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RESUMO

Este estudo teve como objetivo produzir biofilmes ativos com acdo antioxidante na
conservacao de filés de tilapia (Oreochromis niloticus). Para isso, através de um delineamento
inteiramente casualizado, foram produzidos extratos naturais de casca de pequi, araticum,
cajazinho e acafrdo. Todos os extratos foram avaliados em relagdo ao teor de compostos
fenolicos e sua capacidade antioxidante. O extrato de casca de pequi obteve a maior
capacidade antioxidante (1.874 pmol.g?), e seu perfil fendlico demonstrou que os principais
compostos responsaveis por sua alta poténcia antioxidante foram os acidos elagico, galico e
protocatéquico. Extratos de casca de pequi, cha verde/alecrim e BHA foram incorporados a
filmes de acetato de celulose. Esses filmes foram analisados quanto a tensdo maxima
suportada, tens@o na ruptura, forca de perfuracao, elongacgéo, elasticidade, permeabilidade ao
CO», migracao de compostos fendlicos em meios simulantes de gordura e agua e miscroscopia
eletronica. Filmes com extrato de casca de pequi apresentaram boa resisténcia mecanica, com
tensdo a ruptura de 32,28MPa, uma migracdo gradativa e maxima de compostos fendlicos
para 0 meio simulante em dois dias e, ainda, mostraram ser porosos e permeaveis a gases. Os
filmes dos quatro tratamentos (controle, casca de pequi, cha verde/alecrim e BHA) foram
utilizados para embalar filés de tilapia, que foram armazenados durante quinze dias a 4°C. O
experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, composto por quatro
tratamentos e quatro repeticGes. Durante o periodo de estudo, analises de oxidacdo lipidica
(TBARS) e proteica (carbonila e sulfidrilas) foram realizadas nos tempos 0, 4, 7, 10, 12 e 15
dias. Ao final deste periodo, os filmes com BHA e com extrato de casca de pequi foram os
qgue conseguiram manter os filés com melhores indices oxidativos, demonstrando serem
eficientes na prevencdo da oxidacdo. Portanto, o extrato produzido de casca de pequi mostrou
potente acdo antioxidante e alta eficacia no combate a oxidacdo, podendo ser utilizado nao
apenas em peixes como em diversos alimentos.

Palavras-chave: acetato de celulose; antioxidantes; extratos naturais; pequi
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ABSTRACT

This study aimed to produce active biofilms with antioxidant action in the conservation of
tilapia (Oreochromis niloticus) fillets. For this, by completely randomized design, natural
extracts of pequi bark, araticum, cajazinho and saffron were extracted. All extracts were
evaluated for phenolic compounds content and antioxidant capacity. The extract of pequi bark
obtained the highest antioxidant capacity (1,874 pmol.g™), and its phenolic profile showed
that the main compounds responsible for its high antioxidant power were ellagic, gallic and
protocatechic acids. Pequi bark, green tea / rosemary extracts and BHA were incorporated
into cellulose acetate films. These films were analyzed for maximum supported stress, tensile
strength, perforation strength, elongation, elasticity, CO> permeability, migration of phenolic
compounds in fat and water simulators and electron microscopy. Pequi bark extract films
have good mechanical strength, with a rupture stress of 32.28MPa, a gradual and maximum
migration of phenolic compounds to the simulating of two days, and also show to be porous
and gas permeable. Films of four treatments (control, pequi bark, green tea / rosemary and
BHA) were used to pack tilapia fillets, which were stored for 15 days at 4°C. The experiment
was conducted in a randomized block design, consisting of four treatments and four
replication. During the study period, the analysis of lipid (TBARS) and protein (carbonyl and
sulfhydryl) oxidation were performed at times 0, 4, 7, 10, 12 and 15 days. At the end of this
period, films with BHA and pequi bark extract were able to maintain the fillets with better
oxidative rates, proving to be effective in preventing oxidation. Therefore, the extract
produced from pequi bark showed potential antioxidant action and high effectiveness in
combating oxidation, and can be used not only in fish but in various foods.

Keywords: cellulose acetate; rosemary; green tea; BHA; pequi bark



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de embalagens comecou com o armazenamento de alimentos em
folhas, pele de animais e conchas. Ha registros que em 5.000 anos antes de Cristo (a.C)
surgiram os primeiros sacos de fibra, cestas e potes de ceramica. No ano 1.500 a.C registrou-
se 0 surgimento de utensilios feitos com vidro e no ano 900 a.C que se tem relatos do uso de
papel para envolver e armazenar alimentos. O primeiro plastico, um polimero a base de
celulose, surgiu em 1856 e s6 em 1907 que o plastico de baquelite (uma juncao de fenol com
formaldeido) foi desenvolvido®.

O material escolhido para uma embalagem de alimento deve proteger seu
conteddo durante sua distribuicdo e armazenamento, além de ser ndo toxico e versatil ao uso.
A embalagem deve proteger o alimento do ambiente externo, além de fornecer informacdes
Uteis ao consumidor por meio de textos, logomarca e graficos. Deve se adaptar ao estilo de
vida do consumidor, sendo de facil manipulacéo e, por fim, aperfeicoar a eficiéncia logistica
através de sua forma e tamanho?.

Foi pensando em estender a funcdo de protecdo, evitando doencas de origem
alimentar e perdas econdmicas por desperdicio, que a ciéncia comegou a pesquisar meios em
que a embalagem pudesse ajudar na conservagdo dos alimentos®. Essa acdo direta da
embalagem na qualidade dos alimentos deu origem as embalagens ativas, que de acordo com
seu objetivo (conservacdo quimica, microbiol6gica ou sensorial) ira interagir com o alimento
em que estiver envolta?.

Embalagens ativas sdo aquelas que tém incorporadas ao seu sistema componentes
que irdo manter ou estender a qualidade do alimento, ou seja, a embalagem é desenvolvida
para interferir diretamente no produto ou no meio em que o produto se encontra®°.

Diversos produtos podem ser utilizados na formacdo dos filmes ativos, dentre
eles: polietileno de baixa densidade, cloreto de polivinila, quitosana, amido, celulose, &gar e
outros®.

Nos filmes ativos os aditivos ndo séo adicionados diretamente ao alimento, nessas
embalagens ha a liberagdo gradativa e continua dessas substancias através do contato do filme
com o alimento. O aditivo pode estar revestindo a camada interna da embalagem ou estar
incorporado ao material da embalagem, a taxa de liberacdo dependera da interacdo do aditivo

com o material do revestimento ou da embalagem’.



Uma das maiores utilizages dos filmes ativos sdo na prevencdo de processos
oxidativos de alimentos. As reacOes oxidativas vém ganhando atencdo das pesquisas,
demonstrando que produtos gerados através dessas reacGes podem influenciar a perda de
vitaminas, perda dos &cidos graxos essenciais, no envelhecimento, diabetes, Alzheimer,
cancer de colon, dentre outros® °.

Por isso, com o objetivo de paralisar ou retardar essas reacGes utilizam-se os
antioxidantes. Esses tém o papel de interromper a continuidade das reacdes ou impedir com
que elas acontencam®®. Eles podem ser sintéticos (butil-hidroxianisol - BHA, hidroxitolueno
butilato - BHT) ou naturais (acido citrico, acido ascorbico, tocoferol) e, geralmente, sdo
utilizados em pequenas quantidades??.

Diante deste cenario, as embalagens ativas com incorporacdo de antioxidantes
para a prevencao de processos oxidativos em alimentos vem cada vez sendo mais estudadas e

aplicadas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Embalagens biodegradaveis ativas

Com o desenvolvimento da industria de alimentos, os materiais mais comuns
utilizados para a fabricacdo de embalagens sdo o papel, o plastico, o vidro e o aluminio, sendo
que os mais utilizados sdo os polimeros plasticos derivados do petréleo (ex. poliolefinas,
poliésteres, poliamidas). Esse fato se deu em razdo de suas inimeras vantagens em relacdo
aos outros materiais, como: flexibilidade, custo, protecdo, resisténcia, boa propriedade de
barreira e selabilidade!? 3,

A primeira preocupacdo em relacdo as funcfes das embalagens € sua segurancga.
Uma vez escolhido um material seguro, as primeiras pesquisas que surgiram foram para
melhorar a funcionalidade, ou seja, as embalagens fisicamente deveriam ser mais eficientes
tanto para o consumidor quanto para a logistica. Diferentes formatos e materiais foram sendo
desenvolvidos para um transporte mais eficiente, um melhor armazenamento, para uma
abertura mais facil e até para aumentar a conveniéncia do consumidor®.

Com o crescimento do mercado mundial e, consequentemente, 0 uso massivo dos
polimeros sintéticos, um problema ambiental surgiu. A producéo e o consumo indiscriminado
desses materiais geraram uma alta quantidade de residuos poluentes incompativeis com a
quantidade existente de aterros, de centrais de incineracao e projetos de reciclagem.

A grande maioria dos materiais sintéticos € levada para aterros sanitarios. Nesses

locais, muitos anos sdo necessarios para que o ambiente consiga degradar uma fracao de seu



volume, além do fato de que a presenca de alguns aditivos como corantes e plasticizantes nas
embalagens, acaba sendo toxica para 0 meio ambiente. Ao buscar a diminui¢do do uso dos
aterros sanitarios, centrais de incineracdo foram criadas, porém neste processo uma grande
quantidade de energia € gasta, além de haver a liberacdo de dioxinas no ambiente, compostos
altamente toxicos*.

Diante desse cenério, diversas pesquisas comecaram a ser realizadas a fim de se
criar embalagens para alimentos que fossem atoxicas e biodegradaveis e, dessa forma, foram
sendo desenvolvidos diversos biopolimeros utilizando-se amido, agar, carragena, gelatina,
quitosana, celulose, dentre outros'® ® Essas embalagens sdo compostas por polimeros
biodegradaveis, ou seja, aqueles que sofrem decomposicdo por acdo das enzimas de
microrganismos, se transformando em gas carb6nico (CO2), metano (CHas), 4gua (H20) e
compostos organicos. Possuem um ciclo de vida mais curto, ao se comparar com os polimeros

derivados do petréleo (Figura 1.1)".
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FIGURA 1.1 - Ciclo do carbono em polimeros biodegradaveis.
Fonte: Tharanathan®®,

As primeiras embalagens biodegradaveis surgiram em 1950, porém na Ultima
década houve um aumento expressivo em pesquisa e desenvolvimento de materiais
biodegradaveis provenientes de matéria-prima agricola e, principalmente, de residuos da
agroindustria e da inddstria de pescados, diminuindo o impacto ambiental®® 2°,

Existem dois tipos de polimeros biodegradaveis para embalagens: os comestiveis
e 0s ndo comestiveis. Os polimeros ndao comestiveis sdo filmes produzidos por materiais
biodegradaveis que envolvem os alimentos em forma de camadas. JaA 0s comestiveis podem

ser filmes, mas na sua maioria sdo revestimentos biodegradaveis que irdo “banhar” toda a



superficie do alimento. A vantagem desse tipo de embalagem é que, além de protecdo fisica e
biodegradabilidade, ainda podem carregar aditivos, estabelecendo uma interacdo com 0s
alimentos, como é o caso das embalagens ativas®.

As embalagens ativas podem funcionar através de dois mecanismos: liberando
substancias que reagirdo com os alimentos (ex. antioxidantes e antimicrobianos) ou
absorvendo os compostos que irdo reagir ou prejudicar os alimentos (ex. absorvedores de
etileno, de oxigénio)?*. Além de classificado pelo mecanismo de acio, as embalagens ativas
ainda podem ser divididas em funcdo do agente de acdo, sendo quimico ou bioldgico. Os
agentes quimicos agem na composic¢ao quimica dos alimentos ou na atmosfera da embalagem,
enquanto os agentes bioldgicos agem em microrganismos ou reagdes bioldgicas®.

Ao se adicionar aditivos diretamente aos alimentos, seus efeitos podem ser
brevemente cessados, em razdo de perdas por lixiviacdo ou reagdes cruzadas com outros
compostos presentes nos alimentos ou, ainda, uma vez misturados aos ingredientes podem
apresentar pouca seletividade, diminuindo o efeito e néo atingindo o objetivo de seu uso®? 23,

Os filmes e revestimentos ativos vieram como uma alternativa, para que esses
aditivos ndo fossem adicionados diretamente ao alimento. Nas embalagens ativas, a liberacédo
deles ocorre continuamente através do contato do filme ou do revestimento com o alimento®.
O aditivo pode revestir o material da embalagem ou ser incorporado a ele (Figura 1.2).
Quando ha a incorporacdo do aditivo a embalagem, uma protecdo externa deve ser acrescida

para evitar que o aditivo se perca para 0 meio externo’.
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FIGURA 1.2 — Perfil de um filme ativo (a) contendo um
revestimento com aditivo (b) contendo a
incorporacdo de um aditivo.

Fonte: Cooksey’.

Na fabricagdo dos revestimentos ativos, os aditivos sdo misturados & matriz
escolhida e ambos séo dissolvidos em um solvente formando uma espécie de gel que ira ser

usada como revestimento. Ja para os filmes com incorporacdo de aditivos, o gel formado



(matriz+solvente+aditivo) é aplicado em placas de vidro e encaminhado para um sistema de
secagem. Diversos aditivos podem ser utilizados na elaboragdo dos filmes ativos, a escolha
ocorre de acordo com a reacdo que se quer prevenir. Os mais utilizados sdo os antioxidantes e
os antimicrobianos?L.

Para embalagens biodegradédveis comestiveis, utiliza-se como matriz ésteres de
celulose, amido, amido hidroxipropilado, glaten, proteina de soja, proteinas do leite e zeina de
milho?. Essas embalagens realizardo o papel de prolongar a vida Gtil dos alimentos, por meio
da diminuicdo da perda de umidade, das trocas de gases, da taxa de respiracdo e das reacdes
oxidativas, além de terem a praticidade de serem comestiveis?®. Ja4 as embalagens com
materiais biodegradaveis ndo comestiveis sdo geralmente constituidas de alguns ésteres de
celulose, poliésteres de origem microbiana, acido polilatico e combinacdes de polimeros
biodegradaveis com amido®®,

A celulose é o biopolimero mais abundante, podendo ser extraida de residuos de
madeira, do algoddo, de folhas, de papel reciclado, cana de agUlcar e outros materiais naturais.
E um composto de estrutura linear, contendo glicoses unidas por ligagdes p 1-4 glicosidicas?”.
Inimeros polimeros biodegradaveis derivam da celulose. Quando dissolvido em hidroxido de
sodio e dissulfeto de carbono em meio &cido produzem o celofane. J& pelo processo de
esterificagdo sdo produzidos acetato de celulose, metilcelulose e hidroxipropil celulose. A
maioria de seus derivados possui boa propriedade para formacéo de filmes transparentes, com
boa flexibilidade, ao passo que suas desvantagens estdo no fato de possuirem baixa resisténcia
ao impacto, pouca barreira ao vapor d’agua e seu custo de produgdo ainda ¢ maior que os
polimeros sintéticos” 1°,

Essas embalagens ativas, biodegradaveis e com a incorporacdo de antioxidantes
vém sendo estudadas e tém se mostrado bastante eficientes na prevencdo de processos
oxidativos em alimentos®.

Independente de biodegradaveis ou ndo, as embalagens passam por uma série de
caracterizagdes fisicas. Todas as caracteristicas como resisténcia a tracdo, porcentagem
elongacdo, forca de perfuracdo e elasticidade dependem da composicdo do filme, do
equipamento de medic&o e das condigdes de medicdo (umidade relativa e temperatura)?®.

As embalagens tradicionais podem impedir que liquidos e gases entrem ou saiam
da embalagem. Em embalagens biodegradaveis, esse grau de protecdo e impedimento
dependera da funcdo que se pretende. Os filmes, normalmente, envolvem o produto e recebem
ainda outra embalagem externa como protec¢do, dessa forma, ndo precisam de alta resisténcia

mecanica e baixa permeabilidade?.



A adicdo de algumas substancias podem influenciar algumas caracteristicas
mecanicas do filme, o uso de metil celulose demonstra aumentar a resisténcia mecénica de
filmes. Ja a adicdo de glicerol diminui as resisténcias mecanicas, mas aumenta a taxa de
elongacdo e reduz a permeabilidade. Por isso, muitas vezes a constituicdo dos filmes

dependera da finalidade em que eles serdo aplicados?®.

2.2. Oxidacao lipidica em alimentos

Os lipideos possuem grande importancia na composicao dos alimentos, em termos
nutricionais (&cidos graxos essenciais), sensoriais (ajudam na palatabilidade), além de
promoverem a saciedade e salde (acidos graxos poli-insaturados). Porém, sua presenca torna
o alimento mais susceptivel a reacbes de oxidacdo, apresentando sinais como: odor e sabor
desagradaveis, alteracdo de textura e cor, perda nutricional e, ainda, a formacdo de compostos
toxicos, reduzindo a vida (til do produto® 3L,

A facilidade e a velocidade das reacfes de oxidacdo dependem de inlmeros
fatores, tais como: quantidade e tipo de acido graxo constituinte, concentracdo de oxigénio
presente, umidade do produto, presenca de pré-oxidantes, podendo ocorrer no alimento
refrigerado e congelado®.

