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Resumo

Os consumidores atuais, preocupando-se com 0 ambiente e a salde humana, preferem materiais
de embalagem bioldgicos. Estes, desenvolvidos através da investigacdo, devem substituir as
poliolefinas na indlstria de embalagens. O objetivo deste estudo foi desenvolver um filme de
embalagem alimentar baseado em proteina isolada de tremoco (PIT) com propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. Para otimizar a composi¢éo do filme, usou-se a metodologia de
superficie de resposta (MSR) e um design de mistura, sendo as variaveis independentes: % PIT,
(x1); % glicerol, (x2) e % de agua, (x3). Foram medidas 6 respostas: L (Y1), a (Y2), b (Y3); espessura
(Ya); forca de puncéo (Ys) e teor de humidade (Ys), originando 6 modelos polinomiais. Atraves de
otimizacdo numeérica, obteve-se a melhor composicéo: 8,98 % PIT, 6,88 % glicerol e 84.15 %
agua. A validacdo experimental revelou que Y2 e Ys, eram significativamente diferentes dos valores
previstos, sendo o filme mais fino e amarelado.

As atividades antioxidantes e antimicrobiana do filme otimizado foram seguidamente avaliadas e,
como o crescimento de Saccharomyces cerevisiae, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa ndo foi inibido, adicionou-se carvacrol a solu¢do formadora do filme repetindo-se os
testes de atividade antimicrobiana e antioxidante. As propriedades foram também avaliadas no
filme PIT, no filme com carvacrol (FCC) e nas solu¢ées com (SCC) e sem carvacrol (SSC). SCC
inibiu todos os microrganismos, enquanto o filme com carvacrol inibiu todos menos a
Pseudomonas aeruginosa. Os compostos fendlicos totais, flavonoides e capacidade antioxidante
do filme foram, respetivamente, 307.41 mg EAG/100 g PIT, 20.56 mg EQ/100 g PIT e 9.38 mmol
ET/100g PIT ndo se verificando diferencas significativas entre a SSC e o filme de PIT. Estes
valores aumentaram consideravelmente na SCC e no FCC.

Neste estudo foi possivel desenvolver um filme de embalagem de PIT, amarelo, com atividade
antioxidante relativamente baixa e sem atividade antimicrobiana, requerendo adi¢cdo de um agente

antimicrobiano que ira aumentar a sua atividade antioxidante.

Palavras-chave: Proteina isolada do tremoco, filmes biodegradaveis, metodologia de superficie

de resposta, propriedades fisico-mecéanicas, antioxidantes e antimicrobianas.



Abstract

Modern demanding consumers, concerned with the environment and human health, seek for
biobased packaging materials. These, developed by many researchers, should replace soon
polyolefin derivatives in the food packaging industry. The objective of this study was to develop
a lupin protein isolate (LPI) based food packaging film with anti-oxidant and anti-microbial
properties.

To optimize the film’s composition a Response Surface Methodology (RSM) was used along with
a mixture design, being the independent variables: % LPI, x1; % glycerol, xo and % water, Xs. Six
responses were measured: L (Y1), a (Y2), b (Y3); thickness (Y4); puncture strength (Ys) and moisture
content (Ys) originating six polynomial models. Through numerical optimization, the best film
composition was: 8.98 % LPI, 6.88 % glycerol and 84.15 % water. Experimental validation
revealed that Y2, and Y4, were significantly different from the predicted values, being the film
yellower and thinner.

The antioxidant and antimicrobial activities of the optimized film were next evaluated and, as no
growth inhibition was observed for Saccharomyces cerevisiae, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa, to the film-forming solution carvacrol was added and the anti-microbial
and anti-oxidant activity tests were repeated. LPI film, film with carvacrol and the film-forming
solutions with and without carvacrol, also underwent the same tests. Solution with carvacrol
inhibited all microorganisms, whereas in the film with carvacrol all but P. aeruginosa were
inhibited. LPI’s total phenolic compounds, flavonoids and antioxidant capacity were, respectively,
307.41mg GAE/100g LPI, 20.56 mg QE/100g LPI and 9.38 mmol TE/100g LPI, and no significant
differences were shown in solution without carvacrol and lupin film. These values increased
largely in solution and film with carvacrol.

This study proved that the development of a LPI packaging yellow film is possible, with a
relatively low antioxidant activity and no antimicrobial activity, requiring addition of an

antimicrobial agent that will also enhance its antioxidant activity.

Key-words: Lupin protein isolate, biodegradable films, response surface methodology, physical-

mechanical properties, and antimicrobial properties.
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1. Introducéo

1.1. Plasticos sintéticos

A industria de plasticos € muito importante em diferentes inddstrias, nomeadamente téxtil,
construcéo e alimentar (PlasticsEurope, 2015).

O termo “plastico” aplica-se a materiais que possuem capacidade de se moldarem, fundirem
ou serem usados como revestimento. Os plasticos sdo feitos a partir de polimeros sintéticos
com a adicdo de produtos quimicos (e.g.: aditivos, estabilizadores, corantes, entre outros),
sendo adquiridos através da polimerizacdo de mondémeros derivados do petréleo (Petersen et
al., 1999; Thompson et al., 2009).

Nos ultimos 20 anos, varios plasticos sintéticos como o polietileno (PE), polipropileno (PP),
poliestireno (PS), poliamida (PA), polietileno tereftalato (PET) e policloreto de vinilo (PVC)
tém vindo a ser produzidos e utilizados como embalagens por possuirem diversas vantagens,
tais como terem um baixo custo, serem leves (facilitando o seu transporte), moldaveis,
duraveis, oferecerem boa flexibilidade, transparéncia, terem resisténcia a corrosdo, terem
propriedades de isolamento térmico, possuirem boas propriedades mecanicas (e.g.: tensao,
resisténcia ao corte) e constituirem boas barreiras contra o oxigénio e o diéxido de carbono
(Siracusa et al., 2008; Thompson et al., 2009; Guzman et al., 2011; Malathi et al., 2014).

Na industria alimentar, o uso de embalagens é muito importante e tem como principais funcdes
proteger os alimentos contra riscos presentes no ambiente que o rodeia, que podem ser de varias
indoles: biolégicos, quimicos e fisicos, preservando a qualidade e seguranca dos alimentos
durante o seu armazenamento e contribuindo para o prolongamento do seu tempo de vida util
(Petersen et al., 1999; Marsh & Bugusu, 2007; Leceta et al., 2013).

Risco bioldgico: as embalagens conseguem fornecer barreiras contra varios microrganismos
(e.g.: bactérias, fungos e virus), insetos, roedores e outros animais, evitando o aparecimento de
doencas e a deterioracdo do alimento, enquanto controlam o seu amadurecimento e
envelhecimento. Estas barreiras existem para que ndo ocorra qualquer contato entre 0 meio
ambiente e o alimento, nem transmissdo de odores, existindo um equilibrio no meio interno da
embalagem.

Risco quimico: a protecdo quimica que as embalagens oferecem, diminui as alteracdes de

composicdo que possam ser influenciadas pelo meio ambiente (e.g.: gases, humidade ou luz).



Apesar de as embalagens de plastico possuirem vérias propriedades barreira, conseguem ser
mais permeéveis do que, por exemplo, as embalagens de vidro ou metal.

Risco fisico: a protecdo fisica esta relacionada com os danos mecanicos (como, por exemplo,
impactos e esmagamentos) que possam ocorrer durante o transporte/distribuicdo e o

manuseamento do produto.

1.2. Problemas causados pelos plasticos/embalagens sintéticas

Como os plésticos sintéticos sdo constituidos maioritariamente por poliolefinas, possuem uma
capacidade de degradacdo muito lenta, chegando a levar cerca de 1000 anos a degradar-se,
contribuindo para a emisséo de gases prejudiciais a todos os ecossistemas (Rosa et al., 2001;
Heap, 2009).

Desde o0s anos 50 que a producéo de plasticos aumentou, aproximada e globalmente, 10% todos
0s anos, sendo que, em 2009, este aumento passou de 0.5 a 260 milhdes de toneladas com mais
de 500 bilhGes de sacos de plastico distribuidos e menos de 3% a serem reciclados, todos 0s
anos (Heap, 2009).

