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RESUMO

Existem diversas matérias-primas formadoras de filmes e revestimentos comestiveis. Nesse
contexto as macroalgas vermelhas se destacam por serem ricas em polissacarideos sulfatados
(PS) tais como a carragenana, que possui boas propriedades mecénicas e de barreira. O
presente estudo teve por objetivo produzir filmes comestiveis a base de carragenana, com
diferentes concentracdes de plastificante (glicerol) e a incorporacdo de acido caféico. A
carragenana foi extraida a partir da alga vermelha (Hypnea musciformis) e caracterizada
fisico-quimicamente, através das analises de: composicdo centesimal, DSC, TGA, FTIR,
RMN !H e 13C e eletroforese em gel. As propriedades fisicas, mecanicas e antimicrobiana da
solucdo filmogénica (glicerol + acido caféico) foram determinadas para avaliar a eficiéncia
desse revestimento, visando possiveis aplicagdes nos produtos de pescado. A alga vermelha
apresentou um rendimento, aproximadamente, de 28,4 % por grama de alga seca e 0s
respectivos valores para composi¢do centesimal referente a umidade, cinzas, lipideos e
proteinas que foram de 20,9 %, 21,28 %, 0,69 % e 14,37 %. Alem disso nao foram detectados
contaminantes protéicos. A avaliacdo térmica (DSC e TGA) mostrou que o PS é termoestavel
e pode ser usado na formacéo de filmes comestiveis. A analise de FTIR identificou a presenca
de grupos funcionais caracteristicos de agarocolGides. A eletroforese em gel de agarose
revelou que o PS apresenta uma banda polidispersa ao longo do gel com caracteristica
heterogénea. Nenhum outro substituinte foi identificado pela analise de RMN H e 3C,
existindo apenas a presenca de sulfato no polissacarideo. Os filmes comestiveis produzidos
neste trabalho apresentaram flexibilidade, homogeneidade e solubilidade em &gua.
Visivelmente, esses filmes exibiram uma coloragdo verde amarelada e pouca opacidade. A
incorporacdo de glicerol aos filmes promoveu um aumento na permeabilidade ao vapor
d’agua. Valores baixos de tensdo e deformagao na ruptura sugerem o uso de um polissacarideo
néo purificado. A atividade antimicrobiana foi verificada na solucéo filmogénica de 2,0 % do
PS, apresentando halo de inibicdo para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Para o
acido cafeico, essa atividade foi positiva para bactéria Gram-negativa (Vibrio
parahaemolyticus) e Gram-positiva (Staphylococcus aureus). Por ser inGcuo ao consumidor e
biodegraddvel no meio ambiente, os filmes ediveis produzidos no presente trabalho

apresentaram potencial para possiveis aplicagcdo no pescado.

Palavras-chave: Filmes comestiveis. Carragenana. Qualidade. Pescado.



ABSTRACT

There are several materials forming edible films and coatings. In this context, red macroalgae
are noted for being rich in sulfated polysaccharides (PS) such as carrageenan, which has good
mechanical and barrier properties. The present study aimed to produce edible films based on
carrageenan, with different concentrations of plasticizer (glycerol), and the incorporation of
caffeic acid. Carrageenan was extracted from red algae (Hypnea musciformis) and
characterized physically-chemically, through the analysis of: chemical composition, DSC,
TGA, FTIR, 'H NMR and 3C and gel electrophoresis. The physical, mechanical and
antimicrobial properties of the film-forming solution (glycerol + caffeic acid) were
determined to evaluate the efficiency of this coating aiming at possible applications in fish
products. The red algae showed a yield of approximately 28.4 % of the carrageenan per
weight of dry algae, in addition no protein contaminants were detected. The values obtained
for the centesimal composition referring to moisture, ash, lipids and PS proteins were 20.9 %,
21.28 %, 0.69 % and 14.37 %, respectively. Thermal evaluation (DSC and TGA) showed that
the PS is thermostable and can be used in the formation of edible films. FTIR analysis
identified the presence of functional groups characteristic of agarocolloids. Agarose gel
electrophoresis revealed that the PS has a polydispersed band along the gel with a
heterogeneous characteristic. No other substituents were identified by 'H NMR and *C
analysis, with only the presence of sulfate in the polysaccharide. The edible films produced in
this work showed flexibility, homogeneity and solubility in water. Visibly, these films
exhibited a yellowish green color and low opacity. The incorporation of glycerol in the films
promoted an increase in water vapor permeability. Low stress and strain values at break
suggest the use of a not purified polysaccharide. An antimicrobial activity was verified in the
2.0% PS filmogenic solution, presenting an inhibition halo for Gram-negative and Gram-
positive bacteria. For coffee acid, this activity was positive for Gram-negative bacteria (Vibrio
parahaemolyticus) and Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus). As it is produced in
the consumer and biodegradable in the environment, editable films are allowed in the present

work, potentially having potential for application in fish.

Keywords: Edible films. Carrageenan. Lifetime extension. Fish.
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1 INTRODUCAO

A industria alimenticia procura constantemente novas estratégias para aumentar o
tempo de prateleira dos alimentos. Uma técnica bastante difundida ¢ a utilizacdo de filmes e
revestimentos ediveis, essa tecnologia possui grande potencial para alcancar tal objetivo
assegurando a seguranga microbioldgica e a protecdo dos alimentos da influéncia de fatores
externos, como a oxidacdo lipidica.

Os filmes comestiveis fornecem um reforco de camadas naturais para evitar as
perdas de umidade, permitindo o intercambio no controle da passagem de gases como 0
dioxido de carbono (CO.) e o oxigénio (O2) (SABERI et al., 2016). Embora conservantes
sintéticos ou quimicos sejam usados na elaboracdo de filmes para manter a qualidade durante
0 armazenamento, os consumidores atualmente buscam por alimentos sem conservantes, iSso
faz com que o interesse na elaboragdo de produtos a base de aditivos naturais seja
intensificado (JEON et al., 2002).

O uso de antioxidantes é uma alternativa na qual ira prolongar o shelf life
(validade) nos produtos. De acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, PORTARIA N° 540-SVS/MS, DE 27/10/1997), qualquer aditivo alimentar é
considerado como ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem proposito de
nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou
sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacdo, tratamento, embalagem,
acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo de um alimento. Essa definicédo
ndo inclui os contaminantes ou substancias nutritivas que sejam incorporadas ao alimento
para manter ou melhorar suas propriedades nutricionais.

As moléculas dos polissacarideos sulfatados de algas marinhas se fazem presente
como aditivos alimentares por se comportarem como agentes gelificantes, espessantes e
emulsificantes em diferentes preparacdes na industria alimenticia. Além dessas propriedades,
estudos relatam outras aplicagdes desses compostos tais como antivirais, antifungicos,
antibacterianos, antioxidantes e anti-inflamatorios GUPTA; ABU- GHANNAM, 2011,
CHOJNACKA et al., (2012).

Os plastificantes sdo classificados como aditivos que auxiliam nas propriedades
mecénicas dos polimeros nos quais foram adicionados, aumentando sua flexibilidade e a

mobilidade das macromoléculas modificando a viscosidade do sistema (RABELLO, 2000).
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Diversos plastificantes sdo usados em filmes comestiveis, dentre eles o glicerol ganha
destaque devido a sua estabilidade e compatibilidade com as cadeias poliméricas dos filmes
tornando-se um dos agentes plastificantes mais utilizados na composicdo de solucdes
filmogénicas (CHIUMARELLI; HUBINGER, 2014; ASSIS; BRITO 2014).

Tendo em vista as propriedades bioldgicas dos polissacarideos sulfatados de algas
marinhas, o objetivo do presente estudo foi realizar a caracterizagdo quimica e térmica do
polissacarideo sulfatado (carragenanas) de alga vermelha (Hypnea musciformis), elaborar e
caracterizar as propriedades fisicas e mecanicas dos filmes comestiveis a base do
polissacarideo sulfatado com diferentes concentragdes de plastificante (glicerol) e
incorporacdo de &cido cafeico e avaliar atividade antimicrobiana das soluc@es filmogénicas

para possiveis aplicacGes em pescado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Algas marinhas

As algas marinhas sdo organismos autotréficos que desempenham papeis
importantissimos para a manutencao e sustentacdo da estrutura dos ecossistemas costeiros,
servindo de bercério a diversas formas primarias de vida marinha. A fisiologia, composicéao
bioguimica e ciclo de vida desses organismos irdo determinar a sua classificagdo. As algas
marinhas estdo agrupadas em trés divisdes ou filos: Rhodophyta (algas vermelhas),
Phaeophyta (algas marrons ou pardas) e Chlorophyta (algas verdes) (GUIMARAES, 2017).

A forma de classificacdo das algas pela pigmentacdo inicialmente foi realizada
pelo Harvey em 1836 e até hoje é utilizada como método de diferenciacdo. Porém, a presenca
de outros pigmentos fotossintetizantes a exemplo dos carotenoides e xantofilas pode induzir
ao erro, confundindo o grupo quando separados com base na sua composi¢do pigmentar.
Esses organismos desempenham um papel econémico importante por apresentarem
polissacarideos em suas paredes, componentes usados desde alimentacdo, indudstria
farmacéutica, até assim como fertilizantes.

A utilizacdo das algas como fonte de alimentacdo gerou interesse no
desenvolvimento de pesquisas em relacdo a sua composicdo quimica, comprovando a
existéncia de um contetdo significativo de proteinas, vitaminas, sais minerais e
polissacarideos, estes amplamente utilizados nas industrias farmacéuticas, alimenticia e
biotecnoldgica. Os polissacarideos sdo substancias mucilaginosas extraidas das paredes de
algas vermelhas e pardas, sdo compostos formadores de géis em solucdo aquosa, além de
possuirem propriedades de acdo gelificante, emulsificantes e estabilizantes. Esses ficocoldides
sdo classificados em trés tipos: alginato, &gar e carragenana e de acordo com suas

propriedades fisicas o seu uso pode ser diverso.
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2.1.1 Alga marinha vermelha Hypnea musciformis

O género Hypnea foi descrito por Lamouroux (1813) onde se baseou em seis
especeis, onde a espécie do tipo H. musciformis (Wulfen) J. V. Lamouroux (Kylin 1930,
Papenfuss 1968), que recebeu esse nome por possuir uma semelhanga com um musgo
Hypnum Linnée. O género Hypnea compreende aproximadamente 67 espécies apresentando
tamanho de talo que varia de 3 a 50 cm dependendo do tadxon e esta distribuido nas regides
tropicais e subtropicais. Hypnea musciformis (Figura 1) é uma das representantes das algas
vermelhas com ampla distribuicdo no litoral brasileiro e grande interesse econémico.

A ficoeritrina é o pigmento que confere a coloracdo avermelhada as rodoficeas.
Apresentam clorofilas a e d, além dos pigmentos acessoérios aloficocianina e ficocianina, estes
encontram-se presentes nos tilacdides ndao empilhados, assim como pigmentos fotoprotetores
(carotenoides). Apresentam talos ricos em polissacarideos sulfatados, conhecidos como k-
carragenana, caracteristicas comumente encontradas nas rodoficeas (NAUER et al., 2015).

A composicdo quimica das algas vermelhas consiste em: materiais inorganicos,
carboidratos, que sdo os principais componentes desses organismos, tracos de lipidios, maior
teor proteico, além de algumas espécies apresentarem conteudo de fibras elevado
(VASCONCELOS; GONCALVES, 2013).

A exploracéo de algas vermelhas tornou-se uma atividade importante nos ultimos
anos, pois a maioria dos géneros das espécies algas vermelhas
(Eucheuma , Gracilaria , Hypnea , Kappaphycus ) sdo destinadas para a producdo de
alimentos humanos, assim como para a extracdo de &gar e carragenana, substancias
gelatinosas de grande importancia comercial, usados na producdo de aditivos alimentares
(PEREIRAet al., 2013).

Esse polissacarideo sulfatado presente na parede celular dessas macroalgas
configura o seu potencial econdmico no litoral brasileiro pela utilizacdo nas inddstrias
alimenticias e suas diversas aplicacbes, 0 que resulta em uma maior motivacdo para
maricultura e caracterizacdo bioquimica e farmacoldgica do ficocoldide de H. musciformis
(MUNOZ, 2011). Sua distribuicio no litoral brasileiro ocorre em marés calmas e rasas, outros
pontos de encontro dessas algas sdo os recifes, rochas, costas, estuarios que vai desde litoral
do Rio Grande do Sul até o litoral do Estado do Maranhdo (NUNES et al., 2013), essa espécie


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/eucheuma
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/gracilaria
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/hypnea
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/kappaphycus
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/carrageenan
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/food-additive
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352485518302093#b28
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tolera uma ampla gama de temperaturas da &gua, salinidades e intensidades de luz
(YOKOYA; OLIVEIRA, 1992).

Figura 1 — Alga marinha vermelha Hypnea musciformis.

Fonte: Elaborada pelo autor.

2.2 Polissacarideos de algas marinhas

Os polissacarideos sulfatados (PSs) sdo definidos como macromoléculas de
estruturas complexas carregadas negativamente. Por possuirem pelo menos um grupo sulfato,
esses polimeros de agucares sdo heterogéneos e podem ser encontrados nas matrizes
extracelulares das algas marinhas onde estdo intimamente ligados a desempenharem papeis
fisiologicos da vida desses organismos, como protecdo contra a desidratacdo solar em
periodos onde existe a oscilacdo entre marés (PERCIVAL; DOWELL, 1967).

