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RESUMO

As embalagens tém grande importancia na industria de alimentos, pois tem como
fungdo principal proteger os alimentos contra contaminagdes externas. Porém, grande
parte das embalagens tradicionais sdo produzidas a partir de fontes nao renovaveis e
ndao biodegradaveis, causando sérios problemas ambientais. Por isso, os filmes e
coberturas biodegradaveis vém despertando atencao e interesse dos pesquisadores e
industrias. Neste trabalho, verificou-se a capacidade de desenvolver filmes
biodegraddveis com propriedades antioxidantes, utilizando amido de mandioca, como
matriz polimérica, e a adicao de diferentes concentragbes de biomassa seca e extrato
de biomassa das microalgas Heterochlorella luteoviridis e Dunaliella tertiolecta. Os
filmes foram caracterizados quanto a suas propriedades fisico-quimicas, mecanicas, de
barreira, 6ticas e antioxidantes. Dentre os filmes desenvolvidos, o que apresentou
melhores caracteristicas foi selecionado para a aplicagdo em embalagem de salmao e
avaliacdo da proteg¢dao contra a oxidagdao. Em geral, a aplicacdo da biomassa das
microalgas ocasionou um aumento na solubilidade, biodegradabilidade e opacidade dos
filmes. Ja os filmes com aplicacdo de extrato obtiveram os menores valores para esses
parametros. A biomassa provocou aumento na elongacdo na ruptura e reducdo na
resisténcia a tracdo e mdédulo de Young dos filmes; a adicdo de extrato resultou em
caracteristicas mecanicas inversas a dos filmes adicionados de biomassa. Todos os filmes
com a adicdo das microalgas obtiveram resultados positivos na atividade antioxidante
avaliada pelo indice de perdxidos. O filme contendo 2,0 % de extrato de H. luteoviridis
foi o que apresentou a menor permeabilidade ao vapor de agua e boas caracteristicas
mecanicas. Portanto, foi escolhido para aplicacdo em salmdo. Na analise de TBARS, a
oxidacdo lipidica foi retardada, porém ocasionou a diminuicdo da umidade do peixe. Os
resultados obtidos neste trabalho comprovam que a aplicacdo de biomassa de microalga
H. luteoviridis e D. tertiolecta resultam em filmes biodegradaveis, com elevada atividade
antioxidante, porém, com alta solubilidade, o que dificulta a aplicacdo em alimentos
Umidos. Os filmes contendo extrato das microalgas possuem aptiddo para serem
aplicados em alimentos com maior teor de agua.

Palavras-chave: filmes biodegradaveis; amido de mandioca; microalgas;

antioxidante.
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ABSTRACT

Packaging has great importance in food industry, mainly protecting food against external
contamination. However, most of the traditional packaging are produced from non-
renewable and non-biodegradable sources, causing serious environmental problems.
Therefore, biodegradable films and coatings have been attracting attention and interest
from researchers and industries. This work studied the development of biodegradable
films with antioxidant properties, using cassava starch as polymer matrix, and the
addition of different concentrations of dry biomass and biomass extract of the
microalgae Heterochlorella Iuteoviridis and Dunaliella tertiolecta. The films were
characterized for their physicochemical, mechanical, barrier, optical and antioxidant
properties. The film that presented the best characteristics was selected for application
in salmon packaging aiming protection against lipid oxidation. In general, the addition
of microalgae biomass caused an increase in the solubility, biodegradability and opacity
of the films. The films with microalgae extract showed the lowest values of these
parameters. The addition of microalgae biomass caused an increase on elongation and
rupture and a reduction on the tensile strength and Young's modulus of the films.
However, the addition of microalgae extract caused an inverse effect on the mechanical
characteristics of the films. All films with microalgae biomass or extract showed higher
antioxidant activity evaluated by peroxide index. The film containing 2.0 % extract of H.
luteoviridis was the one that presented a lowest permeability to water vapor and good
mechanical characteristics. Therefore, it was chosen for application in salmon. In the
analysis of TBARS, the lipid oxidation was delayed, but caused the decrease of the
moisture of the fish. The results showed that the application of H. luteoviridis and D.
tertiolecta microalgae biomass results in biodegradable films, with high antioxidant
activity, as high solubility, which makes it difficult to apply nor moist foods. The films
containing microalgae extracts suitable for use in foods with higher water content.

Keywords: biodegradable films; cassava starch; microalgae; antioxidant.
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1 INTRODUCAO

As embalagens tém um importante papel na conservagao dos alimentos, pois atuam
como uma barreira de protecdo contra impactos fisicos, na prevencado de contaminacgdes, no
aumento da vida de prateleira, além de conter informagdes importantes sobre o alimento
embalado. Porém, atualmente, a maioria das embalagens utilizadas sdo derivadas de fontes
nao renovaveis, como o petréleo. Diversos polimeros tém sido utilizados como materiais para
embalagens durante muitos anos devido as suas vantagens econ6micas e tecnoldgicas. Esses
polimeros sintéticos sdao hidrofdbicos, ndo sofrem a acdo de microrganismos e levam muitos
anos para se decomporem, gerando assim, grande volume de residuos sélidos, que acarretam

sérios problemas ambientais (THARANATHAN, 2003; VARGAS et al., 2008).

O crescimento populacional e econdmico na maioria dos paises ocidentais teve como
consequéncia um grande aumento na producdo de lixo. No Brasil, sdo coletadas
aproximadamente 218 mil toneladas de residuos sélidos urbanos por dia, dos quais apenas
60 % sdo destinadas para aterros sanitdrios ou reciclagem (ABRELPE, 2015). Neste contexto,
varios paises estdo reconhecendo a necessidade de reduzir a quantidade de pldsticos
desperdicados e descartados, visando a reciclagem deste material por meio de iniciativas que

combinem praticidade e economia.

A industria de alimentos é o maior usudrio de embalagens. Com isso, varios estudos
estdo sendo realizados para atender a crescente demanda relacionada a sustentabilidade e
seguranca ambiental. Estes estudos envolvem o desenvolvimento de novos materiais para a
producao de embalagens que possam se degradar mais rapidamente. O uso de matéria prima
vegetal para a producdo de embalagens biodegradaveis é uma alternativa favoravel. Os
biopolimeros possuem uma alta biodegradabilidade e se decompdem facilmente em
subprodutos organicos, didxido de carbono (CO3) e dgua (H20). Dentre os biopolimeros mais
utilizados estdo os polissacarideos, proteinas e lipideos, empregados em combinacdo ou
separadamente (THARANATHAN, 2003; VARGAS et al., 2008). O amido se destaca por ser um

biodegradavel, renovavel, ter baixo custo e grande disponibilidade em todo o mundo.

As embalagens formadas a partir de macromoléculas biodegradaveis, também

chamados de filmes, estdo alavancando novas pesquisa com o objetivo de criar embalagens



gue possam atuar como uma barreira contra troca de gases e umidade entre o alimento e o
ambiente, ou ainda, como uma prote¢ao antioxidativa. As embalagens utilizadas em
alimentos, normalmente, sdo barreiras inertes, sem nenhuma interacdo com o alimento,
apresentando apenas protecdao do produto. Entretanto, surgem pesquisas visando o
desenvolvimento de filmes biodegraddveis ativos: um sistema de interacdo entre a
embalagem e o alimento. Essa interacdao pode ocorrer devido a adicdao de diferentes
compostos que retardam ou diminuem o processo de oxidacdo de produtos embalados, como
os antioxidantes ou corantes naturais, que retardam a oxidacdo devido a barreira de luz

(GOMEZ-ESTACA et al., 2014; PETERSSON; STADING, 2005).

Algumas espécies de microalgas tem a capacidade de produzir compostos de alto valor
agregado, como pigmentos, lipideos, vitaminas e minerais. A sua comercializacdo como
suplementos alimentares ja é feita, além de ser utilizada como incremento do conteldo
nutricional de alimentos convencionais, por possuir compostos biologicamente ativos com
efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios e corantes (GOUVEIA et al., 2010). As microalgas das
espécies Heterochlorella luteoviridis e Dunaliella tertiolecta possuem uma boa concentracao
de carotenoides, como a luteina, B-caroteno e zeaxantina, e um consideravel percentual de

acidos graxos essenciais, w3 e w6 (DIPRAT et al., 2016; MENEGOL et al., 2016).

Neste trabalho foi realizado um estudo para aplicacdo de biomassa e extrato das
microalgas Heterochlorella luteoviridis e Dunaliella tertiolecta em filmes biodegradaveis com
amido de mandioca como matriz polimérica, visando o desenvolvimento de um filme ativo e

funcional.



2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar e aplicar filmes biodegradaveis formulados a partir de amido
de mandioca com adigdao de biomassa ou de extrato das microalgas marinhas Heterochlorella

luteoviridis e Dunaliella tertiolecta.

2.2 Objetivos Especificos

e Produzir a biomassa das microalgas Heterochlorella luteoviridis e de Dunaliella

tertiolecta e obter o extrato a partir das biomassas de ambas.

e Desenvolver e caracterizar os filmes obtidos com a adicdo de biomassa e extrato

das microalgas através de andlises fisicas, estruturais e antioxidantes.

e Comparar as propriedades estruturais e de protecao contra a oxidacado lipidica dos
filmes adicionado de biomassa e extrato de Heterochlorella luteoviridis com os

filmes adicionado de biomassa e extrato de Dunaliella tertiolecta;

e Avaliar os parametros de oxida¢ao de acidos graxos de salmao embalado no filme

selecionado.






3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Embalagens alimenticias

Atualmente as embalagens exercem um papel muito importante na industria de
alimentos, além de proteger o alimento, estendendo seu prazo de validade e viabilizando sua
distribuicdo, as embalagens também atuam como uma ferramenta que atende as
necessidades dos consumidores na questdo de saude, conveniéncia e disponibilidade de
produtos seguros, possibilitando assim, o acesso a produtos mais frageis, pereciveis, de alto
ou baixo valor agregado. Para a industria, a embalagem se tornou uma estratégia de

competitividade em toda a cadeia de producao, distribuicdo, vendas e consumo.

Visando melhor atender os consumidores, os produtos comercializados apresentam
diferentes categorias de embalagens para proteger o alimento. A embalagem primdria é a
embalagem que fica em contato direto com o alimento, a secunddria, acondiciona uma ou
mais embalagens primarias e a terciaria, agrupa as embalagens primdrias ou secunddrias para
o transporte. Devido a isso, varios materiais sdo utilizados para a producao de embalagens,
como papel, plastico, vidro, metal e madeira, que podem ser utilizados separadamente ou

combinados (DAVIS; SONG, 2006).

O plastico é o material mais utilizado para produgao de embalagens devido a suas
caracteristicas mecanicas, estéticas e de baixo custo (GOMEZ; MICHEL JR, 2013). Assim,
ocorreu um grande crescimento da indUstria de plastico convencional a partir dos anos de
1950, quando se iniciou o desenvolvimento de polimeros sintéticos com o uso do petrdleo
(ORTEGA-TORO et al., 2014). Em 2015, a producdo mundial de resinas termoplasticas foi de
aproximadamente 260 milhdes de toneladas, a América Latina representa 5 % da producao
mundial, sendo que o Brasil é o pais mais representativo com 2,4 %. A industria de alimentos
esta entre os setores que mais utilizam esse material, com 19 % da produgao total, ficando

atrds somente da construcdo civil (ABIPLAST, 2015).

No entanto, o uso dessas embalagens produzidas a partir de polimeros sintéticos gera
uma preocupacdao mundial, devido ao impacto ambiental negativo causado por esses
materiais ndo biodegraddaveis. Somente no Brasil, a geracdo diaria de residuos sélidos urbanos

chega a aproximadamente 218 mil toneladas, sendo 14 % plasticos (ABRELPE, 2015).



Para minimizar esse efeito negativo provocado pelas embalagens sintéticas, a principal
alternativa é a reciclagem, porém a substituicdo parcial ou total de materiais sintéticos por
biodegraddveis vem ganhando forca. A producdo de embalagens a base de biopolimeros,
como os amidos e as gelatinas, tem sido destacados nas areas de pesquisa e desenvolvimento

de embalagens (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000).

3.1.1 Filmes biodegradaveis ativos

O desenvolvimento e uso de embalagens biodegraddveis sdo alternativas para
substituicdo de materiais sintéticos. Uma das principais vantagens de se utilizar embalagens
biodegraddveis é a reducdo de consumo de combustiveis fésseis ndo renovaveis, como o
petrdleo, e reduzir a producdo de residuos sélidos ndo biodegradaveis e as areas de aterros
sanitarios. Polimeros biodegradaveis geram uma baixa agressividade a natureza. Devido a sua
rapida degradacdo, podem ser compostados, onde ocorre a mineralizacdo a baixas
temperaturas por acdo de microrganismos, que metabolizam os biopolimeros convertendo-
os em substancias naturais, como diéxido de carbono, metano, dgua e biomassa. Além disso,
o diéxido de carbono liberado pela degradacdao pode ser consumido pelas plantas que o
utilizam para sintetizar os biopolimeros. A biodegradabilidade de um material depende de
varios fatores, intrinsecos e extrinsecos, como darea superficial, massa molar e cristalinidade
do polimero, além de atividade microbiana do ambiente, temperatura, pH, oxigénio e

umidade (FEIL, 1995; SHAH et al., 2008).

Biofilmes ou filmes biodegradaveis sdo assim nomeados por serem produzidos a partir
de materiais biodegradaveis, ou seja, materiais que sofrem degradacao por atividade bioldgica
natural. O termo biopolimeros é utilizado para se referir a polimeros sintetizados a partir de
matérias primas renovaveis, obtidas naturalmente, tais como, amido, celulose e proteinas
(WIHODO; MORARU, 2013). As embalagens biodegradaveis sdo caracterizadas por
formulagcbes de baixo custo, ainda mais quando utilizam matérias primas de origem
agropecuaria como amidos e proteinas (SAKANAKA, 2007). E podem ser denominados como
“embalagem de material comestivel” quando produzidos com matérias primas adequadas

para o consumo humano.



Essas embalagens biodegradaveis podem ser produzidas de maneiras diferentes,
gerando filmes ou revestimentos. As embalagens no formato de filmes biodegradaveis sao
estruturas finas pré-formadas em formato de pelicula pldstica, que normalmente sdo
produzidos pela técnica de casting ou por extrusdo e sao utilizadas para embalar os alimentos
(SILVA-WEISS et al., 2013; THARANATHAN, 2003). J& os revestimentos ou coberturas sdo
formados diretamente sobre o alimento. Onde o alimento pode ser submergido na solugao
filmogénica ou através da aspersdo da solucdo sobre o alimento. Esta técnica é utilizada em
alimentos individuais e que normalmente ndo possuem protecdo natural, tais como
cogumelos (EISSA, 2007), cerejas (YAMAN; BAYOINDIRLI, 2002) e queijos (ZHONG; CAVENDER;
ZHAO, 2014).

