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RESUMO

O consumo de produtos amplamente difundidos na cultura local, como a propolis € 0
pinh&o (semente da Araucaria angustifolia), esta relacionado as suas caracteristicas
quimicas, as quais incluem compostos com alto potencial antimicrobiano, antioxidante
e sensoriais. No entanto, durante o processo de obtencdo desses produtos, sao
gerados residuos que nao sao aproveitados economicamente, mas que apresentam
compostos bioativos com agédo antimicrobiana e antioxidante, que apresentam
potencial para uso na industria de alimentos, além de proporcionar melhorias
ambientais. Assim, o objetivo principal deste estudo foi desenvolver e avaliar o efeito
de embalagens ativas comestiveis, reforcadas com a casca do fruto da Araucaria
angustifolia, extrato da casca e prépolis verde de abelha Apis, na estabilidade
oxidativa de hamburguer bovino. A otimizagao do processo de extragao da casca de
pinhdo resultou em extratos com teores significativos de compostos fendlicos totais
(337,05 mg EAG.g™"), flavonoides totais (157,37 mg EC.g™") e taninos condensados
(12,81%), além de alta atividade antioxidante (1533,31; 1822,71 e 30,32 ymol ET.g""
para DPPH*, ABTS™ e FRAP, respectivamente), indicando seu potencial na industria
de alimentos. Os métodos de extragao assistida por ultrassom (EA) e desruptor de
célula (EC) foram efetivos para extracdo de compostos antioxidantes nas amostras de
prépolis verde (PV) e mandacaia (PM). Os extratos de PV apresentaram maior teor
de compostos fendlicos, flavonoides, de acidos 3,4-dihidroxibenzoico, cafeico e p-
cumarico, miricetina, quercetina e catequina e atividade antioxidante. Por outro lado,
os extratos obtidos de PM destacaram-se pela presencga de acidos elagico, vanilico,
cafeico, miricetina, quercetina e hesperetina. Filmes comestiveis a base de farinha da
améndoa de pinhdo e gelatina, caracterizados por sua resisténcia mecanica e de
barreira, foram produzidos. A inclusdo da casca de pinhao foi um fator contribuinte
para a melhoria dessas propriedades. As formulagdes de filme de farinha da améndoa
de pinhao (5,0% de farinha da améndoa de pinhao, 1,2% de glicerol e 0,4% de p6 da
casca de pinh&o) e gelatina (5,0% de gelatina, 2,0% de glicerol e 0,4% de pd da casca
de pinhdo) apresentaram os melhores resultados (5,06 MPa para resisténcia a tragao
e 0,14 g.mm.kPa'.h-".m> para permeabilidade ao vapor de agua) e (3,88 MPa para
resisténcia a tragdo e 0,28 g.mm.kPa'.h-".m para permeabilidade ao vapor de agua),
respectivamente. A aplicacao dos filmes ativos a base de farinha da améndoa de
pinh&o e a base de gelatina incorporados com extrato da casca de pinhao e propolis
mostrou-se eficiente em retardar as reacdes de oxidacao lipidica e proteica em
hamburgueres bovinos durante o armazenamento refrigerado. Esses filmes
representam uma alternativa ecologicamente correta e eficaz para embalagens
primarias de alimentos, prolongando a vida util dos produtos. Os resultados desta
pesquisa tém implicagdes significativas na produgdo de embalagens mais
sustentaveis e eficazes na preservagao da qualidade dos alimentos, contribuindo para
a redugdo de impactos negativos no meio ambiente, na saude humana, além de
favorecer a preservagao da espécie nativa Araucaria angustifolia.

Palavras-chave: Biodegradabilidade, compostos antioxidantes, filmes comestiveis,
estabilidade oxidativa, embalagens sustentaveis.



ABSTRACT

The consumption of products widely disseminated in local cultures, such as propolis
and pine nuts (Araucaria angustifolia seed), is related to their chemical characteristics,
which include compounds with high antimicrobial, antioxidant, and sensory potential.
However, while obtaining these products, waste is generated that is not used
economically but contains bioactive compounds with antimicrobial and antioxidant
action, which have the potential for use in the food industry, providing environmental
improvements. Thus, the main aim of this study was to develop and evaluate the effect
of edible active packaging, reinforced with the husk of the Araucaria angustifolia fruit
and extracts of husk and green propolis from Apis bee, on the oxidative stability of beef
patties. The optimization of the pinhao husk extraction process resulted in extracts with
significant levels of total phenolic compounds (337.05 mg EAG.g™"), total flavonoids
(157.37 mg EC.g™"), and condensed tannins (12 .81%), in addition to high antioxidant
activity (1533.31, 1822.71 and 30.32 uymol ET.g" for DPPH", ABTS™ and FRAP,
respectively), indicating its potential in the food industry. The ultrasound-assisted
extraction (EA) and cell disruptor (CE) methods were effective for extracting
antioxidant compounds in green propolis (PV) and mandagaia (PM) samples. PV
extracts showed a higher content of phenolic compounds, flavonoids, 3,4-
dihydroxybenzoic, caffeic, and p-coumaric acids, myricetin, quercetin, and catechin,
and antioxidant activity. On the other hand, the extracts obtained from PM stood out
for the presence of ellagic, vanillic, caffeic acids, myricetin, quercetin, and hesperetin.
Edible films were produced based on pinh&o flour and gelatin, characterized by their
mechanical and barrier resistance. The inclusion of pinhdo husk powder was a
contributing factor to the improvement of these properties. The formulations of pinhao
flour film (5.0% pinhao flour, 1.2% glycerol and 0.4% pinhdo husk powder) and gelatin
(5.0% gelatin, 2.0% glycerol and 0.4% pinhao husk powder) showed the best results
(5.06 MPa for tensile strength and 0.14 g.mm.kPa’'.h"".m? for water vapor
permeability) and (3.88 MPa for tensile strength and 0.28 g.mm.kPa".h-'.m for water
vapor permeability), respectively. Applying active films based on pinhao flour and
gelatin-based incorporated with pinhdo husk extract and propolis proved efficient in
delaying lipid and protein oxidation reactions in beef patties during refrigerated storage.
These films represent an environmentally friendly and effective alternative to primary
food packaging, extending the shelf life of products. The results of this research have
significant implications for producing more sustainable and effective packaging in
preserving food quality, reducing negative impacts on the environment and human
health, and favoring the preservation of the native species Araucaria angustifolia.

Keywords: Biodegradability, antioxidant compounds, edible films, oxidative stability,
sustainable packaging.
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INTRODUGAO

A industria de alimentos é responsavel pela geragdo de um volume
consideravel de residuos e subprodutos de biomassa, bem como a utilizagdo de
plasticos derivados do petroleo. Os residuos derivados de petrdleo sdo altamente
poluentes para o meio ambiente, devido a alta massa molecular e as propriedades
hidrofébicas do polietileno. Além disso, 0 seu consumo, via embalagens de alimentos,
gera acumulo de residuos nao biodegradaveis, que ndo possuem destinagao
especifica, causando muitos problemas ambientais associados ao seu descarte (Bilck;
Grossmann; Yamashita, 2010; Hazrol et al., 2022; Rodriguez et al., 2012; Santana-
Méridas; Gonzalez-Coloma; Sanchez-Vioque, 2012; Spada; Luchese; Tessaro, 2018).

Os subprodutos orgénicos gerados pela industria de alimentos apresentam
compostos de interesse para industria e grande potencial para serem incluidos na
dieta humana, principalmente aqueles ricos em vitaminas , minerais, fibras, 6leos e
compostos bioativos com propriedades funcionais (Baiano, 2014; Nascimento Filho;
Franco, 2015; Reguengo et al., 2022). Estes compostos presentes nos subprodutos
podem ser utilizados para obtencdo de produtos com valor agregado, tais como de
extratos antioxidantes (Casagrande et al., 2019; da Nobrega Santos et al., 2023;
Freitas et al., 2018; Paludo et al., 2019; Santana Neto et al., 2022; Santos et al., 2018)
e Oleos essenciais (Badalamenti et al., 2022; Benelli et al., 2018; Rossi et al., 2020;
Tavallali et al., 2021).

Em virtude da preocupacao com uma producao e utilizacdo de materiais de
fontes sustentaveis, e o respeito ao meio ambiente, tem-se direcionado esforgos dos
setores produtivos para o aproveitamento dos subprodutos gerados apos o
processamento. Uma alternativa para minimizar o impacto ambiental dos plasticos
convencionais, que vem sendo amplamente empregada, € o desenvolvimento e
aplicacao de filmes e/ou embalagens de biopolimeros de fontes renovaveis (Santos et
al., 2022; Silva-Rodrigues et al., 2020; Silveira et al., 2019; Wu et al., 2015). Estes
apresentam baixo custo e ndo geram grandes impactos ambientais, sendo uma
alternativa frente aos polimeros petroquimicos (Souza et al., 2012; Suderman; Isa;
Sarbon, 2018).

Nos ultimos anos, vem-se considerando o potencial da elaboragao de
polimeros biodegradaveis, como os filmes e/ou embalagens comestiveis e/ou

biodegradaveis para aplicagdo em alimentos como uma alternativa (Lopez-De-
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Dicastillo et al., 2012; Mir et al., 2018; Prithiviraj et al., 2023; Santos et al., 2022). Na
literatura pode-se observar varios estudos relacionados as melhorias de propriedades
destes filmes, com o uso de subprodutos da industria de alimentos, enfatizando a
utilizagcao de extratos com propriedades antioxidantes (Akcan; Estévez; Serdaroglu,
2017; Bilck; Grossmann; Yamashita, 2010; de Souza et al., 2020; Freitas et al., 2018;
Piferos-Hernandez et al., 2017; Santos et al., 2022; Szabo et al., 2020) e 6leos
essenciais (Ansarian et al., 2022; Hasheminya et al., 2019; Radha Krishnan et al.,
2015; Silveira et al., 2019; Wu et al., 2015).

O pinhao é uma semente nativa do Brasil amplamente conhecida e apreciada
nas regides Sul e Sudeste. Embora seja abundantemente consumida nessas regioes,
ocorre a geragao do residuo da casca durante o seu processamento para o consumo,
sendo esta fonte de compostos com elevado potencial antioxidante de aplicagado na
industria de alimentos. Alguns estudos mostram o potencial antioxidante desse
subproduto, que, muitas vezes, nao possuem destinacao especifica (de Souza et al.,
2020; Freitas et al., 2018; Koehnlein et al., 2012; Santos et al., 2018; Souza et al.,
2014). Adicionalmente, a prépolis é uma resina apicola amplamente usada pela
populacdo na forma de extratos, normalmente contra inflamagdes. Sao observados
estudos que mostram o potencial antimicrobiano e antioxidante atribuidos ao uso de
extrato de propolis em produtos alimenticios (Eskandarinia et al., 2018; Reis et al.,
2017; Santos, et al., 2019; Skowron et al., 2019).

Dessa forma, a elaboragdo de uma embalagem ativa, devido a adigao de
extratos da casca de pinhao e propolis, podera ser utilizada pela industria de alimentos
como substituto das embalagens plasticas primarias, bem como a substituigdo do uso
de antioxidantes sintéticos. Embora existam pesquisas com o desenvolvimento de
embalagens biodegradaveis incorporadas com extratos de pinh&o e de prépolis, nao
foram encontrados dados na literatura que reportem o poder antioxidante dessas
matrizes em embalagens biodegradaveis quando aplicado em produtos carneos,
justifica-se a necessidade de realizar estudos da aplicacdo, bem como avaliar o seu

efeito sobre a qualidade de hamburgueres bovinos sob refrigeracao..
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver e avaliar o efeito de embalagens ativas comestiveis, reforgcadas
com a casca do fruto da Araucaria angustifolia, extrato da casca e prépolis verde de

abelha Apis, na estabilidade oxidativa de hamburguer bovino.

Objetivos especificos

CAPITULO 1 — REVISAO DE LITERATURA
e Conceituar sobre a Araucaria angustifolia e o pinhao; o aproveitamento de
residuos agroindustriais; a propolis; filmes ativos e biodegradaveis;
e Buscar as tendéncias de estudos que envolvem a agao de filmes ativos em
produtos carneos;

e Explorar os efeitos da oxidacao de lipidios e proteinas em carne;

CAPITULO 2 - EXTRATO RICO EM COMPOSTOS FENOLICOS E ANTIOXIDANTES
DA CASCA DE PINHAO: UMA ABORDAGEM DE PROJETO EXPERIMENTAL
SOBRE A OTIMIZAGAO DA EXTRACAO
e Obter um extrato com alto teor de compostos antioxidantes da casca de pinh&o;
e Otimizar o processo de extragao dos compostos bioativos da casca de pinh&o;
e Determinar a atividade antioxidante in vitro dos extratos obtidos por diferentes

métodos.

CAPITULO 3 - UMA COMPARACAO DAS PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DE
DUAS DIFERENTES PROPOLIS BRASILEIRAS

e Investigar o conteudo de compostos fendlicos, flavonoides, taninos
condensados e o potencial antioxidante presentes em prépolis verde PV (Apis
mellifera) e a prépolis mandagaia PM (Melipona quadrifasciata anthidioides),

por meio da extracdo assistida por ultrassom.
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CAPITULO 4 - POTENCIAL DA CASCA DE PINHAO COMO AGENTE DE REFORGO
DE ESTRUTURA NAS PROPRIEDADES DE FILMES COMESTIVEIS DE FARINHA
DA AMENDOA DE PINHAO

e Caracterizar a composicao centesimal da farinha da améndoa e da casca de
pinhao;

e Estabelecer protocolo para desenvolvimento de filmes ativos biodegradaveis e
comestiveis pelo método casting utilizando farinha da améndoa de
pinh&o/gelatina reforgados com casca de pinhdo em po;

e Avaliar o potencial da casca de pinhdo como agente reforcador de estrutura
nas propriedades de filmes comestiveis de farinha da améndoa de
pinhao/gelatina;

e Determinar as melhores concentracbes de farinha da améndoa de
pinh&o/gelatina, glicerol e casca de pinh&o em po para obtencéo de filmes com
melhores propriedades mecanicas e de permeacao;

¢ Avaliar a qualidade dos filmes produzidos através de suas propriedades fisicas,

estruturais, morfoldgicas, térmicas, solubilidade e resisténcia a permeacéo.

CAPITULO 5 — FILMES COMESTIVEIS A BASE FARINHA DA AMENDOA DE
PINHAO COM EXTRATOS DE PINHAO E DE PROPOLIS RICOS EM COMPOSTOS
FENOLICOS PARA INIBIR A OXIDACAO LIPIDICA E PROTEICA EM
HAMBURGUER BOVINO

e Desenvolver filmes ativos pelo método casting de farinha da améndoa de
pinhdo utilizando casca do pinhdo em p6é como reforcador de estrutura e
extratos ricos em compostos antioxidantes da casca de pinhao e de propolis;

e Caracterizar os filmes ativos através de suas propriedades fisicas, estruturais,
morfologicas, térmicas, solubilidade e resisténcia a permeacao;

e Quantificar os compostos fendlicos totais, o potencial antioxidante (DPPH" e
FRAP) e a migragdo dos compostos ativos nos filmes ativos;

e Avaliar a biodegradabilidade dos filmes ativos a base de farinha da améndoa

de pinhao;
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e Avaliar o desempenho dos filmes ativos com adi¢cao de extrato antioxidante de
casca de pinhao e propolis na conservagdao de hamburgueres bovinos,
avaliando-se os parametros de estabilidade oxidativa (manutengdo da cor,

oxidagao lipidica e proteica).

CAPITULO 6 — EMBALAGENS ATIVAS A BASE DE GELATINA CONTENDO
EXTRATOS DA CASCA DE PINHAO E PROPOLIS PARA INIBIR A OXIDACAO
LIPIDICA E PROTEICA EM HAMBURGUERES BOVINOS ARMAZENADOS A FRIO

e Desenvolver filmes ativos pelo método casting a base de gelatina, utilizando
casca do pinhdo como reforgcador, e extratos ricos em compostos antioxidantes
da casca de pinhao e de propolis;

e Caracterizar os filmes ativos através de suas propriedades fisicas, estruturais,
morfoldgicas, térmicas, solubilidade e resisténcia a permeacao;

e Quantificar os compostos fendlicos totais e o potencial antioxidante (DPPH" e
FRAP), e a migracdo dos compostos ativos nos filmes ativos;

e Avaliar a biodegradabilidade dos filmes ativos a base de gelatina;

e Avaliar o desempenho dos filmes ativos a base de gelatina na conservacéo de
hamburgueres bovinos, avaliando-se os parametros de estabilidade oxidativa

(manutengédo da cor, oxidagéo lipidica e proteica).
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1 CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

Neste topico apresenta-se a fundamentagao teodrica desta tese. Os seguintes
assuntos foram abordados: Araucaria e o pinhdo; aproveitamento de residuos
agroindustriais; propolis; filmes ativos e biodegradaveis; agdo dos filmes ativos em
produtos carneos; e oxidagao lipidica e proteica em produtos carneos.

1.1 ARAUCARIA E O PINHAO

A Araucaria angustifolia (Bertoloni) Otto Kuntze € uma conifera pertencente a
familia Araucariaceae, conhecida como “pinheiro do Parana” ou “pinheiro brasileiro.”
Essa espécie pode ser encontrada em paises da América Latina como Brasil,
Paraguai, Chile e Argentina. No Brasil, pode ser encontrada em estados da regiao
Sudeste, mas sua maior ocorréncia é nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (da Costa et al., 2013; Peralta et al., 2016; Santi-Gadelha et al., 2006).

E uma espécie didica, pois apresenta distingdo entre arvores masculinas e
femininas, fazendo-se necessario o processo de polinizagdo para produgdo das
sementes. Os estrobilos femininos desenvolvem-se formando as pinhas (FIGURA 1),
as quais sdao compostas por pinhdes (sementes), escamas nao fertilizadas (pinhdes
chochos), escamas estéreis e um eixo central (Mantovani; Morellato; Reis, 2004;
Michelon et al., 2012). Segundo Mantovani; Morellato; Reis (2004), o ciclo reprodutivo
da araucaria leva cerca de 20 a 24 meses, sendo o inicio do ciclo caracterizado pelo

aparecimento dos estrobilos e o final, pela producdo de sementes.

FIGURA 1 - PINHA (A); ESTRUTURAS DE UMA PINHA (PINHOES CHEIOS, CHOCHOS E FALHAS)
(B)

B Chochos

)
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FONTE: Autor (2024)
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O pinhdo, semente da Araucaria angustifolia, por apresentar uma boa
qualidade sensorial, € muito apreciado na regido Sul do Brasil. Esse é consumido na
forma assada ou cozida, podendo ser empregado na culinaria regional na preparagao
de pratos como farofas, entreveros e pagocas (Jorge et al., 2018). Diversos estudos
(TABELA 1) mostram o pinhdo como uma boa fonte de carboidratos (36,28 - 82,29%)
e fibra alimentar (4,89 - 15,34%), além de apresentarem quantidades consideraveis
de proteinas. No entanto, aproximadamente 22% do peso da semente corresponde a

casca (camadas internas e externas) (Cordenunsi et al., 2004).

TABELA 1 - COMPOSICAO CENTESIMAL DA SEMENTE IN NATURA DA Araucaria angustifolia
Cordenunsi et al.,, Capella; Penteado; Balbi, Barretoetal., Guidolin

(2004) (2009) (2016) (2016)
Umidade (%) 49,50 51,16 45,87 43,47
Cinzas (%) 1,60 2,85 1,43 2,41
Lipidios (%) 1,26 7,38 0,75 1,23
Proteina (%) 3,57 6,59 2,79 4,89
Fibra alimentar 4,89 15,34 5,40 9,18
(%)
Carboidrato (%) 36,28 67,84 43,79 82,29

FONTE: Autor (2024).
NOTA: valores em base seca (b.s.)

No ano de 2022, o estado do Parana foi o segundo maior produtor de pinhao
do Brasil, correspondendo a 30,57% da produc¢ao nacional, ficando atras de Santa
Catarina, com 34,88% (IBGE, 2023). De acordo com Secretaria da Agricultura e do
Abastecimento do estado do Parana, no ano de 2022 a produgao de pinh&o no estado
foi de 4.152,10 ton., movimentando R$ 20.843.521,92 na economia dos produtores do
estado (SEAB/DERAL, 2023). Considerando o percentual em massa que a casca do
pinhao corresponde, como relatado por Cordenunsi et al. (2004), pode-se estimar que
no ano de 2022 foi gerado em torno de 913,46 ton. de subprodutos no estado do
Parana, que é geralmente descartada no ambiente, e leva muito tempo para se
decompor (Peralta et al., 2016).

Nos ultimos anos, tem-se realizado estudos que busquem o reaproveitamento
da casca de pinhao. Calvete et al. (2009, 2010) realizaram estudos com a utilizagao
da casca de pinhao para produgcao de adsorventes, e relataram que estes sdo bons
adsorventes alternativos para remocado de corantes. Estudos sobre a extracédo e
encapsulacdo de compostos com potencial antioxidante de bracteas de pinhdo vem
sendo realizados e mostram que as bracteas apresentam quantidades consideraveis

de compostos fendlicos, em particular taninos condensados, os quais podem ser
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encapsulados com fibras e proteinas alimentares como materiais de parede que pode
ser aplicado em diversas formulag¢des alimenticias (Dorneles; Norefia, 2020a, 2020b).

O desenvolvimento e utilizagdo de nanosuspensdes de casca de pinhéo,
como forma de valorizar esse subproduto, também, vem sendo relatado na literatura.
De Lima et al. (2020) mostram que a casca de pinh&o pode ser utilizada para obtengao
de nanosuspensao, e que a mesma pode ser empregada como fonte de alimento,
exibindo efeitos benéficos, podendo reduzir niveis de colesterol e triglicerideos ao
mesmo tempo que reduz o ganho de peso corporal. Enquanto Timm et al. (2020)
afirmam que nanosuspensao de casca de pinhao pode ser um potencial ingrediente
no desenvolvimento de barras de cereais funcionais devido ao alto teor de fibras,
proteinas e compostos fendlicos.

Estudos relacionados a extragdo e a aplicacdo de compostos antioxidantes
oriundos da casca de pinhdao também sao encontrados na literatura, sendo relatados
que esses extratos apresentam elevados conteudos de taninos condensados, além
de outros compostos fendlicos, principalmente catequina, epicatequina, quercetina,
apigenina e rutina (de Souza et al., 2020; Dorneles; Norefia, 2020a, 2020b; Freitas et
al., 2018; Koehnlein et al., 2012; Michelon et al., 2012; Santos et al., 2018; Souza et
al., 2014).

A utilizagao de extrato da casca de pinhdo, atuando como substituto dos
antioxidantes sintéticos, no desenvolvimento de embalagem ativa, foram relatados por
Freitas et al. (2018) e Silva et al. (2019), onde ambos os autores sugerem que essas
embalagens podem ser aplicadas como um material de embalagem ativo. Enquanto
que De Souza et al. (2020) relatam que a utilizacao de filme a base de proteina isolada
de soja incorporados com extrato de pinhao contribuem para a estabilidade oxidativa
do dleo de linhagca, mostrando que esse tipo de filme pode ser uma alternativa

interessante de embalagem biodegradavel ativa para éleos comestiveis.

1.2 APROVEITAMENTO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Estima-se que cerca de um ter¢co dos alimentos produzidos no mundo para
consumo humano, aproximadamente 1,3-1,6 bilhdes de ton., sdo desperdicados por
ano, gerando grande impacto ambiental (Demichelis et al., 2018; Martin-Rios et al.,

2018). Além disso, 72% do desperdicio de alimentos é oriundo dos setores doméstico
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(47 milhdes de ton.) e processamento (17 milhdes de ton.) (Socas-Rodriguez et al.,
2021).

Além dessa elevada dissipagao, ha também a alta geragao de subprodutos
de diversas industrias agroalimentares apds o processamento (vegetais, frutas,
bebidas, agucar, carne, aquicultura e produtos marinhos, marisco, etc.), que é um
problema para o setor, uma vez que grande parte das agroindustrias ndo apresentam
tratamentos adequados para tais subprodutos (Adilah; Jamilah; Nur Hanani, 2018;
Nascimento Filho; Franco, 2015; Socas-Rodriguez et al., 2021). Usualmente, esses
subprodutos acabam sendo utilizados como matéria-prima para producédo de ragdes
animais (Socas-Rodriguez et al., 2021).

Visando reduzir custos econdémicos e os danos ambientais, devido ao
subaproveitamento de matéria-prima, as industrias vém buscando realizar o maximo
aproveitamento integral desses residuos gerados. Em vista disso, vem sendo
adotada, como pratica sustentavel e ecologicamente correta pelas industrias, uma
maior utilizagdo dos recursos naturais, referindo-se a todas as atividades relacionadas
em toda a cadeia de producdo e consumo (Nascimento Filho; Franco, 2015;
Papargyropoulou et al., 2016).

Esses subprodutos sao subutilizados pela industria de processamento de
vegetal, e podem ser aplicados para produgao de energia renovavel, como a produgao
de biogas (Demichelis et al., 2018; Monteiro et al., 2023) principalmente os de
natureza lignoceluldsica (Ravindran; Jaiswal, 2016). Estes ainda s&o potenciais fontes
de compostos de interesse para a industria, como carboidratos, proteinas, lipidios e
compostos fendlicos, diminuindo o dano ambiental (Adilah; Jamilah; Nur Hanani,
2018). No entanto, os subprodutos de origem vegetal representam uma fonte
interessante e barata de compostos potencialmente funcionais ou bioativos (Socas-
Rodriguez et al., 2021), os quais podem ser aproveitados através de processos
quimicos e biotecnolégicos.

O reaproveitamento desses subprodutos oriundo, principalmente, de origem
vegetal pode ser realizado de diversas formas. Algumas das maneiras de
reaproveitamento mais comuns, observadas na literatura, s&o na obtencgao de farinhas
(Aranha et al., 2017; Gomes et al., 2022; Melo et al., 2022; Souza et al., 2018; Storck
et al., 2015), obtengao de nanosuspensdes (De Lima et al., 2020; Timm et al., 2020),
e na extracdo de amido (Barbi et al., 2018; Costa et al., 2022; de Melo et al., 2022;

Hernandez-carmona;  Morales-matos; Lambis-miranda, 2017;  Nakthonga;
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Wongsagonsup; Amornsakchai, 2017). No entanto, a extracdo de antioxidantes
fendlicos desses residuos € uma das formas de reaproveitamento mais realizada, pois
mostra-se viavel e pode resultar em substancias utilizadas na industria como
suplementos alimentares (Bellatto; Braguini, 2020), sendo relatados divesos estudos
na obtencdo de extratos antimicrobianos/antioxidantes (Amariz; Lima; Alves, 2018;
Bellatto; Braguini, 2020; da Nobrega Santos et al., 2023; Esparza-Martinez et al.,
2016; Esparza-Martinez; Miranda-Lépez; Guzman-Maldonado, 2016; Packer et al.,
2015; Santana Neto et al., 2022). Além disso, outros compostos possuem alto
potencial de aplicagdo e sdo de interesse para a industria de alimentos, inclusive para

a industria de filmes/embalagens e de produtos carneos.

1.3 PROPOLIS

A propolis € uma mistura resinosa complexa de origem vegetal, sintetizada
pelas abelhas a partir da coleta de diversas substancias e usada como material de
construcdo. Apresentando composicao quimica complexa, com cor e consisténcia
variada, produzida pelas abelhas a partir de diversas substancias de origens vegetais
(Dalponte Dallabona et al., 2020; de Carvalho et al., 2020).

A propolis € um remédio popular em todo o mundo, estando disponivel a
populagdo sob diversas formas, seja em sua forma pura ou combinada com outros
produtos naturais, em preparacdes de venda livre, cosméticos, extratos e como
constituinte de alimentos saudaveis (Bankova; Trusheva; Popova, 2021). Sua
composi¢cao quimica e cor tornam-se complexas, pois depende de caracteristicas
como vegetacao, estagcdo e ambiente, sendo usada como agente antisséptico e
cicatrizante a milénios (Bankova; Trusheva; Popova, 2021; Silva-Carvalho; Baltazar;
Almeida-Aguiar, 2015).

A propolis apresenta composicdo quimica variada, podendo conter entre 50 -
60% de resinas e balsamos, 30 - 40% de ceras, 5 - 10% de 6leos essenciais, 5% de
grao de pdlen e 5% de outras substancias, como minerais e moléculas organicas
(Lustosa et al., 2008; Shamsudin et al., 2019; Silva-Carvalho; Baltazar; Almeida-
Aguiar, 2015). Foram identificados mais de 300 compostos na prépolis, dentre eles os
acidos fendlicos, ésteres, flavonoides, terpenos, aldeidos e alcoois aromaticos, acidos
graxos, estilbenos e (-esteroide (Asem et al., 2020; Lustosa et al., 2008; Santos, et
al., 2019; Silva-Carvalho; Baltazar; Almeida-Aguiar, 2015).
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Devido a presencga de tais compostos organicos a propolis possui uma vasta
aplicacdo, especialmente na area farmacéutica. Essa aplicagdo se da através de
diversas propriedades, como atividade antisséptica, antimicrobiana, antioxidante,
citotoxica, anti-inflamatdria, antifungicas, antialérgica, antiulcera, anticancerigeno e
imunomoduladora (Kamiya et al., 2012; Lopez et al., 2015; Pasupuleti et al., 2017).

A propolis também é utilizada em alimentos e produtos, podendo atuar como
potencial antioxidante natural. Segundo Nori et al. (2011), a aplicagao da propolis em
alimentos com potencial antimicrobiano e antioxidante torna-se limitada devido a
extracdo desses compostos ser realizada em meio alcodlico, apresentando sabor e
aroma acentuados. Porém, nos ultimos anos, vem-se estudando a aplicagdo da
prépolis em diversos produtos com finalidades alimenticias, desde embalagens ativas
(Ardjoum et al., 2023; Cunha et al., 2021; Eskandarinia et al., 2018; Safaei; Roosta
Azad, 2020; Skowron et al., 2019), microencapsulagao (Dalponte Dallabona et al.,
2020; Jansen-Alves et al., 2018; 2019a; 2019b; Zhang et al., 2023) e em produtos
carneos e lacteos (Reis et al., 2017; Santos, M. S. et al., 2019; Vargas-Sanchez et al.,
2019).

1.4FILMES ATIVOS E BIODEGRADAVEIS

1.4.1 Filmes Ativos

Os filmes e/ou revestimentos ativos e biodegradaveis, muitas vezes, também,
podem ser comestiveis. Esses biopolimeros podem ser amplamente utilizados para
preservacdo e embalagem de alimentos (Umaraw et al.,, 2020). Esse tipo de
embalagem, com adicdo de compostos ativos, como antioxidantes e antimicrobianos
naturais, vem ganhando destaque, pois é uma das alternativas mais promissoras ao
uso de receptaculos tradicionais.

Por utilizarem tecnologias dinamicas para preservar a qualidade dos
alimentos, através da liberacdo de agentes ativos, o uso de embalagens ativas em
alimentos é uma tendéncia (Barbosa-Pereira et al., 2014). Devido a capacidade dos
compostos ativos presentes migrarem para o produto alimenticio, esses podem limitar
ou prevenir a deterioragcdo da qualidade, reduzir a oxidagao dos alimentos, que € uma
das principais causas de deterioragdo dos alimentos, proporcionando maior vida de
prateleira (Adilah; Hanani, 2016; Barbosa-Pereira et al., 2014; Barbosa et al., 2022,
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Lopez-De-Dicastillo et al., 2012; Piferos-Hernandez et al., 2017; Santos et al., 2022;
Sogut; Seydim, 2018).

Na literatura, observa-se que os filmes sao elaborados normalmente utilizando
carboidratos e proteinas como matriz e estes apresentam boas barreiras ao oxigénio,
devido a capacidade desses componentes formarem as estruturas de rede ligada ao
hidrogénio ordenadamente compactada. No entanto, devido a natureza hidrofilica,
esses filmes, limitada a

geralmente, apresentam capacidade de barreira

permeabilidade ao vapor de agua (Bermudez-Oria et al., 2019). Alguns estudos sobre

o desenvolvimento de filmes ativos podem ser observados no QUADRO 1:

QUADRO 1 - FILMES COM ADICAO DE COMPOSTOS ATIVOS

(continua)

Matriz do filme

Composto bioativo

Referéncia

Acido polilatico

Extrato etandlico de prépolis

(Safaei; Roosta Azad,
2020)

Alcool polivinilico (PVA) e
gelatina

Extrato de folhas de amaranto

(Kanatt, 2020)

Amido de Coix lachryma-
jobi L.

Oleo essencial de cravo

(Kang; Song, 2019)

Amido de gengibre

Fumaca liquida da casca de coco

(Rahmasari; Yemis, 2022)

Amido de milho

Extrato etandlico de propolis

(Eskandarinia et al., 2018)

Amido de milho

Oleo essencial de Zataria multiflora e
cinamaldeido

(Amiri et al., 2019)

Amido de
purpdrea L.

Spondias

Extrato de Spondias purpurea L.

(Rodrigues et al., 2021)

Amido de milho

Oleo essencial de Thymus vulgaris e
extrato etandlico de propolis

(Ardjoum et al., 2023)

Amido termoplastico,
farinha da améndoa de

pinhdo e  poli(butileno
adipato co-tereftalato)
(PBAT)

Extrato aquoso de alecrim e cha verde

(Maller et al., 2020)

Carboximetilcelulose

Extrato e 6leo essencial de alecrim

(Choulitoudi et al., 2017)

Carragenina semi-refinada

Extrato de ervas malaias

(Yahaya et al., 2019)

Farinha da améndoa de
pinhdo e gelatina

Casca de pinhdo em po6

(De Santana Neto et al.,
2024)

Fécula de mandioca

Extrato aquoso de alecrim

(Piferos-Hernandez et
al., 2017)

Fécula de mandioca

Oleo essencial de Melaleuca alternifolia

(Silveira et al., 2019)

Fécula de mandioca

Extrato de pimenta rosa

(Laureanti et al., 2021)

Fécula de mandioca e
poli(butileno adipato co-
tereftalato) (PBAT)

Extrato de pinhdo

(Silva et al., 2019)

Gelatina bovina

Extrato de acerola

(Santos et al., 2022)

Gelatina de peixe

Nanolipossomas de Oleo essencial de
canela

(Wu et al., 2015)

Gelatina de peixe

Oleo de Morinda citrifolia

(Adilah; Hanani, 2016)

Gelatina de peixe

Extrato do carogo de manga

(Adilah;  Jamilah;  Nur

Hanani, 2018)

Gelatina de pele de coelho

Acido de alecrim

(Zhang et al., 2019)
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Gelatina

Nanoparticulas de 6xido de zinco

(Ahmadi; Ahmadi; Ehsani,
2020)

Gelatina e amido

Extratos de Syzygium cumini e Origanum
vulgare

(Barbosa et al., 2022)

Gelatina e zeina

Extrato de salvia

(Salevi¢-Jeli¢ et al., 2023)

Gelatina-alginato de sédio

Extrato de casca de beterraba

(Chaari et al., 2022)

Kappa-carragenina-
poli(alcool vinilico)

Antocianinas de Prunus domestica e
galato de epigalocatequina

(Goudarzi; Moshtaghi;
Shahbazi, 2023)

Proteina isolada de soja

Extrato de pinhdo

(de Souza et al., 2020)

Quitosana

Carvacrol e extrato de semente de uva

(Rubilar et al., 2013)

Quitosana Extrato de propolis e 6leo de Zataria | (Mehdizadeh; Langroodi,
multiflora Boiss 2019)
Quitosana Extrato etandlico de prépolis e polen (Skowron et al., 2019)
Quitosana Oleo essencial de cravo e nisina (Venkatachalam; Lekjing,
2020)
Quitosana Extrato em p6 da casca de noz de pinho, | (Zhang et al., 2020)

casca de amendoim e folha de jujuba de
inverno

Quitosana e gelatina

Extrato de casca de roma

(Bertolo et al., 2022)

Quitosana, gelatina
alginato de sédio

e

Extrato de Kadsura coccinea rico em
antocianinas

(Yan et al., 2022)

Whey-protein

Extrato de casca de noz Pecan

(Arciello et al., 2021)

Zeina

Extrato de pinhdo

(Freitas et al., 2018)

FONTE: Autor (2024).

Uma alternativa para proporcionar a melhoria nessas propriedades consiste

no uso de extratos e/ou 6leos essenciais. Zhang et al. (2020) relatam que o uso de
extratos das plantas pode ser benéfico para melhoria da permeabilidade ao vapor de
agua em filme de quitosana, sendo util para o desenvolvimento de embalagens de
atmosfera modificada ativa, como para frutas e vegetais. Adilah; Hanani (2016) e
Silveira et al. (2019) também relataram melhorias na permeabilidade ao vapor de agua
em filmes a base de gelatina de peixe e de amido de mandioca com nanofibras de
celulose, ao utilizarem 6leo de morinda e 6leo essencial de Melaleuca alternifolia.

Estudo realizado por Luchese et al. (2019) mostraram que filmes de amido de
mandioca com incorporag¢ao de residuos agroindustriais apresentaram propriedades
mecanicas comparaveis aos filmes a base de policloreto de polivinila (PVC), que
apresenta tenséo de ruptura de 17,1 MPa e elongacao 45%. No entanto, os filmes
produzidos apresentaram valores de permeabilidade ao vapor de agua superiores do
filme PVC (PVA de 0,03 g.mm.h-'.m=2.kPa™").

Estudos sobre a aplicacdo de filmes ativos em alimentos vém sendo
amplamente relatados na literatura, em especial na preservagao de produtos carneos,
mostrando-se como uma estratégia viavel em proporcionar a manutencdo da

qualidade de produtos carneos. Essa abordagem sera melhor explicada no item 1.2.5.
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1.4.2 Filmes Biodegradaveis

O uso de materiais biodegradaveis de diversas fontes renovaveis naturais
(polissacarideos, proteinas, lipidios e compostos) possui ampla aplicagdo no
desenvolvimento de filmes e embalagens, mostrando-se como uma potencial
alternativa de conter os efeitos negativos dos materiais toxicos minimizando a
agressao ao ambiente, atuando como potencial substituto das embalagens sintéticas
(Hassan et al., 2018; Parveen et al., 2019; Weng; Zheng; Su, 2014).

Os filmes/embalagens ativas, em sua maioria, também, podem ser
considerados como biodegradaveis. No entanto, esses devem atender os padrdes
técnicos normatizados pela ASTM D6400 (ASTM, 2012), que considera como
biodegradavel o material o qual se degrada em até 180 dias e ndo promove impactos
as plantas e solos, devido a mineralizacdo e a desintegragdo dos compostos
presentes nos filmes.

Pelo fato de serem constituidos por compostos de fontes naturais, a
degradacdo dessas embalagens no ambiente se da devido a agdo enzimatica de
organismos vivos (como bactérias, leveduras e fungos). Os produtos resultantes da
degradacgao desses filmes séo principalmente CO2, H20 e biomassa, sob condigdes
aerobicas. Sob condicbes anaerdbicas a degradacdo desses filmes promove a

geracgéao de hidrocarbonetos, metano e biomassa (Jaramillo et al., 2016).

1.4.3 Acédo dos Filmes Ativos em Produtos Carneos

De acordo com Lorenzo; Batlle; Gomez (2014), a degradacao da carne e de
seus derivados provoca grandes perdas econdmicas, chegando a atingir até 40% da
produgcdo na industria de carne. Esse elevado percentual é resultado das
caracteristicas das carnes e seus derivados, que apresentam elevados teores de
agua, proteinas (aminoacidos) e lipidios (acidos graxos). Essas caracteristicas tornam
a carne suscetivel a contaminagdo microbiana, bem como a degradacado quimica,
como as reagdes oxidativas (lipidicas e proteicas) (Estévez; Luna, 2017; Ferreira et
al., 2016; Soladoye et al., 2015).

Com o objetivo de prolongar a vida util, controlar e/ou reduzir a contaminacgao,
e proporcionar ao consumidor um produto de qualidade, estudos sobre o uso de

embalagens/filmes comestiveis com propriedades antioxidantes vém sendo
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realizados em alimentos pereciveis, como os produtos carneos (Akcan; Estévez;
Serdaroglu, 2017; Barbosa et al., 2022; Gogoi et al., 2019; Lépez-De-Dicastillo et al.,
2012; Navikaite-Snipaitiene et al., 2018; Santos et al., 2022). Essas analises mostram
que o uso dessas embalagens/filmes com principios antioxidantes é uma das técnicas
disponiveis na industria de alimentos. O emprego desses revestimentos, filmes ou
embalagens elaboradas a partir de diversas fontes renovaveis naturais
(polissacarideos, proteinas, lipidios e compostos), com adicdo de compostos
bioativos, como extratos ou 6leos essenciais, para controlar/manter a qualidade de
diversos produtos carneos, tem sido amplamente estudado ao longo dos ultimos anos,

conforme pode ser observado no QUADRO 2
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Filmes e revestimentos que contém substancias ativas conseguem promover
uma maior vida util para produtos alimenticios, entre eles as carnes e produtos
carneos (Sogut; Seydim, 2018; Umaraw et al., 2020). Esses filmes possuem diversas
formas de agao sobre produtos carneos, desde barreira a oxigénio/agua, com a adi¢gao
de componentes que proporcione melhoras a essas propriedades, até a aplicacao
deste como fonte de transferéncia dos compostos aromaticos dos componentes ativos
(FIGURA 2).

FIGURA 2 — ACOES DOS COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES NOS FILMES ATIVOS SOBRE
PRODUTOS CARNEOS E PESCADO
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FONTE: Umaraw et al. (2020).
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Os filmes ativos podem ser aplicados com a finalidade de acgao
antimicrobiana, visando melhorar a vida util desses alimentos. Os compostos ativos
presentes promovem disturbios na integridade da membrana microbiana e dano
celular, reduzindo assim o conteudo de microrganismos e prolongando a vida util do
produto final (Emiroglu et al., 2010; Kanatt, 2020; Umaraw et al., 2020). Além disso,
esses compostos também possuem efeito antioxidante, que retardam/inibem os
processos de oxidagado dos produtos carneos. Esse efeito antioxidante resulta na
prolongagdo na qualidade nutricional dos produtos, uma vez que 0s principais
nutrientes envolvidos nesse processo sao as proteinas (fontes de aminoacidos) e os
lipidios (fontes de acidos graxos).

Dentre os principais compostos estudados com essas acgdes, estdo os
extratos e 6leos essenciais (OEs) de plantas e/ou seus subprodutos. De acordo com
Umaraw et al. (2020), os filmes com adicao de compostos ativos, como os extratos de
ervas e subprodutos vegetais, sao ricos em compostos fendlicos e terpenoides, os
quais tendem a retardar positivamente a proliferacdo microbiana e o efeito
antioxidante em produtos carneos. Esse efeito promove a migracdo desses
compostos para os produtos, como foi observado em diversos estudos citados no
QUADRO 2.

Outra forma de acao de filmes ativos € através da liberacdo de compostos
aromaticos, pois os compostos ativos naturais, como de ervas, especiarias, plantas,
resinas, etc.; conferem sabor caracteristico, e essa presenga pode ser desejavel
nesses produtos (Giorgio; Salgado; Mauri, 2019; Umaraw et al., 2020). Sao
empregados nesses tipos de filmes e/ou embalagens ativas, compostos aromaticos
naturais, principalmente, hidrocarbonetos de cadeia curta, os quais s&o muito
sensiveis a temperatura e ao processamento, possibilitando a migragdo desses
compostos para o produto carneo (Umaraw et al., 2020). Alguns estudos recentes
mostram o uso de filmes/embalagens com essa finalidade.

Li et al. (2013) realizaram o uso de revestimentos de quitosana com a adi¢cao
de extrato de semente de uva ou polifendis de cha na preservacgao de files de Redfish
e relataram que, durante o armazenamento as amostras, em que se utilizaram
revestimentos ativos, apresentaram menores taxas de deterioracdo da qualidade
sensorial. Abdallah et al. (2017) em estudo utilizando revestimentos de quitosana em
pastirma, mostraram que o revestindo com quitosana proporcionaram melhorias nas

caracteristicas sensoriais do pastirma, armazenado durante 4 semanas. Em analise
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mais recente, Giorgio et al. (2019) desenvolveram um novo saco de forno comestivel
de proteina isolada de soja e gelatina bovina com a adigdo de curry em pé, e
mencionaram que a embalagem produzida proporcionou sabor para a carne de frango

sem afetar sua textura ou o teor de agua.
1.5 OXIDACAO LIPIDICA E PROTEICA EM PRODUTOS CARNEOS

Por serem fontes ricas de nutrientes essenciais para a alimentagdo humana,
as carnes e os derivados de origem animal apresentam elevadas taxas de oxidagao.
Dentre essas, podemos citar deterioragcdo oxidativa dos lipidios e proteinas. Essas
reacoes alteram a qualidade dos produtos carneos durante o processamento e
armazenamento, devido ao alto teor em acidos graxos insaturados e aminoacidos
(Ergezer; Serdaroglu, 2018; Kumar et al., 2015; Yahaya et al., 2019).

