizado foi o impacto de elétrons a 70 eV. As
condigdes de operagéo do cromatografo foram. injetor, 250°C; coluna, 80°C (temperatura
inicial, 0 min); seguido de gradiente de 10 °C min~" até 180°C, e depois 7 °C min~" até a
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temperatura final de 330°C; fluxo de gas He, 1,3 mL min~'; presséo, 88,5 kPa; velocidade
linear média, 42 cm s~'; volume de injegdo de 1 yL com raz&o de split de 1.100. A coluna
utilizada foi Crossbond 5% difenil/95% dimetil polisiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym,
Restek). Os compostos foram identificados pelo tempo de retencéo.

O preparo das amostras, para a cromatografia gasosa, foi realizado conforme o
método de derivatizagado para amostras contendo alto percentual de acidos graxos livres.
Neste método é retirada uma aliquota de 0,3 g de 6leo e é adicionado 3mL de trifluoreto
de boro (BF3). A amostra entao foi mantida a 70°C durante 20 min, apos esta foi lavada
em solugdo de agua/hexano grau HPLC na relagdo (1.1). A agua de lavagem foi
descartada e a solugdo de hexano contendo os acidos graxos foi entdo evaporada em
rotaevaporador (Heidolph — modelo Laborota 4000) sob vacuo de 700 mmHg e submersa
em banho de glicerina a 40°C. ApoOs este procedimento, 10 yL das amostras
derivatizadas foram diluidas com 2 mL de hexano grau HPLC, e logo apéds injetadas no
GC-MS em triplicata (n=3).

3.2. Filmes e blendas baseadas em biomateriais

3.2.1. Elaboragao dos filmes e das blendas

Todos os filmes e as blendas foram elaborados pela técnica casting. Todas as
solugdes filmogénicas foram preparadas com uma massa de soélidos de 2 g (b.s.), para
que estes pudessem ser comparados entre si, ja que foram elaborados com diferentes

formulacdes, dependendo das biomoléculas utilizadas.

3.21.1. Filmes a base de gelatina de pescado

Os filmes a base de gelatina, foram elaborados de acordo com Bandeira et al.'40.
A solucéao 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£2°C. Apds foi adicionado 0,2 g de glicerol (como plastificante), e o pH foi ajustado
para 4,0 utilizando solugdo de NaOH 0,1 mol L=". A solugéo filmogénica foi entdo agitada
por mais 2 h e filtrada em funil com papel filtro Whatman n°® 4. Em seguida, 50 mL da
solucdo formadora do filme foi vertida em placas de acrilico. A representagao
esquematica do processo de elaboracdo do filme de pescado com dlicerol esta
apresentada na Figura 18.
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Figura 18. Representagcao esquematica da elaboracao do filme de gelatina de pescado
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filmogénica

As placas contendo a solugédo filmogénica, foram colocadas em estufa, com
circulagao forgada do ar, por 24 h a 40°C. Logo, os filmes foram removidos das placas e

colocados em dessecador a 25£1°C por 48 h antes da caracterizagao.

3.2.2. Blendas a base de gelatina de pescado com a adi¢ao de quitosana

Inicialmente, 0,2 g de cada amostra de quitosana Q1, Q2, Q3 e Q4, foram
dissolvidas em 20 mL de solugdo de acido acético (0,1 mol L-') sob agitagdo constante
de 300 rpm em um agitador magnético (Marte, MAG-01H, Brazil) por 2 h.
Posteriormente, 30 mL de solugéo de gelatina de pescado (5,3% m/v) e 0,2 g de glicerol
(como plastificante) foram adicionados a cada solugdo, e o pH foi ajustado para 4,0
utilizando solugdo de NaOH 0,1 mol L=1.740 Assim, o peso total do sélido seco em cada
filme foi de 2 g. As solugdes foram agitadas a 300 rpm durante 2 h para formar a mistura,
e filtrada em funil com papel filtro Whatman n°® 4. Em seguida, as solugdes (50 mL) foram
vertidas nas placas de acrilico. A representacao esquematica do processo de elaboragao
do filme de gelatina de pescado com glicerol e adi¢do de quitosana esta apresentada na
Figura 19.
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Figura 19. Representagdo esquematica da elaboracgao do filme a base de gelatina de

pescado com adicido de quitosana
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As placas contendo a solugéo filmogénica a base de gelatina de pescado, com
adicao das diferentes quitosanas, foram colocadas em estufa, com circulagao forgada do
ar, por 24 h a 40°C. Logo, os filmes foram removidos das placas e colocados em

dessecador a 25+1°C por 48 h antes da caracterizagao.

As solugdes filmogénicas 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 a base de gelatina com adicao de quitosana e acidos graxos
insaturados

As blendas de gelatina de pescado/quitosana incorporados com concentrados de
acidos graxos insaturados foram preparados dissolvendo—se 0,20 g de quitosana em 20
mL de solugdo de acido acético (0,1 mol L"), sob agitagdo constante de 300 rpm em
agitador magnético por 2 h. Em seguida, 30 mL de solugéo de gelatina de pescado (4,7%
m/v) contendo 0,2 g de glicerol foram adicionados, e agitados (300 rpm) por 2 h. A
solucao foi filtrada em funil com papel filtro Whatman n°® 4. Depois, a esta solugao filtrada,
foram adicionados 0,1 g de Tween 80 e 10% (m/v) de AGls (em relagdo a massa total
de sdlido seco de 2 g). O pH foi ajustado para 4,0, com solugdo de NaOH 0,1 mol L-' em
cada emulsdo. As solugdes filmogénica, foram entdo formadas por agitacdo a 25.000
rom (Dremel Stylus, 1100-01; EUA) por 10 min. A representacdo esquematica do
processo de elaboragao do filme de pescado com glicerol, adicionando quitosana, acidos
graxos insaturados e Tween 80, esta apresentada na Figura 20.
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Figura 20. Representagao esquematica da elaboragao da blenda

gelatina/quitosana/AGI
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Essas solugdes foram vertidas em placas de acrilico e inseridas em um secador
com circulacao forcada de ar (40°C por 24 h). Os filmes foram removidos das placas e

colocados em dessecadores a 25°C, por 48 h, antes da caracterizacao.

As solugdes filmogénicas foram denominadas como. GA [Gelatina/AGl], 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. Caracterizagao dos filmes e das blendas
3.3.1. Espessura

As espessuras dos filmes foram determinadas, com a utilizacdo de um micrébmetro
digital (MitutoyaCorp, MDC-25S, Jap&o), e foi calculada a partir de dez medidas
aleatérias na superficie da amostra, de acordo com Moura et al.,*?. A Figura 21 apresenta

a imagem do micrémetro digital utilizado.
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Figura 21. Micrdmetro digital para medida das espessuras dos filmes

3.3.2. Propriedades Mecanicas (RT e AR)

As propriedades mecanicas (RT e AR) foram medidas por um analisador de
textura (Stable Microsystems SMD, TA.XP2i, Reino Unido) de acordo com o padréao
ASTM D-882-02 (ASTM)?"", auxiliados pelo programa Texture Expert Exceed 2.61
(Stable Micro Systems, Godalming, Inglaterra). A imagem do equipamento esta

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. Apos foram fixados no equipamento com uma célula de carga de
50 N, com distancia de separacéo inicial entre as garras de 50 mm e velocidade de tragao

de 2 mm s, conforme apresentado na Figura 22.