Os filmes e revestimentos comestiveis estdo sendo muito estudados, pois além das
vantagens ambientais, eles também apresentam caracteristicas benéficas quanto as
propriedades de barreira seletiva de umidade e gases comparados as embalagens tradicionais.
Isso auxilia na manutengado da qualidade do alimento, formando barreiras contra migracao de
umidade, diéxido de carbono, aromas e sabores, pois essa barreira regula a atmosfera em
torno dos alimentos. Também auxiliam na diminuicdo da perda de nutrientes e cor, e ainda
podem apresentar atividade antimicrobiana e/ou antioxidante (SILVA-WEISS et al., 2013). A
aplicacdo desses filmes em alimentos em escala comercial ainda é limitada e depende de
fatores como preco, processos de producdo e estudo das propriedades dos materiais

utilizados (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Dependendo do alimento a ser embalado e de sua deterioracao, a embalagem deve
desempenhar funcbes diferentes. Mas, a composicdo do filme e as condicbes ambientais
também influenciam no éxito da utilizacdo destas embalagens. Na Europa, filmes
biodegradaveis ja estdao sendo comercializados. Em 2004, na Alemanha, 120 mil embalagens
a base de amido foram produzidas pela Natura Packaging GmbH e utilizadas para embalar
produtos organicos. Filmes de amido sdo usados como barreira contra oxidacdo de gorduras
em produtos de confeitaria e em embalagens de margarina e manteiga, assim, o grupo
australiano Cadbury Schwepps utiliza embalagens biodegradaveis para embalar seus
chocolates. Ainda, a empresa irlandesa Tipperary, fabrica copos a partir de polimeros
biodegraddveis e embalagens para fins ndo alimenticios, como sacos de lixo, j& estdo

disponiveis na Italia, Finlandia e Dinamarca (WIHODO; MORARU, 2013)



Entre as fungdes do filmes biodegraddveis, destacam-se o controle da passagem de O3
(em alimentos facilmente oxidaveis), retencdo de aditivos, sequestro de etileno, acdo
antimicrobiana, etc. Muitas pesquisas vém sendo realizadas neste campo, no qual a grande
preocupacdo é garantir que o agente ativo adicionado ao filme ndo prejudique a inocuidade

do produto embalado (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

A incorporacdo de agentes ativos na matriz polimérica vem ganhando espaco em
pesquisas e desenvolvimento de embalagens, pois podem resultar em embalagens ativas. O
conceito de embalagens ativas define que esse tipo de material interage com o alimento,
corrigindo deficiéncias das embalagens passivas e agindo de forma favoravel na preservacgao
e na qualidade dos alimentos, podendo aumentar a sua vida de prateleira, mantendo a
gualidade do produto embalado e melhorando suas propriedades sensoriais. Esses agentes
podem ter diferentes funcionalidades, tais como atividades antioxidante e antimicrobiana, e
propriedades antiescurecimento, dentre outras (LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2010; ROJAS-
GRAU; SOLIVA-FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2009; VERMEIREN et al., 1999).

Dentre estes agentes, antioxidantes naturais fazem parte de uma importante classe de
compostos que estdo distribuidos em frutas, legumes, graos, sementes, folhas, cascas e raizes.
Quando adicionados a embalagens, estes compostos podem retardar a oxidag¢ao do alimento
embalado, evitando mudancas de cor e sabor, e perdas nutricionais. A capacidade
antioxidante de um composto bioativo depende de estrutura quimica, concentragdo e

biodisponibilidade do mesmo (DE ALMEIDA MELO et al., 2008).

Estudos apontam que a aplicacdo de compostos antioxidantes na embalagem tem
vantagens quando comparado com a aplicacdo diretamente no alimento, portanto o
desenvolvimento de filmes com a adicdo destes agentes proporciona uma alternativa para
embalagens alimenticias funcionais (BOLUMAR; ANDERSEN; ORLIEN, 2011). As embalagens
com antioxidantes, como os carotenoides, também tem como caracteristica diminuir a

oxidacdo lipidica de alimentos gordurosos (FALGUERA et al., 2011).

Diversos compostos ativos, como os antioxidantes naturais, dentre eles tocoferdis,
carotenoides e vitaminas, auxiliam na melhora da estabilidade da oxidacdo lipidica e no
prolongamento da vida de prateleira dos alimentos (BROINIZI et al., 2007). Além da sua acao

antioxidante, os carotenoides também tém atividade provitamina A, que podem prevenir
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doencas oculares graves e infeccdes de pele. Carotenoides sdo pigmentos lipossoluveis
amplamente distribuidos na natureza, encontrados em todos os tecidos fotossintetizantes e
também em partes ndo fotossintéticas de plantas, portanto sdo responsaveis pelas diferencas
de cores em frutas, legumes, plantas e algas. Atualmente existem mais de 600 tipos de
carotenoides na natureza, dentre eles o a-caroteno, o B-caroteno e a B-criptoxantina que sdo

os principais precursores de vitamina A (BEN-AMOTZ; FISHIER, 1998).

O desenvolvimento de um filme a base de gelatina de peixe com extrato de cha verde
resultou na melhora das propriedades mecanicas, barreira de luz e de vapor de agua. Além
disso, melhorou a atividade antioxidante do filme, porém ocorreu uma diminui¢cdo desta
atividade durante o armazenamento (WU et al.,, 2013). As mesmas caracteristicas foram
observadas em estudo feito com uma série de filmes de gelatina com adicdo de diferentes
antioxidantes naturais (extrato de chd verde, extrato de semente de uva, extrato de gengibre

e extrato de folha de ginkgo) (LI et al., 2014).

A utilizacdo de filmes biodegraddveis que tenham por objetivo a conservacdo da
qualidade e o aumento da validade dos alimentos ja foi testada em diversos produtos e com
aplicacdo de diferentes ingredientes. Estudos avaliaram a aplicacdo de revestimento em maca
(CHIUMARELLI; HUBINGER, 2012), morango (VELICKOVA et al., 2013), mamao papaia e abacaxi
(CORTEZ-VEGA et al., 2014), frutas citricas (ARNON et al., 2014), batata (OJEDA; SGROPPO;
ZARITZKY, 2014), abdébora (LAGO-VANZELA et al., 2013) e tomate-cereja (PAGNO, 2016).
Revestimentos de filmes biodegradaveis também foram testados e avaliados em alimentos de
origem animal como queijo mucgarela (ZHONG; CAVENDER; ZHAO, 2014), peixes (SOARES;
MENDES; VICENTE, 2013) e carnes de frango (CAETANO et al., 2017).

3.1.2 Filmes biodegradaveis com algas ou extrato de algas

As microalgas e cianobactérias sdao fontes de carotenoides, porém cada classe de
microalga tem sua prépria combinacdo de pigmentos, o que proporciona coloragdes distintas
entre elas. Os pigmentos mais comumente encontrados na biomassa de microalgas sao as

clorofilas, carotenoides e ficobilinas (ficobiliproteinas) (OROSA et al., 2000).

Alguns estudos ja tém sido feitos com a aplicacdo de algas em filmes biodegradaveis,

porém sem avaliar o efeito antioxidante das algas sobre o alimento. Filme comestivel a base
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de polietilenoglicol e glicerol, acrescido de extrato de Gelidium corneum, um tipo de alga
vermelha, e catequina, um polifenol com agao antioxidante, foi utilizado para revestimento
de salsichas (KU; HONG; SONG, 2008). Esse mesmo extrato de alga também foi utilizado em
filmes, onde tiveram a resisténcia a tracdo e elonga¢do na ruptura aumentadas e a
permeabilidade ao vapor de dgua melhorada com a incorporados do extrato e da nanoargila
(Cloisite NA + e 30B), e também um efeito antimicrobiano com a adi¢dao de extrato de semente

de uva ou timol (LIM; JANG; SONG, 2010).

Aplicagao de algas vermelhas em filme a base de proteina de farelo de arroz foi testado
por Shin, Jang e Song (2011). As dosagens testadas foram de 1 %, 2 % e 3 % de alga vermelha
na formulagdo contendo 5 % de proteina de farelo de arroz. Neste estudo foram avaliadas as
propriedades mecanicas dos filmes, como resisténcia a tracdo, alongamento e permeabilidade
ao vapor de agua. Primeiramente foi avaliada a aplicacdo de diferentes plastificantes
(sacarose, sorbitol e frutose), a formulacdo foi composta de 4 % de proteina de farelo de arroz
e 2 % de plastificante, onde com frutose o filme apresentou uma melhor resisténcia a tragao
e alongamento. Apés foram testadas diferentes porcentagens de proteina de farelo de arroz
(3%,4%e5%)el%de alga vermelha e porcentagem aprovada de proteina foi de 5 %, pois
aumentou a resisténcia a tracdo, porém diminuiu o alongamento e a permeabilidade ao vapor
de dgua. Somente a partir disso é que foram testadas as dosagens de alga vermelha citadas
acima. O resultado de tracdo aumentou com o aumento da concentracdo de alga, ja o
alongamento diminuiu e a permeabilidade ao vapor de dgua ndo foi alterada (SHIN; JANG;

SONG, 2011).

Outro estudo avaliou o uso de diferentes plastificantes (glicerol, sorbitol, sacarose,
frutose e polipropilenoglicol) e nanoargila (Cloisite Na* e Cloisite 30B) sobre as propriedades
mecanicas (resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura) e a permeabilidade ao vapor de
agua de filme com adicdo de alga vermelha. Os testes com nanoargila foram feitos com 1 %,
3% e 5 %, onde os melhores resultados para propriedades mecanicas foram com 3 %. A
espessura dos filmes contendo Cloisite 30B aumentou com o aumento da quantidade de
nanoargila. Em relacdo aos plastificantes, foi concluido que a sacarose apresentou os menores
resultados para resisténcia a tracdo e alongamento. O glicerol apresentou uma espessura
menor, porém um alongamento maior, isso ocorre devido a mudangas nas interacdes

poliméricas. Os resultados para o sorbitol e a frutose foram mais parecidos devido a
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semelhanga das estruturas quimicas dos plastificantes e os valores de resisténcia a tragao e
alongamento foram os maiores obtidos. A frutose foi considerada o melhor plastificante, pois
tem interacdes favoraveis com os grupos reativos da agarose, que é um hidrocoloide contido

nas algas vermelhas (JANG et al., 2011).

Filme comestivel a base de polietilenoglicol e glicerol foi utilizado para revestimento
de salsichas e acrescido de extrato de Gelidium corneum, um tipo de alga vermelha, e
catequina, um polifenol com a¢do antioxidante. A aplicagcdo de 1,5 % do extrato de alga e de
catequina melhorou a resisténcia a tracdo e a permeabilidade ao vapor de agua, além da
catequina ser eficaz contra a inibicdo de microrganismos durante o armazenamento de 12 dias

(KU; HONG; SONG, 2008).

Esse mesmo extrato de alga também foi utilizado em filmes em quantidade de 1,5 %.
Neste estudo o objetivo foi melhorar as propriedades do filme contendo Gelidium
corneum com a incorporacao de nanoargila (Cloisite NA* e 30B) e para avaliar propriedades
antimicrobianas com a adicdo de extrato de semente de uva ou timol. A porcentagem de 3 %
de ambas nanoargilas aumentou a resisténcia a tra¢do, o alongamento e a permeabilidade ao
vapor de agua. A adigdo do extrato de semente de uva e do timol nao alteraram as
propriedades mecanicas do filme, mas inibiram o crescimento de Escherichia coli e Listeria
monocytogenes, aumentando a zona de inibicdo com o aumento da porcentagem dos

antimicrobianos (0,8 %, 1 % e 1,2 %) (LIM; JANG; SONG, 2010).

Extrato de algas marrons também foram pesquisados para adicado em filmes
comestiveis. O extrato da macroalga marinha Turbinaria ornata foi utilizado como proteina de
reticulacdo em filme de gelatina de pele de peixe. Os testes foram feitos em solu¢des com dois
valores de pH diferentes (9 e 10) e um controle (sem extrato de alga e sem ajuste de pH).
Todas as amostras foram feitas como base de gelatina e adi¢cdo de glicerol e catequina. Nas
amostras com pH 9 e 10 foram adicionadas 6 % de extrato de alga marrom. As analises de
espessura e resisténcia a tracdao foram semelhantes ao controle, porém o alongamento das
amostras com extrato de alga foi duas vezes maior. Isso pode ter ocorrido devido ao ajuste de
pH, que influencia na repulsdo eletrostatica dos grupos ionizados, sob essas condi¢Ges as
interacOes entre a proteina e os compostos fendlicos do extrato de alga se tornam mais fortes

devido as ligacbes hidrofdbicas e as pontes de hidrogénio. Em pH alcalino os compostos
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fendlicos podem ser convertidos em quinona e essas atacam os grupos amino nucleofilicos da
gelatina, conduzindo a formacao de ligages cruzadas. Ja os resultados de permeabilidade ao
vapor de agua foram menores para as amostras com extrato de alga. A analise de
luminosidade ndo teve impacto, ja o indice de cor verde e amarelado foi maior para as
amostras com extrato de alga, isso devido aos pigmentos contidos no extrato (RATTAYA;

BENJAKUL; PRODPRAN, 2009).

3.2 Amido de mandioca

O amido se difere dos demais carboidratos devido a suas caracteristicas em relacao
aos aspectos quimicos, fisicos e nutricionais. Sua estrutura é formada por dois polimeros:
amilose e amilopectina. A amilose é um polimero ndo ramificado formado por unidades de
anidroglicose com liga¢des a-1,4. Ja a amilopectina se difere da amilose por conter cerca de
5 % das unidades de anidroglicose unidas por ligacées a-1,6, o que resulta em um polimero
ramificado. A proporc¢do desses polimeros no amido pode variar dependendo da sua fonte
botanica, do local e das condicoes de cultivo. O amido de mandioca tem teores de amilose
que variam de 16 % a 24 %, e de 76 % a 84 % para amilopectina (BOBBIO; BOBBIO, 1992;
DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A gelatinizacdo do amido é a propriedade de maior importancia para a formacdo de
filmes. Esse processo ocorre durante o aquecimento do amido com excesso de agua
ocasionando o inchamento dos granulos. Este gel formado na gelatinizagao, quando
desidratado, da origem as peliculas. O amido estd entre os principais biopolimeros utilizados
para a fabricacdo de filmes biodegradaveis e comestiveis, devido ao seu baixo custo, facil
manuseio e formacdo de gel, totalmente biodegradavel e amplamente disponivel na natureza

(BERGO; MORAES; SOBRAL, 2012; DE MORAES et al., 2013).

O amido de mandioca é uma boa matéria prima para a elaboracdao de filmes pois
apresenta uma baixa temperatura de gelatinizacdo, em torno de 60 °C, forma géis
transparentes e estaveis devido a quantidade de amilose, do grau de cristalinidade e do
comprimento das cadeias de amilopectina (ZHOU et al., 2002). Os filmes a base de amido de
mandioca sdo transparentes e faceis de processar, além de serem capazes de conferir uma

barreira contra oxigénio e didéxido de carbono. Porém, essas embalagens sdo muito frageis,
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com alta solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua e baixa resisténcia mecanica.
Portanto, a elaboracao de filmes a base de amido sdao geralmente associadas a outros
materiais, sintéticos ou organicos, como plastificantes para reduzir sua fragilidade e melhorar
as caracteristicas mecanicas e de permeabilidade de agua e gds (ARVANITOYANNIS;

BILIADERIS, 1999).