Com um crescimento continuo ha mais de 50 anos, a producédo mundial de plasticos aumentou,
em 2013, para 299 milhdes de toneladas, enquanto em 2012, a producéo foi de 288 milhdes de
toneladas, ou seja, neste periodo ocorreu um aumento de, aproximadamente, 4%. Pelo
contrario, na Europa a producéo de plasticos estabilizou nos anos 2012 e 2013 (57 milhdes de
toneladas), apesar de, em 2007, a producao ter aumentado consideravelmente (65 milhGes de

toneladas) e em 2009 ter ocorrido um decréscimo para 55 milhdes de toneladas (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Evolucdo da producdo de plasticos entre 2002 a 2013 no Mundo A) e na Europa B)
(PlasticsEurope, 2015).

Em 2012, cerca de 25 milhdes de toneladas de residuos de plasticos usados foram para lixeiras.
Dos plasticos usados, 62% foram recuperados, dos quais 26% foram utilizados para processos
de reciclagem e os restantes 36% para processos de recuperacdo de energia. Por sua vez, 38%

do total de plasticos usados, foram depositados em aterros (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Tratamento dos plasticos apés o seu uso (PlasticsEurope, 2015).

Na Europa, o setor que mais necessita de plasticos é o de aplicaces em embalagens para
alimentos (figura 1.3), representando 39.6% da procura total; na construcdo civil ha uma
procura de 20.3%; os aparelhos domésticos, produtos de consumo, produtos médicos e moveis,
compreendem 21.7% do uso de plasticos; a industria automdvel compreende uma percentagem
de 8.5%; as aplicacdes elétricas e eletrénicas representam 5.6% da procura total de plasticos e,

por fim, as aplicacdes agricolas possuem uma quota de 4.3% (PlasticsEurope, 2015).
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Figura 1.3. Percentagem de uso de plasticos em diferentes setores (PlasticsEurope, 2015).

A industria do plastico, por estar muito dependente do petrdleo, pode sofrer repercussdes
econdmicas negativas no mercado quando o preco do petréleo aumenta (Siracusa et al., 2008;
Leceta et al., 2013).

Hoje em dia, o uso de plasticos derivados de poliofelinas deve ser limitado devido ao fato de
estes ndo serem totalmente reciclaveis e/ou biodegradaveis (Sorrentino et al., 2007). Muitas
embalagens podem conter restos de alimentos e, por isso, ndo se consegue fazer a sua
reciclagem, o que leva a que milhares de toneladas de plasticos sejam depositadas em aterros,
aumentando todos os anos o numero de residuos no meio ambiente. Dado muitas vezes
existirem problemas na reciclagem das embalagens e estas possuirem um tempo de vida curto,
a quantidade de residuos de embalagens é semelhante a quantidade de embalagens existente no
mercado (Leceta et al., 2013).



1.3. Polimeros biodegradaveis (biopolimeros)

As causas ambientais negativas, provenientes do uso excessivo de embalagens derivadas das
poliolefinas, aumentam cada vez mais a necessidade de se comegar a usar recursos renovaveis
(Garcia et al., 2004).

A grande alternativa provém do desenvolvimento de filmes de polimeros feitos a partir de
recursos renovaveis (e.g.: sub-produtos agricolas e de pesca), que tém um ciclo de vida mais
curto do que os recursos fosseis (e.g.: petr6leo). Estes podem ser obtidos através de: 1)
matérias-primas naturais (amido, celulose e proteina); 2) sintese quimica de monémeros bio-
derivados (polilactato); e 3) polimeros produzidos naturalmente por microrganismos
(polihidroxibutirato polihidroxivalerato) (Petersen et al., 1999; Brito et al., 2011) sendo,
normalmente, designados por biopolimeros.

A pesquisa sobre possiveis usos destes recursos para produzir polimeros biodegradaveis com
diversas propriedades, ira, ndo sd, fornecer valor economico como, também, diminuir a
poluicdo (Krochta & De Mulder-Johnson, 1997; Garcia et al., 2004).

Apesar de estes biopolimeros apresentarem grandes vantagens a nivel ambiental, tambem
podem melhorar a qualidade dos alimentos (Wihodo & Moraru, 2013) tanto a nivel das
propriedades organoléticas (e.g.: cor, textura, sabor, odor, entre outros) como funcionais,
através da introducdo de aditivos como antioxidantes (AOX), agentes anti-escurecimento,
intensificadores de textura, sabor, cor (Olivas & Barbosa-Canovas, 2005; Rojas-Gral et al.,
2009) e agentes antimicrobianos (Rubilar et al., 2013a,b; Wihodo & Moraru, 2013).
Relativamente a introducao de agentes antimicrobianos nos filmes, o principal objetivo € criar,
no interior da embalagem, um ambiente propicio ao atraso ou impedimento do crescimento de
microrganismos na superficie do produto, aumentando, assim, o tempo de prateleira dos
alimentos embalados (Wihodo & Moraru, 2013).

1.3.1. Biodegradacao

Devido a sua durabilidade, resisténcia a degradacdo e ao ataque de microrganismos, as
poliolefinas tendem a permanecer no meio ambiente por muito tempo apds 0 seu Uso e muitas
aves marinhas e mamiferos, morrem todos os anos por ingeri-los (Rosa et al., 2001; Guzman
et al., 2011). Nos altimos 10 anos, varios plasticos biodegradaveis tém sido introduzidos no
mercado embora, atualmente, o plastico biodegradavel represente apenas um pequeno

mercado, quando comparado com o mercado dos plasticos convencionais (Shah et al., 2008).



Para varios autores (e.g.: Nolan-1TU, 2002; Rudnik, 2008; Brito et al., 2011), a
"biodegradabilidade" dos plasticos depende ndo s6 das matérias-primas usadas, como, também,
da estrutura quimica do material e da constituicdo final do produto. De acordo com os diferentes
mecanismos de degradacdo, os polimeros podem ser considerados como: 1) Compostaveis; 2)
Fotobiodegradaveis; 3); Bioerodiveis; e 4) Biodegradaveis.

Compostaveis: a compostagem de residuos organicos € um dos métodos de reciclagem mais
antigo. Neste processo, a matéria organica € transformada em fertilizante orgéanico, acabando
por ser uma solucdo tanto a nivel ambiental como a nivel agricola, proporcionando o retorno
da matéria orgénica e nutrientes ao solo (Jahnel et al., 1999).

Fotobiodegradaveis: um pléastico fotobiodegradavel é um plastico capaz de se deteriorar com
a luz solar, tendo a capacidade de se decompor mais rapidamente que o plastico comum
(Giesse, 2003).

Bioerodiveis: varios polimeros degradam-se sem a acdo de microrganismos e podem estar
incluidos processos como a dissolugdo em agua, envelhecimento pelo calor ou envelhecimento
pela luz ultravioleta.

Biodegradaveis: a biodegradacdo é o tipo de degradacdo causada pela atividade bioldgica,
principalmente pela acdo enzimatica de varios microrganismos (bactérias, algas, fungos), que
visa romper ligacdes quimicas da cadeia principal do polimero, levando a mudancas na sua
estrutura quimica. Para que tal ocorra, € necessario que existam condicGes favoraveis para a
sobrevivéncia destes microrganismos (e.g.: temperatura, humidade, pH e disponibilidade de

oxigénio). A biodegradacdo pode ocorrer na presenca ou auséncia de oxigenio.

1.4, Embalagens ativas

As embalagens para alimentos tornaram-se muito importantes nos dias de hoje e, embora as
embalagens convencionais tenham contribuido bastante para a distribui¢do dos produtos, ja ndo
permitem uma resposta tdo adequada as necessidades dos consumidores, pelo fato de estes
darem preferéncia a produtos mais naturais e com menos conservantes (Soares et al., 2008).
Nesse sentido, comecaram-se a desenvolver novas tecnologias de embalagens, que tém como
objetivo aumentar o tempo de prateleira dos alimentos, mantendo a sua seguranca e qualidade
(Dainelli et al., 2008).