3.3.3. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes biopoliméricos foi
determinada pelo método gravimétrico a 25°C, usando o método padrao E0096-00
(ASTM).2'S As amostras de cada filme, em forma de discos (D=50 mm), foram fixadas
em células de permeacéao, contendo cloreto de calcio anidro (CaClz) granulado, e estas
foram acondicionadas em dessecadores a 25°C e 75% de umidade relativa (UR),

conforme apresentado na Figura 23.
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Figura 23. Esquema da célula de difusdo para determinagcéo da PVA

Cacl, anidro (UR: 0%)

A partir do ganho de massa do CaClz granulado, mensurado em intervalos de 24
h durante 7 dias, foi possivel determinar o vapor de agua transferido através do filme, de
acordo com a Equacéo (11).

mabx e (11)

PVA= ==X AxAP

sendo, PVA a permeabilidade ao vapor de agua (g Pa—' s' m™'), man a massa de
umidade absorvida (g), t o tempo de duracdo dos testes (s), “e” a espessura média dos
filmes (m), “A” a area da superficie exposta do filme (m?) e AP a diferenga de presséo

parcial através do filme (kPa).

3.3.4. Cor

Os parametros 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 parédmetros L* (luminosidade), a* (cromaticidade que varia de verde —
vermelho) e b* (cromaticidade que varia do azul — amarelo). Para avaliar o &ngulo Hue
(Hab), foi utilizada a Equagéo (12) (0° (vermelho), 90° (amarelo), 180° (verde) e 270°

(azul)) e a variagao de cor (AEab), foi calculada de acordo com a Equag&o.?3'-2%2

(b (12)
hp=tan =

. . 13
AE = (8a") +(ab") +(aL) (19)
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sendo, AL* = (L* — Lo*), Aa* = (a* — ao*), Ab* = (b* — bo*). Lo*, ao* e bo* séo os valores de

cor padrao, e L*, a* e b* sdo os parametros de cor das amostras.

Aplicou—se o teste de Tukey com uma analise de varidncia de comparagdes
multiplas para determinar diferengas significativas entre as médias (p<0,05), utilizando o
software Estatistica 7.0 (Statsoft, EUA).

3.3.5. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As avaliagbes das superficies dos filmes e das blendas foram realizadas através
de microscopia eletrébnica de varredura (MEV), utilizando um microscopio eletrénico
(Jeol, JSM 6060, Japao). As amostras foram colocadas em suportes de ago inoxidavel
(stubs) e metalizadas com ouro. A analise foi realizada na tensédo de aceleragédo de 5 e
10 kV e ampliagao de 30 a 10.000 vezes.?53

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 espectrémetro
(Shimadzu, prestigio 21 model the — 210045, Jap&o), pela técnica de refletancia total
atenuada horizontal (RTAH). A analise foi realizada em temperatura ambiente (25°C)
usando varredura na faixa de frequéncia de 4.000 a 400 cm~" na resolugéo de 4 cm™’

com 45 varreduras.2%*

3.3.7. Difragao de raio—X (DRX)

As difragdes de raios—X dos filmes e das blendas foram realizadas usando um
difratbmetro de raios—X (Brunker, D8 Advance, Alemanha), com radiagdes Cu Ka. O tubo
de raios—X foi operado a 40 kV e 40 mA. Os resultados de difragdo foram obtidos ao
longo de um intervalo (28) de 5° a 120°, a 2° mim~" de 0,02°.2%

3.3.8. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As propriedades térmicas foram analisadas por DSC (Shimadzu, DSC-60, Japao).
As amostras de filmes (3,0 mg) foram hermeticamente seladas em panelas de aluminio

e aquecidas de 30 a 200°C, a 10 °C min~", e fluxo de nitrogénio de 50 mL min-".256
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3.4. Avaliacao microbiolégica dos filmes e das blendas a base de

gelatina na conservacao de filés de merluza

3.4.1. Aplicacao 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 refrigeragdo a —17°C,

no Laboratoério de Microbiologia e Toxicologia de Alimentos da Unipampa, Campus Bageé.

Para realizagao dos experimentos, os filés foram previamente descongelados sob
refrigeracao a 6x1°C por 24 h, e analises microbiolédgicas dos filés antes de embalados
foram realizadas. Apoés os filés foram embalados com os diferentes filmes (G, G-Q2, GA
e GA-Q2), e armazenados em refrigerador por 48 h a 6+1°C. Decorrido este tempo,
procedeu—se as analises contagem de Staphylococcus coagulase positiva e pesquisa de

Salmonella sp.

3.4.2. Analises Microbiolégicas

As analises microbioldgicas dos filés de merluza foram baseadas na RDC 12/2001
da ANVISA?*2 que descreve as analises necessarias e os limites maximos de
microrganismo para produtos como pescados. De acordo com essa resolugdo, os
microrganismos que devem ser analisados para os produtos derivados de pescado, séo

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 35°C
por 48 h. Apos o preparo e diluicdo das amostras, aliquotas de 0,1 mL das diluicbes
foram semeadas na pelo método spread plate em placas contendo agar Baird—Parker
(BP) e incubadas a 35°C/48 h. As placas com coldnias tipicas e atipicas foram contadas,
e de cada placa foram selecionadas em média trés a cinco, sendo elas transferidas para
tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI). Estes tubos foram incubados a 37°C/6
h para a realizagdo da prova da coagulase. Apds o periodo de incubagao e turvagéo dos
caldos, 0,5 mL foram transferidas para tubos contendo 0,5 mL de plasma de coelho com
EDTA reidratado, sendo a incubacgao realizada em temperatura de 37°C. A reagcao da
coagulase é considerada positiva quando os tubos apresentam formagéao de um coagulo
firme apos 6 h de incubagdo. 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 analise microbioldgica para contagem de Staphylococcus

coagulase positiva

Amostra Homogeneizador ~ Placas na incubadora Placas contendo Tubes eontehido Tubos contendo
contendo &gar (BP) colbnias tipicas as colénias ‘6 plasma de coelho
caldo (BHI) com EDTA reidratado

3.4.2.2. Pesquisa de Salmonella sp

Apods a pesagem de 25 g de amostra em sacos estéreis, foram adicionados 225
mL de agua peptonada tamponada a 1% (APT), homogeneizados por 2 min em
stomacher (MARCONI — MA440, Brasil) e incubados a 35°C/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 42°C, ambos em banho—maria. A partir dos
caldos de enriquecimento seletivo, foram realizadas estrias em placas com &gar Sulfito
de Bismuto (BS) e agar XiloseLisina—Desoxicolato (XLD) sendo as mesmas incubadas a
35°C/24 h. A partir das placas, é observado se ha o crescimento de coldnias tipicas,
testes bioquimicos e soroldgicos foram realizados para a confirmagéo da presenca de
Salmonella sp. A Figura 25, apresenta um esquema passo a passo do método de
pesquisa para Salmonella sp.

Figura 25. Etapas de analise microbioldgica para pesquisa de Salmonella sp.

} Tubos contendo Meios para estriar Kit de teste da presenca
horpogenelzaga amostra, caldo (RV) e com &gar (BS) e de Salmonella
ap6s incubagao caldo (TT) agar (XLD)

Homogeneizador
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Caracterizagao dos biomateriais
4.1.1. Gelatina de pescado

Os valores, das propriedades reologicas (forca do gel e viscosidade) e fisico—
quimicas (temperaturas de fusédo e gelificagdo) da gelatina obtida de peles de corvina
estdo apresentadas na Tabela 3, juntamente com gelatinas de outras espécies de

pescado encontrados na literatura.

Pode—se observar na Tabela 3 que em relagdo ao valor de forca do gel, este
apresentou valor de Bloom de médio a alto, segundo classificagao da literatura, pois
conforme Karayannakidis & Zotos,'%” valores de Bloom variando de 150-220 g e >220g
sao caracterizados como Bloom médio a alto, respectivamente. Observa—se também que
este valor foi mais alto do que a maioria das gelatinas extraidas de peles de diferentes
espéecies de pescado encontrados na literatura.