O processo de oxidacdo lipidica é iniciado quando um atomo de hidrogénio é
retirado do grupo metileno da cadeia do &cido graxo, gerando produtos primarios (0s
hidroperdxidos, que ndo possuem cor, odor ou sabor) e produtos secundarios (varios
compostos de baixo peso molecular, que possuem cor, odor e sabor desagradavel) 3033,

De forma detalhada o processo de oxidacdo lipidica ocorre em trés etapas:

iniciacdo, propagacéo e terminacgdo, como ilustra a Quadro 1.134,

QUADRO 1.1 — Esquema demonstrando as trés etapas da oxidag&o lipidica.
Fonte: Johnson et al.3*

Iniciacdo Propagacao Terminacio
LH—L+H" L+ 302 — LOO- LOO' + L' — LOOL
LOO+ LH — LOOH + L L+L —LL

A etapa de iniciacdo comeca quando um radical livre, extremamente reativo

(especies reativas de oxigénio - ERO’s ou espécies reativas de nitrogénio - ERN’s), buscando



a estabilidade energética, retira um hidrogénio do grupo metileno (-CH>) de um &cido graxo
poli-insaturado, gerando um radical alquil (L¢)%®.

A fase da propagacdo tem inicio como uma reacdo em cadeia. O radical alquil é
instavel e se liga ao oxigénio, formando um radical peroxil (LOOe¢), que, por sua vez,
buscando a estabilidade energética, retirard um hidrogénio de outro acido graxo, gerando mais
radicais livres. Os radicais peroxil ao retirarem um hidrogénio de outro acido graxo formaréo
os hidroperoxidos (LOOH). Esses sdo os produtos primarios da oxidacdo lipidica, sédo
instaveis e se decompdem espontaneamente na presenca de ions metalicos (ex. ferro, cobre),
calor ou luz, gerando os produtos secundarios da oxidacdo: aldeidos, cetonas, carbonetos,
furanos, ésteres, alcoois, e sdo esses compostos que estdo associados ao sabor, cor e odor
desagradavel®.

A fase de terminacdo ocorre guando dois radicais se encontram e se ligam,
formando um composto estavel e ndo mais reativo. Cientistas afirmam que para que uma
reacdo de terminagdo ocorra, as reagdes de propagacao devem ter ocorrido mais de cem vezes
até que dois radicais se encontrem®.

O hidrogénio que serd abstraido por um radical livre dependera da forca de
dissociacdo da ligagio covalente (carbono — hidrogénio) a que ele pertence. Acidos graxos
poli-insaturados sdo mais susceptiveis a terem o seu hidrogénio abstraido, pois a ligacdo de
dissociacdo do hidrogénio do grupo metileno (entre duplas ligacfes) é mais baixa, sendo mais

facil sua retirada (Quadro 1.2)%.

QUADRO 1.2 — Energia de dissociacdo de ligacdo carbono-
hidrogénio em &cidos graxos.
Fonte: Johnson e Decker.

L . . . Energia de Dissociagdo da Ligacao
Ligacao Carbono-Hidrogénio (kcalimol)
Saturada 98
Mono-insaturada 89
Poli-insaturada (metileno entre
80
duplas)

Os hidroperoxidos ndo causam a rancidez, eles sofrem cisdo e formam os
compostos secundarios, como aldeidos, dienos conjugados, ésteres, dentre outros, promotores
dos efeitos da oxidacdo. Os principais aldeidos formados nessas reacfes Sdo 0S

malondialdeidos (MDA), associados a doengas como arterosclerose, formacdo de alguns



canceres, resisténcia a insulina e elevagéo da presséo arterial®" *°. A acroleina, que apresenta
toxicidade, destroi proteinas do DNA e o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), conhecido também por
possuir propriedades toxicas ao organismo e por se ligar a proteinas, inibindo-as de suas
funcoes®” 38,

Dessa forma, os estudos, aléem de demonstrar a suscetibilidade dos lipideos, ainda
demonstram a rapidez com que essas reacGes em cadeia ocorrem. A oxidacdo dos lipideos
ocorre em alimentos a temperatura ambiente, de refrigeracdo e também em alimentos
congelados. O congelamento, muitas vezes, utilizado como meio de conservacdo dos
alimentos, acaba néo sendo eficaz para a oxidacdo, uma vez que, mesmo a temperaturas de -
20°C é comprovada a presenca de diversos produtos oriundos da oxidagao lipidica3®: %,

Quando se analisa alimentos altamente susceptiveis a oxidacdo de lipideos, os
pescados se destacam, isso porque, sua qualidade lipidica é uma grande vantagem em relacdo
a outras carnes. Os peixes, sdo ricos em gorduras insaturadas e poli-insaturadas e contém
baixos teores de colesterol. J& se demonstra que o0 consumo regular de pescados pode reducédo
de risco de depressdo pos-parto e mudancas de humor, diminuir niveis de triglicerideos,
pressdo sanguinea, dentre outros*C.

Para que o beneficio desses alimentos seja minimamente afetado, é necessario
cada vez mais, 0 estudo de meios que interrompam ou impegam 0 inicio dessas reagdes em

lipideos, conservando e distribuindo alimentos de qualidade sensorial e nutricional®..

2.3. Oxidacao proteica em alimentos

Por muito tempo a oxidacdo lipidica foi considerada a principal reacdo de
deterioracdo quimica em produtos carneos. S6 em meados de 1990 que, seguindo os estudos
médicos, cientistas de alimentos focaram no estudo da oxidacdo de proteinas, seus processos,
produtos e consequéncias nos alimentos e para o ser humano*! 42,

Mesmo com os estudos crescentes, ainda hd pouco sobre oxidacdo proteica em
alimentos. Diversas podem ser as razdes para esse fato, como: a complexidade quimica das
reacOes, a falta de metodologias mais especificas e precisas e a falsa percep¢do que a
oxidacdo lipidica e a contaminacdo microbioldgica seriam as principais explicacdes para a
deterioracio de alimentos*3 44,

Os produtos carneos apresentam uma complexidade em sua composicéo proteica,
e de acordo com o aminodcido alvo da oxidacdo, 0 agente oxidativo e a intensidade dos
compostos pro-oxidativos, havera a formacéo de diferentes produtos. Podera ocorrer mudanca

na cadeia lateral das proteinas (com formacao de carbonilas e hidroperdxidos de proteina),



fragmentacdo da cadeia proteica e a formacdo de ligacGes cruzadas (dissulfetos e ditirosina)
(Figura 1.3)°. Além disso, 0s produtos carneos também possuem uma composicéo susceptivel

as reagOes de oxidac&o, com altos teores de proteina, lipideos insaturados e jons metalicos*.

Trradiagio

Luz . NH,
ions metalicos Cross-Link A
ERO's Proteico N ™0
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FIGURA 1.3 — Principais alteraces ocorridas durante a oxidacao proteica e produtos mais comuns
formados.
Fonte: Lund et al.®

A oxidagdo proteica (Quadro 1.3) tem inicio quando as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ERO’s e ERN’s), buscando a estabilidade, retiram um hidrogénio da
cadeia peptidica principal ou de aminoacidos de cadeias laterais, formando um radical
proteico (P¢). Esse radical em presenca de oxigénio formara rapidamente um radical peroxil
(POOe°) , que por sua vez, buscando a estabilidade, passara a “atacar” outro alvo proteico,
formando um peroxido de alquil ou hidroperoxidos proteico (POOH)*.

Metais de transicdo (Mn"*) como cobre (Cu*) e ferro (Fe?*) também levam a
formag@o de radicais alcoxil (PO¢) e derivados hidroxil (POH). Além disso, um radical
peroxil (LOO¢), proveniente da oxidagdo lipidica, também pode atingir proteinas, formando

um radical proteico (P¢)3.
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QUADRO 1.3 — Esquema demonstrando as vérias etapas da
oxidacdo proteica.
Fonte: Falowo et al.%,

PH +OH+* = H,0O.+ P+

P+ +0:; 2 POO-

POO+ +PH = POOH + P+

POOH + Mn"" < PO- + OH" + Mn™""
PO+ + Mn"™ + H' = POH + Mn™""*
LOO++PH - LOOH + P+

Dentre os aminoacidos, a cisteina, a tirosina, a prolina, a arginina, a lisina, a
metionina e a fenilalanina sdo os mais suscetiveis as espécies reativas*. E dependendo do
aminoacido atingido as reacBes e produtos poderdo ser diferentes. Cadeias laterais dos
aminoacidos contendo arginina, lisina e prolina sdo mais facilmente oxidadas com a ajuda de
ions metélicos, formando carbonilas. J& quando sdo oxidados a cisteina ou metionina, ha
maior ocorréncia de ligagdes cruzadas®.

Estudos ainda demonstram que alguns aminoacidos, como a metionina, sdo
chamados de “protetores de sacrificio”, pois funcionam como antioxidantes, ou seja, reagem
com as espécies reativas, tentando proteger os aminoacidos e acidos graxos essenciais da
oxidagdo em cadeia®.

Os principais produtos formados, de forma irreversivel, a partir da oxidacao direta
de proteinas, sdo as carbonilas (aldeidos e cetonas). Estudos mostram que sua formacao
ocorre através da presenca de espécies reativas e metais de transicao, sendo que de todas as
carbonilas formadas, cerca de 70% sdo os semi-aldeidos a-aminoadipico (AAS) e o v-
glutdmico (GGS)® (Figura 1.4)*. Ja se conseguiu determinar que a oxidacdo do aminoacido
treonina e lisina geram os AAS e que a partir dos aminoacidos arginina e prolina os GGS. A
partir dessas descobertas, alguns estudos ja utilizam apenas esses dois compostos para a

determinacéo da oxidagao proteica em alimentos*® 47,
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FIGURA 1.4 - Formula Estrutural das carbonilas AAS e GGS,
provenientes da oxidacdo proteica.
Fonte: Lund et al 2.

Além da formacao de carbonilas, os radicais proteicos podem se ligar, formando
inimeras ligagBes cruzadas, ou seja, polimerizando proteinas e gerando diferentes
compostos?3,

Outra consequéncia da oxidacdo proteica € a perda de grupos sulfidrila. A
oxidacdo desses grupos gera uma série de reacBes complexas resultando na formacdo de
varios produtos como acido sulfinico (RSOOH) e dissulfetos (RSSR) (formados em ligacdes
cruzadas)®.

Estudos ainda demonstram que hidroperdxidos e radicais formados na oxidacgéo
lipidica podem iniciar a oxidagdo proteica ou até formar ligacbes cruzadas, assim como, ao
ser iniciada a oxidacdo de proteina, radicais proteicos também poderdo atingir lipideos,
intensificando a propagacéo das reacdes de oxidagdo® 3.

De forma geral, independentemente do produto gerado na oxidacdo proteica, 0s
impactos nos alimentos sdo muitos e 0s riscos ainda sdo questionados e estudados. Diversas
alteracOes ja foram descobertas como perda da capacidade de retencdo de agua, perda da
suculéncia, da funcionalidade proteica, alteracdo de coloragdo, diminuicdo do valor

nutricional e da digestibilidade (Quadro 1.4)* 48,
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QUADRO 1.4 — Consequéncias da oxidagdo proteica em alimentos.
Fonte: Estevez*.

- Formacdode |
Carbonilas
Alteracdes F/Q
A v
Perda de Aminoacidos Alteracdes de sitios
Essenciais de reconhecimento
N
Diminuicio da
Atividade proteica
Digestibilidade
Prejudicada
Perda do Valor B Riscos a
Nutricional Sande??

Quando se ha produtos com alto valor proteico, essas alteraces geradas pelos
processos oxidativos sdo maiores. Dentre eles, 0s pescados possuem um teor de proteina alto
(de 15 % a 25 %) e apresentam todos os aminoacidos essenciais. O consumo de 200g de filé
de peixe, pode vir a suprir 100 % das necessidades diérias de cinco desses aminoacidos,
dentre estes, 0s que se apresentam em maiores quantidades sdao a isoleucina e lisina. Além
disso, se estimula o consumo de peixes em razdo de sua boa digestibilidade (média de 96 %).
Todos esses beneficios podem ser altamente reduzidos dependendo do nivel de oxidacao que
o produto sofreu.

Ainda ha a necessidade de maiores estudos que possam tornar mais claro as
reacGes quimicas ocorridas durante a oxidacdo proteica, seus produtos e consequéncias para a

tecnologia de alimentos e para o ser humano®.

2.4. Agéo dos antioxidantes no processo oxidativo
Diante dos processos oxidativos e de seus efeitos deletérios aos alimentos, 0 uso

dos antioxidantes se tornou um grande aliado na prevencdo e na extensdo da vida util dos
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alimentos. Os antioxidantes s&o definidos como substancias que, presentes em baixa
concentragéo, atrasam ou previnem os processos oxidativos nos alimentos*®: *°,

De uma forma geral, existem dois tipos de antioxidantes, os primarios e 0s
secundarios. Os primarios (principalmente os compostos fendlicos) agem doando hidrogénio
ou se ligando aos primeiros radicais livres formados. Eles acabam prolongando a fase de
iniciacdo e retardando a de propagacdo. Ao doarem um hidrogénio, os antioxidantes acabam
se transformando em radicais livres, porém, em razdo da ressonancia de elétrons sdo
suficientemente estaveis a ponto de ndo provocarem reacdes de iniciagdo ou propagacéo.
Alguns exemplos de antioxidantes primarios sdo: hidroxitolueno butilato - BHT, hidroxianisol
butilato - BHA, tocoferol e flavanoides*® .

Os antioxidantes secundarios, na verdade, reforcam os efeitos dos antioxidantes
primarios, agindo como agentes sequestrantes (ex. EDTA, &cido citrico) ou como agentes
redutores (ex. ascorbatos). O exato mecanismo de acdo desses antioxidantes ainda ndo esta
totalmente esclarecido, mas existem algumas teorias de que eles se ligam a pré-oxidantes,
doam hidrogénio para os antioxidantes primarios, se ligam as espécies reativas de oxigénio e
absorvem a radiacdo UV#®°L,

Existem ainda os antioxidantes priméarios que acumulam mais de uma funcdo, ou
seja, funcionam doando um hidrogénio, mas também absorvendo energia da radiacdo UV, se
ligando a metais ou sequestrando oxigénio. Exemplos desses antioxidantes primarios
multifuncionais s&o propil galato e &cido ascorbico®®.

Existe uma variedade de antioxidantes, podendo ser sintéticos ou naturais. Os
sintéticos, usados ja ha muitos anos pela industria de alimentos, possuem um baixo valor
comercial e apresentam uma alta eficiéncia. Porém, com o passar dos anos, pesquisam
apontaram gue seu uso em alimentos poderia ter um efeito tdxico e carcinogénico para o ser
humano. Alguns dos antioxidantes sintéticos mais utilizados sdo: BHA, BHT, propil galato e
butil hidroquinona terciaria (TBHQ)>?>4,

Os antioxidantes naturais comegaram a ser cada vez mais pesquisados para que
pudessem ser uma alternativa e substituissem os sintéticos com a mesma eficiéncia. Eles sdo
extraidos de plantas, ervas, temperos, frutas e sementes®* 31 52 A acdo antioxidante desses
compostos naturais ocorre gragas a presenca de vitaminas e compostos fitoquimicos. Esses
possuem uma complexa e vasta divisdo, dentre eles estdo os flavonoides, carotenoides,
taninos, cumarinas e varios outros® 5% 55,

Um dos principais fitoquimicos, metabolitos secundarios em plantas, sdo 0s

compostos fenolicos. A propriedade em comum de todos esses compostos € a habilidade de
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quebrar a cadeia de reacdes oxidativas ao doar um atomo de hidrogénio ou ao se ligarem a
ions metélicos. O poder antioxidante de cada grupo dependeré de sua estrutura quimica, da
quantidade e da posi¢do em que se encontram as hidroxilas (OH) presentes. Um exemplo de
estrutura quimica desses compostos é a de um flavonoide, que consiste em dois anéis benzeno

(A e B) ligados a um anel heterociclico (C) (Figura 1.5)% %

N
(\/O\/\/
\/\/

FIGURA 1.5 — Estrutura basica dos Flavonoides.
Fonte: Silva et al.%®

Dessa forma, dependendo da matéria-prima em que o antioxidante for extraido
(ervas, frutas, sementes, temperos), serdo diferentes as combinagdes de compostos
fitoquimicos, as estruturas quimicas e, consequentemente, cada um possuira um potencial
antioxidante.