A embalagem ativa (EA) é um novo termo onde a embalagem, o produto e o meio ambiente
conseguem interagir e prolongar o tempo de prateleira ou até melhorar as propriedades do

produto (Suppakul et al., 2003). Em oposicao as embalagens sintéticas, as EA tém a capacidade



de alterar a composicdo e as caracteristicas sensoriais dos alimentos (Dobrucka &
Cierpiszewski, 2014). Também se pode referir a EA quando ha adi¢do de aditivos como AOX,
agentes antimicrobianos, &cidos organicos, enzimas, extratos naturais, ides, etanol, entre outros
(Dainelli et al., 2008; Dobrucka & Cierpiszewski, 2014). De acordo com varios autores (e.g.:
Brody et al., 2001; Suppakul et al., 2003; Dobrucka & Cierpiszewski, 2014), estas embalagens
possuem a capacidade de:

a) Eliminar o oxigénio,

b) Controlar a humidade,

c) Absorver/libertar odores e sabores,

d) Gerar/absorver didxido de carbono,

e) Eliminar/controlar o etileno,

f) Libertar agentes AOX,

g) Libertar agentes antimicrobianos.
Eliminacdo do oxigénio: o Oz é muito importante para 0s seres vivos mas também é
considerado como um dos fatores mais importantes na degradacdo dos alimentos. Através de
reacdes de oxidacdo, o O, pode alterar varios parametros de qualidade dos alimentos e bebidas,
tais como: o sabor, 0 odor e a cor e ainda promover: a descoloracdo dos pigmentos de frutas, a
destruicdo de varios nutrientes e o crescimento de varios microrganismos (e.g.: bactérias
aerobicas e bolores) (Brody et al., 2001; Suppakul et al., 2003; Kerry et al., 2006). As EA mais
usadas no mercado sdo as que conseguem remover o Oz do interior da embalagem. Os
eliminadores de O> agem rapidamente, eliminando grandes volumes deste gas e atuam
enquanto o eliminador estiver presente (Brody et al., 2001).
O O3 existente no interior da embalagem pode ser removido através: a) da selagem com
aplicacdo de vacuo, b) de gas inerte inserido na embalagem (N2, CO3); ¢) ou ambos, em que
mais de 90% do O e removido (Prasad & Kochhar, 2014). Para além desta tecnologia existem
quelantes de ferro, onde este promove a oxidacdo dos alimentos (Kerry et al., 2006).
Controlo de humidade: a perda de &gua nos alimentos frescos pode ocorrer através da
evaporacdo a partir do produto, seguida da infiltracdo atraves da embalagem, quando esta ndo
proporciona uma boa barreira contra o vapor de agua. Quando ocorre humidificacdo da
superficie do produto, os nutrientes sollveis existentes sdo dispersos na agua, podendo resultar
na sua perda e no crescimento de varios fungos (Brody et al., 2001). Existem diferentes
maneiras de se manter baixa a humidade relativa em torno dos alimentos, usando silicatos (e.g.:
gel de silica), 6xido de calcio e argilas naturais. Este controlo da humidade tem como principal

objetivo reduzir a condensagdo que ocorre no interior das embalagens, reduzindo, assim, o

8



crescimento de fungos na superficie dos alimentos e prolongando o tempo de prateleira (Brody
et al., 2001; Suppakul et al., 2003).

Absorcdo e libertacdo de odores: a adicdo de esséncias e odores pode aumentar a
desejabilidade do produto por parte do consumidor, quando a embalagem é aberta, tanto no
que respeita ao aroma como ao sabor. Estes sabores e aromas séo libertados lentamente no
produto embalado durante o armazenamento (Prasad & Kochhar, 2014) e a sua remog&o no
interior das embalagens, pode ser prejudicial visto poder remover componentes desejaveis do
alimento (Brody et al., 2001; Almenar et al., 2009). A principal fungdo da embalagem é impedir
que ocorra a perda de aromas ou sabores dos produtos, apesar de poderem existir pequenos
odores de deterioracdo, tais como compostos sulfurosos, resultantes da quebra de
proteina/aminoécido ou compostos de acetona (devido a oxidacédo de lipidos), que podem ser
formados durante o transporte do produto. Como esses odores ficam aprisionados, quando a
embalagem é aberta esses gases sao libertados e detetados pelo consumidor. Apesar de o carvdo
ter cor preta, pode libertar algum ou praticamente todo o odor absorvido anteriormente, sendo
considerdo o absorvente mais popular visto ser eficaz a um preco acessivel (Brody et al., 2001).
Absorcao e libertacdo de dioxido de carbono: o CO; impede ou atrasa o0 crescimento
microbiano quando presente em niveis elevados (60-80%), prolongando o tempo de vida dos
alimentos. Mas, apesar desta vantagem, os altos niveis de CO2 nos alimentos podem provocar
mudancas no seu sabor (Kerry et al., 2006). Embora o éxido de ferro absorva melhor o O3,
também consegue absorver o CO> (Brody et al., 2001).

Eliminacao/controlo de etileno: varios frutos e vegetais libertam etileno apds a sua colheita
(Terry et al., 2007; Prasad & Kochhar, 2014). Este gas promove e acelera o amadurecimento
dos frutos, degrada as clorofilas e leva a deterioracao das frutas e vegetais (Brody et al., 2001;
Smith et al., 2009). Um dos agentes eliminadores de etileno € o permanganato de potassio, que
faz a oxidagdo do etileno para CO2 (Abe & Watada, 1991); outro mecanismo € o uso de
materiais que absorvem o etileno como, por exemplo, o paladio (Smith et al., 2009).

Agentes AOX: a oxidacdo de lipidos é um dos mecanismos que levam a deterioracdo de
alimentos com elevado teor de lipidos, promovendo o crescimento de microrganismos. A
oxidacdo reduz o tempo de prateleira dos alimentos, devido a existéncia de alteracbes na
textura, sabor/odor, funcionalidade e qualidade nutricional.

Os AOX sdo adicionados aos alimentos, com o propdésito de retardar o inicio ou de reduzir a
taxa de oxidacdo do produto. Existem varios AOX sintéticos usados vulgarmente na industria
alimentar, mas o consumidor atual prefere AOX naturais, por serem mais seguros (Pereira et
al., 2010; Contini et al., 2011).



Agentes antimicrobianos: a contaminagdo microbiana é a principal razdo para a deterioragdo
dos alimentos (Quintavalla & Vicini, 2002; Sung et al., 2013). Durante muitos anos a
fermentacdo, secagem, adi¢do de agentes antimicrobianos (acidos organicos, plantas e sais),
congelacdo, refrigeragédo, atmosfera modificada, tratamento com calor e irradiagdo tém vindo
a ser usados para inibir/retardar o crescimento microbiano (Quintavalla & Vicini, 2002; Zhou
et al., 2010). Hoje em dia, existe um grande nimero de agentes antimicrobianos (e.g.: etanol,
antibidticos, éleos essenciais, especiarias, fungicidas, desinfetantes, compostos fendlicos, entre
outros; Coma, 2008; Sung et al., 2013) que podem ser adicionados as embalagens.

A agdo dos compostos antimicrobianos sobre as membranas celulares dos microrganismos,
afetam o seu arranjo lipidico e, consequentemente, a estabilidade das bicamadas lipidicas. A
integridade das membranas € assim ameacada, facilitando a entrada de protfes através destas
(Arfa et al., 2006). De acordo com Weber and de Bont (1996), os compostos mais toxicos sdo
0s compostos hidrofébicos, sendo a membrana citoplasmatica o primeiro local de acéo. Estes
compostos possuem grande afinidade as membranas, provocando mudancas nas suas
propriedades fisico-quimicas, comecando este efeito a ser sentido quando o seu coeficiente de
particdo octanol/agua (logP) for superior a 3 (Arfa et al., 2006). Entre os compostos fenolicos,
o carvacrol (figura 1.4), encontrado no 0leo essencial do orégao e do tomilho, foi reportado por
possuir uma atividade antimicrobiana muito forte (Roller and Seedhar, 2002) devido: 1) ao fato
de possuir hidrofobicidade suficiente, que permite a sua penetracdo e acumulacdo na membrana
celular e 2) por possuir um sistema de eletrdes deslocalizado, permitindo ao seu grupo hidroxilo

trocar o seu protéo, conferindo-lhe, assim, um elevado efeito toxico (Arfa et al., 2006).

CHj
OH

CH; CH,

Figura 1.4. Estrutura molecular do carvacrol (adaptado de Arfa et al., 2006).
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1.5. Propriedades dos filmes

As principais fungdes das embalagens séo proteger os alimentos do seu meio envolvente e
preservar as suas qualidades nutricionais (Wihodo & Moraru, 2013). Os filmes biodegradaveis,
utilizados em embalagens de alimentos, devem possuir uma boa resisténcia mecanica e uma
boa capacidade de alongamento para poderem resistir aos diferentes stresses externos,
mantendo uma boa funcionalidade (Yang & Paulson, 2000).