Ja em relagéo a viscosidade, ponto de fusdo e de gelificagéo, todos ficaram dentro
da faixa de valores esperados, pois segundo Karayannakidis & Zotos,'%’, a viscosidade
de gelatinas comerciais provenientes de peles de pescado variam de 2 a 7 cP, as
temperaturas de fusao variam de 8 a 25°C e as temperaturas de gelificagado apresentam

variacédo de 11 a 28°C.

A Tabela 4 apresenta a composi¢céo de aminoacidos da gelatina extraida de peles
de corvina, expressa como residuos por 1000 residuos de aminoacidos totais,
juntamente com o perfil de aminoacidos de gelatinas extraidas de peles de pescado

encontrados na literatura.

Pode—se observar na Tabela 4 que a glicina foi 0 aminoacido predominante na
gelatina. De acordo com Duan et al.,?’, a glicina € o aminoacido mais dominante na
gelatina e consiste em um terco da molécula. Os teores de prolina e hidroxiprolina
ficaram proximos aos valores citados na literatura para gelatinas de pescado. Além disso,
a composi¢ao de aminoacidos na gelatina apresentou baixo teor de residuos de histidina,

tirosina e cisteina.
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Tabela 3. Valores de Bloom, viscosidade e temperaturas de fuséo e gelificagao da gelatina de peles de corvina e de outras espécies

de pescado

Bloom Viscosidade Temperatura  Temperatura de

Espécie de Pescado ) (cP) de G(?lig?agéo F(tﬂ%é)o Referéncia
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 19
Cavalinha (Decapterus macrosoma) 176,92 NI 9,90 18,51 19
Carpa (Labeo rohita) 188,63 6,06 18,52 29,27 "
Carpa—comum (Cyprinys carpio) 181,31 5,96 17,96 28,13 "
Peixe—porco (Aluterus monoceros) 139,54 NI NI 22,61 258
Pink perch (Nemipterus japonicus) 140,00 7,47 NI 19,23 259
olipesereratie s 2w
Tilapia—do—nilo (Oreochromis nilotica) ~ 128,11 3,20 NI 22,45 104
Carpa (Catenopharyngodon idella) 267,00 NI 19,50 26,80 "
Cod (Gadus morhua) 90,00 NI 12,00 13,80 90

Nl=n&o informado; Médias * erro padrao (trés repeticoes)
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Tabela 4. Composigédo de aminoacidos (mg/100 g proteina) de gelatinas extraidas

de diferentes espécies de pescado

Fonte de gelatina

o Peles Tubarao— Areeiro—
Aminoacidos Tubarao—
de galha—  Linguado®'  quatro- Cobia
_ bambu?6°
corvina? preta’!? manchas?43
Acido 51 40 40 48 49 49
aspértlco
Acido 72 76 76 74 70 72
glutamico
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
Cisteina 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
*Iminodacidos 190 208 162 181 177 205

a Neste trabalho

Segundo Gomez-Guillén et al.,®”, quanto mais elevados os teores de iminoacidos

(prolina e hidroxiprolina) na gelatina, melhores serdo suas propriedades reoldgicas. Isso

ocorre devido a restricdes que sao impostas por ambos os anéis de pirrolidina da

hidroxiprolina, além das ligagbes de hidrogénio formadas entre os residuos de

aminoacidos.®® Estas restricbes 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 forga do gel, viscosidade e as temperaturas de fusao e gelificacdo, bem
como a composicido de aminoacido, 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, apds as etapas de desmineralizacado, desproteinizacao,
desodorizagao e secagem, apresentaram a seguinte composigao centesimal (%om/m, em
base umida). 1,1 £ 0,2% de cinzas, 0,2 £ 0,1% de proteina, 6,0 + 1,0% de teor de
umidade e 82,4 + 0,4% de quitina. Esses resultados sdo semelhantes ao encontrado por
Weska et al.,'%3.0s resultados de massa molar (Mv) e grau de desacetilagdo (GD), bem
como as respectivas condicdes de hidrélise alcalina das quitosanas produzidas, estao

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Valores de Mv e GD das quitosanas produzidas

Tempo
Relagéo B Massa Grau de
_ N Concentragao de o
Quitosana NaOH/quitina Molar desacetilagao
de NaOH (%) reagao
(mLg™) . (kDa) (%)
(min)
Q1 20:1 40 90 195,7£0,32  66,2+0,5°
Q2 20:1 40 240  193,7x1,82  79,2+2,0°
Q3 60:1 45 240 100,0+1,4° 95,7+1,1¢
Q4 60:1 40 240 143,1+2,2¢ 93,5+1,5¢

Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna nao sao 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
nao apresentaram diferenga significativa (p>0,05), porém os valores de GD foram
diferentes (p<0,05), mostrando que o tempo de reagdo influenciou de maneira
significativa o valor do grau de desacetilagdo. Chang et al.,'® e Moura et al.,?%?,
estudando a desacetilagdo heterogénea da quitina em solugdo alcalina também
relataram que o tempo de reagao afeta drasticamente a velocidade da reagao, levando

a um aumento da desacetilacdo do polimero.

Ja os tratamentos Q3 e Q4 apresentaram diferentes valores de Mv e mesmos
valores de GD, mostrando que um aumento na concentracdo de NaOH causou um
decréscimo significativo (p<0,05) na massa molar da quitosana, resultando em uma
maior despolimerizagdo. Isso ocorreu, porque a exposicdo do polissacarideo em

solugdes muito concentradas de NaOH promove n&o apenas a remogao dos grupos
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acetil do grupamento amida da quitina, mas também a quebra das ligagdes glicosidicas,
causando a diminuicdo da quantidade de monémeros que compdem a cadeia do
polimero. Estes resultados indicam que a quebra das ligagdes glicosidicas entre os
mondmeros, € a etapa mais rapida da reagao e ocorre principalmente no primeiro estagio
de hidrdlise alcalina da quitina, visto que em tempos maiores de desacetilacéo, foi
possivel manter o mesmo valor de Mv. Em contrapartida, pode—se inferir que a remogao
do grupo acetil da amina, ocorre de maneira mais lenta, visto que estes se mantiveram

quando utilizada a mesma concentracao de solucdo alcalina.

Ambos os resultados corroboram com os resultados encontrados em estudos
anteriores, realizados por Moura et al.,*?. O que significa que os tratamentos escolhidos
foram apropriados para que se possa avaliar separadamente a influéncia da Mv e do GD
da quitosana, nas caracteristicas fisico—quimicas e antibactericidas de filmes e blendas
a base de gelatina de pescado com incorporagdo de quitosana e acidos graxos

insaturados.

4.1.3. Concentrados de acidos graxos insaturados (AGls)

A Tabela 6 apresenta o perfil de acidos graxos da fragdo ndo complexada com
ureia, juntamente com o somatorio dos acidos graxos saturados, insaturados e acidos
graxos essenciais (EPA e DHA), bem como o perfil de concentrados de acidos graxos

insaturados de 6leo de carpa, obtidos por diferentes autores.