Os compostos antioxidantes de frutas, ervas, especiarias podem ser removidos das
plantas como extratos, 6leos essenciais ou resinas. Os extratos terdo fragcbes removidas por
serem sollveis em fase aquosa, alcool, solvente ou CO> supercritico. J& os Gleos essenciais
sdo isolados por destilacdo a vapor, extracdo com solvente ou CO». E as resinas sao sollveis
em solventes organicos®®.

Extratos de frutas, cereais e ervas demonstram ser ricos em antioxidantes, em
acido ascorbico, tocoferois, carotenoides e em fendlicos, gerando alta atividade antioxidante
em sistemas modelos in vitro e in vivo. Quando olhamos os frutos da savana brasileira,
conhecida como Cerrado, estes estdo sendo cada dia mais investigados e estdo demonstrando
grandes fontes potenciais de substancias antioxidantes, como por exemplo a cagaita, caju do
cerrado, gabiroba e pequi °® >’

Independentemente do poder antioxidante (AH) de cada composto, sua acao
ocorre quando h& a doacdo de um atomo de hidrogénio ao radical, sendo que o radical
antioxidante (A¢) formado se ligara a outro radical ou se estabilizara por rearranjo de elétrons

em sua estrutura® %8,
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Estudos demonstram que a interrupgdo da oxidacdo proteica € mais dificil e
menos estudada que a oxidacdo lipidica. A dificuldade esta no fato de que a interrupcdo da
oxidacdo em proteinas € influenciada ndo apenas pela estrutura quimica ou a quantidade e
localizacdo das hidroxilas no antioxidante, mas também aparenta depender do aminoacido
alvo e da localizagdo do aminoacido na cadeia peptidica®.

Dessa forma, estudos devem ser realizados para avaliar a eficacia do antioxidante
no produto sob andlise, uma vez que sdo inUmeros os antioxidantes e seus potenciais, podendo

resultar em diferentes efeitos para cada tipo de oxidac&o®.
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CAPITULO 2 — CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E COMPOSTOS FENOLICOS DE
EXTRATOS NATURAIS DE ARATICUM, CAJAZINHO, ACAFRAO, CHA
VERDE/ALECRIM E CASCA DE PEQUI

RESUMO

O objetivo deste estudo foi produzir extratos naturais e avaliar potencial antioxidante e o teor
de compostos fenolicos de extratos de cha verde/alecrim, araticum, cajazinho, acafrao e pequi.
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com andlises em
triplicata. Todos os vegetais foram congelados, liofilizados e processados em metanol 70%
para a obtencdo dos extratos finais. Os dados dos extratos para fendlicos e antioxidantes
foram submetidos a analise de variancia, seguida de comparacdo das médias por Tukey com
5% de probabilidade. O extrato de casca e mesocarpo de pequi foi o de maior teor de
compostos fenolicos (15.250,3mg GAE.100g™) e capacidade antioxidante (1.874 umol.g™L).
Outro extrato analisado e com bons resultados foi o extrato comercial de cha verde/alecrim
que apresentou para compostos fendlicos 2.048,2mg GAE.100g* e capacidade antioxidante
347,96 umol.g™t. Em razdo de seu alto potencial na prevencdo dos processos oxidativos, foi
realizado o perfil fendlico do extrato de casca de pequi. Os resultados indicaram que 0s
responsaveis no pequi por sua alta capacidade antioxidante sdo os seguintes compostos: acido
elagico, acido protocatéquico e &cido galico. Portanto, a casca de pequi demonstra ser um
bom aliado no combate aos processos oxidativos, devido a sua grande fonte de antioxidantes.

Palavras-chave: oxidacdo; acido elagico; acido galico; perfil fendlico.
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CHAPTER 2- ANTIOXIDANT CAPACITY AND PHENOLIC COMPOUNDS OF
NATURAL EXTRACTS OF ARATICUM, CAJAZINHO, SAFFRON, GREEN TEA /
ROSEMARY AND PEQUI BARK

ABSTRACT

The aim of this study was to produce natural extracts of araticum, cajazinho, saffron and
pequi bark and evaluate their antioxidant potential and the content of phenolic compounds.
The experiment was conducted in a completely randomized design with triplicate analysis. All
natural products were frozen, lyophilized and processed in 70% methanol to obtain the final
extracts. Extract data for phenolics and antioxidants were analyzed by analysis of variance,
followed by Tukey averages comparison with 5% probability. The pequi bark extract was the
one with the highest content of phenolic compounds (15,250.3mg GAE.100g?) and
antioxidant capacity (1,874 umol.g™). Another extract analyzed and with good results was the
commercial extract of green tea / rosemary that presented for phenolic compounds 2,048.2mg
GAE.100g? and antioxidant capacity 347.96 umol.g . Due to its high potential in the
prevention of oxidative processes, the phenolic profile of pequi bark extract was performed.
The results indicated that those responsible for pequi high antioxidant capacity are: ellagic
acid, protocatechic acid and gallic acid. Therefore, pequi bark proves to be a good ally in
combating oxidative processes, due to its great source of antioxidants.

Keywords: oxidation; ellagic acid; gallic acid; phenolic profile.
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1. INTRODUCAO

A deterioracdo de alimentos frescos é uma preocupacdo para a inddstria de
alimentos, pois uma vez ocorrendo, diminui significativamente a qualidade do produto,
principalmente quanto ao odor, sabor e textura. Uma das principais reagcdes de deterioracao
quimica sdo as reacdes de oxidacio L.

Para conter essas reag0es séo utilizados antioxidantes, substancias que em baixas
concentracdes, em relacdo ao substrato, previnem ou retardam a oxidacdo do substrato
(lipideos e/ou proteinas)? 3.

A indistria de alimentos utiliza antioxidantes sintéticos, como tert-butil-
hidroquinona (TBHQ), butil-hidroxianisol (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT) para
contencdo desses processos. O baixo custo e a eficacia comprovada desses compostos
resultaram na ampliacdo de sua utilizagdo®, porém pesquisas demonstraram que estes sdo
responsaveis por varios danos a salde, tais como: danos ao figado, pulmao e desenvolvimento
de alguns tipos de cancer em animais de laboratério® ®.

Surgiu, assim, a necessidade de substituicdo destes compostos sintéticos por
antioxidantes naturais, que comprovassem eficacia similar. Com o interesse da inddstria por
essa substituicdo, pesquisas sobre antioxidantes oriundos de frutas e ervas surgiram’.

Os antioxidantes podem ser divididos por funcdo (sequestradores de radicais
livres, inibidores de oxidantes ou agentes quelantes), por polaridade ou mecanismo de agdo? 8.

A atividade antioxidante de compostos naturais é, muitas vezes, atribuida a alguns
componentes como: carotenoides, flavondides e compostos fendlicos. Muitas frutas e ervas
destacam-se quanto ao teor de polifendis (acidos fendlicos, flavonoides incluindo
antocianinas, taninos, lignanas, estilbenos e cumarinas). Dependendo da composicdo e
distribuicdo desses compostos, alguns alimentos possuem maior potencial que outros.
Geralmente, os extratos obtidos dos vegetais (liofilizados ou ndo) sdo os mais utilizados em
alimentos °.

Algumas ervas apresentam propriedades antioxidantes, dentre as quais pode-se
citar o cha verde, cha preto, cha oolong, alecrim e acafrdo %12, Varias frutas regionais que
também possuem alto teor de compostos fendlicos, como pequi (casca e mesocarpo), araticum
e cajazinho ainda sdo pouco exploradas.

O pequi é da familia Caryocaraceae, presente largamente na America Central e
do Sul. No Brasil é um fruto muito importante para a regido centro-oeste. Mais de vinte e
cinco espécies foram catalogadas e sua estrutura é composta por um epicarpo verde (fina

canada), um mesocarpo externo (ndo comestivel), um mesocarpo interno (comestivel - polpa),
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um endocarpo (possui espinhos) e semente. A parte que possui maior volume do fruto, cerca
de 70-75%, é a parte ndo comestivel (epicarpo e mesocarpo externo), e por isso, nao
utilizada'®. Poucos estudos trabalham com a casca e mesocarpo deste fruto, por ele ser
considerado um residuo descartavel.

Buscando valorizar os frutos do bioma Cerrado, este estudo teve como objetivo
produzir extratos naturais de araticum, cajazinho, acafrdo e casca de pequi e avaliar o
potencial antioxidante, bem como o teor de fenolicos destes extratos. O perfil fendlico do
extrato com maior capacidade antioxidante demonstrard os fendlicos responsaveis pela
capacidade. Os resultados serdo comparados aos do extrato natural industrializado de cha

verde/alecrim.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Producéo dos Extratos Naturais

Foram adquiridos de produtores do estado de Goias o pequi, acafrdo, cajazinho e
araticum. O experimento foi realizado na Faculdade de Nutricdo, da Universidade Federal de
Goias.

Para realizagdo do extrato de casca de pequi, 0 pequi teve a casca separada da
polpa e a polpa descartada. O acafrdo foi utilizado integralmente, assim como o araticum.
Para o cajazinho dois tipos de extratos foram produzidos, sendo um com o cajazinho
processado integralmente (com carogo) e outro apenas com a polpa (sem carogo).

Os extratos metandlicos foram produzidos segundo Alves et al.’>. Cada produto
foi congelado a -18°C e, posteriormente, fracionado em pequenos pedacos e liofilizado por 48
horas. Homogeneizou-se 0,5 g de amostra liofilizada em 25 mL de metanol/ agua (70:30 v/v),
em agitador magnético por 2 horas a 4°C. Posteriormente, o extrato obtido foi filtrado em
papel de filtro e acondicionado em frasco de vidro ambar até 0 momento da analise.

Foi cedido, pela parceria com a empresa Kemin Industries®, um extrato natural
comercial industrializado elaborado a partir do cha verde e do alecrim (FORTIUM RGT 12
Plus Dry).

2.2. Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos foram analisados de acordo com Singleton e Rossit® e
quantificados utilizando uma curva padrao de acido galico (20 — 100mg/L).

Uma aliquota de 0,25 mL dos extratos foi misturada com 2,75 mL do reagente de
Folin- Ciocalteu a 3%. Apdés 5 minutos a temperatura ambiente, 0,25 mL de solugao de
carbonato de sodio (10%) foi adicionada, e a mistura, mantida a temperatura ambiente, com
luminosidade controlada, por 60 minutos. A leitura das amostras foi realizada em
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 765 nm.

Os resultados foram expressos em miligramas de acido galico (GAE) por 100g de
amostra liofilizada (mgGAE.100g2AL).

2.3. Potencial Antioxidante

A analise do potencial antioxidante foi realizada pelo método de DPPH (2,2-
diphenyl-1-picryl-hidrazila)’, utilizando uma curva padr&o de trolox (0 - 1000umol/ L).

Uma aliquota de 0,10 mL dos extratos foi misturada com 3,90 mL do reagente de

DPPH. A mistura foi mantida a temperatura ambiente, por duas horas, com luminosidade
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controlada. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de
onda de 517 nm.
Os resultados foram expressos em umol equivalente de trolox (TE) por grama de

amostra liofilizada (umolTE.gAL).

2.4. Perfil Fendlico

O extrato natural que apresentou os melhores resultados para compostos fendlicos
e capacidade antioxidante, foi avaliado quanto ao perfil fendlico e comparado com a literatura
do perfil do cha verde e alecrim (extrato industrializado).

A analise de perfil fendlico foi realizada pelo CRTI (Centro Regional para o
Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovacdo), por metodologia propria. A analise qualitativa foi
desenvolvida por espectrometria de massa com ionizacdo por electrospray (ESI-MS),
utilizando os equipamentos Cromatdgrafo Liquido Ultimate 3000, Thermo Scientific, com
coluna Agilent - C18 (4,6 x 100mm; 3um), acoplado ao espectrémetro de Massas de Alta
Resolucdo Q-Exactive (MS), Thermo Scientific, com ionizacdo por electrospray (H-ESI),
operando em modo negativo, utilizando voltagem do spray 4 kV, gas de bainha 30, gas
auxiliar 10, temperatura do capilar de 350°C, temperatura de gas auxiliar 250 °C, tube lens 55
e faixa de massas m/z 150-700. A analise por CLAE foi realizada com agua deionizada
acidificada com 0,1% de acido formico (Fase mével A, v/v) e metanol acidificado com 0,1%
de &cido férmico (Fase mével B — v/v). A programacédo gradiente realizada ocorreu conforme
Tabela 2.1.

TABELA 2.1- Composicao de tempo e fluxo de gradiente.
Tempo do gradiente

FASE A FASE B
(minutos)

93 07 3

70 30 10
50 50 5

30 70 3

20 80 2

0 100 6

93 07 4




27

O tempo de corrida foi, no total, 33 minutos com fluxo de 0,3 mL/min, volume de
injecdo 10 pL e temperatura da coluna 20°C. Para o estudo de fragmentagéo foi utilizado o
experimento PRM (Parallel Reaction Monitoring — Monitoramento de Reac6es Paralelas) com
energias de colisdo igual a 30 (NCE).

Para identificar compostos fenolicos foi utilizada uma solucdo estoque com
padrdes em metanol na concentragdo de 1 mg.mL™. A partir das solugbes estoque foi
preparada a solugdo da mistura dos padres na concentragdo de 50 pg.mL™. Os padrdes de
compostos fendlicos utilizados estdo na Tabela 2.2. Os dados foram processados no software

Xcalibur™,

TABELA 2.2- Padrdes de compostos fenélicos utilizados na anélise.
Compostos Fendlicos

acido galico acido cafeico kaempferol
acido protocatequinico acido p-cumarico luteolina
acido gentisico acido vanilico naringenina
acido ferdlico acido elagico rutina
catequina epicatequina quercetina

2.5. Analise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Os
resultados foram relatados com média e desvio padrdo de trés repeticfes. A andlise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey foi usada para comparacdo de médias

(p<0,05). Os calculos estatisticos foram realizados utilizando o software Rstudio.



Fenolicos Total
mg GAE/100g amostra liof.

28

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de teor de compostos fendlicos totais (MgGAE.100g™?) e da capacidade
antioxidante (umol.g™) dos extratos estdo apresentados na Figura 2.1. O cajazinho inteiro
(757,7mg GAE.100g}; 76,497umol.g™?) e sem caroco (714,8mg GAE.100g%; 83,7umol.g™?)
foram os que apresentaram os menores valores. N&o diferenciando a presenca ou ndo do seu
carogo. O araticum (1.337mgGAE.100g*; 177,68umol.g}), o acafrdo (5.321,5mg GAE.100g
- 373,7umol.g?) e o extrato comercial de cha verde/alecrim (2.048,2mg GAE.100g7%;
347,96umol.g!) possuem valores de capacidade antioxidante e de fendlicos totais superiores
ou semelhantes a outros estudos'™ 2 18, Porém, os valores encontrados, para o extrato de
pequi (15.250,3mg GAE.100g%; 1.874,74umol.g™) foram significativamente superiores a
todos os outros extratos naturais analisados.

Ja se tem conhecimento que residuos de algumas frutas (como casca, mesocarpo,
caroco, semente e bagaco) possuem altos valores de vitaminas, minerais e, principalmente,

compostos antioxidantes®®,

18000 + O PEQUI
O ACAFRAO 2000 7 4
16000 | a ) & :
0 CHA VERDE/ALECRIM < 1800 -
—
14000 | 0 ARATICUM O
CICAJAZINHO SEM CAROGO 2 1600 ~
12000 - 0 CAJAZINHO INTEIRO = 400 -
=
10000 - & 1200 -
g
8000 - £ 1000 1
=
X 800 -
6000 - b S
=
< 600
4000 - 2 b .
c T 400 -
2000 d 8 c
e e 8 200 - d d
I
0 | | | o

Extratos Naturais Extratos Naturais

FIGURA 2.1 - Teor de compostos fenolicos e capacidade antioxidante dos extratos naturais.
Letras diferentes significam diferenca estatistica (teste de tukey, p < 0,05).

Esse alto valor de compostos antioxidantes em residuos de vegetais se deve aos

compostos secundarios das plantas. Esses metabdlitos, ou fotoquimicos, sdo produzidos para
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algumas atividades bioldgicas especificas. Além disso, geralmente possuem estrutura quimica
mais complexa, baixo peso molecular e estdo presentes em baixa concentragio®.

Dentre esses compostos secundarios, 0 maior e mais importante deste grupo sao
0s compostos fenolicos. Ja foram reportados em estudos mais de oito mil compostos fenolicos
de plantas, sendo que uma de suas principais fung@es € a protecdo da planta®*. Por essa razao,
0s residuos de frutas sdo ricos nesses compostos, pois eles estdo presentes na casca e na
semente para proteger e permitir a perpetuacéo da planta.