A oxidacao lipidica (LOX) € descrita como um processo complexo,
consistindo em uma série de reagées em cadeia de radicais, que inclui multiplos
mecanismos que interagem entre si, sendo caracterizada por trés fases
concomitantemente: iniciagdo, propagacao e terminacao (Kumar et al., 2015). Na

FIGURA 3 é representado o mecanismo da oxidagao de lipidios.

FIGURA 3 - MECANISMO DA OXIDACAO DE LIPIDIOS
Iniciacio

RH—— H + R
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...... ¥

Propagacio v .

R + O0; ——RO0O
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B e e A
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(Peroxido lipidico)

Terminacio .
ROO

RO | R-R, ROR, ROOR, etc.

(Produtos nio radicais)

R
FONTE: Gavahian et al. (2018)
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Na fase de iniciagdo ocorre o a formacgéo do radical livre (R) por agdo do
oxigénio singlete ('O2) ou uma espécie reativa de oxigénio como peroxido de
hidrogénio (H202), &nion superdxido (O2" ") e radical hidroxila (OH"). Este radical livre
gerado, pode reagir com oxigénio proporcionando estabilidade, formando radicais
peréxidos livres (R100°), além de ocorrerem rearranjos de ligagéo dupla para formar
dienos ou trienos conjugados, que sao produtos primarios da oxidacdo. Na etapa de
terminacdo, esses compostos degradam-se ou reagem com outros radicais ou
compostos ndo-radicais, gerando produtos n&o-radicais (Barriuso; Astiasaran;
Ansorena, 2013; Erickson, 2002; Estévez, 2015; Estévez; Morcuende; Ventanas,
2008; Kumar et al., 2015; Yahaya et al., 2019).

Nos produtos carneos, esse processo € afetado principalmente pela presenca
de oxigénio ou espécies reativas de oxigénio (ROS), que reagem com os acidos
graxos saturados e insaturados, através de um mecanismo de radicais livres (Estévez,
2015; Kumar et al., 2015; Yahaya et al., 2019). Como resultado dessa reacao, sao
produzidos hidroperoxidos os quais sao considerados os primeiros produtos de
oxidagdo, que sdo facilmente decompostos em diferentes compostos orgéanicos
volateis, como alcanos, alcenos, aldeidos, cetonas, alcoois, ésteres e acidos, os quais
conferem sabor e odor de rango, e alteragdo da cor (Cagdas; Kumcuoglu, 2015;
Garcia-Lomillo et al., 2017; Yahaya et al., 2019).

A oxidacado das proteinas ainda é pouco estudada, comparada a oxidagao
lipidica. De acordo com Estévez (2011), o estudo sobre a oxidagdo proteica
(PROTOX), em produtos carneos, s veio a ser mais investigado a partir do inicio
desse século, mesmo a oxidagao proteica estando relacionada com a LOX, uma vez
que, ambos 0s processos sao iniciadas por ROS e varios produtos da LOX sao ROS
para a oxidacao proteica (Estévez, 2011; Lund et al., 2011; Wang et al., 2019).

Ribeiro et al. (2019) relatam que a PROTOX pode ocorrer de trés formas:
através da modificacéo oxidativa do acido acetilsalicilico, pela clivagem do peptideo
mediado por radicais livres; e pela formagdo da proteina de ligacdo transversal,
resultante de reagdes com produtos da LOX. Além disso, segundo Lund et al. (2011)
a PROTOX ocorre como uma reagao em cadeia de radicais livres, semelhante a da
LOX.

A PROTOX resulta em consequéncias negativas em carnes, pois ha perda de
nutrientes, como aminoacidos essenciais (degradagcao do triptofano, histidina,

metionina e cisteina), resultando na diminuigdo da digestibilidade das proteinas, além
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de promover alteragdes de cor e textura (Estévez, 2015; Ferreira et al., 2018; Guyon;
Meynier; de Lamballerie, 2016).

Como relatado, é fato de que as reagdes de LOX e PROTOX provocam perdas
de nutrientes essenciais, afetando também o potencial tecnolégico das carnes. Nos
ultimos anos, vem-se realizando inumeros estudos que visam reduzir e/ou inibir os
efeitos dessas reacdes sobre esses produtos, como na utilizacdo de extratos e 6leos
essenciais na elaboracido de mercadorias carneas, sob sua aplicagao diretamente

sobre a superficie do item ou no uso de embalagens ativas.

1.6 CONSIDERACOES DA REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com a evolugéo das pesquisas, ao longo dos anos, os coprodutos e residuos
da industria de alimentos podem ser utilizados como matérias-primas alternativas
promissoras, pois possuem potencial de aplicagdes nas industrias de alimentos ou
farmacéutica. Esses sao reaproveitados de diversas formas, promovendo a
agregacao de valor, e diversidade de produtos produzidos pela industria, seja na
obtencao de farinhas, extratos e dleos essenciais.

Nos ultimos anos, tem intensificado os estudos desses extratos/6leos
essenciais no desenvolvimento de filmes ativos, assim como estudos avaliando os
efeitos de aplicacao dos respectivos filmes em produtos alimenticios, especialmente
produtos carneos. Esses estudos mostraram que esse tipo de filme possibilita uma
maior estabilidade desses produtos, quanto a contaminacdo microbiana e as reagdes
de LOX e PROTOX.

Embora sejam observados estudos com a aplicacao de filmes com extrato de
propolis em produtos carneos, na literatura nao € relatado estudos de aplicagéo de
filmes com extrato de pinhdo em produtos carneos. Logo, torna-se uma interessante
sugestéo avaliar a potencial aplicagdo de uma embalagem ativa com extrato de pinhao
e extrato da propolis, e seus impactos sobre as reacdes LOX e PROTOX na qualidade

de produtos carneos, como no caso de hamburgueres bovino.
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2 CAPITULO 2 - EXTRATO RICO EM COMPOSTOS FENOLICOS E
ANTIOXIDANTES DA CASCA DE PINHAO: UMA ABORDAGEM DE PROJETO
EXPERIMENTAL SOBRE A OTIMIZACAO DA EXTRAGAO

Este capitulo faz parte do artigo intitulado “Phenolic-Rich Extract from Pinhdo husk:
Valorization of by-products through an experimental design approach to extraction

optimization.”
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EXTRATO RICO EM COMPOSTOS FENOLICOS E ANTIOXIDANTES DA CASCA
DE PINHAO: UMA ABORDAGEM DE PROJETO EXPERIMENTAL SOBRE A
OTIMIZAGAO DA EXTRAGCAO

RESUMO: A casca de pinhdo € descartada no ambiente sem nenhum reuso e é
considerada uma fonte de compostos com alto potencial antioxidante. Portanto, o
estudo teve como objetivo otimizar o processo de extracdo por maceragao de
compostos fendlicos da casca de pinhdo. Foi utilizado o método de superficie de
resposta para investigar os efeitos das variaveis independentes do processo (tempo
de extracao (x1), temperatura de extracao (x2) e concentragdo de etanol (x3)) nas
variaveis dependentes (compostos fendlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT),
taninos condensados (TC), atividade de eliminagdo de DPPH* e ABTS™ e poder
redutor antioxidante de ferro (FRAP) do extrato da casca de pinhdo). O extrato
otimizado (x1 = 32 min, x2 = 70 °C e x3 = 42%) apresentou resultados satisfatérios em
comparagao com os valores previstos pelos modelos experimentais, com teores de
337,05 mg EAG.g", 157,37 mg EC.g™"' e 12,81% para CFT, FT e TC, e 1533,31 e
1822,71 umol ET.g™! para capacidade de eliminagdo de radicais DPPH" e ABTS™ e
30,32 ymol ET.g"' para FRAP. Esses resultados de pesquisa indicam que a
metodologia utilizada para otimizar as condigdes do processo foi satisfatoria e
possibilitou a obtencdo de um extrato com potencial para ser aplicado na industria de

alimentos como antioxidante natural.

Palavras-chave: Araucaria angustifolia, Subproduto, Flavonoides, Antioxidantes

Naturais, Extracdo por Maceragao, Metodologia de Superficie de Resposta.

2.1 INTRODUGAO

A Araucaria angustifolia (Bertoloni) Otto Kuntze € uma conifera pertencente a
familia Araucariaceae, conhecida como “pinheiro do Parana” ou “pinheiro brasileiro”,
sendo encontrada em paises da América Latina como Brasil, Paraguai, Chile e
Argentina. No Brasil, sua maior ocorréncia é nos estados do Parana, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul e Minas Gerais (da Costa et al., 2013; Dorneles; Norena, 2020;
Peralta et al., 2016; Santi-Gadelha et al., 2006). Sua semente é conhecida como

pinhdo, amplamente apreciada nas regides Sul e Sudeste, sendo consumidos
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normalmente na forma assada ou cozida, podendo ser empregado na culinaria
regional na preparagdo de pratos como farofas, entreveros e pagocas (Bellatto;
Braguini, 2020; Jorge et al., 2018).

No entanto, suas cascas, que correspondem em aproximadamente 22% do
peso da semente, sdo descartadas no meio ambiente, sem qualquer reaproveitamento
(Cordenunsi et al., 2004; Dorneles; Norefia, 2020; Souza et al., 2014). Varios estudos
mostram esse material como fonte de lectina e compostos com elevado potencial
antioxidante de aplicagdo na industria de alimentos, sendo relatos que, também,
apresentam a existéncia de elevados conteudos de taninos condensados, além de
outros compostos fendlicos, principalmente catequina, epicatequina, quercetina,
apigenina e rutina (Cordenunsi et al., 2004; Freitas et al., 2018; Koehnlein et al., 2012;
Michelon et al., 2012; Santos et al., 2018; Souza et al., 2014).

Esses compostos apresentam atividade antimicrobiana significativa,
principalmente contra bactérias Gram-positivas, e efeito anti-inflamatério. As
proantocianidinas sdo as principais responsaveis pela atividade antiviral, e os
biflavondides apresentam atividade anti-herpes. Além disso, estudos indicam que o
extrato aquoso da casca de pinhdo possui atividade antibacteriana contra S.
aureus , B. cereus, L. monocytogenes, L. innocuae A. hydrophila, importantes
patdgenos de origem alimentar. Também se observou um efeito protetor contra o dano
oxidativo de lipidios, proteinas e DNA em células de fibroblastos pulmonares humanos
(Cruz et al., 2021; Freitas et al., 2009; Santi-Gadelha et al., 2006; Souza et al., 2014;
Trojaike et al., 2019).

Geralmente, os compostos antioxidantes sdo obtidos por técnicas de extragao
solido-liquido, sendo a maceragao a mais comum. Este método tradicional, menos
complexo, rapido, barato e com temperaturas de extragcao, geralmente, baixas, ainda
€ amplamente utilizado, especialmente por sua conveniéncia na extracdo de
compostos termolabeis (Jovanovi¢ et al., 2017; Uysal et al., 2019). Além disso, a
maceracao possibilita o uso de um grande numero de solventes, sendo que os
solventes organicos como o metanol, etanol, hexano, acetona, cloroférmio, acetato de
etila sdo comumente os mais utilizados (Casagrande et al., 2019; Favareto et al., 2019;
Palsikowski et al., 2020; Safdar et al., 2017; Uysal et al., 2019). Como o processo de
extracdo para obtengao de um extrato com potencial aplicagcdo em alimentos, o uso
do etanol como solvente se torna mais adequado, por ser o solvente organico com

menor potencial toxico ao ser humano. Alguns dos parametros que influenciam na
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eficiéncia da maceragao séo a escolha do solvente, temperatura de extracéo, razao
solvente/amostra e tempo de extracao (Sarraf; Beig-babaei; Naji-Tabasi, 2021; Uysal
et al., 2019).

Dessa forma, o uso de planejamento experimental pode permitir determinar
as condic¢des de tempo, temperatura e concentragdo de solvente 6timas para uma ou
um conjunto de respostas selecionadas, possibilitando a redugédo do numero de
experimentos necessarios (Santos et al., 2018). A metodologia de superficie de
resposta (MSR), com o delineamento composto central rotacional (DCCR) € uma
ferramenta estatistica amplamente utilizada para otimizar procedimentos de extragao
de compostos de interesse em plantas e frutos. O uso da MSR possibilita analisar a
relagcdo entre as variaveis independentes que podem ter impacto na eficiéncia da
extracdo, como concentragao e tipo de solvente, temperatura, tempo, entre outros, e
as variaveis dependentes ou respostas (Alfaro et al., 2014; Santana Neto et al., 2022;
Santos et al., 2018).

A valorizagao da casca do pinh&o através da recuperacdo de compostos com
atividade antioxidante € de suma importancia, dada a crescente demanda por
tecnologias de extracdo ambientalmente conscientes. A alta concentracédo de
compostos fendlicos na casca, aliada ao seu descarte apds o processamento das
sementes, ressalta a relevancia de explorar este recurso de forma mais eficiente e
sustentavel.

Portanto, este estudo teve como objetivo otimizar as condigbes para a
extracdo solido-liquido dos compostos antioxidantes presentes na casca de pinhao
utilizando a MSR, maximizando o rendimento de compostos fendlicos, flavonoides

totais, taninos condensados e atividade antioxidante dos extratos.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Solventes e reagentes

Os produtos quimicos Folin-ciocalteau, 2,2'-difenil-2-picrilhidrazil hidratado
(DPPH), 2,2’-azino-bis(3etil-benzolina-6-sulfonado) (ABTS), acido hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxil (Trolox) e 2,4,6-tris (2-piridil) - s-triazina (TPTZ), acido
galico, catequina, cloreto de ferro (lll) hexahidratado e acetonitrila foram adquiridos da

Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil). O acido cloridrico, acetato de sodio trihidratado,
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metanol, etanol, nitrito de sddio, carbonato de sodio anidro, hidréxido de sédio, fosfato
de sodio e persulfato de potassio adquiridos da Neon (Sao Paulo, Brasil), o acido
acético glacial adquirido na Synth (Sao Paulo, Brasil), o n-butanol adquirido na Isofar
(Rio de Janeiro, Brasil), o cloreto de aluminio, sulfato de ferro (lll) e amodnio adquiridos
na Dinamica (S&o Paulo, Brasil). Todos os produtos quimicos usados nos

experimentos sdo de grau analitico.

2.2.2 Delineamento experimental

Os pinhdes foram doados pela Embrapa Florestas (Safra 2020, coordenadas
geograficas: 25°19'18.2"S, 49°09'33.7"W). A casca foi obtida apds a secagem das
sementes frescas em estufa a 45 °C por 48 h, separadas manualmente e entao
trituradas em moinho de facas e peneirado (35 mesh) e armazenadas em saco plastico
zip-lock no escuro a temperatura ambiente. O extrato da casca de pinhao foi obtido a
partir do processo de otimizacdo de extracdo dos compostos com potencial
antioxidante (FIGURA 4).

FIGURA 4 - FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE OTIMIZAGAO DA EXTRACAO DOS COMPOSTOS
ANTIOXIDANTES DA CASCA DE PINHAO

Casca de pinhao
(35 mesh)
- Fatores: Tempo, Temperatura e
I - Concentragao de etanol (%v/v)
Processo de extragao - - !
Ofimizagéo - DCCR 23+3 €
Pontos Centrais ~ s
(razdo 1:50 m/v) \ Variaveis Resposta: Compostos fendlicos,

I ~ 3 Flavonoides totais, Taninos condensados e
Atividade Antioxidante (DPPH", ABTS™* e
FRAP)

Obtencao do extrato
otimizado

3 Caracterizagdo complementar: Perfil de
Compostos Fendlicos

FONTE: Autor (2024).

Visando um processo de extragao simples, rapido e sem o uso de solventes
téxicos, foi utilizado o planejamento adaptado de Santana Neto et al. (2022), no qual
sao estudadas como variaveis do processo o tempo, temperatura e concentracéo do
etanol em agua, utilizando planejamento experimental fatorial 23, com seis pontos

axiais, e trés repeticdes no ponto central, totalizando um total de 17 experimentos. O
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planejamento experimental foi avaliado usando o software Statistica 7.0 (StatSoft,
Tulsa, EUA). As variaveis independentes da matriz experimental do processo de

otimizacao estao dispostas na TABELA 2.

TABELA 2 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PROPOSTA PARA A EXTRACAO
DOS COMPOSTOS DA CASCA DE PINHAO

Valores Tempo de extracao Temperatura de Concentragao do etanol
codificados (min)? (x1) extracdo (°C)? (x2) (% viv)? (x3)
-a* 10 20 13
-1 30 30 30
0 60 45 55
1 90 60 80
+o* 110 70 97

aValores reais das variaveis independentes. *a = 1,68
FONTE: Autor (2024).

Para a extracdo dos compostos antioxidantes da casca de pinh&o foi utilizada
uma razdo massa/volume de 1:50 e homogeneizados por 5 min. A mistura foi entéo
incubada em banho-maria (SL-154/10-4, Solab, Piracicaba, Brasil) seguindo o tempo
de extragao e temperatura descritos na matriz do desenho experimental (TABELA 2).
Apds as extragdes, os extratos foram filtrados em papel de filtro qualitativo (80 g.m2)
sob vacuo, e os filtrados recolhidos e congelados (-20 °C) até a realizagdo das
analises.

A influéncia das trés variaveis independentes (X1, X2, X3) nos conteudos de
compostos com potencial antioxidante dos extratos foi investigada usando um DCCR.
Os dados experimentais obtidos foram ajustados ao seguinte modelo polinomial de

segunda ordem (Equacéo 1):

Y = Byt Z BX; + Z B.X? + Z BXX  (Eq.1)

Y = variavel resposta, 3o = constante, Bi = coeficiente linear dos efeitos, Bii =
coeficiente quadratico dos efeitos, Bij = coeficiente da interacao entre os efeitos, Xi e
Xj = aos niveis codificados das variaveis independentes (X1, X2 € X3).

Para a determinacao das condicbes 6timas do processo de extragao, foram
utilizadas como variaveis de resposta os conteudos de compostos fendlicos,
flavonoides totais, taninos condensados, a atividade antioxidante in vitro pelas

técnicas de captura dos radicais livres DPPH®* e ABTS™ e pelo poder antioxidante de



55

reducdo do ferro (FRAP). Para validacdo da condi¢cdo 6tima, foi realiza uma nova

extracao, e o extrato foi igualmente caracterizado.

2.2.3 Caracterizacao dos extratos

2.2.3.1 Compostos fendlicos totais (CFT)

Os compostos fenodlicos foram determinados, conforme Waterhouse (2002),
com modificagdes. Os extratos foram diluidos (1:10 v/v) nas solugdes extratoras. Em
seguida, tomou-se aliquotas de 50 yL dos extratos e adicionou-se em tubos de 10 mL,
e acrescidas de 1.950 pL de agua destilada e 150 pL de Folin-Ciocalteau (2 M),
submetidos a agitagao e repouso por 5 min protegidos de luz. Em seguida adicionados
de 350 pL de solugéo aquosa de carbonato de sddio 20% e submetidos a agitagéo e
incubados em banho—maria (Warmnest, HH-S14, Brasil) a 40 °C por 30 min. As
leituras foram realizadas em espectrofotémetro VIS a 765 nm (Q898DPT, Quimis, Sao
Paulo, Brasil) e o resultado calculado com o auxilio de uma curva padréo de acido

galico (5 - 25 uyg.mL-') em mg EAG.g"! da amostra seca.

2.2.3.2 Flavonoides totais (FT)

O conteudo de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método
proposto por Arriola et al. (2014). Os extratos foram diluidos (1:20 v/v) nas respectivas
solugdes extratoras. Em seguida, tomou-se aliquotas de 1.000 pL, os extratos foram
homogeneizados com 300 uL de NaNO2 5% e encubados no escuro por 5 min. Em
seguida foram adicionados 300 pL de AICIs 10%, e incubados no escuro durante 6
min, acrescidas de 2.000 yL de NaOH 1 M e homogeneizadas em vortex. As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro VIS a 425 nm (Q898DPT, Quimis, Sdo Paulo,
Brasil), e o resultado foi estimado empregando-se curva padrao catequina (10 - 250

ug.mL-') em mg EC.g"' da amostra seca.

2.2.3.3 Taninos condensados (TC)

O conteudo de taninos condensados foi realizado através do método de

hidrolise acida em alta temperatura, utilizando-se a mistura butanol-HCI adaptado
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Porter; Hrstich; Chan (1985). Os extratos foram diluidos (1:20 v/v) nas respectivas
solucdes extratoras. Foram utilizadas aliquotas de 500 uL dos extratos e adicionados
de 3.000 pL da mistura butanol-HCI (95:5 v/v) e 100 pyL de reagente férrico
(NH4)Fe(S0O4)2.12H20 2% em HCI 2 M), homogeneizados em vortex e incubados a 95
°C em banho-maria (Warmnest, HH-S14, Brasil) por 40 min. As leituras foram
realizadas a 550 nm em espectrofotémetro VIS (Q898DPT, Quimis, Sao Paulo, Brasil),
e 0s resultados expressos em porcentagem de taninos condensados em equivalente

leucocianidina (Equacéo 2).

AceoX78,26 XF
%TC = 5500/ S (Eq. 2)
(o] .

Onde,
%TC — Percentagem de taninos condensados em equivalente leucocianidina
Asso— Absorbéancia da amostra a 550 nm
F — Fator de diluicdo na medicao espectrofotométrica

%M.S — Percentagem de matéria seca da amostra

2.2.3.4 Atividade antioxidante in vitro

2.2.3.4.1 Captura do radical livre DPPH®

A capacidade de captura do radical DPPH"* foi realizada conforme proposto
por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). Os extratos foram diluidos (1:40 v/v) nas
respectivas solugdes extratoras. Em seguida, aliquotas de 50 uL dos extratos foram
adicionadas em tubos com 1.950 pL de solugdo etandlica de DPPH"® (0,06 mM),
homogeneizadas em vortex e incubada por 30 min ao abrigo de luz. As leituras foram
realizadas em espectrofotometro VIS a 517 nm (Q898DPT, Quimis, Sao Paulo, Brasil),
o resultado final calculado com base na curva de calibragao preparada com diferentes
concentragdes de Trolox (50 - 1000 ymol.L") e expressos em umol ET.g™' de amostra

Seca.
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2.2.3.4.2 Captura do radical livre ABTS™

A capacidade de captura do radical ABTS** foi realizada conforme proposto
por Re et al. (1999). O radical ABTS"* foi elaborado pela reagédo de 10 mL da solugao
ABTS 7mM em tamp&o acetato de sodio (20 mM, pH 4,5) com 176 uL de persulfato
de potassio 140 mM em tampéao acetato de sodio (20 mM, pH 4,5) incubados a
temperatura de 25 °C em ambiente escuro por 16 h. Uma vez formado, o radical foi
diluido com tampao acetato de sddio 20 mM até a obtengao do valor de absorbancia
de 0,700 + 0,050 a 734 nm. Os extratos foram diluidos (1:20 v/v) nas respectivas
solugdes extratoras. Em seguida, aliquotas de 30 pL dos extratos foram adicionadas
em tubos com 3,0 mL de solugédo ABTS™*, homogeneizadas em vortex e incubadas
por 2 h ao abrigo de luz. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro VIS a 734
nm (Q898DPT, Quimis, Sao Paulo, Brasil) e o resultado final calculado com base na
curva de calibracdo preparada com diferentes concentragdes de Trolox (100 - 2500

umol.L"), e expressos em ymol ET.g" de amostra seca.

2.2.3.4.3 Poder antioxidante de redugao do ferro (FRAP)

O poder antioxidante redutor férrico (FRAP) dos extratos foi avaliado conforme
descrito por Benzie; Strain (1996). Os extratos foram diluidos (1:50 v/v) nas
respectivas solugdes extratoras. Em seguida, aliquotas de 100 pL dos extratos foram
adicionadas em tubos com 3400 uL de solugédo de FRAP (mistura de tampao acetato
de sédio (300 mM, pH 3,6), 10 mM de 2, 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) em 40 mM
HCI e solugao de cloreto férrico 20 mM, em proporg¢ao 10:1:1 v/v) e forma incubados
a 37 °C em banho-maria durante 30 min. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro VIS a 593 nm (Q898DPT, Quimis, Sdo Paulo, Brasil), expressos
em uymol de equivalente Trolox.g™' de amostra seca e calculado com base em uma
curva de calibragcao preparada com diferentes concentragcbes de solugcao de Trolox
(2,0 - 21,0 ymol.L™).

2.2.4 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados

expressos como media (n = 4) + desvio padrédo (DP). O modelo da equacéo foi
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ajustado aos dados experimentais para obten¢gdo dos modelos propostos. Graficos de
superficie de resposta e parametros de desejabilidade foram gerados para as fungdes
de resposta. Para explorar a relagao entre as respostas obtidas em cada condi¢ao
experimental, o teste de Spearman foi usado para determinar as correlagdes entre os
dados. A analise estatistica dos resultados foi realizada pela analise de variancia
(ANOVA p = 0,05) e as médias estatisticamente diferentes foram analisadas pelo teste
de Tukey para analise post hoc.

Os modelos propostos foram validados com a realizagdo de novos testes na
condigdo 6tima em ftriplicata, com as médias de cada tratamento, e os resultados
comparados com as respostas estimadas pela analise de variancia (ANOVA) pelo
teste t de Student (p <0,05). Toda a analise estatistica do modelo foi realizada usando
o Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, EUA).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Otimizagao da extragado de compostos antioxidantes

Os efeitos do tempo (X1), temperatura (X2) e concentracao de etanol (X3) na
extracdo solido-liquido dos teores de CFT (Y1), FT (Y2), TC (Y3) e na atividade
antioxidante da casca de pinh&o, conforme avaliados pelos ensaios DPPH" (Ya4),
ABTS™ (Ys) e FRAP (Ys), demonstraram diferencas significativas (TABELA 3). Um
maior tempo (90 min) e temperatura (60°C), juntamente com uma menor concentragao
de etanol (30% v/v), foram eficazes para as variaveis CFT e DPPH'. Da mesma forma,
uma maior temperatura (60°C) e menor concentragdo de etanol (30% v/v), mas em
um menor tempo (30 min) foram mais eficazes para ABTS** e FRAP. No entanto, uma
menor temperatura e uma maior concentragao de etanol favoreceram a extragcdo de
TC (30 min e 45°C, 55% e 80% de etanol) e FT (45°C e 55% de etanol). As
concentragdes de etanol de 97% e 13% foram menos eficazes para a extragao dos
compostos da casca do pinhao.

Os valores de Y1 variaram de 223,19 a 318,92 mg EAG.g™", Y2 entre 92,01 e
149,90 mg EC.g", enquanto Y3 variou entre 7,23 e 12,20%. Foi observado variagao
quanto a capacidade antioxidante dos extratos em relagéo a atividade do Y4 entre
957,01 e 1524,04 ymol ET.g™", e Ys entre 1131,20 e 1689,62 umol ET.g™". O valor de

Ye obtidos variaram entre 24,70 e 39,67 umol ET.g™". De acordo com os resultados,
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pode-se considerar o ponto de maior extragdo para as variaveis Y1, Y4, Ys € Ys
correspondem ao ensaio 7 (X1 =90 min., X2 =60 °C e X3 = 30% de etanol) com valores
(318,92 mg EAG.g™", 1524,04 ymol ET.g", 1621,07 uymol ET.g" e 39,32 umol ET.g™",
respectivamente), apresentando consideravel extracdo para as variaveis Y2 e Y3
(141,19 mg EC.g" e 10,78%) Do mesmo modo, o ensaio 14 teve os menores
resultados para as variaveis Y1, Y2, Ya, Ys e Y6 (223,19 mg EAG.g™", 92,05 mg EC.g™",
957,01 ymol ET.g", 1131,20 umol ET.g" e 24,70 umol ET.g", respectivamente),

enquanto o ensaio 13 apresentou menor valor para Y3 (7,23%).
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A temperatura e a concentracdo de etanol sdo os fatores que mais
influenciaram no conteudo das variaveis estudadas (TABELA 4). Ambos os aspectos
possuem termos lineares significativos (p < 0,05). A temperatura (32) possui maior
influéncia sobre as variaveis Y1, Y2 e Ys, enquanto a concentragéo de etanol (33)

influencia todas as variaveis.

TABELA 4 - COEFICIENTES DE REGRESSAO E ANALISE DE VARIANCIA PARA VARIAVEIS DE
RESPOSTAS

Coeficientes Y1 Y2 Ys Y4 Ys Ys
Modelo

Bo 294,118* 146,861* 11,675 1334,693*  1520,193* 35,642*
Linear

B -1,282 1,268 0,003 11,170 -13,319 -0,357
B2 9,801* 5,727* 0,203 40,437 37,150* 1,004
Bs -16,133* -6,251* 0,973* -81,390* -104,419* -2,815*
Quadratico

B11 0,744 -5,975 -0,027 0,004 34,842 0,007
B22 -3,597 -4,337 -0,080 -5,344 -23,322 -0,194
B33 -13,305* -16,549* -0,846* -84,296* -77,655* -2,287*
Interagoes

B12 -4,674 -0,825 -0,249 2,804 -24,759 -0,434
B13 -1,581 -1,504 -0,253 -40,927 -13,599 -0,300
B2s -7,972* -4,867 -0,380* -50,686 -49,062* -1,192
ANOVA

R? 0,925 0,915 0,950 0,892 0,961 0,899
R2aqj 0,830 0,807 0,887 0,754 0,911 0,770
Ftab 3,68 3,68 3,68 3,68 3,68 3,68
Fcal 9,69 8,47 15,00 6,45 19,28 6,97
Prack of fit 0,059941 0,284238 0,628885 0,859643 0,919969 0,155865
p-valor 0,0033851* 0,0050715* 0,0008652* 0,0112184* 0,0003846* 0,0089801*

Y1-CFT; Y2—FT,; Y3 —TC; Y4 — Captura do radical livre DPPH"; Ys — Captura do radical livre ABTS";
Ys - FRAP.

Bo — Intercepto; B+ - coeficiente linear do tempo de extragao; B2 - coeficiente linear da temperatura de
extracao; Bs - coeficiente linear da concentragéo de etanol; B11 = coeficiente quadratico do tempo de
extragao; P22 = coeficiente quadratico da temperatura de extracéo; B33 = coeficiente quadratico da
concentragao de etanol; B12 = coeficiente da interagao entre o tempo e temperatura de extragao; B13
= coeficiente da interagdo entre o tempo de extracdo e a concentracdo de etanol; e 23 = coeficiente
da interagao entre a temperatura de extragao e a concentragao de etanol.

Fca - Razao entre o quadrado médio da regressao e o quadrado médio dos residuos; Ftab— Tabelado
para o teste de Fisher usando o nivel de significancia e graus de liberdade.

* Significancia estatistica (p-valor) relatada como p < 0,05.

FONTE: Autor (2024).
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Foi observado que o tempo de extracdo apresentou efeito quadratico
significativo (p < 0,05) para Y2 e Ys. O termo quadratico da concentragéo de etanol se
mostrou significativo para todas as variaveis estudadas (p < 0,05). No entanto, com
excegao do termo quadratico do tempo de extragcédo (B11) para Ys, todas os demais
valores foram negativos, ou seja, maiores concentragdes de etanol resultaram em
menores valores de ABTS™*, como observado no ensaio 14. A interagao entre a
temperatura de extragdo x concentragao de etanol também foi significativa e negativa
(p < 0,05) (Y1, Yz e Ys). Essa interagao resulta em redugao no processo de extragao
desses compostos presentes na casca de pinhao.

Dessa forma, as Equacgdes 3-8 representam as equacgdes polinomiais de
segunda ordem para Y1, Y2, Y3, Y4, Y5 e Ys contendo apenas os termos

estatisticamente significativos:

Y1 =294,118 + 9,801x, - 16,133x; - 13,305x - 7,972x,Xs (Eq. 3)
Y, = 146,681 + 5,727, -6,251%5- 5,975%° - 16,549%2 (Eq. 4)
Y3 =11,675+ 0,973x5 - 0,845x2 - 0,380%,X3 (Eq. 5)
Y, = 1334,693 - 81,390x; - 84,296x2 (Eq. 6)

Ys = 1520,193 + 37,150x, - 104,419x; + 34,8427 - 77,655x; - 49,062x,%3  (Eq. 7)
Yg = 35,642 - 2,815x, - 2,287x (Eq. 8)

A partir da correlagdo de Spearman observou-se que dentre as respostas
estudadas Y3 nao apresentou correlagdo com nenhuma das variaveis avaliadas (p >
0,05) (TABELA 5). Todas as correlagées significativas observadas foram positivas.
Foi observado correlagdo muito forte entre Y1 eYs (rs = 0,907). Foi observada forte
correlagao entre Y1 com Y4 e Ys (rs = 0,828 e 0,860); Y2 com Y4 e Ys (rs = 0,821 e
0,760), entre Y4 com Ys e Ys (rs = 0,885 e 0,821) e entre Ys e Ye (rs = 0,762). Além
disso, uma correlagao positiva moderada entre Y1 e Y2 (rs = 0,699) e entre Y2 e Y5 (rs
= 0,615) foi observada.
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TABELA 5 - COEFICIENTE DE CORRELACAO DE SPEARMAN (rs) ENTRE AS VARIAVEIS

Y Y3 Y4 Ys Ye
Y4 0,699*** -0,020ns 0,828*** 0,907*** 0,860***
Y2 1,000 0,287ns 0,821*** 0,615*** 0,760***
Y3 - 1,000 0,047ns -0,100ns -0,167ns
Ys - - 1,000 0,885*** 0,821***
Ys - - 1,000 0,762***

Y1-CFT; Y2—FT,; Y3 —TC; Y4 — Captura do radical livre DPPH"; Ys — Captura do radical livre ABTS*;
Ys - FRAP.

Significancia estatistica (p-valor) relatada como: ns. Nao significativo e *** para p < 0,001.

FONTE: Autor (2024).

A forte correlagao entre CFT, FT e a atividade antioxidante evidencia que os
compostos fendlicos, bem como os flavonoides presentes na casca de pinhao
possuem elevado potencial de eliminagao de radicais. As menores correlagdes de Ys
e Y1 em comparagédo com Y4 e Ys, e de Ys com Y2 em comparagao com Y4, sugerem
que os extratos obtidos possuem uma melhor propriedade de transferéncia de atomos
de hidrogénio nos compostos fendlicos e flavonoides em comparagdo com a
propriedade de transferéncia de elétrons (Ou et al., 2002; Rout; Kumar; Rao, 2021).

A partir das Equacao 3-8, foram geradas as superficies de resposta
(FIGURAS 5 e 6). Para o de Y1 (FIG. 5A-C) se observa uma zona de maxima extragéo
com valores entre 300 e 320 mg EAG.g™!, quando x2 tende aos maiores valores (60-
70 °C), enquanto x3 apresentou maior efeito sobre a extragcdo dos compostos
fendlicos, de modo que os maiores valores de compostos fendlicos se mostraram
entre 30-50% de etanol. Os valores obtidos em todos os ensaios foram maiores que
o observado na literatura. Dorneles; Norefia (2020) obtiveram valor maximo de CFT
de 47,61 mgTAE.g"' em extratos de bracteas de pinhdo por extragdo assistida por
micro-ondas. Sant’Anna et al. (2016) obtiveram valores de CFT entre 25,03 e 51,37
mg.EAG.g' em extratos aquosos de casca de pinhdo crua e cozida, enquanto Souza
et al. (2014) observaram valores de CFT de 15,86 mg EAG.g™' em extrato aquoso de
bracteas de pinhdo. Esses valores foram similares ou maiores do que os observados
por Fonseca et al. (2020), que obtiveram valor de CFT de 225.32 mg.g~' em extrato
aquoso da casca de pinhao. Cordenunsi et al. (2004) obtiveram maiores teores de
compostos fendlicos em extrato metandlico da casca de pinhdo (345 mg EC.g™").

As variaveis que apresentaram maior impacto para os valores de Y2 foram a
concentragao de etanol (%) e a temperatura de extragéo (°C) (FIG. 5D-F). A variavel
Y2 apresentou regido étima (Y2 proximo de 150 mg EC.g™') quando x1 esta entre 40-

60 min, x2 entre 50-70 °C e x3 entre 40-60% de etanol. Os maiores valores de Y3 sdo
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observados numa faixa de xs entre 30-60% de etanol, que foi o fator que mais
influenciou em seu conteudo. Além disso, valores de x2 préximos de 60-70 °C
proporcionam a maior extragao de taninos condensados da casca de pinhao (FIG. 5G-
[). Os taninos condensados ou proantocianidinas, sdo um grupo de bioflavondides
polifendlicos de ocorréncia natural, especificamente sob a forma de oligdmeros ou
polimeros de poliidroxiflavan-3-ol, como (+)-catequina e (-)-epicatequina e flavan-3,4-
didis, como leucoantocianidinas ou uma mistura dos dois, e possuem atividades
biolégicas benéficas a saude, atuando como antioxidantes e anti-inflamatérios (Alara;

Abdurahman; Olalere, 2020; Kumari; Jain, 2012; Shadkami; Estevez; Helleur, 2009).

FIGURA 5 — GRAFICOS DE SUPERFICIE DE RESPOSTA QUE ILUSTRAM OS EFEITOS
INTERATIVOS DOS PARAMETROS DE EXTRAGAO PARA AS VARIAVEIS: COMPOSTOS
FENOLICOS (Y4) (A-C), FLAVONOIDES TOTAIS (Y2) (D-F) E TANINOS CONDENSADOS (Y3) (G-1)
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FONTE: Autor (2024).

De acordo com as superficies de resposta, as variaveis respostas Y4 € Ys
apresentaram comportamento similar (FIG. 6A-C, FIG. 6G-Il), onde o fator x1 néo
apresenta influéncia significativa para os resultados obtidos (TABELA 3). Para Y4,
maiores valores de X2 (60-70 °C), em conjunto com valores de X3, entre 30-50% de
etanol, intensificam as propriedades antioxidantes dos extratos obtidos. Nessas faixas
de valores, os contetudos de Y4 e Ye sdo proximos de 1500 umol ET.g' e 38 ymol

ET.g™", respectivamente. O maior teor de Ys foi observado nos extratos em que se
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empregou 0s menores ou maiores tempos de extragao (X1), temperaturas de extragéo
(X2) em torno de 60-70 °C e concentracdo de 30-50% de etanol (Xs3), sendo
observados valores proximos de 1700 umol ET.g"' (FIGURAS 6D-F).

FIGURA 6 — GRAFICOS DE SUPERFICIE DE RESPOSTA QUE ILUSTRAM OS EFEITOS
INTERATIVOS DE DIFERENTES PARAMETROS DE EXTRAGAO PARA A ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE: DPPH- (Y4) (A-C), ABTS™ (D-F) (Ys) E FRAP (Ys) (G-I)
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FONTE: Autor (2024).

Os valores obtidos para Y4 e Y5, em todos os ensaios, foram maiores que o
observado por Dorneles; Norefa (2020), que obteve valor maximo de 467,79 e 427.28
umol ET.g™' para capacidade de eliminagdo de radical DPPH" e ABTS* em extratos
de bracteas de pinhao por extracao assistida por micro-ondas. Os resultados também
se mostraram superiores os relatados por Freitas et al. (2018), que obtiveram valores
entre 8,62 e 11,78 umol ET.g" para atividade antioxidante DPPH", de 26,4 a 54,64
umol ET.g™" para atividade antioxidante ABTS™* e de 2,09 a 8,29 umol ET.g™"! para
FRAP em extratos etandlico, hidroetandlico e na agua de cocg¢ao do pinhao.

De modo geral, pode-se considerar através das superficies de resposta que
valores de X1 entre 40-60 min, X2 entre 50-70 °C e X3 entre 40-60% de etanol
promovem a obtengao de um extrato com elevados valores de Y1, Y2, Y3, Y4, Y5 € Ye.
Esses resultados mostram que o planejamento experimental utilizado para otimizar as
condicdes de extragao apresenta resultados satisfatério, comparado com a literatura.

Todas as variaveis independentes tiveram influéncia sobre as variaveis de

resposta, sendo que o tempo de extragao foi o fator que teve menor impacto. Esse
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fato pode ser atribuido a possivel saturagao rapida da solugao extratora, devido a
combinagao do uso do etanol como solvente e aumento de temperatura que podem
reduzir o tempo de extracédo (Okiyama et al., 2018; Santana Neto et al., 2022).

Os compostos fendlicos sdo constituidos por varias classes de substancias,
como os flavonoides e taninos, que possuem elevado potencial antioxidante. Devido
a variedade em sua composicao, esses compostos possuem diferentes condi¢cdes de
extragcdo. O emprego de temperaturas mais elevadas (50-70 °C) e concentragdes
intermediarias da solugéo extratora (40-60% de etanol) resultaram em maior extragao
desses compostos. Ao utilizar temperaturas mais elevadas, pode ocorrer a ruptura da
parede celular da matriz, como resultado de interagbes enfraquecidas e redugao da
afinidade do solido com o soluto, além do aumento da solubilidade e difusividade de
compostos fendlicos (Palsikowski et al., 2020; Santana Neto et al., 2022; Zardo et al.,
2019). Além disso, intensifica a penetragao do solvente na matriz sdlida, o que facilita
a taxa de transferéncia de massa de compostos fendlicos da matriz para o solvente
(Gogoi et al., 2019).

A adigéo de agua ao etanol, a niveis de 40-60%, melhorou a taxa de extracao.
A presenga de agua na solugcado extratora pode promover o inchago da matriz,
aumentando sua area de superficie de contato entre o solvente e a matriz da planta
(Chew et al., 2011). O etanol, nessa faixa de concentracdo, € um meio
moderadamente polar e possui um carater mais hidrofilico tornando-o um solvente
com seletividade bastante baixa. Dessa forma, a medida que a concentragao de etanol
aumenta, a constante dielétrica do solvente diminui, levando ao aumento da
solubilidade e a difusdo aprimorada de compostos polifendlicos, permitindo uma
separagao mais facil das compostos presentes na casca de pinhao (Jovanovi¢ et al.,
2017; Mrkoniji¢ et al., 2021). Possivelmente, os compostos fendlicos presentes na
casca de pinhdao possuem maior afinidade por solventes de polaridade intermediaria,
mostrando que concentracdes de etanol entre 40-60% podem ser indicadas para uma

extracao eficiente de compostos fendlicos da casca de pinhao.

2.3.2 Ajuste do modelo

Os dados referentes as variaveis dependentes foram ajustados a uma

equacgao de segunda ordem (Equacao 2) em funcao das variaveis independentes. A

analise estatistica desses dados foi realizada em niveis de confiangca de 95% (p <
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0,05), e os coeficientes de regressao dos modelos de segunda ordem foram obtidos
(TABELA 4). Nao foi observado efeito significativo para a falta de ajuste de todas as
variaveis estudadas (p > 0,05), ressaltando a eficacia dos dados aos modelos
matematicos propostos.

Para obtencédo das equag¢des dos modelos, foram ignorados os efeitos nao
significativos (p > 0,05). Os protétipos de regressao foram estatisticamente
significativos (p < 0,05), e apresentaram alta aptiddo e adequagdo aos dados
experimentais, com coeficientes de determinagéo (R?), que variaram de 0,892 a 0,961.
Foi observado ainda que os modelos apresentaram coeficientes de determinacao
ajustados (RZdj) aceitaveis, variando de 0,770 a 0,911, indicando que todos os
modelos desenvolvidos explicam mais de 77% das variacdes totais observadas.
Consequentemente, as amostras de regressdo definiram bem o verdadeiro

comportamento do sistema representando de forma eficiente os dados experimentais.

2.3.3 Desejabilidade e validagédo do modelo matematico

Os modelos calculados para as variaveis respostas de Y1, Y2, Y3, Y4, Y5 e Ys
foram utilizados para fornecerem a fungao de desejabilidade (FIGURA 7), que consiste
em uma otimizagao numérica, a partir da observacao de varias respostas sobre a
qualidade de um processo, de modo a obter uma unica resposta de modo que
satisfaca todas as restricbes que maximizem/minimizem o processo (Rezende;
Nogueira; Narain, 2017). Um extrato com altos valores para todas as variaveis foi

considerado desejavel.
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FIGURA 7 — PERFIS DOS VALORES PREVISTOS E DESEJABILIDADE PARA O TEOR DE
COMPOSTOS FENOLICOS, FLAVONOIDES TOTAIS, TANINOS CONDENSADOS, ATIVIDADE
SEQUESTRANTE DOS RADICAIS DPPH*, ABTS* E PODER ANTIOXIDANTE DA REDUGCAO DO
FERRO (FRAP) DO EXTRATO DE CASCA DE PINHAO

Perfis para valores previstos e desejabilidade

Tempo de extragdo (min.) Temperatura de extragio (°C) Concentragio de etanol (Yoviv) Desejabilidade
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FONTE: Autor (2024).