Pode—se observar na Tabela 6, que os acidos graxos obtidos nos concentrados
em maior quantidade foram C 16:1 w—7 Palmitoleico, C18:1 w-9 Oleico, C18:2 w—6
Linoleico, C18:3 w—-3 a-linolenico, C20:5 w—-3 Eicosapentaenoico (EPA) e C22:6 w—-3
Docosahexaenoico (DHA). Isso mostra que a complexagédo com ureia foi satisfatoria na
concentracdo dos AGls. Além disso pode—se inferir que o 6leo extraido de visceras de

carpa é uma boa fonte de acidos graxos insaturados.
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Tabela 6. Perfil de acidos graxos da fragdo ndao complexada de d6leos de carpa

em comparagao com outros autores

Acidos Graxos

Fracdo ndo complexada (%)

Carpa? Carpa'® Carpa'®

C12:0 Laurico 0,20 £ 0,02 0,27 0,19

C14:0 Miristico 2,71 +£0,02 3,06 0,89
C15:0 Decapentandico 0,43 £ 0,01 0,64 0,28
C16:0 Palmitico 4,00 £ 0,02 4,10 4,38
C17:0 Margarico 0,25 + 0,01 0,24 0,26

C18:0 Estearico 0,33+ 0,02 0,31 0,46
C16:1 w—7 Palmitoleico 9,02 + 0,01 9,40 7,02

C18:1 w-9 Oleico 31,01 £ 0,01 31,28 30,80
C20:1 w—9 9—eicosenoico 1,16 £ 0,01 1,88 0,66

C18:2 w—6 Linoleico 24,12 £ 0,02 15,21 25,90
C18:3 w—3 a-linolenico 9,82 + 0,01 10,00 9,71

C20:2 w—6 Eicosadienoico 0,95+ 0,01 1,73 0,81

C20:3 w—3 di-homo—a-linolenico 0,94 + 0,01 1,43 0,98
C20:4 w—6 Aracdbnico 2,14 + 0,01 2,61 2,12
C20:5 w—3 Eicosapentaenoico (EPA) 4,42 + 0,02 4,57 4,59
C22:6 w—3 Docosahexaenoico (DHA) 4,96 + 0,01 4,86 4,90
N&o identificados 3,54 8,41 6,95
Z AGMI (monoinsaturados) 41,19 42,56 38,48
X AGPI (insaturados) 47,35 40,41 49,01
X EPA+DHA (insaturados essenciais) 9,38 9,43 9,49
X AGS (saturados) 7,92 8,62 6,46
X 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. Caracterizagao dos filmes e blendas
4.21.1. Espessura

As espessuras de todos os filmes nao apresentaram diferengas significativas (p>
0,05), apresentando valores médios de 74,7 + 5,0 um. 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 Mecanicas (RT e AR) e Permeabilidade ao vapor
de agua (PVA)

Filmes e/ou blendas produzidos para aplicagdo em embalagens de alimentos,
necessitam apresentar boas propriedades mecénicas e de extensibilidade
principalmente devido ao estresse externo. Os valores das propriedades mecanicas (RT
e AR) e permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes de gelatina de pescado, dos
filmes de gelatina de pescado com adigao de quitosana e das blendas a base de gelatina

de pescado/quitosana/acidos graxos insaturados estdo 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 ligacdes e interacdes
que ocorrem entre a gelatina/glicerol, e a gelatina/glicerol/quitosana. Para melhor
compreensao, um esquema das interagdes entre os componentes dos filmes, esta

apresentado na Figura 26 (a, b e c).

Pode—se observar na Figura 26 (b), que as interagdes existentes no filme de
gelatina e glicerol, sdo basicamente ligagdes de hidrogénio, e que a adi¢gao do polialcool
promove um afastamento das cadeias proteicas em relagéo a filmes sem glicerol como
mostra a Figura 26 (a), pois estes formam ligacbes de hidrogénio entre os grupos
hidroxila do polialcool e os acidos carboxilicos presentes na cadeia proteica. Ja, quando
foi adicionado quitosana, a RT e o AR aumentaram e a PVA diminuiu (Tabela 7), e isso
pode ter ocorrido porque além das ligagdes de hidrogénio, foram promovidas interagbes
eletrostaticas entre os grupamentos amino protonados e os acidos carboxilicos da
quitosana, além de ligagbes de hidrogénio com o glicerol. Essas novas ligagdes e
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interagcbes promoveram maior aproximagao entre as cadeias dos polimeros, provocando
um aumento na RT, um leve aumento no AR e uma diminuicdo na PVA, devido a

dificuldade da formacgao de dutos de permeacao.

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* AR* PVA*
(MPa) (%) (g m's™' Pa') x10™
G 13,8 £ 1,5° 6,0 £ 1,29 1,60 + 0,022
G-Q1 17,5+ 0,82 8,9+0,7f 1,36 £ 0,01¢
G-Q2 18,5+ 0,62 8,6 +0,9 1,35 £ 0,02°¢
G-Q3 14,1 +0,7° 7,7 +£0,6%9 1,44 + 0,020
G-Q4 16,2 + 1,02P 7,5+0,7%9 1,39 £ 0,02
GA 2,2+0,2¢° 399,8 + 2,62 1,31 + 0,019
GA-Q1 4,5 £0,2° 289,7 £ 2,1° 1,09 + 0,01f
GA-Q2 50+0,1° 306,8 + 1,24 1,08 + 0,01
GA-Q3 2,3+0,1¢ 2422 + 3,14 1,15 + 0,03¢f
GA-Q4 3,3+0,2 231,3+2,8¢ 1,11 £ 0,02¢f

*Valores para cada amostra sdo médias + desvio padrdo (n = 2). Valores seguidos por letras diferentes na mesma coluna séao
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/AGl], GA-Q1 [Gelatina/AGIl/Quitosana-1], GA-Q2
[Gelatina/AGI/Quitosana—2], GA—Q3 [Gelatina/AGI/Quitosana—-3] e GA-Q4 [Gelatina/AGl/Quitosana—4].

Ja no que se refere as caracteristicas da quitosana observa—se que entre as
quitosanas com mesma My e diferente GD (Q1 e Q2), estas promoveram diferengas
significativas (ao nivel de 95%) nas caracteristicas fisico—quimicas dos filmes, ja quando
foi adicionado quitosana de diferentes Mv e mesmo GD (Q3 e Q4), estes nédo
apresentaram diferenca significativa, em relacéo ao filme de gelatina com glicerol (G).
Devido a estes resultados, pode—se inferir que o tamanho das cadeias dos polimeros
(proteina e polissacarideo), influéncia mais nas propriedades mecanicas e de permeagao

dos filmes do que a presenga dos grupos amida na quitosana.
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Figura 26. Interagdes intermoleculares no filme de gelatina e gelatina e quitosana. (a)

gelatina, (b) gelatina/glicerol e (c) gelatina/glicerol/quitosana

(a)
_ Ligacdes de
Hidrogénio
.GI|ceroI (b)
Gelatina
_ Ligagoes de
Hidrogénio
Quitosana _
(c)
Gelatina
Glicerol S
___ Ligagées de
- -~ Hidrogénio
. Interacdes
&R eletrostaticas

Nos filmes em que foram adicionados os AGls (blendas (GA, GA-Q1, GA-Q2,
GA-Q3 e GA-Q4)), observa—se que estes promoveram uma diminui¢do da RT, um
aumento bastante significativo no AR e uma diminuicdo na PVA (Tabela 7). Esse
comportamento sugere que ocorreu uma reorganizagao nas estruturas poliméricas que
formam as blendas na presenca de uma fragao lipidica, neste caso, os acidos graxos
insaturados. A Figura 27 (a e b), apresenta o esquema de uma possivel reorganizagao

das macromoléculas em fungao da adi¢cao dos AGIs e do emulsificante Tween 80.
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Figura 27. Blendas a base de gelatina de pescado, (a) gelatina/AGls e (b)
gelatina/quitosana/AGls

(a)

Tween 80

B

AGls

Glicerol

K’\Q ) Gelati
D/g{g elatina
(b)
E Tween 80
AGls
2 o Glicerol
f—/\% &
/‘g?\f \;';\ Z:‘lz/g Gelatina
Quitosana