3.3 Plastificantes

Os filmes elaborados somente com amido sdo quebradicos e pouco flexiveis. Durante
a gelatinizacdo do amido, as moléculas de amilose e amilopectina sdo liberadas na solucdo
que interagem mediante pontes de hidrogénio. Assim, essas moléculas sozinhas formam um
filme com estrutura bifasica, uma rica em amilose e outra rica em amilopectina (AND; HAN,
2005). Os agentes plastificantes reduzem as pontes de hidrogénio entre as cadeias dos
polimeros, provocando mudangas fisicas, quimicas e mecanicas nos filmes, devido ao alto

ponto de fusdo e baixa volatilidade dos plastificantes (MCHUGH; KROCHTA, 1994).

Os plastificantes mais utilizados em filmes sdo monossacarideos e oligossacarideos
(glicose, frutose e sacarose), polidis (glicerol e sorbitol), e lipideos (acidos graxos e
tensoativos). Estes podem ser facilmente incorporados nas cadeias poliméricas, provocando
mudancas na temperatura de transicdo vitrea, assim, melhorando as propriedades fisico-

guimicas e mecénicas dos filmes (MCHUGH; KROCHTA, 1994).

O glicerol e o sorbitol sao substancias hidrofilicas devido a presenca de grupos hidroxila
na cadeia, possibilitando uma boa interacdo com as matérias primas do filme. Apesar de
melhorar a flexibilidade e facilitar o manuseio, a sua utilizacdo pode diminuir as propriedades
de barreira e aumentar a permeabilidade ao vapores de agua e a solubilidade dos filmes (LIN;

CHEN; RUN-CHU, 2000; SOUZA; SILVA; DRUZIAN, 2012).

Para filmes de amido, o glicerol é um agente plastificante bastante efetivo, pois tem
pouca interacdo com as moléculas poliméricas (SHIMAZU; MALI; GROSSMANN, 2007).
Durante as modificacdes da estrutura na rede de amido, os plastificantes provocam alteracdes
na forga intermolecular das cadeias poliméricas, resultando em uma matriz filmogénica
menos densa, possibilitando o alongamento e a diminuicdo na resisténcia a tracdo (SOUZA et

al., 2012).
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3.4 Microalgas

Microalgas englobam microrganismos algais com clorofila e outros pigmentos
fotossintéticos, uni ou multicelulares e sdo classificadas em procariéticos (cianobactérias) ou
eucarioticos. Apesar das diferengas estruturais e morfoldgicas, esses microrganismos sao
fisiologicamente similares e sdo capazes de realizar fotossintese (MATA; MARTINS; CAETANO,
2010; RAVEN; EVANS; KORB, 1999; WALKER et al., 2005). Por possuirem estruturas simples
podem ser encontradas em todos os ecossistemas, aquaticos e terrestres. Podem crescer em
agua doce ou salina, com pouca dgua e nutrientes, e na presenca de diéxido de carbono

(AHMAD et al., 2011).

Atualmente, a principal utilizacdo das microalgas tem sido na aquicultura, para
alimentacdo de peixes, moluscos e crustaceos. Porém, como a biomassa obtida dos cultivos
tem uma grande biodiversidade e uma composi¢ao bioquimica variada, assim, ela esta sendo
utilizada na elaboracao de alimentos com valor agregado ou na forma de suplementos. Dentre
os inumeros compostos, podem estar presentes os acidos graxos poli-insaturados (acido
araquidonico - ARA, acido eicosapentaenoico - EPA e dcido docosahexaenoico - DHA, por
exemplo), carotenoides (astaxantina, B-caroteno, luteina etc.), ficobilinas, polissacarideos,
vitaminas, esterdis e diversos compostos bioativos naturais (antioxidantes, redutores do

colesterol etc.)(ABALDE; FABREGAS; HERRERO, 1991; SPOLAORE et al., 2006).

3.4.1 Heterochlorella luteoviridis

As microalgas do género Chlorella sdo pertencentes ao grupo das Chlorophytas,
caracterizadas por serem algas verdes, unicelulares, com forma esférica, globular ou elipsoidal
gue podem atingir diametro entre 2 um e 10 um, e ndo possuem flagelos, portanto ndo sao
moveis. A Figura 1 apresenta uma fotomicroscopia da Chlorella. Algumas espécies de Chlorella
podem ser marinhas e outras sao dulcicolas e apresentam alta tolerancia ao diéxido de
carbono. Tem como caracteristicas relevantes a capacidade de se adaptar ao meio de cultivo,
pois possuem metabolismo autotrdfico, heterotréfico ou mixotrofico (MATA; MARTINS;

CAETANO, 2010; NURACHMAN et al., 2015; WIDJAJA; CHIEN; JU, 2009; ZHANG et al., 2010).
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Figura 1 — Fotomicroscopia da Chlorella sp.

(http://www.sccap.dk/pix/K-1884.jpg. Acesso em 28/10/2016).

Esta microalga tem rdpido crescimento e em sua composicdo média tem
aproximadamente 20 % de lipideos, 45 % de proteinas, 20 % de carboidratos e 10 % de
minerais e vitaminas (PHUKAN et al.,, 2011). As Chlorellas produzem pigmentos
fotossintéticos, como clorofilas e carotenoides, com alto potencial para aplicagdo comercial
como suplementos alimentares e aditivos, além de serem utilizadas em cosméticos e farmacos

(NURACHMAN et al., 2015).

A Chlorella é cultivada no Japdo desde 1960. No ano 1962 a empresa Nihon Chlorella
iniciou a comercializagcdo da microalga como suplemento alimentar (LOURENCO, 2006). Em
1980, na Asia, a produgdo de biomassa ja era de 1000 kg por més em aproximadamente 26
fabricas (SPOLAORE et al.,, 2006). Espécies de Chlorella vulgaris, Chlorella pyrenoidosa e
Chlorella luteoviridis foram comercializadas na Unido Europeia até 1997 e varios estudos
foram feitos sobre as variedades C. vulgaris e C. pyrenoidosa tendo sua composicdo completa
de carotenoides na literatura (GOUVEIA et al.,, 1996; INBARAJ; CHIEN; CHEN, 2006). A C.
luteoviridis foi recentemente renomeada como Heterochlorella luteoviridis apds uma revisao

taxondmica (NEUSTUPA et al., 2013).

As Chlorellas sdo 6timas fontes de luteina, B-caroteno, zeaxantina e violaxantina. A
composicao de carotenoides da H. luteoviridis inclui treze carotenoides, dentre os principais
estdo 1,18 mg g de trans-luteina, 0,52 mg g de trans-violaxantina e 0,50 mg g* de trans-B-
caroteno. A presenca majoritaria de luteina esta acima dos valores encontrado em outros

alimentos como pimenta vermelha (1,09 pg g') e alface (0,95 pg g'). Ainda, apresenta uma
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atividade de pré-vitamina A (71 pg RAE g!) maior que alimentos como abdbora (50 ug RAE g
1) e cenoura (32 pug RAE g) (DIPRAT et al., 2016).

Além dos carotenoides, as microalgas verdes sdao ricas em acidos graxos essenciais
como o a-linolénico (w3) e o linoleico (w6) que tem funcdo importante para as células
inflamatdrias e imunoldgicas, diminuindo o risco de doengas cardiovasculares (GALLI; CALDER,
2009). A H. Luteoviridis é apresentada como uma fonte de acidos graxos poli-insaturados com

uma baixa relacdo w6:w3 (MENEGOL et al., 2016).

3.4.2 Dunaliella tertiolecta

A Dunaliella tertiolecta também é uma microalga da divisdo das Chlorophytas,
portanto de cor verde e fitoplantonica; apresenta geometria elipsoidal de tamanho de célula

entre 6 um e 14 um e sdo dinoflageladas, conforme apresentado na Figura 2 (TANG et al.,

2011).
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Figura 2 — Fotomicroscopia Dunaliella tertiolecta

(http://www.sccap.dk/pix/K-0591.jpg. Acesso em 28/10/2016).

Para a producdo de biomassa dessa microalga pode-se utilizar nutrientes inorganicos
presentes na agua salgada, dguas residuais ou agua salobra juntamente com a luz solar e CO;
como Unica fonte de carbono. Além disso, esta espécie mével tem elevada tolerancia ao sal,

temperatura e luz. O cultivo desse microrganismo é relativamente simples, pois ndo se fixam
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em superficies e tem taxa de crescimento e contetdo lipidico relativamente elevados (TANG

et al., 2011).

A D. tertiolecta ndo possui parede celular rigida e prolifera em faixa de salinidade entre
0,17 M a 1,5 M de NaCl. Esse grau de adaptacdo deve-se a producdo de B-caroteno e glicerol
em excesso para manter o equilibrio osmético. A resposta da microalga as mudangas de
salinidade do meio de cultivo corresponde a alteracdo da quantidade de lipideos em suas
células (FISHER et al., 1996; GOYAL, 2007; OUKARROUM et al., 2012; TAKAGI; KARSENO;
YOSHIDA, 2006).

Com o avanc¢o neste campo nos ultimos anos, a producao de compostos bio-organicos,
como B-caroteno, esta estabelecida em muitos paises. A producdo em larga escala de B-
caroteno é controlada por inUmeros fatores de estresse, como alta intensidade de luz e
salinidade, baixa temperatura e disponibilidade de nutrientes. O estresse por alta
luminosidade é criado quando a incidéncia de luz é maior do que a necessaria para a
fotossintese da planta. Infelizmente, existe uma relacdo inversa entre a producdo de B-
caroteno e a velocidade de crescimento especifico das células. Usualmente, as condi¢des de
cultivo em sistemas fechados sdo otimizadas para uma maior producdo de B-caroteno (FAZELI
et al., 2006). Em espécies de microalgas halotolerantes, como é o caso do género Dunaliella
tertiolecta, foi encontrado uma composicdo com doze carotenoides, sendo os majoritarios
trans-luteina (1,59 mg g), trans-B-caroteno (0,62 mg g!) e trans-violaxantina (0,45 mg g).
Além, de também conter atividade pré-vitamina A de 61 pug RAE g Assim como a H.
Luteoviridis, a D. tertiolecta também pode ser considerada uma excelente fonte de luteina e

com alta atividade pro-vitamina A (DIPRAT et al., 2016).

3.5 Caracterizagao dos filmes biodegradaveis

Os filmes biodegradaveis sdao estruturas poliméricas que serdo aplicadas sobre
alimentos objetivando protecdo e aumento da sua vida de prateleira. Portanto, a avaliacdo de
suas propriedades é muito importante, uma vez que eles poderdo substituir materiais ndo

biodegraddveis nas embalagens (BOURTOOM, 2008).

Para utilizar um filme como embalagem de alimentos, algumas caracteristicas

desejaveis devem ser observadas, como propriedades fisico-quimicas (espessura, umidade e

17



solubilidade em agua), propriedades de barreira (permeabilidade ao vapor de 4&agua),
propriedades 6ticas (opacidade e cor) e propriedades mecanicas (elasticidade, resisténcia e

rigidez) (WIHODO; MORARU, 2013).

3.5.1 Propriedades fisico-quimicas

As propriedades fisicas-quimicas geram consequéncias nas caracteristicas funcionais,
propriedades de barreira e mecanicas dos filmes e sdo de grande importancia para determinar
a aplicacdo em um alimento. Dentre essas propriedades estdo a espessura, umidade e

solubilidade em agua.

A espessura dos filmes é uma propriedades relacionada a uniformidade do material, e
é definida como a distancia entre as duas superficies do filme. A analise de espessura auxilia
nas informacbes sobre a resisténcia mecanica, propriedades de barreira, como
permeabilidade ao vapor de agua, e propriedades éticas, onde algumas deficiéncias nessas
propriedades podem estar ligadas a variacdes na espessura dos filmes (HENRIQUE; CEREDA;
SARMENTO, 2008). Estas varia¢cdes podem ocorrer devido a fatores como a concentracdo de
amido, adicdo de aditivos, quantidade de solucdo filmogénica na placa e o modo de preparo
dos filmes. Com o aumento da concentragdo de amido e/ou sélidos totais a espessura do filme

aumenta (SOUZA; SILVA; DRUZIAN, 2012; ZAVAREZE et al., 2012).

Em processos de produgdo tipo casting, onde ocorre a secagem por evaporagao de
solucdes filmogénicas viscosas em finas camadas espalhadas em placas ou superficies, o
controle da espessura dos filmes é mais dificil, devido a dificuldade em espalhar esse material
nas mesmas, pela concentracdo (g/cm?) da solucdo depositada na placa e também pelo

tempo e temperatura de secagem utilizados (PETRIKOSKI, 2013).

O conteludo de umidade é um parametro relacionado com o volume total ocupado por
moléculas de dgua na rede microestrutural do filme, ja a solubilidade é relacionada com a
hidrofilicidade do material (JIANG et al., 2010). A solubilidade é de extrema importancia, pois
a afinidade do filme com a dgua pode ser desejdvel ou ndo. Em casos como de
encapsulamento ou revestimento de alimentos, aditivos ou medicamentos o filme deve ser
solUvel em agua. Ao contrario, em embalagens onde se deseja a protecdo e integridade do

produto contra a dgua, esse filme precisa ser insoluvel (ZAVAREZE et al., 2012).
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A solubilidade é muito influenciada pelo tipo e concentragao do polimero utilizado,
aditivos e plastificantes adicionados a formulagao. Isso indica as caracteristicas do filme
guando imerso em agua, em contato com ambientes Umidos ou superficies aquosas. Os
plastificantes tém grande efeito na solubilidade. Estudos realizados com filmes a base de
amido de mandioca apresentaram alteracdes na solubilidade e na permeabilidade ao vapor
de 4gua em diferentes concentragdes de plastificantes. O grupamento hidroxila, presente nos
plastificantes, como sorbitol e glicerol, aumentam a solubilidade do filme, pois possuem
carater hidrofilico. O plastificante interage com a dgua, incorporando-a a rede do filme através
das ligagGes de hidrogénio. Ainda, a solubilidade pode ser aumentada devido a interagao do
plastificante com a matriz polimérica, isso afasta os espacos entre as cadeias, facilitando a
migracdo de agua para a estrutura (CHIUMARELLI; HUBINGER, 2012; MULLER; YAMASHITA;
LAURINDO, 2008; VIEIRA et al., 2011a).

3.5.2 Propriedades de barreira

As propriedades de barreira tém grande importancia para conservacao de alimentos,
pois as embalagens tém a caracteristica de dificultar ou impedir o contato do ambiente
externo com o alimento embalado. Essas propriedades estdo relacionadas com a estrutura do
produto embalado, bem como com a estabilidade fisica, quimica, sensorial e microbiolégica

(SANTOS; YOSHIDA, 2011).