De acordo com as condi¢cbes 6timas obtidas pela desejabilidade (X1 = 32 min,
X2 =70 °C e X3 =42% de etanol em agua destilada), os valores preditos de Y1, Y2, Y3,
Y4, Y5 e Ye, através das equagdes ajustadas, utilizando os valores codificados, foram
de 246,82 mg EAG.g™", 111,80 mg EC.g™", 14,53%, 1082,15 umol.g™', 1286,24 umol.g-
'e 27,07 umol.g™!, respectivamente (TABELA 6), com um valor de desejabilidade
satisfatorio de 0,91328 (FIGURA 7). Para a validagao das condi¢des 6timas, um novo

extrato foi obtido em triplicata, e o mesmo apresentou valores médios para Y1, Y2, Y3,
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Ys, Ys e Yo de 337,05 mg EAG.g'ms, 157,37 mg EC.g'ms, 12,81%, 1533,31 ymol
ET.g'ms, 1822,71 ymol ET.g"'ms e 30,32 ymol ET.g"'ms, respectivamente.

TABELA 6 - RESULTADO DA QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DO EXTRATO
OTIMIZADO DA CASCA DE PINHAO

Parametro Valor predito Valor experimental *Desvio relativo (%)
Y1 322,29p 337,05%+1,68 4,38
Y2 138,420 157,372+3,56 12,04
Ys 11,28 12,812+0,60 11,96
Y4 1354,25b0 1533,312+47,23 11,68
Ys 1689,00°0 1822,712+27,45 7,34
Ys 36,492 30,32°+0,21 -20,33

Y1-CFT; Y2—FT,; Y3 —TC; Y4 — Captura do radical livre DPPH"; Ys — Captura do radical livre ABTS*;
Ys - FRAP.

"Desvio relativo = [(Valor experimental - Valor previsto)/Valor experimental] x 100.

Diferentes letras minusculas na mesma linha indicam uma diferencga significativa entre as amostras
pelo teste este de t de Student (p < 0,05).

A partir dos valores de desvio relativo (%RD) obtidos para cada variavel
resposta, pode-se concluir que a metodologia utilizada para a otimizagédo das
condicbes do processo foi satisfatéria. As respostas apresentaram valores
experimentais superiores aos valores preditos pela condicdo 6tima, com excecao do
Ys. Em outras palavras, as respostas obtidas nas condi¢des otimizadas apresentaram
melhores resultados para as variaveis respostas que em qualquer outra condigao
estudadas no DCCR.

2.4 CONCLUSOES

A casca do pinhdao é considerada uma fonte sustentavel de antioxidantes
naturais e compostos fendlicos, onde o processo de extracao afetou o teor de
compostos bioativos e a atividade antioxidante. As condi¢des 6timas para extracao
dos compostos fendlicos presentes foram de tempo de extracdo de 32 min, 70°C e
solugao de etanol a 42%.

Essas condicdes resultaram na obtencdo de um extrato com valores dos
compostos fendlicos e atividade antioxidante superiores aos valores previstos pelo
modelo experimental, demostrando que a metodologia utilizada para a otimizagéo das
condigdes do processo foi satisfatéria. Além disso, devido a variedade de compostos
com potencial antioxidante encontrados no extrato, ao baixo risco ambiental e a
reduzida toxicidade do etanol, pode-se concluir que o extrato da casca de pinhao tem

potencial para ser aplicado na industria de alimentos.
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3 CAPITULO 3 - UMA COMPARAGAO DAS PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES
DE DUAS DIFERENTES PROPOLIS BRASILEIRAS

Este capitulo faz parte do artigo intitulado “A comparison of the antioxidant properties
of two different Brazilian propolis” ACEITO E PUBLICADO no periddico Microchemical
Journal — QUALIS (2017-2020) - A2 e JCR (2022) de 4.8.
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UMA COMPARAGAO DAS PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DE DUAS
DIFERENTES PROPOLIS BRASILEIRAS

RESUMO: A prépolis € uma substancia resinosa de composi¢cdo quimica complexa,
com cores e consisténcias variadas, e com alto potencial antioxidante. Este estudo
teve como objetivo investigar o conteudo de compostos fendlicos, flavonoides, taninos
condensados e o potencial antioxidante presentes em dois tipos de prépolis: a prépolis
verde PV (Apis mellifera) e a prépolis mandacaia PM (Melipona quadrifasciata
anthidioides), por meio da extracdo assistida por ultrassom em trés métodos
diferentes. Todos os métodos de extragao utilizaram a mesma propor¢ao de massa
de propolis/volume de solvente. O método EA manteve a mistura sob agitagao a
temperatura ambiente (25 °C/48 h) e, em seguida, a mistura foi submetida ao
ultrassom (1 h). O segundo método, EB, foi realizado por meio de ultrassom (1 h)
antes da agitagao a temperatura ambiente (25 °C/48 h) e, novamente, ultrassom (30
min). O terceiro método, EC, foi submetido ao ultrassom com uma sonda ultrassénica
de rompimento celular (10 min), seguido de agitagao a temperatura ambiente (25 °C/1
h). Em relagdo ao conteudo fendlico e a atividade antioxidante, os extratos de PV,
obtidos pelos métodos EA e EC, foram similares. Por outro lado, o método EA foi mais
eficaz para os extratos de PM. Além disso, os resultados indicaram um perfil fendlico
diversificado nos extratos obtidos, destacando-se os acidos 3,4-dihidroxibenzoico,
cafeico e p-cumarico, miricetina, quercetina e catequina para os extratos de PV. Em
contraste, os extratos de PM destacaram-se pelos acidos elagico, vanilico, cafeico,
miricetina, quercetina e hesperetina. Em conclusdo, o método de menor custo é o
método EA, e o método EC foi recomendado quando se busca otimizagao de tempo.
Os resultados obtidos permitirdo a realizagcao de estudos avangados para avaliar o
efeito antioxidante dos extratos de propolis em industrias farmacéuticas e de
alimentos, como embalagens ativas, capsulas e outras possiveis aplicagcdes deste

importante material bioativo.

Palavras-chave: Proépolis brasileira, extracdo assistida por ultrassom, acidos

fendlicos, flavonoides, taninos.
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3.1 INTRODUCAO

A prépolis consiste em uma substancia resinosa de composigao quimica
complexa, com cor e consisténcia variada, produzida pelas abelhas a partir de
diversas substancias de origens vegetais de elevada aplicagao, principalmente com
intuitos farmacéuticos (Asem et al., 2020; Bankova; Trusheva; Popova, 2021;
Cavalaro et al., 2019; Dalponte Dallabona et al., 2020). Sua composi¢ao quimica e cor
tornam-se complexas, pois depende de caracteristicas como vegetacéo, estagado e
ambiente, podendo conter entre 50 - 60% de resinas e balsamos, 30 - 40% de ceras,
5 - 10% de dleos essenciais, 5% de grao de pdélen e 5% de outras substancias, como
minerais e moléculas organicas (SHAMSUDIN et al., 2019; SILVA-CARVALHO et al.,
2015).

Devido a esta complexidade, mais de 800 compostos foram identificados na
prépolis (Kasote; Bankova; Viljoen, 2022; Zhang et al., 2023). Essa composi¢ao inclui
acidos fendlicos, ésteres, flavonoides, alcaloides, vitaminas, cumarinas, taninos,
terpenoides, aldeidos , alcoois aromaticos, acidos graxos, estilbenos, [3-esteroides,
aminoacidos, vitaminas (B1, B2, B6, C e E) e minerais (como aluminio, antiménio,
célcio, césio, cobre, ferro, lantdnio, manganés, mercurio, niquel, prata, vanadio e
zinco) (Asem et al., 2020; Kasote; Bankova; Viljoen, 2022; Nayak et al., 2023; Santos,
M. S. et al., 2019; Silva-Carvalho; Baltazar; Almeida-Aguiar, 2015; Zhang et al., 2023).

Esse compostos possuem uma vasta aplicacdo, especialmente, na area
farmacéutica, possibilitando sua aplicacao através de diversas propriedades, como
atividade antisséptica, antimicrobiana, antioxidante, citotéxica, anti-inflamatoria,
antifungicas, antialérgica, antitlcera, anticancerigeno e imunomoduladora, sendo
amplamente usada pela populacédo na forma de extratos (Kamiya et al., 2012; Lopez
etal., 2015; Nayak et al., 2023; Pasupuleti et al., 2017). A maioria dessas propriedades
atribuidas a prépolis se da ao fato de que essas patologias tém uma natureza oxidativa
caracterizada pela superprodugao de espécies reativas de oxigénio (ROS) como
peréxido de hidrogénio, anion superoéxido, ions hidroxila e 6xido nitrico (Sambou et al.,
2020).

Devido ao potencial efeito antimicrobiano e antioxidante da prépolis, a sua
aplicagdo em alimentos vem sendo relatada na literatura, no entanto essa
aplicabilidade torna-se limitada, devido ao seu sabor e seu aroma caracteristicos, que

podem promover influéncia nos alimentos (Nori et al., 2011; Surek et al., 2022; Vargas-
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Sanchez et al., 2019). A aplicagdo do extrato de propolis, em diversos produtos com
finalidades alimenticias, vem sendo relatada na literatura, desde embalagens ativas
(Eskandarinia et al., 2018; Mehdizadeh; Langroodi, 2019; Safaei; Roosta Azad, 2020;
Skowron et al., 2019), microencapsulagado (Dalponte Dallabona et al., 2020; Jansen-
Alves et al., 2018; 2019a; 2019b; Reis et al., 2017) e em produtos carneos e lacteos
(Coban, 2021; Reis et al., 2017; Santos, M. S. et al., 2019; Vargas-Sanchez et al.,
2019).

Dentre as formas de recuperagao desses compostos presentes na prépolis, a
extragdo assistida por ultrassom €& considerada uma alternativa verde e,
economicamente, viavel as técnicas convencionais. Em comparagdo com a
maceragao, demostram bons resultados com relagdo a porcentagem de compostos
fendlicos e flavonoides extraidos (Bankova; Trusheva; Popova, 2021). Com estas
premissas, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar diferentes condigdes do uso de
ultrassom durante a extracdo, bem como caracterizar o teor de compostos fendlicos
totais (CFT), flavonoides totais (FT), atividade antioxidante frente a radicais livres
(DPPH", ABTS™"), poder antioxidante de reducéo do ferro (FRAP), e perfil fendlico dos
extratos de dois tipos de propolis brasileira. Estas caracterizagbes auxiliam na
definicdo de possiveis aplicagcdes, tanto pelas matrizes de interesse quanto pela

quantidade necessaria do extrato.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Solventes e reagentes

Todos os produtos quimicos usados nos experimentos eram de grau analitico.
Folin-ciocalteau, 2,2'-difenil-2-picrilhidrazil hidratado (DPPH), 2,2’-azino-bis(3etil-
benzolina-6-sulfonado) (ABTS), acido hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxil
(Trolox) e 2,4,6-tris (2-piridil) - s-triazina (TPTZ), acetonitrila, cloreto de ferro (lll)
hexahidratado e acido acético foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil).
Os padrbées, para compostos fendlicos, (acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido 4-
hidroxibenzoico, acido cafeico, acido elagico, acido ferulico, acido galico, acido 2,5-
dihidroxibenzoico, acido salicilico, acido siringico, acido frans-cinamico, acido p-
cumarico, acido vanilico, miricetina, quercetina, naringenina, catequina, hesperetina e

rutina) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O acido cloridrico,
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acetato de sodio trihidratado, metanol, etanol, nitrito de sédio, carbonato de sodio
anidro, hidréxido de sddio, fosfato de sédio e persulfato de potassio adquiridos da
Neon (Sao Paulo, Brasil), o cloreto de aluminio adquiridos na Dinamica (Sao Paulo,

Brasil).

3.2.2 Obtencao dos extratos da propolis de mandacaia (PM) e de Apis do tipo verde
(PV)

A propolis bruta, produzida pela abelha sem ferrao mandacaia (PM), foi doada
pelo meliponario de Jorge, localizado proximo a reserva Bosque |l, com mata atlantica
nativa (coordenadas GPS: -23.4318698 e -51.9440141) em Maringa (Parana, Brasil),
em marco de 2019, enquanto a propolis de abelha Apis do tipo Verde (PV) foi
proveniente de Muzambinho (coordenadas geograficas: 21° 22' 33" S, 46° 31' 33" W)
(Minas Gerais, Brasil) no ano de 2021. A obtencgao dos extratos, ricos em compostos
antioxidantes das prépolis, foi realizada de trés formas. O processo de extragédo &
apresentado na FIGURA 8.

FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE EXTRAGAO DA PROPOLIS

Propolis moida Propolis moida Prépolis moida
I | ] |
Solvatagdo com agitagdo Extracio Banho ultrassénico Extracio ultrassénica (sonda)
(1:25 (m/v) com etanol 1:25 (m/v) com etanol 1:25 (m/v) com etanol
500 rpm/48 h) (Frequéncia 40 kHz/1 h) (Frequéncia 40 kHz/10 min.)

| | I
Extragdo ultrassonica Solvatagao com agitagao Solvatagao com agitagao
(Frequéncia 40 kHz/1 h) (500 rpm/48 h) (500 rpm/1h)

| I |

1 Banho ultrassénico ]

\ (Frequéncia de 40 kHz/30 min.) |

\ | I
\ A 4 /
\ /
\ CARACTERIZAGAO /

> Compostos fendlicos, Flavonoides totais, Atividade antioxidante <
(DPPH*, ABTS** e FRAP) e Perfil fendlico.

FONTE: Adaptado de Dalponte Dallabona et al. (2020) com modifica¢des.

Buscando avaliar o efeito da influéncia do uso da sonicacdo em diferentes
etapas da extracdo dos compostos bioativos, foram realizadas trés formas de

extragcdo, tomando como referéncia o método de extragdo proposto por Dalponte
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Dallabona et al. (2020). As prépolis moidas foram submetidas a extracao utilizando
uma razdo massa/volume 1:25 (m/v) com etanol 70% (v/v), mantidas sob agitagcéo
(500 rpm) em chapa (Fisatom, model 752A, Brazil) e a temperatura ambiente em um
espaco escuro por 48 h. Em seguida, o extrato bruto foi submetido ao banho
ultrassénico (1440 DA Biodont, Brasil), com frequéncia de 40 kHz por 1 h (Extracdo A
- EA). Outra extracao foi realizada com a realizagcao da sonicagao com frequéncia de
40 kHz, por 1 h antes da solvatacio, sonicada novamente ao final com frequéncia de
40 kHz por 30 min. (Extracdo B - EB). Alternativamente foi realizada a extragdo com
o auxilio de um desruptor de célula (Ultronique Q 550W, Eco-Sonics, Indaiatuba,
Brasil) equipado com micro ponta de titanio de 4 mm de didametro. O processo foi
realizado com poténcia de 500 W, frequéncia de 40 kHz e a mistura propolis: etanol
(1:25 m/v em etanol 70%) durante 10 min, com ciclos de pulso a cada 10 segundo.
Em seguida a mistura foi submetida a solvatagao com agitacdo de 500 rpm em chapa
(Fisatom, model 752A, Sao Paulo, Brasil), sob temperatura ambiente em ambiente
escuro durante 1 h (Extragédo C - EC).

Os extratos foram filtrados e congelados (-20 °C/24 h) para remover ceras e
substancias menos soluveis. Em seguida, as amostras foram filtradas, o volume foi
ajustado, e armazenadas em frascos ambar a -20°C. Os extratos foram caracterizados
quanto ao conteudo de compostos fendlicos, flavonoides totais, taninos condensados,
atividade antioxidante (DPPH*, ABTS™ e FRAP) e perfil de compostos fendlicos.

3.2.3 Caracterizacao dos extratos de prépolis

3.2.3.1 Compostos fendlicos totais (CFT)

Os compostos fendlicos totais foram quantificados pelo método do reagente
Folin-Ciocalteau propostos por Waterhouse (2002), com modificagdes. Todos os
extratos das prépolis mandacaia e verde foram diluidos (1:2 v/iv e 1:30 v/v
respectivamente) em etanol 70%. 50 pyL dos extratos diluidos foram acrescidas de
1.950 uL de agua destilada e 150 yL de Folin-Ciocalteau (2 M), submetidos a agitagao
e repouso protegidos de luz (5 min). Em seguida foram adicionados 350 uL de
carbonato de sodio 20% e submetidos a agitacdo e incubados (40 °C/30 min) em

banho—maria (Warmnest, HH-S14, Brasil). A leitura das absorbancias foi realizada em
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a 765 nm (Q898DPT, Quimis, Sdo Paulo, Brasil), e os resultados expressos em mg

EAG.g™' da amostra seca com curva padrao de acido galico (5 - 25 ug.mL™).

3.2.3.2 Flavonoides totais (FT)

O conteudo de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método
proposto por Arriola et al. (2014). Todos os extratos das prépolis mandacgaia e verde
foram diluidos (1:20 v/v e 1:40 v/v, respectivamente) com etanol 70%. 1.0 mL dos
extratos diluidos foram homogeneizados com 300 uL de NaNO:2 5% e encubados por
5 min na auséncia de luz. Em seguida foram adicionados 300 pL de AICIz 10%
encubados no escuro durante 6 min, acrescidas de 2.000 yL de NaOH 1 M e
homogeneizadas em vortex. As leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotdbmetro VIS a 425 nm (Q898DPT, Quimis, Sdo Paulo, Brasil). O resultado
foi expresso através de curva padrio catequina (10 - 250 yg.mL"") em mg EC.g"' da

amostra seca.

3.2.3.3 Taninos condensados (TC)

O teor de taninos condensados foi avaliado através do método de hidrélise
acida em alta temperatura, utilizando a mistura butanol-HCI (Porter; Hrstich; Chan,
1985). 500 pL dos extratos foram homogeneizados com 3.000 pyL da mistura butanol-
HCI (95:5 v/v), e 100 uL de reagente férrico (NH4)Fe(S04)2.12H20 2% em 2 M HCl e
incubados a 95°C em banho-maria (Warmnest, HH-S14, Brasil) por 40 min. A
absorbancia foi medida a 550 nm em um UV-VIS (UV — 6100 PC Double Beam
Spectrophotometer), e os resultados foram expressos em porcentagem de equivalente

de leucocianidina (Equagao 9).

Assox78,26 xF
%TC = =20 e (Eq. 9)
(o) .

Onde,
%TC — Percentagem de taninos condensados em equivalente leucocianidina
Asso— Absorbéncia da amostra a 550 nm
F — Fator de diluicdo na medicao espectrofotométrica

%M.S — Percentagem de matéria seca da amostra
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3.2.3.4 Atividade antioxidante in vitro

Para as analises de atividade antioxidante in vitro, todos os extratos das
prépolis mandacaia e verde foram diluidos (1:15 v/v e 1:40 v/v, respectivamente) em

etanol 70%, e, em seguida, submetidos as analises descritas a seguir.

3.2.3.4.1 Captura do radical livre DPPH*

A capacidade de captura do radical DPPH"* foi realizada conforme proposto
por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). 50 yL dos extratos diluidos foram
adicionados em tubos com 1.950 pL de solucdo etandlico de DPPH* (0,06mM),
homogeneizadas e incubada por 30 min no escuro. As leituras das absorbancias
foram realizadas em espectrofotébmetro VIS a 517 nm (Q898DPT, Quimis, Sao Paulo,
Brasil), e os resultados expresso em pymol ET.g-! de amostra seca com base na curva
de calibragdo de Trolox (50 — 1000 ymol ET.L™").

3.2.3.4.2 Captura do radical livre ABTS™*

A capacidade de captura do radical ABTS** foi realizada conforme proposto
por Re et al. (1999). O radical ABTS™* foi elaborado pela reagdo de 10 mL da solugéo
ABTS 7mM em tampao acetato de sodio (20 mM, pH 4,5) com 176 pL de persulfato
de potassio 140 mM em tampé&o acetato de sodio (20 mM, pH 4,5) incubados a
temperatura de 25 °C em ambiente escuro por 16 h. O radical foi diluido com tampao
acetato de sédio 20 mM até a obtengao de absorbancia de 0,700 + 0,050 a 734 nm.
30 uL dos extratos diluidos foram adicionadas em tubos com 3,0 mL de solugao
ABTS™, homogeneizadas e incubada por 2 h ao abrigo de luz. As leituras das
absorbancias foram realizadas a 734 nm em espectrofotometro VIS (Q898DPT,
Quimis, S&o Paulo, Brasil), e os resultados expresso em ymol ET.g"' de amostra seca

com base na curva de calibragéo de Trolox (100 — 2.500 ymol ET.L™").

3.2.3.4.3 Poder antioxidante de reducé&o do ferro (FRAP)

O poder antioxidante redutor férrico (FRAP) dos extratos foi avaliado conforme

descrito por Benzie; Strain (1996). Aliquotas de 100 pyL dos extratos diluidos foram
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adicionadas em tubos com 3.400 uL de solugdo de FRAP (mistura de tampao acetato
de sodio (300mM, pH 3,6), 10 mM de 2, 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) em 40 mM HCI
e solugao de cloreto férrico 20 mM, em propor¢ao 10:1:1 v/v) e incubadas em banho-
maria (37 °C/30 min.). As absorbancias foram lidas a 593 nm em espectrofotdmetro
VIS (Q898DPT, Quimis, Sao Paulo, Brasil), e os resultados expresso em pymol ET.g""
de amostra seca, com base na curva de Trolox (2,0 — 21,0 umol ET.L").

3.2.3.5 Perfil fendlico

Os perfis de compostos fendlicos dos extratos foram determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) Shimadzu (Kyoto, Jap&o), equipada
com um injetor automatico Rheodyne 7125i e um detector UV/VIS. As colunas
utilizadas foram uma Shimadzu LC-18 (25 cm x 4,6 mm, tamanho de particula de 5
pMm, da Supelco, Bellefonte, PA, EUA) e uma pré-coluna Shimadzu C-18 ODS. Foi
utilizado um gradiente de eluicdo que consistiu nas seguintes fases moveis, (A)
agua/acido acético a 2% (v/v) e (B) acetonitrila: metanol, 2:1 (v/v): 90% A em 0 min,
80% A em 10 min, 70% A em 15 min, 60 % A em 25 min, 50% A entre 30-40 min, 75%
A em 42 min e 90% A em 44 min. Foi utilizada uma taxa de fluxo constante de 1
mL.min"!, e a temperatura da coluna mantida a 25 °C, com volume de injegdo de 20
ML. A deteccdo dos compostos foi realizada a 280 nm. O software LabSolutions
(Shimadzu) foi utilizado para controlar o sistema LC-UV e para o processamento dos
dados (Alcantara et al., 2019).

3.2.4 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e expressas como média (n =
3) + desvio padrao (DP). A analise dos dados foi realizada por meio da analise de
variancia (ANOVA) com 95% de significancia, seguida do teste de Tukey (p < 0,05)
para avaliar o efeito dos tipos de extracdo nas prépolis, enquanto o teste néao
paramétrico de Kruskal-Wallis (p < 0,05) foi utilizado para comparar as variedades de
propolis. Para explorar a relagcdo entre as respostas obtidas em cada condigao
experimental, o teste de Spearman foi usado para determinar as correlagdes entre os
dados. Toda analise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica 7.0
(StatSoft, Tulsa, EUA).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Compostos fendlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT) e taninos

condensados (CT)

O conteudo de CFT dos extratos variou entre as diferentes técnicas de
extragcdo para os dois tipos de propolis estudados (TABELA 7). Houve diferengas
significativas (p < 0,05) nos teores de compostos fendlicos totais entre as prépolis das
duas espécies. Foi observado que PV apresentou entre 4,9-5,7 vezes mais CFT que
a PM, mostrando que esta € uma melhor fonte quantitativa desses compostos por
unidade de massa de propolis bruta. Isto pode se dar ao fato de que a prépolis de
mandagaia é do tipo geopropolis, tendo na sua amostra consideravel quantidade de
argila adicionado pelas abelhas durante a sua produgao. Dessa forma, como essa
fracdo inorganica da propolis € bastante densa, torna baixo o valor correspondente a
fragdo organica constituinte da propolis de mandagaia. Observa-se ainda que a PV é
um produto que contém uma quantidade consideravel de compostos fendlicos, como

flavonoides e acidos fendlicos (Pazin et al., 2017).

TABELA 7 - CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT), FLAVONOIDES TOTAIS
(FT) E TANINOS CONDENSADOS (TC) EM EXTRATOS DE PROPOLIS VERDE (PV) E
MANDACAIA (PM) OBTIDOS SOB DIFERENTES EXTRACOES

METODO DE EXTRAGAO

Resposta Amostra EA EB EC
CFT PV 324,823 + 5,26 309,10°4 £ 0,47 320,443A + 4,08
(mg EAG.g" M.O) PM 64,7628 + 2,94 53,768 + 3,05 65,3928 + 3,63
FT PV 97,044 + 0,76 88,554 + 0,74 114,518~ £ 1,19
(mg EC.g"' M.O) PM 37,9328 + 1,17 20,83°® £ 0,24 34,298 + 0,29
TC (%) PV 1,982 + 0,03 1,608 + 0,05 1,808 + 0,02
PM 3,022A + 0,12 2,86 + 0,11 3,212+ 0,19

Resultado expresso em média * desvio padréao.

PV — Prépolis verde, PM — Prépolis mandacaia, M.O — Matéria orgénica.

CFT — Compostos fendlicos totais; FT — Flavonoides totais; TC — Taninos condensados.

Diferentes letras minusculas na mesma linha indicam uma diferencga significativa entre as amostras
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Diferentes letras maiusculas na mesma coluna e dentro da resposta avaliada indicam uma diferenga
significativa entre as amostras pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05).

FONTE: Autor (2024).

Os valores de CFT variaram de 53,76 a 65,39 mg EAG.g™" para PM, enquanto
para as amostras de PV variaram entre 309,10 a 324,82 mg EAG.g"'. A comparagéo
dos resultados do conteudo fendlico total com os relatados na literatura torna-se

complexa, mesmo apods a utilizagdo do mesmo método analitico (procedimento de
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Folin—Ciocalteau), devido as diferentes formas que os resultados podem ser
expressos, uma vez que podem ser utilizados diversos padrées de calibracao
(Escriche; Juan-Borras, 2018).

Rajan et al. (2021) corroboram a presenca de elevados conteudos de CFT
obtidos em extratos de prépolis verde. Os resultados obtidos se mostraram superiores
aos valores relatados por Saito et al. (2021), que obtiveram valores de compostos
fendlicos totais entre 4,9 e 127 mg.g"' em extratos de propolis verde obtidos por
diferentes técnicas, assim como proximos dos valores obtidos por Oroian et al. (2020)
em seis amostras de prépolis oriundas da Roménia. Além disso, os valores obtido de
CFT para a PM apresentaram valores superiores ao reportado por Hochheim et al.
(2019), que obtiveram contetudo de CFT de 4,87 mg EAG.g' em extrato etandlico,
porém, inferior ao obtido em extrato metandlico de prépolis de mandacgaia (57,53 mg
EAG.g"). Ambas variedades de prépolis mostraram valores de compostos fendlicos
superiores aos relatados por Pazin et al. (2017), que obtiveram valores entre 29,5 e
72,5 mg.g" para propolis verde e entre 8,0 e 93,0 mg.g-! para mandagcaia, em extratos
etanolicos e fragcdes de hexano, diclorometano, acetato de etila e agua.

De modo similar, o conteudo de flavonoides totais presentes nos extratos
apresenta diferenca significativa (p < 0,05), sendo obtidos valores entre 2,6-3,3 vezes
maiores de FT para a PV em relagdo a PM. Sendo obtidos valores de 20,83 a 37,93
mg EC.g™! para os extratos de PM, e de 88,55 a 114,51 mg EC.g"" para os extratos de
PV. Observa-se que as maiores quantidades de compostos fendlicos e flavonoides
foram obtidas nos métodos de extragdo EA (64,76 - 324,82 mg EAG.g" para CFT;
37,93 — 97,04 mg EC.g" para FT) e EC (65,39 — 320,44 mg EAG.g™ para CFT, 34,29
— 114,51 mg EC.g™"' para FT), onde dentre as amostras de propolis investigadas, a
amostra PV foi a que apresentou os maiores resultados de CFT e FT. Os valores de
flavonoides obtidos foram superiores aos relatados por Pazin et al. (2017) em extratos
etandlicos e fragdes de hexano, diclorometano, acetato de etila e 4gua, que obtiveram
valores de flavonoides entre 6,7 e 81,4 mg.g-! para propolis verde e valores entre 2,6
e 10,0 mg.g' para préopolis de mandagaia.

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios do metabolismo celular
vegetal. Dessa forma, os teores de compostos fendlicos e flavonoides presentes na
prépolis séo influenciados por diversos fatores, dependendo das espécies de abelha,

da preferéncia por fontes florais, da disponibilidade de resinas vegetais, época de
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colheita, clima, dentre outros (Asem et al., 2020; Pazin et al., 2017; Shamsudin et al.,
2019).

Além disso, foram observados que as variedades de propolis estudadas
apresentam conteudos de taninos condensados, conhecidos também como
proantocianidinas (TABELA 7). Os valores obtidos com os extratos PM foram
significativamente maiores que os extratos PV (p < 0,05) em até 1,7 vezes, variando
de 2,86 a 3,21% enquanto os extratos PV obtiveram teores entre 1,60 e 1,98%. Os
valores de taninos obtidos para a propolis verde foram inferiores aos valores relatados
por Mayworm et al. (2014), que encontraram valores de taninos entre 2,10 e 3,60%.

Os taninos condensados sao metabdlitos secundarios das plantas, que fazem
parte do sistema de defesa quimica contra estressores bioticos e abidticos (Soldado;
Bessa; Jeronimo, 2021). Além disso, apresentam diversas atividades bioldgicas:
antioxidante, anticancerigeno, antimutagénica, antidiabético, anti-inflamatoério, anti-
helmintico, antimicrobiano, imunoestimulante, cardio, neuro e protetor ocular, que sé&o
propriedades benéficas para a saude (Dorneles; Norena, 2020; Soldado; Bessa;
Jeronimo, 2021).

Pode-se observar a partir dos resultados de CFT, FT e TC, que o uso do
desruptor de célula se mostra vantajoso para o processo de extragdo, como pode ser
observado pelo procedimento EC, uma vez que os resultados obtidos para CFT e FT
sao muito semelhantes aos de EA, o0 que promove uma maior economia na quantidade
de tempo de extragdo. Escriche; Juan-Borras (2018) relatam comportamento
semelhante, ressaltando a vantagem da extragéo de compostos de prépolis utilizando
dupla sonicacdao, quando comparado com extracdo por maceragao € maceragao-

sonicagao.

3.3.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de propolis foi verificada com auxilio de
trés métodos diferentes, visando uma complementagdo do poder antioxidante dos
extratos. Foi avaliada a capacidade de sequestrar os radicais DPPH*, ABTS™ e o
poder de reducgao do ferro (FRAP) (TABELA 8). A atividade antioxidante dos tipos de
prépolis estudados € significativamente diferente (p < 0,05), sendo observado que a
PV apresenta maior poder antioxidante, em uma quantidade de até 4,6 vezes maior

para DPPH", 3,2 vezes para ABTS™ e 3,8 vezes para o FRAP em relacéo aos valores
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obtidos pelos extratos de PM. Esses resultados ressaltam a importancia da escolha
do tipo de propolis, quando se busca a obtencédo de extratos com elevado potencial
antioxidante.

Os maiores valores de atividade antioxidante foram obtidos nos métodos de
extracdo EA e EC para a PV e no método EA para a PM. A PV apresentou valores de
sequestro do radical DPPH" entre 633,65 e 741,14 umol ET.g"', enquanto a PM
apresentou valores entre 135,87 e 195,05 uymol ET.g"'. Quanto a atividade
antioxidante contra o radical ABTS™* os valores para a PV apresentaram variacao
entre 1703,58 e 1944,76 uymol ET.g™", e entre 530,84 e 734,93 umol ET.g™" para a PM.
O poder antioxidante FRAP apresentou valores variando de 543,84 e 597,77 pmol
ET.g" para a PV, e entre 140,12 e 175,72 ymol ET.g"! para a PM. Esses valores
sugerem que os extratos possuem um bom potencial antioxidante. Pazin et al. (2017)
corroboram esses resultados, pois obtiveram extratos com maior capacidade

antioxidante em prépolis verde e de mandagaia.

TABELA 8 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE FRENTE OS RADICAIS DPPH", ABTS* E O PODER
ANTIOXIDANTE REDUTOR DO FERRO (FRAP) EM EXTRATOS DE PROPOLIS DE VERDE (PV) E
MANDACAIA (PM) OBTIDOS SOB DIFERENTES EXTRACOES

METODO DE EXTRAGCAO

Resposta Amostra EA EB EC
DPPH’ PV 741,142A+14,41 633,65A+44,75 715,273bA+35,51
(umol ET.g™") PM 195,0528+12,17 135,87°8+5,73 169,99°8+10,27
ABTS™ PV 1944,762/+68,44 1703,584+108,37 1856,53224+106,45
(umol ET.g™") PM 734,93%8+43,95 530,84°8+20,72 662,50°8+11,40
FRAP PV 578,8434+40,39 543,843A+22 94 597,773A+18,09
(umol ET.g™") PM 164,43%8+3,84 140,12°8+8,76 175,7228+8,50

Resultado expresso em média £ desvio padréo.

PV — Prépolis verde, PM — Propolis mandagaia, M.O — Matéria organica.

Diferentes letras minusculas na mesma linha indicam uma diferenca significativa entre as amostras
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Diferentes letras maiusculas na mesma coluna e dentro da resposta avaliada indicam uma diferenga
significativa entre as amostras pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05).

FONTE: Autor (2024).

Assim como para compostos fenodlicos, a comparagao dos resultados de
atividade antioxidante para os radicais DPPH' e ABTS™* com os relatados na literatura
€ complexa, pois grande parte dos estudos geralmente expressam os resultados em
ICs0/ECs0. Os valores de DPPH* foram inferiores aos relatados por Skaba et al. (2013),
que encontraram elevados valores de DPPH" (1230,07 umol ET-g") e valores de
ABTS™ (1223,06 umol ET-g"), inferiores aos obtidos para o PV em todas as
extracdes realizadas. Ambas as propolis obtiveram valores superiores ao relatado por

Oldoni et al. (2015) com valor 95,88 + 4.4 uymol ET.g"' de propolis de Apis melifera.
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Dalponte Dallabona et al. (2020) obtiveram valores de atividade antioxidante contra o
DPPH* de 25,7 umol ET.g' em propolis de tabuna; e Oldoni et al. (2015) obtiveram
valores ente 31,6 e 87,5 uymol ET.g"" de propolis de Apis melifera. Os valores de
ABTS™* obtidos para PV se encontram proximos aos observados por Cavalaro et al.
(2019), que obtiveram valores entre 1155,3 e 13412,1 uymol ET.g"' em extratos de
prépolis verde obtidos através de ultrassom. Andrade et al. (2017) relataram valores
superiores de atividade antioxidante de DPPH® para propolis marrom, verde e
vermelha entre 4431,0 e 4663,8 umol ET.g™", de ABTS"* entre 1868,45 e 2913,55 umol
ET.g", e para FRAP de 471,51 a 633,18 uymol ET.g™".

Para todas as variaveis estudadas (CFT, FT, DPPH*, ABTS* e FRAP), foi
observado que o método de extracao EB, no qual a sonicacao é realizada antes do
periodo de agitacdo, foi o que apresentou os menores valores, sendo
significativamente diferentes (p < 0,05). A extracao assistida por ultrassom € usada na
extracdo de compostos bioativos de muitos materiais diferentes, onde a extragéo é
atribuida ao processo de cavitagdo, que causa a ruptura das estruturas celulares
possibilitando maior penetracdo do solvente na estrutura interna das particulas,
aumentando a difusao intraparticula (Silva Junior et al., 2021; Yildirnm, 2022).

No caso da propolis, pela falta de estruturas celulares na matriz, a aceleragao
do processo de extracao é acentuada, resultando em uma rapida extracdo dos
compostos (Bankova; Trusheva; Popova, 2021). Dessa forma o uso do ultrassom
facilita a extracdo dos compostos com potencial antioxidante presentes na propolis.
No entanto, a reducdo do conteudo nos extratos EB podem ser atribuidos a possivel
oxidac&o dos compostos devido a extragao prolongada, reduzindo assim a quantidade
de compostos fendlicos, flavonoides e demais compostos com potencial antioxidante
(Chew et al., 2011; Chirinos et al., 2007).

3.3.3 Correlagédo entre conteudo de compostos fendlicos totais, flavonoides totais,

taninos condensados e atividades antioxidantes

A correlagdo de Spearman foi usado para relacionar os CFT, FT, CT e as
capacidades antioxidantes (DPPH*, ABTS™ e FRAP) dos extratos de prépolis. Foi
observado que apenas os taninos condensados nao apresentaram correlagao
significativa com as demais variaveis estudadas (p > 0,05), e que as demais

correlagdes significativas foram positivas (p < 0,05) (TABELA 9).
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Os CFT apresentaram forte correlagdo positiva com os FT (rs = 0,886), e
correlagao positiva muito forte com os ensaios de DPPH" (rs = 0,943), ABTS™ (rs =
0,943) e FRAP (rs= 0,943). Os FT apresentaram a mesma tendéncia de correlagédo
com o ensaio de DPPH" (rs = 0,943), com o ensaio de ABTS™ (rs = 0,943) e de reduzir
o ferro (FRAP) (rs = 0,943). O ensaio DPPH" também apresenta uma correlagdo muito
forte com a capacidade do ABTS™, com um valor de rs = 1,000. Além disso, 0 ensaio

ABTS™ mostra uma forte correlagdo com FRAP com um valor de rs=0,886.

TABELA 9 — COEFICIENTE DE CORRELAGAO DE SPEARMAN (rs) ENTRE AS VARIAVEIS CFT,
FT, TC, DPPH", ABTS™ E FRAP

FT CT DPPH’ ABTS™ FRAP
CFT 0,886* -0,543ns 0,943*** 0,943*** 0,943***
FT 1,000 -0,657 s 0,943*** 0,943*** 0,943***
CT - 1,000 -0,600 s -0,600 s -0,600 s
DPPH' - - 1,000 1,000*** 0,886***
ABTS™ - - - 1,000 0,886***

CFT — Compostos fendlicos totais; FT — Flavonoides totais; TC — Taninos condensados.
Significancia estatistica (p-valor) relatada como: n.s.: nao significativo, ** para p < 0,01; *** parap <
0,001.

FONTE: Autor (2024).

Essa influéncia positiva mostrada pelo total de compostos fendlicos e
flavonoides a partir da analise de correlagéo, sugere que os métodos ABTS™*, DPPH*
e FRAP tém capacidade preditiva de atividade antioxidante quase semelhante para a
prépolis (Asem et al., 2020). Comportamento similar de correlagado foi relatado por
Asem et al. (2020), que observaram correlagdes positivas fortes do CFT, FT e as
atividades antioxidantes em extratos de prépolis de abelha sem ferrdo da Malasia, e
por Kasote et al. (2019) em amostras de prépolis de abelhas sem ferrao indianas.

Esses resultados sugerem que o teor de compostos fendlicos e flavonoides
totais sdo as principais substancias responsaveis pela capacidade antioxidante dos
extratos dos estudos (Hochheim et al., 2019). Essa maior atividade pode ser devido
ao alto teor de compostos fendlicos e flavonoides presentes nas amostras de prépolis,
como aos acidos 3,4-dihidroxibenzoico, cafeico, p-cumarico, ferulico, sinapico, rutina,
miricetina, kampferol, catequina, hesperetina e crisina que foram encontrados nos
extratos estudados (TABELA 10).
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3.3.4 Perfil fendlico

Os resultados de perfil fendlico dos extratos de propolis estudadas
identificadas por HPLC estdo dispostos na TABELA 10. As amostras de PV
apresentaram entre 25,95 e 30,93 mg.g™' de matéria organica, enquanto para a PM
apresentaram contetdo de compostos fendlicos entre 17,21 e 22,08 mg.g~' de matéria
organica.

No total foram identificados 12 compostos fendlicos nos extratos PV, sendo 6
acidos fendlicos e 6 flavonoides, e até 16 compostos fendlicos nos extratos de PM,
sendo 11 acidos fendlicos e 6 flavonoides. Varios estudos realizados corroboram a
presenga de uma vasta gama de compostos identificados em extratos de propolis,
com destaque para acidos fendlicos e flavonoides (Bakkaloglu; Arici; Karasu, 2021;
Hochheim et al., 2019; Kasote et al., 2019; Oroian; Dranca; Ursachi, 2020; Pazin et
al., 2017; Sun et al., 2015). Sun et al. (2015) relatam que o uso da mistura agua/etanol
como solvente é particularmente adequado para obtencdo de extratos ricos em
componentes com altos teores de compostos fendlicos, especialmente flavonoides.

Dentre os acidos fendlicos, foi observada a presenca das duas classes de
acidos fendlicos, os acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos. Os 4&cidos
hidroxibenzdicos chegam a representar até 7% dos compostos presentes nos extratos
PV, e até 16% dos presentes nos extratos PM. Dentre esses acidos se destacam o
acido 3,4-dihiroxibenzoico para os extratos PV (entre 1,13 e 1,58 mg.g™'), e os acidos
elagico (entre 0,53 e 1,97 mg.g™"), salicilico (entre 0,43 e 0,54 mg.g™), siringico (entre
0,19 e 0,48 mg.g™") e vanilico (entre 0,24 e 0,36 mg.g™') nos extratos PM.

Os acidos hidroxicinamicos, que constituem outro importante grupo de
compostos antioxidantes, sendo essa classe correspondente em até 59% e 24% dos
compostos observados nos extratos PV e PM, respectivamente. Dentre os acidos
hidroxicinamicos encontrados temos como destaque os acidos p-cumarico (7,17 —
11,00 mg.g™'), cafeico (5,49 — 6,43 mg.g™") e ferulico (0,10 — 0,63 mg.g™") para os
extratos PV, e p-cumarico (0,38 — 0,63 mg.g™"), cafeico (1,91 — 3,97 mg.g™"), trans-
cinamico (0,13 — 0,26 mg.g™") e o sinapico (0,07 — 0,60 mg.g™") nos extratos PM. Os
resultados apresentados nesse trabalho sdo consistentes com estudos relatados na
literatura, sendo observados valores para os acido cafeico superiores aos obtidos por

Pazin et al. (2017) em diferentes fracbes de extratos de prépolis verde e mandagcaia.
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Além disso, os resultados sdo similares aos relatados por Sun et al. (2015), e

superiores aos resultados obtidos por Bakkaloglu; Arici; Karasu (2021).

TABELA 10 — PERFIL FENOLICO DOS EXTRATOS DE I?ROPOLIS DE VERDE (PV) E MANDAGCAIA
(PM) OBTIDOS SOB DIFERENTES METODOS DE EXTRACAO

PROPOLIS
Compostos PV | PM
Fendlicos METODO DE EXTRAGAO
EA EB EC | EA EB EC
Acidos fendlicos
Acidos Hidroxibenzéicos (mg.g™)
Acido3,4- 4381003 113000 158:0,02 |- 0,06£0,00 -
thldrOX|ben20|co
Acidod i . 0,70£0,01  0,19:0,00  0,32£0,00
Hidroxibenzoico
Acido Elagico - . 0,2140,00 | 1,9740,05 0,53+0,00 0,55+0,04
Acido Galico 0,02:0,00 0,04+0,00 0.03:0.00 | 0.14+0,00 008+0.00 0,14+0.00
Acido Salicilico - - - - 0.43:0.03 0544001
Acido Siringico - 0,2840,01 - 0,48:0,00 019+0.01  0.190.00
Acido Vanilico ; - ; 0.36:0,00 0.24+0.00 0.28+0.00
Acidos Hidroxicindmicos (mg.g™)
Acido cafeico 6431035 549002 557£048 | 3,9740,00 1,120,204  2,04%0,22
Acido ferdlico 0.100.00 0,61+0.02 063001 | - - -
Acido p-cumarico  11.00£0.2 7 68:0,02 7,17:065 |063:0,01 038005 0,410,086
Acido sindpico  0,8120,02 - - 0,60:0,01 0,08£0,00  0,07+0,00
Acido trans- . . . 0,26:0,01 0,13£0,21  0,170,01
cinamico
Flavonoides (mg.g')

Catequina 0,54%0,08 0,50£0,00 0,39:0,03 | 0,9020,01  0,27%0,01 _ 0,720,00
Crisina 0.48:0,06 050+002 0.58+0,07 |- 2474008  117+0.16
Hesperetina 0.38:0,03 036+001 0.37+0,01 |- 153+011  1.430,21
Kaempferol 160+0.10 1.500.06 146014 |845:000 7.18+0.85 6,03+0.80
Miricetina 8.10+1.08 7.17t019 6.7040.20 | 3.62+0.04 154+010  1.90+027
Rutina 0.08£0.00 1.83+004 1.26+001 |- - 1.15+0,14
Conteudo de 30,03t2,0 27,0900 2595:1,0 | 22,08:01 17,21:0.9  17,51%1,8
compostos

P 0 6 1 0 0 0
fenolicos

O resultado é expresso como média + desvio padrao.
PV - Propolis verde, PM - Prépolis mandagaia.