Considerando as reorganizagdes das macromoléculas, propostas na Figura 27 (a)
e (b), pode—se explicar as alteragdes nas propriedades mecanicas e de permeagao das
blendas. Na Figura 27 (a), observa—se que a adigao de AGIs provocou um afastamento
entre as cadeias da gelatina, causando uma diminuigdo nas interagbes dessas
macromoléculas. Esse fato pode ser comprovado, com a analise dos resultados das
propriedades mecanicas apresentados na Tabela 7. Observa—se que a blenda de
gelatina/AGls (GA), apresentou uma reducédo na RT de 85% e um AR 70 vezes maior
que o filme de gelatina sem adigdo de AGIs. Segundo Cagri, Ustunol & Ryser?®3, o
aumento da quantidade de aditivos e/ou agentes de reticulagéo, geralmente, diminuem
o valor de RT e aumenta o AR, pois outras moléculas, quando inseridas em cadeias
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proteicas, provoca uma diminuigdo nas interagcdes naturais do polimero, causando um
aumentando na flexibilidade e movimentacao do filme. Além disso, os 6leos insaturados
sdo geralmente liquidos a temperatura ambiente e sua presenga na estrutura do filme

como goticulas de 6leo podem se deformar, levando ao aumento da flexibilidade.?64

Ja em relagao as blendas de gelatina/quitosana (G—-Q1, G-Q2, G-Q3 e G-Q4) e
gelatina/quitosana/AGls (GA-Q1, GA-Q2, GA-Q3 e GA-Q4), pode—se observar na
Tabela 7, que a adigao de AGI, provocou uma redugao 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 redugao de aproximadamente 73% na RT e um AR em torno
de 35 vezes maior, em relagao aos filmes sem AGls. Ja 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 adi¢ao de AGIs, provoca uma reorganizagao molecular
dos polimeros, onde a quitosana, migra para a superficie da goticula de éleo, formando
uma pelicula protetora ao redor deste. Como consequéncia, esta nova reorganizagao
diminui as interagbes com a proteina, causando a diminuicdo na RT e o aumento no AR.
Seguindo o proposto na Figura 27 (b), pode—se explicar também, a influéncia 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 6leo.
As blendas com quitosanas de maior Mv e menor GD (Q1 e Q2), apresentaram maiores
valores RT e AR, em relagdo 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
polissacarideo, reduzindo as interagdes polissacarideo/polissacarideo ao redor do éleo

e possibilitando 0 aumento das interagdes polissacarideo/proteina.

Essa mesma proposta de interacdo a partr da mistura de
proteina/polissacarideo/lipidio, foi proposta por Paula et al.,?®, que estudaram o nano-—
encapsulamento de 6leo essencial de Lippia sidoides em blendas compostas por goma
do Angico e quitosana. Os autores concluiram que a adi¢do de quitosana na formagéo
das nano—capsulas provocou uma diminuicdo na liberagdo do O6leo essencial
encapsulado, e que quanto maior a proporgao desta na blenda, mais lenta é a liberagao
do lipidio. Sendo assim, os autores concluiram que o polissacarideo € o principal

responsavel pela formagao da capsula.
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Além das propriedades mecanicas, filmes com baixa permeabilidade ao vapor
de agua (PVA) sao necessarios, porque uma das principais fungdes da embalagem de
alimentos é prevenir/reduzir a transferéncia de umidade entre o alimento e o meio
ambiente.'® Os filmes de gelatina de pescado possuem alta PVA, devido a presenca de
uma ampla gama de aminoacidos hidrofilicos nas cadeias proteicas, que tendem a
absorver a agua da atmosfera. A adigcdo de quitosana reduziu a PVA dos filmes,
independentemente das diferentes caracteristicas de Mv e GD (Tabela 7). Ja quando foi
adicionado os AGls, a PVA dos filmes reduziu (Tabela 7). Entretanto, muitos autores
atribuem que essa diminui¢ao ocorre, apenas devido ao aumento da hidrofobicidade do
filme, que consequentemente provoca reducio na absorcio e na transferéncia de vapor
de agua através deste. 57-266-269 Entretanto, pode—se observar na Tabela 7, que em todos
os filmes, a reducdo de PVA, em relagcéo a blenda com AGI, foi de 20%, o que pode
sugerir, que a diminuigao na transferéncia de vapor de agua, depende mais da proporgao
de lipidios do que propriamente da interagao destes com os polimeros. Isso pode ser
sugerido, visto que em todas as blendas foi utilizada a mesma massa de AGls, e obteve—
se 0 mesmo percentual de redugdo. Sendo assim, e considerando que o calculo da
analise de PVA esta diretamente relacionado a area permeacéao, pode—se atribuir que a
reducao na transferéncia de vapor de agua, esta mais relacionada a diminui¢cao da area
de permeacao devido a presenca das capsulas 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 a filmes e blendas a base de proteina/polissacarideo/lipidio,
produzidos por outros pesquisadores, a fim de verificar os resultados obtidos frente a
outros biomateriais. Estes dados estdo apresentados na Tabela 8.
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_ _ RT AR PVA o
Biomaterial Referéncia
(MPa) (%) (g m's' Pa)
Gelatina de pescado
_ _ o 13,8+1,5 6,0+ 1,2 1,60 £ 0,02 x 10~ Neste trabalho
(Micropogonias furnieri)
Gelatina de pescado
_ _ 6,1+0,2 26,2+ 3,8 1,07 £ 0,06 x 1010 270
(Sepia pharaonis)
Gelatina de pescado
23,0+ 3,5 25,4 +£3,3 2,60 £ 0,35 x 1010 2n
(Salmo trutta)
Gelatina de pescado
_ _ 356+24 43,0+6,8 1,01 £ 0,02 x 1010 212
(Trachurus japonicus)
Gelatina de pescado/quitosana 185+ 06 86+09 135+ 002 x 10~ Neste trabalho
Gelatina bovina/quitosana 85+1,4 41,0+144 1,11+0,20 x 10-" 137
Gelatina de pescado/quitosana 11,3+ 1,0 32,7+74 0,88+0,13 x 107" 213
Gelatina (bovina)/quitosana 28,0+6,8 41,0+7,7 1,68%0,23 x10" 138
Gelatina de pescado/acidos graxos Neste trabalh
_ este trabalho
insaturados 22+0,2 399,8+26 1,51+0,01 x 10"
Gelatina de pescado/éleo de coco 2,1+0,1 189,1+5,8 0,22 +0,06 x 10~ 57
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Gelatina de pescado/éleo de palma 21,4+2,0 108,4+43 1,63+0,12 x 10" 267
Gelatina de pescado/dleo essencialde 27,3+ 1,7 522+56 2,91+0,11 x 10" 213
limao
Gelatina de pescado/dleo essencial de
30,8+6,4 7,321 1,88 + 0,03 x 1010 274
bergamota
Gelatina de pescado/quitosana/acidos Neste trabalh
_ este trabalho
graxos insaturados 54+0,1 306,8+1,2 1,08+0,01x 10"
Gelatina de pescado/quitosana/éleo de
) 33204 87,2+17,1 0,68 +0,05x 1010 268
orégano
Gelatina de pescado/quitosana/D—
_ 21,5+1,37 56+29 2,56 + 0,05 x 10~ 269
limoneno
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 2125+126 1,78+0,29 x 10~ 277
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Pode—se observar na Tabela 8, que os filmes apresentaram valores satisfatorios
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 residuos 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 relacao a filmes compdsitos
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. Ja os filmes de gelatina de pescado/AGls apresentaram valores bastantes
superiores de A em relagao a outros lipidios, sugerindo que 6leos com grande quantidade
insaturagdes resultam em filmes mais elasticos e maleaveis. No que diz respeito as
blendas de gelatina/AGl/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 mecanicas e de permeacao a vapor de agua, as blendas de gelatina de
pescado/quitosana/acidos graxos insaturados sao bastante promissoras no que diz

respeito a substituicdo (ainda que em parte) de materiais derivados de petréleo.