A permeabilidade ao vapor de dgua é uma das propriedades de barreira mais
importante. Essas propriedades sdo influenciadas pela qualidade e caracteristicas da matéria
prima utilizada para fabricacao do filme, assim como pela adi¢ao de plastificantes e aditivos.
Os plastificantes diminuem a densidade do filme, por isso a permeabilidade ao vapor de agua
geralmente é proporcional a quantidade de plastificante utilizado na formulagdo (SOUZA;

SILVA; DRUZIAN, 2012).

A espessura do filme e fatores extrinsecos, como a umidade e a temperatura do
ambiente em que o filme esta exposto também provoca mudancgas nas propriedades de
barreira, pois com o inchamento da matriz polimérica hd um aumento na difusdo das

moléculas de dgua (PETRIKOSKI, 2013; ROCHA PLACIDO MOORE et al., 2006).
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Os filmes de amido tém uma desvantagem aos filmes de polimeros convencionais por
causa da sua natureza hidrofilica e sensibilidade a umidade e isso estd ligado a sua alta
permeabilidade aos vapores de dgua e fracas propriedades mecanicas (DOLE et al., 2004;
WILHELM et al., 2003). Esses filmes de amido podem ser utilizados para embalagens de
vegetais frescos, pois contém uma alta permeabilidade. J& para embalar produtos
desidratados é indicado filmes com permeabilidade mais baixa (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010).

3.5.3 Propriedades opticas

Opacidade ou transparéncia, cor e brilho sdo parametros relacionados as propriedades
Opticas. Porém, a cor é o pardmetro mais importante para a caracterizacdao de um filme, pois
estad relacionado com a matéria prima utilizada como base de sua formulagao (VICENTINI,
2003). Esta andlise geralmente é medida com o auxilio de um colorimetro que envolve a
determinacdo de parametros de cor CIE L* a* b* onde L* mede a luminosidade de materiais
variando de O (preto) a 100 (branco); a* varia do verde (-) ao vermelho (+); e o b* do azul (-)
ao amarelo (+). Com os valores obtidos pode ser calculada a diferenca de cor em comparacgao

com um padrao ou com uma placa branca.

A transparéncia ou opacidade de um material é dada sobre o minimo de absorc¢do ou
reflexdo da incidéncia de luz que o atravessa. E a opacidade, é o oposto da transparéncia, onde
o objeto absorve ou reflete toda a luz incidente, sem ocorrer a transmissao da luz (BOBBIO;
BOBBIO, 1992). Esses parametros sao avaliados através da transmitancia interna do material,
guanto maior for o valor de transmitancia, maior é a transparéncia do filme, e assim, maior
serd a influéncia da luz sofre a oxidacdo e degradacdo do alimento revestido. A elaboracao e
utilizacdo de filmes opacos, que contenham ingredientes que absorvam a luz no espectro UV-
visivel, sdo alternativas eficazes para evitar estas reacOes, neste caso, os antioxidantes sdo

boas alternativas (SILVA-WEISS et al., 2013).

3.5.4 Propriedades mecanicas

O material de embalagem deve possuir resisténcia mecanica suficiente para manter a

integridade durante o manuseio e armazenamento. Estas propriedades incluem a resisténcia
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a tragdo, percentual de elongagdo e mddulo de elasticidade ou mdédulo de Young (WIHODO;

MORARU, 2013).

As propriedades mecanicas de um filme dependem da composi¢ao do material e das
condicles extrinsecas. A adicdo de agentes plastificantes auxilia na mobilidade das cadeias
poliméricas, levando ao aumento da elongacdo e diminuicdo da resisténcia a tragdo. A
extensibilidade e resisténcia do filme pode ser aumentado com a incorporacao de aditivos e
lipideos. J4 a resisténcia do material estd relacionada com a quantidade de polimero utilizado

na solucdo filmogénica (GIMENEZ et al., 2009; VIEIRA et al., 2011b; WIHODO; MORARU, 2013).

As aplicagdes praticas dos filmes também s3ao determinadas pelas caracteristicas das
propriedades estruturais que estdo diretamente relacionadas as propriedades mecanicas e de

barreira (HERNANDEZ-IZQUIERDO; KROCHTA, 2008).

3.5.5 Propriedades antioxidantes

As reacdes de oxidacdo que ocorrem em presenca de oxigénio constituem em um
importante efeito deteriorante dos alimentos, principalmente em alimentos com alto teor de
acidos graxos poli-insaturados. A aplicacdo de embalagens ou filmes biodegraddveis com a
incorporagdo de antioxidantes em sua formulagao é uma alternativa para amenizar esse
problema. Quanto maior for a barreira contra permeabilidade de oxigénio, maior é a redugao
das reacdes de oxidacdao nos produtos embalados (BERTON-CARABIN et al., 2013; BONILLA et
al., 2012) .

Os filmes biodegradaveis com propriedades antioxidantes estdo sendo fonte de varios
estudos, pois as embalagens antioxidantes existentes no mercado atualmente, sdo compostas
por agentes antioxidantes sintéticos e matrizes poliméricas ndao biodegradaveis. Porém, a
incorporacdo de antioxidantes naturais em filmes biodegradaveis altera as propriedades

mecanicas, térmicas e de barreira (SOUZA; SILVA; DRUZIAN, 2012).

Diversos compostos antioxidantes podem ser incorporados a matriz polimérica com o
objetivo de inibir as rea¢Oes de oxidacdo através do contato com a superficie do alimento.
Estes compostos podem ser de origem sintética como o hidroxianisol butilado (BHA) e

hidroxitolueno butilado (BHT) ou naturais proveniente de dleos essenciais, extrato ou
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compostos bioativos isolados de plantas e vegetais (AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013;
NORAIJIT; KIM; RYU, 2010).

Esta atividade pode ser medida por diferentes métodos de capturas de radicais, como
de: radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), radical N-dietll-p-fenilenodiamina (DPD), poder
redutor de ions ferro (FRAP), radical 2,2'-azinobis (3-etil-benzotiazolino-6-acido sulfonico)
(ABTS) e compostos fendlicos totais (BONILLA et al., 2012). Porém, estes métodos sé avaliam
a atividade antioxidante no filme, entretanto outras metodologias podem ser utilizadas para
avaliar a acdo dos filmes ativos empregados para protecdo do alimento. Neste caso, um
alimento gorduroso é embalado com o filme ativo, afim de prevenir ou retardar a oxidagcao
lipidica, ficando em contato com o alimento, o filme pode ter acdo antioxidante sobre o
mesmo, a qual é averiguada realizando testes diretamente no alimento. Andlises de indice de
perdxidos, dienos e trienos podem ser feitas diretamente em 6leos, e no caso de peixes

gordurosos é necessario realizar a extragao do éleo.

A determinacdo do indice de peréxidos é um dos métodos mais utilizados para avaliar
a qualidade de dleos vegetais, pois sua medida indica um estagio de oxidagdo primaria do
dleo, podendo facilmente evoluir para outros estagios de rancificacdo (PIZARRO et al., 2013;
YANG et al., 2014). A determinacdo de dienos e trienos verifica a presenca de compostos
primdrios e secunddrios de oxidacdo como hidroperdxidos, aldeidos, cetonas, entre outros.
Em carnes, a analise mais utilizada é a de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico),

onde ocorre uma reacao do malonaldeido (MDA) com o &cido tiobarbiturico (TBA).

O malonaldeido (MDA) é um composto toxico formado a partir da oxidacdo lipidica.
Inicialmente ocorre a formac¢do dos radicais livres que reagem com o oxigénio formando
perodxidos, os acumulos desses peréxidos formam os hidroperéxidos que em decomposicao
alteram as caracteristicas sensoriais do alimento, levando a formag¢dao do MDA. Além da luz, o
oxigénio, a umidade, a temperatura, a composicdo nutricional e a carga microbiana também

influenciam na oxidac3o lipidica dos peixes (COUTINHO, 2015; GOMEZ-ESTACA et al., 2014).

Como a auto-oxidacdo dos alimentos ocorre mais lentamente em condi¢des normais
de armazenamento, a fim de diminuir custos e tempo, os testes sdo feitos em condicGes
aceleradas fazendo uso de temperaturas mais altas, catalizadores metdlicos e uso de luz direta

(FARHOOSH, 2007).
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3.5.6 Biodegradabilidade dos filmes

A degradagdao é um processo de desintegracdo do material em pedagos muito
pequenos, fazendo com que o polimero ndo seja mais visivel, mas ainda permaneca no
ambiente. Embalagens produzidas a partir do petréleo podem levar mais de cem anos para se
degradar quando expostos a atmosfera e ainda mais tempo quando colocados em aterros. Por
nado serem absorvidos pela natureza estes polimeros causam grande acumulo principalmente
nos oceanos, que devido a correntes maritimas podem ser levados para locais distantes e
contaminar animais aquaticos, levando a sua morte através da ingestdo. Devido a isso, o maior
acumulo de lixo do mundo esta localizado no oceano Pacifico, entre o Havai e a Califérnia,
com um tamanho de aproximadamente 680 mil quilémetros quadrados; 90 % deste lixo é

composto por plasticos (MOORE, 2008).

J4 a biodegradacdo é um processo que envolve microrganismos, como bactérias,
fungos e algas, que consomem a substancia como fonte alimentar, neste caso o produto
desaparece completamente e é convertido em agua, gas carbonico e biomassa em um periodo

de tempo muito menor (ROBERTSON, 2016).

A técnica mais simples para avaliar a biodegradabilidade do material é enterrar o filme
no solo, onde é exposto a microflora mista naturalmente presente no solo. Geralmente, os
experimentos ocorrem em recipientes adicionados de solo com umidade constante,
simulando o processo natural de biodegradabilidade. Os filmes de amido sdo visualmente
biodegradaveis, ja que o amido é utilizado como fonte de energia para os microrganismos do

solo (MARAN et al., 2014).

3.6 Legislagoes

No Brasil, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) ndo descreve uma
legislacao especifica para embalagens ou revestimentos comestiveis. Portanto, estes filmes
sdo considerados ingredientes quando melhoram as qualidades nutricionais do alimento, ou
aditivo se nao influenciam no seu valor nutricional. Devido a isso, deve-se obedecer ao
Decreto 55.871, de 26 de marco de 1965, que relata as normas regulamentadoras de emprego
de aditivos em alimentos, e a Portaria n° 540 — SVS/MS, de 27 de outubro de 1997 que trata

sobre o Regulamento Técnico de Aditivo Alimentares e Coadjuvantes de Tecnologia de
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Fabricagdao, além das legislagbes nacionais, deve-se considerar as referentes ao Codex
Alimentarius e ao FDA (Food and Drug Administration) (ANVISA, 2008; VILLADIEGO et al.,
2005).

Quanto a utilizacdo de algas em alimentos, a ANVISA tem Comissdes Tecnocientificas
de Assessoramento em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos que descreve
recomendacdes de uso de produtos jd aprovados pela comissdo, dentre eles as algas

marinhas, Chlorella e Spirulina (ANVISA, 2008).

Na Lista de Novos Alimentos aprovados, consta a utilizagdo de algas marinhas,
Chlorella e Spirulina na forma de capsulas, comprimidos e tabletes. Neste caso deve contar na
rotulagem do alimento as informagbes seguintes: “Consumir preferencialmente sob
orientacdo de médico ou nutricionista.”, “Este produto ndo é indicado para gestantes, nutrizes
e criancas.” e “O consumo deste produto deve ser acompanhado da ingestdo de

4gua.”(ANVISA, 2008).

Para a Spirulina a recomendacao didria de consumo ndo deve resultar na ingestao
acima de 1,6 g. Produtos alimenticios com a aplicacdo da Spirulina devem obrigatoriamente

serem registrados na Anvisa (ANVISA, 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os cultivos de microalgas e os experimentos foram realizados no Laboratdério de
Bioengenharia e no Laboratério de Compostos Bioativos, do Instituto de Ciéncia e Tecnologia

de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

4.1 Microalgas

Neste trabalho foram utilizadas as microalgas Heterochlorella luteoviridis BEOO2 e
Dunaliella tertiolecta BEOO3, do banco de algas do Laboratdrio de Bioengenharia, do Instituto
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(UFRGS).

4.1.1 Meios de cultivo para microalgas

Os meios de cultivo para a obtencdo da biomassa de microalgas foram baseados no
meio Guillard “f/2” com modificacdo na quantidade de NaNOs para a H. luteoviridis e de

NaNOs e NaCl para D. tertiolecta (FRE et al., 2016; JAESCHKE et al., 2016).

O meio de cultivo foi preparado com a adi¢dao de 34 g de sal marinho (Red Sea) por litro
de agua, formando uma solucdo de dgua do mar artificial. Essa mistura foi esterilizada em
autoclave (121 °C por 15 min) e as solucdes estoque foram adicionadas posteriormente a fim
de evitar degradacdo térmica e/ou precipita¢cdo. Para o meio de cultivo foram utilizadas as

guantidades por litro apresentadas na Tabela 1:

Tabela 1 - Composicdo Meio f/2 modificado.

Composicao de cultivo

Componentes
H. luteoviridis D. tertiolecta

Sal marinho (Red Sea) 34glLt 34glL?
NaNOs (Nitrato de Sddio) 650 mg L*! 450 mg Lt
NaH2P04.H20 (Fosfato de Sddio) 5mglL? 5mgL?
Na,Si03.9H,0 (Silicato de Sédio) 30mglL? 30mgL?
Cloreto de sddio (NaCl) - 17 gLt
Solucdo de Metais Traco 1mLL? 1mLL?
Solucdo de Vitaminas 1mLL? 1mLL?
Solugdo tampao de pH 1mLL? 1mLL?
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A solucdo de metais-traco contém por litro: 9,8 mg de CuS0..5H;0, 22 mg de
ZnS04.7H,0, 10 mg de CoCl;.6H,0, 180 mg de MnCl,.4H,0, 6,3 mg de NaMo004.2H;0, 4,36 g
de Na;EDTA e 3,15 g de FeCls.6H;0. A solucdo de vitaminas contém, por litro: 100 mg de
tiamina, 0,5 mg de cianocobalamina e 0,5 mg de biotina. A solugao tampao utilizada para
manter o pH entre 7,5 e 8,5 foi feita com 50 g de TRIS (tris (hidroximetil) aminometano),

aproximadamente 30 mL de acido cloridrico e dgua destilada para um volume final de 200 mL.

Para a preparagao das solugées foi utilizada dgua destilada esterilizada, em autoclave
vertical CS (Prismatec) a 121 °C por 15 min. A solugdo de vitaminas foi esterilizada por
microfiltracdo (Sartorius Stedim Biotech). As solugdes foram misturadas e transferidas em

capela de fluxo laminar (Labconco, Purifiertm Clean Bench) a temperatura ambiente.