A fonte mais importante de PS de origem ndo animal ocorre pela extracdo nas
algas marinhas, possuindo uma ampla aplicacdo, além de serem naturalmente ativas. A
variacdo desses polimeros tanto na estrutura quanto na concentracdo dependera das condicBes
ambientais e da espécie (COSTA et al., 2010). Nas algas vermelhas os PSs sdo encontrados na
forma de galactanas (carragenanas e agares) compostos comercialmente exploradas em toda a
indUstria alimenticia. O interesse pelo estudo desses PSs isolados vem crescendo ao longo dos
anos devido suas inumeras atividades como acdo anticoagulante, antioxidantes,
anticancerigena, antialérgica e anti-inflamatoria (SILVA et al., 2010).

Os ficocoldides agaranas (ou simplesmente agar) e carragenana possuem fibras
dietéticas soluveis e insoliveis que retém agua em maior quantidade quando comparados as
fibras celulosicas. Essa habilidade de aumentar a viscosidade, formacgéo de geis e / ou atuar

como emulsificantes desperta o interesse para pesquisas (ELLEUCH et al., 2011). As
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carragenanas e agaranas sdo galactanas sulfatadas que diferem na configuracdo esterioquimica
de suas moléculas, sendo atribuida a série D para as carragenanas e L para as agaranas (Figura
2).

Figura 2 — Estrutura quimica repetitiva de carragenanas D- alternantes e L- alternantes

respectivamente.

Fonte: ANDRADE (2016).

As algas marinhas vermelhas possuem galactanas sulfatadas como a classe
quimica de polissacarideos sulfatados encontrada nas suas paredes celulares. As carragenanas
e agaranas diferem entre si quanto a estereoquimica molecular e sdo os hidrocoldides com
aplicacGes amplas na industria alimenticia (SALTMARSH, 2014). As galactanas sulfatadas
(GS) sédo compostas por um grupo de carragenanas que possuem modificacGes originadas de
substituicdes das hidroxilas livres e que tem suas formas basicas, (Figura 3) dividas em seis
grupos: Iota (1) -, Kappa (k) -, Lambda (A) -, Mu (u) -, Nu (v) - e Teta (6) - CAR. Tal
classificacdo € de suma importancia comercialmente para que ocorra a diferenciacdo das
diversas fontes de espécies de rodoficeas produtoras (RODRIGUES et al., 2011).

O contetdo de carragenana presente em algas varia de 30% a 60% do seu peso
seco, e esse valor varia devido a espécie da alga e das condi¢des marinhas em que as mesmas
sdo submetidas, tais como luminosidade, nutrientes, temperatura e oxigenagdo da &gua.
Diversas espécies de algas sdo produtoras de carragenanas do tipo kappa, iota e lambda.
Existe ainda as carragenanas de composi¢cdo mista, como kappa/iota, kappa/lambda ou
iota/lambda, produzidas a partir de algumas espécies de algas. As espécies produtoras de
carragenana tipo kappa sédo a Hypnea musciformis, a Gigartina stellata, a Eucheuma cottonii,
a Chondrus crispus e a Iridaea. As espécies produtoras de carragenana tipo iota séo a

Gigartina e a Eucheumaspinosum. As espécies produtoras de carragenana tipo lambda sdo,
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em geral, o género Gigartina.

Figura 3 - Esquema da estrutura quimica das carragenanas.
kappa- carragenana iota-carragenana lambda- carragenana
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Fonte: Adaptado de FURLAN (2016).

2.2.1 Processos de extracao de polissacarideos de algas marinhas

Os procedimentos de extracdo e purificacdo de polissacarideos tem como
finalidade a obtencdo desses compostos sejam eles na sua forma purificada ou ndo, e isso ird
depender do tipo de metodologia empregada durante o processo. Relacionar o processo de
extracdo com o tipo de polissacarideo que pretende obter é de suma importancia, pois tal
procedimento vai influenciar diretamente nas propriedades funcionais desses compostos,
como por exemplo no teor de sulfato da amostra e provavelmente no peso molecular da fracdo
extraida.

Metodologias que utilizam variagdes de tempo e temperatura durante a extracao
destinam-se basicamente a obtencdo de rendimento do polissacarideo e nas propriedades de
forca do gel e viscosidade em que esse ficocolOide é capaz de formar. A extracdo aquosa é um
método bastante utilizado para a obtencdo de polissacarideos descrito na literatura,
basicamente envolvem lavagens da alga seca para remocdo de sais, areia, residuos e
microrganismos, seguidas de digestdo em agua quente ou ainda em solucBGes levemente
alcalinas visando a obtencdo de seus teores e propriedades. Antes de analisar sua estrutura
quimica e propriedades fisicas € indicado o tratamento de diélise, para a remoc¢éo de pequenas
contaminag0es e aditivos, tais como sais inorgénicos e agucares (MONTOLALU et al., 2008).

E de suma importancia que os processos de extracdo sejam aplicados de forma
eficiente para a obtencéo de bons rendimentos do ficocolodide visto que, 0 mesmo pode variar

de certas espécies de algas marinhas devido a sazonalidade, época do ano e fatores abioticos
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como luz, temperatura e salinidade. O desenvolvimento e uso de procedimentos de extragdo
consistentes também auxiliam em uma melhor compreensdo dos componentes quimicos e
suas respectivas funcdes existentes nesses compostos.

Apesar de ndo existir protocolos padronizados de extracdo e purificacdo desses
polissacarideos, diversos estudos servem como embasamento para que a metodologia de

extracdo seja realizada da forma mais eficiente possivel.

2.3 Filmes e revestimentos comestiveis

Os filmes poliméricos sdo comumente preparados por um método denominado
casting, onde inicialmente o polimero é solubilizado num solvente apropriado, em seguida
aditivos como agentes reticulantes e/ou plastificantes sdo adicionados na concentragao
desejada. Posteriormente a solugdo é vertida em um suporte e seca em estufa ou a temperatura
ambiente (PACHECO, 2016).

Por possuirem funcGes semelhantes as embalagens convencionais, os filmes
comestiveis atuam como barreira a vapor de agua e gases, garantindo a integridade dos
alimentos. A biocompatibilidade, baixo custo e prolongacdo da vida util do produto sdo
caracteristicas comuns desses materiais (GALUS e KADZINSKA, 2016).

As propriedades mecanicas dos filmes comestiveis podem ser melhoradas através
de meios fisicos, quimicos ou métodos enzimaticos, isso resultara no maior desempenho da
pelicula protetora. Esses métodos sdo aplicados para melhorar o desempenho dos filmes como
a permeabilidade ao vapor de &gua. Uma pratica comum € a introducdo de materiais
compositos como a juncdo de polissacarideos e proteinas, esses materiais proporcionam
melhores efeitos quando aplicados individualmente (CHENG et al., 2019).

Filmes e revestimentos comestiveis vém se tornando atualmente uma alternativa
econdmica e principalmente sustentadvel na elaboracdo de embalagens utilizando polimeros
naturais com ampla disponibilidade como proteinas, polissacarideos e lipideos. Os polimeros
sd0 um dos materiais mais usados na industria, possuindo um potencial de aplicacdo
multidimensional, com desenvolvimento e producdo de tecnologia para a viabilizacdo dos
polimeros como fontes renovaveis (DILARRI et al., 2016).

Os biopolimeros naturais apresentam diversas vantagens em relagdo aos
polimeros sintéticos, porém, seu uso é limitado devido seu carater hidrofilico. Essa

caracteristica gera grandes modificacfes na sua textura e consequentemente suas propriedades


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme-chemistry
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mecanicas, de transporte e solubilidade serdo afetadas. A incorporacdo de compostos como
plastificantes melhoram as propriedades mecénicas dos filmes comestiveis (VALE, 2017).

Filmes e revestimentos a base de polissacarideos geralmente possuem uma
estrutura com pouca flexibilidade conferindo ao material uma estrutura fragil e quebradica.
Assim ¢é de suma importancia a incorporagdo de um plastificante na estrutura desses materiais
para que 0 mesmo possa exercer as propriedades mecénicas dos filmes. Os beneficios
dependerdo do tipo e concentracdo em que o plastificante sera aplicado. Os plastificantes sao
substancias amplamente usados na categoria de aditivos com intuito de proporcionar uma
melhoria nas propriedades mecanicas de biomateriais, como flexibilidade e processabilidade
(GAO et al., 2016).

Eles atuam como redutores de forcas intermoleculares entre cadeias de polimero e
energia utilizadas para 0 movimento molecular e a formacéo de ligacdes de hidrogénio entre
as cadeias, o que resultard em um aumento livre e consequentemente a mobilidade molecular.
Plastificantes atuam ainda na modificacdo de propriedades fisicas de polimeros, tais como
propriedades térmicas e mecanicas. Os plastificantes sdo aditivos essenciais nos revestimentos
e peliculas protetoras cuja base seja um biopolimero, pois, serdo observadas melhorias na sua
flexibilidade, diminuicdo da fragilidade, manutencao da integridade, deformacéo sem ruptura,
auséncia de poros e fissuras na matriz polimérica e manuseio de filmes (MONICA et al.,
2018).

Dentre os plastificantes mais usados o glicerol se destaca por ser um produto com
grande disponibilidade, possui propriedades hidrofilicas pode ser utilizado como um material
de partida para a producdo de diferentes produtos quimicos, além de sua boa estabilidade e a
natureza ndo téxica e baixa exsudacdo. O nome glicerol deriva da palavra grega glykys que
em portugués significa doce, caracteristica presente no seu gosto. Quimicamente o glicerol é
um trialcool com 3 carbonos, tendo como nome sistematico (IUPAC) 1,2,3 propanotriol, é um
liquido incolor sem cheiro e muito viscoso, derivado de fontes naturais ou petroquimica.
(VALE, 2017).

As interacGes entre 0s constituintes (polimero, solvente, reticulantes e outros
aditivos), as concentragGes dos componentes usados na solucdo filmogénica, o processo de
formagéo, o tipo de dispersdo da solucdo para formagdo do filme, a forca ibnica entre
polimero e reticulante e 0 processo de secagem é que vao conferir as caracteristicas finais dos
filmes (PACHECO, 2016).
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2.4 Acido cafeico

O acido é&cido 3,4-dihidroxicinamico é assim denominado por possuir duas
hidroxilas no anel do é&cido cindmico nas posices 3 e 4, é o acido fenolico mais
representativo sendo encontrado em café, vinhos, ervas legumes e frutas, possuindo boa
biocompatibilidade e biodegradabilidade sendo o principal representante dos &cidos
hidrocindmicos. Os &cidos fendlicos s@o um grupo diverso de metabolitos secundarios de
plantas aromaticas, assim o cido cafeico por ser um composto fendlico produzido a partir de
plantas € considerado como um composto organico farmacologicamente seguro possuindo
caracteristicas anticancerigena, antimicrobianos, anti-inflamatéria, antioxidante e efeitos
imunomoduladores (SEVDAN YILMAZ, 2019).

Outro destaque para tal composto é a sua utilizagdo como agente reticulante de
proteina que tem como finalidade melhorar caracteristicas dos filmes a base de polissacarideo.
A rede reticulada pode aumentar a resisténcia a tracdo do filme resultante, embora isso
geralmente reduza sua tenacidade e alongamento na ruptura. O &cido cafeico possui diversas
formas como ésteres e amidas possuindo maior lipofilicidade com as células eucarioticas,
sendo assim seus ésteres sao amplamente distribuidos nos vegetais. Dentre os diversos ésteres
encontrados podemos destacar o composto fendlico mais bioativo denominado de éster
fenetil. Possuidor de um grande espectro de atividades farmacol6gicas, 0 mesmo é um
componente da propolis presente na colmeia de abelhas (ARAUJO, 2017).

Diversos estudos demonstram que os ésteres presentes no acido cafeico possuem
grande variedade de atividades biol6gicas, sendo capazes de exercerem atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, além de atividade
antifangica contra C. albicans e Apergillus flavus. O é&cido cafeico, é empregado como
antioxidante natural para inibir a oxidacdo de lipidios de peixes presentes em diferentes
matrizes alimentares (ARAUJO, 2017). Por serem amplamente distribuidos e comuns em
sementes, frutas, tubérculos e partes herbaceas de muitas espécies vegetais, 0s acidos
hidroxicinamicos ganharam espaco como antioxidantes alimentares ditos como naturais,
(BRAVO, 1998).

Assim como outros compostos fenolicos, podem capturar diretamente os radicais
livres ou elimina-los através de uma série de reagdes acopladas a enzimas antioxidantes
retardando o inicio da oxidacao lipidica através da decomposicdo de hidroperdxidos (LEWIS,

1993). A estrutura molecular do &cido cafeico (figura 4), contém um grupo catecol com uma


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/caffeic-acid
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cadeia de &cido carboxilico ndo saturada a, B que sera eficiente por sua interagdo com Varios

tipos de radicais oxidantes (BORS et al., 1995).