De acordo com varios autores (e.g.: Debeaufort et al., 1998; Haugaard et al., 2001; Weber et
al., 2002), as propriedades funcionais como as de barreira, ética e mecéanica s&o muito
importantes e tém como objetivo final a formacdo de um filme com boa capacidade de

preservacdo de alimentos.

1.5.1. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes dependem principalmente da coeséo estrutural, ou seja,
da capacidade de se formarem ligacdes moleculares fortes entre as cadeias poliméricas, que
vao dificultar a sua separacao (Guilbert et al., 1996).

Wihodo and Moraru (2013) referem que as propriedades mecanicas dos filmes, dependem nao
S0 da sua composicao, como também das condi¢fes ambientais existentes, pelo que, para se
conseguir manusear, armazenar e manter a integridade das embalagens, é necessario que 0s
seus materiais possuam uma boa resisténcia mecanica.

De acordo com o trabalho desenvolvido por Sothornvit and Krochta (2001), a incorporacéao de
um plastificante tem a capacidade de aumentar o alongamento mas, a0 mesmo tempo, a forca

ténsil diminui.
1.5.2. Propriedades de barreira

Permeabilidade ao vapor de agua: o desenvolvimento de filmes com propriedades de barreira
ao vapor de agua tém sido alvo de muitos estudos, tendo-se ja chegado a conclusdo que os
melhores filmes barreira sdo aqueles em cuja composicdo entram lipidos seguidos dos que
contém proteinas, embora estes sejam mais permeaveis (Guilbert et al., 1996). Filmes que
contém grupos hidrocoldides na sua estrutura molecular sdo hidrofilicos, tendo por isso a
capacidade de absorver grandes quantidades de agua, afetando negativamente as suas
propriedades fisicas e de barreira (Morillon et al., 2000; Cho & Rhee, 2002).

A quantidade de agua existente nos alimentos pode provocar varias reacfes quimicas e

enzimaticas durante o seu armazenamento, prejudicando as suas caracteristicas funcionais
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(e.g.: cereais crocantes podem tornar-se moles). Por esta razéo, a permeabilidade ao vapor de
agua é um parametro importante para que exista um controlo no transporte de agua entre 0s
alimentos e o seu meio externo (Yang & Paulson, 2000).

Permeabilidade ao Oz e CO2: muitas das rea¢0es de degradacao de alimentos (e.g.: rancidez
de 6leos e gorduras, crescimento de microrganismos, perda de vitaminas, entre outros), sao
devidas a presenca de O, pelo que € necessario 0 uso de embalagens que tenham a capacidade
de o eliminar (Gontard et al., 1996). Por outro lado, no caso de tecidos vivos (e.g.: frutos e
vegetais) que necessitam de respirar, € importante que o filme seja permeavel tanto ao oxigénio
como ao dioxido de carbono. Como tal, € necessario que se desenvolvam filmes com barreiras
apropriadas, para que seja feita uma troca respiratoria controlada e através da qual se possa
contribuir para a conservagdo dos alimentos (Ayranci & Tunc, 2003).

1.5.3. Propriedades oticas

A aparéncia de um alimento € um fator bastante importante no que diz respeito a sua qualidade
(Abbott, 1999). Tanto a cor como a opacidade das embalagens sdo propriedades importantes.
De acordo com Kunte et al. (1997), a cor pode afetar muito a aceitacdo dos produtos embalados,
por parte do consumidor. Para se conseguir medir a cor, € necessario 0 uso de sistemas proprios,
existindo varios tipos de sistemas: 1) Hunter L a b; 2) CIE (Commission Internationale de
I’Eclairage) L* a* b*; 3) CIE XYZ; 4) CIE L* u* v*; 5) CIE Yxz; e 6) CIE LCH. Estes sistemas
baseiam-se apenas no fato de o olho humano possuir trés sensores de cor, sensiveis a cor
vermelha, verde e azul. As restantes cores sao consideradas uma mistura destas trés (Abbott,
1999). Para se medir a cor, € necessario o uso de um colorimetro onde, no caso da escala CIE
L* a* b*, o L indica a luminosidade e a* e b* sdo consideradas as coordenadas de
cromaticidade. O + a* indica que esta na direcdo da cor vermelha; - a* estd na direcéo da cor
verde; + b* estd direcionado para a cor amarela e - b* para a cor na direcdo azul, como
demonstrado na figura 1.5. Como o centro das coordenadas a* b* é acromatico, a medida que

estas aumentam, a saturacdo da cor também aumenta (Minolta, 1998).
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L=100

L=0

Figura 1.5. Escala da cor HunterLab (Hunter Lab, 2001)

1.6. Filmes biodegradaveis

Os principais filmes biodegradaveis tém como base polissacaridos, lipidos, proteinas ou a sua
combinagédo (Dangaran & Krochta, 2007; Campos et al., 2010; Murillo-Martinez et al., 2011).
No entanto, possuem fraca estabilidade ao vapor de dgua e baixa resisténcia mecanica, o que

limita o seu uso em embalagens de alimentos (Bourtoom, 2009).

1.6.1. Filmes a base de polissacaridos

Os polissacaridos mais usados na formacéo de um filme séo a celulose, os derivados de amido,
os derivados de pectina, os extratos de algas marinhas e a quitina e o quitosano (Krochta & De
Mulder-Johnston, 1997). Os polissacaridos, normalmente, sdo muito hidrofilicos e, por isso,
sdo mas barreiras ao vapor de 4gua e aos gases (Bourtoom, 2008).

Celulose e derivados: a celulose € uma matéria-prima barata pois é o polimero natural mais
abundante na terra, cujo monomero € a glucose, apesar de ser dificil de usar devido a sua
natureza hidrofilica, a sua insolubilidade em &gua e estrutura cristalina (van Tuil et al., 2000).
Existem varios derivados de celulose que sdo produzidos comercialmente, como a carboximetil
celulose (CMC), a metil celulose (MC), a hidroxietil celulose (HEC), a etilcelulose (EC), a
acetato de celulose (AC) e a hidroxipropil celulose (HPC) (Krochta & De Mulder-Johnston,
1997; van Tuil et al., 2000). Os derivados de celulose possuem excelentes propriedades para
formar filmes, uma vez que sdo inodoros, insipidos, flexiveis, transparentes, resistentes a 6leos
e gorduras, possuirem propriedades moderadas contra a humidade e transmissdo de gases e
possuirem forca moderada, mas séo soltveis em agua (Krochta & De Mulder-Johnston, 1997).
Sdo extremamente caros para uso em grandes quantidades, sendo esta uma consequéncia
negativa da sua estrutura cristalina, que torna os passos iniciais dificeis e dispendiosos (van
Tuil et al., 2000).
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Quitina e quitosano: a quitina é um polissacéarido natural que esta presente no esqueleto de
invertebrados marinhos, insetos, algumas algas e fungos, sendo o segundo polimero mais
abundante (Andrady & Xu, 1997; Leceta et al., 2013).

O quitosano ¢ um polimero natural (B(1,4)-2-amino-2-deoxi-D-glucosamina) que é obtido
através da desacetilagdo da quitina. Este polimero possui caracteristicas nao toxicas,
biodegradaveis e apresenta uma natureza cationica, que confere capacidade de transportar e
libertar, lentamente, ingredientes funcionais (Coma et al., 2002) e atividade antimicrobiana,
inibindo o crescimento de uma vasta variedade de bactérias e fungos (Kumar, 2000; Coma et
al., 2002; Dutta et al., 2009; Tripathi et al., 2009). Estas caracteristicas fazem com que o
quitosano tenha um grande interesse para fins de embalagem de alimentos (Leceta et al., 2013).
O quitosano possui boa barreira ao oxigénio, propriedades mecénicas médias e idénticas a
varios polimeros existentes no comércio, fraca barreira ao vapor de agua (Butler et al., 1996)
e da a origem a filmes muito transparentes (Srinivasa et al., 2002).