A casca do pequi possui a maior quantidade de compostos fendlicos e,
consequentemente, capacidade antioxidante, uma vez que, estes compostos realizam a
protecdo da planta contra radiagdo ultravioleta, de patdgenos e de infecgdes??.,

Os resultados obtidos neste estudo mostram o elevado teor de compostos
fenolicos do residuo de pequi e, também, a sua alta capacidade antioxidante, permitindo que
aplicacbes, para esta parte tdo significativa do fruto, sejam criadas?®. Neste trabalho foi
encontrado, aproximadamente, 70 vezes mais fendlicos do que em outros estudos com a polpa
do pequi, que encontraram valores de 209 a 228mg GAE.100g™* 2+ %,

Vale ressaltar que ao analisar varios estudos, diferentes teores de compostos
fendlicos sdo encontrados, tanto na casca quanto na polpa de pequi. Essa variacdo se da
devido a diferentes locais e épocas de coleta, mas, independentemente do teor, o pequi sempre
apresenta um bom perfil fendlico e alta capacidade antioxidante!*,

O acafrdo (Curcuma longa L.), é conhecido pelos seus beneficios a salde, em
razdo de sua atividade antioxidante, devido a substancias curcuminioides, principalmente a
curcumina®l. Os valores encontrados no presente estudo, também sdo considerados altos para
fendlicos, corroborando com outros estudos (5.9607 mgGAE.100g !; 2.000 mgGAE.100g"
1)11,26.

Esses resultados demonstram o potencial da casca de pequi, apresentando cerca de
77% a mais de fendlicos que o acafrdo, conhecido por seu alto teor destes compostos. A casca
de pequi também apresentou um teor de fendlicos e antioxidantes maior em relacdo a uva
(fruta fonte de antioxidante). Alguns trabalhos mostram valores de fendlicos totais para uvas

frescas de 180 a 330 mgGAE/100g%’ e de potencial antioxidante para casca de 140,42 umol/g
e da semente de 586,59umol/g?.

O araticum (Annona coriacea) também conhecido como marolo, trata-se de um

fruto com moderado poder antioxidante® 2°. Arruda et al.'® estudaram o araticum e também
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encontraram valores préximos ao presente estudo, com uma capacidade antioxidante de 230
umol.g™.

O extrato comercial adquirido para comparacdo e analise possui em sua
composicdo alecrim (Rosmarinus officinalis) e chd verde, ambos conhecidos pela elevada
atividade antioxidante!> %, Este extrato apresentou quantidade de fendlicos significativamente
inferior ao extrato de acafrdo, mas ao quantificar seu potencial antioxidante, ndo houve
diferenca entre os extratos. Este resultado pode ser explicado pela composicao de fendlicos.

A potencialidade e a acdo dos fendlicos dependera de sua estrutura quimica.
Dependendo do numero e da posicdo dos grupamentos hidroxilas, da quantidade de anéis
aromaticos, do grau de metilagdo e glicosilagdo, os fendlicos presentes poderdo apresentar
maior ou menor potencial | antioxidante3 32,

O extrato de acafrdo possuiu maior quantidade de fendlicos que o cha
verde/alecrim, porém seus fendlicos possuem estrutura quimica que lhes ddo menor poténcia
antioxidante.

Os resultados do teor de compostos fendlicos totais dos extratos de araticum, de
cajazinho, de acafrdo, de casca de pequi e do chéa verde/alecrim mostraram-se superiores ou
similares aos de muitos frutos e temperos ja analisados e consagrados como fonte de
fendlicos, como a gabiroba do cerrado (1.222,6 mgGAE/100g)®, residuo de acerola (545,98
mgGAE/1009)®, tomilho (181,30 mgGAE/100g)*, e em bagaco de macd (522,74
mgGAE/100g)*. Roesler et al.? obtiveram, também, valores consideraveis para fenélicos em
extrato etandlico de casca de pequi e para o araticum, de 9.072 mgGAE/100g e de 2.093,7
mgGAE/100g, respectivamente.

Observa-se que os resultados obtidos para o cajazinho (Spondias mombin), com
ou sem caroco, sdo bem inferiores aos dos outros extratos, tanto para fendlicos quanto para a
capacidade antioxidante, especialmente quando comparados com o extrato de casca de pequi.

Devido aos melhores resultados obtidos, o extrato de casca de pequi foi
encaminhado para analise do perfil fendlico. Nesta anélise alguns padrbes fendlicos séo
comparados com a amostra para identificar sua presenca ou ndo. Esta analise foi apenas
qualitativa, para identificar os fenolicos responsaveis pelo alto potencial antioxidante deste
extrato.

Diversos compostos fenolicos foram detectados pela anélise (ANEXO A e B),
sendo identificados os compostos que por comparacao direta correlacionam-se com o tempo

de retencdo e a massa dos fendlicos presentes na solu¢do padrdo. Os principais compostos
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fendlicos identificados, responséaveis pela capacidade antioxidante do extrato de casca de
pequi, foram: acido gélico, acido elégico e &cido protocatequico (ou protocatecuico).

No presente estudo, analisou-se qualitativamente os extratos de casca de pequi,
entretanto, alguns trabalhos demonstram quantitativamente a significancia destes trés
compostos (&cido gélico, acido eldgico e &cido protocatequico) para a qualidade fendlica do
pequi®® *. A capacidade antioxidante expressiva do extrato se da em razédo da presenca dos
acidos hidroxibenzoéicos e de flavanois®®.

Ascari et al.® afirmaram que o acido galico é o componente fenélico presente em
maior quantidade no extrato de casca (epicarpo e mesocarpo) de pequi, sendo o responsavel
pelos altos valores de fendlicos totais e da alta capacidade antioxidante deste extrato. Porém,
muitas vezes ele ndo aparece quantitativamente maior, pois ao realizar o processo de extracéo
reacOes de esterificacdo podem ocorrer.

Os resultados obtidos, apesar de ndo ter sido analisado o perfil fendlico
quantitativamente, demonstram que o acido elagico estd mais presente que o acido galico,
baseado no tamanho do pico no espectrograma. Provavelmente, durante o processo de
extracdo, ocorreram reacdes de esterificacio com o acido galico. Lima® analisou o perfil
fendlico quantitativamente e também encontrou maiores quantidade de &cido eldgico ao se
comparar com o galico. Este fendlico é formado por duas moléculas de acido galico,
apresentando alta capacidade antioxidante, em razéo das quatro hidroxilas livres, que podem
reagir com os radicais livres.

O acido elagico, encontrado em nozes, aveld e castanha do Para, mostrou sua acdo
antimutagénica, anticarcinogénica, como hepatoprotetor em animais intoxicados por
tetracloreto de carbono e na diminuicio da peroxidacdo lipidica®. No presente trabalho,
apesar da andlise qualitativa, observando o espectro da analise o pico formado para o acido
elagico se encontra consideravelmente maior que o pico do padrdo é&cido elagico,
comprovando sua presenca expressiva na casca de pequi.

Roesler et al.®’, analisando a atividade antioxidante do extrato de casca de pequi
através da peroxidacdo lipidica (in vitro) induzida em figado de ratos, afirmaram que o0s
compostos fenolicos (em especial o &cido galico) possibilitaram acdo antioxidante eficiente na
contencgéo da oxidagéo lipidica.

Estudos ainda demonstraram que 0s extratos de casca de pequi além de grande
potencial antioxidante apresentam acéo fungicida e bactericida® %,

Outro extrato que demonstrou boa capacidade antioxidante no presente estudo, foi

0 extrato de cha verde/alecrim. Os chas de uma forma geral sdo conhecidos por terem em



32

média 36% de polifendis em base seca, 0 que, consequentemente, gerou varios estudos sobre
o perfil dos fendlicos contido em ervas®® 3. Mais de noventa e seis tipos de compostos
fendlicos ja foram identificados em extratos de chas®.

Os principais fendlicos em chéas ja detectados sdo catequinas, acido cumarico,
acido galico, kempferol e outros derivados da catequina como o galocatequina 3-galato. Os
estudos também demonstraram que, de acordo com a espécie do ché e a regido de producéo, a
composicao fendlica desses chas pode ser bem diferente 3840,

Outro fator bastante impactante no teor de fendlicos e, consequentemente, no seu
poder antioxidante é o tipo de ché analisado ou o processo de fabrica¢do do cha. O chéa verde
é considerado ndo fermentado, razdo pela qual é o que possui maior teor de fendlicos.
Independentemente da quantidade detectada, estudos mostram o cha verde com grande
potencial antioxidante e a importancia da catequina e seus derivados nessa acdo antioxidante
do cha verde*!.

O alecrim, também presente no extrato analisado, apresenta beneficios
antioxidantes em razdo de sua composicédo de polifenois*?. Estudos quantitativos mostram que
0S compostos em maior presenca sao: o cido rosmarinico, o acido cafeico e o &cido cumarico
e, dentre os diterpenos, o acido carnosico®? *3,

Vale ressaltar que todos esses produtos de origem natural possuem grande
variedade de compostos secundarios. Estudos referentes ao perfil fendlico ressaltam os
principais compostos, embora uma quantidade superior de polifendis seja identificada nos

extratos, muitas vezes mais de cinquenta compostos®®,
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4.CONCLUSOES

O extrato de casca de pequi foi 0 que apresentou maior teor de fendlicos e maior
capacidade antioxidante. O extrato de acafrdo obteve maior quantidade de fenolicos que o
extrato de cha verde/alecrim, porém a capacidade antioxidante de ambos ndo se difere,
demonstrando a poténcia dos fendlicos presentes no cha verde/alecrim. O perfil fendlico da
casca de pequi mostrou a presenca de acido galico, acido elagico e acido protocatequico,
responsaveis pela alta capacidade antioxidante. Portanto, formas de utilizacdo para a casca do
pequi devem ser exploradas, aproveitando o grande potencial que este residuo possui contra
processos oxidativos.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DE FILMES ATIVOS BIODEGRADAVEIS
INCORPORADOS COM ANTIOXIDANTES NATURAIS E SINTETICO

RESUMO

Objetivou-se produzir filmes de acetato de celulose incorporados com antioxidantes sintético
e natural e avaliar suas propriedades mecanicas e de permeabilidade ao CO2, bem como a
migracdo do antioxidante para &gua e gordura e a microscopia dos filmes. O experimento foi
conduzido no Laboratorio Multiusuario da Escola de Agronomia - UFG, em delineamento
inteiramente casualizado. Primeiramente, foram produzidos nove filmes com diferentes
proporcOes de acetato de celulose (3, 3,5 e 4g) e tween 80 (10, 20 e 30%). A mistura acetato,
tween 80 e acetona (solvente) foi homogeneizada por 24 horas e dispersa em placa de vidro,
ocorrendo a formacédo do filme com a total secagem do solvente. Posteriormente, diferentes
antioxidantes foram incorporados a esse filme: BHA, extrato natural comercial de chéa
verde/alecrim e extrato natural de casca de pequi. O filme que apresentou melhor custo
beneficio, em relacdo as analises mecanicas, foi o filme com trés gramas de acetato de
celulose e 10% de tween. Todos os filmes apresentaram boa resisténcia mecanica. Os filmes
com extratos naturais apresentaram forca maxima a perfuracdo consideravelmente menor, em
relacdo aos filmes com antioxidante sintético. Os antioxidantes naturais apresentaram
migracdo maxima com dois dias, enquanto o antioxidante sintético nas primeiras 24h.
Observou-se que o antioxidante sintético migrou mais rapidamente para 0s meios simulantes,
sugerindo uma menor ligagdo destes a matriz polimérica. A anélise de microscopia eletrénica
de varredura (MEV) confirmou os resultados de permeabilidade, demonstrando a alta
porosidade do filme com extrato de pequi. Apesar das diferencas apresentadas, os filmes
produzidos com antioxidantes naturais demonstraram-se eficientes para uso em alimentos.

Palavras-chave: acetato de celulose; tensdo; permeabilidade; microscopia eletronica;
migracdo.
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CHAPTER 3- DEVELOPMENT AND EVALUATION OF BIODEGRADABLE
ACTIVE FILMS INCORPORATED WITH ANTIOXIDANTS

ABSTRACT

The aim was to produce cellulose acetate films incorporated with antioxidants (synthetic and
natural) and to evaluate their mechanical properties and CO2 permeability, as well as the
migration of antioxidant to water and fat and the microscopy of the films. The experiment was
conducted in the Multiuser Laboratory of the School of Agronomy - UFG, in a completely
randomized design. First, nine cellulose acetate films were produced, with different
proportions of cellulose acetate (3, 3.5 and 4g) and tween 80 (10, 20 and 30%). The acetate,
tween 80 and acetone (solvent) mixture was homogenized for 24 hours and then dispersed on
glass plate, forming the film with complete drying of the solvent. The most cost-effective film
compared to mechanical analysis was the film with three grams of cellulose acetate and 10%
tween. Different antioxidants were incorporated into this film: BHA, natural green tea /
rosemary extract and natural pequi bark extract. All films presented good mechanical
resistance. Films with natural extracts showed considerably lower maximum perfuration
strength than films with synthetic antioxidants. Natural antioxidants obtained maximum
migration with two days, while the synthetic antioxidant in the first 24h. It was observed that
the synthetic antioxidant migrated faster to the simulant, suggesting a lower binding of these
to the polymeric matrix. Scanning electron microscopy (SEM) analysis confirmed the
permeability results, demonstrating the high porosity of pequi bark extract film. Despite the
differences presented, films produced with natural antioxidants have proven to be efficient for
use in food.

Keywords: cellulose acetate; tension; permeability; eletron microscopy; migration.
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1. INTRODUCAO

A industria de alimentos é considerada uma das maiores consumidoras de
materiais a base de petréleo como os plasticos, sendo que os mais utilizados séo: polietileno
(PE), poliestireno (PS), polipropileno (PP), polietileno tereftalato (PET) e o policloreto de
vinila (PVC)!. O uso excessivo de plastico na cadeia alimenticia, ao longo dos anos, gerou um
grande impacto ambiental, fazendo com que a industria e os centros de pesquisa comegassem
a desenvolver alternativas biodegradaveis® 3.

Apesar dos maleficios para 0 meio ambiente, 0 uso massivo dessas embalagens
ocorreu em razdo de grandes vantagens, tais como: baixo custo de producao, boa performance
mecanica, durabilidade, transparéncia e leveza. Assim, o grande desafio das embalagens
biodegradaveis é obté-las com boas propriedades mecanicas, baixa sensibilidade a umidade e
permeabilidade adequada aos gases®.

Por esta razdo, nos Ultimos vinte anos, os bioplésticos ou bioembalagens vém
sendo estudadas intensamente, para que se tenha no mercado de alimentos embalagens
biodegradaveis com baixo custo e boas propriedades quimicas, mecanicas e térmicas*. Para
esses biopolimeros apresentarem boas propriedades quimicas e mecanicas, algumas
substancias podem ser adicionadas. Os plastificantes, como por exemplo glicerol, sdo nédo
volateis e diminuem forcas intermoleculares, alterando as propriedades fisicas e mecanicas do
polimero®. Os surfactantes diminuem a tensdo superficial da emulsdo polimérica, melhorando
a molhabilidade e aderéncia do filme a ser produzido® ’.

Inimeras fontes para embalagens biodegradaveis vém sendo pesquisadas, como
acetato de celulose, pectina, gomas, quitosana, amidos e outros. Os derivados da celulose,
como o acetato de celulose e a hidroximetil celulose, que sdo polissacarideos de cadeia longa,
tém se mostrado bastante vantajosos, uma vez que sdo polimeros neutros, biodegradaveis,
flexiveis, resistentes e possuem boa permeabilidade a gases®*°.

Dentre os derivados de celulose o principal é o acetato, por apresentar bons
resultados, tendo assim, grande importancia comercial®. E produzido pela substituicdo dos
grupos hidroxilas, das unidades de glicose, por grupos acetilal’. Um éster de celulose pode
passar por varias etapas de esterificacdo, formando acetato de celulose, diacetato de celulose e
triacetato de celulose!?. Todos os ésteres de celulose possuem a capacidade de formagéo de
filmes transparentes e de baixo custo. Podem ser direcionados para formacdo de membranas
em processos de separacio e filtragio® ou para embalagens primarias (em contato direto com

alimentos), na formagc&o de filmes ou revestimentos comestiveis*?.
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Revestimentos sdo suspensdes ou emulsdes aplicadas diretamente na superficie
dos alimentos. J& os filmes, sdo peliculas formadas através do método casting, no qual uma
solucdo do polimero é aplicada em uma superficie que, através da secagem do solvente
presente, resulta na formagc&o de um filme, que sera aplicado no alimento’.

Revestimentos ou filmes podem ter funcionalidades além das tradicionais. Uma
embalagem comum tem como finalidade proteger o alimento de injurias mecanicas, de
processos oxidativos e microbioldgicos'?. Uma embalagem ativa reforca essa prote¢do, uma
vez que nela havera a adi¢do de substancias antimicrobianas e/ou antioxidantes, que agirdo
protegendo o alimento? 3, Ou seja, a agdo dessas embalagens modificara de forma positiva as
propriedades sensoriais, nutricionais e microbioldgicas do alimento, prolongando sua vida util
e mantendo sua qualidade?® 4,

Independente da matriz utilizada na fabricacdo dos filmes, varias andlises para
caracterizacdo fisica sdo realizadas como permeabilidade a gases, resisténcia a tragdo,
migragédo de aditivos e outros.