4.1.2 Pré-indculo de microalgas

O pré-indculo de microalga foi preparado em frascos de Erlenmeyer de 500 mL, com
24 mL de cultura estoque da microalga e 216 mL de meio de cultivo estéril e mantido em
incubadora (Oxylab, Brasil) com agitacdo orbital constante de 90 rpm, temperatura de 28 °C e
luminosidade artificial totalizando 64 W (aproximadamente 2,5 kix) pelo periodo de 7 dias
(Figura 3). Passado esse periodo, o conteudo de cada frasco foi transferido e homogeneizado
em um frasco estéril maior, com o objetivo de padronizar os pré-inéculos que podem crescer

em taxas diferentes na estufa rotatoria.

Apds esse periodo, as amostras foram dispostas em 8 fotobiorreatores, conforme

descrito a seguir.

Figura 3 — Incubadora com agitacao orbital contendo os pré-inéculos das microalgas.
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4.1.3 Cultivo em fotobiorreatores

Os fotobiorreatores utilizados para os cultivos sdao de acrilico do tipo air-lift, com
volume util de 2,4 L, providos de camisa interna de aquecimento/resfriamento conectada a
banho térmico (Haake DC 30) e mantidas a 28 °C para o cultivo (Figura 4 e Figura 5). Os
fotobiorreatores foram desenvolvidos no Laboratério de Bioengenharia (117) e mais detalhes

sobre o projeto e funcionamento podem ser encontrados em Kochem et al. (2014).

Primeiramente foi feita a assepsia dos fotobiorreatores. Cada biorreator foi
preenchido com 10 mL de solucdo comercial de hipoclorito de sédio e completados com dgua,
permanecendo em repouso por 15 min, passado esse periodo foi feita a neutraliza¢do do cloro
ativo com 2,5 mL de soluc¢3o de tiossulfato de sédio 250 g L' P.A.. Apds 2 h cada fotobiorreator
foi esvaziado para posterior recebimento de 240 mL de pré-indculo e de 2 160 mL de meio de

cultivo (ANDERSEN, 2005).
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retirada de
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entrada de 1—/':
no reator

saida de agua kS
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camisa de
aquecimento/

/ resfriamento
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2

base de fixagdo
do reator

corte seccional

Figura 4 — Desenho 3D do fotobioreator de 2,4 L (KOCHEM et al., 2014).
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Figura 5 — Série de 8 Fotobiorreatores utilizados para o cultivo.

A iluminacdo foi realizada através de um painel com lampadas eletrénicas de 30 W
disposto atras dos fotobiorreatores com luminosidade de 18,0 klx, medida na parede do

fotobiorreator por luximetro digital (MS6610 da Akso).

A aeracdo foi realizada com vaz3o de 0,5 L min de ar enriquecido com CO; para a H.
luteoviridis e CO, e Nz para D. tertiolecta, filtrados com membrana de 0,22 um Midisart®2000
(Sartorius Stedim Biotech), controlados por rotametro e utilizando-se duas pedras porosas

conectadas em mangueiras inseridas pelo topo dos reatores até o fundo dos mesmos.

Os cultivos duraram 15 dias, diariamente foram feitos os seguintes procedimentos:
leituras de pH através de fita de pH Alkalit® (Merck), adicao de 2,4 mL de solucdo estoque de
NaH;PO4 e 2,4 mL de solucdo estoque de metais traco, adicdo de dgua destilada para acertar
o nivel de 2,4 L quando o mesmo baixava por evaporac¢do. Ao final do cultivo o contetddo dos
fotobiorreatores foi centrifugado a 10000 x g por 10 min para ocorrer a separacao da
biomassa do meio de cultivo. O meio de cultivo foi descartado e a biomassa liofilizada a
temperatura de -40 °C por 48 h para a obtencdo da biomassa seca que foi utilizada na

formulagao dos filmes.
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4.1.4 Obtencao do extrato de microalgas

O extrato foi obtido através de extra¢do alcodlica com etanol absoluto, para tanto a
biomassa seca foi hidratada com agua destilada permanecendo em repouso por
aproximadamente 24 h em temperatura de refrigeracao. Apds, a biomassa hidratada foi
macerada com a adicdo de etanol absoluto e centrifugada a 3000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi separado e o precipitado voltou novamente para a etapa de maceragao
seguindo o mesmo processo. A repeticdo do processo foi realizada até a obtencdo de uma

biomassa branca.

Apds o processo de extracdo, o solvente foi separado em um rota-evaporador (Fisaton
802) com rotacdo de aproximadamente 70 rpm e temperatura de 30 °C. O extrato ainda
passou pelo processo de liofilizacdo a temperatura de -40 °C por 48 h para retirada total da

agua presente.

O rendimento do extrato foi calculado a partir da biomassa inicial com auxilio da

Equacao (1):

. Massa extrato final (g)
Rendimento extrato (%) = . — x 100
Massa biomassa inicial (g)

(1)

4.2 Elaboragao dos filmes

A elaboracao e analise dos filmes foram feitas no Laboratdério de Compostos Bioativos
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) e para a formulacdo dos filmes foi
utilizado amido de mandioca da marca comercial Yoki, plastificante glicerol e agua. As

microalgas aplicadas nos filmes foram cultivadas conforme descrito anteriormente.

Todos os filmes foram obtidos pelo método de casting. Varios testes preliminares
foram feitos para definir as quantidades dos ingredientes utilizados. Baseado em testes
anteriores foram fixadas as porcentagens de amido de mandioca e plastificante, para as
concentracOes de biomassa das microalgas foram feitos testes com diferentes quantidades

para definir as mais relevantes para as andlises posteriores. O tempo e temperatura de
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secagem também foram avaliadas anteriormente, utilizando diferentes combinagdes

tempo/temperatura até chegar a um binémio ideal.

Para o preparo dos filmes com a biomassa, a solu¢ao filmogénica foi preparada com
uma suspensdo de 4 % de amido de mandioca (4 g de amido para 100 g de solucdo) e mantido
em banho-maria com agitagdo mecanica por 15 min a 80 °C para completa gelatinizagdo. Em
seguida, a solucao foi resfriada até 40 °C, e foram adicionados o plastificante (glicerol, 1 %
m/m solugdo filmogénica) e a biomassa seca, nas concentragdes de 0 % (controle CB) e 0,5 %,
1,0 % e 2,0 % (m/m) das microalgas H. luteoviridis (BH) ou D. tertiolecta (BD) mantendo a

homogeneizagcdao por mais 30 min.

Para os filmes com os extratos H. luteoviridis (EH) ou D. tertiolecta (ED) também foi
preparada uma solucdo filmogénica com uma suspensao de 4 % de amido de mandioca (4 g
de amido para 100 g de solugdo) e mantido em banho-maria com agitacdo por 15 min a 80 °C
para completa gelatinizacdo. Em seguida, a solucdo foi resfriada até 40 °C, e foram adicionados
o plastificante (glicerol, 1 % m/m solucdo filmogénica), o polissorbato 80 (Tween 80, 0,1 %
m/m solucdo filmogénica), foi utilizado para auxiliar na homogeneizagdo entre o extrato e a
solucdo filmogénica, e o extrato, nas concentracdes de 0 % (controle CE) e 0,12 %, 0,25 % e
0,5 % (p/p) das microalgas H. luteoviridis ou D. tertiolecta mantendo a homogeneizagdo por

mais 30 min.

Para os filmes com extrato (EH e ED), as quantidades de 0,12 %, 0,25 % e 0,5 %
adicionadas foram calculadas com auxilio da Equacdo (2) equivalentes ao rendimento do

extrato de ambas as microalgas que foi de 25 %.

Biomassa (%) X Rendimento Extrato (%)
100

Extrato (%) =
()

Cada formulacao foi vertida uniformemente em placas de acrilico, na quantidade de
0,25 g/cm? por placa e secas em estufa com circulacdo forcada de ar (DelLeo, BSAFD, Brasil) a

35°Cpor 16 h.

Apds a secagem os filmes foram mantidos em dessecador com umidade relativa
controlada (58 %, 25 °C) por 48 h. Entdo, os filmes foram retirados das placas e preparados

para as andlises de caracterizacdo através de propriedades mecanicas, fisico-quimicas, de
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barreira e Odpticas, além da avaliacdo da protecdo contra a oxidacdo lipidica e a

biodegradabilidade.

4.3 Caracterizagao dos filmes

4.3.1 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas de resisténcia a tracdo, elongacdo na ruptura e médulo de
Young foram determinadas utilizando um texturdmetro TA-XT2 (Stable Micro Systems, Reino
Unido) (Figura 6), de acordo com o método padrao ASTM D882-12, a temperatura de 25 °C,

separacdo inicial das garras de 50 mm e velocidade do probe de 0,8 mm s (ASTM, 2012).

Os filmes foram recortados com o auxilio de um estilete formando 10 corpos de prova
de cada formulacdo com 80 mm de comprimento e 10 mm de largura e foram condicionados

por dois dias a temperatura ambiente e umidade relativa de 58 % antes da medigdo.

Figura 6 — Texturometro utilizado nas analises de propriedades mecanicas.

4.3.2 Propriedades fisico-quimicas

4.3.2.1 Espessura
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A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um micrometro digital (modelo
IP40, Digimess, Brasil) com escala de 0 mm a 25 mm e precisdo de 0,001 mm (Figura 7). Os
valores apresentados representam a média de 5 medidas feitas aleatoriamente ao longo de

cada amostra avaliada.

Figura 7— Micrometro Digital usado para a analise de espessura.

4.3.2.2 Umidade

O conteudo de umidade foi determinado de acordo com a AOAC (2005), através de
método gravimétrico. Discos de 2 cm de diametro foram cortados e pesados em recipientes
metalicos previamente tarados. Foi utilizada estufa com circulacdo e renovacao de ar (modelo
TE-394/2, Tecnal, Brasil) a 105 °C onde as capsulas foram mantidas na estufa até massa

constante (base seca), por 24 h.

4.3.2.3 Solubilidade em agua

Essa analise foi realizada sequencialmente apds a avaliacdo da umidade, devido a
necessidade de a amostra estar isenta de umidade. A solubilidade em agua dos filmes foi
determinada de acordo com a metodologia descrita por Colla et al. (2006) com modifica¢Ges.
A analise foi realizada em triplicata, onde as amostras dos filmes retirados da andlise de
umidade foram pesadas, novamente acondicionadas em recipientes metalicos e adicionadas
30 mL de agua destilada e mantidas em agitacdo lenta por 24 h a 25 °C (modelo NT145,
Novatecnica, Brasil). Apds este periodo, a dgua do recipiente foi retirada e filtrada, a fim de,
averiguar a presenca de fragmentos de filme soluveis em agua. O filtro utilizado foi pesado
antes e depois de secagem (105 °C por 24 horas), e a diferenca de massa foi utilizada no célculo
da solubilidade. Os recipientes com as amostras sem agua foram, novamente, submetidos a

secagem a 105 °C por 24 h, sendo pesados antes e apds a desidratacdo do filme para
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determinar a massa da matéria seca que nao se dissolveu em agua. A solubilidade foi calculada

usando a Equacgédo (3):

. wi — wf
Solubilidade (%) = E— x 100

(3)
onde wi é a massa seca inicial da amostra (g) e wf é a massa seca final da amostra (g) apds ter

permanecido 24 h sob agitagao nas capsulas com 30 mL de dgua destilada.

4.3.3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) das amostras foi determinada em triplicata
baseada no método gravimétrico padrdao ASTM E96-05 (ASTM, 2005) e no procedimento

descrito por Talja et al. (2008) com modificacdes.

As amostras foram colocadas em células de permeabilidade de aluminio (didmetro
interno 63 mm, altura 25 mm) contendo 1,5 g de CaCl, anidro granular e hermeticamente
seladas e acondicionadas em camara de vidro contendo solu¢dao de NaCl saturado para se
obter 75 % de umidade relativa a 25 °C, por 24 h (Figura 8). Apds cada célula foi pesada em

balanca analitica (modelo AY, Shimadzu, Jap&o).

A permeabilidade ao vapor de agua das amostras (PVA) foi determinada, de acordo

com a Equacado (4):

(4)
onde w é a massa de dgua permeada através do filme (g), L é a espessura do filme (mm), A é

a area de permeac3o (m?), t é o tempo de permeacdo (h), e Ap é a diferenca de press3o de

vapor entre os dois lados do filme (Pa ou kPa).
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Figura 8 — Cuba de vidro com as células de aluminio para analise de PVA.

4.3.4 Propriedades éticas

4.3.4.1 Cor

A cor dos filmes foi determinada através de colorimetro (modelo CR-300, MinoltaCo.
Ltd, Japdo) (Figura 9) operando a luz do dia com D65. Os parametros de cor CIE foram dados
por L*a*b*, onde L* representa a luminosidade, variando de O (preto) a 100 (branco); a*, varia
do verde (-) ao vermelho (+); e b*, do azul (-) ao amarelo (+). Um disco branco (Lo*: 97,5; ao*:
0,13 e bo*: 1,7) foi usado como padréo. A diferenca de cor em comparacgdo ao branco (AE) foi

calculada pela Equacdo (5):

3 2 3 2 %N 2
2E = J(oU) +(0a") + (0")
(5)
onde AL* Aa* Ab* representam as diferengas entre os parametros de cor do filme e um disco

branco padrao.
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Figura 9 — Colorimetro (modelo CR-300, MinoltaCo. Ltd, Japdo) utilizado para determinar a
cor dos filmes.

4.3.4.2 Opacidade

A opacidade foi determinada pela medida da absorbancia dos filmes em
espectrofotbmetro (modelo UV-1800, Shimadzu, Japdo). Para uma visdo geral do
comportamento dos filmes, os mesmos foram submetidos a uma varredura nos
comprimentos de onda entre 200 nm (regidao UV) e 700 nm (regido visivel). Os filmes foram
cortados em um retangulo (4 cm x 1 cm), alojados diretamente na cubeta de quartzo de teste

do equipamento e uma cubeta vazia foi utilizada como referéncia e branco.

A transparéncia no comprimento de onda de 600 nm ou a fragdo de luz incidente nesse

comprimento especifico foi utilizada para o calculo de opacidade, utilizando a Equagao (6).

Opacidade (A/mm) = (—log Tgg0) /X

(6)
onde Tespo € a transmitancia fracional a 600 nm, e x é a espessura do filme (mm).