Amido: o0 amido é composto por unidades de glucose e possui duas componentes: amilose e
amilopectina (Dureja et al., 2011). Visto esta matéria-prima ser uma fonte renovavel, de baixo
custo e de facil manuseamento, € muito usada para produzir filmes biodegradaveis com o
intuito de substituir os polimeros sintéticos (Xu et al., 2005; Rodriguez et al., 2006).

O amido proporciona uma boa barreira a transmissao de Oz e CO2, elevada resisténcia a tragdo
mas, também como 0s materiais atras referidos, ndo possui boa barreira ao vapor de agua,
devido a sua natureza hidrofilica, possui fracas propriedades mecanicas, sendo fragil e
apresentando pouco ou praticamente nenhum alongamento, limitando o seu uso (Shogren,
1992; Alves et al., 2006; John & Thomas, 2008; Dureja et al., 2011).

1.6.2. Filmes a base de lipidos

Existem varios compostos lipidicos que sdo usados para formar filmes (e.g.: monoglicéridos
acetilados, cera natural e os surfactantes). Apesar de estes compostos terem a capacidade de
impedir o transporte de humidade (devido a sua natureza hidrofébica), formam filmes mais
espessos e mais frageis. Normalmente, os filmes formados com estes compostos necessitam de
uma matriz (e.g.: a base de polissacaridos) para se conseguir obter resisténcia mecanica
(Bourtoom, 2008).

Ceras e parafina: a cera de parafina deriva da destilacdo do petrdleo bruto, possuindo uma
mistura de hidrocarbonetos sélidos na sua composicdo. As ceras sd0 muito usadas para a

formacao de filmes, com o objetivo de proporcionarem uma boa barreira aos gases e humidade,
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podendo melhorar a superficie de muitos alimentos (Bourtoom, 2008). De acordo com
Khwaldia (2010a), a adicdo de uma camada de cera de parafina, num filme desenvolvido com

outro material renovavel, reduz a permeabilidade ao vapor de &gua.

1.6.3. Filmes compositos

Segundo varios autores (e.g.: Bourtoom, 2008; Azeredo, 2012), os filmes compdsitos podem
ser desenvolvidos com uma mistura a base de carbohidratos e proteinas, carbohidratos e lipidos,
lipidos e proteinas ou polimeros sintéticos e polimeros biodegradaveis. O objetivo destes filmes
é proporcionar uma maior permeabilidade e/ou melhorar as suas propriedades mecénicas.
Tanto os polissacaridos como as proteinas, possuem menos permeabilidade aos gases quando
comparados com os lipidos e, por essa razdo, a sua presenca no desenvolvimento de filmes é
importante para se conseguir reduzir taxas de respiracéo e retardar a senescéncia. Os lipidos,
por outro lado, permitem que os filmes, na sua constituicdo, ndo percam todo o seu teor de

humidade.

1.6.4. Filmes a base de proteinas

Os filmes a base de proteinas tém despertado grande interesse dado terem a capacidade de
substituir, quase totalmente, os plasticos poliolefinicos. Estes filmes podem evitar a
deterioracdo dos alimentos, evitando a migracao de humidade que existe entre 0s componentes
e podem, também, transportar agentes AOX e agentes antimicrobianos.

No seu estado natural, as proteinas existem como proteinas fibrosas (insoltveis) ou globulares
(soluveis em &gua ou em solucBes aquosas de sais ou &cidos). As proteinas globulares apresentam
uma estrutura esférica, pois as moléculas tém tendéncia a enrolar-se e a estabelecerem ligacdes
quimicas que podem ser idnicas, pontes de hidrogénio ou covalentes (pontes dissulfito) com grupos
vizinhos.

As propriedades fisico-quimicas destas proteinas, dependem das quantidades relativas de
aminoacidos e da sua distribuicdo ao longo da cadeia polimérica. Os filmes produzidos a base de
proteinas sdo formados através de dispersGes proteicas, apos evaporacao de um solvente (Wittaya,
2012). O solvente usado € normalmente &gua, etanol ou uma mistura dos dois. Para formar uma
estrutura alongada, necessaria a formacéo de um filme, as proteinas tém de ser desnaturadas por
calor, acido e/ou por solventes. Apés a desnaturacdo, estabelecem-se ligacdes entre as cadeias de
proteina através de pontes de hidrogeénio, ligacGes idnicas, hidrofobicas ou covalentes, aumentando
0 seu grau de cristalinidade (Figura 1.6). E esta interacdo entre cadeias que vai determinar a

natureza do filme que, por seu lado, depende da natureza e sequéncia dos residuos de aminoacidos.
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A presenca e distribuicdo uniforme, ao longo da cadeia, de grupos hidrofobicos, polares ou tiol,
aumentam a probabilidade de existirem interacGes e de se obter um filme mais forte, mas menos
flexivel e menos permeavel aos gases, vapor de agua e liquidos. Se possuirem grupos que se ligam
por pontes de hidrogénio ou ligagdes idnicas ou seja, ligagdes mais fracas, sao excelentes barreiras
ao oxigénio, mas ndo ao vapor de agua. Para se obterem polimeros com baixa permeabilidade ao
vapor de agua, é preciso que existam grupos hidrofobicos nas cadeias, visto o grupo predominante
das proteinas serem os grupos hidrofilicos. Assim, se o0 objetivo for o desenvolvimento de um filme
a base de proteina com barreira ao vapor de agua, ter-se-a de adicionar grupos hidrofobicos por
copolimerizagdo ou dispersa-los na matriz (Bourtoom, 2009; Wittaya, 2012).

Na literatura podem encontrar-se varios trabalhos de desenvolvimento de filmes a base de
proteinas globulares tais como a gelatina, a zeina de milho, o soro de leite e a proteina de soja,
passando-se a descri¢do de alguns destes filmes de seguida.

<<

X

Figura 1.6. Efeito do aumento da temperatura, no aumento da cristalinidade do polimero a base de

proteina (adaptado de Bier et al., 2014).

Filmes de gelatina: é através da hidrolise do colagénio que se obtém a gelatina (Bourtoom,
2008), sendo esta muito usada tanto na inddstria farmacéutica como na industria alimentar
(Carvalho & Grosso, 2006). Filmes a base de gelatina possuem barreira contra 0 Og, a luz,
impedem a desidratacdo e a oxidacdo lipidica, tendo a capacidade de manter a qualidade dos
alimentos durante o seu armazenamento (Jongjareonrak et al., 2008). No entanto, possuem uma
fraca barreira ao vapor de dgua (Carvalho & Grosso, 2006).

Filmes de zeina de milho: a proteina mais importante no milho € a zeina (Bourtoom, 2008),
sendo extraida a partir da farinha de glaten de milho (Dikey et al., 2001). A zeina tem uma

natureza hidrofébica devido a existéncia de um grande nimero de aminoacidos ndo-polares,
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sendo tambem considerada como um material relativamente termoplastico (Shukla & Cheryan,
2001). Os filmes de zeina possuem boas propriedades barreira ao O, e CO> (Beck et al., 1996)
e sdo uma boa barreira ao vapor de agua (Dangaran et al., 2009). Pode formar filmes duros,
brilhantes, com boa flexibilidade e impermeaveis a gorduras, impedindo o aparecimento de
microrganismos. Apesar de a zeina possuir caracteristicas favoraveis para o desenvolvimento
de filmes, este material necessita de uma grande quantidade de solventes organicos para ser
extraido, contribuindo, assim, para o seu elevado custo (Shukla & Cheryan, 2001).

Filmes de gluten de trigo: o gluten de trigo é o nome dado as proteinas insolUveis em agua
presentes na farinha de trigo, que possui uma mistura de proteinas globulares (Bourtoom,
2008). Estes filmes apresentam boa resisténcia a agua, elevado brilho e, mesmo que ndo se
consigam dissolver em agua, tém a capacidade de a absorver. Como este material é abundante
e a preco baixo, tém vindo a ser realizados varios estudos sobre possiveis aplicacdes do gliten
de trigo (van Tuil et al., 2000).

Filme de caseina e proteinas do soro de leite: a caseina é uma proteina derivada do leite,
representando 80% das proteinas totais. No geral, os filmes de caseina possuem uma aparéncia
opaca. Uma desvantagem é o seu preco elevado.