FONTE: Autor (2024).

Os acidos hidroxicinamicos apresentam um potencial antioxidante maior em

relagdo aos acidos hidroxibenzoicos, pelo fato do grupo carboxilato dos acidos

hidroxicinamicos apresentarem os elétrons da estrutura deslocalizados dos nucleos

aromaticos, promovendo assim um maior poder redutor nas reacdes redox (Girard;

Awika, 2020). Dentre essas substancias o acido cafeico € o que possui mais alto

potencial antioxidante e o acido p-cumarico o mais baixo (Andreasen et al., 2001).

Tem sido relatado que a atividade antioxidante dos extratos aquosos e alcodlicos de
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propolis se deve principalmente a presenca de derivados dos acidos cafeico e
cinamico (Banskota et al., 2000; Hochheim et al., 2019).

O uso do HPLC revelou também a presenca de quantidades consideraveis de
flavonoides catequina, crisina, hesperetina, kaempferol, miricetina e rutina,
correspondendo em até 43% dos compostos identificados nos extratos PV, e em até
72% dos compostos identificados nos extratos PM. Dentre os flavonoides encontrados
para os extratos PV se destacam a miricetina (6,70 — 8,10 mg.g™"), kaempferol (1,46 —
1,60 mg.g') e catequina (0,39 — 0,54 mg.g'"); enquanto para os extratos PM se
sobressaem o kaempferol (6,03 — 8,45 mg.g™'), crisina (1,17 — 2,74 mg.g™"), miricetina
(1,54 - 3,62 mg.g™") e hesperetina (1,43 — 1,53 mg.g™").

Compostos como a quercetina e kaempferol tem mostrado agao antioxidante
anti-inflamatdria, enquanto a crisina € uma dihidroxiflavona que apresenta muitas
atividades biolégicas como antioxidante, anti-inflamatéria, anticancerigena e antiviral
(Bakkaloglu; Arici; Karasu, 2021; Maleki; Crespo; Cabanillas, 2019). Os valores
obtidos para miricetina, quercetina e kaempferol em todos os extratos obtidos foram
superiores aos obtidos por Bakkaloglu; Arici; Karasu (2021) em extratos de propolis
de Apis mellifera proveniente da Turquia, além de valores superiores para kaempferol,
e de crisina dentro dos observados por Sun et al. (2015). A partir dos resultados
obtidos pelo perfil fendlico podemos assumir que a alta atividade antioxidante dos
extratos de propolis pode ser atribuida a presenca dos compostos presentes na
TABELA 10, assim como da presencga de possiveis constituintes polifendis que nao

foram identificados através da analise de HPLC.

3.4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos para a extracdo de amostras de PV e PM, com
diferentes condicdes do uso de ultrassom, demonstram bom rendimento para ambos
os métodos. A extracao, utilizando a sonicagao no final do processo (EA), e com o uso
do desruptor de célula (EC), apresentou rendimentos similares, sendo os mais
eficientes para os dois tipos de prépolis estudadas. Os maiores teores de compostos
fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante foram observadas nos extratos de PV,
que apresentaram um perfil fendlico diversificado, com destaque para os acidos 3,4-
diidroxibenzoico, cafeico e p-cumarico, além de quantidades consideraveis de

flavonoides como miricetina, kampferol e catequina, enquanto os extratos de PM
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apresentaram teores expressivos dos acidos elagico, vanilico, cafeico e p-cumarico,
e com destaque os flavonoides como miricetina, kaempferol, hesperetina e crisina que
sao responsaveis por conferir potencial antioxidante aos extratos obtidos.

Esses resultados expressam o potencial antioxidante dos extratos dos dois
tipos de propolis brasileiro, além de demonstrar que os métodos usados para extragao
tém alta eficacia para obtencado de extrato de propolis, sendo o método EA mais
indicado, devido ao alto rendimento envolvido no processo de extracdo, enquanto o
método EC (uso do desruptor de células) quando se busca uma otimizagao de tempo,
porém mediante consumo energético superior. Adicionalmente, os resultados obtidos
irdo promover mais estudos para avaliar o efeito antioxidante dos extratos de PV e PM
em alimentos e outros materiais, quer seja pela aplicacéo direta dos extratos em
produtos, como carnes e lacteos, ou indireta através do seu uso na producido de
embalagens ativas, na obtencao de capsulas dentre outras possiveis aplicagbes para

esta importante fonte de material bioativo.
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4, CAPITULO 4 - POTENCIAL DA CASCA DE PINHAO (ARAUCARIA
ANGUSTIFOLIA) COMO AGENTE DE REFORCO DE ESTRUTURA NAS
PROPRIEDADES DE FILMES COMESTIVEIS DE FARINHA DA AMENDOA DE
PINHAO E GELATINA

Este capitulo faz parte do artigo intitulado “Potential of Pinhao husk (Araucaria
angustifolia) as a structural reinforcement agent in the properties of edible films of
Pinhdo flour and gelatin” ACEITO E PUBLICADO no periédico Journal of Applied
Polymer Science — QUALIS (2017-2020) — A1 e JCR (2022) de 3.0.
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POTENCIAL DA CASCA DE PINHAO (ARAUCARIA ANGUSTIFOLIA) COMO
AGENTE DE REFORCO DE ESTRUTURA NAS PROPRIEDADES DE FILMES
COMESTIVEIS DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO E GELATINA

Resumo: Considerando o potencial da elaboragdo de polimeros biodegradaveis,
como os filmes e/ou embalagens comestiveis e/ou biodegradaveis para aplicagdo em
alimentos, este estudo teve como objetivo utilizar a casca de pinhdo como fonte de
material de reforco no desenvolvimento de filmes comestiveis, onde a farinha da
améndoa de pinhdo e gelatina bovina foram utilizadas como matrizes dos filmes. Os
filmes produzidos foram caracterizados quanto as propriedades mecanicas,
permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade e opacidade, microestrutura e a
degradacgado térmica. Os filmes obtidos apresentaram estruturas homogéneas e
coesas. Além disso, o teor de casca do pinhdo teve um efeito positivo nas
propriedades mecanicas e de barreira, pois aumentou a resisténcia a tragao e diminuiu
a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes desenvolvidos, sendo as formulagdes
de filme de farinha da améndoa de pinhao (5,0% de farinha da améndoa de pinhao,
1,2% de glicerol e 0,4% de p6 da casca de pinh&o) e gelatina (5,0% de gelatina, 2,0%
de glicerol e 0,4% de p6 da casca de pinhdo) as que apresentaram os melhores
resultados (5,06 MPa para RT e 0,14 g.mm.kPa-'.h-".m* de agua para PVA) e (3,88
MPa e 0,28 g.mm.kPa'.h"".m2 de agua para PVA), respectivamente O estudo de
degradacéao térmica revelou que os filmes sao estaveis em temperaturas inferiores a
150 °C, perdendo apenas agua livre e compostos volateis de baixo peso molecular.
Esses resultados indicam que o uso da casca de pinhdao como reforgo para filmes é
viavel, sugerindo que esses filmes, oriundos de um processo verde, possuem
potencial de aplicagcdo como embalagens comestiveis biodegradaveis em alimentos
ecologicamente corretas, contribuindo para a economia circular do pinhao,
preservacdo da biodiversidade e reduzindo o acumulo de plasticos sintéticos na

natureza.

Palavras-chave: microestrutura, biomateriais, flme comestivel, material de reforco,

embalagem.
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4.1 INTRODUCAO

Nos ultimos dois anos a crise do COVID-19 promoveu mudangas na vida da
populagcdo mundial, principalmente no comportamento do consumidor relacionadas a
compra de produtos alimenticios (Oliveira et al., 2021). A rapida disseminagc&do da
pandemia desencadeou um aumento acentuado na demanda de plasticos, onde a
maioria dos plasticos usados para embalagens de alimentos € a base de petréleo, e
nao sdo degradaveis e causam muitos problemas ambientais associados ao seu
descarte (Hazrol et al., 2022; Spada; Luchese; Tessaro, 2018).

Em 2021, a produgao mundial de plastico foi de 390,7 milhdes de ton., sendo
90,2% da produgédo de plasticos de origem fossil, enquanto os plasticos de base
bioldgica/bioatribuida representaram apenas 1,5% (Plastics Europe, 2022). Estima-se
que entre 1,15 e 2,41 milhdes de ton. de particulas de plastico entrem no oceano
anualmente, causando problemas como microplasticos e ilhas de lixo no oceano,
sendo que o lixo plastico corresponde a 90% do lixo no meio ambiente (Duarte, 2022;
Huang et al., 2023). Além disso, os microplasticos sdo ingeridos por uma ampla gama
de organismos marinhos, como peixes e moluscos, impactando significativamente a
segurancga do ecossistema marinho e a saude humana (Huang et al., 2023).

Diante deste problema, vem-se considerando o potencial da elaboragao de
polimeros biodegradaveis, como os filmes e/ou embalagens comestiveis e/ou
biodegradaveis para aplicagdo em alimentos como uma alternativa (Daudt et al., 2017;
Hazrol et al., 2022; Laureanti et al., 2021; Lopez-De-Dicastillo et al., 2012; Mir et al.,
2018; Spada; Luchese; Tessaro, 2018). Pesquisas sobre o uso de materiais
biodegradaveis a base de biopolimeros tém sido realizadas como uma das estratégias
para reduzir a poluicao plastica de origem fdssil, sendo os biopolimeros a base de
proteinas e polissacarideos as alternativas mais comuns aos plasticos (Muralidharan
et al., 2022). Os filmes obtidos dessas matrizes apresentam boas propriedades de
barreira ao oxigénio devido a capacidade desses componentes de formar estruturas
bem compactadas por meio de ligagdes, principalmente ligacdes de hidrogénio
(Bermudez-Oria et al., 2019).

Uma das principais proteinas utilizadas na producdo de filmes é a gelatina
devido a sua abundancia, baixo preco, acessibilidade, atoxicidade, resisténcia a gases
e Oleos, biodegradabilidade e boas propriedades formadoras de filme com baixo
impacto ambiental (Ge et al., 2018; Santos et al., 2022; Shankar; Wang; Rhim, 2019).
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Varios estudos foram relatados usando gelatina em filmes comestiveis nos ultimos
anos (Du et al., 2022; Ge et al., 2018; Lin et al., 2019; Santos et al., 2022; Saranti et
al., 2021; Shankar; Wang; Rhim, 2019; Song et al., 2023). No entanto, os filmes a base
de gelatina tém altas taxas de permeabilidade ao vapor de agua e baixa resisténcia a
umidade, restringindo assim sua aplicag&o a produtos alimenticios com altas taxas de
umidade (Lin et al., 2019; Saranti et al., 2021).

O amido é amplamente utilizado para produgdo de embalagens como
substituto aos plasticos convencionais em embalagens de alimentos, devido ao seu
baixo custo, alta biodegradabilidade, abundancia na natureza, estabilidade quimica e
capacidade de formacao de filmes (de Carvalho et al., 2021; Garavand et al., 2022).
A farinha da améndoa de pinhao, que é rica em amido, tem sido considerada uma boa
fonte para essa finalidade, contendo entre 63,7% e 81,0% de amido, além de proteinas
(5,0% a 6,36%), lipidios (1,0% a 2,2%) e fibra alimentar (4,7% a 15%) (Barreto et al.,
2017; Helm et al., 2020; Jorge et al., 2018; Pigozzi et al., 2019). Alguns estudos tém
utilizado a farinha e/ou amido de pinhdo como base para filmes comestiveis (Daudt et
al., 2016, 2017; Luchese et al., 2015; Muller et al., 2020; Spada; Da Silva; Tessaro,
2014). No entanto, os filmes a base de amido geralmente apresentam capacidade de
barreira limitada a permeabilidade ao vapor de agua e alta solubilidade em agua,
devido a sua hidrofobicidade o que dificulta sua utilizagdo em aplicagbes industriais
(Bermudez-Oria et al., 2019; Sutay Kocabas et al., 2021).

Uma alternativa para melhorar essas propriedades de filmes a base de amido
e gelatina é a utilizagao de materiais que atuem como reforgadores de estrutura, como
nanoparticulas e aditivos funcionais, visando aumentar a resisténcia e conferir
funcionalidade (Riahi et al., 2021). Entre os estudos incorporando nanoparticulas ou
nanomateriais, as nanofibras sdo mais recorrentes. Em contraste, estudos usando
nanofibras/nanocristais de celulose relataram melhorias na permeabilidade ao vapor
de agua, resisténcia a tragao e elasticidade dos filmes (Adilah; Jamilah; Nur Hanani,
2018; Fazeli; Keley; Biazar, 2018; Garavand et al., 2022; Guimaraes et al., 2015;
Muralidharan et al., 2022; Ruiz-Martinez; Rodrigue; Solorza-Feria, 2022; Silveira et al.,
2019; Souza et al., 2012; Sutay Kocabas et al., 2021; Wegrzynowska-Drzymalska et
al., 2022). Além disso, ha estudos que exploram nanomateriais de fontes menos
convencionais, como nanofibras de rami (Marques et al., 2019), bem como o uso de

materiais com granulometria superior preparados por moagem, incluindo engagos de
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uva (Laureanti et al., 2021), bagago de mandioca (de Carvalho et al., 2021) e casca
de pinhado (Daudt et al., 2017; Spada; Luchese; Tessaro, 2018).

Com base na constante busca da industria alimenticia por novos e inovadores
produtos utilizando recursos renovaveis, valorizando a biodiversidade e buscando
agregar valor ao pinh&o, este estudo contribui para a Economia Circular ao utilizar e
valorizar a casca e eliminar o desperdicio para um melhor aproveitamento. Como a
casca corresponde a aproximadamente 22% do peso da semente, ela é descartada
no meio ambiente sem qualquer reutilizagdo. Este estudo teve como objetivo
desenvolver novos filmes a base de farinha da améndoa de pinhdo e gelatina com a
adi¢ao de po da casca de pinhdo como reforgo estrutural para uma possivel aplicagao

como embalagem de alimentos.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2 1 Materiais

Pinhdes colhidos na Embrapa Florestas (Safra 2020, coordenadas
geograficas: 25°19'18.2"S, 49°09'33.7"W, Colombo, PR, Brasil) foram utilizados para
produzir filmes comestiveis. Para obter a farinha da améndoa de pinh&o, as sementes
frescas foram secas em estufa (45°C/48 h), descascadas e separadas em casca e
semente manualmente. As sementes secas foram moidas em moinho de facas (STAR
FT-50, Fortinox, Brasil) e peneiradas com uma malha de 60 mesh. As cascas das
sementes foram moidas da mesma forma e peneiradas a 100 mesh. A gelatina bovina
em pod comercial (sem sabor) foi adquirida da empresa Gelnex© (Bloom: 240, 30
mesh, Ita, Santa Catarina, Brasil), e o glicerol (Alphatec, Santana-SP, Grau Analitico,

Brasil) foi usado como plastificante para preparar os filmes.

4.2.2 Analise de composigao da farinha da améndoa e da casca de pinhao

A farinha da améndoa do pinhdo e a casca foram caracterizadas quanto a
composi¢cdo quimica, avaliando os teores de umidade, proteinas, lipidios e cinzas,
determinados através dos protocolos da AOAC (2005). Os teores de amido total e
resistente da farinha da améndoa de pinhdo foram medidos por metodologia

enzimatica utilizando o Megazyme Assay Kit K-TSTA e K-RSTAR, respectivamente
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(Megazyme International, Wicklow, Irlanda). O teor de fibras alimentares totais foi
medido por metodologia enzimatica usando o Megazyme Assay Kit Total Dietary Fiber

(Megazyme International, Wicklow, Irlanda).

4.2.3 Delineamento experimental

Um planejamento fatorial completo de dois niveis (23 = 8) foi realizado para
cada tipo de filme para avaliar trés fatores independentes. Para os filmes a base de
farinha da améndoa de pinhao, os fatores independentes foram: quantidade de farinha
da améndoa de pinhao (3,0 e 5,0%), glicerol (1,2 e 2,5%) e concentracado da casca de
Pinhdo em poé (0,2 e 0,4%). Ja para os filmes a base de gelatina, os fatores
independentes foram: a quantidade de gelatina (3,5 e 5,0%), glicerol (2,0 e 3,0%) e a

concentragao da casca de pinhdo em po (0,2 e 0,4%) (TABELA 11).

TABELA 11 — COMPOSICAO DOS FILMES A BASE DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO E A
BASE DE GELATINA COM ADICAO DE DIFERENTES TEORES DE PO DA CASCA DE PINHAO
Filmes de farinha da améndoa de pinhao
Farinha da améndoa de

Formulagido pinh&o (%) Glicerol (%) P6 da casca de pinhao (%)
PF1 3,0 1,2 0,2
PF2 5,0 1,2 0,2
PF3 3,0 2,5 0,2
PF4 5,0 2,5 0,2
PF5 3,0 1,2 0,4
PF6 5,0 1,2 0,4
PF7 3,0 2,5 0,4
PF8 50 25 0,4

Filmes de gelatina

Formulacéao Gelatina (%) Glicerol (%) Pé da casca de pinhao (%)
GF1 3,5 2,0 0,2
GF2 5,0 2,0 0,2
GF3 3,5 3,0 0,2
GF4 5,0 3,0 0,2
GF5 3,5 2,0 0,4
GF6 5,0 2,0 0,4
GF7 3,5 3,0 0,4
GF8 5,0 3,0 0,4

PF — Filmes de farinha da améndoa de pinhdo; GF — Filmes de gelatina
FONTE: Autor (2024).

As variaveis de resposta avaliadas foram alongamento na ruptura, resisténcia
a tracdo e permeabilidade ao vapor de agua. Os dados experimentais foram
analisados por planejamento fatorial completo para ajustar a seguinte equagao

polinomial de primeira ordem, como a Equacgao 10:
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Y = Bo+ B1X1+ ng2+ B3X3+ B12X1X2+ B13X1X3+ 823X2X3+ € (10)

Onde Y corresponde a variavel de resposta, Bo, B1, ..., B23, representam os
coeficientes do modelo, x1, X2 € x3 correspondem as variaveis independentes e € é o

erro.

4.2.4 Elaboragao dos filmes a base de farinha da améndoa de pinhao e gelatina com

adicao de casca de pinhao em po

Neste estudo, foram preparados filmes por meio do método casting, no qual
uma solucao filmogénica foi despejada em placas de Petri e desidratada por
evaporacgao do solvente em condigdes controladas de tempo e temperatura. Foram
realizados testes preliminares para determinar as quantidades dos constituintes dos
filmes, como farinha da améndoa de pinhao, glicerol e casca de pinhdo em pd. As
quantidades desses componentes foram variadas para diferentes formulagdes de
filmes com farinha da améndoa de pinhdo e casca de pinhdo em pd, bem como para
filmes de gelatina. O processo de elaboragdo dos filmes pode ser visualizado na
FIGURA 9.

FIGURA 9 - FLUXOGRAMA DA ELABORAGAO DOS FILMES

Matriz do filme
FAP ou GB

Casca de pinhao
em pd

Glicerol

Homogeneizagdo sob agitagdo e aquecido
(Condigoes pré-definidas)

Resfriamento a temperatura ambiente
(25°C +2)

Distribuigdo em placas de Petri (15 cm)
(30 mL)

Secagem
(40 °C / 16 horas)

Acondicionamento a 25 °C
(57% de UR / 7 dias)

Caracterizagao: Aspecto visual, propriedades fisicas (espessura,
solubilidade, PVA, cor e opacidade), propriedades mecanicas (elongagéo
e resisténcia a tragao), Microscopia eletrénica de varredura (MEV), TGA e

FTIR

FAP.: Farinha da améndoa de pinhao; GB: Gelatina bovina
FONTE: Autor (2024).
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Os filmes a base de farinha da améndoa de pinhao, foram preparados a partir
de suspensdes aquosas misturando a farinha da améndoa de pinhéo (3,0% a 5,0%)
em agua destilada. Glicerol (1,2% a 2,5%) foi utilizado como plastificante e casca de
pinhdo em pé (0,2% a 0,4%) como agente de reforco. A suspensdo aquosa foi
aquecida e mantida sob agitagcdo constante (Fisatom, modelo 752A, Brasil) para
atingir a gelatinizagdo completa do amido (80 °C/30 min), e entdo resfriada a
temperatura ambiente. Cada suspensao aquosa (30 mL) foi entdo despejada em
placas de Petri estéreis (15 cm de didmetro) e secas em estufa com circulagao forgada
de ar a 40 °C (Nova Etica, modelo 400/6ND, Brasil) por 16 h.

Para obtengdo dos filmes de gelatina, as suspensdes aquosas foram
preparadas solubilizando a gelatina (3,5% a 5,0%) em agua destilada sob agitagéo
(70 °C/20 min). Em seguida, adicionou-se glicerol (2,0% a 3,0%) como plastificante e
0 po da casca de pinhao (0,2% a 0,4%) como agente de reforgo sob agitacéo (50
°C/30 min). Cada suspensao aquosa (30 mL) foi entdo despejada em placas de Petri
estéreis (15 cm de didmetro) e secas em estufa com circulagao forgada de ar (40 °C/24
h). Apds a secagem, todos os filmes foram acondicionados por 7 dias em um
dessecador contendo uma solugao saturada de Mg(NO3)2(H20)s (54% UR, 25 °C)

para posterior caracterizagao.

4.2 .4 Caracterizacao dos filmes

4.2.4.1 Aspectos visuais e tateis

Foi realizada avaliagao subjetiva dos parametros visuais e tateis dos filmes, a
fim de se verificar a homogeneidade e continuidade dos filmes. A maleabilidade,

facilidade de remocao das placas de Petri e adesividade também foram avaliadas.

4.2.4.2 Propriedades mecanicas

A elongacao de ruptura (ELO, %) e resisténcia a tracédo (RT, MPa) dos filmes
foram avaliadas utilizando texturémetro (Brookfield CT3, Brookfield, EUA), equipado
com probe TA-DGA (Conjunto aperto duplo, Brookfield) segundo o método padrao
D882-12 (ASTM, 2012). A separacgao inicial das garras e a velocidade da probe foi de
20 mm e 1 mm/s, respectivamente, com forca de disparo de 0,1 N. Para cada tipo de
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filme foram realizadas oito repeticées. A ELO (%) e a RT foram calculadas usando as

seqguintes equagdes (Eq. 11 e Eq. 12).

100 * (Lmax)

ELO (o/o) = L
0

(Eq. 11)

F
RT(MPa)= 2"“ (Eq. 12)

Onde, Lmax € a deformacgao na ruptura (mm), Lo € o comprimento inicial do
filme (mm), Fmax € @ carga maxima (N), e A é a area da secgdo transversal do filme

(mm3).
4.2.4.3 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada de acordo com o
método padrdao E96/E96M-16 (ASTM, 2016) com modificagbes propostas por
Guimaraes et al. (2015). Amostras dos filmes com 3 cm de diametro foram fixadas
sobre capsulas de permeabilidade adaptadas com abertura de 2,5 cm de diametro
(com uma area de exposigao de 0,0013 m?) contendo cloreto de célcio anidro (CaClz),
com 0% de umidade relativa (UR). Todo o sistema foi acondicionado em um
dessecador contendo uma solugao saturada de NaCl (70% UR) e mantido a 25 °C. O
ganho de massa do sistema foi monitorado em intervalos de 24 h, durante 7 dias. A

permeabilidade ao vapor de agua foi determinada pela Equagao 13.

G X
PVA= TAP.UR,-URy  (E& 13)

Onde G/t (g.h"), é o coeficiente angular, gerado pelo ganho de peso da
amostra em funcdo do tempo, x (mm) é a espessura do filme, A (m?) é a area
disponivel para permeacao, Ps (KPa) é a presséo de saturagdo do vapor de agua na
temperatura de teste, UR1 e UR2 s&o as umidades relativas (expressas em fragao) no

interior do dessecador e da capsula, respectivamente.
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4.2.5 Caracterizacdo complementar

4.2.5.1 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada utilizando micrémetro digital
(resolugao de 0,001 mm) (Mitutoyo, Japao) medido em 5 pontos dos filmes, 4 nas
extremidades e um ponto ao centro do filme. A espessura dos filmes foi considerada

como a média aritmética de 10 medidas por formulagao.

4.2.5.2 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes foi avaliada conforme descrito por Ge et al. (2018).
As amostras foram cortadas em um quadrado (2 x 2 cm) e secas em estufa
convencional natural a 100 £ 5 °C por 24 h e pesadas (Mo). As amostras foram imersas
em 50 mL de agua destilada, cobertas e armazenadas por 24 h em temperatura
ambiente (25 °C). Em seguida, as amostras de filme residual foram secas em estufa
a 100 £ 5 °C por 24 h para determinar a massa seca final (M1), e a solubilidade foi

calculada conforme a Equacéao (14).

My- M
S(%)=( - 1)><1oo (Eq. 14)
0

4.2.5.3 Angulo de contato

A hidrofobicidade dos filmes foi avaliada pela técnica do angulo de contato
aparente (CA) em um goniémetro Kriass DSA25 (Kriuss GmbH, Alemanha) usando o
método da gota séssil. Trés gotas de agua deionizada (tensao superficial de 72,80
mN/m) com volume de 5 pL foram depositadas na superficie de cada amostra, e o
angulo foi medido imediatamente apds pingar na superficie do filme. Os calculos dos
valores angulares foram realizados usando o software de gerenciamento de
equipamentos DSA4 (Kriss GmbH, Alemanha). As medi¢des foram feitas em triplicata

para cada filme.
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4.2.5.4 Propriedades 6pticas

A cor instrumental dos filmes foi determinada avaliando os parametros de
luminosidade (L*), teor de verde/vermelho (a*) e azul/amarelo (b*) com auxilio de um
colorimetro digital (HunterLab, model MiniScan EZ 4500 L, EUA) previamente
calibrado com placas branca e preta fornecidos pelo fabricante, sob o sistema
CIELAB. Para a leitura das coordenadas de cor, as seguintes condi¢ées foram
padronizadas: iluminante D65, angulo de visdo 8°, angulo padrado do observador 10.
Os parametros de cor foram medidos em relagao a placa branca (padrao) (L = 94,40;
a = -1,29; b = 0,70). A diferenga colorimétrica total (AE) dos filmes foi calculada

utilizando-se como referéncia a placa de calibragéo branca, conforme a Equagéao (15).

%2 «2 *2
AE=JAL +Aa"“+ Ab (Eq. 15)

Onde, AL* = L*placa branca — L*amostra, Aa* = a* placa branca — a* amostra € Ab* = b* placa branca —

b* amostra.

A opacidade dos filmes foi realizada de acordo como proposto por Nazurah;
Nur Hanani (2017). Pedagos retangulares (1x4 cm) de filmes foram cortados e
colocados dentro da cubeta de quartzo em espectrofotdmetro, sendo utilizada uma
cubeta de quartzo vazia como referéncia. A absorbancia foi medida a 600 nm, e a

opacidade do filme calculada usando a Equacéo (16):

Abs600 nm

Opacidade= (Eq. 16)

Onde, Absesoo € 0 valor da absorbéancia a 600 nm e x é a espessura do filme

(mm).
4.2.5.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A estrutura morfolégica da superficie dos filmes foi analisada por meio de

microscopia eletronica de varredura (TescanVega 3 LMU, Kohoutovice, Republica
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Tcheca). Para as analises de secdo transversal, os filmes foram fraturados
manualmente, através do congelamento com nitrogénio liquido. As amostras foram
fixadas em suportes com fita de cobre e metalizadas por uma fina camada de ouro

(Balzers Union, modelo FL 9496, Alemanha) usando voltagem de 15 kV.

4.2.5.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os filmes foram caracterizados pela espectroscopia na regido do
infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR), conduzida em equipamento
Vertex 70 (Bruker, EUA), com acessorio de refletancia total atenuada (ATR), munido
com cristal de seleneto de zinco na faixa espectral de 500 - 4000 cm™ e resolucdo de

4 cm™.

4.2.5.7 Analises Térmicas

A analise termogravimétrica dos filmes foi realizada utilizando um analisador
termogravimétrico (TGA 4000, Perkin Elmer, EUA) com a finalidade de avaliar a
estabilidade térmica dos filmes. Para isso amostras de aproximadamente 5 mg dos
filmes pesando foram pesadas em cadinhos de alumina e aquecidas de 20 a 750 °C
a uma taxa de 10 °C min-', utilizando nitrogénio como gas de purga (20 mL.min""). As
curvas de TGA e DTG (derivada termogravimétrica) foram utilizadas para a

interpretacdo dos dados.

4.2.6 Analise estatistica

As equagdes dos modelos foram ajustadas aos dados experimentais para
produzir os modelos propostos e graficos de superficie de resposta. A analise
estatistica dos resultados foi realizada pela analise de varidncia (ANOVA p <0,05) e
as médias estatisticamente diferentes foram analisadas pelo teste de Tukey para

analise post hoc, com o auxilio do software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, EUA).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Analises de composic¢ao da farinha da améndoa e da casca de pinhao

A améndoa do pinhdo corresponde a 67,54% da massa da semente, enquanto
a casca corresponde a 32,46% da massa. Rendimento semelhante foi observado em
pesquisa realizada por Helm et al. (2020), que observaram rendimento de pinhdo seco
de 68% para semente e de 32% para casca.

A composi¢ao quimica parcial da farinha da améndoa de pinhdo € composta
principalmente de amido, agua, e quantidades consideraveis de fibras alimentares
(TABELA 12). A farinha da améndoa de pinhdo apresentou valores médios de
umidade, cinzas, lipidios e proteinas de 9,76%; 2,56%; 1,94% e 5,12%,
respectivamente. Valores similares foram relatados por Pigozzi et al. (2019) em
farinhas de pinhao cru e cozidas, e por Helm et al. (2020) em farinha da améndoa de
pinh&o cozido e seco (TABELA 12), e valores de lipidios e proteinas similares aos

obtidos por Barreto et al. (2017) e Jorge et al. (2018) em farinhas de pinh&o.
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Foi observado que a farinha da améndoa de pinhdo pode ser considerada
como fonte de amido total, com teor médio de 51,28%, onde o conteudo de amido
resistente corresponde a 3,81%. A farinha da améndoa de pinh&o apresentou ainda
conteudo consideravel de fibras alimentares (7,43%). No entanto, o teor de amido total
€ inferior ao relatado em pesquisas recentes, que mostram valores de amido presente
na farinha da améndoa de pinhao entre 63,75 e 80,99% (TABELA 12). Além disso, a
farinha da semente de pinhao obtido nesta pesquisa apresentou conteudo de amido
resistente e fibras inferiores ao relatado por Helm et al. (2020), que obtiveram valores
de 8,0% e 15%, de amido resistente e fibras na farinha da améndoa de pinh&o cozido
e seco. Essas diferengas na composigéo quimica parcial da farinha da améndoa de
pinhdo podem ser atribuidas a possiveis diferencas no estado de maturagéao, solo,
procedimentos de extragao e/ou origem da planta (da Costa et al., 2013).

A casca de pinhdo é composta principalmente por fibras alimentares
(69,23%), carboidratos (15,33) e agua (10,56%) (TABELA 12). Na literatura séo
escassos os estudos que realizaram a caracterizagcado centesimal da casca de pinh&o.
O conteudo de umidade da casca de pinhdo foi similar ao observado por Spada;
Luchese; Tessaro (2018), que encontraram valore de umidade de 10,3% em casca de
pinh&do. No entanto, o valor de umidade obtido nesse estudo foi superior ao relatado
por Timm et al. (2020) e Dorneles; Norefia (2020), que obtiveram valores de umidade
de 5,0% e 0,31%, para casca de pinh&o e bracteas, respectivamente. Além disso,
Timm et al. (2020) obtiveram valores de lipidios e carboidratos superiores aos obtidos
nesse estudo. A casca de pinhao apresentou valor superior aos estudos relatados
para o conteudo de fibras totais (Dorneles; Norefia, 2020; Timm et al., 2020), e
similares ao estudo de Spada; Luchese; Tessaro (2018). Segundo Dorneles; Norefia
(2020), o elevado conteudo de fibras, e o baixo teor de lipidios € uma caracteristica

comum de cascas de produtos que possuem alto teor de taninos.

4.3.2 Aspectos visuais e tateis dos filmes

Em geral, todas as formulagdes propostas produziram filmes continuos, com
boa homogeneidade e coloragdo uniforme (TABELA 13). Alguns filmes apresentaram
adesividade, dificultando o manuseio e maleabilidade.

As formulagdes PF1, PF3, PF5 e PF7 para os filmes a base de pinhao e GF3,
GF5 e GF7 para os filmes de gelatina foram as que produziram filmes com aspecto
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mais adesivo, o que ocasionou uma maior dificuldade na remocéo das placas de Petri,
além de exigirem maior cuidado no manuseio e acondicionamento dos filmes. Essa
maior adesividade pode ser atribuida a grande quantidade de glicerol em relagéao a
quantidade de farinha da améndoa de pinhao/gelatina. Por outro lado, as demais
formulacées (PF2, PF4, PF6, PF8, GF1, GF2, GF4, GF6 e GF8) se apresentaram
como as formulacbes de filmes mais faceis de manusear e mantendo as
caracteristicas durante a secagem, possivelmente devido a maior quantidade de
farinha da améndoa de pinhdo e gelatina. Além disso, foram observadas diferengas
visuais principalmente na cor e rugosidade, na medida que as quantidades de casca

de pinhdo aumentavam.
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4.3.3 Propriedades mecéanicas

As propriedades mecéanicas dos filmes sao caracteristicas de grande
importancia de mensuragao quando se trata da integridade dos filmes. A porcentagem
de elongacéo (ELO) e resisténcia a tragao (RT) dos filmes revelou diferenca entre as
formulacoes testadas para ambas as matrizes utilizadas (p < 0,05) (TABELA 14). Foi
observado que todas as variaveis avaliadas mostraram efeito significativo nas
propriedades mecanicas dos filmes de farinha da améndoa de pinhao e filmes de
gelatina (TABELA 15).

TABELA 14 - RESULTADOS DE PROPRIEDADES MECANICAS (ELONGAGAO (ELO) E
RESISTENCIA A TRACAO (RT)) E PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA (PVA) DOS FILMES
COMESTIVEIS A BASE DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO E A BASE DE GELATINA COM
DIFERENTES TEORES DE PO DA CASCA DE PINHAO

Formulagéao ELO (%) RT (MPa) PVA (g.mm/kPa.h.m?)
Filme de farinha da améndoa de pinhao
PF1 27,600°+2,66 2,32¢40,21 0,34°£0,03
PF2 40,262 +3,89 4,39°+0,35 0,184+0,02
PF3 26,11¢+3,39 0,60°+0,07 0,902+0,05
PF4 32,330 +3,74 1,97°£0,14 0,66°+0,03
PF5 25,83¢+2,20 2,20°+0,14 0,44°+0,06
PF6 44,512+2,20 5,062+0,73 0,144+0,02
PF7 22,98¢+1,70 0,66°+0,05 1,0021£0,05
PF8 24,00°+1,72 1,77°+0,19 0,61° +0,04
Filme de gelatina

GF1 145,71b°+14,54 2,38b¢+0,27 0,67¢+0,05
GF2 120,25%+17,31 3,612+0,26 0,499+0,04
GF3 199,862 +20,18 2,51°¢+0,19 0,882°+0,09
GF4 171,09%°+22 13 2,83+0,25 0,74¢+£0,05
GF5 97,02% +10,03 2,17¢+0,29 0,68°+0,03
GF6 86,37 17,74 3,882+0,41 0,28¢+0,04
GF7 153,41 +15,75 2,35¢+0,13 0,922+0,06
GF8 158,190 +14,34 2,39b¢+0,25 0,74°+0,02

Resultado expresso em média + desvio padrao.

Diferentes letras minusculas na mesma coluna indicam uma diferenca significativa entre as amostras
(p < 0,05).

FONTE: Autor (2024).
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TABELA 15 — COEFICIENTES DE REGRESSAO E ANALISE DE VARIANCIA PARA ELONGACAO
(ELO), RESISTENCIA A TRACAO (RT)) E PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA (PVA) DOS
FILMES COMESTIVEIS A BASE DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO E A BASE DE
GELATINA COM DIFERENTES TEORES DE PO DA CASCA DE PINHAO

Filme de farinha da améndoa de

Filme de gelatina

. . pinhao

Coeficientes —g/ 65— Rt PVA tlo@ KT PVA
(%) (MPa)  (g.mm/kPa.h.m? * (MPa) (g.-mm/kPa.h.m?)

Bo 30,498* 2,371* 0,528* 141,488* 2,782* 0,675*
B1 4,868* 0,926 -0,152* -7,512* 0,429* -0,112*
B2 -4,143*  -1,121* 0,234* 29,150* -0,264* 0,146*
Bs -1,168* 0,053 -0,005 -17,740* -0,051 -0,020
B12 -3,058* -0,306* -0,039* 1,515* -0,340* 0,032*
B13 0,058 0,067 -0,062* 6,045 0,044 -0,032*
B23 -1,698* -0,086* -0,012 2,902* -0,100* 0,032*
ANOVA
R? 0,9673 0,9922 0,9919 0,9957 0,9677  0,9431
R2,4;. 0,9557 0,9894  0,9891 0,9942 0,9663  0,9230
Ftab 2,77 2,90 2,90 2,70 2,90 2,77
Fecal 106,17 422,15 468,98 654,79 104,13 49,97
p-Valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Bo — Intercepto; B+ - coeficiente linear da concentragdo da matriz utilizada (FAP ou GB); B2 -
coeficiente linear da concentragao de glicerol; B3 - coeficiente linear da concentragdo de p6 da casca
de pinhao; B12 = coeficiente da interagdo entre a concentragdo da matriz utilizada (FAP ou GB) e a
concentragao de glicerol; B3 = coeficiente da interagéo entre concentragéo da matriz utilizada (FAP
ou GB) e a concentragao de p6 da casca de pinhao; e 23 = coeficiente da interagéo entre a
concentragao de glicerol e a concentragéo de pé da casca de pinhao.

Fca - Razao entre o quadrado médio da regressao e o quadrado médio dos residuos; Ftan— Tabelado
para o teste de Fisher usando o nivel de significancia e graus de liberdade.

* Significancia estatistica (p-valor) relatada como p < 0,05.

FONTE: Autor (2024).

Os filmes de farinha da améndoa de pinh&o apresentaram variagéo de 22,98
a 44,51% para ELO e de 0,60 a 5,06 MPa para RT, enquanto os filmes de gelatina
obtiveram valores entre 86,37 e 199,86% para ELO e entre 2,17 e 3,88 MPa para RT.
Nos filmes de farinha da améndoa de pinhao as formulagdes PF2 e PF6 apresentaram
0s maiores valores de elongacéao (40,26 e 44,51%) e resisténcia a tragao (4,39 e 5,06
MPa). Ja para os filmes a base de gelatina, as formulagdes GF2 e GF6 embora n&o
apresentem os maiores valores de elongagao (120,25 e 86,37%), séo as que possuem
maiores valores de RT (3,61 e 3,88 MPa), sendo as que conferem flexibilidade e
resisténcia aos filmes. Para as propriedades mecanicas de ELO e RT as Egs. 17, 18,
19 e 20 representam o modelo polinomial de primeira ordem proposto para dados
experimentais, contendo apenas termos estatisticamente significativos, sendo as Eqs
17 e 18 correspondentes a ELO e RT dos filmes de farinha da améndoa de pinhao e

as Eqgs 19 e 20 correspondem a ELO e RT dos filmes de gelatina:

ELOpr = 30,498 + 4,868, - 4,143x, - 1,168x3- 3,058x1X, - 1,698%,x3  (Eq. 17)
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RTpr = 2,371 + 0,926, - 1,121x, - 0,306%;%, - 0,086x%,x3  (Eq. 18)

ELOGF = 141,488-7,512X1 +29,150X2-17,740X3+1,515X1X2+6,045X1X3+2,902X2X3 (Eq 19)

RTgr = 2,782 + 0,429x - 0,264x, - 0,340x,X, - 0,100x,x5  (Eq. 20)

A partir das Equagdes 17-20, foram geradas as superficies de resposta
(FIGURAS 10 e 11). De acordo com as FIGURAS 10 e 11 as formulagdes em que
foram empregadas maiores quantidades de glicerol apresentaram menores valores
de ELO e RT.

FIGURA 10 — SUPERFICIES DE RESPOSTA GERADAS PARA A VARIAVEL ELONGAGCAO (ELO %)
EM FILMES DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO (A-C) E FILMES DE GELATINA (D-F) COM
DIFERENTES TEORES DE PO DA CASCA DE PINHAO
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A incorporacdo do p6 da casca de pinhdo como fonte de fibras aos filmes
proporcionou alteragbes nas propriedades mecanicas, reduzindo a ELO e
aumentando a RT dos filmes (FIGURAS 10 e 11), sendo esse comportamento
semelhante ao relatado em filmes com adicdo material como reforcador de estrutura
(Daudt et al., 2017; Lehman; Phengthai; Chinpa, 2018). De modo geral os melhores
valores para essas propriedades foram obtidos nas formulacbes PF6 e GF6, que
contém 0,4% de p6 da casca. Esse aumento pode ter se dado devido a presencga de
interacdes intermoleculares entre os componentes do filme, podendo essa ser a

principal razdo para o aumento significativo de ELO e RT (Chambi; Grosso, 2011).

FIGURA 11— SUPERFICIES DE RESPOSTA GERADAS PARA A VABIAVEL RESISTENCIA A
TRACAO (RT) EM FILMES DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO (A-C) E FILMES DE
GELATINA (D-F) COM DIFERENTES TEORES DE PO DA CASCA DE PINHAO
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Souza et al. (2012) relataram uma diminuigdo destas propriedades a medida
que o teor de glicerol aumentou, no desenvolvimento de filmes biodegradaveis de
fécula de mandioca com adicdo de nanoparticulas de argila. Estudo similar foi
realizado por Daudt et al. (2017), que desenvolveram filmes de farinha da améndoa
de pinhdo com adigao de diferentes concentra¢des de casca de pinhao triturada (0,5,
1,0, 1,5, 2,0 e 2,5%), que obtiveram valores de ELO de 4,2 a 19% e RT entre 1,5 e
2,5 MPa, valores até 90,56 % e 70,35% menor em média para ELO e RT, do que os
obtidos neste estudo. As formulagdes PF6 e GF6 apresentam valores muito proximo
aos valores encontrados em embalagens convencionais, como o polietileno de baixa
densidade (PEBD) que é amplamente utilizado em alimentos. A formulacdo PF6
apresentou valores até 49,46% de ELO e 84,33% de RT de filmes de PEBD, enquanto
a formulacdo GF6 apresentou valores até 95,97% de ELO e 64,67% de RT de filmes
de PEBD; sendo assim essa formulagao pode ser considerada como uma alternativa
promissora na utilizagdo como embalagem de alimentos (Coutinho; Mello; Maria,
2003; Kusumastuti et al., 2020).

4.3.4 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) é propriedade de barreira
importante de ser avaliada no desenvolvimento de filmes, uma vez que avalia a
capacidade da agua em permear na matriz polimérica do filme, que pode interferir
diretamente na vida de prateleira do alimento (Adilah; Jamilah; Nur Hanani, 2018).
Durante os testes de permeabilidade, todos os filmes permaneceram intactos. Foi
observado que as quantidades de farinha da améndoa de pinhao/gelatina e glicerol
mostraram efeito significativo. Para os filmes de farinha da améndoa de pinhao foi
observado que o uso do p6 da casca de pinhao mostrou efeito de interacédo entre a
farinha da améndoa de pinhao, enquanto nos filmes de gelatina observou-se efeito de
interacdo do po da casca de pinhdo com a gelatina e com o glicerol (TABELA 15).