Figura 4 — Estrutura quimica da molécula acido 3,4-diidroxicinamico (&cido cafeico)

O
HO

HO

Fonte: OLIVEIRA (2017)

Assim, frente a essas informaces, a adicdo de aditivos alimentares com acao
antioxidante como &cido cafeico na formulacdo de filmes e revestimentos comestiveis torna-
se uma importante ferramenta para minimizar a perda de qualidade do pescado prolongando o
seu tempo de prateleira (OLIVEIRA, 2017).

2.5 Consideracdes gerais sobre bactérias patogénicas a ingestdo de pescado

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) 25% das mortes mundiais sdo
causadas por infecgdes bacterianas, nos paises em desenvolvimento esse nimero chega a 47%
gerando de 13 a 17 milhdes de ébitos por ano. Quando analisada particularmente as doencas
fangicas tiveram um aumento nas Ultimas duas décadas gerando em torno de 1,5 milhdes de
mortes por ano, assim a doengas infecciosas causadas por bactérias e fungos sdo ainda um
problema de saide mundial necessitando de medidas preventivas ou remediadoras (ARAUJO,
2017).

Comumente distribuidas nos mais diversos ambientes, frequentemente as
bactérias como: Vibrio parahaemolyticus, Salmonella, Escherichia coli e Sthaphylococcus
aureus sdo isolados em pescado (peixes, camardes, moluscos bivalves, caranguejos, sushis e
sashimis). Por serem pat6genas ao homem e ndo deterioradoras do produto normalmente nao
alteram a aparéncia do pescado, porém, a legislagdo estabelece limites para esses
microrganismos a fim de sanar possiveis Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAS) e
infeccOes (VIEIRA, 2004).
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2.5.1 Staphylococcus aureus

Sthaphylococcus aureus pertence a familia Micrococcaceae, um grupo de
bactérias Gram-poisitivas, em forma de coco. Atua como comensais na pele presente nas
maos e garganta, quando ocorre um desequilibrio na microbiota do individuo esse
microrganismo gera no hospedeiro a gastrenterite, doenga mais comum provocada pela
ingestdo de alimentos que apresentam sua toxina pré-formada, onde o agente casual do surto
ndo é a bactéria e, sim sua toxina (SANTIAGO, 2013).

A falta de higienizacdo por parte dos manipuladores cria uma oportunidade de
contaminacdo para o alimento gerando um risco potencial a saide. Esse microrganismo é
muito conhecido por sua patogenicidade ao homem e outros animais, sendo responsavel por
uma grande producdo de enterotoxinas e, portanto, agente causador de graves intoxicacoes,
quer sejam de origem alimentar ou ndo (VIEIRA, 2004). Medidas de controle na higiene
pessoal dos manipuladores durante 0 manuseio e processamento do pescado evitaria a
contaminacdo cruzada por meio de utensilios e equipamentos, contribuindo assim para a

reducdo dos niveis de contaminacao do produto (VIEIRA, 2004).

2.5.2 Escherichia coli

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo pertencente a familia
Enterobacteriaceae, apresenta-se sob forma de bastonetes retos isolados ou aos pares.
Microrganismo ndo esporogénico, anaerdbio facultativo que colonizam o trato gastrintestinal
infantil dentro de poucas horas de vida, tornando-se um hospedeiro mutualista. E a principal
representante do grupo dos coliformes fecais, grupo este restrito aos organismos que crescem
no trato gastrintestinal do homem e de animais de sangue quente. Pelo menos trés géneros
fazem parte desse grupo: Escherichia, Klebsiella e Enterobacter, mas apenas a espécie
Escherichia coli tem como habitat primério o trato intestinal do homem e de animais,
enquanto Klebsiella e Enterobacter estdo presentes nos vegetais e solo (SANTIAGO, 2013).

Por ser a principal representante deste grupo, Escherichia coli se desenvolve no
trato intestinal do homem e animais de sangue quente, a sua presenca no meio indica
contaminagdo fecal, podendo também ser encontrada em alimentos, o que caracteriza o
contato destes com material contaminado. E uma bactéria do grupo dos coliformes
termotolerantes causadora de doencas diarreicas via ingestio de agua e alimentos

contaminados. Por ndo fazer parte da microbiota do pescado marinho, sua presenca esta
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associada a contaminacgdo fecal da agua do local, de captura e/ou do transporte e manuseio
(incluindo recipiente de transporte, gelo) (VIEIRA, 2004).

2.5.3 Salmonella entérica

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, apresentam-se como
bastonetes curtos, Gram-negativos, moveis, ndo formadores de esporos, de metabolismo
aerobio ou facultativamente anaerébio. Sdo amplamente distribuidas na natureza e
frequentemente encontradas no trato intestinal de diversos animais, incluindo passaros e
homens e em uma larga variedade de alimentos como carne bovina, peixe, frutos do mar crus
(VIEIRA, 2004).

Sua divisdo baseia-se em suas analises genéticas, o género é dividido em duas
espécies: Salmonella entérica, que contem seis subespécies e Salmonella bongori
representada por uma Unica espécie. No entanto, a maioria dos casos de infeccdo por
Salmonella em humanos, relacionados ao consumo de pescado, sdo causados pelos sorovares
S. Typhimurium e S. Enteritidis (Greig & Ravel, 2009). A infec¢cdo no homem ocorre mediante
0 consumo de um alimento ou &gua contaminada resultando em lesdes e ir4 depender da
condigdo do seu sistema imunoldgico (SANTIAGO, 2013).

Segundo a legislacdo vigente no Brasil, a presenca de Salmonella em 25 g de
pescado fresco € suficiente para tornar o alimento improprio para o consumo, diante do
exposto existe uma grande preocupacao na deteccao desse grupo de bactérias em alimentos, ja
que a presenca desse microrganismo serve como indicador geral da higiene do alimento por
ser importante agente contaminador de muitos produtos caracterizando um risco para saude
do consumidor (SANTIAGO, 2013).

2.5.4 Vibrio parahaemolyticus

E uma bactéria Gram-negativa que se apresenta na forma de bastonetes curtos,
apresenta flagelo polar halofilicos, anaerdbico facultativo, pertencente a familia Vibrionaceae,
causador de gastrenterite, infeccGes com erupcdes cutaneas e septicemia. Esse é o patdogeno
mais prevalente, em varios paises do mundo, em casos de gastrenterites relacionadas ao
consumo de pescado (NAIR et al., 1985; WONG et al., 1992; YU et al. 2013).

Esta bactéria € um patégeno humano que ocorre naturalmente no ambiente

marinho, sendo frequentemente isolado de uma grande variedade de pescados. Sob o ponto de



31

vista clinico a toxinfeccdo causada por esse microrganismo pode ser muito parecida com
aquelas produzidas por outras espécies de microrganismos A semelhanca com as
sintomatologias as tipicas de Shigeloses, salmoneloses e patogenias, causadas por cepas
enteropatogénicas de Escherichia coli podem ocasionar enganos no diagnéstico e em alguns
casos os sintomas diagnosticados podem lembrar caso moderado de cdlera (SANTIAGO,
2013).

2.6 Antimicrobianos

E crescente a busca por alimentos de qualidade microbiol6gica no mercado, assim
os filmes antimicrobianos vém ganhando espaco como alternativas para suprir essa
necessidade. A pratica de incorporar substancias antimicrobianas em materiais de embalagens
vem se tornando uma alternativa no controle da contaminag&o microbiana nos alimentos. Nos
ultimos anos as embalagens antimicrobiana ganham destaque por conseguirem melhorar a
seguranca e a qualidade do alimento. Essa funcdo é adquirida quando agentes antimicrobianos
sdo incorporados no sistema da embalagem (PINHEIRO, 2010).

A incorporacéo desses agentes ira limitar ou prevenir o crescimento especifico de
microrganismos deterioradores e, ou patogénicos podendo reduzir a taxa de crescimento ou
até mesmo a contagem de microrganismos vivos. Os antimicrobianos podem controlar a
contaminacdo microbiana mediante trés mecanismos: reducdo da taxa de crescimento dos
microrganismos, aumento da fase lag ou inativacéo por contato.

As funcionalidades das embalagens ativas partem de um principio basico no qual
uma barreira microbioldgica sera adicionada frente as barreiras fisicas existentes (oxigénio e
umidade). A incorporacdo dos agentes antimicrobianos pode ser feita diretamente a matriz
polimérica em rétulos ou estar contidos em sachés (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2004).

Nos filmes os agentes antimicrobianos podem ser adicionados de duas formas:
incorporacdo e imobilizacdo. Na incorporacdo como 0 nome ja sugere ocorre uma liberacdo
do composto para o alimento, j4 na imobilizacdo o agente antimicrobiano atua apenas na
superficie. Além da qualidade microbioldgica, as embalagens que usam esse sistema sdo
vantajosas pois liberam esses compostos de forma controlada atuando particularmente na
superficie do produto, local onde ocorre a maior parte das deterioragdes (HAN, 2005).

Apesar das vantagens citadas acima, alguns fatores devem ser observados para
que a efetividade da embalagem ndo seja afetada como as caracteristicas do agente

antimicrobiano (solubilidade e tamanho da molécula) e do alimento, condi¢Ges de estocagem
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e distribuicdo (tempo e temperatura), método de preparo do filme (extrusdo ou casting) e
interacdo entre antimicrobiano e polimero (DAWSON et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Produzir filmes comestiveis a base do polissacarideo sulfatado da alga vermelha Hypnea
musciformis, com diferentes concentragdes de plastificante (glicerol) e incorporacao de &cido
caféico.

3.2 Especificos

o Realizar a extracdo do polissacarideo sulfatado extraido da alga vermelha
(Hypnea musciformis);

o Realizar caracterizacdo quimica e térmica do polissacarideo;
o Determinar composicao centesimal da alga vermelha (Hypnea musciformis);
o Formular e caracterizar as propriedades fisicas e mecanicas dos filmes com diferentes

concentracOes do polissacarideo, plastificante e aditivo utilizado;

o Avaliar as propriedades fisicas (solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua, cor e
opacidade) dos filmes elaborados;

o Avaliar as propriedades mecanicas (resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e
maodulo de elasticidade) dos filmes elaborados;

o Verificar as atividades antimicrobianas das solug¢des filmogénicas;

o Aplicar andlise estatistica nos dados encontrados.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia do Pescado
(LATEPE), integrante do Departamento de Engenharia de Pesca, Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal do Ceara (Campus do Pici, Fortaleza, Ceara) com parceria do
Laboratorio da Tecnologia de Biomassa (LTB) da Empresa Brasileira de Pesquisa e
Agropecuéria (EMPRAPA).

4.1 Material bioldgico

A alga marinha foi coletada em uma estacdo de cultivo em mar aberto na praia de
Flexeiras, localizada no municipio de Trairi, Ceard. O numero de cadastro desta alga no
Sisgen € A16FF22. As amostras foram coletadas em periodo de maré baixa, acondicionadas
em sacos plasticos e levadas ao laboratorio de tecnologia do pescado (LATEPE) do
Departamento de Engenharia de Pesca, Universidade Federal do Ceara. O material foi lavado
com &gua destilada, separado de organismos incrustantes, secado em papel filtro em
temperatura ambiente. Posteriormente estocado a - 20°C até a extracdo dos polissacarideos,

estes extraidos a partir de dois métodos (extracdo a frio e extracao a quente).

4.2 Processos de extracdo do polissacarideo sulfatado da alga vermelha H. musciformis

A extracdo dos polissacarideos iniciou-se com o descongelamento da alga,
seguido da secagem em estufa de circulacdo de ar a 25°C (Figura 5). A moagem foi feita em
um moinho de faca (Tecnal — Wiley TE-650/1) até a obtencdo de um pé seco onde o qual foi
submetido as posteriores extracdes. Apos serem desidratadas e moidas 5 g do produto bruto
foram submetidas a extracdo aquosa sob agitacdo mecénica (1,5% m/v), a temperatura de
25°C durante 24 h. Esta etapa foi importante para eliminagdo de pigmentos e contaminantes.
Apos esse periodo o material foi filtrado e sobrenadante descartado. Apos a filtragdo, o
material passou por uma bre-extracdo em banho-maria (microproce SSADO - modelo

0215M2 -Quimis) durante 4h a 80°C para a remogdo de compostos formadores de géis.
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Os PSs foram precipitados (24h a 4°C) com adicdo de etanol comercial (1:3; v v-
1). Para a retirada total do alcool, o polimero passou pelo processo de dialise em membranas
de celulose (Sigma-Aldrich, 76 mm) em agua destilada no volume de 2,5 litros com trocas a
cada trés horas de seis a oito vezes. O material seguiu para liofilizacdo em liofilizador
(Liotop, Serie; 39413, Brasil) a uma presséo entre 400 a 300 uHg em uma temperatura -50°C
por 75 horas e posteriormente pesado e determinado o seu rendimento.

Figura 5 — Fluxograma do processo de extracdo do polissacarideo sulfatado da alga vermelha

Hypnea musciformis.