As proteinas do soro de leite representam apenas 20% das proteinas existentes no leite e sdo
subprodutos da produgdo de queijo, ricas em B-lactoglobulina (van Tuil et al., 2000). Como
tém um elevado valor nutricional, sdéo muito usadas em produtos alimentares (e.g.: formacéo
de géis, emulsdes ou espumas) (Foegeding et al., 2002). No geral, para além de ser possivel
produzir filmes a base de proteinas de leite (caseina e soro de leite) que sdo transparentes e
flexiveis, estes possuem excelentes propriedades barreira ao O e boas propriedades mecanicas
(Chen, 1995) mas, por outro lado, possuem uma fraca barreira a humidade devido a sua
natureza hidrofilica (Yoshida & Antunes, 2004).

Filme de proteina de soja: a proteina isolada de soja € abundante, tem um custo baixo, é
biodegradavel, renovavel (Bai et al., 2012) e esta disponivel no comércio como farinha,
concentrado de soja e isolado de soja (van Tuil et al., 2000). De acordo com Bourtoom (2008),
esta proteina possui um maior teor proteico (38-44%) comparativamente com o dos gréos de
cereais (8-15%). Os filmes produzidos tendo como base a proteina de soja, possuem fracas
propriedades mecanicas (Rhim et al., 2000; Khwaldia et al., 2010b; Su et al., 2010; Bai et al.,
2012) e elevada sensibilidade a humidade, devido ao fato de serem considerados hidrofilicos
(Krochta & De Mulder-Johnston, 1997; Khwaldia et al., 2010b; Su et al., 2010; Bai et al.,
2012).
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1.7. Procura de novas matérias-primas para a base de filmes
poliméricos

Os cientistas continuam a pesquisar novos materiais bioldgicos para a obtencdo de filmes
poliméricos, para a embalagem de alimentos. No laboratdrio do Instituto Superior de
Engenharia (ISE), surgiu a ideia de se estudar o tremoco (Lupinus spp.).

E uma leguminosa (Slabu et al., 2010) pertencente a familia Fabaceae (Uzun et al., 2007), com
centros de maior diversidade no Norte e no Sul da América (Drummond et al., 2012) e centros
com menor diversidade no Mediterraneo e no Norte de Africa (Ainouche & Bayer, 1999;
Drummond et al., 2012). O tremoco foi plantado desde os tempos antigos (Schuster-Gajzago,
2009; Scoppola et al., 2011) e tem importancia tanto econdmica como agronémica, pois cresce
em diferentes solos e climas (Sujak et al., 2006).

Dentro do género Lupinus, sdo conhecidas mais de 400 espécies, das quais apenas quatro tém
interesse agrondmico (Reinhard et al., 2006): 1) Tremoco branco (L. albus L.); 2) tremoco azul
(L. angustifolius L. Figura 1.7); 3) tremoco amarelo (L. luteus L.); e 4) tremoco pérola (L.
mutabilis L.) (Mulayim et al. 2002; Reinhard et al., 2006). Estes tremoc¢os séo considerados
doces, pois tém pouco sabor amargo e niveis diminuidos de alcaloides (Wasche et al., 2001)
nao sendo, por isso, toxicos para os animais e humanos (Martinez-Villaluenga et al., 2006a).
A Australia é o pais com maior producdo de sementes de tremoco, a nivel mundial,
representando cerca de 80% da producdo, com uma producéo de aproximadamente 1,6 milhdes
de toneladas por ano (Pollard et al., 2002). Tanto a Russia como a Poldnia, também tém grandes

producdes de sementes de tremoc¢o, nomeadamente L. luteus (Reinhard et al., 2006).

Figura 1.7. Lupinus angustifolius (Prolupin, 2013)
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1.7.1. Composi¢do quimica do tremogo

O tremoco, para além de proteinas, também possui na sua constituicdo lipidos, minerais, fibras
e vitaminas, sendo considerado uma boa fonte de nutrientes. Comparado com muitos legumes
consumidos pelos humanos, o tremog¢o possui 0 dobro da quantidade de proteinas, tendo um
teor proteico diferente consoante a espécie (Martinez-Villaluenga et al., 2006a), variando entre
28-48% (Sousa et al., 1996; Linnemann & Dijkstra, 2002; Mulayim et al., 2002) e sendo, por
isso, considerado um bom suplemento na alimentacdo animal e humana (De Cortes Sanchez et
al., 2005; Schuster-Gajzago, 2009).

Estas variacdes do teor proteico podem dever-se as diferentes condigdes de crescimento e do
solo a que as sementes estdo sujeitas (Martinez-Villaluenga et al., 2006a). As principais
proteinas de armazenamento séo as globulinas, que constituem 80-90%. Pelo contrério, tanto
as prolaminas como as glutelinas existem nas sementes das leguminosas em quantidades
pequenas (Mandal & Mandal, 2000). Comparado com a soja, 0 tremogo possui vantagens,
nomeadamente a alta digestibilidade das suas proteinas e 0leo, visto possuir uma pequena
quantidade de inibidores de tripsina (Pollard et al., 2002).

No geral, devido ao seu alto teor de alcaloides (2-3.5%), 0 gréo apresenta um gosto amargo
(Przybylak et al., 2005), sendo considerado um composto toxico (Chludil et al., 2009).

Entre as décadas 20 e 30, na Europa, foram realizados varios estudos para tentar selecionar
variedades de tremogo considerados doces, ou seja, com pouca quantidade de alcaloides (Jul
et al., 2003). As sementes deste tipo de tremoco, também possuem uma constituicdo pobre em

aminodacidos que contém enxofre (Lampart-Szczapa, 1996) e lisina (Strakova et al., 2008).

1.7.2. Uso comercial

O tremoco é uma leguminosa que € muito usada para aplicacdes alimentares (Xu et al., 2008).
O seu alto teor proteico pode ser usado para enriquecer diferentes tipos de alimentos como
bolos, pées, batatas fritas e substitutos de leite, sendo também um bom componente alimentar
quando a proteina animal é eliminada (Sujak et al., 2006).

O tremoco também pode ser usado em rotacdo de culturas durante a producédo de gréaos, pois
tem a capacidade tanto de fixar azoto como de libertar fésforo orgéanico do solo (Fan et al.,
2002).

Esta planta também pode ser usada para produzir concentrado de proteina que, ao ser

adicionada a outros produtos alimentares, pode melhorar os seus valores nutricionais (Dijkstra
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et al., 2003; Archer et al., 2004). Na producgdo de alimentos dietéticos, o tremoco também é

muito usado visto ser uma fonte potencial de celulose (Sujak et al., 2006).

1.7.3. Proteina isolada do tremogo

A proteina isolada do tremogo é uma boa fonte adicional de proteina para a nutricdo humana
(El-Adawy et al., 2001) e possui, também, boas propriedades funcionais e nutricionais
(Martinez-Villaluenga et al., 2009), melhorando a qualidade dos alimentos (Gulewicz et al.,
2008).

No geral, a adigdo de uma determinada percentagem de farinha de tremoco, consegue melhorar
atextura e também o aroma dos produtos (Martinez-Villaluenga et al., 2006b). Para a formacéo
de espuma em alimentos, a farinha de tremoco é capaz de substituir a albumina de ovo (Pollard
et al., 2002).

De acordo com o estudo de Pollard et al. (2002), ao substituir a farinha de trigo pela farinha de
tremoco, obtém-se uma crosta menos escura. Ja o miolo fica com uma tonalidade mais
amarelada. A cor amarela desta farinha seria util em alguns alimentos como, por exemplo, em
massas e macarrdo (Dervas et al., 1999).

As proteinas da semente do tremoco sdo soliveis a pH > 5.5 e demonstram boa ligagdo a agua
e gordura, possuindo capacidade espumante e emulsionante (Dervas et al., 1999; Hojilla-
Evangelista et al., 2004).

1.8. Objetivos

Na literatura existem varios estudos com o uso de diferentes tipos de proteinas para o
desenvolvimento de filmes para embalagens, mas ndo existem estudos sobre o
desenvolvimento de um filme a base de proteina isolada do tremoco.

Este trabalho teve como principais objetivos o desenvolvimento e otimizacao de um filme para
embalagem a base de proteina isolada do tremoco, o estudo das suas propriedades fisico-
mecanicas e das suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas sem e com carvacrol (figura
1.8).
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1° Capitulo - Introducéo

e PLASTICOS SINTETICOS E SEUS
PROBLEMAS

e POLIMEROS BIODEGRADAVEIS

e TREMOCO

2° Capitulo — Desenvolvimento do filme de embalagem a

base de proteina isolada do tremoco

e OTIMIZACAO DA COMPOSICAO USANDO A
METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA E UM
DESIGN DE MISTURA

e VALIDACAO DA RECEITA OTIMA OBTIDA DO
FILME, ANALISANDO A COR, ESPESSURA, FORCA
DE PUNCAO E TEOR DE HUMIDADE.