A PVA dos filmes diferiu significativamente (p < 0,05), sendo os maiores
valores observados para os filmes das formulagées PF7 e GF7 (1,00 e 0,92
g.mm/kPa.h.m?) e menores para as formulagbes PF6 e GF6 (0,14 e 0,28
g.mm/kPa.h.m?, respectivamente) (TABELA 14). As formulagdes com maior teor de
glicerol foram as que apresentaram maior permeabilidade. Para a PVA as Egs. 21 e

22 representam o modelo polinomial de primeira ordem proposto para dados



119

experimentais, contendo apenas termos estatisticamente significativos, sendo a Eq.
21 correspondente a PVA dos filmes de farinha da améndoa de pinhdo e a Eq. 22

corresponde a PVA dos filmes de gelatina:

PVApe = 0,528 - 0,152x,+ 0,234x, - 0,039x%, - 0,062x1x3 (Eq. 21)

PVAGge = 0,675 - 0,112x; + 0,146x, + 0,032x1X, - 0,032x1X3 + 0,032%,x3 (Eq. 22)

Pode-se observar ainda que a variagao da concentracédo de casca de pinhao
também afeta a PVA (FIGURA 12). Comportamento similar foi relatado por alguns
estudos na literatura, onde estes relatam que o0 aumento da concentragao de materiais
usados como reforgador de estrutura podem levar a uma diminuigdo da PVA dos
filmes (Garavand et al., 2022; Laureanti et al., 2021; Lehman; Phengthai; Chinpa,
2018; Riaz et al., 2020; Sogut; Cakmak, 2020; Sutay Kocabas et al., 2021). Essa
reducdo da PVA nos filmes com maior teor de casca de pinhdo pode ser atribuida
ainda a possiveis interagdes entre os demais componentes dos filmes, aumentando
as forgas de ligagao de hidrogénio entre o grupo hidroxila no amido presente na farinha
da améndoa de pinhdo e a possivel distribuicdo ordenada da casca, dificultando a
permeabilidade das moléculas de agua (de Carvalho et al., 2021; Sogut; Cakmak,
2020).

FIGURA 12 — SUPERFICIES DE RESPOSTA GERADAS PARA A VARIAVEL PERMEABILIDADE
AO VAPOR DE AGUA (PVA) EM FILMES DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO (A-C) E FILMES
DE GELATINA (D-F) COM DIFERENTES TEORES DE PO DA CASCA DE PINHAO
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Entretanto, em estudos realizados por Daudt et al. (2017) e Spada; Luchese;
Tessaro (2018), foram observados comportamento contrario, onde os autores
relataram que a presenca de casca de pinhdo aumentou a PVA entre 1,6 e 3,8
g.mm.kPa'.h-".m? para filmes de farinha da améndoa de pinhdo, sendo valores
superiores aos obtidos no presente estudo, e entre 0,278 e 0, 426 g.mm.kPa-".h-".m=?
em filmes a base de amido, semelhantes aos obtidos. Valores similares foram obtidos
por Garavand et al. (2022) em filmes a base de amido-PVA reforcado com
nanoparticulas de quitosana, com valores de PVA variando de 0,28 a 0,41 g.mm.kPa-
'.h"".m"2 e por Saranti et al. (2021) em filmes de gelatina reforgados com nanoemulsao
carregada com cloisite Na* e OE de pimenta preta, com valores de PVA variando de
0,32 a 0,61 g.mm.kPa'.h"".m=.

4.3.5 Caracterizagao complementar

4. 3.5.1 Espessura

Os resultados de espessura dos filmes elaborados apresentaram diferengas
significativas (p < 0,05), sendo obtidos valores de espessura entre 0,124 e 0,167 para
os filmes a base de farinha da améndoa de pinh&o e entre 0,096 e 0,140 para os filmes
de gelatina (TABELA 16). Pode-se observar que ao aumentar a concentracao da
casca de pinhao triturada nas formulagbes dos filmes houve um aumento da
espessura, ressaltando que a mesma foi diretamente influenciada pela quantidade de

soélidos na solugao filmogénica (Silva-Rodrigues et al., 2020).
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TABELA 16 — RESULTADOS DE ESPESSURA, SOLUBILIDADE E ANGULO DE CONTATO DOS
FILMES COMESTIVEIS A BASE DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO E A BASE DE
GELATINA COM DIFERENTES TEORES DE PO DA CASCA DE PINHAO

Formulagido Espessura (mm) Solubilidade (%)
Filmes de farinha da améndoa de pinhao

Angulo de Contato (°)

PF1 0,124¢ +0,007 25,25%¢+1,63 46,60°°+4,97
PF2 0,157°+0,005 26,862°+1,46 46,03°+2,65
PF3 0,1309+0,005 28,032+1,58 35,80°+2,08
PF4 0,1672+0,006 27,142x0,65 46,93°+3,44
PF5 0,132¢¢+0,007 22,94bcd+1 30 53,0020+3,66
PF6 0,148 10,003 21,28%+1,87 60,732+5,32
PF7 0,139¢+0,007 22,22%9+0,99 45,03b°+5,25
PF8 0,1662+0,007 19,519+1,44 44,50°+1,83
Filme de gelatina
GF1 0,1039+0,001 30,632°+0,56 94,872+2,21
GF2 0,129¢+0,004 33,082+1,23 92,8320+1,23
GF3 0,096¢ +0,004 25,36°+1,85 87,18°+1,50
GF4 0,136°+0,004 31,46%°+2,49 93,112b+2 25
GF5 0,107¢+0,007 28,29°¢+0,35 87,23°+2,51
GFé6 0,14020+0,009 32,36%+1,68 91,102°+1,48
GF7 0,100¢+0,002 29,65%c+1,43 86,70°+5,19
GF8 0,1512+0,004 32,723+1,93 88,302°+2,76

Resultado expresso em média * desvio padréo. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna
indicam uma diferenga significativa entre as amostras (p < 0,05).
FONTE: Autor (2024).

Todos os filmes foram considerados homogéneos, uma vez que apresentaram
baixos valores de desvios padrédo. No entanto, o aumento da espessura pode
influenciar em outras propriedades, como nas propriedades mecanicas,
permeabilidade ao vapor de agua e opacidade (Adilah; Jamilah; Nur Hanani, 2018). O
mesmo comportamento é relatado por outros autores, ao adicionar compdsitos como
reforgcadores (Daudt et al., 2017; de Carvalho et al., 2019; Lehman; Phengthai; Chinpa,
2018; Marques et al., 2019; Riaz et al., 2020).

4.3.5.2 Solubilidade e angulo de contato

Uma das caracteristicas importantes para uma embalagem de alimentos € a
solubilidade, onde filmes com alta solubilidade em agua resultam em baixa resisténcia
ao aplicar em uma matriz alimenticia (Sganzerla et al., 2020). Os filmes preparados
neste estudo ndo perderam sua integridade em solugéo aquosa ao final de 24 h, sendo
os filmes a base de gelatina os mais soluveis. A solubilidade permaneceu entre
19,51% (PF8) e 28,03% (PF3) para os filmes de farinha da améndoa de pinhao e entre
25,36% (GF3) e 33,08% (GF2) para os filmes a base de gelatina (TABELA 16).
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A adigao de maiores niveis de casca de pinhdo resultou na diminuicao da
solubilidade em agua para os filmes de farinha da améndoa de pinhdo (p < 0,05),
enquanto para os filmes de gelatina essa variagdo nao promoveu grandes variagdes
nos valores de solubilidade. O fato dos filmes de gelatina se mostrarem mais soluveis
em comparagado aos filmes de farinha da améndoa de pinh&o é devido a maior
disponibilidade de grupos hidroxilas com o aumento da concentracdo de glicerol
(Ciannamea; Stefani; Ruseckaite, 2014; Ruiz-Martinez; Rodrigue; Solorza-Feria,
2022).

Essa menor solubilidade dos filmes PF pode ser atribuida a interagao
favoravel entre os componentes, conservando os compostos, evitando a geragao de
poros grandes e diminuindo sua solubilidade (Hazrol et al., 2022; Laureanti et al.,
2021). Além disso, a diminuicdo da solubilidade dos filmes pode ter relagdo com a
presenca das fibras e de compostos bioativos presentes na casca de pinhao, que pode
estar relacionado a formacéao de ligagdes cruzadas na matriz polimérica que contribuiu
para reducao do carater hidrofilico e de grupos polares no filme (Choi et al., 2018;
Santos et al., 2022).

A solubilidade dos filmes no presente estudo foi inferior a relatada por Spada;
Luchese; Tessaro (2018), que observaram solubilidade em filmes a base de amido
com adicdo de casca de pinhdo entre 30 e 36%. Os valores obtidos ainda se
encontram dentro dos relatados por outros estudos na literatura. Por exemplo, Da
Silva et al. (2019) obtiveram valores de solubilidade em filmes de pectina e mesocarpo
de coco babacgu entre 13,89 e 50,64%; enquanto Ruiz-Martinez; Rodrigue; Solorza-
Feria (2022) ao avaliar o efeito de nanoargilas e microfibras de agave em filmes a
base de gelatina relatam valores entre 19,7 a 30,7% de solubilidade.

O teste de angulo de contato da agua (°) dos filmes biodegradaveis
incorporados com casca de pinhao triturada se mostraram significativos (p < 0,05). Os
filmes de farinha da améndoa de pinhdo apresentaram valores entre 6 = 35,80° (PF3)
e 8 =60,73° (PF6), enquanto os filmes de gelatina apresentaram valores de entre 6 =
86,70° (GF7) e 6 = 94,87° (GF2) (TABELA 16).

De acordo com os resultados obtidos todas as amostras dos filmes de farinha
da améndoa de pinhdo exibiram valores de angulo de contato menores que 65°, que
sao indicativos de superficies hidrofilicas (Pifieros-Hernandez et al., 2017), sendo a
amostra PF6 a que apresentou maior carater hidrofébico entre os filmes analisados (6

=60,73°). Os filmes de gelatina geralmente apresentam carater mais hidrofébico. Essa
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hidrofobicidade dos filmes de gelatina pode ser devido ao rearranjo da parte
hidrofobica das moléculas de gelatina no ar durante a gelificagdo (Liu et al., 2022).
Esse carater hidrofébico das formulagées PF6 e GF6 podem estar associados ainda
com a menor PVA obtida nessas formulacoes.

Os valores de angulo de contato obtidos em nosso estudo se encontraram
dentro dos relatados por Spada; Luchese; Tessaro (2018), que relataram valores de
angulo de contato variando de 6 = 22° e 103° entre em filmes de fécula de mandioca
com pos de casca de pinhdo ndo tratados e tratados. O aumento da hidrofobicidade
da superficie do filme PF6 pode ser atribuido a presenca de compostos fendlicos
presentes no p6 da casca de pinhao, que podem ter migrado para a superficie do filme
durante o processo de secagem, bem como nos teores de lipidios, proteinas e,
provavelmente, lignina presentes na casca de pinhdo (de Carvalho et al., 2021;
Piferos-Hernandez et al., 2017). Tendéncia semelhante de resultados foi observada
em filmes de gelatina bovina reforgados com bionanocompdsitos de nanocristais de
gelatina-celulose, que obtiveram valores do angulo de contato com a agua entre 80,7°
e 95,2° (Leite et al., 2020).

4.3.5.3 Propriedades opticas

Como esperado, a adigcdo de diferentes quantidades de casca de pinhao
promoveu alteracdo nos valores dos parametros de cor (TABELA 17). Os filmes
exibiram diferengas significativas entre si para todos os parametros de cor (p < 0,05).
Como esperado, a adicdo de maior quantidade de casca de pinhao triturada (0,4%)
resultou em filmes com menores valores de L*, resultando em filmes mais escuros e
com maiores valores de a*, b* e AE. Resultados semelhantes foram relatados em
filmes elaborados a base de farinha da améndoa de pinh&do (Daudt et al., 2017) e a
base de amido (Spada; Luchese; Tessaro, 2018), bem como em filmes de gelatina
incorporados com microfibras e nanoargilas de agave (Ruiz-Martinez; Rodrigue;
Solorza-Feria, 2022) e com p6 de casca de laranja (Taghavi Kevij et al., 2021).

Os valores de a* e b* indicam que os filmes sdao mais avermelhados e
amarelos, proporcionando-lhes uma coloragdo de aspecto alaranjado. Esse
comportamento para os parametros de cor podem ser atribuido a presenca de
compostos fendlicos, flavonoides e taninos, além de outras substancias extrativas

presentes na casca de pinhao (Dorneles; Norefia, 2020; Timm et al., 2020).
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TABELA 17 — RESULTADOS DAS PROPRIEDADES OPTICAS DOS FILMES COMESTIVEIS A
BASE DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO E A BASE DE GELATINA COM DIFERENTES
TEORES DE PO DA CASCA DE PINHAO

Formulagdo L* a* b* AE Opacidade
Filmes de farinha da améndoa de pinhao
PF1 73,472+0,79 9,539+0,50 27,66°+0,82 35,81¢+1,23 4,4330+0,32
PF2 71,772+1,33 9,279+0,83 30,02¢+1,37 38,529+2,05 3,73b°+0,23
PF3 65,60°+0,94 14,80¢+0,58 34,09¢+0,89 46,94°+1,40 3,84bc+0,34
PF4 65,35+0,25 13,91¢+0,09 34,88¢+0,14 47,36°+0,25 3,01¢+0,23
PF5 59,16°t1,08 20,04°+0,59 37,96°+0,74 55,55+1,31 5,152+0,45
PF6 57,74¢+0,21 19,680+0,12 38,11°+0,22 56,43°+0,28 4,2730+0,30
PF7 52,369+0,93 25,182+0,53 39,622+0,51 63,122+0,94 5,102+£0,43
PF8 57,93¢+1,93 19,71°+0,69 37,18°+0,08 55,70°+1,13 4,532+0,35
Filme de gelatina

GF1 76,612+2,19 4,59¢4+0,37 18,91¢+2,29 25,389%3,12 2,862+0,11
GF2 71,642+1,60 5,48¢+0,63 23,37°+1,72 32,07¢+2,40 1,299+0,13
GF3 67,05+1,20 3,509+0,41 21,18¢+0,87 33,64°°+1,33 2,20°+0,18
GF4 72,95242,08 4,85%4+0,43 20,32b°+1,54 28,93¢4+2,38 1,249+0,11
GF5 64,23°t2,59 11,50°+1,39 30,41242,61 43,472+3,91 2,01°£0,11
GF6 64,87°+1,73 10,92a0+0,89 30,992+1,31 43,28°+2,30 2,20°¢+0,21
GF7 66,56°+3,91 9,68°+1,15 28,112+2,50 39,872°+4,08 2,572+0,13
GF8 66,85°+3,27 9,38°+1,02 29,692+3,06 40,682+4,09 2,15°40,02

Resultado expresso em média + desvio padréo. Diferentes letras mindsculas na mesma coluna
indicam uma diferenga significativa entre as amostras (p < 0,05).
FONTE: Autor (2024).

A opacidade dos filmes apresentou o0 mesmo comportamento dos parametros
de cor, sendo observado que os filmes com maior quantidade de casca se mostraram
mais opacos. Os filmes apresentaram valores de opacidade variando entre 3,01 (PF4)
e 5,15 (PF5) e entre 1,24 (GF4) e 2,86 (GF 1), apresentando diferenga significativa (p
< 0,05) (TABELA 17). A capacidade de bloquear UV pode ser atribuida a presencga de
compostos fendlicos na estrutura do filme, devido a adigdo da casca de pinh&o, pois
os anéis fendlicos de compostos bioativos sdo capazes de aumentar a propriedade
de protegcédo UV dos filmes (Ghadiri Alamdari; Salmasi; Almasi, 2021; Lopez-Palestina
et al., 2019). Além disso, outros diversos fatores podem influenciar opacidade dos
filmes, como a presenca de aditivos, condicbes de processamento, espessura e
heterogeneidade interna e superficial da estrutura do filme (Silva-Rodrigues et al.,
2020).

A opacidade é uma propriedade que, além de impactar na aparéncia, pode
influenciar na vida util do produto embalado. Embora os filmes transparentes sejam
mais favoraveis por proporcionarem ao consumidor a visualizacdo dos produtos,
filmes mais opacos, e com coloragdo mais escura podem ser uma alternativa viavel
para diferentes tipos de alimentos, uma vez que esses podem proteger os alimentos
contra os efeitos negativos da luz, aumentando a vida util dos alimentos fotossensiveis
(Arbelaez et al., 2022; Sogut; Cakmak, 2020).
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4.3.5.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Analisando as micrografias dos filmes de farinha da améndoa de pinhao e
gelatina reforgados com casca de pinhdo em p6 nota-se que, em geral, as superficies
das formulacdes de todos os filmes analisados mostraram superficie aspera, irregular
e sem trincas, provavelmente devido a interacdo adequada entre todos os
componentes (FIGURA 13). Os filmes PF6 e GF6 foram os que apresentaram as
superficies mais regulares, coesas e homogéneas dentre todos os filmes estudados.

Observou-se que a presenca da casca de pinhao triturada tornou os filmes
mais asperos e irregulares, devido a presenga de fibras no interior da matriz dos
filmes. A presenga de rugosidade nos filmes pode estar relacionada com a presenca
de compostos fendlicos presentes no casca de pinhao triturada durante a elaboracao
dos filmes, que podem ter a migrado para a superficie do filme durante a etapa de

secagem (Pineros-Hernandez et al., 2017).
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Além disso, a maior compactagao da superficie dos filmes PF6 e GF6 pode
ter ocorrido devido a interagao intermolecular na matriz dos filmes que foi favorecida
pela composicdo das formulagdes, enquanto que nas demais formulagdes o
emaranhamento das cadeias poliméricas nas vias de ligagdes covalentes e nao
covalentes podem ter promovido a rugosidade da superficie (Soo; Sarbon, 2018). A
adicdo da casca de pinhao triturada a matriz dos filmes de farinha da améndoa de
pinh&o e gelatina podem gerar uma interface mais resistente e, assim, ha um aumento
na resisténcia mecanica e resisténcia a agua dos filmes (de Carvalho et al., 2021).

Caracteristicas semelhantes quanto a rugosidade dos filmes foram relatadas
em filmes a base de farinha da améndoa de pinhao reforcados com p6 da casca de
pinhdo (Daudt et al., 2017), de fécula de mandioca reforgados com engago de uva
(Laureanti et al., 2021) e de gelatina de pele de frango incorporada a farinha de arroz
(Soo; Sarbon, 2018).

4.3.5.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros dos filmes formulados com farinha da améndoa de pinhdo com
adicdo da casca de pinhao triturada sdo mostrados na FIGURA 14A, na qual é
possivel observar um comportamento de absorgdo semelhante (500-4000 cm-') para
os filmes. E possivel observar bandas pronunciados na faixa de 3290 cm™', onde estéo
correlacionados com o alongamento dos grupos -OH caracteristicos da formagéo de
ligagcbes de hidrogénio (Daudt et al., 2017). Nesta regiao, os filmes PF1, PF2 e PF6
apresentaram bandas menos intensas, o0 que pode estar relacionado ao menor
percentual de glicerol nas respectivas formulagdes.

Os grupos CH: sao identificados nas bandas na regido de 2930 cm-', cujos
picos estdo na regido entre 2800 a 3000 cm™ que estdo correlacionados com a
proporcao de amilose e amilopectina; quanto maior a intensidade, maior o teor de
amilose (Daudt et al., 2016). Na regido do espectro entre 2335 a 2800 cm™', vibragdes
de alongamento C-H assimétricas e simétricas foram observadas para porgdes

alifaticas em polissacarideos presentes no pinh&o (Barros et al., 2021).
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FIGURA 14 — ESPECTROS DE FTIR DE FILMES COMESTIVEIS DE FARINHA DA AMENDOA DE
PINHAO (A) E DOS FILMES COMESTIVEIS DE GELATINA (B) COM DIFERENTES TEORES DE PO
DA CASCA DE PINHAO
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Foram identificados os picos na regido em torno de 1640 cm', cuja regido
esta correlacionada ao grupo amida das proteinas (Liao et al., 2022). Segundo Ramos
et al. (2013), a regido entre 800 e 1150 cm-' esta relacionada as bandas de absorgdo
das moléculas de glicerol. Os picos nesta regido, principalmente em 995 cm-! foram
caracteristicos de grupos alceno para ligagdo C-H (Spada; Luchese; Tessaro, 2018),
foram menos intensos para as amostras PF3 e PF7. A proporgcdo de farinha da
améndoa de pinhao e glicerol para esses filmes é aproximadamente igual a 1, o que
pode estar afetando essa intensidade. Além disso, a casca do pinhdo também esta
afetando esses picos, onde a menor concentragao de pé da casca gerou uma menor
intensidade de pico nessa regiao de absorgao.

Ja para os filmes de gelatina, foram encontrados em todas as amostras picos
de absorgao na faixa de 3285, 1634, 1238 e 1056 cm™' (Figura 14B). O pico em 3285
cm™ é atribuido ao alongamento dos grupos O-H e N-H na amida A e grupos
funcionais de fenol na estrutura do filme. E possivel identificar uma reducéo na
intensidade do pico para o filme GF2, que possui maior proporgdao de gelatina em
relacdo aos demais filmes. Isso pode estar relacionado a uma maior interacao
gelatina-gelatina em detrimento das ligagdes de hidrogénio (Riahi et al., 2021).

Além disso, os filmes mostraram as bandas caracteristicas da gelatina no
numero de onda de 1634 cm!, 1540 cm™ e 1238 cm™' correlacionadas com a amida |
(ilustrando a vibragao de estiramento C=0 acoplada com a flexado no plano da ligagéao
N-H e alongamento da ligagdo C-N), amida Il (representando a flexdo N-H e
alongamento C-N) e amida lll (associada a vibragado no plano dos grupos C-N e N-H
da amina ligada ao longo). O pico em 1056 cm-! também é destacado, onde significa
a interagao entre o plastificante (grupos OH do glicerol) e a estrutura do filme de
gelatina (Nurul Syahida et al., 2020). Resultados semelhantes foram relatados para
filmes de gelatina contendo aditivos (Haghighi et al., 2021; Shankar; Wang; Rhim,
2019; Tavassoli et al., 2021).

4.3.5.6 Analise termogravimétrica
A estabilidade térmica dos biofilmes em uma ampla faixa de temperatura (20

a 750 °C) foi avaliada mediante analise termogravimétrica (TGA) e sua primeira

derivada (DTG) (FIGURA 15). A decomposic¢ao térmica apresentou multiplos estagios
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de perda de massa, com trés estagios de decomposigédo de acordo com as curvas de
DTG (FIGURA 15C e 15D).

FIGURA 15 — ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA) E ANALISE TERMICA DIFERENCIAL (DTG)
DOS FILMES COMESTIVEIS DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO (A E C) E DOS FILMES
COMESTIVEIS DE GELATINA (B E D) COM DIFERENTES TEORES DE PO DA CASCA DE
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O primeiro estagio de perda de massa ocorre entre 50 e 130 °C, essa perda
€ correspondente a eliminagao de agua livre e compostos volateis de baixo peso molar
presentes na amostra por evaporacgao/desidratagao (Daudt et al., 2017; Laureanti et
al., 2021), sendo observada maior perda de massa para os filmes PF7 com 13,09% e
GF5 com 9,35%. O segundo estagio de perda de massa para os filmes PF e GF se
deram entre temperaturas de 150 e 240 °C, sendo este estagio associado a

degradacao do glicerol, bem como a evaporacdo de componentes de baixo peso
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molecular que podem estrar presentes na casca de pinhdo (Daudt et al., 2017; de
Carvalho et al., 2019; Laureanti et al., 2021). Nessa etapa de decomposigao térmica
os filmes que apresentaram maiores perdas de massa foram os que apresentaram
maiores valores de glicerol em sua composi¢ao, com destaque para os filmes PF3
(25,22%), PF7 (34,29%), GF3 (33,04%) e GF7 (34,63%). Este evento mostra que os
filmes sdo estaveis em temperaturas inferiores a 150 °C perdendo apenas agua livre
e compostos volateis de baixo peso molecular.

O terceiro evento é observado aproximadamente entre 250 e 500°C e
apresenta a maior perda de massa dos trés estagios, variando de 36,48 (PF7) a
58,42% (PF2) da perda para os filmes PF, enquanto para os filmes GF variaram de
39,33 (GF7)a 57,08% (GF6). Esta etapa corresponde a degradagao dos componentes
do amido para os filmes PF, que é totalmente decomposto, juntamente com os outros
componentes que estdo na farinha e casca como proteina, lipidio e fibra, até 350°C
(Daudt et al., 2017; de Carvalho et al., 2019; Laureanti et al., 2021), enquanto que
para os filmes GF essa etapa é relacionada principalmente a degradagao das cadeias
de gelatina, sendo observados dois picos distintos nas curvas DTG, correspondentes
a pirdlise dos componentes com diferentes estabilidades térmicas nessa etapa (Liu et
al., 2022; Ruiz-Martinez et al., 2022), além da degradacao de substancias celuldsicas
presentes na casca de pinhao (Daudt et al., 2017; de Carvalho et al., 2019; Laureanti
et al., 2021; Ruiz-Martinez et al., 2022).

Os filmes de PF e GF apresentaram comportamento semelhante. A
decomposicao térmica exibiu multiplos estagios de perda de peso, comportamento
semelhante com o relatado na literatura para filmes de farinha da améndoa de pinhao
com adicdo de casca de pinhao (Daudt et al., 2017), flmes a base de amido (de
Carvalho et al., 2019; Laureanti et al., 2021; Marques et al., 2019) e filmes de gelatina
(Liu et al., 2022; Ruiz-Martinez et al., 2022; Ruiz-Martinez; Rodrigue; Solorza-Feria,

2022) com reforgos.

4.4 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo confirmam que a casca de pinhdo pode ser
utilizada como material de refor¢go na producgéo de filmes a base de amido (farinha do
pinhdo) e gelatina. A incorporagdo da casca de pinhdo em po influenciou

positivamente no aumento da resisténcia a tragao, diminuicdo da PVA e solubilidade,
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além de alterar as propriedades térmicas e microestruturais dos filmes. Além disso,
ATR-FTIR e MEV foram capazes de gerar correlagbes com as propriedades fisicas e
mecanicas, observando que o uso da casca de pinhao foi eficiente em melhorar a
uniformidade e coesdo das estruturas dos filmes. O estudo de estabilidade térmica
revelou que os filmes sao estaveis em temperaturas inferiores a 150 °C, perdendo
apenas agua livre e compostos volateis de baixo peso molecular.

De acordo com os resultados as formulagdes PF6 (5,0% farinha da améndoa
de pinh&o, 1,2% de glicerol e 0,4% de pd da casca de pinhdo) e GF6 (5,0% gelatina,
2,0% de glicerol e 0,4% de p6 da casca de pinhao) foram as que apresentaram
melhores valores de PVA, e propriedades mecanicas relacionadas a ELO e RT,
respectivamente. Sendo que essas formulacdes apresentaram valores relativamente
préoximos aos do polietileno de baixa densidade (PEBD) (ELO = 49,46% e 95,97%; e
RT e 84,33% e 64,67%), respectivamente. Esses resultados justificam o uso da casca
de pinhdo como reforgo para filmes, sugerindo que esses filmes possuem potencial
aplicacdo como embalagem comestivel biodegradavel em alimentos ecologicamente

corretos, reduzindo o acumulo de plasticos sintéticos na natureza.
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5 CAPITULO 5 — FILMES COMESTIVEIS A BASE FARINHA DA AMENDOA DE
PINHAO COM EXTRATOS DE PINHAO E DE PROPOLIS RICOS EM COMPOSTOS
FENOLICOS PARA INIBIR A OXIDAGAO LIPIDICA E PROTEICA EM
HAMBURGUER BOVINO

Este capitulo faz parte do artigo intitulado “Edible film based on pinhdo almond flour
with pinhdo husk and propolis extracts rich in phenolic compounds to inhibit lipid and

protein oxidation in beef patties.”
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FILMES COMESTIVEIS A BASE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO COM
EXTRATOS DE PINHAO E DE PROPOLIS RICOS EM COMPOSTOS FENOLICOS
PARA INIBIR A OXIDAGAO LIPIDICA E PROTEICA EM HAMBURGUER BOVINO

Resumo: Filmes ativos a base de farinha da améndoa de pinh&o incorporados com
extratos da casca de pinhao (PHE) e propolis (PE) foram desenvolvidos e utilizados
para inibir alteragcbes na qualidade de hamburgueres bovinos durante o
armazenamento. Sete tratamentos de filmes ativos a base de farinha da améndoa de
pinhdo foram elaborados e caracterizados quanto a diversas propriedades, incluindo
mecanicas, permeabilidade, atividade antioxidante e degradabilidade. As formulagdes
contendo 6% de PHE (PFerHE) € 6% de PE (PFepe) foram usadas para avaliar o
potencial de inibigdo de alteragdes na qualidade de hamburgueres bovinos durante o
armazenamento. O filme plastico de PVC foi usado como controle e a formulagao PF
foi adicionada com BHT como controle positivo. A incorporagcao dos extratos causou
mudancgas nas propriedades mecanicas e de barreira dos filmes. O PHE aumentou a
resisténcia a tracdo (RT) e reduziu a elongacdo (ELO) dos filmes, enquanto o PE
diminuiu a RT dos filmes desenvolvidos. Além disso, ambos extratos aumentaram a
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes. Os filmes com maior concentragao de
extrato apresentaram menor degradabilidade no solo. Os filmes ativos foram eficazes
no controle das alteracdes de cor e reacdes de oxidacdo em lipidios e proteinas nas
amostras avaliadas. Os filmes PFspHE € PFepe resultaram em menores variagdes na
cor dos hamburgueres bovinos em comparagao com os outros tratamentos durante o
armazenamento. Os filmes reduziram significativamente a geracao de hidroperéxidos
(6,38% e 19,86%), formagdo de malonaldeido (39,29% e 41,07%) e compostos
carbonilicos totais (26,78% e 38,25%), em comparagdo com a amostra de PVC. Os
filmes ativos mostraram-se como uma boa estratégia para embalagens primarias de
alimentos, prolongando a vida util dos produtos e retardando as reagdes de oxidagao

lipidica e proteica.

Palavras-chave: Araucaria angustifolia, filme biodegradavel, aditivo natural,

hamburguer de carne, embalagem, oxidagao proteica, oxidagao lipidica, polifendis.
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5.1 INTRODUCAO

Os produtos carneos sao alimentos altamente pereciveis e suscetiveis a
processos oxidativos devido a sua rica composi¢gao quimica em gorduras e proteinas.
Esses processos oxidativos tém sido identificados como os principais responsaveis
pela deterioracdo dos produtos carneos, levando a alteragdes sensoriais e nutricionais
indesejaveis (Barbosa et al., 2022; Mohan et al., 2017; Umaraw et al., 2020). Em
particular, a oxidacao dos lipidios e proteinas resulta no desenvolvimento de sabores
desagradaveis, rancidez, alteracdes na textura e cor, além da perda de nutrientes,
como acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) e aminoacidos essenciais (triptofano,
histidina, metionina e cisteina), com a formagao de aldeidos téxicos (Santana Neto et
al., 2021; Yahaya et al., 2019).

Para minimizar esses processos oxidativos, a industria tem empregado
diversas estratégias, incluindo o uso de antioxidantes sintéticos ou o desenvolvimento
de tecnologias de embalagem adequadas (Santana Neto et al., 2021; Yahaya et al.,
2019). O sistema de embalagem convencional utilizado pela industria inclui
hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT) como antioxidantes
sintéticos. Entretanto, os consumidores tém demonstrado preferéncia por alimentos
de alta qualidade, com vida util prolongada e minima utilizacdo de conservantes e
aditivos sintéticos, considerando estudos recentes sobre os efeitos adversos a saude
do consumo continuo desses compostos (Kanatt, 2020; Yahaya et al., 2019)

Uma alternativa promissora as embalagens convencionais, que
frequentemente incorporam antioxidantes sintéticos e sdo derivadas do petréleo, é o
uso de biopolimeros biodegradaveis naturais. Esses materiais podem ser produzidos
a partir de residuos agroindustriais e contribuir para a preservagdo dos recursos
naturais (Jonaidi Jafari et al., 2018). A aplicagdo de filmes e revestimentos
biodegradaveis e/ou comestiveis, associados ao uso de conservantes naturais, tem
mostrado potencial para reduzir a deterioracdo dos alimentos e a oxidacgao lipidica,
prolongando a vida util de carnes e produtos carneos (Ansarian et al., 2022; Barbosa
et al., 2022; Chaari et al., 2022; Jonaidi Jafari et al., 2018; Santos et al., 2022;
Venkatachalam; Lekjing, 2020).

Dentre os materiais biodegradaveis, o amido tem sido amplamente utilizado
na produgédo de embalagens como substituto aos plasticos convencionais, devido ao

seu baixo custo, alta biodegradabilidade, abundancia na natureza, estabilidade
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quimica e capacidade de formagao de filmes (de Carvalho et al., 2021; Garavand et
al., 2022). Os filmes ativos a base de amido/gomas e antioxidantes naturais tém
recebido crescente interesse como uma alternativa potencial aos materiais de
embalagem sintéticos para produtos carneos, visando controlar a deterioragdo da
qualidade da carne (Amiri et al., 2019; Ansarian et al., 2022; Kang; Song, 2019;
Navikaite-Snipaitiene et al., 2018; Rahmasari; Yemis, 2022).

Entretanto, até o momento, n&o foram realizados estudos sobre o uso de
filmes de farinha da améndoa de pinh&o contendo extratos hidroetandlico de pinhao
(PHE) e propolis (PE) como inibidores da oxidagao lipidica e proteica em
hamburgueres bovinos. Portanto, o presente trabalho tem como objetivo verificar a
influéncia de filmes de farinha da améndoa de pinhdo contendo extratos hidroetandlico
de pinhdo (PHE) e de propolis (PE) na qualidade de hamburguer bovino refrigerado

durante o armazenamento.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Materiais

Os pinhdes foram provenientes da Embrapa Florestas (Safra 2020,
coordenadas geograficas: 25°19'18.2"S, 49°09'33.7"W, Colombo, PR, Brasil). As
sementes foram secas em estufa (45 °C/48 h) e descascadas manualmente. As
sementes foram trituradas em moinho de facas (STAR FT-50, Fortinox, Brasil) e
peneirados com 60 mesh (farinha da améndoa de pinh&o), e as cascas trituradas e
peneiradas a 100 mesh (p6 da casca). A propolis bruta produzida pela abelha Apis
mellifera foi obtida na cidade de Muzambinho (21°22'33"S, 46°31'33"0O - Minas Gerais,
Brasil) no ano de 2021. E o glicerol (Alphatec, Santana-SP, Analitico Grade, Brasil) foi

utilizado como plastificante na preparagao de filmes.

5.2.2 Obtencéao dos extratos de casca de pinhao (PHE) e proépolis (PE)

O extrato PHE foi obtido por meio da macera¢cdo em uma raz&o 1:50 (m/v) em
etanol (42% v/v), conforme condigéo 6tima determinada no Capitulo 2. A mistura foi
homogeneizada e aquecida em banho-maria (70 °C/32 min). O extrato foi filtrado e a

fragcdo etandlica removida sob vacuo em evaporador rotativo (180 mbar/45 °C)
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(Fisatom — 801, S&o Paulo - SP, Brasil), e o volume ajustado para 500 mL, e
armazenado em frasco ambar a -20 °C. Para a propolis verde a extracao foi realizada
como o método proposto por de Santana Neto et al. (2024). A propolis foi
homogeneizada com etanol a 70% (v/v), e mantida sob agitacdo em auséncia de luz
(500 rpm/25 °C/48 h). Em seguida, submetida a sonicagdo em um banho ultrassénico
(40 kHz/1 h), filtrada a vacuo e congelada (-20 °C/24 h) para precipitacao de ceras e
substancias menos soluveis. Os extratos foram avaliados quanto ao teor de
compostos fendlicos totais (método Folin Ciocalteau) conforme descrito por
Waterhouse (2002) com modificacoes, e atividade antioxidante frente o radical DPPH®
conforme metodologia descrita por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995).

5.2.3 Elaboracédo dos filmes ativos comestiveis

Para a elaboragao dos filmes, foram utilizadas as condi¢cdes 6timas definidas
por De Santana Neto et al. (2024), para as quantidades de farinha da améndoa de
pinh&o, glicerol e pd da casca de pinhdo utilizada nos filmes. O processo de

elaboragao dos filmes pode ser visualizado na FIGURA 16.

FIGURA 16 - FLUXOGRAMA DA ELABOBAQAO DOS FILMES ATIVOS A BASE DE FARINHA DA
AMENDOA DE PINHAO

Glicerol
(1,2% miv)

Farinha de Pinhéo
(5,0% miv)

Casca de pinhao
(0,4% m/iv)

Homogeneizagao sob agitagdo e aquecido
(Condigbes pré-definidas)

Resfriamento a temperatura ambiente
(25°C+2)

Adigéo do extrato da casca de pinhéo, e do extrato de propolis
(Nas concentrages de 0, 2, 4 e 6%)

Distribuicdo em placas de Petri (15 cm)
(30 mL)

Secagem
(40 °C/ 16 horas)

Acondicionamento a 25 °C
(57% de UR / 7 dias)

Caracterizacao: Propriedades fisicas (espessura, solubilidade, PVA,
angulo de contato, cor e opacidade), propriedades mecénicas (elongagéo
e resisténcia a tragao), Microscopia eletronica de varredura (MEV), FTIR,

teor de polifendis, atividade antioxidante, teste de migragao e
biodegradabilidade.

FONTE: Autor (2024).
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Os filmes de farinha da améndoa de pinhao (PF) foram elaborados utilizando
a farinha da améndoa de pinhao (5% m/v), glicerol (1,2% m/v) e casca de pinh&o (0,4%
m/v) faram dispersos em agua destilada, e mantidos sob agitacao (Fisatom, modelo
752A, Brasil), a fim de atingir gelatinizacdo completa do amido (80 °C/30 min), e em
seqguida resfriada até temperatura ambiente, para adigdo dos extratos. Cada solugao
filmogénica (30 mL) foi entdo vertida em placas de Petri estéreis (15 cm de diametro)
e foram secos em estufa com circulacéo forgada de ar a 40 °C (Nova Etica, modelo
400/6ND, Brasil) por 16 h.

Um total de 140 filmes foram preparados e agrupados em quatro tratamentos
(20 filmes por tratamento): filme comestivel da farinha da améndoa de pinhdo sem
adicao de PHE (PF), filme comestivel da farinha da améndoa de pinhdo incorporado
com 2% PHE (PFzpre) (v/v), filme comestivel da farinha da améndoa de pinhao
incorporado com 2% PE (PFzre) (v/v), flme comestivel da farinha da améndoa de
pinhdo incorporado com 4% PHE (PFa4pre) (v/v), flme comestivel da farinha da
améndoa de pinhdo incorporado com 4% PE (PFa4pe) (v/v),filme comestivel da farinha
da améndoa de pinhdo incorporado com 6% PHE (PFspHe) (v/Vv) e filme comestivel da
farinha da améndoa de pinhdo incorporado com 6% PE (PFere) (v/v). Apos a
secagem, todos os filmes foram condicionados por 7 dias em um dessecador
contendo uma solug¢ao saturada de Mg(NOs3)2(H20)s (54% UR, 25 °C) para posterior

caracterizagao.

5.2.4 Caracterizacao dos filmes ativos

5.2.4.1 Espessura e propriedades mecanicas

A espessura dos filmes foi determinada utilizando micrémetro digital (Mitutoyo,
Japao) com precisao de 0,001 mm, onde a espessura média do filme foi tomada apds
10 medicdes aleatdrias. As propriedades mecanicas de elongacao de ruptura (ELO,
%) e resisténcia a tragao (RT, MPa) dos filmes foram avaliadas utilizando texturobmetro
(Brookfield CT3, Brookfield, EUA), equipado com probe TA-DGA (Conjunto aperto
duplo, Brookfield) segundo o método padrdo D882-12 (ASTM, 2012). A separagéo
inicial das garras e a velocidade da probe foi de 20 mm e 1 mm/s, respectivamente,

com forca de disparo de 0,1 N. Para cada amostra foram realizadas oito repeti¢oes.
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5.2.4.2 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes foi avaliada conforme descrito por Ge et al. (2018).
As amostras foram cortadas (2 x 2 cm) e secas em estufa a 1005 °C por 24 h e
pesadas (Mo). Os filmes secos foram embebidos em 50 mL de agua destilada a 25 °C
por 24 h. Posteriormente, as amostras foram secas a 105 °C por 24 h para determinar

a massa seca final (M1), e a solubilidade calculada conforme a Equacéao 23.

Mo- M
S(%)=( (;Vlo 1)><1oo (Eq. 23)

5.2.4.3 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada de acordo com o
método padréao E96/E96M-16 (ASTM, 2016) com modificagdes. Amostras dos filmes
com 3 cm de didametro foram fixadas sobre capsulas de permeabilidade adaptadas
com abertura de 2,5 cm de diametro (com uma area de exposigdo de 0,0013 m?)
contendo cloreto de calcio anidro (CaClz2), com 0% de umidade relativa (UR). Todo o
sistema foi acondicionado em um dessecador contendo uma solugdo saturada de
NaCl (70% UR) e mantido a 25 °C. O ganho de massa do sistema foi monitorado em
intervalos de 24 h, durante 7 dias. A permeabilidade ao vapor de agua foi determinada
pela Equacéao 24.

G X

PVA= ¥ AP..(UR,-UR,)

(Eq. 24)

O G/t (g.h") é o coeficiente angular, gerado pelo ganho de peso da amostra
em funcdo do tempo, x (mm) é a espessura do filme, A (m?) € a area disponivel para
permeacao, Ps (KPa) é a presséo de saturagao do vapor de agua na temperatura de
teste, enquanto UR1 e UR2 sdo as umidades relativas (expressas em fragdo) no

interior do dessecador e da capsula, respectivamente.
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5.2.4.4 Propriedades opticas

A cor instrumental dos filmes foi avaliada pelos parametros de luminosidade
(L*), tom de verde/vermelho (a*) e azul/amarelo (b*) com colorimetro digital
(HunterLab, model MiniScan EZ 4500 L, EUA) previamente calibrado com placas
branca e preta fornecidos pelo fabricante, sob o sistema CIELAB. As leituras foram
realizadas com as seguintes condi¢des padronizadas: iluminante D65, angulo de viséo
8°, angulo padrdo do observador 10, com uso da placa branca como fundo. A

opacidade dos filmes foi realizada de conforme Nazurah; Nur Hanani (2017).

5.2.4.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A estrutura morfolégica da superficie dos filmes foi analisada por meio de
microscopia eletrénica de varredura (TescanVega 3 LMU, Kohoutovice, Republica
Tcheca). Os filmes foram fraturados por congelamento com nitrogénio liquido, fixadas
em suportes com fita de cobre e metalizadas com ouro (Balzers Union, modelo FL

9496, Alemanha), e as imagens capturadas usando voltagem de 15 kV.

5.2.4.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os filmes foram caracterizados pela espectroscopia na regido do
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), conduzida em equipamento Vertex
70 (Bruker, EUA), com acessorio de refletancia total atenuada (ATR), munido com um

cristal de seleneto de zinco na faixa espectral de 500 - 4000 cm™! e resolugdo de 4 cm-
1

5.2.4.7 Teor de polifendis e atividade antioxidante dos filmes

Os extratos dos filmes foram obtidos segundo Kang; Song (2019) com
modificagdes. Foi utilizado 1 g das amostras do filme foram homogeneizados com 20
mL de etanol 80% em agua (v/v), e mantidos sob agitacdo constante em banho-
dubnoff (Dubnoff Bath, Solab, modelo SL — 157, Brasil) (3 h/45°C a 125 rpm), e o
sobrenadante filtrado e o volume corrigido para o inicial de 20 mL. O conteudo de

compostos fendlicos totais foi determinado pelo método do de Folin-Ciocalteu
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(Waterhouse, 2002), e a atividade antioxidante foi testada através da capacidade de
sequestrar os radicais DPPH" (Brand-Williams; Cuvelier; Berset, 1995) e o poder
redutor do ferro (FRAP) (Benzie; Strain, 1996).

5.2.4.8 Testes de migragao dos compostos ativos

Os testes de migragdo foram realizados conforme descrito por Piferos-
Hernandez et al. (2017). As amostras de filme foram cortadas em pedagos de 2 cm?
e imersas em 5 mL de meios simulados constituidos por: agua (para representar meio
aquoso) e etanol a 95% (para representar meio lipidico), respectivamente, e colocadas
em um agitador a 25 °C e 125 rpm durante 7 dias. Apos o tempo de exposigdo, a
migragédo de polifendis para cada meio simulado foi testada pelo método de Folin-
Ciocalteau (Waterhouse, 2002) com modificagdes, e os resultados expressos em mg

de EAG.kg™! simulado de alimento.