Secagem (gll itacio do tecido preClpl'[adO Dialise para LiOﬁlizagﬁo | Obtengﬁo
do ma%erial mgecéﬁica em banho- | (24ha4°C) | aretirada | (-50 °C por || do material
(24ha maria (4ha | com etanol do etanol 75 horas) | liofilizado
. 25°C) 80°C ) comercial |
& Extracio do PS —Melo et al. (2008) >

N /
\ /
v v

Fonte: Elaborado pelo autor. '

4.3 Caracterizacdo do polissacarideo sulfatado da H. musciformis

4.3.1 Composicéo centesimal do polissacarideo

Um aspecto de grande importancia, porém pouco estudada ou divulgada no meio
cientifico, refere-se as propriedades nutricionais de algas. As analises fisico-quimicas da alga
Hypnea musciformis foram realizadas em triplicatas. A composic¢do centesimal corresponde a
umidade, cinzas, proteinas e lipidios, seguindo os metodos analiticos oficiais fisico-quimicos
para controle de pescado e seus derivados, o resultado do somatdrio destes componentes deve
ser proximo ou igual a 100, e a diferengca de 100 pode ser considerada os carboidratos.
(BRASIL, 2011).
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4.3.1.1 Determinacdo de Umidade

E uma das medidas utilizadas na anélise de alimentos, e esta relacionada com
caracteristicas como: estabilidade, qualidade e composicdo da matéria. A determinagdo de
umidade foi realizada por meio da utilizacdo de materiais como cadinhos de porcelana,
balanca analitica, estufa, dessecador e pinca (para manusear os cadinhos). Aproximadamente
5 g das amostras homogeneizadas foram pesadas em cadinhos de porcelana, previamente
tarados em balanga analitica.

As amostras foram colocadas em estufa com temperatura entre 100 a 105°C por
24h, técnica descrita por (NAGAKURA, 1972). Depois os cadinhos foram retirados e
transferidos para dessecador com auxilio de pinca, até atingir a temperatura ambiente, sendo
pesados posteriormente. O resultado da umidade foi encontrado pela diferenca de peso inicial

e final gerando uma resultante em percentagem.

Célculos:
Vo Vo

I—FDo

%l = 2= ¥ 100 Eq. (1)

Onde:

U — umidade;

VO — peso do cadinho seco;

V2 — peso do cadinho com amostra;

V1 - peso do cadinho com amostra ap6s secagem.

4.3.1.2 Determinacdo de Cinzas

As cinzas foram determinadas com o auxilio de cadinhos de porcelana, estufa,
mufla (forno), dessecador e balan¢a analitica. No procedimento, 5g de cada amostra obtida
por meio da determinacdo de umidade foram adicionadas em cadinhos previamente tarados,
que foram posteriormente pesados e transferidos para mufla a 550°C por 4h. Depois, 0s
cadinhos foram para o dessecador até atingir a temperatura ambiente para em seguida serem
pesados (BRASIL, 2011).
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Calculos:
Vi Vo
%C = = X100 Eqg. (2)
Onde:
C —cinza;

VO — peso do cadinho;
V1 — peso do cadinho mais cinza;

V2 — peso do cadinho mais amostra.

4.3.1.3 Determinacédo de Proteinas

A determinacao das proteinas foi efetuada por meio do método de Micro-Kjeldahl,
onde foi utilizado papel vegetal contendo 0,2g de amostra macerada, acondicionados em
tubos com 2g do catalisador, contendo uma mistura de sulfato de cobre (CuSOs), selénio
metélico (Se) e sulfato de potassio (K2SOs), e adicionados 4 mL de &cido sulfarico. Em
seguida, os tubos foram, foram levados ao aparelho digestor a 350°C, e foram observados até
o final da digestéo.

No aparelho destilador, a amostra digerida foi neutralizada com a adicdo de
hidréxido de s6dio (NaOH) a 50%, até o surgimento da coloracdo escura, devido a formacédo
de 6xido de cobre (Cu20). Esta mistura foi destilada por meio do arraste de vapor e o produto
(destilado) foi recolhido em erlenmeyer com 10 mL da solucdo de acido bdrico (H3BOs3) a
2%, adicionando-se 3 gotas de indicador misto (vermelho de metila e verde de bromocresol)
até completar 50 mL. Desse modo, a mistura destilada foi titulada com solucdo padrdo de
acido cloridrico (HCL) a 0,04N em bureta até a coloracdo rosada e assim anotou-se o volume

de &cido gasto. A porcentagem de nitrogénio total foi obtida através da férmula:

(Veolume da amostra—Volume do branco)x0,014x 0,04
%NT = T X 100 Eq. (3)

Pezso da Amostra

A conversao do nitrogénio total para proteina total foi obtida a partir da formula:

Célculos:
%PT= %NT X 6,25 Eq. (4)
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4.3.1.4 Determinagéo de Lipidios

Os lipidios foram determinados pelo método de Soxhlet, com o auxilio de
equipamentos (dessecador, estufa, cartucho feito de papel filtro, aparelho determinador de
gordura e baldo receptor). A acetona foi utilizada como solvente organico para extracdo dos
lipidios totais. Seguidamente, os baldes foram colocados em estufa a 100°C durante uma hora.
Logo apos, os balbes foram levados ao dessecador até atingir a temperatura ambiente, sendo
entdo pesados (BRASIL, 2011).

Posteriormente, foram pesados 3g de amostra macerada para serem colocadas nos
cartuchos de extracdo (papel filtro) e tampadas com algoddo. Os baldes com 100 mL de
solvente foram levados ao determinador de gordura para a extracdo a 90° C por 2 h. Logo
apo6s a extracdo, a amostra gotejou por trinta minutos (para a recuperagdo do solvente o
aparelho foi calibrado para 150°C) e seguidamente os balfes contendo o lipidio foram
transferidos ao dessecador até atingir a temperatura ambiente para serem pesados. O célculo

para obtencdo da porcentagem de lipideos foi realizado conforme a equacéo abaixo:

Calculos:

(Peszo do baliotGordural—(Peso do Balie Vazio lx100

YLipidio =

Eq. (5)

{Pezo da Amostra)

4.4 Rendimento da extracao do polissacarideo

O rendimento da carragenana foi obtido por meio da utilizacdo do célculo da
razdo do peso liofilizado da alga pelo peso inicial da massa seca da alga. Isso resultou na
porcentagem de carragenana extraida de uma amostra. O rendimento foi calculado de acordo

com a féormula abaixo:

Rendimento = 222212 ¥ 10g Eq. (6)

peso inicial
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4.5 Determinacao do contetdo de proteina totais

A concentracao do teor de proteinas contaminantes do polissacarideo foi realizada
segundo o método de Bradford (1976) utilizando Albumina Sérica Bovina (BSA) como

padrdo e as leituras foram realizados em espectrofotémetro a 595 nm.

4.6 Analise térmica do polissacarideo sulfatado da Hypnea musciformis

4.6.1 Analise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Diferentes técnicas tém sido utilizadas para estudar o processo de polimerizacdo
de polimeros, tais como, RMN, DCS, TGA. Entre estas técnicas, a mais utilizada na avaliacao
da cinética de reacdo é a andlise térmica. A analise térmica inclui varias técnicas, através das
quais as propriedades de um material podem ser determinadas em fungdo do tempo ou da
temperatura. Dentre as técnicas de analise térmica, a calorimetria exploratdria diferencial
(DSC) é uma das técnicas mais utilizadas permitindo determinar parametros termodindmicos
e cinéticos resultantes do processo de polimerizacdo, tais como, calor (entalpia) de reacéo,
energia de ativacdo, constante de velocidade, ordem e velocidade de reacdo. No estudo do
comportamento cinético por DSC, pode-se observar os eventos térmicos resultantes do
processo de polimerizagdo de um sistema, possibilitando determinar a melhor temperatura ou
condicdes de formulacdo dos compdsitos (MARTINI, 2010).

Durante toda analise de DSC a temperatura é controlada e tanto a amostra quanto
o material de referéncia sdo mantidos a mesma temperatura durante o todo 0 processo
térmico. A analise de DSC para a carragenana foi realizada utilizando-se um equipamento da
TA INSTRUMENT (modelo Q20) sob atmosfera de nitrogénio, com fluxo constante de 50
mL.min-1 a partir de 5,1 mg da amostra em pd, com taxa de aquecimento de 10°C/min, na
faixa de temperatura de 0°C a 400°C.
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4.6.2 Andlise Termogravimétrica (TGA)

Na analise termogravimétrica (TGA) da carragenana foi realizada utilizando-se
um equipamento da PerKinElmer (modelo STA 6000) sob atmosfera de nitrogénio, com fluxo
constante de 50 mL.min-1. A partir de aproximadamente 18,49 mg das amostras em pd, com
taxa de aquecimento de 10°C/min, na faixa de temperatura de 25 a 800°C. Essa analise tem
como principal objetivo monitorar a variagdo da massa de uma amostra em funcdo da
temperatura ou do tempo em um ambiente de temperatura e atmosfera controladas e analisar a

perda ou a agregacao de massa da amostra em temperaturas variadas.

4.6.3 Analise de Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Com o objetivo de identificar um composto ou investigar a composi¢cdo de uma
amostra, a espectroscopia de infravermelho é um tipo de espectroscopia de absorcéo a qual
usa a regido do infravermelho do espectro eletromagnético. A descricdo da amostra ocorre
pelo fato que as ligacdes quimicas das substancias possuem frequéncias de vibracdo
especificas, as quais correspondem a niveis de energia da molécula (niveis vibracionais). A
analise foi realizada pelo método KBr (amostra seca e em po foi misturada com brometo de
potassio e prensada em pastilhas) no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da
Embrapa Agroindustria tropical em espectrofotdmetro de marca Varian (modelo FT-IR) na
faixa de comprimento de entre 400 e 4000 cm®*.

4.6.4 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H e 12C)

O Espectro de RMN 1H foi obtido através do espectrdmetro agilent, a partir do
procedimento descrito por Signimi e Campana-filho 1998. Inicialmente, uma solucédo
acidificada de 1 % (v/v) de &cido cloridrico serad utilizada para dissolver a carragenana.
Aproximadamente 10 mg de carragenana sera solubilizada em 1mL de &cido cloridrico 1%
por um periodo de 24 h em temperatura ambiente. Uma aliquota dessa solucéo seré colocada

em tubos de quartzo de 5 mm de didmetro em uma temperatura de 70°C.
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4.6.5 Determinacdo do perfil eletroforético da carragenana por eletroforese em gel de

agarose

O perfil eletroforético da carragenana foi determinado de acordo com metodologia
de (DIETRICH; DIETRICH, 1976) as amostras foram carregadas em gel de agarose a 0,5%.
As amostras (20 pg) foram aplicadas em gel de agarose 0,5% e submetidas & migracao
eletroforética com uma solucdo tampdo 1,3 - acetato diaminopropano 0,05 M (pH 9,0). A
corrida foi realizada utilizando-se voltagem constante (110 V) durante 60 min. Em seguida, 0s
polissacarideos foram fixados no gel foram fixados com uma solucdo de N-cetil-N, N, N-
brometo de trimetilaménio a 1,0% por 24h, seguido de secagem. Posteriormente, o gel foi
corado com azul de toluidina a 1,0% e descorado com uma solucdo contendo etanol absoluto,

agua destilada e acido acético concentrado (4,95: 4,95: 0,1; v/V/v).

4.7 Producéo e caracterizacdo dos filmes de polissacarideo sulfatado da alga vermelha

Hypnea musciformis

A producdo e caracterizacao dos filmes foi realizada integralmente no Laboratorio
de Tecnologia da Biomassa da EMBRAPA Agroindustria Tropical, Fortaleza- CE.

4.7.1 Preparo das solucdes dos filmes comestiveis

Os filmes foram preparados de acordo com a metodologia proposta por (SOUZA
et al., 2010) com adaptacdes de (VASCONEZ et al., 2009). Inicialmente foram preparadas
trés solugdes estoque do polissacarideo com trés concentragdes diferentes, 2,0%, 3,0% e 4,0%
(p/v) respectivamente dissolvida em agua destilada (v/v). Essas solucdes passaram por um
processo de agitacdo em um agitador magnético por um periodo de 2 horas a 40° C.
Posteriormente cada solugdo foi subdivida em trés solucbes para receber diferentes
concentracgdes de glicerol: 1,0 e 1,5% (m/v), as mesmas ficaram sob agitagdo em um agitador
magnético por 30 minutos, gerando 9 solugdes.

O processo de formulagéo dos filmes continuou com a adic¢do de 0,25 % de acido
cafeico nas solucGes que receberam o plastificante. Antes de ser adicionado as solugdes, essa

concentracdo de &cido cafeico foi dissolvida em etanol durante 30 minutos sob agitacdo
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mecanica, pois 0 mesmo é insolivel em &gua. O volume de 150 mL para cada solucéo foi
calculado de acordo com a necessidade requerida do material para a realizagdo das anélises de
caracterizacdo dos filmes.

A solucdo obtida foi homogeneizada no Turrax (homogenizador modelo T25
Digital Ultra Turrax 10-1500mL 230V) sob rotacdo de 8000 RPM durante 5 minutos, esse
procedimento tem como finalidade reduzir as particulas existentes tornando a solugdo mais
homogénea possivel. Posteriormente a solucdo foi filtrada e desgaseificada a temperatura
ambiente durante 30 minutos em rotoevaporador até desaparecimento total das bolhas e
remocdo de solventes volateis, por meios de processos de condensacdo e evaporacao.
Finalmente as soluc6es filmogénicas foram depositadas em 2 placas de vidro (29,7 x 42 cm) e
secas a (18°C) por 48h.