3° Capitulo — Avaliacdo da atividade antioxidante

(compostos fendlicos totais. flavonoides e capacidade

e PROTEINA ISOLADA DO TREMOCO
e SOLUCAO COM COMPOSICAO OTIMA DO FILME
e FILME COM COMPOSICAO OTIMA
e ADICAO DE CARVACROL A SOLUCAO OTIMA
v SOLUCAO COM COMPOSICAO OTIMA
v" FILME COM COMPOSICAO OTIMA

Figura 1.8. Esquematizagdo do trabalho desenvolvido

21



2. Desenvolvimento e otimizacéo do filme através da
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR)

Neste capitulo é descrito o desenvolvimento do filme, que incluiu a otimizacdo dos
componentes da sua composicdo. Para tal foi usada a Metodologia de Superficie de Resposta
(MSR), com a ajuda do software Design-Expert 6.0.11 © (Dx6, 2005), com o objetivo de se
estudar o efeito das variaveis independentes (% PIT — xi; % glicerol — X e % agua — Xa)
relativamente as respostas/variaveis dependentes (L — Y1;a—Y2; b—Y3; e — Y4, FP—Ys e TH —
Ys).

O método usado € considerado, de acordo com Grizotto et al. (2005), eficiente para se

conseguir obter uma otimizacgéo entre as variaveis independentes e as respostas.
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2.1. Introducéo

As causas ambientais negativas provocadas por plasticos sintéticos tém aumentado (Garcia et
al., 2004), sendo a grande alternativa o desenvolvimento de filmes biodegradaveis feitos a base
de materiais naturais com um tempo mais curto que, por exemplo, o petrdleo (Brito et al.,
2011). Estes biopolimeros, para alem de apresentarem vantagens a nivel ambiental, também
melhoram a qualidade dos alimentos, tanto a nivel das propriedades organoléticas como
funcionais (Rojas-Grau et al., 2009; Wihodo & Moraru, 2013).

O uso de biopolimeros depende dos custos, disponibilidade, propriedades mecénicas, 6tica e
de barreira, resisténcia a 4gua e aceitacdao sensorial. A sua desidratacdo produz filmes muito
coesos e que necessitam de plastificante. Os plastificantes tém a capacidade de diminuir as
forcas intermoleculares existentes ao longo da cadeia do polimero (Vieira et al., 2011),
melhorando a sua flexibilidade, diminuindo a fragilidade e evitando, também, a diminuicéo de
tamanho do filme durante o seu manuseio e armazenamento (Bordes et al., 2009).

Apesar de existirem varios trabalhos de filmes biodegradaveis realizados com diferentes tipos
de proteinas, neste estudo a proteina que foi utilizada para o desenvolvimento de um filme

biodegradavel foi a proteina isolada do tremoco.

2.2.  Materiais e Métodos

2.2.1. Design de mistura

Visto ndo existir nenhum estudo de filme a base de PIT, usou-se, como ponto de partida e com
adaptac6es, as condicdes descritas no trabalho realizado por Murillo-Martinez et al. (2013),
sobre a producéo de filmes a base de proteinas isoladas do soro de leite.

Para o desenvolvimento do filme utilizaram-se trés componentes: proteina, glicerol e agua,
tendo em conta que os trés ingredientes tém de estar presentes sempre na mistura ndo podendo,
portanto, a sua percentagem variar entre 0% e 100% (Vieira & Silva, 2004). Foram
estabelecidos minimos e maximos de cada componente. Verificou-se, assim, que a area
triangular delineada pela mistura dos trés componentes, ndo poderia ser toda ocupada pelo
design devido a restricdes operacionais.

De acordo com Anderson and Whitcomb (1999), para selecionar o numero ideal de
experiéncias, foi usado um dos designs mais populares — D-optimal e para aplicar o design,

seguiu-se um procedimento geral:
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1. Escolheu-se a ordem do polindmio, para se conseguir obter um modelo de previséo para
a resposta estudada. Neste caso, optou-se pelo modelo polinomial quadratico de
Scheffée:

Yi= fiX1 + faXz + f3Xs + fraXiXe + f23XoX3 + f13X1X3 Eq. 1

Onde Y; é o valor da variavel dependente do pardmetro i; X1, X2 € X3 representam 0s trés
componentes do filme; 51, B2 e B3 representam os coeficientes de regresséo linear; f12, f23 € f13
sdo os coeficientes de regressdo quadratica (Myers and Montgomery, 1995). Comecgou-se por

escolher os valores minimos e maximos de cada componente, de acordo com a tabela 2.1.

Tabela 2.1. Limites minimos e maximos para x;= Proteina; x,= Glicerol e x;= Agua no
estabelecimento do Design de mistura.

Minimo Maximo

(%) (%)
X1 Proteina 8 12
X2 Glicerol 6 8
x3 Agua 82 86

2. De seguida, o software gerou um design com um nimero de pontos em excesso, para
ajustar ao modelo polinomial escolhido;

3. Apos obtencédo do design, procedeu-se a uma avaliacdo do mesmo, com o objetivo de
minimizar o erro do desvio padrdo na regido mais central, uma vez que esta regiao era
a de mais interesse e ainda para conseguir equilibrar o nimero de graus de liberdade
entre os destinados a avaliar o erro puro (g.l. > 3; erro inerente ao procedimento
experimental) e a avaliar a falta de ajuste do modelo aos pontos experimentais (g.l. > 3;
tabela 2.2, 2.3 e figura 2.1);

4. O design foi dividido em trés blocos, com o proposito de diminuir/eliminar o erro
devido ao fato de as experiéncias serem feitas em 3 dias diferentes. Para avaliar o erro
puro, fizeram-se réplicas no centro e vértices. No total, obteve-se um design com 21

experiéncias.
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Tabela 2.2. Design de mistura dos trés componentes, obtido pelo software Design-Expert. x1=
Proteina; x,= Glicerol e x3= Agua.

Experiéncia X1 X2 X3
10.00 6.00 84.00
10.00 8.00 82.00
10.00 6.00 84.00
1 8.75 7.00 84.25
10.00 8.00 82.00
9.50 7.00 83.50
10.00 6.00 84.00
12.00 6.00 82.00
12.00 6.00 82.00
8.00 8.00 84.00
2 10.30 7.00 82.70
8.00 6.00 86.00
8.00 6.00 86.00
9.50 7.00 83.50
8.00 7.00 85.00
11.00 7.00 82.00
8.00 8.00 84.00
3 9.50 7.00 83.50
9.50 7.00 83.50
10.30 7.00 82.70
8.75 7.00 84.25

Tabela 2.3. Design para avaliagdo do modelo quadréatico

Graus de liberdade

Ne

Blocos 2
Modelo 5
Residuais 13
Falta de ajuste 7

Erro Puro 6

Total 20




X1 Proteina

1.09

0.89

0.50
0.30

X3(82.00)

10.00

X3 (86.00) X2 Glicerol

(8.00)
X2 (10.00)

Figura 2.1. Erro-padréo do design em estudo.

2.2.2. Producéo dos filmes para otimizacéo

Apos a escolha do design, os filmes foram desenvolvidos de acordo com a composi¢édo
estabelecida no design descrito na tabela 2.2, agitando a solucdo vigorosamente de modo a
facilitar a dissolucéo da proteina. O pH foi medido e ajustado a pH 9 com NaOH a 1M. As
solugdes foram submetidas a um aquecimento com uma temperatura entre 70-75 °C, agitando
a solucdo de modo a facilitar a dissolugdo da proteina e a obter uma solugdo homogénea,
durante 20 minutos, numa placa de aquecimento. No final, a solu¢éo foi colocada numa placa

retangular com 10.6 cm de largura e 15.6 cm de comprimento. Foram feitas trés réplicas.