A permeabilidade de um filme esta intimamente ligada a caracteristica molecular
do polimero analisado. A difusdo do gas ocorre pela sua passagem nos espacos vazios
formados no polimero. Dessa forma, a velocidade de difusdo desse gas dependera do nimero,
do tamanho e da disposi¢do desses espacos vazios, que dependem da rigidez das cadeias
formadas e das forcas de ligagdo existentes no polimero?®.

Além dos espacos vazios, outro fator que interfere na permeabilidade a gases é a
disposicdo das particulas ligadas ao polimero, podendo facilitar ou atrapalhar a difusdo dos

gases, promovendo “caminhos mais ou menos tortuosos® (Figura 3.1).

oD o _@kﬂ
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DD o N NN
FIGURA 3.1

— Modelo de possiveis caminhos existentes na difuséo de gases
por um filme.
Fonte: Nielsen®®,

A incorporacdo dessas substancias a embalagem se torna mais vantajosa do que a
adicdo direta ao alimento, uma vez que a quantidade liberada dessas substancias ocorre de

forma controlada e gradativaZ.
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Este trabalho teve como objetivo produzir filmes de acetato de celulose
incorporados com antioxidantes (sintético e naturais) e avaliar suas propriedades mecanicas e
de permeabilidade ao CO2, bem como a migragdo do antioxidante para agua e gordura e a

microscopia dos filmes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Elaboracao dos biofilmes

Para producdo dos filmes foram utilizados: acetato de celulose, cedido pela
empresa Rhodia Solvay; tween 80 P.A. (Vetec,Quimica, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e acetona
P.A. 99,6 %, (Neon®©, Suzano, SP, Brasil).

Os filmes foram elaborados no Laboratorio Multiusuério da Escola de Agronomia
— UFG. Diferentes proporgdes entre acetato de celulose, tween 80 (T80) e acetona (Tabela
3.1) foram testadas. Os ingredientes foram medidos e adicionados em frascos ambar. Esses
foram colocados em homogeneizador rotativo (Phoenix, modelo AP32, Araraquara) por 24h
e, deixados em repouso por 1h, para estabilizagcdo do gel (dissolucdo das bolhas).

Os filmes foram preparados pelo método “casting”*. As solucdes filmogénicas
foram espalhadas manualmente em placas de vidro, com ajuda de um bastdo de vidro. Apds
completa evaporacdo da acetona, obtiveram-se os filmes, que foram analisados quanto as suas
propriedades mecénicas e permeabilidade ao CO>.

A formulacdo de melhor custo/beneficio foi escolhida para producdo dos filmes

ativos.

TABELA 3.1 — Composicao dos filmes de acetato de celulose produzidos.

Tratamento Acetato (g) Tween 80 (%)* Acetona (mL)
Al 3 10 30
A2 3 20 30
A3 3 30 30
Bl 3,5 10 35
B2 3,5 20 35
B3 3,5 30 35
C1 4 10 40
C2 4 20 40
C3 4 30 40

*Porcentagem de T80 em relagdo ao acetato de celulose.

2.2. Anélise de Microscopia
A analise de microscopia foi realizada no laboratério LabMic do Instituto de

Fisica da UFG. As amostras foram fixadas no porta-amostra (“stub”) utilizando uma fita
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condutora dupla face de carbono e depois recobertas com material condutor, neste caso: o
ouro. Em seguida, as amostras foram analisadas no microscopio eletronico de varredura,
(MEV), Jeol, JSM — 6610, equipado com EDS, Thermo scientific NSS spectral imaging,

operado com tensdo de aceleracdo de 5kV.

2.3. Espessura dos filmes ativos
Para determinacdo da espessura foi utilizado um micrémetro com resolucdo de
0,0001 mm (Qualitylabor, modelo MEP/Q, Perus). A medicdo ocorreu em cinco pontos

aleatdrios em diferentes segmentos dos filmes.

2.4. Permeabilidade ao CO2
A permeabilidade ao CO, foi medida em um analisador PERME VAC - V1

(Labthink, China), segundo a norma ASTM-D1434-82%.

Previamente, os filmes foram cortados em formato circular com 7 cm de didmetro
e acondicionados em dessecador com silica a 25 °C, por 48 h. A permeabilidade ao CO; foi
determinada com 3 repeticdes.

2.5. Propriedades mecéanicas

Foram realizados testes de tracdo em uma maquina universal de ensaios (Instron,
modelo 3367, Grove City), com controle pneumatico de tracdo e capacidade para células de
carga de até 30 kN ou 6750 Lbs, de acordo com a norma ASTM-D882-10%°.

Foram preparadas tiras de amostras com largura de 10 mm e comprimento de 140
mm. As amostras foram acondicionadas em envelopes de papel e climatizadas a 50 £ 5 % de
umidade relativa e em temperatura de 23 + 2 °C, por 48h.

O equipamento foi ajustado com espago entre ganchos de 100 mm. As amostras
foram tracionadas com velocidade de 12 mm/min, utilizando-se no equipamento uma célula
de carga com capacidade de 500 N. Analisaram-se tensdo maxima, tensdo na ruptura, médulo
de elasticidade ou mddulo de Young e alongamento ou elongacdo®®. As propriedades
mecanicas foram determinadas com 10 repeticdes.

A andlise de resisténcia a perfuragdo foi realizada em Texturdmetro (Texture
Analyser, TA-XT Plus) com amostras de filmes de 7 cm de didmetro, acondicionadas em
envelopes de papel e climatizadas a 50 £ 5 % de umidade relativa e em temperatura de 23 + 2
°C, por 48h.
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2.6. Preparacéo do extrato natural de casca de pequi

O pequi foi adquirido no mercado local e teve sua casca separada da polpa. Os
extratos metandlicos foram produzidos segundo Alves et al.’. Cada produto foi congelado a -
18°C e, posteriormente, fracionado em pequenos pedacos e liofilizado por 48 horas.
Homogeneizou-se 0,5 g de amostra liofilizada em 25 mL de metanol/ agua (70:30 v/v), em
agitador magnético por 2 horas a 4°C.

Posteriormente, o extrato metandlico produzido foi rotaevaporado por 1 hora,
perdendo o solvente presente. O concentrado resultante da rotaevaporacéo foi diluido em agua
destilada (1:1 v/v), congelado a -18 °C por 48 h e liofilizado por 72 h, obtendo-se assim, o
extrato natural de casca de pequi.

2.7. Producéo dos filmes ativos

Os filmes ativos foram produzidos conforme metodologia descrita no item 2.1,
acrescentando os antioxidantes a formulacdo escolhida (Tabela 3.2). Foram incorporados ao
filme de acetato, como melhor custo/beneficio: antioxidante sintético BHA, marca Sigma-
Aldrich, extrato natural de cha verde/alecrim, cedido pela empresa Kemin® e extrato natural
de casca de pequi, obtido por extragdo metandlica segundo Alves et al.l’. O teor méaximo
permitido do BHA é de 0,02%, segundo a legislacio em vigor'®. A maior propor¢io do
extrato de casca de pequi, em relagdo aos outros antioxidantes, se deve a ndo purificacdo deste
em laboratério, resultando em um ndmero maior de interferentes em sua migracdo e

eficiéncia.

TABELA 3.2 - Antioxidantes incorporados aos filmes de acetato de celulose.

Tratamento Antioxidantes (%0)*
Controle - C 0

Pequi - P 20

Cha Verde/Alecrim - CA 10

BHA-B 2

*Porcentagem do antioxidante em relagdo ao acetato de celulose.

2.8. Andlise de Migracéao
Os filmes ativos foram analisados quanto a migracdo do antioxidante para meios

simulantes de gordura e de agua, utilizando soluces de etanol 95% e 10%, respectivamente?®
22
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As amostras dos filmes foram cortadas nas dimensfes de 3 x 2 cm e colocadas
em tubos de ensaio com capacidade de 15 mL. Em seguida, foram adicionados aos tubos 10
mL do simulante. Os tubos foram tampados e cobertos com papel aluminio para evitar a
exposicdo a luz. Posteriormente, foram armazenados em sala climatizada a 20 °C por 10 dias.

As andlises foram realizadas nos tempos 1, 2, 6, 8 e 10 dias de armazenamento.

Para 0s extratos naturais (casca de pequi e cha verde/alecrim), a migracdo foi
quantificada através da analise de capacidade antioxidante DPPH?. Os dados foram expressos
em umol/L. Para os filmes com BHA, a migracdo foi quantificada através de analise de BHA
por HPLC?* %, Os dados foram expressos em pg/mL de simulante e determinados com 4

repeticoes.

2.9. Andlise Estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Os
filmes foram produzidos com trés repeticdes e os resultados foram relatados com média e
desvio padrdo. A analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, foi usada para
comparacdo de médias (p<0,05). Os calculos estatisticos foram realizados utilizando o

software RStudio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliacéo dos filmes de acetato de celulose

Entre os tratamentos, observa-se que houve diferenca estatistica tanto para
permeabilidade ao gas carbbnico, quanto para as espessuras dos filmes (Tabela 3.3).

Os tratamentos A2 (3 g de acetato de celulose com 20 % de tween 80) e B1 (3,59
de acetato de celulose com 10 % de tween 80), apresentaram maior espessura € menor
permeabilidade. Ja os tratamentos Al (3 g de acetato de celulose com 10 % de tween 80) e B3
(3,5 g de acetato de celulose com 30 % de tween 80), foram os filmes de menor espessura e
maior permeabilidade.

A permeabilidade de um filme, a qualquer gés, depende de inimeros fatores,
dentre eles: se ha incorporacdo de aditivos, quantidade adicionada e espessura do filme®Z,
Com o aumento da espessura dos filmes ha uma tendéncia a ocorrer diminuicdo na
permeabilidade aos gases?®. De outro modo, a adi¢do de substancias, como plastificantes e
surfactantes, pode gerar uma menor interacdo entre as moléculas do polimero, proporcionando
maior permeabilidade e menor coesdo, o que facilita a passagem de gases, devido aos espacos

entre as moléculas?’.

TABELA 3.3 — Valores de espessura e permeabilidade dos filmes de acetato de celulose ao
CO..

Permeabilidade ao CO2

Filmes (cm3. m2. 24h.0,1MPa) Espessura (mm)
Al 6.562,47 + 557,68 2 0,0300 + 0,001 °
A2 3.236,05+ 123,29 ¢ 0,0370+ 0,001°
A3 5.219,90 + 519,83 ° 0,0252 + 0,001 °
Bl 3.762,19 +137,06° 0,0364 + 0,001 2
B2 5.028,36+ 256,07 ° 0,0270 £ 0,001 ¢
B3 5.861,93+ 547,66 ? 0,0240 £ 0,001°
C1 4.878,05 + 776,69 " 0,0330 + 0,001 °
C2 5.173,02 + 327,96 ° 0,0330 + 0,001°
C3 4.594,82 + 86,81 ° 0,0337+ 0,001 °

*Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna apresenta diferenca significativa (p < 0,05).
Al-filme com 3g acetato celulose e 10%tween80; A2-filme com 3g acetato celulose e 20%tween80;
A3-filme com 3g acetato celulose e 30%tween80; B1- filme com 3,5g acetato celulose e 10%tween80;
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B2 -filme com 3,59 acetato celulose e 20%tween80; B3-filme com 3,5g acetato celulose e
30%tween80; C1-filme com 4g acetato celulose e 10%tween80; C2-filme com 4g acetato celulose e
20%tween80; C3-filme com 4g acetato celulose e 30%tween80

No presente estudo, a adicdo de surfactante néo interferiu na permeabilidade dos
filmes ao gas carbdnico, sofrendo influéncia apenas da espessura.

A grande variedade das espessuras se deve a producdo manual do filme. Ao
elaborar o gel, este é disperso em uma placa de vidro e espalhado em um Gnico movimento
com a utilizagdo de um bastdo de vidro. O fato de este processo ser totalmente manual pontos
de vulnerabilidade sdo gerados, possibilitando uma grande variagéo de espessura de um filme
para o outro.

Apesar da variabilidade na espessura, os valores de permeabilidade ao CO:
encontrados estdo de acordo com outros estudos de filmes para alimentos. Magalhdes?® e
Carvalho et al.!, trabalhando com filmes de acetato de celulose (fabricados com 4 gramas),
encontraram valores de 6690 cm®. m2. 24h.0,1MPa e 5598 cm® m=2. 24h.0,1MPa,
respectivamente. Coelho?®, em filmes de polietileno com adi¢do de argila modificada,
encontrou para o tratamento controle valores de 5800 cm®. m. 24h.0,1MPa.

Os resultados das analises de tracdo estdo apresentados na Tabela 3.4.
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TABELA 3.4. Andlises de tracdo dos filmes com diferentes concentragbes de acetato de
celulose e tween 80.

oz Tensdo . Forca max.
. Tensdo max. Mddulo de Young ~ N
Filmes (MPa) ruptura (MPa) elongacdo(%) perfuracéo
(MPa) (N)
Al 49,828 +324°% 48,303 +3,282% 2373,762+63,38 6,945+432% 2859+227%
A2 42,311+3,70¢ 41,616 +4,15> 2043,175+ 88,204 13,506 +5,30 ° 26,56 + 4,99 ¢
A3 37,462 +4,09¢ 37,042+4,11°¢ 1838,104+78,87 " 13,505 + 6,96 ¢ 24,84 + 1,93 b«
24,013+ 4,83

Bl 51,411+2,28% 50,467 +2,512% 2532,61+ 97,60 6,76 + 1,99 « bed
B2 42562 +4,06° 41,382+4,21¢ 2110,55+ 99,55 ¢ 8,68 +£4,39°¢ 23,69 + 3,18 b
B3 37,443+ 4,139 38,002+551°¢ 1907,8 + 59,99 ¢ 10,31 +5,15° 22,629 + 2,84 %
C1 49,806 4,492 51,401+4,762 2722,83+77,61°2 436+2,06¢ 28,059+351%
C2 42,400 +1,38°¢ 41,516+ 1,57 2258,13 +96,75% 5,09+2449 18,295+ 3,98°¢
C3 48,258 + 3,73 ™ 46,596 +3,74° 2081,82 + 97,34 20,81+3,208 21,295+2097 %

* Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna apresenta diferenca significativa (p < 0,05). Al-
filme com 3g acetato celulose e 10%tween80; A2-filme com 3g acetato celulose e 20%tween80; A3-
filme com 3g acetato celulose e 30%tween80; B1- filme com 3,59 acetato celulose e 10%tween80; B2 -
filme com 3,59 acetato celulose e 20%tween80; B3-filme com 3,59 acetato celulose e 30%tween80; C1-
filme com 4g acetato celulose e 10%tween80; C2-filme com 4g acetato celulose e 20%tween80; C3-
filme com 4g acetato celulose e 30%tween80

A tensdo maxima consiste na resisténcia maxima oferecida pelo material quando

submetido a tracdo? e a tensdo na ruptura € a Gltima tensdo suportada pelo material antes da

fratura. Os valores de tensdo méxima e tensdo na ruptura diminuem a medida que se adiciona

surfactantes®, relacio esta demonstrada pelos valores obtidos no presente estudo. Porém, a

guantidade de acetato de celulose na formulacdo dos filmes ndo afetou significativamente

estes parametros.

O mddulo de elasticidade ou modulo de Young ¢ um indicador de rigidez do

filme, e corresponde a regido em que o filme alonga de forma crescente e proporcional a

deformacdo imposta de forma reversivel. No presente estudo, assim como para tensdo, o

modulo de elasticidade diminuiu significativamente com a adi¢do do surfactante. Além disso,

0 aumento da quantidade de acetato de celulose também aumentou a dureza do filme.
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Carvalho et al.!' conseguiram valores proximos para 0 modulo de elasticidade
(3399 cm®. m2. 24h.0,1Mpa) em filmes de acetato de celulose (4 gramas) com tween 80,
qguando comparado com o filme do tratamento C1 (4 g de acetato de celulose e 10 % de tween
80).

A elongacdo é a relagdo entre o alongamento do filme e seu comprimento?.
Observa-se que houve diferenca estatistica entre os tratamentos, tendo em vista que a maior
adicdo de surfactante resultou em maior elongacao dos filmes.

Os valores de elongacéo de um filme séo variaveis, dependendo dos espagos entre
as moléculas e a presenca de plasticizantes e/ou surfactantes. Neste estudo, a elongacdo dos
filmes variou de 4 a 20%, enquanto Carvalho et al.}' encontraram valores menores, com
elongacdo maxima de 15% em filmes de acetato de celulose com adi¢éo de tween 80.

A forca maxima a perfuracdo € outro parametro de deformacéo a falha mecénica
em um filme3L. Observa-se que a forca & perfuracdo apresentou comportamento semelhante a
tensdo. Houve diferenca significativa entre os tratamentos a medida que a adicdo gradual de
tween 80 resultou na diminuicdo deste parametro. Novamente, este comportamento esta
associado a adicdo de substancias que provocam menor interacdo intermolecular, exigindo
uma forca menor para ruptura mecénica3’.