4.8 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos filmes

Os filmes isolados foram submetidos a uma analise espectrométrica através da
técnica de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier. A analise foi
realizada pelo método ATR no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Embrapa
Agroindustria tropical em espectrofotdmetro de marca Varian (modelo FT-IR) na faixa de

comprimento de entre 400 e 4000 cm?®.

4.9 Métodos de avaliacdo das propriedades dos filmes comestiveis do polissacarideo

sulfatado da Hypnea musciformis

Os métodos utilizados para a determinacdo dos filmes comestiveis sdo derivados

dos métodos classicos aplicados aos materiais sintéticos.

4.9.1 Aspecto visual e manuseabilidade

A primeira caracterizagdo dos filmes se refere ao aspecto visual e
manuseabilidade, os filmes foram caracterizados subjetivamente antes das demais analises,
aqueles que possuiam aspecto irregular, descontinuo ou quebradi¢o foram descartados para a

realizacdo dos demais ensaios visando a utilizacdo apenas de filmes homogéneos, uma vez
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que essas caracteristicas indesejaveis impediriam ou dificultariam as analises posteriores. Os
filmes comestiveis devem apresentar as propriedades organolépticas mais neutras possiveis,
ou seja, devem possuir caracteristicas como pouca opacidade consequentemente claros e
transparentes, inodoros e insipidos. Os filmes a base de hidrocoldides sdo geralmente neutros
diferentes dos filmes elaborados a base de lipideos ou derivados de ceras, estes
frequentemente opacos, moles e escorregadios ao degustar.

4.9.2 Propriedades de barreira

As propriedades de barreia dos filmes podem ser definidas como a capacidade que
0 material possui em resistir a absorcdo ou a evaporacao de gases e vapores, pode ser definida

ainda como a capacidade de resisténcia a permeacdo de lipideos e a passagem de luz.

4.9.2.1 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de &4gua é uma propriedade bastante estudada em
filmes comestiveis, devido a importancia da agua nas reacdes de deterioracdo dos alimentos.
Os valores de permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes comestiveis podem ser utilizados
em prognosticos da vida atil de produtos embalados, pois filmes que apresentam boa barreira
as trocas de vapor de agua podem ser utilizados para prolongar a vida util dos mesmos
(LOREVICE; MOURA; MATTOSO, 2014).

Assim, analise tem como intuito avaliar a capacidade que uma embalagem, no
caso do presente estudo os filmes, possuem de transmissdo de umidade da atmosfera para o
produto. Assim o valor da PVA deve ser o mais baixo possivel afim de diminuir essa
transferéncia de umidade entre os alimentos e o ambiente, isso consequentemente ira atuar de
forma positiva aumentando a vida Gtil do produto.

A medicdo da permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada por
gravimetria baseada no método ASTM E96-92 (MCHUGH et al., 1994) com modificagdes.
Os filmes foram selados no topo de uma célula de permeacéo (Figura 6) contendo 50 mL de
agua destilada (100% UR, 2337 Pa, pressdo de vapor de agua 20°C). As células foram pesadas
em intervalos de 2 h durante 8 h e acondicionadas em um dessecador a 25 °C a 10% de UR

contendo silica, onde a circulacdo de ar constante fora da célula de teste foi realizada usando
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um ventilador em miniatura. Condigdes de pressdo de dgua em estado estacionario e uniforme
foram assumidas no sistema e a inclinagdo da curva que representa a perda de peso em fungéo
do tempo foi obtida por regressao linear. A medida (PVA) dos filmes foi determinada da

seguinte maneira:

PVA =(WVTR x L)/ AP, Eq. (7)

onde, WVTR ¢ a taxa de transmissdo de vapor de gua (g x m2h) medida através
do filme (calculado a partir da inclinacdo da curva dividida pela &rea do filme), L é a
espessura média do filme (m) e AP ¢ a diferenga de pressdo parcial de vapor da &gua (atm) nos
dois lados do filme. Para cada tipo de filme foram realizadas trés repeticfes. A espessura de
cada amostra foi medida utilizando-se um micrémetro digital (Digimess, Sdo Paulo, Brasil),
em nove diferentes posi¢cdes de cada amostra avaliada. Os valores médios foram utilizados
para calcular a permeabilidade ao vapor de agua.

Figura 6 — Células de permeacdo para determinacdo da PVA contendo filme comestiveis de

polissacarideo sulfatado extraido da Hypnea musciformis.

4.9.2.2 Solubilidade

A solubilidade é definida como a porcentagem da matéria seca do filme apds 24 h
de imersdo em agua destilada (GONTARD et al., 1992). A matéria seca inicial dos filmes foi
determinada por secagem de discos com 2 cm de diametro em uma estufa, a 100°C, durante
24 h. Apos este periodo, os discos foram pesados e imersos em 50 mL de &gua destilada, com

agitacdo periodica de 76 rpm através de uma mesa agitadora orbital SL 180 (marca SOLAB),
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por 24 h a 25°C (Figura 7). Ap6s o processo de agitacdo, os filmes foram retirados e secos
(100 °C por 24 h) para determinar a matéria seca final. A solubilidade foi expressa como
sendo a diferenca entre a matéria seca inicial e final em relagdo a matéria seca inicial. Os

testes foram realizados em triplicata.

Figura 7 — Mesa agitadora contendo filme comestiveis de polissacarideo sulfatado extraido da

Hypnea musciformis para determinacéo da solubilidade.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.9.3 Propriedade 6ticas

4.9.3.1 Cor

A cor dos filmes foi determinada com um colorimetro Minolta (Sensing, o
SpectraMagic NX, Minolta, Japdo) utilizando uma escala L*, a*, b* do sistema CIELab,
desenvolvido por Hunter (1975). Onde L* varia de preto a branco (0 a 100), a* varia do
verde ao vermelho ( -60 a +60) e b* varia de azul a amarelo (-60 a +60), (Figura 8). O espaco
de cor L*a*b* foi criado ap0ds a teoria de cores opostas, onde duas cores ndo podem ser
verdes e vermelhas a0 mesmo tempo, ou amarelas e azuis a0 mesmo tempo. Nove repeticdes

foram realizadas para cada amostra de filme.
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Figura 8 — Sistema para cor através do método de Hunter.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.9.3.2 Opacidade

A opacidade dos filmes foi determinada usando um medidor de cor e de acordo
com a escala de cores Hunterlab. Seguindo este método, a opacidade (Y) foi calculada como a
razdo entre a opacidade de cada amostra sobre o padrdo preto (Yb) e a opacidade de cada
amostra no padrdo branco (Yw). De trés repeticdes de cada amostra de filme foram
determinados aleatoriamente trés Yb e Yw e a média deles foi utilizada para a realizacdo dos

calculos. Os resultados foram expressos em percentagem.
Opacidade (Y %) = ;’—5’ X100 Eq. (8)
W

4.9.4 Avaliacéo das propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas existentes nos materiais determinam a resposta destes
as influencias mecénicas externas, ou seja, estando associadas a capacidade de desenvolver
deformacdes reversiveis e irreversiveis e de apresentar resisténcia a quebra. O teste mais
utilizado para medir forca mecénica é o teste de tracdo, onde podem ser derivadas as
propriedades de resisténcia a tracao, elongacdo, forca resultante e modulo de elasticidade. As
propriedades mecénicas sdo medidas pela deformacdo que uma amostra pode sofrer e pelo

monitoramento da forca e deformacdo até que se rompa (OLIVEIRA et al., 1996).
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4.9.4.1 Corpos de prova

Os corpos de prova utilizados para os ensaios mecénicos foram cortados por uma
prensa estampadora pneumatica (Figura 9), cuja pressdo de operacéo utilizada foi de sete bar e
acondicionados em um dessecador contendo nitrato de magnésio hexahidratado (Mg (NO3)2 X
6H.0) para manté-los em um ambiente com umidade relativa e temperatura em torno de 50 £

5% e 24 + 2°C, respectivamente, por no minimo 40 h até o momento das analises.

Figura 9 — Prensa estampadora pneumatica utilizada para corte dos filmes (corpos de

prova).

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.9.4.2 Ensaio de tracao

Os ensaios de tracdo (tensdo méaxima de ruptura e deformacdo na ruptura) para
caracterizagdo mecénica dos filmes foram realizados seguindo as orientagdes da ASTM-D-
882-91 (1991). Os corpos de prova com comprimento de 63,24 mm e largura de 12,86 mm
foram afixados por meio de garras acopladas a uma travessa movel da Maquina Universal de
Ensaio, seguindo as orientacfes da ASTM-D-882-91. A taxa de deformacdo de tracdo €
controlada pelo mecanismo de direcionamento, enquanto a tenséo de tragdo sustentada pela

amostra é registrada pela célula de carga, ambos acoplados a travessa fixa.
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O equipamento utilizado para anélise foi o EMIC (Figura 10), com uma célula de
carga de 100 N. A velocidade de tracionamento utilizada foi de 50 mm/min, sendo a distancia
inicial entre as garras de 30 mm. A tensdo maxima de ruptura foi expressa em MPa e
calculada dividindo a forca méaxima (N) necessaria para romper 0 corpo de prova pela area
inicial transversal (m2) da amostra. A deformacdo na ruptura foi calculada como sendo a
razdo entre o comprimento final no ponto de ruptura da amostra pelo comprimento inicial da
amostra (30 mm) e expressa em porcentagem. Os ensaios foram realizados em quintuplicatas

para cada amostra.

Figura 10 — Corpo de prova acoplado ao equipamento do (EMIC)

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.10 Avaliacdo da atividade antimicrobiana das solugdes filmogénicas

A avaliacdo da atividade antimicrobiana das solugdes filmogénicas foi realizada
frente a quatro cepas padrdes: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella enterica ATCC 13076 e Vibrio parahaemolyticus 10C 18950. As cepas
foram crescidas em agar de soja tripitca (TSA) e, para o caso especifico de Vibrio
parahaemolyticus, foi adicionado 1% (p/v) de NaCl na composi¢do do TSA. As cepas foram
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incubadas em estufa bacterioldgica a 35 °C por 24 h.

4.10.1 Bactérias-teste
4.10.1.1 Preparo dos in6culos bacterianos

Das culturas crescidas em TSA a 35 °C por 24 h, foi retirada uma porgéo do
indculo e homogeneizada em 9 mL de solucédo salina 0,85% de cloreto de sodio (p/v) para S.
aureus, E. coli, S. enterica e 9 mL de solucdo salina 1,0% de cloreto de sodio (p/v) para V.
parahaemolyticus até se obter uma turvacdo equivalente a turbidez 0,5 na escala de
McFarland. A absorbéancia foi aferida em espectrofotdmetro (Micronal), sendo considerado o
intervalo entre 0,08 e 0,10 em um comprimento de onda de 625 nm. A turbidez Optica
comparavel a solucdo padrdo 0,5 de McFarland equivale a uma suspensdo contendo,
aproximadamente, 1 x 108 unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC / mL) (CLSI,
2013).

Cada bactéria-teste, com concentracdo do inéculo ajustada, foi inoculada, em
duplicata, em placas contendo agar Mueller-Hinton sem adicdo de NaCl para S. aureus, E.
coli, S. enterica e com adicao de 1% de NaCl (p/v) para V. parahaemolyticus, com auxilio de
um swab de algodéo estéril (CLSI, 2013). Em cada placa com o meio de cultura inoculado
com a bactéria-teste, foram perfurados trés pocos de seis mm de didmetro com o auxilio de
um perfurador de inox esterilizado. No primeiro pogo foi adicionado uma aliquota de 50 pL
da solucdo filmogénica do PS na concentracdo de 2,0%, no segundo poco, 0 mesmo volume
de agua destilada estéril e no terceiro poco a solucdo de 0,25% de acido cafeico.

As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 35°C por 48 h. Apds o
periodo de incubacdo, cada placa foi conferida para avaliacdo da atividade antimicrobiana. A
presenca de um halo transparente ao redor dos pocos confirmaria o resultado qualitativo
positivo da acdo antimicrobiana. Para essa analise inicialmente utilizou-se a concentracdo de
2,0% do polissacarideo com intuito de avaliar a eficiéncia do material em sua menor
concentragdo. Em caso positivo encerra-se a andlise tendo em vista que, nas demais
concentragdes (3,0 e 4,0 % de PS) a resposta continuaria sendo satisfatoria, em caso negativo,
os testes continuariam para as demais concentracGes de solugdo filmogénica do PS do

presente estudo.
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4.11 Custo de producéo para as solugdes filmogénicas

A partir de 15 g foi determinado o preco da carragenana extraida, sem considerar
0s custos com a energia elétrica e dgua para entdo determinar os precos da solugdo por litro

produzido.

4.12 Andlises Estatisticas

Os resultados foram avaliados usando a andlise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. A analise
estatistica foi realizada utilizando o software STATISTICA (versdo 10, STATISTICA Statsoft
Inc., US).
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5 RESULTADOS

5.1 Composicgao centesimal da alga Hypnea musciformis

No presente estudo os resultados no teor de nutrientes foram expressos por 100 g
de peso seco para ser possivel comparar os valores referentes desses compostos. A
composicdo centesimal aproximada alga Hypnea musciformis estava na faixa de valores
relatados para outras espécies de algas marinhas. Além dos valores nutricionais mencionados
no presente estudo, as algas possuem uma vantagem frente aos outros produtos marinhos
como os baixos niveis de compostos alergénicos, 0 que torna o uso dessas macroalgas uma
alternativa aos produtos marinhos com altos compostos alérgicos (NOGUCHI et al., 1994;
FLEURENCE et al., 2012).