4.3.5 Atividade antioxidante pelo método de oxidagao lipidica

A atividade antioxidante dos filmes foi medida pelo método de oxidagao lipidica como
descrito por Colin-Chavéz et al. (2013). Paraisso, os filmes foram cortados, dobrados e selados
(Modelo F 200 Flash, Fastvac, Sdo Paulo, Brasil), em ambas as extremidades. A parte superior
foi mantida aberta até que 8 g de dleo de girassol sem antioxidantes artificiais foi adicionado
(Figura 10). Como controle o éleo de girassol foi embalado em garrafas de plastico fechadas,
usualmente utilizadas para a comercializacdo do éleo, (PLA) chamado de controle fechado,
colocado em placas de Petri de vidro aberto (VID) chamado de controle aberto, em

embalagem de PEAD, chamado de controle plastico e em filme de amido sem a adicdo de
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microalga, CB como controle para filmes com biomassa e CE como controle para filmes com
extrato, nos filmes contendo biomassa (BH 0,5, BH 1,0, BH 2,0, BD 0,5, BD 1,0 e BD 2,0) e nos
filmes contendo extrato de microalga (EH 0,5, EH 1,0, EH 2,0, ED 0,5, ED 1,0 e ED 2,0). As
amostras e os controles foram mantidos por 9 dias sob condi¢Oes aceleradas, a temperatura
de 35 + 2 °C, 34 % UR e expostos a luz fluorescente com uma intensidade de 900-1000 Ix
(MS6610 da Akso). Amostras de dleo foram coletadas apds 3, 6 e 9 dias de experimento para
determinar o indice de perdxidos (IP) de acordo com metodologia da AOCS (1993). Os
resultados foram expressos em miliequivalentes de oxigénio por quilograma de éleo (mEq
kg™') e comparados com o padrdo de Codex Alimentarius, que estabelece valor inferior a 10
mEq kg! para amostras de éleo fresco. A concentracdo de perdxidos (mEq kg™?) foi calculada
através da Equagao (7):

_(A+B)><N><1000><fc

1.P.
P

(7)

onde A é o volume da titulacdo da amostra; B é o volume da titulagdo do branco; N,

normalidade do tiossulfato; fc é o fator de correcdo e P (g) é a massa da amostra.

Figura 10 — Oleo de girassol embalado nos filmes biodegradaveis para analise de indice de
peroxidos.

4.3.6 Biodegradabilidade dos filmes

A avaliacdo da biodegradabilidade dos filmes foi realizada de acordo com metodologia

descrita por Martucci e Ruseckaite (2009) com algumas adaptac¢ées. Esse método é baseado
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na avaliacdo da biodegradacdo dos filmes quando os mesmos sdo enterrados e expostos a
microbiota natural encontrada no solo. Para isso, potes plasticos foram adicionadas de solo
organico natural (pH aproximadamente 7,2) empregado como meio para degradacdo dos

filmes.

Os filmes foram cortados em retangulos de 2 cm x 3 cm e desidratadas a 60 °C em
estufa (modelo TLK48, Deleo, Brasil) até massa constante. Em seguida, eles foram
acondicionados em pedacgos de malha de aluminio (previamente secas e pesadas) a fim de
garantir o contato entre o filme e o solo e facilitar a sua retirada apds o periodo de estudo
(Figura 11). As malhas contendo as amostras foram dobradas, colocadas a uma profundidade
de 4 cm a partir da superficie do recipiente e cobertas pelo solo para manté-las enterradas.

Agua foi adicionada ao solo a cada dois dias para manter a unidade a cerca de 40 %.

a
Figura 11 - (a) Amostra de filme biodegradavel sobre malha de aluminio. (b) Recipientes
pldsticos com solo e as malhas de aluminio contendo os filmes.

O experimento foi conduzido em duplicata e os filmes foram avaliados em intervalos
especificos (t): antes de serem enterrados e apds 5, 10 e 15 dias nas condi¢des previamente
descritas. Apds cada periodo de tempo estabelecido, o conjunto malha e filme foi
desenterrado e retirado do contato com o solo com o auxilio de uma pinga. Os conjuntos
foram cuidadosamente lavados com agua destilada para retirar resquicios de terra e
superficialmente secos com a ajuda de papel filtro. Em seguida, foram submetidos a secagem
a 60 °C (modelo TLK48, DeLeo, Brasil) até massa constante. O grau de biodegradacdo das

peliculas foi determinado como a perda de massa (WL;%), pela Equagao (8):

WL(%) = [(m; —m,)/m,] X 100
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(8)

onde m, é a massa inicial da amostra seca de filme e m; é a massa seca remanescente no

tempo t.

4.4 Determinagao de atividade enzimatica

4.4.1 Determinagao qualitativa de amilase

Para determinar a atividade aminolitica, as biomassas de microalgas foram inoculadas
em um orificio do meio de cultura Agar acrescido de 1 % de amido (HANKIN; ANAGNOSTAKIS,
1975). As placas foram incubadas a 30 °C por 48 horas. Passado esse periodo, foram
acrescentados 5 mL de solucdo Lugol e as placas foram lavadas quase imediatamente com

agua destilada.

4.4.2 Determinagao quantitativa pelo método de DNS

Esta analise baseia-se na reagdo entre o agucar redutor e o acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS, cor amarelo forte), que age como agente oxidante, o qual se reduz a um composto de
cor laranja-marrom forte (acido 3-amino-5-nitrosalicilico) diante de agucares redutores, onde

o composto pode ser detectado por espectrofotometria a 540 nm (MILLER, 1959).

Foram analisadas amostras contendo somente a biomassa das microalgas e também
as solugdes filmogénicas com 1,0 % de biomassa e extrato de biomassa das algas

Heterochlorella luteoviridis e Dunaliella tertiolecta.

Para cada amostra o preparo foi feito pesando 10 g de amostra e 50 mL de agua
destilada e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min. Apds 100 uL do sobrenadante foi pipetada
para um tubo de ensaio e adicionada 1,0 mL do reagente DNS (300 g L de tartarato duplo de
sodio e potassio tetrahidratado (KNaCsH406.4H,0), 1 g/L de DNS e 16 g/L de hidrdoxido de sédio
(NaOH 2N)). Agitou-se e agueceu em banho maria a 100 °C (em ebulicdo) por 15 min. Apds foi
resfriado em banho de gelo e se fez a leitura da absorbancia em espectrofotémetro a 540 nm.
Uma curva padrao (Figura 12) foi obtida a partir da absorbancia relacionada as concentragées
conhecidas de glicose (1 a5 g L?), calculando a concentracdo de actcar redutor em % (m/m)
através da equacdo da reta.
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Figura 12 — Curva padrdo de agucar redutor (AR) em g/L.

4.5 Aplicagdo do filme em salmao

O filé de salmao utilizado nos testes foi adquirido no mercado publico de Porto Alegre.

Amostras de filé de salmao fresco foram colocados em placas de Petri de vidro aberto
(VID), chamado de controle aberto, em embalagem de PEAD, chamado de controle plastico,
em filme de amido sem a adicdo de microalga CE como controle para filmes com extrato e no
filme EH 2,0. As amostras foram mantidas por 6 dias a 6 + 2 °C, 34 % UR e expostos a luz

fluorescente com uma intensidade de 900-1000 lux (MS6610 da Akso) (Figura 13). As analises

do salmdo foram realizadas nos dias 0, 2, 4 e 6.

Figura 13 — Amostras de salm3o embalados para analise da atividade antioxidante.
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4.5.1 Umidade do salmao

O conteudo de umidade das amostras de peixe foi determinado de acordo com a AOAC
(2005), através de método gravimétrico. Onde aproximadamente 5 g de amostra foi pesada
em cadinho de porcelana previamente identificados e tarados. Foi utilizada estufa com
circulagdo e renovacdo de ar (modelo TE-394/2, Tecnal, Brasil) a 105 °C e os cadinhos foram

mantidas na estufa até massa constante (base seca), por 24 h.

4.5.2 Obtencao do d6leo

A extracdo do dleo de salmao foi realizada segundo a metodologia de Bligh e Dyer
(1959) modificada, onde cerca de 100 g da amostra Umida e triturada foi homogeneizada
como 100 mL de cloroférmio e 200 mL de metanol em béquer com agitacdo por
aproximadamente 15 min. Logo apds, a mistura foi filtrada a vacuo e o residuo foi
homogeneizado com 100 mL de cloroférmio e filtrado novamente. O filtrado foi transferido
para um funil de separac¢do e adicionado 100 mL de solugdo aquosa de cloreto de potassio
(KCI 8,8 g L'1). A solucdo permaneceu no funil de separacdo até completa separa¢do das fases
(Figura 14). A fase inferior foi filtrada em filtro de papel contendo sulfato de sédio anidro
(NazS0a4) para a remogdo da umidade. Os solventes foram eliminados em um rota-evaporador

(Fisaton 802) com rotacao de aproximadamente 60 rpm e temperatura de 10 °C.
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Figura 14 — Etapa de separacao das fases dos solventes.

4.5.3 Percentual de lipidios

Uma aliquota de exatamente 5 mL da solucdo obtida anteriormente a evaporacao do
solvente foi transferida para béquer de 50 mL previamente tarado. Os béqueres foram
colocados em estufa com temperatura de 105 °C e permaneceram durante 2 h, até completa
evaporacdo do solvente e dgua. Em seguida, os béqueres foram resfriados em dessecador a
vacuo até temperatura ambiente e pesados em balanca analitica. A porcentagem de lipideos

foi calculada pela Equacdo (9):

% Lipidios = ((Am x 20)/m) x 100
(9)
onde Am (g) é a diferenga de massa final e inicial do béquer; e m (g) é a massa da amostra

inicial.

4.5.4 indice de perdxidos, dienos e trienos do 6leo
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O indice de perdxidos (I.P.) foi determinado segundo o método AOCS Cd-8-53 (AOCS,
1993) modificado: onde 1 g de dleo foi dissolvido em 20 mL de solugdo de acido
acético/cloroférmio (3:2, em volume) e 0,5 mL de solugdo saturada de KI. Apds 1 min em
repouso no escuro absoluto, adicionou-se 10 mL de 4gua destilada sob agitacdo lenta, e em
seguida acrescentou-se 1 mL de solucdo indicadora de amido a 1 %. Apds isso, foi feita a
titulagdo com solugdo padronizada de tiossulfato (Na2S203) 0,01 N. A concentragdo de

peréxidos (mEq kg™) foi calculada através da Equac3o (7).

A determinacdo de dienos e trienos, no qual é verificada a presenca de compostos
primarios e secundarios da oxida¢do, como hidroperdxidos, aldeidos, cetonas, entre outros,
foi analisada conforme a metodologia de Regulagdo Europeia EC 2568/91. Na analise, os
dienos foram calculados a partir da absorcdo a 232 nm e os trienos a 276 nm, de uma solucao
de 6leo a 1 % (em volume) em iso-octano (grau HPLC), em cubeta de quartzo com 1 cm,

medido em espectrofotometro (UV-1800, Shimadzu, Jap3ao).

Os resultados foram calculados através da Equacgdo (10):

E
cC " S

K-
(10)
onde Ky é a extincdo especifica no comprimento de onda, Ex é a extincdo medida no

comprimento de onda A, ¢ concentragdo da solugdo em g/100 ml e s caminho déptico da cubeta

emcm.

4.5.5 Indice de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

As medidas de acido tiobarbiturico foram determinadas segundo a metodologia de
Vyncke (1970) com modificagcdes. No dia da andlise, 5 g de peixe foram misturados com 10 mL
de acido tricloroacético (TCA) (7,5 % em 3agua destilada), em seguida a mistura foi filtrada,
usando papel filtro, transferido para um baldo de 10 mL e o volume foi completado com TCA
7,5 %. Uma aliquota de 5 mL do filtrado foi misturada com 5 mL de acido tiobarbiturico (TBA)
0,02 M em tubos de ensaio com tampa e aquecidos em banho maria a 100 °C por 30 min. Em
seguida foram resfriados e realizada a leitura em espectrofotémetro a 538 nm. Para o branco

foi adicionado 5 mLde TCA 7,5 % e 5 mL de TBA 0,02 M e realizado paralelamente ao ensaio.
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A curva padrdao (Figura 15) foi construida a partir da solucdo estoque de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP) (1x103 M em &gua destilada), aliquotas de 0,1 a 5 mL da solucdo
foram transferidas para tubos de ensaio e adicionadas o volume necessario de TCA 7,5 % para
completar os 5 mL em todos os tubos, em seguida, 5 mL da solu¢ao TBA 0,02 M foi adicionada
em cada tubo e aquecidos em banho maria a 100 °C por 30 min. Em seguida foram resfriados

e realizada a leitura em espectrofotémetro a 532 nm.

5 1 y =3,099x + 0,0633
R?=0,9954

Concentragdo TEP (mol/ml)
w

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
ABS (532 nm)

Figura 15 — Curva padrdo de acido tiobarbiturico (TBA) com 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP).

4.6 Anadlise dos resultados

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram submetidos a
analise de comparacdo de médias de variancia e teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade, seguida de uma anadlise de componentes principais (ACP) utilizando o software

Statistica 12.0 (Statsoft Inc, Sdo Paulo, Brasil).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a obten¢dao de uma maior quantidade de biomassa os cultivos das microalgas
foram mantidos nas condicdes descritas e com pH entre 7,5 e 8,5 controlado pela injecdo de

COa.

Para a producdo de filmes foram utilizadas as biomassas liofilizada e os extratos
obtidos a partir das biomassas que renderam aproximadamente 25 % (m/m) a partir da

biomassa de ambas as microalgas.

5.1 Caracterizacao dos filmes

As analises de umidade, permeabilidade ao vapor de dgua e solubilidade sdo muito
importantes, pois é através dessas andlises que se define uma finalidade de aplicacdo dos
filmes. Em geral, os valores devem ser tdo baixos quanto possivel para reduzir a transferéncia
de umidade entre o alimento e o meio externo mantendo uma integridade do alimento. Varios
fatores influenciam esses parametros, dentre eles estd o tipo de polimero utilizado, a
integridade da matriz polimérica e os tipos de interacdes que ocorrem entre a matriz e os
demais componentes da formulagdo, o plastificante e as condi¢cGes do processamento. Ainda
fatores como solubilidade, umidade, espessura, do filme podem influenciar na sua

permeabilidade ao vapor de agua.

Os filmes contendo extrato apresentam valores de umidade, PVA e solubilidade
menores do que os filmes contendo biomassa (Tabela 2). Esses resultados podem estar
relacionados com a diminuicdo dos compostos hidrofilicos causados pela presenca da
biomassa das microalgas. Nos filmes com extrato, os lipidios presentes, por terem
caracteristicas hidrofébicas, podem ter causado uma diminui¢ao nas interagdes agua—amido
auxiliando nos resultados. Outro fator a ser levado em conta é a utilizacdo do Tween 80 nas
formulagdes contendo o extrato. Esses emulsificantes fortalece a rede de amido, diminuindo
a tensdo interfacial entre os lipidios e a fase aquosa e auxiliando na diminuicdo da
retrogradacdo do amido. Isso pode explicar os resultados obtidos nos filmes controle CB e CE,

onde tiveram diferencas significativas para as andlises de umidade e PVA.
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As formulacdes EH tiveram os menores valores de umidade e de PVA, diferenciando-
se estatisticamente das demais formulagGes. Ja para a analise de solubilidade os filmes EH e
ED foram os que obtiveram os menores valores, se diferenciando estatisticamente das demais

formulagdes.

A alta solubilidade dos filmes com biomassa pode ser explicada através da andlise de
acucares redutores dos filmes. Para avaliar o efeito das microalgas frente as ligagcdes do amido,
foi realizada uma andlise para verificar a presenca de amilase nas microalgas, na Figura 16 sdo
apresentadas as analises visuais do teste qualitativo. A presenca de um halo claro em torno

da aplicacdo das biomassas indicou a presenca de amilase.