421.3. Cor

As propriedades Opticas podem afetar a aparéncia do produto revestido, portanto,
a sua medigao é essencial para definir a capacidade de filmes a serem aplicados na
superficie de alimentos.'? Os parametros de cor, angulo Hue e diferenca de cor dos
filmes compostos em comparacédo com o filme de gelatina de pescado (G) séo

apresentados na Tabela 9.

A adigdo de quitosana provocou um leve aumento na opacidade dos filmes
(menores valores de L*), devido a presengca de 2-amino—2—desoxi—p—D-
glicopiranose.’®” No entanto, as caracteristicas do polissacarideo (Mv e GD) da quitosana
nao apresentaram diferencas 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.,?’8, na
adicdo de acidos graxos e Brazilian elemi nos filmes a base de gelatina. Na Tabela 9,
todos os filmes apresentaram valores de angulo Hue em torno de 90°, o que indica
coloragdo amarelada. Em relagcéo a diferenga de cor (AEab), observou—se uma pequena

variagdo quando comparados o filme de gelatina de pescado com os filmes de
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gelatina/quitosana, indicando que o polimero apresentou boa miscibilidade.'® Quando
os AGls foram adicionados, esta variagao de cor duplicou em comparagao com o filme

de gelatina.

Tabela 9. Parametros de cor do filme de gelatina de pescado e blendas de

gelatina/quitosana/AGI
Parametros de cor
Fiime L* a* b* Hab* AE*

G 95,74+0,10 -0,61+0,04>  6,03+0,05 95,77+0,29? —
G-Q1 94,75+0,12> -0,71£0,03>  9,29+0,38¢ 94,39+0,14>  3,41+0,39°
G-Q2 94,76+0,09° -0,63+0,04> 9,76+0,07¢¢  93,71+0,22> 3,86+0,019¢
G-Q3 94,72+0,11* -0,67+0,08> 9,96+0,25%¢  93,84+0,58> 4,06+0,279¢
G-Q4 94,72+0,12> -0,70+0,03> 10,130,269  93,93+0,08>  4,23+0,24¢

GA 94,76+0,15° 0,65+0,08°  11,10+0,02¢  86,65+0,42¢ 5,32+0,03°
GA-Q1  93,20+0,09¢ 0,52+0,08% 12,37+0,41°> 87,60+0,32°¢ 6,92+0,36°
GA-Q2  93,12+0,12¢ 0,59+0,08% 12,52+0,10* 87,29+0,39¢¢  7,11+0,04°
GA-Q3  93,08t0,07¢ 0,51+0,09% 12,85+0,522b 87,72+0,49° 7,41+0,472P
GA-Q4  93,06%0,17¢ 0,54+0,072  13,20+0,11@  87,80+0,14°¢ 7,74+0,16°

*Valores para cada amostra sdo médias + desvio padrdo (n = 2). Valores seguidos por letras diferentes na mesma coluna sao
G [Gelatina], G-Q1 [Gelatina/Quitosana—1], G-Q2 [Gelatina/Quitosana—-2], G-Q3
G-Q4 [Gelatina/Quitosana—4], GA [Gelatina/AGl], GA-Q1 [Gelatina/AGI/Quitosana-1], GA-Q2
[Gelatina/AGI/Quitosana—2], GA—Q3 [Gelatina/AGI/Quitosana—-3] e GA-Q4 [Gelatina/AGl/Quitosana—4].

significativamente diferentes (p<0,05).

[Gelatina/Quitosana-3],

4.2.1.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 28 apresenta as imagens de microscopia da superficie 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 consideragdes podem ser

feitas:

a)

b)

d)

Comparando o filme de gelatina (a) e o filme de gelatina/AGI (f), pode—se
observar que quando foi adicionado o AGI, as goticulas de lipidios
apresentaram formas irregulares e de tamanhos superiores aos filmes
contendo quitosana;

Quando foi adicionado quitosana nos filmes de gelatina, estes apresentaram
estruturas fibrosas na superficie (b), (c), (d) e (e), que foram mais evidentes
quando foi utilizada quitosana de maior Mv e menor GD (b) e (c);

Nas blendas gelatina/quitosana/AGI (g), (h), (i) e (j), pode—se observar que as
estruturas fibrosas desapareceram, sugerindo que ocorreu uma reorganizagao
da proteina e do polissacarideo quando a fragao lipidica foi adicionada. Além
disso, sem a presenga da quitosana (f), nota—se que as goticulas de lipidio
foram irregulares e quando o polissacarideo foi adicionado estas tornaram-se
esféricas. Esses resultados corroboram com as estruturas propostas na Figura
27 (a) e (b);

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 goticulas mais homogéneas em relagéo
ao tamanho, mostrando que em Mv mais elevadas estas sdo menos
irregulares;

Ja a imagem da blenda apresentada na Figura 28 (i), elaborada com a adi¢ao
da quitosana Q3 (Mv=100 kDa e GD=95,7%), apresentou goticulas de
tamanhos irregulares e distribuigdo heterogénea ao longo do filme, sugerindo
que polimeros menores em tamanho e volume, este ndo forma uma pelicula

suficientemente resistente para manter o AGI encapsulado.

Todas essas observagdes sugerem que o polissacarideo € o que mais contribui

para a formagédo das goticulas do lipidio dentro da matriz proteica, pois as diferentes

caracteristicas da quitosana resultaram em formas e comportamentos diferentes destas

goticulas. Estes resultados estdo em concordancia com o comportamento das

propriedades mecanicas e de permeabilidade ao vapor de agua.



113

Imagens semelhantes foram encontradas por Tongnuanchan et al.,?%”, avaliando
aincorporagéao de 6leo de palma em filmes de gelatina de pescado, entretanto os autores
nao sugerem nenhum comportamento quanto as estruturas que compdem a blenda.

4.2.1.5. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

A analise de FTIR foi realizada para compreender os efeitos da quitosana e AGI
na matriz dos filmes a base de gelatina de pescado. Os resultados sdo 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
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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 caracteristicas. As bandas foram observadas em 3282, 3079,
2932, 1630, 1528 e 1239 cm~', o que corresponde a amida A (alongamento da ligagao
NH- acoplado a ligag&do de hidrogénio), amida B (vibragdo de alongamento assimétrico
de C—H (sp®) e NH3*), amida—I (alongamento de C=0, ligagdo de hidrogénio acoplada a
COO), amida-Il (decorrentes da vibragao de grupos N—H e alongamento de vibragdes
de grupos C—-N) e amida-lll (vibragdes no plano de ligagdes C—N e N—-H de vibragdes da
amina ligada ou glicina CH2), respectivamente.'? Observa—se na Figura 29 (a) que a
adicdo de quitosana causou uma diminuigdo na banda amida—I. Esta diminuicdo deve—
se as alteragdes estruturais nas cadeias polipeptidicas da gelatina, levando a uma

reducdo na quantidade de estruturas em a hélice e da amida lll.

A Figura 29 (b) apresenta o espectro de FTIR do filme de gelatina de pescado (G),
gelatina/AGI (GA) e das blendas de gelatina/AGl/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-lI, Il, lll, A e B, quando comparado aos filmes sem AGI
(Figura 29 (a)). Esse comportamento, pode ser atribuido a reorganizagdo molecular, ou
seja, as estruturas da quitosana migram para o redor das goticulas de AGls, diminuindo
as interagbes com as estruturas proteicas, o que resultaria no surgimento de maiores

quantidades de aminas secundarias e terciarias provenientes da gelatina.