O resultado referente a umidade (20,9%) encontra-se dentro da faixa descrita
como zona de adsorcdo primaria, local onde os alimentos que possuem umidade inferior a
30% estdo livres da proliferacdo de microrganismos, pois a agua esta fortemente ligada ao
alimento impendido que se forme solucdes diluidas que servirdo de substrato para 0s
microrganismos poderem se desenvolver (BELFORT, 2012). Esse valor foi bem superior a
dados encontrado para H. musciformis, H. spinella e G. cdrnea onde apresentaram umidade de
8,63%, 8,11% e 7,29% respectivamente (VIEIRA et al., 2005). Algas da espécie Scenedesmus
obliquus também apresentaram valores de umidade inferiores ao encontrado no presente
estudo (10,37%) (SILVA et al., 2020).

O conteudo de proteina no presente estudo foi de 14,37 % esse valor encontra-se
dentro da faixa de algas vermelhas (10-30%), porem foi inferior ao nivel encontrado nas algas
H. musciformis, H. spinella e G. cdrnea onde apresentaram 27,13%, 25,9% e 21,54% de
proteina respectivamente (VIEIRA et al., 2005), nas algas vermelhas, Palmaria palmata
18,4% (MERCER et al., 1993, Mai et al., 1995a) e nas algas da espécie Scenedesmus
obliquus (40,42%) (SILVA et al., 2020). O teor referente a proteina difere de acordo com a
espécie, as algas pardas possuem um conteudo baixo, em torno de 5-15% do peso seco,
enquanto as algas verdes e vermelhas apresentam valores entre 10-30% do peso seco. Esses
valores estdo de acordo com dados encontrados na literatura descritos para outras algas
vermelhas do filo Rhodophyta que varia de 10 a 25% (FLEURENCE, 2004).

O valor de lipidio 0,69% foi inferior a normalidade descrita para algas (1-5%).
Esse resultado se assemelha com o encontrado por SILVA et al., 2020 para a alga
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Scenedesmus obliquus que foi de 05,57%. Dados encontrados por VIEIRA et al., 2005
encontram se dentro da normalidade estabelecida para as algas, valores de lipidio (2,45%,
1,99% e 2,36%) foram descritos para as algas H. musciformis, H. spinella, G. cdrnea
respectivamente. Apesar de possuirem um baixo teor de lipidios, as algas apresentam elevado
teor de acidos graxos insaturados (PUFA), isso se torna importante, pois os PUFA"s sdo
benéficos na alimentacdo, sendo alguns essenciais ao metabolismo, e somente adquiridos
através dos alimentos (PATARRA, 2008).

As algas do presente estudo apresentaram 21,28% de contedo de cinzas, valores
O teor de cinzas da espécie Hypnea musciformis 21,28% do presente estudo foi superior ao de
outras espécies do mesmo género H. pannosa (15%) e H. japonica (19%), porem inferior
guando comparada a H. charoide (23-35%). O alto teor de cinzas nas algas resulta do
carbonato de célcio que limita a presenca de outros nutrientes e reduz a digestibilidade dos
nutrientes (WONG e CHEUNG, 2000).

5.2 Rendimento do polissacarideo sulfatado da alga H. musciformis

A metodologia aplicada para a obtencdo do rendimento de polissacarideos pode
ser de origem enzimatica, acida e/ou aquosa, sofrendo variacdes em seu resultado de acordo
com a espécie e época do ano em que a alga sera coletada (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967).
A alga vermelha Hypnea musciformis do presente estudo foi sujeita & extracdo de
polissacarideos sulfatados em meio aquoso tendo como resultado um rendimento de 28,41% e
ndo foi detectada a presenca de contaminantes proteicos.

Esse resultado foi superior ao encontrado por (NISHIKAWA, 2017) onde obteve
24% de rendimento ao extrair alginato da alga marinha Sargassum filipendula.

Os valores de rendimentos encontrados por (AZIZA et al., 2008) do ficocoldide
atingiram 34,5% em agosto e 13,5 em setembro do ano em estudo, no ano seguinte tais
valores de rendimento foram de 41,0% para setembro e 23,4% em novembro confirmando
que, apesar dos autores utilizarem a mesma metodologia de extracdes e espécie de alga
marinha, ocorreram varia¢es nos resultados. Isso pode ser explicado pela sazonalidade em

que as algas foram estudadas avaliadas.
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O resultado do presente estudo difere do valor encontrado por (RODRIGUES et
al., 2009) onde realizaram trés extracGes de polissacarideos sulfatados da alga marinha

vermelha Halymenia pseudofloresia e obtiveram como rendimento final um valor de 47,14%.

5.3 Degradacdo térmica do polissacarideo sulfatado da Hypnea musciformis

5.3.1 Analise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) da carragenana foi
realizada com o objetivo de verificar as transi¢fes fisicas e/ou quimicas ocorridas durante o
processo de decomposicdo do polimero. O comportamento térmico da curva de DSC para o
PS extraido da alga vermelha H. musciformis no intervalo de temperatura de 25°C a 400°C (1)
(Figura 11).

Figura 11 — Andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) do PS da H. musciformi
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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O primeiro evento térmico (ponto 1) apresentou uma transi¢do endotérmica, com
temperatura 137°C, provavelmente pode ter ocorrido a fuséo do PS, pois 0 aquecimento acima
da temperatura de cristaliza¢do resulta no surgimento de um pico endotérmico na curva de
fluxo de calor, correspondendo a temperatura de fusdo, que esta relacionada a um movimento
significativo das cadeias moleculares devido a desestruturacdo dos cristais pelo aumento da
temperatura (DAVANGCO, 2006). Ja para o segundo evento térmico (ponto 2) a curva

apresentou uma transicéo exotérmica a 170,8°C, tal pico indica a degradacdo do polimero.

5.3.2 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A variacdo da massa inicial corresponde a perda de moléculas de agua presente na
amostra (Figura 12). Posteriormente, surge um pico bastante acentuado em torno de 206°C, o
qual pode ser relacionado com a degradacdo do polimero. Em seguida, em torno de 422°C
pode ocorrer a decomposicdo térmica de outros constituintes organicos, assim como também

pode estar associado. O residuo da amostra em 600°C foi em torno de 10%.

Figura 12 — Andlise termogravimétrica (TGA) da kappa-carragenana extraida da alga marinha
vermelha (Hypnea musciformis).
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5.3.3 Andlise de Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

O espectro vibracional do polissacarideo sulfatado obtido por extracdo aquosa da
alga H. musciformis (Figura 13) apresentou bandas caracteristicas dos principais grupamentos
quimicos que constituem a kappa carragenana. As bandas em 3390 e 2930-2850 sdo referentes
aos grupos hidroxila e vibragdes de estiramento simétrica e assimétrica de C-H em grupos
metileno. A presenca da unidade 3,6-anidro-alfa-D-galactopiranose pode ser verificada através
das bandas referentes aos estiramentos simétrico e assimétrico da ponte C-O em 1070 e 930
cm-1, respectivamente (PEREIRA et al., 2013).

Figura 13 — Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
para o PS extraido da H. musciformis na faixa de 4000 a 500 cm™.
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Abanda em 1160 indica a presenca de vibracgdes de estiramento da ligacdo C-O-C
das ligacdes glicosidicas (ALVES et al., 2016). O grupamento sulfato, bem como a sua
localizacdo na unidade de D-galactose, foram verificados através das bandas em 1232
referente as vibracOes de estiramento assimetricas de O=S=0 e das bandas em 845 atribuida a
ligacdo éster sulfato em C4 (C-O-SO4) e em 705 atribuida ao grupo sulfato em C4
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(COSENZA et al., 2014).

A anélise de FT-IR do H. musciformis resultou em uma boa explanacdo de bandas
caracteristicas de agarocoldides estando de acordo com diversos resultados obtidos por outros
autores (RHEIN-KNUDSEN et al., 2017; SELVALAKSHMI et al., 2017; SOUZA et al.,
2012; MACIEL et al., 2008).

5.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H e 13C)

Carragenanas diferenciam-se estruturalmente a partir dos tipos de substituintes,
grau de ramificacdo e padrao de sulfatacdo. Os principais substituintes, aléem do grupo sulfato,
sdo piruvato e metoxila (COSENZA et al., 2014). Com a finalidade de verificar a presenca de
outros substituintes e confirmar a estrutura da kappa-carragenana realizou-se analise de RMN
'H e 13C. Desta forma, o espectro de carbono do polissacarideo sulfatado obtido por extracio
aquosa da alga H. musciformis (Figura 15) apresentam sinais caracteristicos dos carbonos
anoméricos das unidades de galactose 4 — sulfatada (& 102,4 ppm) e 3,6-anidro-alfa-D-
galactopiranose (6 94,9 ppm) (COSENZA et al., 2014; ALVES et al., 2011).

Figura 14 — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN !H e 3C) para o PS
extraido da H. musciformis (ligacao éster sulfato no anel de galactose).

..................................................

5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 ppm

Fonte: Elaborado pelo autor.

A localizacdo da ligagéo éster sulfato no anel de galactose pode ser verificada no
espectro de RMN H (Figura 14) e *C através do deslocamento quimico em 4,84 ppm
referente ao proton ligado ao carbono 4 sulfatado desta unidade (ALVES et al., 2011).

A localizacdo da ligacédo éster sulfato no anel de galactose pode ser verificada no

espectro de RMN 1H (Figura 14) e 13C através do deslocamento quimico em 4,84 ppm
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referente ao proton ligado ao carbono 4 sulfatado desta unidade (ALVES et al., 2011). N&o
foram identificados outros substituintes, além do sulfato, de acordo com os resultados obtidos.
Os demais deslocamentos quimicos sdo bem descritos na literatura e referem-se aos carbonos
e hidrogénios que constituem a cadeia estrutural polissacaridica (ROCHAS; LAHAYE, 1989;
ALVES et al., 2011; COSENZA et al., 2014).

Figura 15 — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN !H e 3C) para o PS
extraido da H. musciformis (sinais caracteristicos dos carbonos anoméricos das unidades de
galactose 4 — sulfatada (6 102,4 ppm) e 3,6-anidro-alfa-D-galactopiranose (6 94,9 ppm).

o4 anomerica 3 6 anidro-galactopiranose
¢1 - galactose 4 sulfatada

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.5 Determinacdo do perfil eletroforético da carragenana por eletroforese em gel de

agarose

A eletroforese em gel de agarose revelou que o PS da espécie H. musciformis
apresenta uma banda polidispersa ao longo do gel (Figura 16). A metacromasia nao foi téo
intensa revelando uma amostra com pouca carga negativa em relacdo a quantidade de
grupamento sulfato existente, uma vez que o azul de toluidina é capaz de se associar a
compostos sulfatados e apresentar uma coloracéo violacea.

Esse resultado se assemelha aos achados por ANDRADE (2016) onde em seus
experimentos com exemplares da alga vermelha S. filiformis também revelaram que o PS da

espécie em estudo apresentou uma banda polidispersa ao longo do gel.
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Figura 16 — Revelagdo das fracdes de k-CAR obtidas da alga marinha vermelha H.
musciformis por eletroforese em gel de agarose a 0,5%, corados com azul de toluidina a 1,0%.

gg—— N
DS——
HEP —

a = Origem

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: CS (Sulfato de Condroitina,) DS (Sulfato de Dermatan) HEP (Heparina).

5.4 Producdo e caracterizacdo dos filmes de polissacarideo sulfatado da alga vermelha
Hypnea musciformis

5.4.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos filmes

A anélise de FTIR foi realizada com intuito de avaliar as interagdes entre 0s
diferentes componentes utilizados nas formulacdes dos filmes. A banda de 3380 cm™ ocorre
devido a frequéncia de estiramento do grupo OH em filmes compostos por carragenana. A
banda em torno de 2919 cm™ corresponde a vibragdo de alongamento C-H. A presenca de
agua é confirmada pelas bandas de absor¢do a 1647 cm™ (Figura 17). As faixas de 998 a 1148
cm* podem ser evidenciadas nas bandas de absorcdo de glicerol correspondentes as vibragoes
das ligacbes CC e CO (RAMOS et al., 2013).
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Figura 17 — Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
dos filmes de carragenana (2,0; 3,0; e 4,0%) obtido da alga vermelha H. musciformis com
diferentes concentracdes de glicerol (0,0; 1,0 e 1,5%) e acido cafeico (0,25%).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os espectros de FTIR dos filmes controle (carragenana) mostraram padrdes
semelhantes nas posicdes das bandas caracteristicas do polissacarideo, indicando a boa
miscibilidade dos filmes com seus componentes. As regides esticadas exibiram miscibilidade
e interacBes intermoleculares entre os componentes. A banda do grupo fendlico no acido
cafeico que ocorre em 3172 cm™. Os espectros de FTIR dos filmes ndo estdo separados em

blocos pois ndo existe diferenca entre as principais bandas.