Figura 16 — Analise quantitativa da acdo enzimatica da amilase apds a colora¢ao com a
solucdo Lugol. (a) H. luteoviridis e (b) D. tertiolecta.

Para quantificar a acdo da amilase foi realizada a analise de acucares redutores
utilizando o método de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico). Os resultados obtidos foram de
0,87 g/L de acgucares redutores para a solucdo contendo apenas agua e amido de mandioca e
de 13,10 g/L e 8,32g/L para formula¢des BH 1,0 e BD 1,0 respectivamente, e de 1,34 g/L e
2,10 g/L para os filmes EH 1,0 e ED 1,0 respectivamente. Estes resultados demonstram que a
adicdo da biomassa das microalgas provocou hidrdlise nas ligacdes glicosidicas do amido,
explicando os resultados obtidos nas andlises de solubilidade e umidade serem mais altos para

aos filmes contendo biomassa.
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Filmes* Umidade (%) Solubilidade (%) (e mm;\lfﬁr\nz Pa) E (mm) RT (MPa) ER (%) MY (MPa)
PEAD ] ] 0003£0,0 00540001 11,23%0,23° 38847:596" 180,61 159°
CB 0173+0,51% 27814073 03450017 0064£0,002"  509%0,19¢  20,24%2,44% 110,05 £ 5,07
BHOS  8951+099%¢  9745+171° 043740020 00710002  2,44%035°  11,17£0,61% 5502 18,6
BH1O  9166+037%  9649+205  0286+0005¢ 00950,005% 11330268  21,13+3,33% 3514114
BH20  89114052%  8653+164>  0376+001° 00990003  057£0,188  31,42%169% 9,08+ 5,058
BDOS  9191+112°  9606+062°  03090+0004% 00840003  3,20:025¢  1961+2,05 11528+ 13,4°
BD1O0 8930+0475% 0463+250°  0282+001f 0090:0004° 061+011f 31,73£0,87% 11,17+3,01%
BD20  8779+058%  8115£133  0203+0008 0097£0004% 056%005 36824277  602+0438
CE 8847+114%  2258+101%  0129+0004" 0076%0,001°  1419%1,1°  3,20£011f 709,82 +50,9°
EHO5 8383057  1866£027¢ 017640007 0081%0001°  227+016°  78,27+9,96° 46,57 £5,0%
EH10  8158+038%  2201+061° 0160400 00880002 372:021° 464448415 133,41+846"
EH20 801240148  2107£041°  0147+0003h 0090%0,002¢ 353£028° 39,87%3,11% 139,58 :+24,1°
EDO5  8751+116%  2221£012° 031440002 0089%0002¢ 2,68+0,14%  8376+106°  62,17+7,0°
EDL0  8700+026%  1831+026° 027540009 00900002 359%030° 3689+10,76 151,82 £15,5°
D20 86904038 10014052  0338+0014« 0091%0002%¢ 674:066°  3,65:0459 316,71+489"

Tabela 2 - Umidade, Solubilidade, Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA), Espessura (E) e Propriedades Mecanicas (resisténcia a tragao
(RT), elongacdo na ruptura (ER) e o mddulo de Young (MY)) dos filmes controle e contendo biomassa e extrato de microalga.

*PEAD: Controle com Polietileno de Alta Densidade; CB: Controle dos filmes com biomassa; CE: Controle dos filmes com extrato; BH 0,5, BH 1,0 e BH 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0% e 2,0 %
de Biomassa de Heterochlorella luteoviridis; BD 0,5, BD 1,0 e BD 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Biomassa de Dunaliella tertiolecta. EH 0,5, EH 1,0 e EH 2,0 Filme com 0,5 %, 1,0 %
e 2,0 % de Extrato de Heterochlorella luteoviridis. ED 0,5, ED 1,0 e ED 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Extrato de Dunaliella tertiolecta.

Valores médios * desvio padrdo (n=3). Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa (p < 0,05).
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A biodegradabilidade dos filmes esta diretamente relacionada a solubilidade,
pois quanto mais soltvel for o filme maior sera a sua degradacao em contato com a agua
e com 0s microrganismos contidos na microbiota do solo, que inclui bactérias, fungos e
protozodrios. A aparéncia dos filmes antes e apds os 15 dias de analise de
biodegradabilidade sao apresentados na Figura 17. Observa-se que ocorreu uma grande
deterioracdao macroscépica devido a adicao periddica de agua, que provavelmente
tenha auxiliado para a perda de compostos sollveis, fazendo com que os filmes
perdessem seu aspecto inicial e integridade estrutural, demostrando claramente a sua

degradabilidade.

O indice quantitativo de degradabilidade dos filmes foi a perda de massa, onde
ao final dos 15 dias o filme CB obteve uma perda de massa de 69,9 % e o CE 55,1 %. Para
os filmes contendo biomassa de microalga a maxima perda de massa foi de 87,6 % para
o filme BH 2,0, ja para os filmes contendo extrato a perda maxima foi para o filme ED
2,0 com 57,4 %. Produtos derivados de fibras naturais sdo altamente biodegraddveis, a
perda da resisténcia interfacial entre fibras e matriz polimérica interferem no processo

de degradacao (AZWA et al., 2013).

No Brasil ndo existe uma norma para biodegradabilidade de matérias, porém, a
norma europeia EN13432 (2000) exige que os plasticos biodegradaveis tenham 90 % de
sua massa fragmentada em dgua, CO; e biomassa em um periodo de seis messes. Frente
aos resultados obtidos, os filmes foram degradados rapidamente e podem ser

considerados materiais biodegradaveis.
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cB BHO0,5 BH 1,0 BH 2,0 BD 0,5 BD 1,0 BD 2,0
0 Dias
15 Dias
17a | 69,9 % 73,9% 68,4 % 87,6 % 74,9 % 81,3% 77,4 %

’ CE EHO,5 EH1,0 EH 2,0 EDO,5 ED1,0 ED 2,0 ‘
0 Dias
15 Dias

17b ’ 55,1% 43,3 % 45,4 % 56,8 % 40,2 % 53,9% 57,4 % l

Figura 17 — Aspecto visual e percentual de perda de massa dos filmes controle e
contendo biomassa (a) e extrato (b) das microalgas, no dia 0 e apés 15 dias enterrado
em solo.

CB: Controle dos filmes com biomassa; CE: Controle dos filmes com extrato; BH 0,5, BH 1,0 e BH 2,0: Filme com 0,5
%, 1,0 % e 2,0 % de Biomassa de Heterochlorella luteoviridis; BD 0,5, BD 1,0 e BD 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 %

de Biomassa de Dunaliella tertiolecta. EH 0,5, EH 1,0 e EH 2,0 Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Extrato de
Heterochlorella luteoviridis. ED 0,5, ED 1,0 e ED 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Extrato de Dunaliella tertiolecta.

Nos resultados da analise de espessura dos filmes com biomassa, conforme
houve um aumento da quantidade de biomassa ocorreu um aumento na espessura dos
filmes. Isso pode estar relacionado ao aumento de sdlidos presente na formulagao,
observando que existe diferenca significativa (p < 0,05) entre estes filmes. Ja os filmes
com extrato de microalgas apresentaram espessuras menores em relagao aos filmes
com biomassa; somente o filme EH 0,5 teve diferenca significativa (p < 0,05) dentro do
grupo dos filmes com extrato. A espessura pode interferir nas propriedades mecanicas,
a sua variacdo pode altera o comportamento dos filmes quanto a resisténcia,
elasticidade e rigidez.
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As propriedades mecanicas podem ser influenciadas por interacdo entre
proteinas e hidrocoloide, onde as proteinas e plastificantes desempenham um papel
muito importante nessas propriedades (PARK et al., 2001). Todos os resultados
referentes a espessura (E) e propriedades mecanicas (resisténcia a tracdo (RT),

elongacdo na ruptura (ER) e o mdédulo de Young (MY)) estdo apresentados na Tabela 2.

Avaliando os resultados das propriedades mecanicas, observa-se que, nos filmes
com biomassa, ocorre um aumento na elongacao na ruptura dos filmes BD com a adicao
da biomassa com diferenca significativa entre os filmes BD 2,0 e CB, e entre 0 BD 0,5 e
o BD 2,0. Nos filmes BH, nenhuma das formulagdes se diferenciou do controle CB, mas
também ocorreu um aumento na elongacao na ruptura com diferenca significativa entre
os filmes BH 0,5 e 0 BH 2,0. Com relacdo a resisténcia a tracao, tanto os filmes BD quanto
os BH, tiveram uma diminuicdo neste pardmetro e se diferenciaram do controle CB,
sendo que os filmes contendo 1,0 % e 2,0 % das biomassas, nao tiveram diferenca
significativa entre eles. Para a andlise de mddulo de Young, somente a formulacdo BD
0,5 ndo se diferenciou do controle, nas demais formula¢des ocorreu uma diminui¢ao

nesta propriedade em relagao ao controle CB.

Isso representa que, os filmes com biomassa na formulacdo se tornam menos
rigido e resistente, porém com uma maior flexibilidade. Esses resultados podem estar
relacionados com o possivel efeito plastificante das microalgas. Outro efeito causado
pelas microalgas é o aumento da hidrofilicidade dos filmes, que também é uma
caracteristica da maioria dos plastificantes empregados em filme de amido (COUPLAND
et al., 2000). Efeitos semelhantes foram identificados por Mali et al. (2006) em estudo
sobre a a¢do do plastificante glicerol nas propriedades mecanicas em filme com amido
de mandioca. A medida que a quantidade de glicerol aumentou (20 % e 30 %) os valores

de resisténcia e médulo de Young diminuiram e a elongacdo aumentou.

Em contrapartida, para as analises mecanicas dos filmes contendo o extrato das
microalgas, obtiveram comportamentos diferentes comparados com os filmes contendo
biomassa. Em relacdo a resisténcia a tracdo, a adi¢cdo do extrato aumentou a resisténcia
dos filmes em comparacdo com o controle CE, mas o filme ED 2,0 n3o teve diferenca
significativa em relagdao ao CE. Nos filmes EH o aumento do extrato de 0,5 % para 1,0 %
diminuiu a resisténcia, assim como o aumento da adi¢cdo de extrato de D.tertiolecta
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também diminui a resisténcia a tracdo dos filmes. J4 para as anadlises de elongacdo na
ruptura e médulo de Young as adicdes dos extratos diminuiram esses parametros em
relacao ao controle, porém ocorreu um aumento, tanto na elongagao quanto no modulo

de Young, com o aumento das concentra¢des dos extratos.

Este efeito por ser explicado como um efeito antiplastificante, que diminui a
flexibilidade e a hidrofilicidade dos filmes. Isso indica que pode estar ocorrendo
interacGes mais fortes do tipo ponte de hidrogénio entre o amido e o extrato de alga,
que induzem a um decréscimo da mobilidade molecular e da capacidade de ligagao com

a dgua.

Alguns estudos, também com o objetivo de formar filmes com a adi¢do de algas
foram desenvolvidos e avaliados quanto as propriedades mecanicas. Porém, os
materiais de base e a alga sdo diferentes, portanto, as intera¢bes e compatibilidade
entre os materiais geram resultados diferentes. Em estudo feito com aplicacdo de alga
vermelha (Gelidium corneum) em filme com base de proteina de farelo de arroz (5,0 %),
foram testadas dosagens de 1,0, 2,0 e 3,0 % de alga vermelha. O resultado para
resisténcia a tracdo aumentou com o aumento da concentragao de alga, ja a elongacao
diminuiu (SHIN; JANG; SONG, 2011). Em outro estudo, também utilizando alga vermelha
(Gelidium corneum), farinha de casca de caqui como base, a analise de resisténcia a
tracdo passou de 6,05 MPa com 0 % de alga para 7,31 MPa com a adicdo de 1,0 % da
alga, porém diminuiu para 3,32 MPa com o aumento da alga em 2,0 %. Ja para a analise
de elongacdao na ruptura ocorreu um aumento significativo na propriedade com o

aumento da porcentagem da alga (JO et al., 2014).

Comparando somente os filmes controle CB e CE, observa-se um efeito
antiplastificante nas propriedades mecanicas, isso pode estar relacionado com a
interacdo do Tween 80 com o amido. Que reforca a rede do amido, fazendo com que os

filmes se tornem mais rigidos e consequentemente menos flexiveis.
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cB BH 0,5 BH 1,0 BH 2,0 BDO,5 BD1,0 BD2,0

18a

CE EHO,5 EH 1,0 EH 2,0 EDO,5 ED 1,0 ED 2,0

18b

Figura 18 — Aspecto visual dos filmes controle e contendo biomassa (a) e extrato (b) de
microalga com concentragdes de 0,5 %, 1 % e 2 %.

CB: Controle dos filmes com biomassa; CE: Controle dos filmes com extrato; BH 0,5, BH 1,0 e BH 2,0: Filme com 0,5
%, 1,0 % e 2,0 % de Biomassa de Heterochlorella luteoviridis; BD 0,5, BD 1,0 e BD 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 %

de Biomassa de Dunaliella tertiolecta. EH 0,5, EH 1,0 e EH 2,0 Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Extrato de
Heterochlorella luteoviridis. ED 0,5, ED 1,0 e ED 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Extrato de Dunaliella tertiolecta.

As propriedades Odpticas sdo muito importantes para embalagens, pois
influenciam sobre o aspecto e a aplicabilidade dos filmes. A adicdo de diferentes
concentracOes da biomassa e do extrato das microalgas causaram um escurecimento
nos filmes e consequentemente um decréscimo na transparéncia dos mesmos (Figura
18). As propriedades referentes a cor e opacidade estdo na Tabela 3. Os parametros de
cor L*, a* e b* para o Branco foram 97,57, 0,07 e 1,78 respectivamente. Os valores de
cor L* sdo os mais importantes para os filmes desenvolvidos neste trabalho, esse
parametro avalia a luminosidade e o quanto os filmes sdo escuros, portanto, quanto
maior a quantidade de microalga aplicada ao filme menor é o valor de L* e
consequentemente, maior a sua opacidade, pois ocasionam um maior blogueio da

passagem de UV e luz visivel.

O aumento da quantidade de microalga, tanto na forma de biomassa como na
de extrato, ocasionou uma diminuicdo na luminosidade (cor L*) dos filmes, e
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consequentemente o aumento da opacidade. Os valores negativos para o parametro a*
apontam para a cor verde dos filmes ocasionadas pela presenca da clorofila e os valores
positivas na andlise de cor b* indica a incidéncia de cor amarela, possivelmente

proveniente dos carotenoides presentes nas microalgas.

Parametros de cor

Opacidade
L* a* b* AE* (A mm?)