5.2.4.9 Degradabilidade em solo

Os testes de degradabilidade em solo dos filmes foram conduzidos como
descrito por Pifieros-Hernandez et al. (2017), com algumas modificagdes. Amostras
dos filmes (2 cm?) foram submetidas a secagem em estufa (60 °C / 24 h). Em seguida,
cada amostra seca foi envolvida por uma tela de aluminio (2,5 x 3,5 cm) para permitir
o contato com o solo. No teste de biodegradabilidade dos filmes, as amostras foram
enterradas a uma profundidade de 4 cm da superficie do solo organico adquirido em
mercado local em Curitiba (Parana, Brasil). Foram utilizadas cinco caixas plasticas (45
cm x 20 cm x 15 cm), sendo uma caixa destinada a cada tempo de amostragem. As
caixas plasticas foram mantidas em sala com temperatura ambiente, em condi¢gdes
aerobias, com umidade em torno de 60% e com adicdo periddica de agua. As
amostragens dos filmes foram realizadas apos 5, 10, 15, 30 e 45 dias durante o teste
de biodegradacado. O processo de degradacao foi monitorado mediante inspegao
visual dos filmes, onde apds cada periodo, o sistema (malha + filme) foi desenterrado,
lavado com agua destilada e seco com a ajuda de papel filtro, e mantidos em estufa a

60 °C seguido do registro das imagens.
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5.2.5 Elaborac&o dos hamburgueres e aplicagao dos filmes

Os hamburgueres foram elaborados utilizando carne bovina e toucinho
adquiridos no mercado local de Bananeiras-PB. Um total de 75 hamburgueres (= 50
g) foram preparados seguindo-se a formulagéo basica geral: carne (80%), toucinho
(10%), agua gelada (8%) e cloreto de sddio (2%). Para a aplicagao dos filmes ativos
a formulagao PF foi elaborada com adigéo de BHT (200 ppm) (PFsHT) como referéncia,
e com maiores niveis de adigdo de extrato (PFes%prHE € PFe%pe), sendo utilizado filme
PVC como controle. A aplicagcdo dos filmes foi realizada aleatoriamente aos
hamburgueres, dispostos em bandejas de poliestireno expandido e revestidos em
filme de policloreto de vinila (permeabilidade ao oxigénio: =17 cm3®m? dia atm,
permeabilidade a umidade: <5 g/m?dia), e armazenados sob refrigeragdo em geladeira
(4 £ 1 °C/12 dias) (Eletrolux, TF39, Brasil), sendo as amostras coletadas para as
analises no dia de elaboragédo dos hamburgueres (dia 0) e durante o armazenamento

(3, 6,9 e 12 dias). O fluxograma do experimento € demostrado na FIGURA 17.

FIGURA 17 - FLUXOGRAMA DA APLICACAO DOS FILMES ATIVOS A BASE DE FARINHA DA
AMENDOA DE PINHAO EM HAMBURGUERES BOVINOS

Carne (80% APLICAGAO DOS i
Toucinhf)(mzl)o) FILMES AVALIAGAO DA
Agua (8%) ESTABILIDADE
Sal (2%) Filme plastico comercial
/  (PVC)-controle (FC) |\ ) Cor objetiva
\
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\ bp ! dias \
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‘\ Filmes ;" 3 Oxidagao Proteica
\ (Melhores propriedades ,"
de barreira e
antioxidante)

FONTE: Autor (2024).

5.2.6 Avaliacao da estabilidade oxidativa dos hamburgueres

Para avaliar a estabilidade oxidativa dos hamburgueres foram realizadas as
seguintes avaliagdes: Avaliacdo da cor objetiva e analises referentes a oxidagao
lipidica (indice de perdoxido e TBARS) e proteica (compostos carbonilicos), descritas

a segquir.
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5.2.6.1 Cor objetiva

A estabilidade da cor objetiva dos hamburgueres foi determinada avaliando
os parametros de luminosidade (L*), teor de verde/vermelho (a*) e azul/amarelo (b*)
com auxilio de um colorimetro digital (Konica Minolta, modelo CHROMA METER CR-
400, Osaka, Japao), sob o sistema CIELAB. Durante o armazenamento refrigerado a
diferenga colorimétrica total (AE) das amostras de hamburgueres foi calculada sempre

em relagdo as amostras no inicio do armazenamento, utilizando-se a Equagéao 25.

%2 %2 %2
AE = JAL +Aa +Ab  (Eq. 25)

Onde, AL* = L*0 dias de armazenamento - L*x dias de armazenamento, Aa* = a*o dia de

armazenamento = a* x dias de armazenamento € Ab* = b*O dia de armazenamento - b* x dias de armazenamento.
5.2.6.2 Indice de peroxido

O indice de peroéxido foi determinado de acordo com o método adaptado do
IDF (1991), Mehta; Dariji; Aparnathi (2015) e Semb (2012). Inicialmente a amostra (2,5
g) foi homogeneizada com 40 mL de cloroférmio: metanol (7:3 v/v) em ultra-turrax
(IKA, T-25 Digital, IKA, Alemanha) (3500 rpm/3 min), e filtrada. Em seguida tomou-se
uma aliquota de 10 mL do extrato lipidico, e foi adicionado 50 uL de tiocianato de
amoénio (30% m/v), homogeneizado em vortex (5 s), seguido da adigdo de 50 pL de
cloreto ferroso (FeCl2.4H20 0,02 M em HCI 3,7%) homogeneizado em vortex (5 s),

seguido de incubagao por 5 min., e submetidos a leitura a 500 nm.
5.2.6.3 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

O método de TBARS descrito por Rosmini et al. (1996) foi usado para medir
os produtos da oxidacgao lipidica secundaria nos hamburgueres de carne ao longo do
tempo de armazenamento. As substancias foram extraidas em condi¢des acidas,
onde as amostras (2,5 g) foram adicionadas de 250 uL de solugao de BHT 4,2% em
alcool (m/v), e homogeneizadas com 7,5 mL de acido tricloroacético (10% m/v) em

ultra-turrax (3500 rpm/3 min) (T-25 Digital, IKA, Alemanha), para facilitar a extragéao
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das substéncias reativas ao acido tiobarbiturico. Em seguida, a mistura foi
centrifugada (1372 g/3 min/4 °C) e filtrada. O extrato obtido foi utilizado para
quantificacdo do teor de TBARS. As substancias extraidas em condi¢des acidas foram
submetidas a reacdo com acido tiobarbiturico (0,02 M) a 95 °C durante 30 min. A
leitura das amostras foi realizada em espectrofotdmetro a 532 nm. Uma curva padrao
(y = 0,0007x + 2x10%, R? = 0,9994) de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) (2,84x10% —
1,40x10° g TEP.mL™") foi utilizada para determinar o teor de MDA, e o resultado

expresso em mg de MDA.kg™' de amostra.

5.2.6.4 Compostos carbonilicos totais

Os compostos carbonilicos totais (CCT) foram determinados apos
derivatizacdo com 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), de acordo com a metodologia
proposta por Ganhao; Morcuende; Estévez (2010). Para a quantificacdo 1 g das
amostras foram homogeneizadas em solugdo de NaCl 0,6 M em tampao NasPO4 20
mM (pH 6,5) (1:10 m/v) com ultra-turrax (IKA, T-25 Digital, IKA, Alemanha) em banho
de gelo por 1 min. Em seguida, foram tomadas aliquotas de 150 pL para determinagao
das concentragdes de proteinas e CCT. Em ambas as determinagdes, inicialmente as
proteinas foram precipitadas com 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 10% (m/v)
seguido de centrifugacéo a frio (2400 g/4 °C). Para a determinagdo dos CCT, foi
adicionado 1 mL de DNPH 0,2% (m/v) em HCI 2 M, enquanto para proteinas foi
adicionado 1 mL de HCI 2 M, e as amostras submetidas a incubacdo em ambiente
escuro, e temperatura ambiente durante 1 h. Apds a incubacdo as proteinas foram
precipitadas novamente com 1 mL de TCA 10% e centrifugadas (9000 g/10 min). Em
seguida as amostras foram submetidas a quatro lavagens com 1 mL de etanol/acetato
de etila (1:1 v/v) seguidas de centrifugagdes entre cada lavagem (9000 g/5 min), e as
proteinas precipitadas foram redissolvidas em 1,5 mL de cloridrato de guanidina 6 M
em tampéao NasPO4 20 mM (pH 6,5). A concentragédo de proteinas das amostras foi
calculada a partir da leitura das absorbancias a 280 nm utilizando uma curva padréo
de albumina sérica bovina (BSA). Enquanto os CCT foram expressos em nmoles de
carbonilicos/mg de proteina, usando um coeficiente de extingdo molar de hidrazonas

(21,0 nM-' cm™"), com leituras das absorbancias a 370 nm.
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5.2.7 Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliar
a normalidade. A ANOVA de uma via foi realizada para avaliar o efeito da incorporagao
de diferentes niveis de PHE e PE na qualidade dos filmes a base de farinha da
améndoa de pinhao e, quando diferengas significativas foram observadas (p < 0,05),
o teste de Tukey foi realizado. Os efeitos do tempo de armazenamento (dias 0, 3, 6, 9
e 12), tratamento (PVC, PFsuT, PFerHE € PFespe) € sua interagao foram analisados por
ANOVA de duas vias. O tempo de armazenamento, tratamento e sua interagdo foram
considerados como fatores fixos, enquanto a replicagao dos experimentos foi atribuida
como efeito aleatdrio. A andlise estatistica foi realizada usando o sistema SAS® (2012)
e a significancia foi determinada no nivel de 0,05. Os resultados foram expressos

como média + desvio padrao.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos PHE e
PE

A anadlise do conteudo de compostos fendlicos totais (CFT) dos extratos
mostrou que o PHE mostrou 337,05 + 1,68 mg EAG.g™". O extrato obtido apresentou
valores superiores ao relatado por Fonseca et al. (2020), que obtiveram valor de CFT
de 225.32 mg-g~' em extrato aquoso da casca de pinhdo. Por outro lado, o PE
apresentou elevado conteudo de CFT na propolis verde (324,82 + 5,26), corroborando
com o relatado por Rajan et al. (2021).

Quanto a atividade antioxidante os extratos PHE e PE apresentaram valores
de capacidade de sequestrar os radicais DPPH* de 1533,31+47,23 e 741,14114 41
umol.g™' MS, respectivamente. O extrato PHE apresentou valor de DPPH" superior ao
observado por Dorneles; Norefa (2020), que obtiveram valores de 467,79 umol ET.g
' para DPPH" em extratos de bracteas de pinhdo por extracdo assistida por micro-
ondas. O extrato PE obteve valor de DPPH' inferior ao relatado por Skaba et al. (2013),
que encontraram valores de 1230,07 umol ET-g". Esses resultados indicam que os
extratos de PHE e PE podem ser considerados como fontes de antioxidantes para

aplicacdo em embalagens de alimentos.
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5.3.2 Caracterizagao dos filmes

5.3.2.1 Espessura e propriedades mecanicas

De acordo com os valores de espessura, os filmes foram considerados
homogéneos, uma vez que apresentaram baixos valores de desvios padrao (TABELA
18). A incorporacao dos extratos PHE e PE ndo promoveram alteragdes significativa

nos valores de espessura dos filmes (p > 0,05).

TABELA 18 — VALORES DE ESPESSURA, PROPRIEDADES MECANICAS (ELONGACAO (ELO) E
RESISTENCIA A TRACAO (RT)), PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA (PVA) E
SOLUBILIDADE DOS FILMES ATIVOS A BASE DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO COM
ADICAO DE EXTRATOS DA CASCA DE PINHAO (PHE) E PROPOLIS (PE) EM DIFERENTES
CONCENTRACOES

Solubilidade  PVA

Filmes Espessura (mm) RT (MPa) ELO (%) (%) (10°g.m"Pa's)
PHE
PF 0,1452+0,003 5,06°+0,73 44,512+2.20  21,282+1,87 1,23¢+0,18
PF2rve  0,1422+0,007 6,312°£0,84  39,93°+1,11  21,432+0,50 2,27°+0,06
PFsHe  0,1412+0,002 5,77°+0,52  36,77°+3,25  20,162+0,31 2,662+0,14
PFephe  0,1412+0,005 7,442+0,58 39,74%+223  20,482+0,52 2,862+0,15
PE

PF 0,1452+0,003 5,062+0,73 44,512+2,20  21,282+1,87 1,23°+0,18
PF2pe 0,1392+0,004 4,14°+0,06 47,452+5,08  20,282+0,30 2,462+0,29
PF4pe 0,1412+0,005 4,080+0,25 44,65%+5,17  20,222+1,77 2,342+0,39
PFere 0,1403+0,008 4,06°+0,34 41,463+4,42  22,24°+1,07 1,8920+0,29

PF - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o; PF2prHe - Filme comestivel da farinha da
améndoa de pinh&o incorporado com 2% PHE; PFspre - Filme comestivel da farinha da améndoa de
pinh&o incorporado com 4% PHE; PFeprrEe - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o
incorporado com 6% PHE; PF2pe - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinhao incorporado
com 2% PE; PF4pe - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinhao incorporado com 4% PE;
PFere - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 6% PE.

PHE - Extrato de casca de pinhao; PE - Extrato de prépolis.

Média + desvio padrao. As diferentes letras sobrescritas na coluna para cada tipo de filme indicam
diferencas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

FONTE: Autor (2024).

O filme comestivel da farinha da améndoa de pinhdo incorporado com 6%
PHE (PFepnE) (v/Vv) apresentou RT de 7,44 MPa, valor 47% maior do que o filme
controle (PF) (TABELA 18). Em relacdo a adicdo de extrato de propolis (PE) nos
filmes, houve efeito significativo (p < 0,05) na RT, com reduc¢do da RT de 5,06 para
4,06 MPa.

Os diferentes efeitos observados ao incorporar PHE e PE podem ser
justificados principalmente devido a diferenga da composi¢ao dos extratos, uma vez
que o PHE apresenta importantes teores de lignina e polissacarideos (como por

exemplo glicose e xilose) (Queirds et al., 2020). Estes compostos apresentam fung¢des
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estruturais essenciais nas matrizes vegetais e sdo utilizados como estratégias para
aprimoramento das propriedades fisicas e mecanicas de filmes comestiveis (Amaral
et al., 2022; Ji et al., 2022). O PHE pode impactar de maneiras distintas e dependem
principalmente do tipo de matriz base para a produgao de filmes comestiveis.

Com relagao aos resultados obtidos para ELO dos filmes ativos de farinha da
améndoa de pinhdo com adigdo de extratos de pinhdo e propolis em diferentes
concentragbes (TABELA 18), o extrato PHE impactou de forma negativa nos
resultados (redugéo de até 17% com diferenga significativa (p < 0,05). Em estudo
realizado por Marangoni Junior et al. (2022), os autores relatam que a incorporagao
de extrato de propolis em filmes de alginato de sdodio apresentou o mesmo
comportamento no aumento da ELO (2,1 para 4,3%), contudo, sem apresentar
diferenga significativa ao nivel de confianga de 95% (p > 0,05). Estes autores
destacam as interagdes secundarias através de ligacdes de hidrogénio entre os
compostos polares (como antioxidantes presentes no extrato de propolis) e a matriz

filmogénica como possiveis responsaveis pelo efeito nas propriedades mecanicas.

5.3.2.2 Solubilidade em agua e permeabilidade ao vapor de agua

A solubilidade dos filmes ativos de farinha da améndoa de pinhdo com adigao
do extrato PHE apresentaram valores entre 20,16 e 21,43%, enquanto para os filmes
com extrato PE obtiveram valores entre 20,22 e 22,24%. No entanto os resultados
mostraram que a solubilidade dos filmes nao foi influenciada pela adigao dos extratos
PHE e PE (p > 0,05), indicando uma possivel interagao entre os componentes dos
filmes e dos extratos (TABELA 18).

A incorporacao tanto de PHE e PE impactaram significativamente (p < 0,05) na
permeabilidade do filme controle, gerando um aumento de 132% (6% de PHE) e 99%
(2% de PE) (TABELA 18). A presenca de compostos antioxidantes com sitios polares
na molécula (como por exemplo os polifendis, flavonoides e aminoacidos) presentes
nos extratos, sao os principais responsaveis por aumentar a hidrofilicidade da
superficie filmogénica.

Assim, ha um aumento da interacdo com vapor de agua do ambiente e,
consequentemente, gerando um gradiente de maior permeacgao identificado nos
resultados obtidos (Zhang et al., 2020). Segundo Tanwar et al. (2021), a natureza

hidrofilica dos compostos adicionados impacta diretamente na PVA dos filmes, uma
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vez que a interagdo desses compostos polares gera um aumento do espaco livre no

filme e, por conseguinte, a umidade passe pela estrutura com menor esforgo.
5.3.2.3 Propriedades opticas

Os valores dos parametros de cor desempenham um papel crucial para o
processo de aceitagao de um produto por parte do cliente. Os valores sao expressos
na TABELA 19, de L* implica na luminosidade e, quanto menor o valor de L*, implica
em um filme escuro. Ja o parametro a denota uma variacdo do vermelho (+a*) ao
verde (-a*) e parametro b implica uma variagao do amarelo (+b*) ao azul (-b*). Com
relagdo a mudanga de coloragao ao incorporar PHE e PH nos filmes de farinha da
améndoa de pinhdo, é possivel observar efeito significativo (p < 0,05) para os
parametros estudados, principalmente para os filmes com a adigéo de 6% de extratos
da casca de pinhdo e prépolis. Com relacédo ao parametro L*, ha um aumento
proporcional com a concentracdo de extratos, o que indica um aumento da

luminosidade dos filmes controle.

TABELA 19 — PARAMETBOS DE COR E OPACIDADE DOS FILMES ATIVOS A BASE DE FARINHA
DA AMENDOA DE PINHAO COM ADICAO DE EXTRATOS DA CASCA DE PINHAO (PHE) E
PROPOLIS (PE) EM DIFERENTES CONCENTRACOES

Filmes L* a b* Opacidade (AU.mm"")
PHE

PF 57,74°+0,21 19,682+0,12 38,112+0,22 4,272+0,30

PF2pHEe 57,97°+0,71 18,47°+0,42 36,630+0,17 3,872+0,27

PFspHE 59,432+0,37 17,71°£0,22 36,28¢+0,10 3,852+0,15

PFepHE 59,082+0,50 18,16°°+0,33 36,78b+0,19 3,782+0,12
PE

PF 57,74°+0,21 19,682+0,12 38,11b+0,22 4,272+0,30

PF2pe 59,992+1,13 16,79°+0,60 35,829+0,32 3,692+0,29

PFape 59,05ab+0,60 17,46°+0,43 37,27°+0,24 3,932+0,24

PFere 59,602+1,05 17,02°+0,64 38,832+0,42 4,022+0,45

PF - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o; PF2prHe - Filme comestivel da farinha da
améndoa de pinhao incorporado com 2% PHE; PFspHe - Filme comestivel da farinha da améndoa de
pinh&o incorporado com 4% PHE; PFeprrEe - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o
incorporado com 6% PHE; PF2pe - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinhao incorporado
com 2% PE; PFape - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 4% PE;
PFere - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinhao incorporado com 6% PE.

PHE - Extrato de casca de pinhao; PE - Extrato de prépolis.

Média + desvio padrdo. As diferentes letras sobrescritas na coluna para cada tipo de filme indicam
diferencas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

FONTE: Autor (2024).

Ja para os valores encontrados para o parametro a* variaram de 19,68 (PF) a
17,71 (4% de PHE) e 16,79 (2% de PE), o que indicam uma colorag&o tendendo ao



152

vermelho correlacionada aos pigmentos majoritarios presentes na farinha da améndoa
de pinhdo. Para o paradmetro b*, houve uma variagao de 38,11 (PF) a 36,28 (4% de
PHE) e 35,82 (2% de PE), o que indica uma coloragéo tendendo ao amarelo. No geral,
a incorporacao de extratos para ambos os parametros levou a uma redugao dos
valores. Este efeito basicamente esta relacionado ao aumento da quantidade de
compostos fendlicos a medida que a concentracdo de extrato foi elevada, os quais
podem impactar no reflexo da luz (Tanwar et al., 2021).

A adicdo dos extratos PHE e PE proporcionou reducdo nos valores da
opacidade dos filmes (TABELA 19), embora a mesma nao tenha sofrido influéncia
pela adigdo dos extratos PHE e PE (p > 0,05). Os filmes apresentaram baixa
opacidade, que esta diretamente relacionada a estrutura interna dos filmes (Kanatt,
2020). Filmes que apresentam baixa opacidade acabam sendo preferidos para
comercializagdo devido ao seu impacto direto na aceitagdo do produto e do
consumidor (Zhao et al., 2023).

5.3.2.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A homogeneidade dos filmes, bem como a presengca de fissuras ou
rachaduras foram avaliadas através da andlise de MEV, sendo avaliadas as
micrografias da superficie (FIGURA 18). Analisando as micrografias dos filmes nota-
se que, em geral, as superficies das formulagdes de todos os filmes analisados
mostraram superficie aspera e irregular.

E possivel observar que a adicdo do extrato aumentou ligeiramente a
rugosidade do filme, sendo os filmes com extrato PHE os que apresentaram maiores
irregularidades na superficie, quando comparados com os filmes com PE (FIGURA
18). A visualizagdo de uma estrutura irregular permite inferir que houve maior
interagdo molecular (pontes de hidrogénio) entre os grupos presentes na farinha da
améndoa de pinhdo com a casca, como amido, lipidios, proteinas, fibras, e as
interacdes entre esses e os extratos (dos Santos et al., 2023; Peron-Schlosser et al.,
2021).

Ndo foi observada presenca de bolhas ou rachaduras nas diferentes
formulagcbes estudadas, mostrando uma boa interacdo entre os componentes
utilizados na elaboragao dos filmes. A presenca de rugosidade nos filmes com adigéo

dos extratos PHE e PE podem ter se dado provavelmente ao aumento da quantidade
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de compostos fenolicos oriundo dos extratos na estrutura do filme durante a secagem
(Kang; Song, 2019; Laureanti et al., 2021; Pifieros-Hernandez et al., 2017).

FIGURA 18 - MICROSCOPIA ELETRONICAADE VARREDURA (MEV) DAS SUPERFICIES
(1000X) DOS FILMES ATIVOS DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO COM EXTRATOS PHE E
PE

PF2PHE PF4PHE PF6PHE

PF - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o; PF2prHe - Filme comestivel da farinha da
améndoa de pinh&o incorporado com 2% PHE; PFspre - Filme comestivel da farinha da améndoa de
pinh&o incorporado com 4% PHE; PFeprHEe - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinhao
incorporado com 6% PHE; PF2re - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado
com 2% PE; PF4pe - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinhao incorporado com 4% PE;
PFepe - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinhao incorporado com 6% PE.
FONTE: Autor (2024).

De acordo com estudos anteriores realizados por Rattaya; Benjakul; Prodpran
(2009) e Silva et al. (2019), o aumento da rugosidade e a presenga de estruturas
compactas nos filmes podem ser atribuidos ao fortalecimento das ligagcées entre os
compostos fenodlicos e a matriz polimérica por meio de ligagdes covalentes e nao
covalentes. Caracteristicas semelhantes quanto a rugosidade dos filmes foram
relatadas em filmes ativos a base de TPS/PBAT com adi¢ao de extrato de pinhao, e
filmes de fécula de mandioca reforgados com engago de uva com adigdo de extrato

de pimenta rosa (Laureanti et al., 2021; Silva et al., 2019).
5.3.2.5 Espectroscopia de absorgao no infravermelho (FTIR)

Os espectros para os filmes com adi¢do dos extratos PHE e PE sao mostrados

na FIGURA 19. Para os filmes desenvolvidos, um comportamento de absorgao
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semelhante foi observado em toda a faixa analisada (500-4000 cm-'). Para os filmes
a base de farinha da améndoa de pinhdo sem adi¢cédo de extratos, foi identificado um
pico na faixa de 3274 cm, onde estdo correlacionados com o grupo -OH

caracteristico das pontes de hidrogénio (Daudt et al., 2016; Du et al., 2022).

FIGURA 19 — ESPECTROS DE ATR-FTIR DOS FILMES ATIVOS DE FARINHA DA AMENDOA DE
PINHAO COM EXTRATOS PHE E PE

—PF
— PI2pHE
PFapHE
— PFePHE
PF2pE
PF4PE
—— PFerE
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Comprimento de onda (cm'l)

PF - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinhao; PF2rHEe - Filme comestivel da farinha da
améndoa de pinh&o incorporado com 2% PHE; PFspre - Filme comestivel da farinha da améndoa de
pinh&o incorporado com 4% PHE; PFeprrE - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o
incorporado com 6% PHE; PFzre - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado
com 2% PE; PFape - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 4% PE;
PFere - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 6% PE.
FONTE: Autor (2024).

Ao comparar a adicdo dos extratos, houve variacdo na intensidade do pico e
um leve deslocamento para a esquerda (3284 cm'), ou seja, houve variagdo no
comprimento de onda de absorgdo com o aumento da concentragéo dos extratos PHE
e PE. Isso pode ter ocorrido devido a substituigdo das ligagdes -OH por ligagdes mais
estaveis resultantes da interacdo de grupos polares (flavonoides, acidos fendlicos,
terpenos, cumarinas, esteroides, aminoacidos e minerais) presentes no extrato de
pinh&o e prépolis com a farinha do pinhao (Barros et al., 2020; Xu et al., 2019).

A banda observada no intervalo 2870-2930 cm-' foi atribuida a vibracédo de
alongamento C-H de ligagbes CH: alifaticas (Daudt et al., 2016; Song et al., 2023). O
pico intenso observado em 1620 cm™ foi atribuido ao trecho de anel C-C de anéis
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aromaticos (Spada; Luchese; Tessaro, 2018). Para o espectro da farinha da améndoa
de pinh3o, o pico na regido de 1000 cm-' é caracteristico de grupos alceno para
ligacao C-H (Daudt et al., 2016).

5.3.2.6 Teor fendlico total e atividade antioxidante dos filmes ativos

Foi observado que as adicbes dos extratos promoveram incremento
significativo (p < 0,05) no conteudo de compostos fendlicos e atividade antioxidante.
Para os ensaios de compostos fendlicos e capacidade antioxidante testados por
DPPH e FRAP, foram observados a mesma tendéncia para todas as amostras: 6% de
extrato > 6% de extrato > 2% de extrato > Controle (sem extrato), para ambos os
extratos utilizados (FIGURA 20).

O conteudo de compostos fendlicos presente nos filmes apresentaram
diferenca significativa para ambos os extratos empregados, sendo observados valores
de CFT de 2,33 - 5,34 mg EAG.g™" de filme para os com adigéo de PHE, e entre 2,33
e 8,54 mg EAG.g" de filme para os filmes com extrato PE (FIGURA 20A). Os valores
obtidos para CFT foram superiores aos relatados em filmes ativos de TPS/PBAT com
extrato de pinhao (Silva et al., 2019). De Souza et al. (2020) relataram valores de CFT
préximos de 3,5 mg EAG.g™' de filme em filmes a base de proteina isolada de soja
com extrato de pinh&o, enquanto Cunha et al. (2021) obtiveram valores entre 4,18 e
5,52 mg EAG.g" de filme, em filmes de amido de mandioca com adigdo de extrato de
propolis.

Foi possivel ainda avaliar o potencial antioxidante dos filmes em relagdo ao
sequestro do radical DPPH* e ao poder redutor do ferro (FIGURAS 20B e 20 C).
Observou-se que o filmes com PE foram os que apresentaram maiores atividades
antioxidantes. Os filmes PFspue € PFspe foram as formulacbes que mostraram os
maiores valores para DPPH" (PFerHe = 10,09+0,64 umol.g™! de filme e PFepe =
19,05+0,37 ymol.g~' de filme, valores 2,02 e 3,81 vezes mais que a formulagéo base
— PF =5,00+0,06 pmol.g™"' de filme) e FRAP (PFepHE = 12,96+0,44 umol.g~' de filme e
PFsre = 16,78+0,33 umol.g" de filme, valores 3,20 e 4,14 vezes mais que a formulagao
base — PF = 4,05+0,10 umol.g™! de filme), respectivamente. O aumento na atividade
antioxidante dos filmes € de grande interesse para a industria, pois a atividade

antioxidante dos filmes de farinha da améndoa de pinh&o pode ser ajustada de forma
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personalizada, permitindo encontrar diferentes aplicagcdes para cada tipo de filme
(Pifieros-Hernandez et al., 2017).

FIGURA 20 — TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (A), ATIVIDADE DE SEQUESTRO DO
RADICAL DPPH- (B) E FRAP (C) OBTIDOS PARA OS FILMES ATIVOS A BASE DE FARINHA DA
AMENDOA DE PINHAO COM ADICAO DE EXTRATOS DA CASCA DE PINHAO (PHE) E
PROPOLIS (PE) EM DIFERENTES CONCENTRACOES
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Valores médios * desvio padrao.
PHE - Extrato de casca de pinhao; PE - Extrato de prépolis.
As diferentes letras minusculas (comparagéao entre filmes incorporados com diferentes concentracdes
de PHE) indicam diferengas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey;
Diferentes letras maiusculas (comparacgao entre filmes incorporados com diferentes concentragdes de
PE) indicam diferencgas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
FONTE: Autor (2024).

O incremento na atividade antioxidante dos filmes pode estar relacionado a
maior disponibilidade e abundéancia de grupos hidroxila dos compostos fendlicos
presentes nos extratos adicionados aos filmes, bem como os presentes na casca de
pinhdo. Esses grupos sdo doadores de atomos de hidrogénio, que tornam esses
compostos capazes de capturar radicais livres, aumentando sua atividade
antioxidante (Laureanti et al., 2021; Qin et al., 2019), que torna promissor a utilizagao
dos filmes. Esse resultado corrobora o comportamento observado por Silva et al.
(2019), em filmes ativos de TPS/PBAT com extrato de pinhdo, e por Laureanti et al.
(2021), em filmes a base de amido de mandioca reforgado com engago de uva e
extrato de pimenta rosa.
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5.3.2.7 Testes de migracao

A migracao dos polifendis dos extratos de PHE e PE presentes nos filmes foi
realizada em simuladores alimentares apds 7 dias de exposi¢ao, e os resultados estao
dispostos na FIGURA 21. Foi observada que os compostos fendlicos presentes nos
filmes com PHE e PE migraram rapidamente para o meio aquoso, liberando maiores
quantidades para as formulagdes com 6% de extratos. Foi observada diferenca
significativa para a migracédo em agua entre os filmes adicionados de extratos para as
duas formulagdes de filmes estudadas (p < 0,05). Os filmes PF6pue € PF6%pe foram
0S que apresentaram maiores valores de migragdo em agua, com 205,51 e 269,98 mg
de EAG.kg™" simulado de alimento, respectivamente (FIGURA 21A).

FIGURA 21 — TESTE DE MIGRAGAO EM AGUA (A) E ALCOOL (B) OBTIDOS PARA OS FILMES
ATIVOS A BASE DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO COM ADIGCAO DE EXTRATOS DA
CASCA DE PINHAO (PHE) E PROPOLIS (PE) EM DIFERENTES CONCENTRAGOES
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Valores médios * desvio padrao.
PHE - Extrato de casca de pinhdo; PE - Extrato de prépolis.
As diferentes letras minusculas (comparagéao entre filmes incorporados com diferentes concentragbes
de PHE) indicam diferengas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey;
Diferentes letras maiusculas (comparacéo entre filmes incorporados com diferentes concentracdes de
PE) indicam diferencas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
FONTE: Autor (2024).

Em contraste, uma quantidade baixa de compostos fendlicos foi detectada
quando o etanol foi usado como um simulador de alimentos gordurosos, quando
comparados aos valores obtidos no meio aquoso (FIGURA 21B). Esse resultado
mostra que os compostos presentes nos extratos de PHE e PE apresentaram maior
afinidade com a matriz polimérica do que com o simulante utilizado (etanol). Foi
observada diferenga significativa entre os filmes adicionados do extrato PHE e a
formulac&o base (PF) (p < 0,05), mas ndo entre os niveis de extratos adicionados.

Para os filmes com extrato PE foram observadas diferengas significativas entre todos
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os niveis de extratos usados (p < 0,05). Similar a migragédo em agua os filmes PF6pHE
e PF6«pe foram os que apresentaram os maiores valores, de 20,63 e 48,11 mg de
EAG.kg' simulado de alimento, respectivamente.

De acordo com Pifieros-Hernandez et al. (2017), a menor migragdo de
compostos fendlicos no simulante etanol pode ser explicada pela menor
expansibilidade das matrizes a base de amido em meio etandlico. Isso resulta em uma
taxa reduzida de penetragéo do simulante na matriz do filme, o que pode ser vantajoso
em aplicagbes que requerem uma liberagao prolongada dos antioxidantes.

Estudos realizados por Adilah; Jamilah; Nur Hanani (2018) e Piferos-
Hernandez et al. (2017) ao desenvolverem filmes ativos a base de gelatina contendo
extrato de carogo de manga e filmes a base de amido com extrato de alecrim,
apresentaram resultados semelhantes aos obtidos neste estudo em relagdo a
migracdo de compostos fendlicos. Observou-se maiores valores de migracao de
compostos fendlicos para o meio simulante aquoso e valores mais baixos para o meio
simulante gorduroso.

Devido aos consideraveis valores de atividade sequestradora do radical
DPPH e ao poder antioxidante redutor de ferro férrico dos filmes adicionados de
extratos PHE e PE, as formulagbes PFspHe € PFere tornam-se promissoras a aplicagao
em alimentos. Desta forma, estas formulagdes foram utilizadas para avaliar a
aplicabilidade dos filmes na inibigdo da oxidagéo lipidica e proteica de hamburgueres
bovinos frescos sob refrigeracéo.

5.3.2.8 Degradabilidade em solo

Foi observado que todos os filmes estudados apresentaram boa
degradabilidade em solo, sendo observada a evolugao da biodesintegracao dos filmes
comestiveis ao longo do tempo (FIGURA 22). Pode-se observar que apos 10 dias de
estocagem em solo todos os filmes apresentaram alteragbes na tonalidade e
integridade, sugerindo o inicio da degradacgao, onde o filme base (PF) apresentou total
degradacéo ao final do ensaio de 45 dias. Além disso, os filmes com adi¢ao do extrato
PHE apresentaram maior degradabilidade em solo que quando comparados aos

filmes com extrato PE.
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FIGURA 22 — APARENCIA VISUAL DOS FILMES ATIVOS DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO
RECUPERADOS EM DIFERENTES TEMPOS DE COMPOSTAGEM
0 DIA 5DIAS 30 DIAS
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PF - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o; PF2rHe - Filme comestivel da farinha da
améndoa de pinh&o incorporado com 2% PHE; PFspre - Filme comestivel da farinha da améndoa de
pinh&o incorporado com 4% PHE; PFeprHEe - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinhao
incorporado com 6% PHE; PF2pe - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinhao incorporado
com 2% PE; PFape - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 4% PE;
PFepe - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 6% PE.
FONTE: Autor (2024).

A menor degradagao dos filmes pode estar relacionada com a baixa
solubilidade dos filmes, uma vez que a biodegradabilidade do filme também esta

diretamente relacionada a sua solubilidade, que torna os componentes do filme

disponiveis para os microrganismos presentes na microbiota do solo, que inclui
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bactérias, fungos e protozoarios (Carissimi; Flores; Rech, 2018). E possivel considerar
ainda que a adi¢do dos extratos PHE e PE afeta a degradabilidade dos filmes.

A partir da observacgao da FIGURA 22, fica evidente que a adigao dos extratos
resultou em uma relagao inversamente proporcional. Quanto maior a concentragao de
extrato adicionado aos filmes, menor foi a sua degradabilidade no solo. Isso
provavelmente ocorre devido a presenca de polifendis naturais que afetam a atividade
dos microrganismos presentes no ambiente de compostagem (Cerruti et al., 2011).

Considerando a norma ASTM D6400-12 (2012) de biodegradabilidade, que
define polimeros biodegradaveis como aqueles que se degradam em até 180 dias, a
FIGURA 22 indica que todos os filmes desenvolvidos neste estudo sdo 100%
biodegradaveis. Estudos anteriores demonstraram que a adigdo de extratos de erva-
mate e alecrim em filmes de amido resultou em degradacdo em 12 e 14 dias,
respectivamente (Jaramillo et al., 2016; Pifieros-Hernandez et al., 2017). Além disso,
filmes feitos com amido e adicionados com extrato de pimenta rosa e fibra de engaco
de uva, assim como filmes funcionais de farinha de arroz com polpa de gabiroba,
alcangaram 100% de degradacdo em 30 e 45 dias, respectivamente (Laureanti et al.,
2021; Silva-Rodrigues et al., 2020).

5.3.3 Aplicacao dos filmes ativos em hamburguer bovino

5.3.3.1 Estabilidade nos parédmetros de cor de hamburgueres bovinos sob

armazenamento refrigerado

Com relagdo a visdo geral dos hamburgueres de bovinos revestidos e sua
aparéncia durante o armazenamento, observou-se que o armazenamento influenciou
gradativamente na aparéncia dos hamburgueres (FIGURA 23). As mudangas na
aparéncia dos hamburgueres bovinos revestidos foram avaliadas a partir dos
resultados de cor objetiva (FIGURA 24). De acordo com os resultados, foi observado
um efeito significativo do tratamento, do tempo de armazenamento e da interacao
entre os fatores (p < 0,05) para os parametros de cor. Para os parametros de
luminosidade (L*) e intensidade de cor amarela (b*), foi observada diferenca

significativa apenas em relagéo ao tempo de armazenamento (FIGURA 24A e 24C).



161

FIGURA 23 — EFEITO DE DIVERSOS TRATAMENTOS NA APARENCIA DE HAMBURGUERES
BOVINOS DURANTE ARMAZENAMENTO REFRIGERADO POR ATE 12 DIAS

TRATAMENTO TEMPO DE ARMAZENAMENTO (DIAS)

T 00000
PFeur . .
PFepPHE . .
PFere . .

PVC - filme plastico PVC; PFghr - filme comestivel da farinha da améndoa de pinhdo com BHT (200
ppm); PFeprE - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 6% PHE; PFepe -
Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 6% PE.

FONTE: Autor (2024).

Verificou-se um aumento significativo no parametro L* dos hamburgueres
bovinos durante o armazenamento, a partir do 6° dia, enquanto para o parametro b*
esse aumento ocorreu a partir do 3° dia. No entanto, embora o efeito dos tratamentos
(filmes ativos) nao tenha sido significativo na intensidade da cor amarela dos
hamburgueres bovinos (p > 0,05), observou-se que as amostras com filmes
apresentaram menores valores para o parametro b* em relacdo a amostra revestida
apenas com filme de PVC ao final do armazenamento. Os maiores valores do
parametro b* podem estar associados com a oxidagdo lipidica durante o
armazenamento do produto.

Liang et al. (2022) relataram um comportamento inverso ao obtido nesse
estudo para o parametro L*, onde esses autores observaram reducao nos valores de
luminosidade em amostras de hamburgueres embalados com atmosfera modificada
com alto teor de oxigénio, combinados com subprodutos do processamento de

alimentos vegetais. Enquanto isso, Santos et al. (2022) relataram comportamento
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semelhante para o parametro b* em hamburguer bovino revestido com filmes a base

de gelatina com adi¢do de extrato de acerola.

FIGURA 24 — EFEITO DOS FILMES A BASE DE FARINHA DA AMENDOA DE PINHAO COM
EXTRATOS DA CASCA DE PINHAO (PHE) E DE PROPOLIS (PE) NA ESTABILIDADE DA COR DE
HAMBURGUER BOVINO DURANTE O ARMAZENAMENTO REFRIGERADO (12 DIAS A4 =1 °C)

440
42,0
40,0
38,0

= 36,0
34,0
32,0

30,0

18,0
15,0
12,0
9,0
6,0
3,0

0,0

21,0
18,0
15,0
12,0
9,0
6,0
3,0

0,0

aA aA aA aA
1 q

aA

aA

Armazenamento refrigerado (Dias)

OPVC EPFBHT BPF6PHE GPF6PE

(A)

(B)

0 3 6
Armazenamento refrigerado (Dias)

OPVC EPFBHT @PFEPHE SPF6PE

:

N
\
§
\
§
\
\

bA bA

(©

Armazenamento refrigerado (Dias)

oOPVC mPFBHT @mPF6PHE m©PF6PE



163

12,0 (D)

9,0 aA aAB
- oo o

cB

AE

6,0

6 9
Armazenamento refrigerado (Dias)

OPVC mPFBHT mPF6PHE mPFGPE

Valores médios + desvio padréo.

Diferentes letras minusculas indicam diferengas significativas (p < 0,05) entre periodos de
armazenamento, diferentes letras maiusculas indicam diferencgas significativas (p < 0,05) entre
tratamentos pelo teste de Tukey.

PVC - filme plastico PVC; PFeghr - flme comestivel da farinha da améndoa de pinhdo com BHT (200
ppm); PFsprE - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 6% PHE; PFepe -
Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 6% PE.

FONTE: Autor (2024).

Para o tom de vermelho das amostras (a*) houve efeito significativo da
interacao entre os filmes e o tempo de armazenamento (p < 0,05), sendo observada
diferenca entre as amostras e o tempo de armazenamento a partir do 3° dia. Os filmes
PFepHE € PFepe promoveram a manutencao da cor vermelha das amostras semelhante
ao filme contendo BHT até o 9° dia, e foram as amostras que apresentaram maiores
valores de a* ao fim do armazenamento (FIGURA 24B).

A reducdo da cor vermelha nas carnes se da pela formacdo de
metamioglobina (cor marrom), que é proporcional a degradacao oxidativa da carne ao
longo do tempo de armazenamento (Yahaya et al., 2019). Esta maior manutencao da
cor vermelha dos hamburgueres bovinos pode ser atribuida a presenga dos
compostos fendlicos oriundos dos PHE e PE que foram capazes de inibir a
degradacdo da mioglobina. Esses resultados sdo relevantes, uma vez que a cor
vermelha da carne é uma das caracteristicas importantes de seu frescor e qualidade
para os consumidores. Resultados similares foram relatados por Barbosa et al. (2022),
que observaram maior estabilidade de a* em hamburgueres de cordeiro revestidos
com filme ativo de amido-gelatina contendo extratos de Syzygium cumini e Origanum
vulgare ao final do armazenamento sob congelamento.

A diferenga colorimétrica total (AE) dos hamburgueres em relag&o ao inicio do

armazenamento foi afetada pelo tipo de filme e tempo de armazenamento, com efeito
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da interagao (p < 0,05). Foi observada diferenca entre os tratamentos a partir do 6°
dia, onde a amostra de PVC apresentou maior variagao de cor em relagédo ao inicio
do armazenamento comparado aos demais tratamentos, sendo que os tratamentos
obtiveram valores de AE superiores a 2 desde o 3° dia (FIGURA 24D). No entanto, a
amostra PFsut foi a que apresentou o maior valor ao final do armazenamento. Ao final
do armazenamento refrigerado os menores valores de AE foram observados nas
amostras PFerHE € PFspe, mostrando que esses filmes sao eficazes na manutencao
da cor dos hamburgueres bovinos.

De acordo com Santana Neto et al. (2021), valores AE acima de 2,0 sao
perceptiveis a visdo humana, mostrando que a partir do 3° dia de armazenamento foi
possivel notar diferenca visual das amostras de hamburgueres bovinos. Em estudo
realizado por Mohan et al. (2019), os autores também verificaram que amostras de
carne de frango revestida em diferentes embalagens de filmes a base de amido da
semente de tamarindo incorporados com as especiarias cravo (Syzygium aromaticum)
e canela (Cinnamomum cassia) sob refrigeragdo apresentaram menores valores AE

em relagdo a amostra controle de durante o armazenamento refrigerado.

5.3.3.2 Estabilidade oxidativa de hamburguer bovino durante o armazenamento

refrigerado (-4 °C)

O efeito dos filmes ativos na evolugcdo dos indices de oxidacdo durante o
armazenamento refrigerado dos hamburgueres de bovino é observado na FIGURA
25. Foi observado efeito da interacao significativa (P < 0,05) para os parametros de
indice de peroxido (IP), TBARS e compostos carbonilicos.