5.4.2 Aspecto visual e manuseabilidade

A caracterizacdo visual revelou que os filmes do PS incorporados com diferentes
concentragOes de glicerol e acido cafeico mostraram-se com boa flexibilidade, suavidade,
textura homogénea, facilmente removidos das placas de fundi¢cdo e com bom aspecto visual. A
boa resisténcia ao manuseio também foi observada, semelhante a resultados obtidos nos

filmes compostos a base de k-carragenana e pectina (ALVES et at., 2010) e nos filmes a base
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de k-carragenana (NOURI et al., 2020).

Figura 18 — Filmes elaborados com polissacarideo sulfatado (2,0; 3,0; e 4,0%) obtido da alga
vermelha H. musciformis com diferentes concentragdes de glicerol (0,0; 1,0 e 1,5%) e 0,25%
de &cido cafeico.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: FiguraA—-2,0PS+0,0G +0,0AC; FiguraB -2,0PS+10G+0,25AC; FiguraC-20PS+15 G
+ 0,25 AC; FiguraD -3,0PS+0,0G + 0,0 AC; FiguraE-3,0PS+1,0G + 0,25 AC; FiguraF-3,0PS+15G
+ 0,25 AC; FiguraG - 4,0PS+0,0G+0,0 AC; FiguraH-4,0PS+1,0G + 0,25 AC e Figural —4,0PS+ 1,5
G + 0,25 AC. PS = Polissacarideo Sulfatado; G= Glicerol e AC = Acido cafeico.

Quanto maior a concentracdo de PS e dos demais compostos na formulacdo, mais
escuro e menos transparente se tornou o filme (Figura 18). Os filmes incorporados com
diferentes concentracdes de glicerol e &cido cafeico tinham um aroma agradavel (comparado
ao filme controle), o que pode ser vantajoso quando usado para fins de embalagem
comestivel.

Geralmente os filmes comestiveis a base de biopolimeros atuam na protecdo
contra umidade, funcionam como carreadores de aditivos alimentares, sdo biodegradaveis,
possuem boas propriedades de barreira e mecanicas. Essas caracteristicas melhoram a
aparéncia dos alimentos, preservam suas propriedades durante a estocagem e manipulagéo,
mantendo as caracteristicas sensoriais e propriedades de textura nos produtos.
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5.4.3 Propriedades de barreira

5.4.3.1 Permeabilidade ao vapor de 4gua

Os valores de permeabilidade ao vapor da agua (PVA) e espessura (média +
desvio padrdo) para cada uma das formulacGes de filmes produzidos, com diferentes
combinacBes de PS, glicerol e acido cafeico, estdo representados na tabela 3. Os valores de
espessura dos filmes variaram de 0,54 + 0,03 a 0,32 + 0,01 mm. A medida em que 1,0% de
glicerol foi incorporado nos filmes a espessura destes aumentaram, isso também foi observado

guando 1,5% do plastificante foi incorporado.

Tabela 1 — Valores de Permeabilidade ao vapor da agua (PVA) e espessura (média + desvio
padrdo) dos filmes de polissacarideo sulfatado (2,0; 3,0; e 4,0%) obtido da alga vermelha H.
musciformis com diferentes concentracGes de glicerol (0,0; 1,0 e 1,5%) e 0,25% de &cido
cafeico.

Permeabilidade ao
Concentrac0es (%) vapor de agua - Espessura (mm)
PVA (g/m.dia.atm)

20PS+0,0G+0,0AC 1,30 £0,07 2 0,32 +0,01
20PS+10G+025AC 1,39 + 0,092 0,34 + 0,02
20PS+15G+0,25AC 1,40 £ 0,062 0,36 + 0,01
30PS+0,0G+00AC 1,66 +0,05° 0,46 + 0,03
30PS+1,0G+0,25AC 1,77 + 0,02 ¢ 0,48 + 0,01
30PS+15G+0,25AC 1,82 +2,37" 0,50 + 0,02
40PS+0,0G+00AC 1,94 + 0,05¢ 0,52 + 0,01
40PS+10G+0,25AC 2,05 + 0,264 0,53 +0,03
40PS+15G+0,25AC 2,09 + 0,259 0,54 + 0,03

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: PS = Polissacarideo Sulfatado; G = Glicerol e AC = Acido cafeico. As médias mais o desvio padrio
com letras distintas possuem diferenca estatisticamente significativa entre si pelo teste de Tukey (ANOVA
p<0,05).
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A espessura, umidade, entre outros fatores podem influenciar na eficiéncia dos
filmes. Geralmente filmes mais espessos apresentam menores valores de PVA, isso ocorre,
pois, a espessura influencia na taxa de transferéncia de vapores e solutos (GENNADIQOS;
WELLER; GOODING, 1994; MCHUGH; KROCHTA, 1994). A capacidade que uma
embalagem de alimento possui para diminuir a transmissdo de umidade da atmosfera imediata
para o produto é determinada pela PVA, uma das propriedades mais importantes dos filmes
comestiveis (SHAIKH et al., 2019). A PVA deve ser o mais baixa possivel com o intuito de
diminuir a transferéncia de umidade entre os alimentos e o ambiente circundante e, assim,
aumentar sua vida util do produto.

Os valores encontrados para PVA dos filmes a base de PS do presente estudo
variaram de 2,09 £ 0,25 a 1,30 £ 0,07 g/m.dia.atm. A adicao de 1,0% de glicerol aumentou o
valor de PVA, essa tendéncia continuou quando 1,5% do plastificante foi incorporado nos
filmes, isso ocorre devido a maior afinidade do sistema em atrair moléculas de agua, pois 0s
plastificantes apresentam comportamento hidrofilico. A medida em que a concentragdo da
matriz polimérica foi elevada ocorreu em um aumento da PVA, resultado da afinidade que
esse PS possui com a agua.

Apesar dos filmes possuirem em sua formulagdo um composto fendlico (&cido
cafeico) configurando uma propriedade hidrofébica desse composto, ou seja, atuando para
impedir o transporte de agua através dos filmes isso ndo foi evidenciado no presente estudo.
Essa contradicdo pode ser explicada pela concentracdo em que o composto foi adicionado a

solucdo filmogénica.

5.4.3.2 Solubilidade

Os valores de solubilidade e peso (média + desvio padrdo) para cada uma das
formulagdes de filmes produzidos com diferentes combinac6es de PS, glicerol e acido cafeico
do presente estudo estdo representados na tabela 2, os valores variaram de 96,18 a 82,24%.
Verificou-se que houve uma diminui¢do na solubilidade dos filmes com o aumento na

concentracéo de glicerol, ou seja, o plastificante teve um efeito positivo.
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Tabela 2 - Valores de Solubilidade e peso (média + desvio padrdo) dos filmes de
polissacarideo sulfatado (2,0; 3,0; e 4,0%) obtido da alga vermelha H. musciformis com
diferentes concentracdes de glicerol (0,0; 1,0 e 1,5%) e 0,25% de acido cafeico.

Concentracdes (%) Solubilidade (%) Peso (mg)
20PS+0,0G+0,0 AC 96,18 + 2,30% 0,18 £ 0,01
20PS+10G+0,25AC 89,73 £2,44% 0,32 £0,01
20PS+15G+0,25AC 88,05 + 2,49 0,34 £ 0,02
30PS+0,0G+0,0 AC 90,36 + 3,322 0,36 £ 0,01
30PS+10G+0,25AC 91,65+ 1,53° 0,46 + 0,03
30PS+15G+0,25AC 90,73 +4,92% 0,48 £ 0,01
40PS+0,0G+0,0 AC 84,78 + 2,072 0,50 £ 0,02
40PS+10G+0,25AC 84,77 £ 0,462 0,52 £0,01
40PS+15G+0,25AC 82,24 +£0,23% 0,53 +£0,03

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: PS = Polissacarideo Sulfatado; G = Glicerol e AC = Acido cafeico. As médias mais o desvio padrio
com letras distintas possuem diferenga estatisticamente significativa entre si pelo teste de Tukey (ANOVA
p<0,05).

A natureza hidrofilica do glicerol diminui as interacdes entre as moléculas de
biopolimero, consequentemente, aumenta a atracdo da &gua para a matriz polimérica,
resultando em regies mais mdveis com maiores distdncias entre as cadeias. Filmes
elaborados a base de amido e carragenana demonstraram 0 mesmo comportamento dos
valores de solubilidade do presente estudo (SANDHU et al., 2020).

A interacdo que ocorre entre 0 amido e a carragenana gera um maior grau de
compactacdo de suas matrizes, isso ocorreu por que, ambas as variaveis independentes
apresentaram efeito negativo na solubilidade dos filmes, isso foi relatado anteriormente por
filmes elaborados de amido de 16tus / proteina de soro de leite / casca de psyllium (SUKHIJA
et al., 2016). A diminuicdo da solubilidade também pode ser relacionada com a presenca do
acido cafeico, resultados similares referentes a solubilidade de filmes a base de &cido cafeico
com quitosana foi descrito por NUNES et al. (2013).

Os produtos alimentares podem exigir filmes insolGveis em agua para melhorar
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sua vida util e resisténcia a agua outro ndo, como no caso onde a solubilizagdo do filme na
agua antes do consumo do produto é importante em aplicagdes como encapsulamento de
alimentos ou aditivos. Assim, quando analisada em particular essa propriedade deve ser

interpretada de acordo com a necessidade do produto SANDHU et al. (2020).

5.4.4 Propriedades dticas

5.4.4.1 Cor e opacidade

Os valores de luminosidade (L*), a* e b* e opacidade (média + desvio padrao)
para cada uma das formulacdes de filmes produzidos, com diferentes combinacdes de PS,

glicerol e &cido cafeico, estdo representados na tabela 3.

Tabela 3 - Valores de Luminosidade, a*, b* e Opacidade (meédia + desvio padrdo) dos filmes
de polissacarideo sulfatado (2,0; 3,0; e 4,0%) obtido da alga vermelha H. musciformis com
diferentes concentragdes de glicerol (0,0; 1,0 e 1,5%) e &cido cafeico (0,25%).

Concentracgoes L x ” " Opacidade
(%0) (%)
20PS+00G+00AC 91,30+1,31% 0,08+0042 525+049° 299+0,78°
20PS+10G+025AC 9291+1,77% 0,17+006%  571+131°> 2710612
20PS+15G+025AC 92,88+048% 0,12+001* 570+0,36° 2,25+0,39°2
30PS+00G+00AC 9133+044% -0,32+0,01* 837+0562% 3,82+0,32°
30PS+10G+025AC 9330+0,09° -042+0,03% 860+0,20% 4,88+0,45°
30PS+15G+025AC 92,21+0,66% -040+0,02° 840+049% 476+0,25"
40PS+00G+00AC 91,16+1,18% 0,36+0,06 9,00+1,082 4,17+0,20°2
40PS+10G+0,25AC 92,22+0,08® 0,27+0,01®® 905+0,152 297+0,05°
40PS+15G+00AC 91,80+0,79% 0,24+0,03% 888+0,912 277+014%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: PS = Polissacarideo Sulfatado; G = Glicerol e AC = Acido cafeico. As médias mais o desvio padréo
com letras distintas possuem diferenca estatisticamente significativa entre si pelo teste de Tukey (ANOVA
p<0,05).

As diferentes concentracdes dos filmes a base de PS incorporados de &cido
91,16 + 1,18 para a
luminosidade. N&o houve diferencas significativas (p<0,05) com o aumento da concentracdo

cafeico e glicerol apresentaram uma variacdo de 93,30 £ 1,31 a
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do polimero nem com a adigdo de 1,0% de plastificante. Os valores de a* (eixo verde —
vermelho), para o presente trabalho variaram de -0,42 + 0,03 a 0,36 = 0,06 ndo ocorrendo
diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos. Os valores negativos encontrados para
0 parametro *a indicam uma leve predominancia para a cor verde.

Os valores de b* (eixo azul — amarelo) apresentaram a seguinte variacdo 5,25 +
0,49 a 9,05 £ 0,15. N&o houve diferencas significativas (p<0,05) para os filmes de 3,0 e 4,0%
de PS com maior predominancia da coloracdo amarela devido as maiores concentracdes do
polimero estarem presentes nessas formulagcoes, porém estes diferiram dos filmes de menor
concentracdo de polissacarideo em estudo. A opacidade do presente estudo variou de 2,25 +
0,39 a 4,88 + 0,45. Tais valores praticamente ndo diferem entre si (p<0,05), sendo observado
maior valor de opacidade para o filme com 3,0% de PS e 1,0% de glicerol.

Testando o efeito de diferentes concentraces de emulsificantes nas caracteristicas
de filmes a base de carragenana HANANI et at. (2018) obtiveram valores proximos aos do
presente estudo para os parametros *L e opacidade que foram, respectivamente 87,36 + 0,49 e
4,30 £0,22. No trabalho desenvolvido por NAZURAH et at. (2017) onde ocorreu a
caracterizacdo fisico-quimica de filmes a base carragenana incorporados a varios Oleos
vegetais, obteve-se o valor de 3,93 £ 0,08 referente a opacidade, valor que se assemelha ao do
presente estudo.

Resultados bem semelhantes ao presente estudo podem ser visualizados no
trabalho de THAKUR et at. (2016) onde ao caracterizarem filme comestivel biodegradavel de
amido de arroz, obtiveram valores de 95,52 + 0,2 para luminosidade, —0,31 + 0,00 para o
valor de *a, 5,03 + 0,25 referente ao *b e 8,48 + 0,57 para opacidade, valores bem préximos
aos do presente estudo.