O aumento da banda a 2932 cm~' representa a vibragdo de estiramento
assimétrica e simétrica do metileno do C—H alifatico, respectivamente, bem como o CH
fornecido pelas ligacbes de CH2 e CHs localizados no lipidio. Ambas, faixas de
estiramento assimétricas do metileno em aproximadamente 2880 cm~' e faixa de
estiramento simétrico de metileno proxima a 2932 cm~" estdo presentes na maioria dos
lipidios.?”® As bandas em 1737, 1410 e 923 cm~' representam —C=0 (para o éster dos
triglicerideos), =C-H (cis, flexdo) e —-HC=CH- (cis e trans, fora do plano),
respectivamente, relacionadas a adicdo de AGI.280 A banda a 1040 cm~" foi observada
em todos os espectros e corresponde a ligagdo —OH, proveniente principalmente do
glicerol adicionado como plastificante em todos os filmes. Quando foi adicionado o AGl,
ocorreu uma diminuigdo na amplitude da banda, provavelmente devido a diluicdo do AGI

no glicerol.6?

4.2.1.6. Difragao de raio—X (DRX)

Os padroes de DRX dos filmes de gelatina de pescado, dos compostos

gelatina/quitosana e das blendas gelatina/AGl/quitosana, sdo mostrados na Figura 30.
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Figura 30. DRX dos filmes e das blendas
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Pode ser observado na Figura 30 que, todos os filmes e blendas apresentaram
caracteristicas semelhantes aos filmes de gelatina de pescado. O pico caracteristico em
20=8, atribuido a presenca de pequena quantidade de uma estrutura helicoidal tripla,
tripla hélice do colageno em forma de bastonete, acompanhada por uma banda larga
centrada em 26=21, representa a regiao amorfa dos filmes. Nao foram observadas
alteragdes na cristalinidade do material, apés a adigdo de quitosana e AGI. Cheng et
al.?%%, estudaram a influéncia da proporgdo gelatina/quitosana em filmes compostos e
concluiram que filmes produzidos com mais de 80% de gelatina na composigédo, nao
sofrem alteragdes na cristalinidade com a adigdo 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/AGl/quitosana, estdo apresentados na Figura
31.
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Figura 31. DSC dos filmes e das blendas
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A temperatura de transicao do filme de gelatina de pescado (G) foi de 92,1°C. Esta
transicao térmica esta associada a desnaturacao das proteinas, e pode ser considerada
como a temperatura de fusdo (Tr) do material, devido a perda do arranjo dimensional
das cadeias polipeptidicas. Antes de fundir, o material amorfo amolece e perde seu
estado vitreo, que € chamado transigao vitrea (Tg). A adigdo de quitosana nos filmes
aumentou a Tr, demonstrando que o polimero de quitosana € mais estavel termicamente
que as proteinas. Nos filmes onde foi adicionado a quitosana, G-Q1, G-Q2, G-Q3 e G-
Q4, estes apresentaram temperaturas de fusao de 126,0°C, 117,9°C, 84,3°C e 108,7°C,
respectivamente (Figura 31). Assim, o aumento da Mv da quitosana levou a um aumento
na Tr dos filmes compostos. Segundo Liu et al.'®, as interagbes entre gelatina e
quitosana na formacao dos filmes dependem das propriedades fisico—quimicas de
ambos os materiais e que variagdes na temperatura de transicdo na faixa de 80 a 180°C
indicam que os filmes de gelatina/quitosana possuem boa miscibilidade. A adi¢cao de AGI
em filmes de gelatina de pescado (sem quitosana) promoveu um aumento na Tr de
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92,1°C para 104,4°C. Comportamento semelhante foi observado por Ma et al.,?®' na
adicao de azeite em filmes de gelatina. Aparentemente, a quitosana com maior GD levou
a um aumento na Tr dos filmes compostos gelatina/AGl/quitosana. A adigao de AGI nos
filmes de gelatina/quitosana (95% DD) aumentou a Tr de 84,4°C para 93,8°C.

4.3. Analise microbiolégica dos filmes e das blendas a base de

gelatina na conservacao de filés de merluza

Os filmes foram testados como embalagem ativa contra Staphylococcus
coagulase positiva e Salmonella sp., na conservagao de filés de merluza. Os filmes
escolhidos para realizagdo destes testes foram os filmes de gelatina (G),
gelatina/quitosana-2 (G-Q2), gelatina/AGls (GA) e gelatina/quitosana—2/AGls (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

conservacgao de filés de merluza.

Figura 32. Imagem dos filés de merluza embalados com os filmes a base de gelatina
(@) G, (b) G-Q2, (c) GA e (d) GA-Q2

Legenda. (G) filmes de gelatina, (G—Q2) gelatina/quitosana—2,(GA) gelatina/AGls, e (GA—Q2) gelatina/quitosana—2/AGls.

Na Figura 33 estdo apresentadas as imagens fotograficas dos filmes de gelatina
(G) e Gelatina/quitosana—2 (G—Q2) dos filés de merluza embalados, e as respectivas
imagens das placas contendo coldnias tipicas e atipicas para Staphylococcus coagulase
positiva e os tubos de ensaio contendo as amostras das coldnias, 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 Staphylococcus coagulase positiva Salmonella sp.
filme ativo

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 analises para Salmonella
sp., 0s meios sofreram alteragdes, todavia os testes com o kit mostraram que o

microrganismo investigado nao estava presente.

Estes resultados corroboram com os resultados de Matiacevich et al.,282, que
estudaram as propriedades termofisicas e antimicrobianas de filmes a base de gelatina
de diferentes origens (bovina e de peles de salmao) e verificaram o impacto da
incorporagao de quitosana nestes filmes. Os autores concluiram que a quitosana nas
proporcoes de 0,5 e 1,0%, melhoraram o desempenho fisico 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 salméo 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 a
presenca de oligopeptideos com propriedades antimicrobianas (semelhantes aos grupos
amino presentes na cadeia polimérica do polissacarideo), como resultado da hidrdlise

parcial da gelatina.

De acordo com Pereda et al.'¥, filmes compostos de gelatina/quitosana tém
melhorado as propriedades mecanicas e de transporte em comparagao com os filmes de
um unico componente. No entanto, a atividade antimicrobiana da quitosana depende de
diferentes fatores, como pH, interagdo com outros componentes € massa molar, e é
necessario considerar que as propriedades antibacterianas sdo uma combinacdo do
efeito da quitosana e do acido acético. Segundo Liu et al.'®8, o acido acético utilizado
como solvente da quitosana com concentragbes acima de 200 ppm (0,02% m/m)
apresentou atividade antibacteriana contra E. coli em pH 5,4. Portanto, os autores
concluiram que o efeito antimicrobiano observado nos filmes € atribuido a combinagéo

de quitosana e acido acético adicionado.

A fim de avaliar a influéncia de acidos graxos insaturados nos filmes quanto as
propriedades antimicrobianas, estes também foram testados. A Figura 34 apresentam
as imagens fotograficas dos filmes de gelatina/AGls (GA) e gelatina/quitosana—2/AGl
(GA-Q2) dos filés de merluza embalados, e as respectivas imagens das placas contendo
coldnias tipicas e atipicas para Staphylococcus coagulase positiva e os tubos de ensaio
contendo as amostras das colbnias, juntamente com as imagens das placas para

contagem de Salmonella sp.