O IP é uma medida da quantidade de hidroperdxidos formados como produtos
iniciais da oxidacao de lipidios. Essas substancias sao altamente reativas e podem
desencadear reagbes oxidativas adicionais tanto em lipidios quanto em proteinas
(Akcan; Estévez; Serdaroglu, 2017; Estévez, 2011). O IP para todas as amostras de
hamburguer revestidas com os filmes ativos flutuou durante o armazenamento,
provavelmente devido a instabilidade dos hidroperéxidos. A partir do 3° dia de
armazenamento foi observado o incremento nos valores de IP nas amostras, tendo
um pico na geracao de hidroperdxidos no 9° dia de armazenamento, observou-se

diferenca significativa entre os tipos exceto para o filme PFsut (FIGURA 25A).
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FIGURA 25 — RESULTADOS DOS iNDIQES DE PEROXIDOS (IP), TBARS E COMPOSTOS
CARBONILICOS TOTAIS (CCT) DE HAMBURGUER BOVINO DURANTE O ARMAZENAMENTO
REFRIGERADO (12 DIAS A4 + 1 °C)
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PVC - filme plastico PVC; PFgnr - filme comestivel da farinha da améndoa de pinhdo com BHT (200
ppm); PFeprE - Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 6% PHE; PFepe -
Filme comestivel da farinha da améndoa de pinh&o incorporado com 6% PE.

FONTE: Autor (2024).
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Os valores de IP dos hamburgueres PFerHe € PFepe apresentaram
comportamento semelhante com os PEgnT, de modo que os hamburgueres revestidos
com o filme PFepe tiveram valores de IP mais baixos do que os tratamentos controle
(PVC). Ao final do armazenamento os filmes PFepHE € PFepE promoveram menor
geragado de hidroperoxidos durante o armazenamento refrigerado com reducao de
6,38 e 19,86% na formacao destes compostos em relagao ao filme PVC, e superiores
a reducgao obtida pelo filme PFsnut com redugdo de 0,71% na formacdo destes
compostos em relagao ao filme PVC. Essa maior redugéo no IP dos hamburgueres se
deu provavelmente porque os extratos PHE e PE adicionados aos filmes possuem
uma alta atividade antioxidante, e os filmes demostraram ter valores consideraveis
sequestradora do radical livre DPPH e poder antioxidante redutor de ferro férrico
(FRAP de 12,9610,44 e 16,78+0,33 para os filmes PFerHE € PFepPE, respectivamente).

Comportamento similar foi observado em estudos realizados por Akcan;
Estévez; Serdaroglu (2017) em almdndegas cozidas durante o armazenamento
congelado com filmes comestiveis de proteina de soro de leite com extrato de Laurus
nobilis L. e Salvia officinalis e por Goudarzi; Moshtaghi; Shahbazi (2023), que
avaliaram o efeito de mantas de fibra eletrofiada de Kappa-carragenina-poli(alcool
vinilico) com antocianinas de Prunus domestica e galato de epigalocatequina em
carne bovina picada. Esses autores relataram que os filmes com adigdo de extrato
embora tenha sofrido flutuagdes nos valores de peroxido se mostraram efetivos.

Quanto ao resultado de compostos secundarios oriundos da oxidagao lipidica,
os valores de TBARS, sobre 12 dias de armazenamento refrigerado sdo mostrados
na FIGURA 25B. No decorrer do armazenamento, foi observado o aumento de TBARS
a partir do 3° dia de armazenamento para todas as amostras. No entanto as amostras
revestidas com filmes ativos mantiveram valores de TBARS estaveis até o fim do
armazenamento.

No que diz respeito a oxidacgao lipidica, esta € um processo no qual os acidos
graxos insaturados sdo expostos a espécies reativas de oxigénio. Isso resulta na
degradacao dos lipidios e na formacao de produtos de oxidacdo secundaria, como
aldeidos e, principalmente, o malonaldeido, um dos produtos finais provenientes da
decomposi¢cédo do hidroperdxidos em fungéo do tempo de armazenamento (Freitas;
Gonzalez-Martinez; Chiralt, 2023; Moradi et al., 2023).

Durante o armazenamento, observou-se que todos os tratamentos

apresentaram valores significativamente menores de TBARS em comparagdo ao
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grupo controle (p < 0,05). As amostras de PVC exibiram uma variagéo de 0,25 a 0,56
mg MDA kg' de amostra, enquanto as amostras PFerrE € PFepe registraram valores
de 0,34 e 0,33 mg MDA kg™ ao longo dos 12 dias de armazenamento refrigerado. Os
resultados obtidos pelo IP foram consistentes com os valores de TBARs ao final do
periodo de armazenamento. As amostras PFerHe € PFepe apresentaram um
comportamento semelhante ao do PFsHT, demonstrando uma menor formagao de
malonaldeido durante o armazenamento refrigerado dos hamburgueres. Esses
tratamentos mostraram mais efetivos para o retardo da formagdao de compostos
secundarios da oxidacao lipidica, com uma reducéao de 39,29%, 41,07% e 41,07% nos
valores de TBARS, respectivamente, em comparagao com o filme de PVC.

Estudo realizado por Navikaite-Snipaitiene et al. (2018) e Venkatachalam;
Lekjing (2020), corroboram esse resultado. Esses autores observaram uma reducéo
na formacao de malonaldeido e, consequentemente, menores valores de TBARS em
amostras de carne bovina fresca tratadas com filmes de amido de milho ceroso
modificado e acetato de celulose contendo 6leo essencial de cravo/eugenol, assim
como em hamburgueres de carne suina revestidos com filmes comestiveis a base de
quitosana contendo 6leo essencial de cravo e nisina, em comparagdo com as
amostras controle durante o armazenamento refrigerado.

Quanto a oxidagdo proteica nos hamburgueres bovino, sua evolugéo foi
avaliada através da determinagcdo dos compostos carbonilicos totais (CCT), e o
resultado encontra-se disposto na FIGURA 25C. Foi observado efeito significativo do
tratamento, do tempo de armazenamento e a interagdo entre os fatores sobre a
oxidagdo das proteinas (p < 0,05). O CCT para todas as amostras apresentou
flutuagbes durante o armazenamento. As amostras revestidas com filme comercial
(PVC) apresentaram concentracdo de compostos carbonilicos totais que variaram de
2,41 a 3,66 ao longo do armazenamento. Os hamburgueres tratados com filmes
contendo PHE e PE apresentaram menores valores de compostos carbonilicos no
inicio do armazenamento, bem como quando comparados com a amostra PVC.

Os filmes PFerHe € PFepe foram efetivos na protecdo contra a oxidagao
proteica dos hamburgueres, onde os tratamentos mostraram uma redugéo de 26,78 e
38,25%, respectivamente, na producdo de compostos carbonilicos, comparado a
amostra PVC no final do armazenamento. Essa menor producgéo de carbonilicos totais
nas amostras pode ser atribuida a presengca dos compostos fendlicos, que se

mostraram efetivos na inibicdo contra a formacado de carbonilas proteicas totais
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(Santana Neto et al., 2021). Além disso, as amostras PFspHE € PFepe S&€ mostraram
tdo efetivas quando a PFsut na produgdo de compostos carbonilicos durante todo o
armazenamento refrigerado.

Sabe-se que a oxidacdo de proteinas € promovida durante o manuseio,
processamento e armazenamento de alimentos, e a formagdo de carbonilas é
considerada um indicador geral para avaliar o nivel de oxidagdo de proteinas
(Estévez; Xiong, 2021; Santana Neto et al., 2021). A presenga de compostos de
oxidacéo lipidica como hidroperéxidos podem induzir na oxidacdo de proteinas, pois
estes podem se decompor em carbonilas e outras substancias (como os aldeidos) que
prontamente oxidam componentes das proteinas, como tidis e aminoacidos,
resultando na formacao de compostos carbonilicos (Santana Neto et al., 2021).

Em estudos recentes, Wang et al. (2020) e Amiri et al. (2019) reportaram
menores valores de compostos carbonilicos em amostras de carne bovina temperada
revestidas com filmes de quitosana incorporados com 6leo essencial de carogo de
damasco (Prunus armeniaca), e em carne moida fresca revestidas com filmes de
amido de milho com nanoemuls&o de oleo essencial de Zataria multiflora fortificado
com cinamaldeido, quando comparado as amostras controle. Os resultados deste
estudo também sao corroborados por estudos realizados por Mohan et al. (2019), que
relataram reducédo na formacédo de compostos carbonilicos em amostras de frango
armazenadas em diferentes embalagens de filmes a base de amido da semente de
tamarindo incorporados com as especiarias cravo (Syzygium aromaticum) e canela

(Cinnamomum cassia) sob refrigeragao.

5.4 CONCLUSOES

Com base neste estudo, foi possivel observar que os extratos PHE e PE
possuem alto teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante. A
incorporagao dos extratos influenciou nas propriedades mecénicas e no PVA, além de
alterar as propriedades microestruturais dos filmes a base de farinha da améndoa de
pinhdo. Os filmes ativos apresentaram propriedades mecanicas proximas aos filmes
usados em embalagens de alimentos, como PVC e LDPE.

Os filmes ativos contendo PHE e PE apresentaram valores relevantes de
compostos fendlicos e atividade antioxidante, enquanto os testes de migragao

mostraram que, apos 7 dias de exposigao dos filmes, o conteudo de polifendis migrou
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majoritariamente para o simulante aquoso, enquanto apenas uma baixa quantidade
de compostos fendlicos foi detectada no simulante gorduroso. Os filmes ativos com
PHE apresentaram alta taxa de biodegradacdo apés 30 dias, enquanto os filmes
ativos com PE apresentaram apés 45 dias de compostagem.

E possivel afirmar ainda que os filmes & base de farinha da améndoa de
pinhao incorporados com PHE e PE foram capazes de manter a coloragao vermelha
e menores variacbes de cor em relacdo ao inicio do armazenamento, quando
comparados com o controle. O uso de niveis de 6% de PHE e PE nos filmes
demonstrou ser tao eficiente quanto o uso do antioxidante sintético BHT em retardar
as reagdes de oxidagao lipidica e proteica dos hamburgueres de carne bovina,
prolongando sua vida util. Dessa forma, os filmes ativos desenvolvidos podem ser
utilizados como embalagens primarias para alimentos, a fim de retardar as reagdes

de oxidagao lipidica e proteica, aumentando a vida util dos produtos.
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6 CAPITULO 6 — EMBALAGENS ATIVAS A BASE DE GELATINA CONTENDO
EXTRATOS DA CASCA DE PINHAO E PROPOLIS PARA INIBIR A OXIDAGAO
LIPIDICA E PROTEICA EM HAMBURGUERES BOVINOS ARMAZENADOS A FRIO

Este capitulo faz parte do artigo intitulado “Gelatin-based active packaging containing
pinhao and propolis extracts to inhibit lipid and protein oxidation in refrigerated stored

beef patties.”



171

EMBALAGENS ATIVAS A BASE DE GELATINA CONTENDO EXTRATOS DA
CASCA DE PINHAO E PROPOLIS PARA INIBIR A OXIDAGAO LIPIDICA E
PROTEICA EM HAMBURGUERES BOVINOS ARMAZENADOS A FRIO

Resumo: Foram desenvolvidos filmes ativos a base de gelatina reforgados com p6 da
casca de pinhao e enriquecidos com extratos da casca de pinhdo (PHE) e propolis
(PE), com o objetivo de prevenir alteragdes na qualidade de hamburgueres bovinos
durante o armazenamento refrigerado. Para isso, sete formulagdes de filmes de
gelatina foram elaboradas e os filmes foram caracterizados quanto as propriedades
mecanicas, de barreira, atividade antioxidante e degradabilidade. As formulagdes
contendo 6% dos extratos PHE (GFerne) € PE (GFepe) foram escolhidas como
embalagens ativas para avaliar o potencial antioxidante na oxidagao lipidica e proteica
de hamburgueres bovinos durante o armazenamento. Filme PVC foi utilizado como
controle e a formulacado base (GF) adicionada com BHT como controle positivo. A
incorporacao dos extratos resultou em mudancas nas propriedades mecanicas e de
barreira dos filmes. O PHE aumentou a resisténcia a tragdo (RT), enquanto o PE
reduziu esse parametro. Os extratos também promoveram um aumento na
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes, mas nao tiveram influéncia na
degradabilidade no solo. Os filmes GFerHe € GFspe foram eficazes na preservagéo da
qualidade das amostras de hamburgueres bovinos, resultando em menores variagbes
na cor em comparagao com os outros tratamentos durante o armazenamento. Além
disso, reduziram significativamente a formagdo de malonaldeido (40,86% e 50%) e
compostos carbonilicos totais (38,52% e 23,77%) em comparagao com as amostras
embaladas com PVC. Portanto, esses filmes podem ser utilizados como materiais de
embalagem para melhorar as caracteristicas de qualidade da carne, contribuindo para

a conservacao dos hamburgueres bovinos durante o armazenamento refrigerado.

Palavras-chave: Araucaria angustifolia, capacidade antioxidante, embalagem ativa,
produto carneos, aditivo natural, estabilidade oxidativa, oxidagao proteica, oxidagao

lipidica.
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6.1 INTRODUCAO

O hamburguer € um produto carneo amplamente consumido em todo o
mundo. No entanto, devido a sua natureza reestruturada, € mais suscetivel a oxidagao
lipidica e proteica, uma vez que a superficie da carne € mais exposta ao oxigénio
atmosférico e aos catalisadores de oxidagao de metais (Amiri et al., 2019). Dentre os
processos de deterioracdo quimica, a oxidacao € considerada um dos principais
fatores que influenciam a degradagéao dos produtos carneos (Amiri et al., 2019; Santos
et al., 2022).

A incorporagao de conservantes naturais em embalagens ativas tem surgido
como uma solugdo eficaz para mitigar os efeitos adversos da autoxidagdo em
produtos carneos. No entanto, € essencial ressaltar que as embalagens plasticas
convencionais apresentam preocupacao ambiental significativa, uma vez que sao
incapazes de se biodegradar (Ansarian et al., 2022). Além disso, essas embalagens
frequentemente contém antioxidantes sintéticos, como o hidroxianisol butilado (BHA)
e o hidroxitolueno butilado (BHT), os quais apesar de serem economicamente viaveis
e altamente eficientes, apresentam potenciais riscos a saude (Zhang et al., 2019).

Nesse contexto, os flmes comestiveis e revestimentos feitos de biopolimeros
naturais, como proteinas, polissacarideos e lipidios, tém ganhado destaque como uma
alternativa as embalagens sintéticas de alimentos, devido a sua seguranga e
capacidade de biodegradacgao (Benbettaieb; Debeaufort; Karbowiak, 2019; Song et
al., 2023). Além disso, o uso de conservantes naturais em embalagens ativas pode
ser uma opcao eficaz para prevenir os efeitos adversos da autoxidagao em produtos
alimenticios (Ansarian et al., 2022).

A gelatina, um hidrolisado do colageno, € um dos principais biopolimeros
utilizados na produgao de filmes de embalagens biodegradaveis, devido a sua ampla
disponibilidade, baixo custo, atoxicidade, resisténcia a gases e Oleos,
biodegradabilidade, boa capacidade de formacao de filmes, baixo ponto de fuséo e
baixo impacto ambiental (Santos et al., 2022; Shankar; Wang; Rhim, 2019; Zhang et
al., 2019). A aplicagao de filmes a base de gelatina incorporados com antioxidantes
naturais tem atraido interesse como uma alternativa potencial aos materiais de
embalagem sintéticos para produtos carneos, visando controlar a deterioragdo da
qualidade da carne (Ahmadi; Ahmadi; Ehsani, 2020; Barbosa et al., 2022; Chaari et
al., 2022; Gallego et al., 2016; Jridi et al., 2018; Qiu et al., 2022; Santos et al., 2022).
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No entanto, até o momento, ndo existem estudos sobre o uso de filmes a base
de gelatina contendo extratos hidroalcoolico da casca de pinhdo (PHE) e prépolis (PE)
como inibidores da oxidagao lipidica e proteica em hamburgueres bovinos. Diante
disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a incorporagdo de extratos da casca de
pinhdo (PHE) e propolis (PE) em filmes a base de gelatina para controlar a oxidagao

lipidica e proteica em hamburgueres de carne bovina durante o armazenamento.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Materiais

A casca de pinhdo foi obtida através da Embrapa Floresta (safra 2020,
coordenadas geograficas: 25°19'18.2"S, 9°09'33.7"W, Colombo, PR, Brasil), seca e
triturada em moinho de facas (STARFT-50, Fortinox, Brasil) e peneirada a 100 mesh
(casca em pd). A prépolis bruta produzida pela abelha Apis mellifera foi proveniente
de Muzambinho (21°22'33"S, 46°31'33"0O - Minas Gerais, Brasil) no ano de 2021.
Glicerina (Alphatec, Santana-SP, grau analitico, Brasil) foi utilizada como plastificante

na elaboracgao dos filmes.

6.2.2 Obtenc&o dos extratos de casca de pinh&o (PHE) e propolis (PE)

O extrato da casca de pinhao foi obtido por extragao solido-liquido, usando a
maceragdo em etanol 42% com uma razdo de 1:50 (m/v). A mistura foi
homogeneizada e aquecida em banho-maria (70 °C/32 min), seguida de filtracdo a
vacuo. A fracao etandlica removida sob vacuo em evaporador rotativo (180 mbar/45
°C) (Fisatom — 801, S&o Paulo - SP, Brasil). O volume final do extrato ajustado para
500 mL e armazenado em frasco ambar a -20 °C.

Para obter o extrato de prépolis verde, foi realizada uma extragdo solido-
liquido conforme descrito por de Santana Neto et al. (2024). A propolis verde moida
foi homogeneizada com etanol 70% (v/v) em uma razdo de 1:25 (m/v), mantida sob
agitacdo em auséncia de luz (500 rpm/25 °C/48 h) (Fisatom, model 752A, Brazil). Em
seguida, a mistura submetida a sonicagdo em um banho ultrassénico (40 kHz/1 h)
(1440 DA Biodont, Brasil), e filtrada a vacuo e congelados (-20 °C/24 h) para

precipitacdo de ceras e substancias menos soluveis. O extrato foi filtrado novamente,
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e a fragao etandlica removida sob vacuo em evaporador rotativo (180 mbar/45 -C), o
volume ajustado para 500 mL e armazenado em frasco &mbar a -20 °C. Os extratos
foram avaliados quanto ao teor de compostos fendlicos totais conforme descrito
Waterhouse (2002) com modificagcbes, e atividade antioxidante frente ao radical

DPPH" conforme descrito por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995).
6.2.3 Elaboragéo dos filmes ativos comestiveis

Para a elaboragao dos filmes, foram utilizadas as condi¢cdes 6timas definidas
por De Santana Neto et al. (2024), para as quantidades de gelatina bovina, glicerol e
po da casca de pinhao utilizada nos filmes. O processo de elaboragao dos filmes pode

ser visualizado na FIGURA 26.

FIGURA 26 - FLUXOGRAMA DA ELABORAGAO DOS FILMES ATIVOS A BASE DE GELATINA

Glicerol
(2,0% m/v)

Gelatina bovina
(5,0% m/v)

Casca de pinhao
(0,4% miv)

Homogeneizagao sob agitagdo e aquecido
(Condigdes pré-definidas)

Resfriamento a temperatura ambiente
(25°C +2)

Adicao do extrato da casca de pinhao, e do extrato de prépolis
(Nas concentracées de 0, 2, 4 e 6%)

Distribuigao em placas de Petri (15 cm)
(30 mL)

Secagem
(40 °C / 24 horas)

Acondicionamento a 25 °C
(57% de UR / 7 dias)

Caracterizagao: Propriedades fisicas (espessura, solubilidade, PVA,
angulo de contato, cor e opacidade), propriedades mecanicas (elongagéo
e resisténcia a tragdo), Microscopia eletrénica de varredura (MEV), FTIR,

teor de polifendis, atividade antioxidante, teste de migragédo e
biodegradabilidade.

FONTE: Autor (2024).
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Para os filmes ativos e comestiveis de gelatina (GF), a gelatina bovina (5%
m/v) foi solubilizada em agua destilada sob agitagdo por (70 °C/20 min) (Fisatom,
modelo 752A, Brasil). Em seguida, foram adicionados glicerol (2% m/v) e casca de
pinhdo (0,4% m/v) a solugéo, sendo aquecida a 50°C sob agitagédo por 30 min. A
solucgéo foi resfriada a temperatura ambiente (25 °C £ 2) antes da adi¢do dos extratos.
Cada solucao filmogénica (30 mL) foi entdo vertida em placas de Petri estéreis (15 cm
de diametro) e secas em estufa com circulacdo forgada de ar a 40°C (Nova Etica,
modelo 400/6ND, Brasil) por 24 h.

Foram preparados um total de 140 filmes, que foram agrupados em quatro
tratamentos, com 20 filmes em cada tratamento. Os tratamentos incluiram: filme
comestivel de gelatina sem adicao de extratos (GF), filme comestivel de gelatina
incorporado com 2% PHE (GFzprhe) (V/v), filme comestivel de gelatina incorporado com
2% PE (GF2re) (v/v), filme comestivel de gelatina incorporado com 4% PHE (GF4pHE)
(v/v), filme comestivel de gelatina incorporado com 4% PE (GFaspe) (v/v), filme
comestivel de gelatina incorporado com 6% PHE (GFespHE) (V/V) e filme comestivel de
gelatina incorporado com 6% PE (GFepre) (v/v). ApOs a secagem, todos os filmes foram
acondicionados por 7 dias em dessecador contendo solugcdo saturada de
Mg(NO3)2(H20)s (54% UR, 25 °C) para posterior caracterizagéo.

6.2.4 Caracterizagao dos filmes ativos

6.2.4.1 Espessura e propriedades mecanicas

A espessura dos filmes foi avaliada utilizando um micrémetro digital (Mitutoyo,
Japao) com resolugao de 0,001 mm. A espessura média dos filmes foi obtida apés 10
mensuragdes aleatorias. As propriedades mecanicas dos filmes para elongagdo na
ruptura (ELO, %) e resisténcia a tragao (RT, MPa) foram avaliadas utilizando um
texturémetro (Brookfield CT3, Brookfield, EUA), equipado com probe TA-DGA
(Conjunto aperto duplo, Brookfield) seguindo o método padrdo D882-12 (ASTM,
2012). A separacgéo inicial das garras e a velocidade da sonda foram de 20 mm e 1
mm/s, respectivamente, com uma for¢ca de disparo de 0,1 N. Foram feitas oito

repeticdes para cada tipo de filme.
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6.2.4.2 Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes foi avaliada conforme descrito por Ge et al. (2018).
As amostras dos filmes foram cortadas em quadrados (2 x 2 cm), secas em estufa
(100 £ 5 °C/24 h) e pesada (Mo). Em seguida, os filmes secos foram imersos em 50mL
de agua destilada (25 °C/24 h). Posteriormente, as amostras foram secas em estufa
(105 °C/24 h) para determinar a massa seca final (M1), e a solubilidade dos filmes foi

calculada conforme a Equacgao 25.

Mo- M
Sol(%)=< > 1)><1oo (Eq. 25)
0

6.2.4.3 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes de gelatina foi avaliada
de acordo com o método padrdo E96/E96M-16 (ASTM, 2016), com modificagdes.
Amostras dos filmes, com 3 cm de didametro foram fixadas em capsulas de
permeabilidade adaptadas com abertura de didmetro de 2,5 cm (area de exposi¢cao
de 0,0013 m?) contendo cloreto de calcio anidro (CaCl2) com 0% de umidade relativa
(UR). Todo o sistema foi mantido a 25 °C em dessecador contendo solugdo saturada
de NaCl (70% UR). O ganho de massa do sistema foi avaliado em intervalos de 24 h,

durante 7 dias. A permeabilidade ao vapor de agua foi calculada pela Equagéao 26.

G X

PVA= ¥ AP..(UR,-UR,)

(Eq. 26)

A razdo G/t (g.h'") representa o coeficiente angular gerado pelo ganho de
massa da amostra em fungéo do tempo, x (mm) é a espessura da amostra, A (m?) é
a area disponivel para permeacéao, Ps (kPa) é a pressado de saturagdo do vapor de
agua na temperatura de 25 °C, enquanto UR1 e UR2 sdo as umidades relativas

(expressas em fragao) no interior do dessecador e capsula, respectivamente.



177

6.2.4.4 Propriedades Opticas

A cor instrumental dos filmes foi avaliada por meio da analise dos parametros
de luminosidade (L*), tonalidade de verde/vermelho (a*) e azul/amarelo (b*) utilizando
um colorimetro digital (HunterLab, model MiniScan EZ 4500 L, EUA) previamente
calibrado com placas branca e preta fornecidos pelo fabricante, sob o sistema
CIELAB. Para a leitura das coordenadas de cor, foram padronizadas as seguintes
condigdes: iluminante D65, angulo de visdo 8°, angulo padrao do observador 10, com
uso da placa branca como fundo. A opacidade dos filmes foi avaliada conforme
descrito por Nazurah; Nur Hanani (2017).

6.2.4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A estrutura morfoldégica da superficie dos filmes de gelatina foi avaliada com
auxilio da microscopia eletronica de varredura (TescanVega 3 LMU, Kohoutovice,
Republica Tcheca). Os filmes foram fraturados por congelamento com nitrogénio
liquido, e fixadas em suportes com fita de cobre e, em seguida, metalizadas com ouro
(Balzers Union, modelo FL 9496, Alemanha). As imagens foram capturadas utilizando

uma voltagem de 15 kV.

6.2.4.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os filmes de gelatina foram caracterizados pela espectroscopia na regido do
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), realizada em equipamento Vertex
70 (Bruker, EUA) equipado com acessorio de refletancia total atenuada (ATR)
contendo um cristal de seleneto de zinco. A analise foi conduzida na faixa espectral

de 500 — 4000 cm™' e resolugéo de 4 cm.

6.2.4.7 Degradacgao dos filmes em solo

A degradacédo dos filmes foi determinada seguindo a metodologia proposta
por Piferos-Hernandez et al. (2017), com modificagdes. Inicialmente as amostras de
filme foram cortadas em formato retangular (2 x 2 cm), secas em estufa (60 °C/24 h).

Cada amostra previamente seca, foi envolvida em tela de aluminio (2,5 x 3,5 cm), para
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permitir o contato do filme com o solo. No ensaio de degradabilidade dos filmes, cada
amostra foi colocada a uma profundidade de 4 cm da superficie do solo orgéanico
natural, adquirido em mercado local em Curitiba (Parana, Brasil) em caixas plasticas
(45 cm x 20 cm x 15 cm). Foram necessarias cinco caixas, sendo destinada uma caixa
para cada tempo de amostragem. As bandejas plasticas foram colocadas em uma
sala com temperatura ambiente e mantidas em condi¢des aerdbias, com umidade em
torno de 60% e com adigédo peridédica de agua. Apos isso, as amostras dos filmes
foram retiradas apds 5, 10, 15, 30 e 45 dias do teste de desintegragdo. O processo de
degradacao foi monitorado mediante de inspecao visual dos filmes, onde apds cada
periodo, o sistema (malha + filme) foi desenterrado, lavado com agua destilada e seco
com a ajuda de papel filtro, e mantidos em estufa a 60 °C seguido do registro das

imagens.

6.2.4.8 Teor de polifendis e atividade antioxidante dos filmes

A extragdo dos compostos antioxidantes dos filmes foi realizada segundo
Kang; Song (2019) com modificagdes. As amostras do filme (1 g) foram
homogeneizadas com 20 mL de etanol 80% em agua (v/v) e mantidas sob agitacao
constante em banho-dubnoff (Dubnoff Bath, Solab, modelo SL — 157) (45°C/3 ha 125
rom). Em seguida, o extrato foi filtrado e o volume corrigido para o inicial de 20 mL.

Os compostos fendlicos totais dos extratos dos filmes foram quantificados
pelo método do reagente Folin-Ciocalteau, como descrito por Waterhouse (2002) com
modificagdes, e a atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo ensaio frente
ao radical DPPH" (Brand-Williams; Cuvelier; Berset, 1995) e pelo poder redutor do
ferro (FRAP) (Benzie; Strain, 1996).

6.2.4.9 Testes de migragao dos compostos ativos

Os testes de migracdo foram conduzidos de acordo como descrito por
Pifieros-Hernandez et al. (2017). As amostras de filme foram cortadas em pedacgos de
2 cm? e imersas em 5 mL de meios simulados, sendo agua para representar meio
aquoso e etanol a 95% para representar meio lipidico. Em seguida, foram colocadas
em um agitador a 25 °C e 125 rpm durante 7 dias. Apos o tempo de exposigao, a

migragéo de polifendis para cada meio simulado foi avaliada utilizando o método de
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Folin-Ciocalteau, conforme Waterhouse (2002) com modificagdes, e os resultados

expressos em mg de EAG.kg™' simulado de alimento.

6.2.5 Elaboragédo dos hamburgueres e aplicagao dos filmes

Os hamburgueres foram preparados utilizando carne bovina e toucinho
adquiridos no mercado local. Um total de 75 hamburgueres, com aproximadamente
50 g cada, foi preparado seguindo a formulagao basica: carne (80%), toucinho (10%),
agua gelada (8%) e cloreto de sodio (2%). Para a aplicagao dos filmes ativos,
utilizamos a formulagdo GF como base, que foi elaborada com adigado de BHT (200
ppm) como referéncia (GFenT), € os filmes com maiores niveis de adigdo de extrato
(GF6%pPHE € GF6%PE), sendo o filme de PVC utilizado como controle.

Os filmes foram aplicados aleatoriamente nos hamburgueres, que foram
dispostos em bandejas de poliestireno expandido e revestidos com filme de policloreto
de vinila (PVC) (permeabilidade ao oxigénio: =17 cm3/m? dia atm. e permeabilidade a
umidade: < 5 g-m~2dia). Os hamburgueres foram armazenados sob refrigeragdo em
uma geladeira (modelo Eletrolux TF39, Brasil) a uma temperatura de 4 + 1 °C por 12
dias. As amostras para analise foram coletadas no dia em que os hamburgueres foram
preparados (dia 0) e nos dias 3, 6, 9 e 12 de armazenamento. O fluxograma do

experimento € demostrado na FIGURA 27.

FIGURA 27 - FLUXOGRAMA DA APLICAQAO DOS FILMES ATIVOS A BASE DE GELATINA EM
HAMBURGUERES BOVINOS

Carne (80% APLICAGAO DOS _
Toucinhf)(mzl)o) FILMES AVALIAGAO DA
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\ (Melhores propriedades ,!'
de barreirae
antioxidante)

FONTE: Autor (2024).
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6.2.6 Avaliagao da estabilidade oxidativa dos hamburgueres

6.2.6.1 Cor objetiva

A estabilidade da cor objetiva dos hamburgueres foi determinada por meio da
avaliacao dos parametros de luminosidade (L*), teor de verde/vermelho (a*) e
azul/amarelo (b*), utilizando um colorimetro digital (Konica Minolta, modelo CHROMA
METER CR-400, Osaka, Japéao), sob o sistema CIELAB. Durante o armazenamento
refrigerado, a diferenca colorimétrica total (AE) das amostras de hamburgueres foi
calculada em relagdo as amostras no inicio do armazenamento, utilizando-se a

Equacéao 27.

*2 . *2
AE = JAL +Aa%+ Ab” (Eq. 27)
Onde, AL* = L*0 dias de armazenamento - L*x dias de armazenamento, Aa* = a*o dias de

armazenamento - a* x dias de armazenamento € Ab* = b*O dias de armazenamento = b* x dias de armazenamento.
6.2.6.2 Indice de peroxido

O indice de perdéxido foi determinado de acordo com o método adaptado do
IDF (1991), Mehta; Darji; Aparnathi (2015) e Semb (2012), com modificagdes. Para
isso, foram utilizados 2,5 g de amostra, que foi homogeneizada com 40 mL de
cloroféormio: metanol (7:3 v/v) em ultraturrax (3500 rpm) por 3 min e filtrada. Em
seguida uma aliquota de 10 mL do extrato lipidico foi transferida e adicionada de 50
ML de tiocianato de aménio (30%), e homogeneizada em vortex por 5 s. Em seguida
foram adicionados 50 pL de cloreto ferroso (FeCl2.4H20 0,02M em HCI 3,7%), e a
amostra novamente homogeneizada em vortex por 5 s. A mistura foi incubada por 5

min, e submetidos a leitura em espectrofotdmetro a 500 nm.
6.2.6.3 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
As substancias reativas ao acido tiobarbiturico foram quantificadas utilizando

o método descrito por Rosmini et al. (1996). As amostras de hamburgueres (2,5 g)

foram submetidas a extracdo em condi¢des acidas, onde foram adicionados 250 uL
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de solugédo de BHT 4,2% em alcool (m/v), e homogeneizadas com 7,5 mL de acido
tricloroacético (10% m/v) em ultra-turrax (3500 rpm/3 min) (T-25 Digital, IKA,
Alemanha) para facilitar a extragdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
Em seguida, a mistura foi submetida a centrifugacao (1372 g/3 min/4 °C) e filtrada
para obtencéo do extrato, o qual foi utilizado para a quantificagao do teor de TBARS.

As substancias extraidas em condi¢cdes acidas foram submetidas a reagao
com acido tiobarbiturico (0,02 M) a 95 °C durante 30 min. A leitura das amostras foi
realizada em um espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 532 nm. Para
determinar o teor de MDA (malonaldeido), utilizou-se uma curva padréo (y = 0,0007x
+ 2x10%, R? = 0,9994) construida a partir de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) em
concentragdes conhecidas (2,84x10%8 — 1,40x10° g TEP.mL™"). Os resultados foram

expressos em mg de MDA kg™ de amostra.

6.2.6.4 Compostos carbonilicos totais

O conteudo de carbonilicos totais (CCT) foi determinado conforme
metodologia proposta por Ganhao; Morcuende; Estévez (2010), através da
derivatizacdo das amostras com solugao de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Para a
quantificacédo, 1 g das amostras foram homogeneizadas em uma solu¢ao de NaCl 0,6
M em tampao de NasPO420 mM (pH 6,5) (1:10 m/v) com ultra-turrax (IKA, T-25 Digital,
IKA, Alemanha) em um banho de gelo (1 min). Em seguida, foram coletadas aliquotas
de 150 pL para determinar as concentragdes de proteinas e CCT. Para a precipitacéao
das proteinas, 1 mL de acido tricloroacético (TCA) a 10% foi adicionado, seguido de
centrifugacgéao a frio (2400 g/4 °C). Para a determinagao dos CCT, foi adicionado 1 mL
de DNPH 0,2% (m/v) em HCI 2 M. Para as proteinas, foi adicionado 1 mL de HCI 2 M.
As amostras foram entdo incubadas em ambiente escuro e temperatura ambiente por
1 h. Apds a incubacgao, as proteinas foram precipitadas novamente com 1 mL de TCA
10% e centrifugadas (9000 g/10 min). Em seguida, as amostras foram submetidas a
quatro lavagens com 1 mL de etanol/acetato de etila (1:1 v/v), com centrifugacao entre
cada lavagem (9000 g/5 min). As proteinas precipitadas foram redissolvidas em 1,5
mL de cloridrato de guanidina 6 M em tampao de NasPOs 20 mM (pH 6,5). A
concentracdo de proteinas das amostras foi calculada com base na leitura das
absorbancias a 280 nm utilizando uma curva padrao de albumina sérica bovina (BSA).

Os CCT foram expressos em nmoles de carbonilicos por miligrama de proteina,
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utilizando um coeficiente de extingdo molar de hidrazonas (21,0 nM-'.cm") com leitura

das absorbancias a 370 nm.

6.2.7 Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliar
a normalidade. Uma ANOVA de uma via foi realizada para avaliar o efeito da
incorporagao de diferentes niveis de PHE e PE na qualidade dos filmes de gelatina e,
quando diferengas significativas foram observadas (p < 0,05), o teste de Tukey foi
realizado. Os efeitos do tempo de armazenamento (dias 0, 3, 6, 9 e 12), tratamento
(PVC, GFgHt, GFerHE € GFsrE) € sua interagao foram analisados por ANOVA de duas
vias. O tempo de armazenamento, tratamento e sua interagdo foram considerados
como fatores fixos, enquanto a replicacao dos experimentos foi atribuida como efeito
aleatorio. A analise estatistica foi realizada usando o sistema SAS® (2012) e a
significancia foi determinada no nivel de 5% pelo teste de Tukey. Os resultados foram

expressos como média * desvio padrao.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos PHE e PE

Os extratos PHE e PE apresentaram altos valores de CFT de 337,05+ 1,68 e
324,82 + 5,26 mg EAG.g™" MS respectivamente. O extrato PHE obtido apresentou
valores superiores ao relatado por Dorneles; Norefia (2020), que obtiveram valor de
CFT de 52,74 mg-g~' em extratos aquoso de bracteas de pinh&o por extracéo assistida
por micro-ondas. Enquanto que o PE apresentou elevado conteudo de CFT na
prépolis verde, demostrando valor superior ao relatado por Saito et al. (2021), que
obtiveram valores de CFT em extratos de propolis verde obtidos por diferentes
técnicas de extragdo entre 4,9 a 127 mg.g™".

Em relacéo a atividade antioxidante frente ao radical DPPH, os extratos PHE
e PE apresentaram valores de 1533,31 + 47,23 e 741,14 + 14,41 ymol ET.g™" MS,
respectivamente. O extrato PHE apresentou valor de DPPH"* superior ao observado
por Dorneles; Norefia (2020), que obtiveram valores de 466,31 umol ET.g"' para

DPPH' em extratos de bracteas de pinhdo por extracdo assistida por micro-ondas.
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Enquanto que o extrato PE obteve valor de DPPH" inferior ao observado por Andrade
et al. (2017), que obtiveram valor de 4554,35 pumol ET-g"' de prépolis em amostras
de proépolis verde oriundas do Nordeste Brasileiro. Com base nesses resultados, pode-
se indicar que os extratos de PHE e PE possuem potencial uso como fonte de
antioxidantes naturais. Desse modo estes extratos podem ser considerados como
fontes de antioxidantes para aplicagdo em embalagens de alimentos.

6.3.2 Caracterizacao dos filmes

6.3.2.1 Espessura e propriedades mecanicas

De acordo com os valores de espessura (TABELA 20), apenas a incorporagao
dos extratos PE promoveu alteragdes significativas nos valores de espessura dos
filmes (p < 0,05), sendo as formulagdes com extrato PE apresentaram valores médios
de espessura entre 0,123 e 0,140 mm. A incorporacdo dos extratos PHE e PE
promoveram altera¢cdes distintas e significativas nos valores das propriedades
mecanicas dos filmes (p < 0,05) (TABELA 20). Com relagéo a RT, PHE gerou aumento
de 3,88 para 5,69 MPa e PE influenciou na reducao de 3,88 para 2,42 MPa em relagao
ao filme controle, os quais representam aumento de 46% e diminuicédo de 37%,
respectivamente.

Os diferentes efeitos observados ao incorporar PHE e PE podem ser
justificados principalmente devido a presenga de importantes teores compostos
antioxidantes, lignina e polissacarideos (como por exemplo glicose e xilose) na casca
do pinhdo e na prépolis (Queirds et al., 2020). Estes compostos podem interagir por
meio de ligagdes de hidrogénio entre seus sitios polares e, consequentemente,
promovendo o aperfeicoamento da estrutura filmogénica. Além disso, a lignina e
polissacarideos tém sido utilizados na producao de filmes por causa da sua habilidade
de gerar estruturas estaveis (Ojagh et al., 2011; Venkatachalam; Rakkapao; Lekjing,
2023; Wu et al., 2023).
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TABELA 20 — RESULTADOS DE ESPESSURA, PROPRIEDADES MECANICAS (ELONGACAO
(ELO) E RESISTENCIA A TRACAO (RT)), PERMEABILIDADE AO VAPOR DE AGUA (PVA) E
SOLUBILIDADE DOS FILMES ATIVOS A BASE DE GELATINA COM ADICAO DE EXTRATOS DA
CASCA DE PINHAO (PHE) E PROPOLIS (PE) EM DIFERENTES CONCENTRACOES

Filmes E:;e)ss“’a RT (MPa)  ELO (%) Z\(llﬁg.m*.Pa“sﬂ Solubilidade (%)
PHE

GF  0140°40,014 3880t041 86,37at7,74 2440033 32,36a+1,68

GFawe 01350008 569a£036  84.6at3,75  510at007 25.27b+1.77

GFspne  0.137940.011  4.82b+0.36  84.18a+2.41 5 54a+0.24 24.41b+1.09

GFeene 01341007  450bct0,34 84.90at5.36 5572016 25.20b+1.95
PE

GF  0140az0014 388at041 8637at7,74 2.44b033 32,36a%1,68

GFspe 012260013 242b+0.24  90.49a8.97 4 14a+0.80 23.23b+1.66

GFwpe  0.124b0.014 2.73b+0.13  91.69at502 4 41a+0.60 24.98b+2.09

GFee  0.123b:0.009 2.60b+021 91.36at440 3.29ab+0,78 25.42b+3.33

Média + desvio padrao.

GF - Filme comestivel gelatina; GFzprHe - Filme comestivel gelatina incorporado com 2% PHE; GF4pHe -
Filme comestivel gelatina incorporado com 4% PHE; GFeprHEe - Filme comestivel gelatina incorporado
com 6% PHE; GFzpre - Filme comestivel gelatina incorporado com 2% PE; GF4pe - Filme comestivel
gelatina incorporado com 4% PE; GFere - Filme comestivel gelatina incorporado com 6% PE.

PHE - Extrato de casca de pinhao; PE - Extrato de propolis.

As diferentes letras sobrescritas na coluna para cada tipo de filme indicam diferengas significativas (p
< 0,05) pelo teste de Tukey.

FONTE: Autor (2024).

Com relag&o aos resultados obtidos para a elongacdo na ruptura (ELO) dos
filmes ativos de gelatina com adi¢cdo de extratos de pinhdo e propolis em diferentes
concentragcdes (TABELA 20), observou-se que o extrato de propolis teve um impacto
negativo nos resultados, sem diferenca significativa (p > 0,05). Esse comportamento
semelhante foi também observado em um estudo realizado por Santos et al. (2022),
no qual relataram a redugédo nos valores de elongagdo em filmes de gelatina com
diferentes niveis de extrato de acerola. Em relacdo a incorporacdo de extrato de
pinh&o, houve um aumento da ELO de 86,37% para 91,69% em comparagdo com o
filme controle, porém nao apresentou diferenca significativa (p > 0,05).

Apesar dos resultados nao serem significativos, o pequeno aumento da ELO
pode ser atribuido a interagao entre os componentes da propolis (por exemplo, acidos
fendlicos e seus ésteres) e alguns grupos funcionais de residuos de aminoacidos, que
reforcam as interagdes cadeia-cadeia do biopolimero. Normalmente, quando se
incorpora extrato ou qualquer outro aditivo em matrizes filmogénicas, espera-se uma
alteracao significativa nas propriedades dos filmes. No entanto, os resultados de ELO
para o extrato de pinhdo obtidos neste estudo diferem de algumas pesquisas
encontradas na literatura. Estudos mostraram que houve influéncia significativa nos
resultados de ELO ao adicionar extrato de propolis em concentragdes de 1 a 3% (v/m)

em filmes a base de proteina de soja/goma de semente de manjericdo (Shahabi;
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Soleimani; Ghorbani, 2023), 10% (m/m) em filmes de amido de milho (Ardjoum et al.,
2023) e 0,8% (v/v) em filmes a base de gelatina (Reyes; Landgraf; Sobral, 2021).
Apesar desse comportamento, os resultados de ELO para os filmes incorporados de
PE sao excelentes ao comparar diversos trabalhos na literatura utilizando gelatina
para producédo de filmes comestiveis (Al-Hassan; Norziah, 2012; Fatima et al., 2022,
Jridi et al., 2020; Reyes; Landgraf; Sobral, 2021).

Os valores de RT e ELO dos filmes desenvolvidos neste estudo demostraram
valores similares com filmes sintéticos. Os filmes ativos com PHE apresentaram
valores superiores de RT, enquanto que os filmes com PE mostraram valores
inferiores, além disso, os valores de ELO para os filmes foram préximos dos obtidos
Luchese; Spada; Tessaro (2017), que relataram resultados de RT de 3,9 MPa e ELO
de 99 % para filmes de polietileno de baixa densidade (LDPE).

6.3.2.2 Solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Os resultados da solubilidade dos filmes ativos de gelatina com adigdo do
extrato PHE apresentaram valores entre 25,27% (GF2prHe) € 24,41% (GFapHE), €
enquanto para os filmes com extrato PE obtiveram valores entre 23,23% (GFzre) e
25,42% (GFspe), enquanto o filme de gelatina base (GF) apresentou solubilidade de
32,26%. Os resultados mostraram que a solubilidade dos filmes foi influenciada pela
adi¢do dos extratos PHE e PE (p < 0,05) (TABELA 20).