Dada a importancia da luz no processo de oxidacdo dos alimentos, a propriedade
de barreira a luz dos filmes de embalagem é uma funcdo essencial para proteger alimentos
sensiveis a luz. Neste estudo, a incorporacdo de 1,0% de glicerol e 0,25% de acido cafeico nos
filmes composto de 3,0% de PS resultou em filmes mais escuros (*L 93,30 £+ 0,09) com mais
vermelhiddo e amarelecimento. Filmes com uma coloracdo mais intensa podem oferecer
maior protecdo aos alimentos embalados contra descoloracdo, sabores desagradaveis e perdas

de nutrientes causadas pela oxidacéo induzida pela luz (ALIABADI et al., 2018).


https://www.mendeley.com/authors/57192395924
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813016306390#tblfn0010
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5.4.5 Avaliacéo das propriedades mecanicas

5.4.5.1 Ensaios mecanicos

Os valores das propriedades mecanicas (média + desvio padrdo) para cada uma
das formulacdes de filmes produzidos, com diferentes combinacfes de PS, glicerol e acido

cafeico, estdo representados na tabela 4.

Tabela 4 — Valores das propriedades mecénicas (média + desvio padrdo) dos filmes de
polissacarideo sulfatado (2,0; 3,0; e 4,0%) obtido da alga vermelha H. musciformis com
diferentes concentragdes de glicerol (0,0; 1,0 e 1,5%) e &cido cafeico (0,25%).

Coneetrastes (34 T ™ e Rupnora- R 06
2,0PS+0,0G+0,0 AC 8,67 +0,86 ° 1,54 40,412
2,0PS+1,0G+0,25AC 7,36 0,412 1,93 40,632
20PS+15G+0,25AC 6,04 + 0,472 1,12+ 0,092
30PS+0,0G+0,0 AC 16,74 +1,71¢ 2,18+0,352
30PS+1,0G+0,25AC 11,60 +0,77° 2,96 +0,60°
30PS+15G+0,25AC 14,35 + 2,23 1,70 0,582
40PS+0,0G+0,0 AC 25,52 +0,31° 3,27 +0,07°
40PS+1,0G+0,25AC 23,31 +0,96% 3,15+ 0,34
40PS+15G+0,25AC 21,97 +1,75¢ 3,17 +0,35"

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: PS = Polissacarideo Sulfatado; G = Glicerol e AC = Acido cafeico. As médias mais o desvio padréo
com letras distintas possuem diferenca estatisticamente significativa entre si pelo teste de Tukey (ANOVA
p<0,05).

As propriedades de tracdo determinam a capacidade que os filmes comestiveis
possuem em suportar uma forca externa e manter sua integridade sem romper. Essa
propriedade se torna importante pois afeta a aplicacdo e consequentemente o transporte e
manuseio dos produtos embalado nesses filmes (SHAIKH et al., 2019). A resisténcia a tracdo

de filmes do presente estudo variou entre 6,04 e 25,52 Mpa, ocorrendo diferencas estatistica
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entre os tratamentos. GIMENEZ et al. (2013) relatam, que normalmente quanto maior é a
concentra¢do do polimero na formula¢do de um filme maior serd a resisténcia do mesmo e
isso foi comprovado no presente estudo.

Filmes compositos PS / AC com maiores concentracfes de carragenana exibiram
maior resisténcia a tracdo e deformacgdo na ruptura, mostrando que a concentracdo de
carragenana afeta positivamente essas propriedades mecanicas. Geralmente o desempenho
mecanico de um filme depende do composto ativo e sua incorporagdo, bem como o tipo de
matriz polimérica e a interaco entre os diferentes componentes (TALON et al., 2017). SUN
et al., (2013) prepararam filmes compostos a partir de proteinas de amido de ervilha /
amendoim e relataram aumento da resisténcia a tragdo com um aumento na concentracdo de
amido, ou seja, a matriz polimérica atuou de forma positiva gerando filmes resistente.

Valores proximos de tensdo na ruptura variou entre 8,90 e 28 Mpa foram
encontrado por SANDHU et al. (2020) em filmes preparados a partir de amido e carragenana,
verificou-se que as concentracbes de amido e carragenana afetaram positivamente a
resisténcia a tracdo. Os valores de TR obtidos também se assemelharam ao estudo realizado
por SHOJAEE-ALIABADI et al. (2014) na preparacdo de filmes de carragenana incorporados
com Oleos essenciais onde obtiveram (10,3 a 25 MPa), porém diferem de outros estudos onde
os valores de TS foram bem superiores (44,6 Mpa), encontrados em filmes desenvolvidos
com carrgenana por (GANESAN et al., 2018).

Esses valores baixos de TR podem ser resultado do uso de um polimero que nao
passou por um processo efetivo de purificacdo, isso foi relatado por (KU et al., 2008) que
obtiveram baixos valores em suas propriedades mecéanicas, sendo estes 2,32 MPa paraa TR e
28,96% para a DR elaborando filmes a base de 1,5% de PS.

A deformacdo na ruptura dos filmes foi avaliada para estimar a extensibilidade
dos filmes antes de se romperem. Nota-se que as diferencas estatisticas entre as formulacdes
foram minimas. As propriedades mecénicas descritas por inumeros autores na literatura
referentes a filmes comestiveis a base de polissacarideos sdo diversas e essas variagdes sdo

referentes ao tipo de polimeros e plastificantes utilizados na formulacdo dos filmes.
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5.4.6 Avaliacdo das propriedades mecanicas Avaliagdo da atividade antimicrobiana das
solucgdes filmogenicas do polissacarideo sulfatado da alga vermelha Hypnea musciformis e

do acido cafeico

Os resultados obtidos revelam a inibigdo da concentracdo minima de PS usada no
estudo (2,0%) para todas as bacterias testadas, demonstrando que em maiores concentracdes
essa atividade podera ser mais expressiva, 0 que torna interessante a continuacdo dos estudos.
Os resultados referentes a eficiéncia do &cido cafeico frente as bactérias testadas, mostrou-se
presente para Gram-negativas (Vibrio parahaemolyticus) e Gram-positiva (Staphylococcus

aureus).

Tabela 5 - Verificacdo da atividade antimicrobiana através do método de difuséo de disco para
PS extraido da alga vermelha H. musciformis, com solucéo de 2,0% de PS, 0,25% de &cido
cafeico e agua destilada estéril (controle) frente as bacterias Gram-negativas (E. Coli, S.
entérica e V. parahaemolyticus) e Gram-positiva (S. aureus).

Halo de inibigdo (presenca ou auséncia)

Concentracao
da solucéo Staphylococcus Vibrio Escherichia Salmonella
filmogénica aureus parahaemolyticus coli Entérica
g ATCC 25923 I0C 18950 ATCC 25922 ATCC 13076
PS 2,0% Presenca Presenca Presenca Presenca
AC 0,25% Presenca Presenca Auseéncia Auséncia
Agua destilada o o o o
Auséncia Ausencia Ausencia Ausencia

esteril (Controle)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Um fator que pode ter interferido positivamente na efetividade da carragenana, é o
periodo em que as algas em estudo foram coletadas, é de conhecimento que as mudancas
ambientais regulam a composicdo, estrutura e funcionamento desses organismos. Estudos
revelam a presenca de méxima atividade antimicrobiana em algas coletadas entre abril e julho

(periodo proximo a coleta do presente estudo) quando a temperatura da 4gua e a luminosidade
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apresentam-se mais elevadas, tornando as algas mais eficiente na realizacdo de suas atividades
metabolicas, tal fato foi relatado por (MARECHAL et al. 2004).

Resultados diferentes foram encontrados por (JAISWAL et al. 2019), onde
testaram a atividade antibacteriana de filmes de hidrogel a base de carragenana contra duas
bactérias patogénicas, S. epidermis e E. coli, segundo os autores o filme puro de carragenana
ndo mostrou atividade antibacteriana contra ambas as bactérias, apenas as demais formulagdes
em estudo.

Em seus experimentos (SOUZA et at. 2018) revelam as atividades in vitro de
kappa-carragenana isolada de alga marinha vermelha Hypnea musciformis como potencial
antimicrobiano, anticAncer e neuroprotetor o polissacarideo teve acdo antibacteriana e
antifangica contra Staphylococcus aureus e Candida albicans, respectivamente. Filmes
produzidos bionanocompdsitos antimicrobianos a base de carragenina foram estudados por
(ROY et al., 2019) resultado em resultados positivos os filmes, exibindo forte atividade
antibacteriana contra bactérias patogénicas Gram-negativas, E. coli transmitidas por
alimentos, mas leve atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas, L.
monocytogenes.

Poucos trabalhos na literatura abordam a acdo do acido cafeico sobre bactérias,
porém existem varios trabalhos que o apontam como constituinte principal da prépolis, e o
mesmo sendo responsavel pela acdo antibacteriana da prépolis (ALJADI et al. 2003). Foi
demonstrado que acidos organicos e compostos fenolicos, incorporados em filmes de
carragenana sdo capazes de inibirem efetivamente a deterioracdo microbiana em alimentos
embalados. A incorporacdo de &cido citrico, ou lactico no filme demonstrou uma agéo
bactericida e bacteriostatica contra E. coli, Proteus mirablis, S. aureus e algumas outras cepas
patogénicas (EL-FAWAL, 2014; ROCHA et al., 2014 e SCHREIBER, 2012).

Em seus estudos (FARHAN et al. 2020) desenvolveram filmes comestiveis ativos
a base de carragenana semi-refinada para avaliarem as propriedades antioxidantes, de cor e
aplicacdo em embalagens de peito de frango. As amostras embaladas no filme de carragenana
tiveram contagens bacterianas significativamente menores do que as embaladas em filme de
polietileno durante todo o periodo de armazenamento. O aumento no crescimento bacteriano
nos filmes de polietileno pode ser atribuido aos sucos pingados dessas amostras, que por sua
vez podem causar contaminagao cruzada.

Os filmes de carragenana ndo apresentaram nenhum gotejamento de sucos, iSSO
foi atribuido ao papel da matriz desses filmes na prevencdo ou reducdo do vazamento de suco

(GENNADIOS et al.,1997). Os autores sugerem que 0 gotejamento de sucos ocorre quando


https://www.mendeley.com/profiles/swarup-roy2/
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os alimentos, no caso os cortes de frescas, aves ou peixes sdo embalados em bandejas
plasticas de varejo o que torna o produto pouco atraentes para os consumidores. Isso pode ser
minimizado com a aplicacdo das embalagens comestivel. A matriz por sua caracteristica
hidrofilica pode aderir melhor ao musculo e assim evitar a liberacdo de liquido, seja por
absorcdo ou por maior sustentacdo do musculo, impedindo a liberacdo de liquido intersticial
devido a uma variacdo de temperatura. A verificagdo da atividade antimicrobiana através do
método de difusdo de disco para PS extraido da alga vermelha H. musciformis pode ser

observada na figura 19.

Figura 19 — \Verificacdo da atividade antimicrobiana atraves do método de difusdo de disco
para PS extraido da alga vermelha H. musciformis, com solucdo de 2,0% de PS, 0,25% de
acido cafeico e agua destilada estéril (controle) frente as bacterias Gram-negativas (E. Coli, S.
entérica e V. parahaemolyticus) e Gram-positiva (S. aureus).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.7 Custo de producdo para cada solucédo filmogénica

De acordo com o rendimento da alga calculado anteriormente de
aproximadamente 28,41%, a cada 5 g de alga extraida gerava em torno de 1,5 g de
carragenana liofilizada. Para a producdo de 15 g de carragenana se faz necessério a realizacéo
de 10 extracdes e cada extracdo necessita de 1 L de alcool, totalizando 10 L para a obtencao

de 15g de carragenana.
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Em escala laboratorial existe ainda outros gastos como agua e energia elétrica que
sdo imensuraveis ao longo do estudo. Os custos podem ser reduzidos em uma escala
comercial encontrando formas de aperfeicoar a extracdo e aquisicdo de reagentes mais
baratos. Observa-se que a solucdo de 1 litro de revestimento na menor concentracéo ja possui
um preco elevado para ser produzida (Tabela 6), assim para que a producdo filmogénica de
carragenana seja implementada de forma efetiva na indlstria sdo necessarios avangos
inovadores em
toda a cadeia produtiva, desde cultivo e colheita de algas, transporte, extracdo até a fabricacdo

e comercializagédo do produto.

Tabela 6 - Custo de producdo das solugdes de revestimento produzido a partir do PS extraido
da alga vermelha H. musciformis.

Revestimento Litro Preco R$
2,0% 1 77,77
30 % 1 116,66
4,0% 1 155,54

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 CONCLUSAO

O filme com 4,0 PS + 15 G + 0,25 AC apresentou boa resposta para as
propriedades de barreira como solubilidade, propriedades oOticas (cor e opacidade) e
propriedades mecénicas. Apesar de possuir o maior valor de PVA em relagdo as demais
formulacBes, pode ser considerado o mais indicado no presente estudo para possiveis
aplicacdo em pescados.

Por ser in6cuo ao consumidor e biodegradavel no meio ambiente, os filmes
ediveis produzidos no presente trabalho apresentaram grande potencial como revestimentos

comestiveis, atuando como barreira de produtos pesqueiros.
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