Ao analisar os resultados dos nove tratamentos, o filme que apresentou melhores
valores de resisténcia mecénica, boa permeabilidade ao CO2, com menor utilizacdo de matéria
prima e, por consequéncia, tendo menor custo, foi o tratamento Al (3g de acetato de celulose
e 10 % de tween 80). Dessa forma, este tratamento foi o escolhido para a incorporacdo dos

antioxidantes.

3.2. Analise de microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) promove a correspondéncia das
propriedades mecénicas do filme com sua morfologia. O quadro 3.1 mostra a morfologia por
MEYV dos quatro filmes estudados®> 33,

Dessa forma, a morfologia da superficie dos filmes consegue explicar, por
exemplo, a relagdo de cada um com os resultados de permeabilidade a gases. O filme controle
e com BHA apresentam apenas pequenas “rachaduras” em sua estrutura, demonstrando
homogeneidade, menos espagos vazios, confirmando os resultados de permeabilidade e maior

resisténcia mecanica.
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Os filmes com cha verde/alecrim possuem Varios pontos de rugosidade,
interferentes e poucos poros (em torno de 2um), o que confirma sua permeabilidade

semelhante com a dos filmes controle e com BHA.

QUADRO 3.1 - Microscopia eletronica de varredura da superficie dos filmes

aumento de 500x aumento de 2.500x aumento de 10.000x
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O filme com adicdo de extrato de casca de pequi apresentou em sua superficie
inimeros poros, se tornando um filme altamente poroso (0,3 a 1um) e permeével a gases,
confirmando o resultado da permeabilidade ao CO», visto que este resultado ultrapassou o

limite de quantificacdo do equipamento.

3.3. Avaliacao dos filmes ativos

Os filmes ativos incorporados com antioxidantes (C - controle- sem antioxidante;
P - 20 % de extrato natural de casca de pequi; CA - 10% de extrato natural de cha
verde/alecrim; B - 2% de BHA) e os resultados de suas respectivas espessuras e

permeabilidade ao CO- estdo apresentados na Tabela 3.5.

TABELA 3.5 - Permeabilidade ao CO; e espessura dos filmes com incorporacéo de
extrato de casca de pequi (P), extrato de cha verde/alecrim (CA), BHA
(B) e filme controle (C).

Permeabilidade ao CO2

Filmes (cm3. m?.24h.0,1MPa) Espessura (mm)
C 5.550,96 + 557,68 ° 0,0246 +0,001°
P >L.Q" 0,0380 +0,003°
CA 4.580,53 + 145,74° 0,0529 + 0,007 ?
B 4.138,13 + 594,83° 0,0261 + 0,001 °

*Diferenca significativa é representada por letras diferentes em uma mesma coluna (p
<0,05). L.Q- Limite de quantificagdo (100.000 cm?®. m=2.24h.0,1MPa)

Observa-se que nao houve diferenca significativa na espessura dos filmes controle
em relacdo aos com BHA. Os filmes com incorporacdo de extratos naturais, por possuirem
extratos mais fibrosos, geraram filmes mais espessos, consequentemente, apresentaram
espessuras diferentes significativamente entre eles e aos demais filmes.

Apesar das diferencas de espessura entre os tratamentos, 0s valores sao proximos
aos encontrados em filmes de acetato de celulose incorporados com resveratrol*® (0,037 a
0,057 mm) e com 6leo de orégano/nanoargila (0,0429 a 0,0498 mm)34. Porém, a espessura
depende da maneira que os filmes sdo fabricados e dos diferentes aditivos incorporados, razéo
pela qual este pardmetro se torna bastante variavel. Filmes de acetato de celulose com
incorporacédo de antimicrobianos® apresentaram espessuras duas ou até quatro vezes maiores

que os do presente trabalho.



53

Os resultados da andlise de permeabilidade ao CO> mostraram que os filmes
controle, com BHA e com extrato de cha verde/alecrim ndo apresentaram diferenca entre si. O
filme com incorporacdo de extrato de casca de pequi apresentou permeabilidade maior que o
limite de quantificacdo do equipamento.

A permeabilidade do controle e do BHA corroboram com a analise realizada de
microscopia eletrénica (Quadrol), demonstrando a similaridade que existe na superficie
destes dois filmes. Ja o filme de CA possui poucos poros em sua superficie, 0 que poderia
proporcionar um aumento de permeabilidade, mas, possivelmente, sua maior espessura 0s
torna semelhante aos filmes de BHA e controle.

A alta permeabilidade do filme com casca de pequi pode também ser explicada
pela analise de microscopia eletronica (Quadro 3.1), por sua superficie ser composta com alta
quantidade de poros, consequentemente sua permeabilidade a gases sera alta.

Observa-se que os filmes incorporados com extratos naturais apresentaram
resultados de tensdo maxima, tensdo na ruptura e moédulo de elasticidade (Tabela 3.6)
significativamente menores que os demais filmes. A adicdo dos extratos naturais (mais
fibroso) gerou filmes com menor resisténcia a tracdo e menos rigidos. A composic¢do desses
extratos pode resultar filmes com empacotamento heterogéneo de camadas, tornando menor a

interacdo intermolecular e causando um decréscimo nos valores desses parametros 2°.

TABELA 3.6. Valores das andlises de tragdo dos filmes com incorporagdo de extrato de casca de
pequi (P), extrato de cha verde/alecrim (CA), BHA (B) e filme controle (C).

Filmes Tensao -rrfgfﬁfa Modulo de Elongacéo Egﬁﬁfrg:;%
max. (MPa) (MPa) Young (MPa) (%) (N)
51,582 + 51,081 + 2511,773 + 5216 + 22 658 +

C 3,786 2 3,569 2 229,3322 1,556 2 1,748 2
31,823 + 32,282 + 1871,064+ 2,255 + 7,579 +

P 4217° 3,226° 84,790 0,460° 1,777°
24,955 + 24,855 + 1303,380+ 5,609 + 7,062 +

CA 1,67°¢ 1,641°¢ 92,536 ¢ 1,343 2.305°P
52,901 + 52,068 + 2642,759 + 4,441 + 20,727 +

B 3,501 @ 3,298 @ 111,733 1,296 2 3,634 2

*Diferenca significativa é representada por letras diferentes em uma mesma coluna (p < 0,05).

Coelho® adicionou nanoargila em filmes de polietileno e também notou queda
nos valores de tensdo, porém obteve valores ainda menores (12 a 14 Mpa) que os do presente

estudo.
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Filmes de acetato de celulose incorporados com dleos de resina®, éleo de cravo e
de orégano®®, também apresentaram queda significativa na tensio maxima. A adicdo de
alecrim/pimenta e de 6leo de capim limdo aos filmes de acetato de celulose diminuiu
significativamente o médulo de elasticidade?®.

Observa-se que o filme com extrato de casca de pequi apresentou elongagéo
significativamente menor que os demais filmes. O acréscimo de dleos e extratos naturais pode
diminuir a tensdo de um filme e aumentar sua elongacdo. Porem, dependendo da quantidade
adicionada, essa relagdo pode ndo ocorrer 26, Em determinadas quantidades, o filme pode n&o
ter um alongamento significativo, apresentando valores baixos de elongacdo, o que,
provavelmente, ocorreu no presente estudo, ao se adicionar 20% do extrato de casca de pequi.

Ao analisar a forca maxima a perfuracédo, observa-se que os filmes com extratos
naturais apresentaram resisténcia significativamente menor que os demais filmes. Esse
parametro também, provavelmente, foi afetado pelas forcas intermoleculares e pela orientacdo
das moléculas. A diminuicdo dessas interacdes pode ser a explicagdo para a baixa resisténcia
desses filmes a ruptura, uma vez que esses sdo os filmes mais espessos®? %7,

A forca de resisténcia a perfuracdo tende a seguir os padrdes estabelecidos pela
resisténcia a tensdo e tensdo a ruptura, uma vez que aumentam ou diminuem de acordo com
uma maior ou menor interacio entre as moléculas®.

Os filmes com extratos naturais, mesmo apresentando valores menores, ainda séo
considerados com boa resisténcia a perfuracdo ao serem comparados com filmes de amido
com adi¢do de poli-3-hidroxibutirato, que apresentaram valores de 0,2 a 0,54N a medida que
se aumentou o teor de amido®, ou com filmes com 3% de amido e 20% de glicerol com 6N
de forga a perfuragao®.

Desta forma, os resultados mostram que ao se adicionar 0s extratos naturais, que
sdo de uma composicdo mais complexa que o aditivo BHA, esses acabam diminuindo as
interagBes entre moléculas, reduzindo todos os parametros de resisténcia mecénica do filme.

O fato de estes parametros dependerem da interacdo molecular de seus
componentes e da orientacdo de suas moléculas (ocorrido durante a elaboracdo manual do
filme), sua variabilidade acaba sendo maior, o que ndo permite observar uma padronizagéo

entre os estudos.
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3.4. Analise de migracéo

A migracdo de antioxidantes através de um polimero é um processo complexo e é
afetado, principalmente, pela matriz desse polimero, pela natureza do antioxidante, pela
interacdo entre eles e pela composicdo do alimento em contato com o polimero®,

O teste de migracdo ocorreu 10 dias de armazenamento, como demonstrado nas
Figuras 3.2 e 3.3. Para 0s extratos naturais, a migracdo foi mensurada através do potencial
antioxidante presente nos simulantes de agua (5% de etanol) e de gordura (95% etanol). O
potencial antioxidante mostrou atingir uma liberacdo maxima com dois dias, apresentando,
posteriormente, queda até o ultimo dia de anélise. Isso pode ser explicado em razdo da
instabilidade de compostos antioxidantes, principalmente compostos fendlicos, que facilmente

sdo oxidados, degradados ou volatilizados no meio ambiente*°.
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1 2 6 8 10
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FIGURA 3.2 - Migracdo dos antioxidantes naturais (cha verde/alecrim e casca de pequi) para 0s
simulantes de agua e de gordura.

Vale ressaltar que para a migracdo dos compostos fendlicos apds dois dias, ndo se
pode afirmar que h& queda na migracéo, mas sim que os compostos disponiveis no simulante
para deteccdo se degradam, diminuindo o potencial antioxidante medido.

O tempo para se atingir a migracdo maxima de um composto € muito variavel, ja
que depende ndo s6 da matriz, mas do aditivo e da interacdo entre eles. Além da natureza do
composto presente no filme, outros fatores influenciam na migragéo de compostos, tais como

o tamanho, a forma das moléculas e a porosidade do filme!?. Filmes de acetato de celulose
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com adic&o de timol apresentaram migragdo maxima com duas horas!, enquanto no presente
estudo ocorreu com dois dias.

A migracao dos filmes com BHA (Figura 3.3) se manteve estavel durante os dez
dias de analise. Esse resultado sugere que a maxima migracao deste composto tenha ocorrido
durante as primeiras 24 horas e, em razdo de sua estabilidade quimica, esteve presente no

simulante durante todo o periodo de anélise.
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FIGURA 3.3 - Migragdo do BHA para os simulantes de 4gua e gordura.

Filmes de acetato de celulose com incorporacdo com complexo ciclodextrina-
resveratrol apoOs atingirem o maximo de migracdo para o simulante também apresentaram
estabilidade®®.

O fator em comum entre os sistemas de migracdo foi que, em meio simulante de
gordura, independentemente do substrato, a quantidade liberada para o meio se mostrou
superior a quantidade liberada quando inserida no simulante de &gua. 1sso ocorreu devido a
maior afinidade entre os aditivos e a natureza quimica do simulante. Dicastillo et al.*® também
encontraram maior migracdo em simulante 95% de etanol do que em simulante 10% de
etanol, para todos os filmes testados de EVOH com adicao de quercetina, &cido ferdlico, acido

ascoOrbico e extrato de cha verde.
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4. CONCLUSAO

O filme com melhor custo beneficio foi o de 3 g de acetato de celulose e 10% de
tween 80, sendo a formulacéo escolhida para a producao dos filmes ativos.

Os filmes com extratos naturais (casca de pequi e cha verde/alecrim) obtiveram
menor resisténcia mecanica, porém apresentaram migracdo para os simulantes mais gradativa
do que o filme de BHA.

Ao analisar a parte morfoldgica dos filmes, a microscopia eletronica de varredura
confirma os dados para permeabilidade ao CO2, mostrando a alta porosidade/permeabilidade
do filme com incorporagédo de extrato de casca de pequi.

Todos os filmes serdo capazes de serem utilizados como filmes ativos em
alimentos, uma vez que sua acdo direta no alimento é protegida por uma embalagem externa,

ndo exigindo grandes resisténcias mecanicas.
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CAPITULO 4 - EFEITO DE FILMES DE ACETATO DE CELULOSE ATIVOS NA
OXIDACAO LIPIDICA E PROTEICA DE FILES DE TILAPIA (Oreochromis

niloticus)

RESUMO

O objetivo deste estudo foi produzir filmes ativos de acetato de celulose, com a incorporacéao
de antioxidantes, e avaliar seu efeito na oxidacdo lipidica e proteica de filés de tilapia
(Oreochromis niloticus). O experimento foi conduzido em delineamento em blocos
casualizados, composto por quatro tratamentos (controle, BHA, extrato cha verde/alecrim e
pequi) e quatro repeti¢des. Os dados foram submetidos a analise de variancia, seguida de
comparagao das médias por Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os filés foram envoltos nos
filmes ativos, embalados a vacuo em sacos de polietileno e armazenados por 15 dias a 4°C.
Anaélises fisico-quimicas foram realizadas nos tempos 0 (fez-se pool dos filés de peixes) e no
tempo 15. Analises microbioldgicas (Salmonella sp. e Staphylococcus sp.), de TBARS,
carbonilas proteicas e sulfidrila foram realizadas nos tempos 0, 4, 7, 10, 12 e 15 dias. Durante
0 periodo de armazenamento, todos os filés mantiveram qualidade microbioldgica. Em
relagdo a oxidacg&o lipidica, o filme controle retardou a formac&o de malonaldeido (MDA) por
apenas 4 dias, enquanto os filés acondicionados em filmes incorporados com BHA e extrato
de casca de pequi obtiveram resultados abaixo de 2mg MDA/Kg de carne (recomendado) até
10 dias de armazenamento. Estes também foram os filmes que conseguiram manter a
oxidagéo proteica controlada por sete dias.

Palavras-chave: antioxidante; acetato de celulose; pequi, cha verde; alecrim; BHA.
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CHAPTER 4- EFFECT OF ACTIVE CELLULOSE ACETATE FILMS ON LIPID
AND PROTEIN OXIDATION OF TILAPIA (Oreochromis niloticus) FILLETS

ABSTRACT

The aim of this study was to produce active cellulose acetate films with incorporation of
antioxidants and to evaluate their effect on lipid and protein oxidation of tilapia (Oreochromis
niloticus) filets. The experiment was conducted in a randomized block design, composed of
four treatments (control, BHA, green tea extract / rosemary and pequi) and four replications.
Data were analyzed by analysis of variance after media comparison by Scott-Knott with 5%
probability. The filets were wrapped in active films, vacuum packed in polyethylene bags and
stored for 15 days at 4 ° C. Physical and chemical analyzes were performed at times 0 (made
a pool of fish filets) and at time 15 (with each treatment). Microbiological analyzes
(Salmonella sp. and Staphylococcus sp.) and TBARS, protein carbonyls and sulfhydryl were
performed at 0, 4, 7, 10, 12 and 15 days. During storage, all fillets maintained microbiological
quality. Regarding lipid oxidation, the control film delayed the formation of malonaldehyde
(MDA) by only 4 days, while the fillets packed in films incorporated with BHA and pequi
peel extract obtained results below 2mg MDA / kg meat (recommended) up to 10 days . These
were also the films that were able to keep protein oxidation under control for seven days.

Keywords: antioxidant; cellulose acetate; BHA, green tea; rosemary; pequi.
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1. INTRODUCAO

E crescente a preocupacgdo do consumidor com a qualidade dos alimentos, tanto
em relaco a serem saudaveis e nutritivos, quanto & praticidade, ao sabor e a inocuidade?.

Durante os processos de fabricacdo, distribuicdo e armazenamento dos alimentos,
estes sofrem alteracBes quimicas e microbioldgicas. A deterioracdo quimica mais relevante
(ue ocorre nestes processos é a oxidacéo, seja de lipideos ou proteinas?, o que diminui a vida
atil, o valor nutricional, as propriedades funcionais e a qualidade sensorial dos alimentos®.

A oxidacdo de lipideos foi uma das primeiras reagdes quimicas de deterioracao
estudada em alimentos. Ela provoca perda de sabor, rancidez e mudanca na textura e cor dos
alimentos*. E uma reacdo com alta energia de ativacdo para a formacdo de radicais livres,
podendo ser ativada pela exposicdo do alimento ao calor, luz, ions metalicos ou oxigénio® ©.