Observa—se nas imagens da Figura 34, que tanto o filme de gelatina/AGls, quanto
o filme de gelatina/quitosana/AGls, também apresentaram resultados negativos para os
dois microrganismos investigados. Segundo estudos reportados na literatura,
dependendo das caracteristicas da fragdo lipidica adicionada, esta apresenta
comportamento diferente, quanto a agdo antimicrobiana. Ahmad et al.,?’4, estudaram
filmes de gelatina, incorporados com 6leo de bergamota (OB) e 6leo de capim-liméo
(OL) em diversas concentragdes. A incorporagéo de OB (5 e 25%) resultou na diminuigao
tanto da resisténcia a tragdo (RT) como no alongamento na ruptura (AR) dos filmes. A
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) diminuiu nos filmes incorporados com OL,

enquanto que na adicdo de OB esta aumentou. Os filmes com incorporagdo de OL



120

apresentaram efeito inibitério contra Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium, mas o flme com OB inibiu apenas L.
monocytogenes e S. aureus. Filmes contendo OB e OL ndo inibiram Pseudomonas
aeruginosa. De acordo os autores, a incorporagao de uma fragao lipidica € promissora
na elaboragao de filmes antimicrobianos, entretanto, dependendo da natureza do éleo e
de suas caracteristicas, estes influenciam e se comportam de maneiras diferentes

quanto a inibigdo 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 Staphylococcus coagulase positiva Salmonella sp.
filme ativo

Ja, Gémez-Estaca et al.??8, avaliaram a adicao de diferentes dleos essenciais
quanto a sua atividade microbiana em 18 géneros de bactérias, incluindo alguns
importantes patégenos alimentares e bactérias de deterioragdo. O 6leo essencial de
cravo apresentou o maior efeito inibitoério, seguido de alecrim e lavanda. Apds os autores
elaboraram blendas de gelatina/quitosana incorporando 6leo 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 € o caso da Salmonella
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sp., enquanto bactérias lacticas permaneceram praticamente constantes durante grande

parte do periodo de armazenamento.

Sendo assim, devido a inibicdo para Staphylococcus coagulase positiva e
Salmonella sp. nos filmes onde foi adicionado os concentrados de acidos graxos
insaturados, pode—se inferir que no caso de AGls, estes ndo provocaram alteragdes nas
propriedades antibactericidas dos filmes a base de gelatina de pescado, independente
da adi¢ao ou ndo da quitosana. Todavia, os mecanismos de agao antimicrobiano destes
materiais, ndo sédo claramente detalhados, uma vez que cada componente pode exibir
um mecanismo de agado exclusivo que é especifico para uma gama especifica de
alimentos e microrganismos. Dentre estes mecanismos, alguns foram identificados,
como danos a parede celular, interacdo e ruptura da membrana citoplasmatica, danos
nas proteinas da membrana, vazamento de componentes celulares, coagulagdo do
citoplasma e deplecao da forga motora do préton. Todos esses efeitos produzem a morte
do microrganismo pela modificagdo da estrutura e composicdo das células das

bactérias.283
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5. CONCLUSOES

Os materiais obtidos de polimeros biodegradaveis podem ser uma alternativa para
a reducao do impacto ambiental, causado pelos polimeros derivados do petroleo. Neste
trabalho, foram utilizadas matérias—primas de diferentes origens, que foram extraidas e
elaboradas a partir de residuos da industria pesqueira. Foram produzidas gelatina
extraida de peles de corvina (Micropogonias furnieri), quitosana de residuos de camarao
(Farfantepenaeus brasiliensis) e concentrados de acidos graxos insaturados de visceras
de carpa (Cyprinus carpio). Todas os processos realizados para obtencdo das
macromoléculas foram satisfatorios, visto que as propriedades de todos os biomateriais
(gelatina, quitosana, acidos 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 mecanicas (RT e AR), de
permeacao (PVA), 6ticas, superficie (MEV), grupos funcionais (FTIR), térmicas (DSC) e

antimicrobianas na conservacgao de files de merluza (Merluccius hubbsi).

Pbde—se constatar com os resultados que os filmes produzidos a partir desses
biomateriais, sdo bastante promissores como embalagem ativa, pois apresentaram boas
propriedades fisico—quimicas e microbioldgicas. A adigao de quitosana nos filmes a 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 interagdes entre os polimeros, diminuindo a flexibilidade
dos filmes. Em relagédo a PVA, esta diminuiu com a adi¢cao de quitosana, pois o aumento
das interacbes moleculares, causou uma aproximacdo das cadeias poliméricas,
diminuindo os espagos moleculares para difusdo dos vapores de agua através dos
filmes. Ja nos filmes em que foram incorporados os AGls, estes provocaram uma
diminuicdo nos valores de RT, porque a adi¢do do lipidio promoveu uma reorganizagao
estrutural na matriz, onde as moléculas de quitosana, formaram uma capsula ao redor
da goticula, diminuindo as interagdes entre os polimeros. Essa reorganizagdo molecular,
provocou um aumento bastante significativo nos valores de AR das blendas, visto que
este alcangou resultados superiores aos filmes sintéticos de polietiieno de baixa
densidade. Em relagdo a PVA, esta diminuiu com a adi¢ao de AGls, que além de ser um
agente hidrofébico, diminuiu a area de permeacéo das blendas.

Em relagdo a analise de superficie, esta mostrou que os filmes com a adi¢ao de

quitosana de maior Mv apresentaram estruturas fibrosas na superficie, no entanto
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quando os AGIs foram incorporados estas foram minimizadas, o que sugere uma
modificagdo nas interagdes moleculares e uma possivel reorganizagdo molecular.
Quanto a cor, a adi¢cao de quitosana e AGls provocaram um aumento na opacidade dos
filmes, em relagdo ao filme de gelatina. As analises de FTIR, apresentaram bandas
caracteristicas de filmes a base de gelatina de pescado, mesmo quando adicionado
quitosana, todavia, com a adicdo de AGls, ocorreu um aumento na intensidade das
bandas amida—l, Il, Ill, A e B, sugerindo que diminuiram as intera¢des entre a gelatina e
a quitosana. As DRX, foram caracteristicas de filmes de gelatina, a adigdo de quitosana
e AGls, nao alteraram os difratogramas nas proporg¢des utilizadas. Quanto a analise

térmica a adicdo de quitosana e AGls, aumentou a temperatura de fusao dos filmes.

Em relacdo as analises microbiologicas 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 sao bastante
promissores na aplicagdo de embalagens antimicrobianas na conservagéo de filés de

pescado.
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ANEXO 1

Figura A1. Representaciao da organizagcdao dos aminoacidos no colageno

Fonte. Adaptado de (Muiznieks & Keeley, 2013).

Figura B1. Organizacgao e estrutura do colageno
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ANEXO 2

Figura A2. Estruturas quimicas (a) celulose e (b) quitina
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Figura B2. Esquema do comportamento da quitosana em meio acido
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Figura C2. Esquema do mecanismo de hidrélise alcalina da quitina
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ANEXO 3

Figura A3. Reacao de degomagem
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Fonte. Adaptado de Kulkarni, Jain, & Khatri, (2014)

Figura B3. Equacgao geral da reagao de transesterificagdao ou alcodlise
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Figura C3. Equagodes da reagao de transesterificagdao de um

triacilglicerideo
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Fonte. Adaptado de Geris et al.20"

O primeiro passo € a reacdo da base com o alcool, produzindo um alcoxido e o
catalisador protonado. O ataque nucleofilico do alcdéxido no grupo carbonila do
triglicerideo gera um intermediario tetraédrico, onde a mistura de alquil ésteres e os
correspondentes anions do diglicerideo sao formados (Passo 2). A ultima etapa
desprotona o catalisador, o que regenera as espécies ativas (Passo 3), que agora é
capaz de reagir com uma segunda molécula de alcool, iniciando outro ciclo catalitico.
Diglicerideos e monoglicerideos sdo convertidos pelo mesmo mecanismo para uma
mistura de alquil ésteres e glicerol.
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Figura D3. Complexagado com ureia. (a) cristalizagao da ureia e (b)

cristalizagao da ureia na presencga de acidos graxos
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Fonte. Adaptado de Ratnayake, Olsson, Matthews, & Ackman, (1988)