CB 92,35+0,29° 0,78 +0,02? -2,39+0,07  6,72+0,25 1,13 +0,01"
CE 90,80 +0,15° 1,21 +0,04° -2,22+0,04  7,82+0,13 1,14 £0,01"
BHO,5 6575+1,20° -18,02+0,61° 51,86+1,79¢ 62,05+1,77¢ 3,34 +0,06¢
BH1,0 51,86+0,86 -1600+0,70° 46,09+1,87° 65,68+0,82"  6,61+0,09°
BH2,0 34,05+066¢ -690+1,67° 17,62+0,93% 65,86+0,66° 9,47+0,23°
BDO,5 77,45+0,69° -18,32+0,85" 5581+3,19¢ 61,27+3,28"  2,39+0,06'
BD1,0 70,38+0,35° -21,40+0,34% 67,27+0,37° 74,08+0,3" 5,44 +0,16°
BD2,0 54,82+0,81" -20,82+0,38 50,80+1,73° 68,76+1,25  6,41+0,11°
EHO,5 77,54+0,25¢ -17,62+0,10° 55,57+0,98° 60,15+0,93" 1,80 + 0,058
EH1,0 60,61+0,53¢ -1574+0,48° 60,35+0,18° 71,10+0,39° 3,02 +0,01%
EH2,0 57,58+0,34" -1553+0,23¢ 56,32+0,39 69,46+0,15¢ 3,00+ 0,06
EDO,5 8280+0,16° -10,10+0,16° 42,59+1,048 44,18+ 1,02 1,22 £0,01"
ED1,0 77,53+0,25° -11,91+0,13% 64,73+0,53° 67,28+0,56%" 1,24 +0,01"
ED2,0 69,42+0,26° -10,00+0,05° 73,26+1,01* 77,10+1,01° 2,16 +0,02f

Tabela 3 — Cor e Opacidade dos filmes controle e contendo biomassa e extrato de
microalga.

CB: Controle dos filmes com biomassa; CE: Controle dos filmes com extrato; BH 0,5, BH 1,0 e BH 2,0: Filme com 0,5
%, 1,0 % e 2,0 % de Biomassa de Heterochlorella luteoviridis; BD 0,5, BD 1,0 e BD 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 %
de Biomassa de Dunaliella tertiolecta. EH 0,5, EH 1,0 e EH 2,0 Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Extrato de
Heterochlorella luteoviridis. ED 0,5, ED 1,0 e ED 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Extrato de Dunaliella tertiolecta.
Valores médios + desvio padrdo (n=3).

Letras diferentes sobrescritas na mesma coluna indicam diferencga estatistica significativa (p < 0,05).

A fim de avaliar a acdo protetora dos filmes contra a oxidacdo lipidica, foi
realizado um ensaio de oxidacdo acelerada de déleo de girassol embalados nos diferentes
filmes produzidos. Como controle, utilizou-se garrafas de pldstico fechadas (PLA)
chamado de controle fechado, placas de Petri de vidro aberto (VID), chamado de

controle aberto, embalagem de PEAD, chamado de controle plastico e filme de amido
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sem a adicdo de microalga CB (controle para filmes com biomassa) e CE (controle para
filmes com extrato). Os valores de indice de perdxidos do 6leo de girassol foram medidos
nos dias 0, 3, 6 e 9 (Figura 19). O valor inicial (dia 0) do 6leo de girassol foi de 1,99
mEqg/kg. O éleo embalado em PLA, VID e PEAD ultrapassaram o limite de 10 mEqg/kg,
limite de perdxidos estipulado pela Codex Alimentarius, ja no terceiro dia, atingindo os
valores de 45,15 mEq/kg, 39,58 mEqg/kg e 35,81 mEqg/kg respectivamente; os controles
CB e CE ultrapassaram esse limite no sexto dia, e os filmes BH 0,5, BH 1,0 EH 0,5 e ED
0,5 atingiram esse limite apenas no nono dia, os demais filmes nao atingiram o limite
maximo de indice peréxidos durante o periodo da andlise. Esses resultados confirmam
que o dleo de girassol permaneceu estdvel até o nono dia, sob um ensaio de oxidacdo

acelerada.

Os filmes contendo maior quantidade de microalga apresentaram os menores
valores de perdxidos provavelmente devido a presenca de compostos antioxidantes
proveniente dos carotenoides e das clorofilas encontrados nas microalgas. Os
carotenoides podem controlar a oxidagdo lipidica através da inibicdo de radicais livres
induzidos pela peroxidagao lipidica (RIOS; MERCADANTE; BORSARELLI, 2007). Os
carotenoides também proporcionaram uma cor mais escura e uma maior opacidade aos
filmes possivelmente auxiliando na diminui¢do da foto-oxida¢do do 6leo embalado com

esses filmes.

Estudos demonstraram que os filmes a base de polietileno de baixa densidade
(PEBD) com a adicdo de extrato de caléndula, uma fonte de astaxantina, tiveram um
efeito benéfico na estabilidade do éleo de soja embalado. Esta acdo protetora foi
atribuida a presenca de carotenoides do extrato de caléndula, que tém a capacidade de
atuar como agentes antioxidantes (COLIN-CHAVEZ et al., 2013). Além desse, outro
estudo produziu filmes usando amido de mandioca como matriz polimérica e pasta de
manga e extrato de erva mate, estes filmes foi embalado 6leo de palma e mantido em
condigdes aceleradas (63% de HR a 30 ° C) durante 90 dias. O 6leo embalado apresentou
uma diminuicdo na taxa de oxidacao (REIS et al., 2015). Também utilizando amido de
mandioca, Pagno et al. (2016) adicionou 2 %, 5 %, 8 % e 10 % de bixina nanoencapsulada

na solucdo filmogénica e avaliou sua atividade antioxidante no dleo de girassol, que
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indicou que as peliculas com altas concentragGes do aditivos melhoraram a estabilidade

do dleo.
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Figura 19 — Resultado do indice de Peréxidos dos filmes controle e contendo biomassa e extrato de microalga.

VID: Placa de vidro aberta; PLA: garrafa de plastico fechada; PEAD: embalagem de polietileno de alta densidade; CB: Controle dos filmes com biomassa; CE: Controle dos filmes com extrato; BH 0,5,
BH 1,0 e BH 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Biomassa de Heterochlorella luteoviridis; BD 0,5, BD 1,0 e BD 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Biomassa de Dunaliella tertiolecta. EH 0,5, EH

1,0 e EH 2,0 Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Extrato de Heterochlorella luteoviridis. ED 0,5, ED 1,0 e ED 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de Extrato de Dunaliella tertiolecta.
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Para analise dos resultados de caracterizagdo do filme usou-se a metodologia de
Anidlise de Componentes Principais (ACP).

A técnica estatistica de ACP é utilizada em estudos que contenham um grande
numero de varidveis correlacionadas com o objetivo de diminuir o conjunto de dados. A
andlise é utilizada para converter um conjunto de observagdes de varidveis
correlacionadas num conjunto de valores de varidveis linearmente nao correlacionadas
chamadas de componentes principais. Estes componentes s3ao escolhidos para

conservar a maior parte da variancia presente nas varidveis originais.

As quatorze diferentes formulacdes dos filmes biodegradaveis foram avaliadas
em treze parametros referentes a sua caracterizacdo fisico-quimicas, de barreira,
Opticas, mecanicas e antioxidante (Figura 20). Pode se observar que o componente
principal 1 (PC1) estava relacionado com os parametros solubilidade, cor L*, cor a¥*,
opacidade, resisténcia a tracao (RT), mddulo de Young (MY), indice de perdxidos (IP) e
biodegradabilidade. O componente principal 2 (PC2) relacionado com a umidade. Os
parametros de espessura, PVA, cor b* e elongacdo na ruptura ndo contribuiram
significativamente para a analise de diferenciacdo das formulacdes dos filmes. A
variancia total dos dados foi de 80,86 % com as contribuigdes significativas de 42,14 %

para o PC1, 24,74 % para o PC2 e 13,98 % para PC3.

Pode-se observar que formula¢ées contendo biomassa das microalgas obtiveram
0s maiores valores para opacidade, solubilidade, biodegradabilidade. Ja os filmes
contendo extrato das microalgas, apresentaram os menores valores para estes
parametros. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de que a biomassa apresenta
um cardater plastificante, onde os grupamentos hidroxilas tornam o filme mais
higroscépico e assim aumentam a sua solubilidade e consequentemente alta
biodegradabilidade. O processo de extracdo com solvente etandlico faz com que os
extratos de microalgas tenham uma maior quantidade de lipidios, pois ocorre uma
concentracdo dos compostos organicos presentes nas microalgas. Isso torna os filmes
mais hidrofébicos fazendo com que os filmes EH e ED apresentem uma reducdo na

solubilidade.
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Figura 20 — Andlise de componentes principais das quatorze formula¢des de filmes
biodegradaveis.

IP: indice de perdxidos; RT: resisténcia a tragdo; MY: mddulo de Young; ER: elongagdo na ruptura.

CB: Controle dos filmes com biomassa; CE: Controle dos filmes com extrato; BH 0,5, BH 1,0 e BH 2,0: Filme com 0,5
%, 1,0 % e 2,0 % de biomassa de Heterochlorella luteoviridis; BD 0,5, BD 1,0 e BD 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 %

de biomassa de Dunaliella tertiolecta. EH 0,5, EH 1,0 e EH 2,0 Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de extrato de
Heterochlorella luteoviridis. ED 0,5, ED 1,0 e ED 2,0: Filme com 0,5 %, 1,0 % e 2,0 % de extrato de Dunaliella tertiolecta.

5.2 Selegdo e aplicagdo da melhor formulagao

Os filmes foram analisados em relacdo aos resultados de espessura, resisténcia
a tracdo, percentagem de elongac¢do na ruptura, médulo de Young, teor de umidade,
solubilidade em 34gua, permeabilidade ao vapor de 4gua, cor, opacidade,
biodegradabilidade e atividade antioxidante. Perante os resultados de todas as analises,
a formulacdo EH 2,0 foi a que obteve os melhores valores no conjunto das propriedades
mecanicas, mas principalmente, baixos valores de solubilidade, umidade e PVA,

portanto foi a formulagao selecionada.

5.3 Percentual de lipidios e atividade oxidante do salmao

O percentual de extracdo de lipideos através do método utilizado, foi em média
10,7 %. Porém, as analises de indice de perdxidos, dienos e trienos ndo corroboraram
para a avaliacdo do 6leo extraido das amostras de salmdo. Possivelmente devido a
sensibilidade do método de identificacdo de oxidacdo dos lipidios, que foi afetada pela
guantidade de lipidios de cada amostra e também pelas possiveis variacdes no método

de extracao.
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J4 para o método que apresenta o indice de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) os resultados foram mais representativos e estdo apresentados
na Figura 21. A oxidagao lipidica foi retardada pelo filme EH 2,0 no decorrer dos dias,
provavelmente devido a presenca dos carotenoides da microalga, que além de possuir
compostos antioxidantes, também proporciona uma coloragdo escura e uma maior
opacidade ao filme comparado as demais embalagens testadas, isso, possivelmente

auxiliou na diminuicao da foto-oxidagao do salmao.

Outro parametro importante para a conservagao dos peixes é a permeabilidade
ao vapor de agua das embalagens. Os polimeros sintéticos proporcionam uma menor
interacao do alimento com o meio externo. Desta forma o salmdo embalado com PEAD
ndo teve uma perda de umidade significativa com o passar do tempo e acumulou liquido
no interior da embalagem. Jd4 as amostras VID, CE e EH 2,0 tiveram uma perda de

umidade maior (Figura 22), tornando a carne mais seca.

N3o foi encontrado um indicativo de valor maximo de TBARS em pescado
permitido na legislagdo brasileira. Porém, um alto indice compromete a comercializagao
e a aceitacdo do produto final, pois, segundo dados encontrados na literatura valores
acima de 1 a 2 mg/kg de malonaldeido em pescado estd associado ao odor e sabor

caracteristicos de ranco (TOMITA et al., 2006).

Portanto, nas condicdes testadas, somente a amostra embalada com EH 2,0
estaria apta para o consumo até o sexto dia de armazenamento. Porém, a
comercializagdo de peixes frescos deve ser feita a temperaturas abaixo de 2 °C por

aproximadamente 2 a 3 dias.
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VID: Placa de vidro aberta; PEAD: embalagem de polietileno de alta densidade; CE: Controle dos filmes com extrato;
EH 2,0 Filme com 2,0 % de Extrato de Heterochlorella luteoviridis.
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Figura 22 — Variagdo da umidade do salmado durante os dias de armazenamento.

VID: Placa de vidro aberta; PEAD: embalagem de polietileno de alta densidade; CE: Controle dos filmes com extrato;
EH 2,0 Filme com 2,0 % de Extrato de Heterochlorella luteoviridis.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, o presente trabalho demostrou ser possivel
produzir filmes biodegradaveis com propriedades antioxidantes a partir de amido de
mandioca com a adicdo de biomassa seca e extrato de biomassa de microalga
Heterochlorella luteoviridis e Dunaliella tertiolecta. De modo geral, a adi¢ao das
microalgas, tanto biomassa como de extrato, apresentaram alteracdes nas propriedades
de cor, proporcionando uma cor verde aos filmes, devido as clorofilas presentes nas
microalgas. Estes compostos auxiliaram também na protecdo do 6leo de girassol contra
0 processo de oxidacdo em condi¢bes aceleradas de experimento em todos as
formulagGes dos filmes.

A aplicacdo da biomassa de ambas as microalgas ocasionou um aumento nas
propriedades de solubilidade, biodegradabilidade e opacidade dos filmes, devido a
hidrdlise das ligacGes glicosidicas do amido provocadas pelas microalgas. Isso também
implicou nas propriedades mecanicas dos filmes, provocando um efeito plastificante,
com o aumento da elongacdo na ruptura e uma diminuicdo na resisténcia a tracdo e
modulo de Young.

Porém, a aplicacdo do extrato resultou em filmes com caracteristicas inversas
aos filmes com biomassa. Nas propriedades mecanicas ocorreu um aumento na
resisténcia a tracao e modulo de Young e diminui¢do na elongacdo na ruptura. E o filme
EH 2,0 foi o que obteve o menor valor para permeabilidade ao vapor de agua.

A aplicacdo dos filmes em salmao foi eficiente quanto a retardag¢ao da oxidacao
lipidica, porém nao foi eficiente para evitar a perda de umidade do peixe.

Contudo, o presente trabalho evidencia o potencial da producdao de filmes
biodegradaveis a partir de amido de mandioca com adi¢cdo de microalgas Heterochlorella
luteoviridis e Dunaliella tertiolecta, com caracteristicas de biodegradabilidade e
sustentabilidade. Os filmes biodegradaveis desenvolvidos sdo uma boa alternativa para
embalagens antioxidantes, contribuindo para o aumento da vida de prateleira dos

alimentos.
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7 PERSPECTIVAS

Novos estudos podem ser feitos a partir da aplicacdo do filme em salmdo com o
objetivo de avaliar a microbiologia do peixe.

Aplicar os filmes elaborados neste trabalho em outros alimentos com umidades
e composicao diferentes, afim de avaliar sua adaptagao e resisténcia.

E adicionar um agente hidrofébico ou fibras nos filmes elaborados com a adi¢ao
da biomassa com o objetivo de diminuir a sua solubilidade e garantir sua aplicagdo em

algum alimento.
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