A medida que a concentracdo de extratos PHE e PE na matriz do filme
aumentou, a solubilidade em agua dos filmes diminuiu. Essa redugéo na solubilidade
dos filmes pode estar relacionada a maior formacdo de ligacbes cruzadas e a
formacgao de fortes pontes de hidrogénio entre os compostos fendlicos dos extratos
na matriz polimérica, uma vez que a solubilidade em agua é influenciada pelo numero
de grupos hidroxila livres disponiveis na matriz polimérica (Kanatt, 2020; Riaz et al.,
2020; Santos et al., 2022). Essas ligagcbes cruzadas e pontes de hidrogénio foram
incapazes de serem quebradas pelas moléculas de agua, levando a diminui¢éo da
solubilidade. Comportamento similar foram relatados na literatura em filmes a base de
quitosana/gelatina contendo nanoparticulas de casca de macga e filmes de gelatina
com adicao de extrato hidroalcoéolico de acerola (Riaz et al., 2020; Santos et al., 2022)

A PVA desempenha uma funcao crucial sobre as propriedades de barreiras

dos filmes comestiveis pois, a partir da sua analise criteriosa, podemos inferir sobre a
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vida util dos produtos. A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes ativos gelatina
observou-se que tanto a incorporacdo de PHE quanto PE geraram mudangas
significativas (p < 0,05), onde houve a elevagédo da PVA de 2,44 para até 5,57 e 4,41
10°g.m".Pa’'s™, respectivamente (TABELA 20).

Este efeito pode ser explicado devido os extratos PHE e PE interromperem a
estrutura ordenada do filme de gelatina, criando espagos vazios e canais para a
passagem da agua e levando a uma maior permeabilidade ao vapor de agua (Mir et
al., 2018). A incorporagao de extrato além de aumentar os espagos vazios nos filmes,
a natureza hidrofilica também impacta no aumento da permeabilidade, uma vez que
a adicao dos extratos aumenta a permeabilidade e a hidrofilicidade da superficie dos
filmes (Kanmani; Rhim, 2014).

6.3.2.3 Propriedades Opticas

Com relagdo a mudanca de coloracao ao incorporar PHE e PH nos filmes de
gelatina, é possivel observar efeitos significativos (p < 0,05) para os parametros
estudados, principalmente para os filmes com a adi¢cdo de 6% de extratos da casca
de pinhao e propolis (TABELA 21).

TABELA 21 — RESULTADOS DOS PARAMETROS DE COR E OPACIDADE DOS FILMES ATIVOS A
BASE DE GELATINA COM ADICAO DE EXTRATOS DA CASCA DE PINHAO (PHE) E PROPOLIS
(PE) EM DIFERENTES CONCENTRACOES

Filmes L* a* b* Opacidade (AU.mm™")
PHE
GF 64,872+£1,73 10,92¢+0,89 30,99b+1,31 2,202+0,21
GF2pHE 63,092+£1,92 11,92¢+0,91 33,14b+2 74 1,773+£0,21
GF4pHE 58,01°+0,94 14,38°+0,45 36,952+0,80 1,782+0,23
GFepHE 54,20¢+0,74 16,782+1,27 39,892+2 24 1,872+0,09
PE
GF 64,872+1,73 10,92°+0,89 30,99¢+1,31 2,202+0,21
GF2pe 65,002+1,08 10,69°+0,64 35,14+1,09 2,06%+0,07
GF4pe 63,322+1,45 11,59°+0,89 38,0820+1,79 2,422+0,14
GFepe 60,39°+1,16 13,022+0,61 40,632+2,63 2,172£0,13

GF - Filme comestivel gelatina; GFzprHe - Filme comestivel gelatina incorporado com 2% PHE; GF4pHe -
Filme comestivel gelatina incorporado com 4% PHE; GFerHEe - Filme comestivel gelatina incorporado
com 6% PHE; GFzpre - Filme comestivel gelatina incorporado com 2% PE; GFspe - Filme comestivel

gelatina incorporado com 4% PE; GFere - Filme comestivel gelatina incorporado com 6% PE.

PHE - Extrato de casca de pinhao; PE - Extrato de prépolis.

Média + desvio padrao.

As diferentes letras sobrescritas na coluna para cada tipo de filme indicam diferengas significativas (p
< 0,05) pelo teste de Tukey.

FONTE: Autor (2024).
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Com relagao ao parametro L*, ha uma relagao inversamente proporcional com
a concentragao de extratos, o que indica uma diminuigao da luminosidade dos filmes
controle. Este efeito é gerado pela presenga de pigmentos (compostos fendlicos) nos
extratos adicionados. Segundo Mir et al. (2018), os compostos fendlicos levam a
varios tipos de interacdo com os biopolimeros e exibem uma variagdo na sua
propriedade de cor. Neste sentido, Talon et al. (2017) identificaram filmes mais
escuros ao incorporar extrato de tomilho em matrizes poliméricas a base de quitosana
e amido e, conforme estes autores, os polifendis sao os principais componentes
responsaveis por este efeito.

Ja para os valores encontrados para o parametro a* variaram de 10,92 (GF)
a 16,78 (6% de PHE) e 13,02 (6% de PE), o que indicam uma coloragéo tendendo ao
vermelho correlacionada aos pigmentos majoritarios presentes na casca de pinhao e
na propolis. Para o parametro b*, houve uma variagéo de 30,99 (controle) a 39,89 (6%
de PHE) e 40,63 (6% de PE), o que indica uma coloragao tendendo ao amarelo. No
geral, a incorporagédo de extratos para ambos os parametros levou um aumento a
medida que a concentragao de extrato foi aumentada. Esses resultados corroboram
com os obtidos por Santos et al. (2022), que estudaram filmes de gelatina contendo
extrato hidroetandlico do residuo agroindustrial de acerola como aditivo. Os autores
observaram aumento dos parametros a* e b* nos filmes com adigao dos extratos em
relacédo ao filme de gelatina sem extrato.

Quanto a opacidade dos filmes, foi observada uma reducédo nos valores de
opacidade dos filmes com PHE, e oscilagdo nos valores dos filmes com PE. No
entanto, a adigdo dos extratos n&do apresentou efeito (p > 0,05) na opacidade dos

filmes de gelatina quando comparado ao tratamento GF.

6.3.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microestrutura de todos os filmes foi avaliada através da microscopia
eletrénica de varredura (MEV). De acordo com as micrografias (FIGURA 28), todos os
filmes mostraram boa homogeneidade. Esta pode ser devido ao emaranhamento e
interagbes intermoleculares entre a gelatina e os extratos, resultando em uma boa
interacao intermolecular na matriz dos filmes (Rasid et al., 2018).

A incorporagéao dos extratos PHE e PE provocaram modificagdes na estrutura

dos filmes de gelatina, como pode ser observado na FIGURA 28. N&o foram
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observados microporos ou fraturas nos filmes, no entanto as formulagées com a
adicdo dos extratos aos filmes foram observadas a presenga de ranhuras (GF2prHE),
bem como aumento na rugosidade da superficie dos filmes, quando comparadas ao
filme base (GF).

FIGURA 28 — IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRON!CA DE VARREDURA (MEV) (1000X) DA
SUPERFICIE DOS FILMES ATIVOS A BASE DE GELATINA

GF2PHE

GF - Filme comestivel gelatina; GF2prHe - Filme comestivel gelatina incorporado com 2% PHE; GF4pHe -
Filme comestivel gelatina incorporado com 4% PHE; GFeprHEe - Filme comestivel gelatina incorporado
com 6% PHE; GFzpe - Filme comestivel gelatina incorporado com 2% PE; GFspe - Filme comestivel

gelatina incorporado com 4% PE; GFepe - Filme comestivel gelatina incorporado com 6% PE.
FONTE: Autor (2024).

Esse aumento da rugosidade dos filmes com PHE e PE pode ser causado
pela interacdo dos extratos com a solugao filmogénica de gelatina (Barbosa et al.,
2022), possivelmente devido a formacado de novas ligagbes de hidrogénio entre
moléculas de fendlicos e cadeias de polimeros de gelatina (Yan et al., 2022). As
diferencas estruturais observadas nos filmes com adicédo dos extratos podem impactar
significativamente as caracteristicas do filme, como suas propriedades relacionadas a
agua, como o PVA e solubilidade (Bertolo et al., 2022). Estruturas semelhantes foram
encontradas por outros autores (Alexandre et al., 2016; Bertolo et al., 2022; Reyes;
Landgraf; Sobral, 2021; Riahi et al., 2021).
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6.3.2.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros para os filmes de gelatina desenvolvidos com adicdo dos
extratos PHE e PE sao apresentados na FIGURA 29. Para os filmes a base de
gelatina, foi identificado um pico na faixa de 3291 cm', onde estéo correlacionados
com o grupo -OH caracteristico das ligacdes de hidrogénio (Daudt et al., 2016; Du et
al., 2022).

A adicao dos extratos de pinhao e de prépolis causou aumento e diminui¢cao
na intensidade de pico do filme a base de gelatina, respectivamente. A presencga de
compostos polares e complexos no extrato de propolis, incluindo flavonoides, acidos
fendlicos, terpenos, cumarinas, esteroides, aminoacidos e elementos minerais, podem
ser o0s principais responsaveis por alterar as interagdes com gelatina e glicerol
(principalmente por ligagao de hidrogénio) (Xu et al., 2019). Enquanto o alongamento
C-O-C ocorre em 1620 cm™! e a flexdo C-H é exibida em 1460 cm™' (Pinto et al., 2015).

FIGURA 29 — ESPECTROS DE ATR-FTIR DOS FILMES ATIVOS A BASE DE GELATINA COM
ADIGCAO DE DIFERENTES CONCENTRAGOES DE EXTRATOS DE PHE E PE
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GF - Filme comestivel gelatina; GF2prHEe - Filme comestivel gelatina incorporado com 2% PHE; GFapHe -
Filme comestivel gelatina incorporado com 4% PHE; GFeprHEe - Filme comestivel gelatina incorporado
com 6% PHE; GFzpre - Filme comestivel gelatina incorporado com 2% PE; GFspe - Filme comestivel

gelatina incorporado com 4% PE; GFepe - Filme comestivel gelatina incorporado com 6% PE.
FONTE: Autor (2024).



190

Os picos em 1634 cm' (indicam a vibragdo amida-I do grupo C=0 associado
a COO na estrutura), 1540 cm-' (a vibragdo amida-Il devido a flexdo N-H e C-
estiramento N), 1403 (vibragbes de flexdo de estiramento O-H), 1230 cm-" (vibragdo
de amida-lll que representa vibragbes no plano dos grupos C-N e N-H da amida
ligada), 1110 e 1056 cm™ sdo C- Vibragbes de alongamento OH e C-O,
respectivamente (Dai et al., 2023; Khoshkalampour; Ghorbani; Ghasempour, 2023;
Riahi et al., 2021; Song et al., 2023). Para o pico em 1056 cm™' também se destaca,
onde o filme GF apresentou maior intensidade. Isso significa a interagdo entre o
plastificante (grupos OH do glicerol) e a estrutura da gelatina (Nurul Syahida et al.,
2020). Resultados semelhantes foram relatados para filmes de gelatina contendo
aditivos (Haghighi et al., 2021; Shankar; Wang; Rhim, 2019; Tavassoli et al., 2021).

6.3.2.6 Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos filmes ativos

A adigao do extrato PHE teve um efeito significativo (p < 0,05) no conteudo de
fendlicos totais (CFT) e na atividade antioxidante dos filmes de gelatina. Observou-
se uma reducgao nos valores desses ensaios quando comparados ao filme base (GF).
Os testes de compostos fendlicos e capacidade antioxidante realizados utilizando
DPPH* e FRAP também mostraram a mesma tendéncia para as amostras dos filmes
com extrato PHE (FIGURA 30).

O conteudo de compostos fendlicos totais nos filmes PHE apresentou
diferenca significativa, com valores de CFT entre 1,38 e 1,92 mg EAG.g"! de filme,
inferiores em 19,91% a 41,71% em comparagao com o filme controle (GF), que
apresentou um valor de CFT de 2,37 mg EAG.g™" de filme (FIGURA 30A). Além disso,
os filmes com PHE mostraram valores de atividade antioxidante em relagdo ao
sequestro do radical DPPH" entre 3,19 e 4,51 umol ET.g"" de filme, inferiores em
22,41% a 45,16% em comparagao com o filme controle (GF), que apresentou um valor
de DPPH* de 5,81 umol ET.g" de filme. Quanto ao FRAP, foram obtidos valores entre
3,62 e 5,42 ymol ET.g™! de filme, inferiores entre 7,31% e 38,15% em comparagdo
com o filme GF (5,85 ymol ET.g" de filme) (FIGURAS 30B e 30C).
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FIGURA 30 — TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT) (A), ATIVIDADE DE
SEQUESTRO DO RADICAL DPPH* (B) E FRAP (C) OBTIDOS PARA OS FILMES ATIVOS A BASE
DE GELATINA COM ADIGAO DE EXTRATOS DA CASCA DE PINHAO (PHE) E PROPOLIS (PE) EM
DIFERENTES CONCENTRAGCOES
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Valores médios * desvio padréao.
PHE - Extrato de casca de pinhao; PE - Extrato de prépolis.
As diferentes letras minusculas (comparagéao entre filmes incorporados com diferentes concentracdes
de PHE) indicam diferengas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey;
Diferentes letras maiusculas (comparacao entre filmes incorporados com diferentes concentracdes de
PE) indicam diferencgas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
FONTE: Autor (2024).

Essa redugao no conteudo de fendlicos e na atividade antioxidante dos filmes
com adigao de PHE pode indicar que alguns compostos presentes no extrato podem
estar envolvidos em interacbes com a matriz de gelatina, conforme relatado por
Staroszczyk et al. (2020). No caso do extrato PHE uma classe importante dos
fendlicos, como os taninos condensados, que, segundo Dorneles; Norefia (2020),
estdo presentes na casca de pinhdo em alto teor e podem ter complexado com as
proteinas de gelatina. Devido a essa possivel reacdo entre os compostos presentes
no PHE e a matriz, a adicdo do PHE nao conferiu a atividade antioxidante esperada
aos filmes de gelatina.

Quanto aos filmes incorporados com PE, foi observado o efeito contrario ao
observado para os fiimes PHE, sendo observada um incremento significativo (p <
0,05) no conteudo de compostos fendlicos e atividade antioxidante dos filmes. Para

os testes de compostos fendlicos e capacidade antioxidante realizados utilizando
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DPPH' e FRAP mostraram a mesma tendéncia para as amostras: 6% de extrato > 4%
de extrato > 2% de extrato = Controle (sem extrato) (FIGURA 30B e 30C).

Foram observados valores de CFT variando de 2,43 a 4,38 mg EAG.g" de
filme, resultado superior em até 84,98% (GFspe) em comparacao ao filme controle. Da
mesma forma os filmes com PE apresentaram maior potencial antioxidante,
resultando em um incremento de até 83,09% e 57,03% (filme GFspe), na capacidade
antioxidante em relacdo ao sequestro do radical DPPH" e FRAP, respectivamente. A
maior atividade antioxidante dos filmes com PE pode ser devido a presenca e
diversidade de compostos fendlicos no extrato de propolis (Capitulo 3). Essa atividade
antioxidante pode ser decorrente do fato de que o anel fendlico que pode deslocalizar
elétrons desemparelhados e doar hidrogénio dos grupos das hidroxilas fendlicas,
eliminando assim os radicais livres formando grupos fenoxi (Adilah; Jamilah; Nur
Hanani, 2018; Yan et al., 2022). Na literatura sao relatados comportamentos similares,
de incremento no conteudo e compostos fendlicos e atividade antioxidante, como o
estudo realizado por Adilah; Jamilah; Nur Hanani (2018) em filmes a base de proteina
isolada de soja e gelatina de peixe com diferentes concentragdes de extrato de carogo
de manga, e em estudo realizado por Chaari et al. (2022) em filmes a base de gelatina-

alginato de sodio contendo extrato de casca de beterraba.

6.3.2.7 Testes de migracao

Uma propriedade de suma importdncia em materiais utilizados como
embalagens ativas € a capacidade de liberar os compostos ativos nos alimentos
(Adilah; Jamilah; Nur Hanani, 2018; Salevi¢-Jeli¢ et al., 2023). Dessa forma, foi
realizado um teste para avaliar o potencial de migragao dos compostos fendlicos nos
filmes de gelatina com PHE e PE. Os testes foram conduzidos utilizando meios
simulados, incluindo agua destilada e solu¢ado aquosa de etanol 95% (v/v) durante 7
dias, respectivamente.

Os filmes apresentaram maior liberagdo de compostos ativos em agua quando
comparados ao etanol. A migragcao dos compostos em agua nos filmes adicionados
de PHE apresentou diferenga significativa (p < 0,05), enquanto os filmes com PE né&o
apresentaram diferenga significativa entre as diferentes concentragbes estudadas (p

> 0,05), diferindo apenas do filme controle (p < 0,05). Os filmes GFspHe € GF2%pe foram
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aqueles que apresentaram maiores valores de migracdo em agua, com 402,23 e
164,35 mg de EAG.kg™" de simulante de alimento, respectivamente (FIGURA 31A).
Quanto a migracéo em etanol 95%, foi detectada uma menor quantidade de
compostos fendlicos no simulante de alimentos gordurosos, o que permite afirmar que
os compostos presentes no PHE e PE apresentaram maior afinidade com a matriz do
que com o meio simulante utilizado, resultando em menor solubilidade e difusdo dos
fendlicos (FIGURA 31B). No entanto, os filmes incorporados com PE apresentaram
maiores taxas de migragao em etanol do que os filmes com PHE. De modo geral, os
filmes com 6% de PHE e 6% de PE foram aqueles que apresentaram as maiores taxas
de migragdo em etanol 95%, com valores de 25,28 e 83,07 mg de EAG.kg™" de

simulante de alimento, respectivamente.

FIGURA 31 — TESTE DE MIGRACAO EM AGUA (A) E ALCOOL (B) OBTIDOS PARA OS FILMES
ATIVOS A BASE DE GELATINA COM ADIGCAO DE EXTRATOS DA CASCA DE PINHAO (PHE) E
PROPOLIS (PE) EM DIFERENTES CONCENTRACOES
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Valores médios * desvio padrao.
PHE - Extrato de casca de pinhdo; PE - Extrato de prépolis.
As diferentes letras minusculas (comparagéao entre filmes incorporados com diferentes concentragdes
de PHE) indicam diferengas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey;
Diferentes letras maiusculas (comparagéao entre filmes incorporados com diferentes concentragdes de
PE) indicam diferencgas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey.
FONTE: Autor (2024).

A maior taxa de migragdo de compostos fendlicos em meio aquoso em
comparagao com o meio gorduroso (etanol), & corroborado em estudos realizados por
Adilah; Jamilah; Nur Hanani (2018), em filmes a base de proteina isolada de soja e
gelatina de peixe com diferentes concentragdes de extrato de carogo de manga; por
Maryam Adilah et al. (2022), em filmes de nanocompdsitos de gelatina/éxido de
grafeno/dleo de casca de canela usando acido ferulico, e por Salevi¢-deli¢ et al.

(2023), em filmes a base de gelatina e zeina incorporando extrato de salvia.
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A maior taxa de liberacdo de polifendis em agua pode ser explicada pela
diferenca na afinidade e suscetibilidade dos filmes em relagdo a meios com diferentes
polaridades. Essa diferenca é influenciada tanto pela polaridade do composto
migrante quanto do meio, afetando a migracdo do composto ativo para o meio e
resultando em distintas taxas de relaxamento das matrizes. Essa dinamica leva a uma
rapida difusao e penetragdo da agua na estrutura do filme (devido a hidrofilicidade da
gelatina) e a hidrdlise do filme (Adilah; Jamilah; Nur Hanani, 2018; Maryam Adilah et
al., 2022; Salevic¢-Jeli¢ et al., 2023), acelerando a liberagdo de compostos ativos no
meio aquoso.

De modo geral, considerando os valores de CFT e atividade antioxidante,
além dos resultados obtidos no teste de migragéo de compostos dos filmes de gelatina
incorporados com PHE e PE, as formulacdes GFespHE € GFspe demonstraram potencial
para aplicacdo em alimentos. Portanto, essas formulagcdes foram selecionadas para
avaliar a eficacia dos filmes na inibigdo da oxidacdo lipidica e proteica de

hamburgueres bovinos frescos armazenados em refrigeragao.

6.3.2.8 Degradabilidade em solo

Todos os filmes apresentaram boa degradabilidade no solo, sendo observada
a evolugao da biodesintegracdo dos filmes ativos de gelatina ao longo do tempo
(FIGURA 32). Pdde-se observar que, a partir do 10° dia de estocagem no solo, o filme
controle (GF) apresentou degradagdo quase total. E importante ressaltar que a
incorporagao dos extratos PHE e PE nos filmes de gelatina n&o reduziu a taxa de
desintegracdo, uma vez que todas as formulagbes com extratos, exceto a GFepe
demostraram elevada degradacgao dos filmes no 30° dia.

Avaliando a FIGURA 32, é possivel afirmar que todos os filmes desenvolvidos
neste estudo foram 100% biodegradaveis. Isso se deve ao fato de que um material é
considerado biodegradavel quando sofre uma degradacao biolégica de pelo menos
90% em um periodo inferior a 180 dias (Alves-Silva; Romani; Martins, 2022). Estudos
anteriores demonstraram que a incorporacdo de extratos de salvia em filmes de
gelatina e zeina, bem como a adigdo de manga e abacaxi em filmes comestiveis a
base de amido de milho e gelatina resultaram em degradacdo em 25 e 15 dias,

respectivamente (Salevic¢-Jeli¢ et al., 2023; Susmitha et al., 2021).
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FIGURA 32 — APARENCIA VISUAL DOS FILMES ATIVOS A BASE DE GELATINA RECUPERADOS
EM DIFERENTES TEMPOS DE COMPOSTAGEM
0 DIA 5 DIAS 10 DIAS 15 DIAS 30 DIAS 45 DIAS

iz EpapsausEEnEETGy REB R HERE

GF - Filme comestivel gelatina; GF2pHE - Filme comestivel gelatina incorporado com 2% PHE; GFspHE -
Filme comestivel gelatina incorporado com 4% PHE; GFerre - Filme comestivel gelatina incorporado
com 6% PHE; GFzpre - Filme comestivel gelatina incorporado com 2% PE; GFspe - Filme comestivel

gelatina incorporado com 4% PE; GFepe - Filme comestivel gelatina incorporado com 6% PE.
FONTE: Autor (2024).

Do ponto de vista ambiental, a biodegradabilidade é¢ uma propriedade
relevante no desenvolvimento de materiais de embalagens de base biologica em
comparagao com plasticos de origem féssil. Os processos bioldgicos de degradagao
mais importantes para os biopolimeros sdao as reagdes de hidrélise, que sao
catalisadas por enzimas extracelulares produzidas por microrganismos (incluindo

bactérias, fungos e protozoarios, entre outros) que podem reproduzir condigcbes
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naturais e atuar sinergicamente durante a degradagéo (Florentino et al., 2022; Sutay
Kocabas et al., 2021).

Esses resultados confirmam que esses filmes sao biodegradaveis em
condigdes ambientais, sem a necessidade de produtos quimicos ou outros métodos
de degradacéao. Portanto, o curto tempo de desintegragao no solo ressalta o potencial
dos filmes de gelatina desenvolvidos, tornando-os altamente promissores como
materiais biodegradaveis ecologicamente corretos, representando uma alternativa

para substituir os polimeros sintéticos.

6.3.3 Aplicagdo dos filmes ativos para manutengdo da qualidade de hamburguer

bovino

6.3.3.1 Estabilidade da cor objetiva

Em relacdo a visdo geral dos hamburgueres bovinos revestidos e sua
aparéncia durante o armazenamento, notou-se que o0 armazenamento afetou
progressivamente a sua aparéncia (FIGURA 33). Essas alteragdes na aparéncia dos
hamburgueres bovinos revestidos foram avaliadas com base nos resultados de cor
objetiva (FIGURA 34). De acordo com os resultados, foi observado que houve efeito
significativo do tratamento (filmes), tempo de armazenamento e da interagc&o entre os
fatores (p < 0,05) para os parametros de cor.

Para o parametro de luminosidade (L*), foi observada diferenga significativa
apenas entre os tratamentos (filmes). As amostras com PVC apresentaram aumento
nos valores de L*, possuindo os maiores valores em relagao aos demais tratamentos
(FIGURA 34A). Comportamento similar para L* foi relatado por Venkatachalam;
Lekjing (2020) em hamburgueres de carne suina revestidos com filme a base de
quitosana com 6leo essencial de cravo e nisina. Estes autores atribuem esse aumento
nos valores de L* pode ser atribuida provavelmente devido a oxidagao lipidica e

deterioragao microbiana.



197

FIGURA 33 — IMPACTO DE DIFERENTES TRATAMENTOS NA APARENCIA DE HAMBURGUERES
BOVINOS AO LONGO DE 12 DIAS DE ARMAZENAMENTO REFRIGERADO

TRATAMENTO TEMPO DE ARMAZENAMENTO (DIAS)
0 3 6 9 12
- . . .
o . . ‘
o . . .
o . . .

PVC - filme plastico PVC; GFgnr - filme comestivel de gelatina com BHT (200 ppm); GFeprHE - Filme
comestivel gelatina incorporado com 6% PHE; GFepre - Filme comestivel gelatina incorporado com 6%
PE.

FONTE: Autor (2024).

Com relagéao ao tom vermelho (a*), os valores de a* em todas as amostras de
hamburguer bovino diminuiram durante o armazenamento, e no 12° dia, a amostra
revestida com PVC apresentou o menor valor de a* (8,12) (FIGURA 34B). Todas as
amostras revestidas com filmes GF apresentaram valores de a* mais altos (p < 0,05)
do que as amostras de filmes de controle. De fato, o uso dos filmes com adi¢ao de
PHE e PE, bem como o filme base com adicao de BHT, resultaram em menores
valores de L* da carne durante todo o armazenamento, enquanto foram capazes de

preservar a cor vermelha das amostras durante o armazenamento até o 9° dia.
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FIGURA 26 — EFEITO DO FILME A BASE DE GELATINA COM EXTRATOS DA CASCA DE PINHAO
(PHE) E PROPOLIS (PE) EM DIFERENTES CONCENTRACOES NA ESTABILIDADE DA COR DE
HAMBURGUER BOVINO DURANTE O ARMAZENAMENTO REFRIGERADO (12 DIAS A4 = 1 °C)
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12,0 (D)
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AE
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Armazenamento refrigerado (Dias)
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Valores médios * desvio padrao.

Diferentes letras minusculas indicam diferengas significativas (p < 0,05) entre periodos de
armazenamento, diferentes letras maiusculas indicam diferencgas significativas (p < 0,05) entre
tratamentos pelo teste de Tukey.

PVC - filme plastico PVC; GFsnr - filme comestivel de gelatina com BHT (200 ppm); GFeprHE - Filme
comestivel gelatina incorporado com 6% PHE; GFepre - Filme comestivel gelatina incorporado com 6%
PE.

FONTE: Autor (2024).

A maior manutengao da cor vermelha das amostras pode estar associada ao
efeito protetor dos compostos fendlicos dos extratos PHE e PE sobre a mioglobina.
Uma vez que a perda da cor vermelha das amostras de hamburgueres bovinos
durante o armazenamento refrigerado esta associada a sintese de metamioglobina
através da degradacao da mioglobina e ao aumento da oxidagao dos hamburgueres
(Barbosa et al., 2022; Chaari et al., 2022). Comportamento similar no tom de vermelho
foram relatados por Liang et al. (2022) em amostras de hamburgueres embalados com
atmosfera modificada com alto teor de oxigénio, combinados com subprodutos do
processamento de alimentos vegetais, e por Chaari et al. (2022) em amostras de carne
moida crua embaladas com filmes ativos a base de gelatina-alginato de sodio
contendo extrato de casca de beterraba sob refrigeracao.

Com relacao a intensidade da cor amarela (b*) dos hamburgueres, houve
diferenga entre os tratamentos apenas no 3° dia (FIGURA 34C). Os valores de b* dos
hamburgueres apresentaram flutuacdo durante o armazenamento, apresentando
maiores valores para os filmes com PHE e PE, bem como o filme base com adi¢ao de
BHT no 9° dia, sendo que ao final do armazenamento o maior valor obtido para a
amostra PVC (16,02). De acordo com Santos et al. (2022), este aumento da variavel
b* pode ser associado com a oxidacéo lipidica durante o armazenamento do produto.

A diferenga colorimétrica total (AE) dos hamburgueres em relagéo ao inicio do

armazenamento foi afetada pelo tipo de filme e tempo de armazenamento, com efeito
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da interagdo (p < 0,05) (FIGURA 34D). Houve aumento nos valores de AE dos
hamburgueres ao longo do armazenamento, e as amostras apresentaram diferenca
significativa no 3° dia (p < 0,05), sendo a amostra GFspe aquela que apresentou menor
diferenca de cor em relacéo ao inicio do armazenamento.

Todas as amostras apresentaram valores de AE superiores a 2 a partir do 3°
dia. As amostras de PVC mostraram elevados valores de AE durante todo o
armazenamento. Os maiores valores de AE estdo associados ao desenvolvimento de
rancidez e a oxidacdo de heme-proteinas, que resultam na deterioragcdo da cor da
carne durante o armazenamento, o que tem um efeito importante na aceitabilidade do
consumidor (Dominguez et al., 2019). Os resultados obtidos neste estudo sao
corroborados por Santos et al. (2022), que constataram menores alteragdes nos
atributos de cor (AE) em amostras de hamburgueres bovinos revestidos com filme de
gelatina incorporados com extrato de Malpighia emarginata quando comparadas ao

filme de gelatina durante o armazenamento congelado

6.3.3.2 Estabilidade da oxidacéo lipidica e proteica

Foi observado que o revestimento das amostras de hamburgueres bovinos
com filmes ativos a base de gelatina influenciou nos indices de oxidacgéao lipidica e
proteica durante o armazenamento refrigerado (FIGURA 35). Foi observado efeito
significativo do tipo de filme, do armazenamento e da interagdo entre os fatores (p <
0,05) para os parametros os parametros oxidativos de indice de peréxido (IP), TBARS
e compostos carbonilicos totais (CCT).

Os valores de IP dos hamburgueres revestidos com PVC apresentaram
maiores valores, atingindo o pico na geracdo de peroxidos no 9° dia de
armazenamento. Para as amostras de hamburguer revestidas com os filmes ativos,
foram observadas variacbes nos valores de IP durante o armazenamento,
provavelmente devido a instabilidade dos hidroperéxidos. Os filmes GFepHe € GFepE
foram capazes de promover a manutencao das amostras, apresentando valores de IP
de 1,22 e 1,45 meq.02.kg™" até o 9° dia, atingindo o pico na geragéo de IP no 12° dia,
com valores de 1,59 e 1,59 meq.02.kg™", respectivamente, indicando menor rancidez

oxidativa nos hamburgueres embalados (FIGURA 35A).
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FIGURA 35 — RESULTADOS DOS iNDIQES DE PEROXIDOS (IP), TBARS E COMPOSTOS
CARBONILICOS TOTAIS (CCT) DE HAMBURGUERES BOVINOS EMBALADOS REFRIGERADOS
DURANTE O ARMAZENAMENTO REFRIGERADO (12 DIAS A4 £ 1 °C)
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Diferentes letras minusculas indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre periodos de
armazenamento, diferentes letras maiusculas indicam diferencgas significativas (p < 0,05) entre

tratamentos pelo teste de Tukey.

PVC - filme plastico PVC; GFsnr - filme comestivel de gelatina com BHT (200 ppm); GFeprHE - Filme
comestivel gelatina incorporado com 6% PHE; GFepre - Filme comestivel gelatina incorporado com 6%

PE.
FONTE: Autor (2024).
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A taxa de auto-oxidacao dos lipidios presentes nas carnes e produtos carneos
€ influenciada pelo grau de hidrolise, a presencga de antioxidantes e a disponibilidade
de oxigénio, que sao os trés principais fatores que afetam a geragéo de compostos
originados da oxidacao lipidica (Khah et al.,, 2021). Os hidroperoxidos que s&o
considerados os primeiros produtos da oxidagcao, sdo inodoros € nao contribuem com
nenhum aroma (Gomez-Estaca et al., 2014). O fato de as amostras revestidas com
os filmes ativos GFerHe € GFspe terem apresentado menores valores de IP que a
amostra controle (PVC) pode ser atribuido a diminuicdo da hidrolise como resultado
da atividade antioxidante dos extratos PHE e PE, além de menor acesso ao oxigénio.
Os produtos primarios da oxidagao, como os hidroperoxidos, sdo formados quando o
oxigénio molecular e os acidos graxos insaturados sdo combinados na presencga de
um catalisador, como ferro, luz ou calor, durante o estagio inicial (Gémez-Estaca et
al., 2014). Como foi observado, os filmes apresentaram capacidade de eliminagéo dos
radicais livres e a capacidade de quelar metais, como o ion ferro (FRAP do PHE =
5,42+0,28 umol ET.g" filme; PE = 9,1840,27 umol ET.g"' filme), resultando na
formagdo de complexos estaveis com os ions heme e n&do heme, o que inibiu a
oxidacéo lipidica.

Estudos na literatura corroboram o comportamento obtido nesta pesquisa.
Khah et al. (2021) verificaram menores valores de |IP para amostras de filé de frango
tratadas com filmes emulsionados de pectina-gelatina contendo azeite de oliva virgem,
oleo de semente de uva e 6leo essencial Savory, em relagdo a amostra controle
durante o armazenamento refrigerado. Jonaidi Jafari et al. (2018) relataram que baixos
valores de IP em filé de frango refrigerado revestido com quitosana incorporada com
extrato etandlico de prépolis, enquanto Chaari et al. (2022) relatam menores indices
de perdoxido em carne moida crua refrigerada em que amostras revestidas com filmes
ativos a base de gelatina-alginato de sodio contendo extrato de casca de beterraba.

As amostras de hamburgueres foram submetidas a quantificacdo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Verificou-se o efeito do tipo de
filme, do tempo de armazenamento e da interagao entre os fatores (p < 0,05). Durante
o0 armazenamento dos hamburgueres, foi observado o aumento de TBARS a partir do
3° dia para todas as amostras, sendo observada diferenca significativa entre os
tratamentos (FIGURA 35B).

Além disso, os tratamentos apresentaram valores significativamente menores

de TBARS em comparagcdo com o grupo controle (p < 0,05). As amostras de PVC
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exibiram uma variagao de 0,25 a 0,56 mg MDA .kg-! de amostra, enquanto as amostras
GFesrHE € GFepE registraram valores maximos de TBARS de 0,32 e 0,28 mg MDA kg’
ao longo dos 12 dias de armazenamento refrigerado. Os filmes GFepHe € GFepe foram
capazes de inibir a formagéao de malonaldeido, com geragédo menor deste composto
em comparagédo com o filme de PVC, reduzindo os valores de TBARS em 42,86% e
50%, respectivamente. Esses valores foram levemente superiores aos obtidos pelo
filme base incorporado com BHT, que foi capaz de reduzir em 41,07% a geragéo de
MDA.

Assim como o IP, as substancias reativas ao &acido tiobarbiturico séo
compostos resultantes da decomposi¢ao dos hidroperoxidos, que leva a formagao de
uma ampla gama de compostos, incluindo o malonaldeido, um dos aldeidos mais
importantes gerados durante a oxidagao lipidica secundaria de acidos graxos poli-
insaturados, que em pequenas quantidades produz aromas rangosos (Dominguez et
al., 2019; Khah et al., 2021).

Comportamento similar para TBARS foi relatado na literatura em
hamburgueres de cordeiro revestidos com filme ativo de amido-gelatina contendo
extratos de Syzygium cumini e Origanum vulgare ao final do armazenamento sob
congelamento (Barbosa et al., 2022), em carne moida crua refrigerada, em que
amostras revestidas com filmes ativos a base de gelatina-alginato de sédio contendo
extrato de casca de beterraba (Chaari et al., 2022), e em hamburgueres bovinos
revestidos com filmes de gelatina incorporados com extrato do residuo de Malpighia
emarginata durante o armazenamento congelado (Santos et al., 2022).

Além do efeito antioxidante dos filmes sobre a oxidagao lipidica, foi avaliada
ainda a acao dos filmes ativos de gelatina contra a oxidagao proteica, avaliada através
da determinacado dos compostos carbonilicos totais (CCT), e o resultado encontra-se
disposto na FIGURA 35C. Assim como observado para a oxidacéo lipidica, para o
conteudo de compostos carbonilicos foi observado efeito significativo do tratamento,
tempo de armazenamento e a interacdo entre os fatores sobre a oxidagdo das
proteinas (p < 0,05).

Foi observada flutuacao no conteudo de CCT durante o armazenamento dos
hamburgueres. As amostras revestidas com filme comercial (PVC) apresentaram
concentragcdo de CCT variando de 2,41 (dia 0) a 3,66 (dia 12) durante o
armazenamento refrigerado, sendo a amostra que apresentou maiores valores de

oxidagdo. As amostras revestidas com os fiimes GFspHE € GF6pe apresentaram
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menores valores de compostos carbonilicos (2,25 e 2,79 nmoles de carbonila.mg de
proteina™) ao final do armazenamento quando comparadas com a amostra PVC (3,66
nmoles de carbonila.mg de proteina'), mostrando o potencial efeito antioxidante dos
extratos adicionados, onde os compostos fendlicos com grupos hidroxila livres
impedem a oxidag&o adicional de grupos sulfidrila de proteinas, reduzindo assim a
oxidagao das proteinas (Ansarian et al., 2022). Estes filmes foram capazes de reduzir
ageragcaode CCT em 38,52% e 23,77%, respectivamente, na producéo de compostos
carbonilicos, comparado a amostra PVC no final do armazenamento. Resultado
similar ao obtido para o filme base adicionado de BHT, que foi capaz de reduzir a
geracao de CCT em 33,88%.

A oxidacdo proteica nas amostras de hamburgueres bovinos pode ser
influenciada pela presenga de compostos de oxidacdo lipidica quando os
hidroperoxidos sdo decompostos para a formacao de uma ampla gama de compostos
carbonilicos e outras substancias (aldeidos), que oxidam facilmente constituintes de
proteinas (Khah et al., 2021; Santana Neto et al., 2021). Dentre as principais
consequéncias da oxidagao proteica em carnes e derivados consiste na destruicdo de
proteinas como a mioglobina e proteinas miofibrilares, diminuindo a qualidade e o
valor nutricional da carne. O aumento no conteudo de compostos carbonilicos na
carne indica a oxidacao das cadeias laterais de alguns aminoacidos, como residuos
de arginina, lisina, treonina e prolina, aminoacidos essenciais, diminuindo a qualidade
e reduzindo a digestibilidade das proteinas presentes na carne (Ansarian et al., 2022,;
Santos et al., 2022).

Estudos utilizando filmes ativos contendo extratos para inibir/diminuir a taxa
de oxidagao de lipidios e proteinas tém sido relatados na literatura. Santos et al. (2022)
relataram valores mais baixos para compostos carbonilicos totais em hamburgueres
bovinos revestidos com filmes de gelatina incorporados com extrato do residuo de
Malpighia emarginata durante o armazenamento congelado durante 60 dias de
armazenamento, bem como Ansarian et al. (2022), que relaram menores teores de
compostos carbonilicos em carne de camelo picada embalada com filmes de goma
de semente de manjericdo a base de nanoemulsdo contendo resveratrol e oOleo

essencial de cravo durante 20 dias de armazenamento a 4 °C.
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6.4 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos, foi possivel afirmar que os extratos PHE
e PE apresentam alto teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante. A adi¢cao
dos extratos nos filmes de gelatina reforcados com p6 da casca de pinhao influenciou
nas propriedades mecanicas, que apresentaram valores proximos a de embalagens
de alimentos, como o LDPE. A incorporagao dos extratos, promoveram alteragdes na
PVA, solubilidade, bem como microestruturais dos filmes. Os filmes mostraram
relevantes teores de compostos fendlicos e atividade antioxidante, com migracao
preferencial dos polifendis para o simulante aquoso. A biodegradagédo em solo dos
filmes também foi influenciada pelos extratos, com elevada degradagao apoés 30 dias
de compostagem.

Quanto ao uso dos filmes como embalagens ativas, os resultados deste
estudo mostraram que a aplicagéo de filme a base de gelatina enriquecido com PHE
e PE para hamburgueres bovinos, foram capazes de manter/ estabilizar a coloragao
das amostras em relagédo ao inicio do armazenamento, quando comparados com o
controle. Revelaram maior potencial para retardar a oxidagao lipidica e proteica,
prolongando assim a vida util dos hamburgueres. Esses efeitos s&o causados
principalmente pelos compostos antioxidantes presentes nos filmes de gelatina
incorporados com PHE e PE. Os filmes recém-desenvolvidos podem eventualmente
ser utilizados para embalagens em carne e produtos carneos, uma vez que Sao

alternativas ecologicamente corretas e econémicas aos filmes plasticos padrao.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A casca do pinhdo é uma fonte sustentavel de antioxidantes naturais e
compostos fendlicos, cujo processo de extragao influenciou positivamente o teor de
compostos bioativos e a atividade antioxidante. As condi¢des otimizadas de extracao
resultaram em um extrato com valores superiores aos previstos, demonstrando a
eficacia da metodologia utilizada. Isso torna a utilizagao do extrato da casca de pinhao,
na industria de alimentos, promissora.

Quanto aos extratos de proépolis, os resultados indicam que ambos os
métodos de extragao (sonicagéo no final do processo e uso do desruptor de células)
foram eficientes e demonstraram alto potencial antioxidante. O método de sonicacao
mostrou-se efetivo na extracdo dos compostos antioxidantes, possibilitando alto
rendimento no processo de retirada, enquanto o método com desruptor de células foi
0 mais indicado quando se busca economia no tempo de extragdo. Esses extratos
podem ser aplicados em alimentos e outros materiais, tanto diretamente nos produtos,
quanto na produgédo de embalagens ativas, mostrando-se uma importante fonte de
material bioativo.

No estudo sobre a casca de pinhao, como refor¢o em filmes a base de farinha
da améndoa de pinhao e gelatina, os resultados revelaram que a incorporagao do po6
da casca de pinhdo foi tdo eficiente quanto o polietiieno de baixa densidade em
relacdo as propriedades mecanicas. Portanto, esses filmes reforcados com casca de
pinhdo apresentam potencial para serem utilizados como embalagens comestiveis
biodegradaveis, contribuindo para a reducdo do acumulo de plasticos sintéticos no
meio ambiente.

Em relagdo aos filmes ativos a base de farinha da améndoa de pinhdo e a
base de gelatina com extratos PHE e PE, os mesmos mostraram propriedades
mecanicas préoximas aos filmes usados em embalagens de alimentos tradicionais. Os
resultados deste estudo indicam que os filmes ativos desenvolvidos, incorporados
com PHE e PE, podem ser utilizados como embalagens primarias para alimentos,
prolongando a vida util dos produtos através do controle das reagbes de oxidagéo
lipidica e proteica. Além disso, esses representam uma alternativa ecologicamente
correta e econdmica aos filmes plasticos tradicionais. No entanto, estudos adicionais
sd0 necessarios para avaliar o potencial desses filmes em relagdo as propriedades

microbiolégicas e sensoriais dos alimentos.
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Em resumo, este estudo contribuiu para o conhecimento sobre o potencial
antioxidante da casca de pinhdo e dos extratos de prépolis, bem como para o
desenvolvimento de filmes ativos com propriedades mecanicas e antioxidantes
relevantes para aplicagdes na industria de alimentos. As descobertas desta pesquisa
podem ter implicagbes significativas para a produgdo de embalagens mais
sustentaveis e eficazes na preservacado da qualidade dos alimentos, reduzindo assim

os impactos negativos no meio ambiente e na saude humana.

7.1 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Em estudos futuros, sugere-se a realizagdo de pesquisas que avaliem
atividades biologicas dos extratos de pinhdo e prépolis, como atividade anti-
hipertensiva, cicatrizante, hipocolesterolémica, imunomoduladora, antiulcerativa,
dentre outras. Além disso, também podem ser realizadas pesquisas que objetivem
analisar o efeito da aplicacao do filme a base de farinha da améndoa de pinhdo e a
base de gelatina com adi¢c&o dos extratos de pinh&o e prépolis frente aos parametros
microbioldgicos de produtos carneos durante o armazenamento, bem como
recomenda-se a avaliagdo da percepgao dos consumidores quanto a aparéncia,
textura, aroma, cor, dentre outros atributos dos produtos embalados com esses filmes

ao longo de sua vida de prateleira.
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