A formacao de radicais livres, por qualquer forma de ativacdo, gera uma reacdo
em cadeia, “atacando” os lipideos presentes e alterando a composi¢do quimica e a qualidade
do alimento®. Durante a oxidac&o lipidica, na degradacéo dos acidos graxos poli-insaturados,
ocorre a formacédo de aldeidos com potencial tdxico, diminuindo consideravelmente o valor
nutricional do alimento* ’.

Os primeiros compostos a serem formados neste “ataque” sdo os hidroperoxidos,
que sdo altamente reativos, formando, posteriormente, as reagOes de auto-oxidagdo. Os
produtos secundarios da oxidacao sao aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos (alcanos e alcenos) e
alcoois. Estes compostos volateis sao os responsaveis pela perda de sabor, odor e rancidez dos
alimentos® °.

Outro tipo importante de oxidacdo em alimentos é o das proteinas. Esse tipo de
oxidacdo ja é estudado na medicina ha muito tempo (ligada a doencas como Alzheimer), mas
s6 ha pouco mais de dez anos comegou a ser relacionada a qualidade de alimentos!® 2,

Neste processo, varios produtos sdo formados dependendo do alimento, da
composicdo de aminoacidos presentes e do “ativador” do processo oxidativol®. Alguns dos
aminoacidos mais susceptiveis a reacdes oxidativas sdo: lisina, prolina, cisteina, metionina,
arginina, treonina e histidina® 2,

Dentre as principais alteragOes causadas pela oxidagéo proteica estdo a formacao
de carbonilas, as ligacGes cruzadas inter e intramoleculares, a perda da estrutura proteica, a
formacao de pontes dissulfetos, e ditirosina, além da diminuicdo da solubilidade proteical® 2.

Todas essas alteracdes quimicas afetam a qualidade dos alimentos, modificando a

coloragdo, diminuindo a digestibilidade, as propriedades de formagdo de gelatina, a
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capacidade de retencdo de agua, reducdo da maciez e suculéncia em carnes e produtos
carneost: 13,

Ambas as reacOes de oxidacdo sdo potentes. Por esta razdo, as substancias
antioxidantes vém sendo utilizadas no combate destes processos oxidativos, ja que uma
reacdo afeta diretamente a outra. Os antioxidantes diminuem as taxas de reagdes oxidativas
por diversos meios, ligando-se aos radicais livres ou combinando-se com metais pro-
oxidativos. Podem ainda reagir com oxigénio singleto e fotossensibilizadores ou inativar
lipoxigenases*.

Existem antioxidantes naturais e sintéticos. Os sintéticos mais utilizados pela
indUstria de alimentos sdo: butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), galato de
propila (PG) e terc-butil hidroquinona (TBHQ)*. Porém, o consumo desses compostos
sintéticos vem sendo correlacionado aos efeitos toxicos e cancerigenos® e, por precaucio a
salide, nos Ultimos anos, estdo sendo substituidos pelos antioxidantes naturais®®. Dentre os
antioxidantes naturais estdo os carotenoides, flavanois, acidos fenolicos e tocoferol, podendo
ser encontrados em frutas, ervas, temperos, chas, tubérculos e outros® 4,

Os antioxidantes podem ser adicionados direta ou indiretamente ao alimento.
Através do uso de embalagens ativas, essa adi¢do, que ocorre de forma gradativa e indireta,
vem se mostrando muito eficiente no controle de processos oxidativos®.

Em relacdo a deterioracdo, as carnes e produtos carneos se mostram muito
susceptiveis, devido a sua composicao quimica, sofrendo, assim, ambos os tipos de oxidagéo.
Dentre eles, os pescados se destacam em razao de seu potencial nutritivo, ja que sao ricos em
acidos graxos poli-insaturados e proteinas, 0 que os tornam alvos desses processos, em face
de sua composi¢do quimical: 617,

O consumo de pescados no Brasil ainda é timido em razdo do alto preco e por
problemas de controle de qualidade na cadeia de producdo. Em relacdo a outros produtos,
ainda ha pouca variedade disponivel no mercado, baixo e dificuldades de se encontrar produto
fresco. No Brasil, um dos peixes mais populares é a tilapia (Oreochromis niloticus ), sendo
este peixe cultivado e comercializado, principalmente, na forma de filés congelados*®.

Diante do exposto, 0 objetivo desse trabalho foi produzir filmes ativos de acetato
de celulose com a incorporacdo de antioxidantes sintético (BHA) e naturais (extrato de cha
verde/alecrim e extrato de casca de pequi) e avaliar seu efeito na oxidacao lipidica e proteica

de filés de tilapia (Oreochromis niloticus) refrigerados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Preparacdo do extrato natural de casca de pequi

O pequi, fruto do bioma Cerrado, foi adquirido no mercado local e teve sua casca
separada da polpa. Os extratos metandlicos foram produzidos segundo Alves et al.’°. Cada
produto foi congelado a -18°C e, posteriormente, fracionado em fragmentos de 6cm? e
liofilizado por 48 horas. Homogeneizou-se 0,5 g de amostra liofilizada em 25 mL de metanol/
agua (70:30 v/v), em agitador magnético por 2 horas a 4°C.

Posteriormente, o extrato metanolico produzido foi rotaevaporado por 1 hora,
perdendo o solvente presente. O concentrado resultante da rotaevaporacdo foi diluido em &gua
destilada (1:1 v/v), congelado a -18 °C por 48 h e liofilizado por 72 h, obtendo-se assim, o

extrato natural de casca de pequi.

2.2. Producéo dos filmes ativos

Para producdo dos filmes foram utilizados: acetato de celulose cedido pela
empresa Rhodia; tween 80 P.A. marca Vetec, acetona P.A. 99,6% marca Neon, BHA marca
Sigma-Aldrich, extrato natural de casca pequi, obtido neste estudo, e extrato natural de cha
verde/alecrim cedido pela empresa Kemin®.

Frascos ambar contendo 3g de acetato de celulose, 0,3g de tween 80 (T80), 30 mL
de acetona e antioxidante (Tabela 4.1), foram colocados em homogeneizador rotativo
(Phoenix, modelo AP32, Araraquara) por 24h e, em seguida, deixados em repouso por 1h,

para evitar a formacdo de bolhas.

TABELA 4.1 - Antioxidantes incorporados aos filmes ativos.

Tratamento Antioxidante (%)*
Controle - C 0

Pequi - P 20

Ché Verde/Alecrim - CA 10

BHA-B 2

* Porcentagem do antioxidante em relacéo ao acetato de celulose.

Os filmes foram preparados pelo método “casting”?’. As solucdes filmogénicas
foram espalhadas manualmente em placa de vidro, com ajuda de um bastdo de vidro. Apés

completa evaporacgéo da acetona, obtiveram-se os filmes.
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O uso maximo permitido do BHA é regido por legislacdo (0,02%)%. Ja a maior
proporcdo do extrato de casca de pequi se deve a ndo purificagdo deste em laboratorio,

fazendo com que haja mais interferentes em sua migracéo e eficiéncia.

2.3. Armazenamento dos filés de tilapia com os filmes ativos

Os filés de tilapia foram adquiridos em um frigorifico de pescados da regido.
Foram distribuidos, aleatoriamente, em embalagens para os diferentes tratamentos: filme sem
antioxidante (C - controle), filme com extrato natural de casca e mesocarpo de pequi (P),
filme com extrato natural de cha verde/alecrim (CA) e filme com BHA (B).

Cada filé, com peso de 110 a 135g, foi envolto no filme ativo e acondicionado em
embalagem de polietileno, a vacuo. Depois de embalados, os filés foram mantidos sob
refrigeracdo (4 °C + 2 °C), durante 15 dias.

Nos tempos O (filés antes do acondicionamento), 4, 7, 10, 12 e 15 dias de
estocagem, os filés foram analisados quanto a oxidacdo lipidica (TBARS), a oxidacdo
proteica (carbonilas e sulfidrilas) e ao controle microbioldgico (Staphylococcus coagulase
positiva e Salmonella spp.). Também nos tempos 0 e 15 dias foram realizadas anélises fisico-

quimicas dos filés.

2.4. Ensaios fisico-quimicos

As andlises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata. O teor de umidade foi
obtido pelo método de secagem em estufa a 105°C, até peso constante. Para as cinzas
realizou-se a incineracdo da matéria organica das amostras em mufla a 550°C 2. A anélise de
proteina foi realizada pelo método de Kjeldahl??, considerando fator de 6,25. E para a
quantificacdo de lipideos foi utilizado o método de Bligh e Dyer®,

2.5. Ensaios de oxidacao
2.5.1 Oxidagéo proteica — carbonilas

A carbonila proteica foi determinada pelo método descrito por Oliver et al.?,
modificado por Vuorela et al.®®. Para cada amostra, duas medidas foram realizadas na
quantificacdo da oxidacdo proteica: 1) quantificagdo de carbonila e Il) determinagdo do
branco.

Pesou-se 1 g de amostra triturada, que foi homogeneizada com 10 mL de cloreto
de potassio 0,15 M por 1 min. Da mistura obtida, para cada procedimento (I e II), foram

coletados 200 puL e colocados em tubos para centrifuga, contendo 2 mL de TCA 10%.
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Procedeu-se a centrifugagdo dos tubos a 2.880g por 5 min a 4°C e o liquido sobrenadante foi
descartado.

Para o procedimento | (carbonila), ao sedimento resultante da centrifugacao
adicionou-se 2 mL de &cido cloridrico 2 M, contendo 0,2% de 2,4-dinitrofenil hidrazina
(DNPH) (2,4-Dinitrophenilhydrazine). Para o Il (branco) foram adicionados 2 mL de &cido
cloridrico 2 M. Ambas as amostras foram incubadas por 1 h a temperatura ambiente, sendo
agitadas em vortex a cada 20 min.

Em seguida, para ambas as amostras, adicionou-se 2 mL de TCA 10% e
centrifugou a 2.880g por 5 min a 4°C. O liquido sobrenadante foi removido, de forma a ndo
coletar sdlidos dos sedimentos. Os sedimentos foram lavados com 2 mL da mistura de etanol
e acetato de etila (1:1), agitados em vortex e centrifugados a 11.500 g por 5 min a 4°C. O
procedimento foi realizado trés vezes.

Apo6s remover o liquido sobrenadante completamente, os sedimentos foram secos
com nitrogénio gasoso e adicionou-se 3 mL de solugéo de fosfato 20 mM, contendo cloridrato
de guanidina 6 M (de pH final de 2,3, ajustado com acido trifluoroacético), em cada tubo. As
amostras foram agitadas e centrifugadas a 2.880 g por 5 min a 4°C. Posteriormente, foram
realizadas as leituras das amostras e dos brancos a 370 nm, em espectrofotometro UV/VIS
(Lambda 25, PerkinElmer).

A carbonila foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar de 21.000 M

1 -l - -1 ’ sy - -
.cm e o resultado expresso em nmol de carbonila.mg de proteina. A analise foi realizada

em triplicata. Para a quantificacdo de proteina das amostras utilizou-se o método de
Kjeldahl?.,

2.5.2 Oxidagéao proteica - sulfidrila

O conteudo dos grupos sulfidrila foi determinado utilizando o acido 5,5’-ditio-bis-
2-nitrobenzoico (DTNB) de acordo com o método de Ellman?®, modificado por Eymard et
al.?’.

Pesou-se 0,5 g de amostra de filé triturada, que foi homogeneizada com 10 mL de
tampao fosfato 0,05 M e pH 7,2 por 1 min. Do homogeneizado coletou-se 1 mL, transferiu-se
para tubo de centrifuga e homogeneizou-se com 9 mL de tampéo fosfato 0,05 M e pH 7,2,
contendo ureia 8 M, NaCl 0,6 M e EDTA 6 mM (solugdao A). A mistura foi centrifugada
durante 15 min a 14.000g a 5°C.
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Coletaram-se 3 mL do sobrenadante, que foi homogeneizado com 40 uL de
solugdo de DTNB 0,01 M, preparada com acetato de soédio 0,05 M. Apds, a mistura foi
incubada a 40°C por 15 min. O branco foi preparado com 1 mL de tampdo fosfato 0,05 M e
pH 7,2 e 9 mL de solugdo A. A absorbancia foi determinada a 420 nm, em espectrofotdmetro
UV/VIS (Lambda 25, PerkinElmer). A sulfidrila foi quantificada utilizando o coeficiente de

-1 -1 -1
extingdo molar de 13.600 M .cm e o resultado expresso em nmol de sulfidrila.g de
proteina.

2.5.3. Oxidacdo lipidica— TBARS

A oxidagao dos lipideos das amostras dos filés foi realizada pela avaliagdo das
substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), conforme metodologia de Vyncke?,

Para a extracdo acida, adicionou-se 50 mL de solucdo de &cido tricloroacético
(TCA) 7,5% em 10g de amostra triturada em multiprocessador de alimentos. A mistura foi
homogeneizada por 5 minutos. Apos, realizou-se a filtragdo com filtro quantitativo em baldo
volumétrico de 50 mL, completando o volume do filtrado com TCA 7,5%. Coletaram-se 5
mL do filtrado, em tubo com tampa rosqueavel, para reagir com 5 mL de solucdo de acido 2-
tiobarbitarico (TBA) 0,02 M. Os reagentes foram agitados em voértex. Fez-se um branco com
5 mL de agua destilada e 5 mL de TCA 7,5%. Os tubos foram aquecidos em banho-maria
fervente por 10 min, seguido de resfriamento em &gua corrente. A absorbancia foi
determinada a 538 nm, em espectrofotdmetro UV/VIS (Lambda 25, PerkinElmer).

Para a quantificacgdo de TBARS, cujo principal composto oxidado ¢é o
malonaldeido (MDA) e que reage com o TBA, utilizou-se equacgdo da reta, obtida de curva
padrdo, composta por seis pontos de solucdo de tretraetoxipropano (TEP) (1,1,3,3-

tetraethoxypropano) em TBA, variando de 0,18 a 0,79 mg.L'l. A leitura das amostras e dos

pontos da curva padrdao foram feitas em espectrofotometro UV/VIS (Lambda 25,

-1
PerkinElmer) a 538 nm. O resultado foi expresso em mg MDA kg de amostra de filé.

2.6. Ensaios microbiologicos
2.6.1 Salmonella spp.

A analise de Salmonella spp. ocorre em varias etapas. Primeiramente ha o pré-
enriquecimento em solucdo de agua peptonada tamponada e incubagdo a 37°C por 18 horas.
Apos essa fase ha a etapa de enriquecimento em dois caldos: em caldo Rappaport-Vassiliadis
Soja (Caldo RVS) a 41,5°C por 24 horas e em caldo Muller-Kauffmann com tetrationato
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novobiocina (MKTTn) a 37°C por 24 horas. Apds essas etapas as culturas sdo inoculadas em
meio soélido de Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD). Este procedimento foi realizado
segundo 1SO 6579:20022°,

2.6.2. Staphylococcus coagulase positiva
A contagem de Staphylococcus sp. ocorre apds semeadura em superficie (em agar
Baird-Parker) e incubacdo a 35-37°C por 24 e 48 horas. Apos esse periodo € realizado a

contagem de coagulase positiva. Este procedimento foi realizado segundo 1SO 6888:1999%.

2.7. Andlise Estatistica

O experimento sob refrigeracdo foi conduzido em delineamento em blocos
casualizados. Todas as andlises de oxidacdo e microbiologicas foram realizadas em quatro
blocos, sendo cada bloco com seis tempos de andlise e cada analise em triplicata. Foi
realizada analise de variancia (ANOVA), seguido da comparacdo das médias pelo teste de

Scott-Knott (p<0,05). Os calculos estatisticos foram realizados utilizando o software RStudio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises fisico-quimicas
As analises fisico-quimicas foram realizadas no tempo inicial (zero) e no altimo
tempo (quinze dias), com o objetivo de mensurar umidade, proteina, lipideos e cinzas, além
de observar se 0s processos oxidativos iriam interferir nos valores totais desses parametros.
Observando os dados obtidos (Tabela 4.2), pode-se perceber que o unico
tratamento que ndo obteve diferenca entre o tempo zero e o0 tempo quinze, para todos os dados
fisico-quimicos, foi o filé embalado com filme incorporado com extrato de casca de pequi.

Para todos os outros tratamentos houve queda significativa em um ou mais parametros.

TABELA 4.2.Valores da composigdo fisico-quimica dos filés de peixe armazenados com filmes
controle, com extrato de casca de pequi, com extrato de cha verde/alecrim e BHA, nos
tempos 0 e com 15 dias de estocagem.

Umidade (%) Cinzas (%) Proteina (%) Lipideo (%)
Tratamentos
15 0 15 0 15 0 15
75,2858 0,95228 17,2788 1,255% +
Controle +0,577 +0,033 +1,124 0,281
Pequi 76,9534 1,022 18,0144 1,3132A+
q 17836h4 0501 ggggas  t007L  jgas7ay  £0726  {soea. 0073
Ché 0,648 76,833a8 0,203 1,006aB 1,120 17,704abA 0,336 1,103518 +
verde/alecrim + 0,666 + 0,044 + 0,804 0,159
BHA 76,2822b8 0,97728 17,9443A 1,409% +
+0,814 + 0,108 + 0,498 0,241

* Valores com letras minusculas diferentes no tempo 15 e letras mailsculas diferentes entre antes do
tratamento e tempo 15, ha diferenca estatistica (p< 0,05).

Os filés com filme controle apresentaram perda significativa de umidade, cinzas e

proteina, mostrando que o processo de oxidacdo influenciou quantitativamente a composi¢do

quimica.

O tratamento com incorporacdo de extrato de cha verde e alecrim s6 ndo

apresentou diferenca para a quantificacdo de proteina, demonstrando que para esse parametro
a oxidacdo ndo teve influéncia. Ja no tratamento com incorporacdo de BHA, 0s processos
oxidativos ndo alteraram o quantitativo nem de proteina, nem de lipideos, havendo apenas
perda de umidade.

Os dados confirmam que todos os tratamentos apresentaram perda de umidade,
também obtiveram perda de cinzas, tendo em vista que na liberacdo de exsudado (perda de

umidade), ocorre perda parcial das cinzas diluidas neste liquido®.
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Quanto aos teores de proteina e lipideos, estes podem ou nao ser afetados pelos
processos oxidativos e microbiolégicos. A diminuicdo desses teores serd significativa
dependendo do grau de oxidagdo e de deterioragdo microbioldgica® 7.

Estudos com adicdo de extrato de pequi em carnes também obtiveram sucesso na
diminuicdo dos processos oxidativos, ndo repercutindo em diferenca estatistica para 0s
parametros fisico-quimicos®. Lago et al.! estudaram embutidos de pescados armazenados por
60 dias, obtendo diferenca significativa para oxidacdo lipidica, porém sem influenciar o
quantitativo lipidico.

Quando se compara apenas os tratamentos entre si (no tempo 15), nota-se que
para umidade e cinzas somente o tratamento com extrato de casca de pequi se diferenciou do
controle. Ja para lipideos, o tratamento com extrato de cha verde/alecrim foi o Unico que nédo
apresentou diferenca com o controle. Além disso, 0 Unico parametro que todos os tratamentos

diferiram do controle foi para proteina.

3.2 Analises de oxidacéo

Os grupos carbonila sdo os principais produtos quimicos formados na oxidacdo
proteica. Durante os quinze dias de estudo, os tratamentos com extrato de casca de pequi e
BHA foram os que obtiveram a menor formacao destes grupos (Figura 4.1).
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FIGURA 4.1 - Valores para carbonila proteica (nmol/mg proteina) nos filés de peixe armazenados
com filmes controle, com extrato de casca de pequi, com extrato de cha verde/alecrim
e BHA. Valores com letras minusculas diferentes no mesmo tempo ha diferenca
estatistica (p< 0,05).
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Nota-se que os valores de carbonila crescem até o décimo dia para a amostra
controle e ch& verde/alecrim e até o décimo segundo dia para a amostra de pequi e BHA,
sendo que apos esse periodo, ha queda no quantitativo encontrado. Esse declinio pode ocorrer,
pois, uma vez formadas, as carbonilas podem reagir com outros aminoacidos, ou fazerem
ligagGes cruzadas com outras proteinas, diminuindo, assim, o total quantificado desse grupo®
31.

Estudos apontam que alimentos considerados “oxidados” possuem valores de
carbonila maiores que 2nmol/mg proteina® 3. Considerando este limite e comparando os
tratamentos dentro de cada tempo, pode-se afirmar que os tratamentos com pequi e BHA
conseguiram manter os filés de tilapia “ndo oxidados”, em relagdo a carbonila, por sete dias,
enguanto o tratamento com cha verde/alecrim manteve por quatro dias e o controle apenas no
tempo zero.

Observa-se que no tempo zero, os filés jA demonstravam a existéncia de
carbonilas proteicas. 1sso ocorre devido ao estresse oxidativo que os animais sofrem ainda in
vivo, sendo que o grau e o impacto desse stress dependera da espécie do animal, idade e parte
muscular analisada®®.

Apesar dos dados da literatura mostrarem o extrato de chéa verde/alecrim como
bons antioxidantes, sua agdo no combate as carbonilas ndo se mostrou eficiente neste estudo.
Lund et al*® ndo encontraram valores significativos para oxidagdo proteica com 0 uso de
extrato de alecrim e afirmaram que este extrato ndo possui efeito sobre a formacdo de
carbonilas.

Outra forma de se medir a oxidacdo proteica € pela perda de grupos tiol,
conhecida por analise de grupos sulfidrila. Os grupos sulfidrila estdo presentes nas proteinas
miofibrilares e distribuidos principalmente na cabeca da miosina. Porém, durante o
armazenamento e/ou processamento, mudancas estruturais podem ocorrer expondo esses
grupos, sendo estes alvos de oxidantes. Uma vez oxidados, ha a queda na quantificacdo destes
grupos®®,

Durante todo o0 armazenamento, houve queda progressiva dos grupos tiol ao longo
do tempo de armazenamento (Figura 4.2). Em todos os tempos de analise, os tratamentos com

antioxidantes ndo diferiram entre si, havendo apenas diferenca com o tratamento controle.



74

16000 aA A aA
z a
aAaAaAdA aA?

14000 T T T
= | f o
T by P
g 10000 | MH . 0
g 00 5% | .
~ 6000 %gg L %fg
S | o %9;
= 4000 %% 0 o
2 | 0 |
= 2000 % 0 | g .
P b [ ] | ]

0 4 7 10 12 15
DIAS

E Controle = Cha verde/Alecrim ®BHA = Pequi

FIGURA 4.2 - Valores para sulfidrila (nmol/mg proteina) nos filés de peixe armazenados com filmes
controle, com extrato de casca de pequi, com extrato de cha verde/alecrim e BHA. Valores com letras
minusculas diferentes no mesmo tempo e letras mindsculas diferentes nos tratamentos ha diferenca
estatistica (p< 0,05).

Para quantificacdo de grupos sulfidrila, ainda ndo ha limite aceitavel, mas pode-se
inferir que neste estudo houve diferenca significativa na queda destes grupos, ao longo do
armazenamento, no tratamento controle, a partir do sétimo dia, e para o cha verde/alecrim, a
partir do décimo segundo dia. Apenas os tratamentos om extrato de casca de pequi e BHA néo
apresentaram queda significativa ao longo do armazenamento.

Estudos mostram a alta reatividade de aminoacidos que contém enxofre, como
cisteina e metionina, quando comparados com outros aminoacidos como arginina e lisina.
Desta forma, os grupos tiol nas proteinas sdo mais susceptiveis a minimas quantidades de
agentes oxidativos, como ocorre, por exemplo, em ambiente sem oxigénio (a vacuo), onde
n&o ha indices de oxidagao lipidica, embora haja perda significativa de grupos tiol® 3,

Zhao et al.3! armazenaram filés de tilapia com extratos de semente de uva como
antioxidante e obtiveram significativa contencdo na perda de grupos tiol. Tratamentos com
antioxidante apresentaram queda de até 25% de grupos tiol ap6s 12 dias de armazenamento,
enquanto o grupo controle apresentou perda de 62%. Ao se analisar o presente estudo, o
tratamento com extrato de casca de pequi obteve uma queda de 16% em grupos tiol, enquanto
o controle de 53%.
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Outra medida de processo oxidativo é a oxidacao lipidica através da andlise de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). Essas substancias sdo indicadores da
segunda etapa da oxidacédo lipidica, em que sdo formados os compostos que alteram o sabor e
o odor dos alimentos®,

Na literatura h alguns valores maximos de TBARS para que o alimento seja
considerado aceitavel para o consumo. Estudos apontam um valor maximo de 1,0 mg
MDA/Kg amostra?, outros 1,5 mg MDA/Kg amostra®.

A primeira etapa da oxidacao lipidica gera hidroperoxidos e somente quando estes
sdo degradados é que h& a formagdo dos compostos secundérios. Este fato é comprovado no
presente estudo (Figura 4.3), pois observa-se a formacdo de MDA somente apds o sétimo dia

para o tratamento com pequi e ap0s o quarto dia para os outros tratamentos.
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FIGURA 4.3 - Valores para TBARS (mg MDA/Kg amostra) nos filés de peixe armazenados com
filmes controle, com extrato de casca de pequi, com extrato de cha verde/alecrim e
BHA. Valores com letras minusculas diferentes no mesmo tempo ha diferenca
estatistica (p< 0,05).

Independente do limite maximo aceitavel utilizado, os tratamentos controle e com

extrato de cha verde/alecrim conseguiram manter os filés apenas até o quarto dia de



76

armazenamento, enquanto os tratamentos com BHA e com extrato de casca de pequi foram
eficientes até o décimo dia.

Camo et al.*> comparando o efeito de extrato de orégano e de alecrim na oxidacio
lipidica em carne de cordeiro, afirmaram que a acdo antioxidante e inibidora de TBARS do
alecrim ndo era satisfatoria.

Frasao et al.®> compararam a agdo de extrato de pequi com o BHT e perceberam
que em dez dias de armazenamento o extrato foi 0 mais eficiente no combate a oxidacao
lipidica em carne de frango, superando o antioxidante sintético.

Ainda ndo se sabe ao certo o mecanismo de acdo dos antioxidantes em
embalagens ativas no combate a formag&o de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico. Nao
é possivel definir, portanto, se 0 mecanismo de acao ocorre através da migracdo de moléculas
antioxidantes, inativando os radicais livres, ou se pela eliminacdo de moléculas oxidantes da
carne para o filme ativo®®.

Independente do mecanismo de acdo, 0 que se consegue comprovar de forma
incontestavel é que o uso dessas embalagens ativas com incorporacdo de BHA e extrato de

casca de pequi foram eficientes no combate a oxidacéo em filés de tilapia.

3.3 Analises Microbiologicas

A utilizacdo das analises de Staphylococcus e Salmonella neste estudo foi uma
medida de controle, tendo como principal alvo a acdo das embalagens ativas na oxidacdo de
lipideos e proteinas. Porém, a qualidade microbiolégica ndo podia ser desconsiderada.

No caso de peixes frescos, a legislagdo brasileira®” determina um limite maximo
para Staphylococcus coagulase positiva de 10° UFC/g de amostra e para Salmonella spp. a
auséncia deste microrganismo.

Durante todos os quinze dias de armazenamento dos filés de tilapia, em
temperatura de refrigeracdo, todos os tratamentos conseguiram manter a qualidade
microbioldgica dentro dos limites permitidos pela legislacdo (Tabela 4.3).

Outros estudos utilizaram as analises de controle microbiolégico e também

obtiveram valores dentro da legislacio ap6s o periodo de armazenamento® 8,
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TABELA 4.3 - Valores para Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) e Salmonella spp nos filés de
peixe armazenados com filmes controle (C), com extrato de casca de pequi (P), com
extrato de cha verde/alecrim (CA) e BHA (B).

Tempo de estocagem (dias)

Trat Analise
0 4 7 10 12 15
-aphylococcus <1,0x10?  5,0x10? <1,0x10? <1,0x10?2 <1,0x10? <1,0x10?
Salmonella Auséncia  Auséncia Auséncia Auséncia  Auséncia Auséncia
5 Staphylococcus <1,0x10?2  <1,0x102 <1,0x102 <1,0x102  <1,0x102 <1,0x102
Salmonella Auséncia  Auséncia Auséncia Auséncia  Auséncia Auséncia
CA Staphylococcus <1,0x102 <1,0x102 5,0x102 <1,0x10%2 <1,0x102 <1,0x10?
Salmonella Auséncia  Auséncia Auséncia Auséncia  Auséncia Auséncia
B Staphylococcus <1,0x102 <1,0x10? <1,0x10? <1,0x10%2 <1,0x102 <1,0x10?
Salmonella Auséncia  Auséncia Auséncia Auséncia  Auséncia Auséncia

* Padrdo permitido: Staphylococcus coagulase positiva maximo 10%; Salmonella spp: auséncia®’.
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4. CONCLUSAO

Os filmes com incorporacdo de casca de pequi e BHA foram eficientes no
controle dos processos oxidativos e microbioldgicos. O extrato de cha verde/alecrim, ja sendo
um extrato comercializado, ndo apresentou a eficiéncia esperada, ndo se diferenciando do
controle.

O tempo de validade de pescado refrigerado costuma ser cerca de 4 dias, este
presente trabalho demonstrou que com o uso de vacuo e de biofilmes ativos com BHA ou
casca de pequi, este tempo pode ser prorrogado para até 10 dias.

Uma vez que 0 uso e o consumo de antioxidantes sintéticos vém se mostrando
deletérios a saude, este estudo demonstra a alta eficiéncia do extrato de casca de pequi,
apresentando-se como uma alternativa viavel e saudavel para utilizacdo em alimentos no

combate & oxidacao.
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CAPITULO 5 - CONSIDERACOES FINAIS

Nas ultimas décadas houve um crescente nimero de pesquisas sobre a
substituicdo de compostos sintéticos antioxidantes e/ou antimicrobianos, por extratos naturais
de plantas e frutas. Concomitante a estes estudos, também cresceram as pesquisas com
embalagens ativas com a finalidade de aumentar a vida util de varios alimentos considerados
altamente pereciveis. Dentre estes alimentos, destacam-se 0s pescados, as carnes frescas de
frango, suino e bovino, em razao de seu alto valor comercial e curta vida Gtil. Desse modo, a
presente pesquisa contribui com a area de ciéncia animal, haja vista que os filmes produzidos
com extratos naturais foram utilizados para manter a qualidade de pescados frescos por um
maior periodo de tempo.

Foram analisados os teores fenolicos e o poder antioxidante dos extratos
produzidos de acafrdo, cajazinho, araticum e casca de pequi. O extrato de casca de pequi,
incorporado ao filme de acetato de celulose, mostrou-se superior aos outros extratos
produzidos.

Os filmes ativos do presente estudo foram produzidos com a incorporacdo de um
extrato natural comercial de cha verde/alecrim, com extrato de casca de pequi e com BHA.
Apesar dos filmes com extratos naturais possuirem forcas de resisténcia menores que 0s
filmes com BHA e controle, seus resultados foram satisfatorios.

Os filmes de casca de pequi mostraram ser altamente porosos e consequentemente
com alta permeabilidade. Entretanto, isso ndo se torna uma desvantagem, uma vez que esses
filmes envolveram o alimento e posteriormente ainda foram envoltos por uma embalagem
secundaria (polietileno).

Os filmes com incorporacdo de casca de pequi mostraram-se eficientes no
controle dos processos oxidativos durante o armazenamento de filés de tilapia refrigerada.
Estes filmes conseguiram manter por até dez dias a oxidacdo em niveis satisfatorios, e
também mantiveram a qualidade microbiologica.

Além de demonstrar alta eficiéncia antioxidante, a utilizacdo da casca de pequi é
extremamente vantajosa como uma via de sustentabilidade, uma vez que na regido centro-
oeste o elevado consumo do fruto pequi, gera uma alta quantidade de residuo (casca).

Dessa forma, 0 uso da casca para a producdo de extrato seria de baixo custo e
apresentaria inumeras possibilidades de uso para a exploragdo do seu potencial antioxidante,

como por exemplo, em filmes ativos.
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Por fim, sugerem-se pesquisas com 0 uso do extrato da casca de pequi em filmes
ativos ndo apenas para a conservacdo de pescados, como também para outros produtos
pereciveis. No mesmo sentido, 0 uso deste extrato ndo deve se limitar somente as embalagens,
mas também utiliza-lo como ingrediente na fabricacdo de produtos alimenticios, como fonte
de antioxidantes.



ANEXO A. - Padrées de compostos fendlicos analisados por Espectro ESI-MS
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NuUmero Tempode Formula Massa Massa Erro
doPico  Nomedo Composto Retengdo molecular  patectada  Calculada

(min) (ppm)

1 Ac. gélico 11,64 C7HeOs 169,01331  169,01370 1,244

2 Ac. protocatequico 16,28 C7HeO4 153,01833 153,01879 0,816

3 Ac. gentisico 19,88 C7HsO4 153,01836  153,01879 0,620

4 Ac. elagico 24,58 CuHsOs  300,99908 300,99845 3,942

5 Luteolina 26,23 CisH100s  285,04056  285,03992 4,194

6 Kaempferol 26,81 Ci15H1006 285,04051 285,03992 4,019




ANEXO B. Espectro ESI-MS do extrato metandlico da casca de pequi (P) em
comparacdo com padréo (C). Fenolicos apresentados por: 1-acido galico; 2- acido
protocatequico; 3- &cido gentisico; 4- &cido elagico, 5-luteolina e 6- kaempferol.
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