2.2.3. Caracterizacdo Fisico-Mecéanica dos filmes
2231 Cor(L-Yi,a-Y2eb-Ys3)

A avaliacdo da cor foi efetuada através de um colorimetro (Neurtek S.A., Espanha) e foi medida
em seis locais diferentes de cada amostra com o iluminante Des, 10 ° de observador na escala
HunterLab. Os parametros usados para a analise da cor, estdo de acordo com os valores de
HunterLab (Rubilar et al., 2013a).
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2.2.3.2. Espessura (e, Ya)

Para analisar a espessura, foi usado um espessimetro (Adamel-Lhomargy, tipo Ml 21, Franca),

tendo esta sido medida em seis locais diferentes das amostras (Cerqueira et al., 2009).

2.2.3.3. Forca de Puncéo (FP, Ys)

Na realizacdo do teste de penetracdo, foi usado um texturometro (Brookfield, LFRA 1500,
U.S.A)) para avaliar a resisténcia a forca de punc¢éo, de acordo com Bamdad et al. (2006) com
algumas modificagGes. As amostras foram medidas em seis locais diferentes, usando uma
sonda de 4 mm de didametro (TA44), de aco inoxidavel, com target value de 6 mm de
penetracdo e uma velocidade de teste de 0.5 mm/s, juntamente com o software TextureProL.ite
v1.1.

2.2.3.4. Teor de humidade (TH, Ys)
Para a analise do teor de humidade, foi usada uma balanca com infravermelhos (Mettler type
LP 16 M e type PM 100, Suica) onde foi colocada, aproximadamente, 1 g de cada amostra a

uma temperatura de 160 °C (Ramos et al., 2013).

2.2.4. Analise estatistica
Para a otimizacao do filme, foi usada a analise de variancia (ANOVA) e o teste F (p <0.05).
Para os parametros dos filmes (Y1, Y3, Ys, Ys € Ys), a analise foi feita através da sua media e

desvio-padréo em excel©, que esté inserida em anexo (tabela Al).

2.3. Resultados

2.3.1. Modelos de previsdo de resposta
Os resultados foram analisados através da ANOVA como referido em 2.2.4. Na tabela 2.4,
encontram-se 0s valores obtidos no laboratorio para cada uma das respostas (Yi), para as 21
formulagcdes em que se variaram as variaveis independentes xi (Proteina), x2 (Glicerol) e X3

(Agua), de acordo com a tabela 2.2.
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Tabela 2.4. Valores atribuidos a cada resposta, através do modelo matematico, em relacéo a cada

formulagéo.
Y1 Y2 Y3 Ys Ys Y6
Blocos
L a b e (mm) FP (9) TH (%)
81.8 -4.2 183 - 48.67 22.5
------ -4.2 20 0.15 43.03 29.25
------ -3.8 17 53.47 23.06
1 82.29 -3.8 16.7 0.16 23.69 27.16
81.62 43 - 0.128 17.87 27.12
------ -4.3 16.7 34.07
81.8 46 0 - 0.188 43.67 23.24
82.09 -4.6 20.05 0.2 99.53 17.74
82.81 -4.7 20.2 0182 - 19.37
2 83.07 -4.6 17.6 0.107 57.7 22.48
------ -4.6 19.4 0.135 46.7 22.61
83.52 44 0 - 0.148 40.33 20.32
------ -4.2 18.5 0.15 60.3 22.5
81.03 -4.9 2.7 - 105.73 17.94
82.17 -4.6 21.7 0.13 4.7 e
3 - 4.4 - 0.208 72.53 17.85
82.22 -4.6 20.1 0.173 - e
82.08 -4.5 19.3 0.165 72.03 18.55

Algumas das respostas encontram-se sem valores pois, apds a sua analise, foram considerados
outliers, tendo sido removidos. Foi através da analise estatistica, que se verificou qual o modelo
de previsdo que melhor de adequava. A analise do teste F, em cada resposta, indicou se 0s
termos lineares e quadraticos contribuiam significativamente para o modelo. Examinando a
falta de ajuste, os modelos que tiveram o erro residual significativamente superior ao erro puro
foram rejeitados. Tanto 0 RZjustado COMO 0 R%previsto (que indica o qudo bem o modelo é capaz
de prever os dados), também contribuiram para a selecdo do modelo mais apropriado (Vieira
& Silva, 2004).

Baseado nesta anélise, a resposta Y (cor - a) foi rejeitada, estando a analise das outras respostas

apresentada na tabela 2.5.
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Tabela 2.5. ANOVA do ajuste do modelo para todas as respostas.

Resposta Modelo Rzajustado RZprevisto
nt i 0.5258 0.0621
' Prob > F = 0.0305 : -

F=6.19 *

Ysb Prob > F = 0.0156 0.7412 0.3397
F= 9.99*

Yae Prob > F = 0.0052 0.6205 0.3309
F= 41.59%

YsFP Prob >F =< 0.0001 0.862 0.7421

= *
Yo TH F= 33.09 . S oss

Prob >F =<0.0001

* Significativo (p < 0.05).

Na tabela 2.6 estdo descritos os modelos de previsdo para: Y1, Y3, Ya, Yse Ye. Os graficos

referentes a cada resposta estdo apresentados na figura 2.2.

Tabela 2.6. Modelos previstos para as respostas, em termos de componentes atuais.

Linear Quadrético Linear Linear Linear
Coeficientes Y1 Y3 Ya Ys Ye

Bl 0.564 27.066 0.0133 14.038 -0.579
B2 0.804 141.182 -0.027 -10.015 2.707
B3 0.854 1.579 2.66E-03 -0.0956 0.107
p12. e 1479 e e e
p13 - -0.357 e e e
p23 e -1.673 e e e
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Figura 2.2. Superficie de resposta relativa as respostas L, b, e, FP e TH.
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Em relagdo a cor, consegue-se observar que o parametro L aumenta com o aumento da % de
agua. Quanto ao parametro b, aumenta com a % de proteina e diminui com o aumento da % de
agua. Tanto a e como a FP aumentam com o aumento da % de proteina e 0 TH aumenta quanto

maior for a % de &gua.

2.3.2. Otimizagéo

Para otimizacéo e validacdo, consideraram-se como restrigdes os parametros que tinham mais
efeito no modelo. Para cada resposta, foi imposta uma restricdo de acordo com 0s requisitos
exigidos para o filme que se pretendeu desenvolver. Esta restricdo foi, em alguns casos, um
valor minimo e noutros um valor maximo (tabela 2.7). Na otimizagdo da melhor formulac&o,
foi necessario obter-se um valor de desejabilidade (di) (eg. 2) para cada resposta, através da

transformagéo das respostas Yi (Anderson & Whitcomb, 1996).

Tabela 2.7. Minimos e maximos para cada resposta, na otimizacao.

Respostas Yi Minimo Méaximo Objetivo Effei:trﬁeno
L. Mais claro
Y1 80 100 Maximo possivel
Y 16.74 21.73 Minimo Menos amarelo
possivel
.- Menor
Ys4 0.107 0.208 Minimo espessura
Ys 17.87 105.73 Méaximo |ais resistente
a puncdo
Ys 17.74 29.25 Minimo Menos himido

A funcdo de desejabilidade (Eq. 2) (Anderson and Whitcomb, 1996) tem a capacidade de

combinar as desejabilidades, d;, das cinco respostas (L, b, e, FP e TH).

= o Equacdo 2
o= ([ Ta
=1

Onde n é o numero de respostas (5).
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A composicao (tabela 2.8 e figura 2.3) para produzir o filme 6timo foi de 8.98% de PIT (1.98
0), 6.88% de glicerol (1.51 g) e 84.15% de agua (18.5 ml).

Tabela 2.8. Composicao 6tima do filme a base de proteina do tremoco e valores correspondentes a
cada resposta e valor de desejabilidade.

PIT 8.98%
(}Iicerol 6.88%
Agua 84.15%
L 82.48

b 17.91
e 0.155
FP 49.12
TH 22.4
Desejabilidade 0.116

Desejabilidade

X3 (82.00)

X2 (10.00)

X1 (8.00)

X3 (86.00)

Figura 2.3. Superficie de resposta da composicéo 6tima do filme.

2.4. Validacao experimental

De acordo com a composicao 6tima prevista pelo modelo matematico, foi efetuada a validacao
experimental e os parametros L, b, e, TH e FP foram analisados de acordo com as metodologias
descritas anteriormente. Obteve-se um filme com superficie praticamente lisa, com
determinada flexibilidade e fino, tendo sido facil a sua remocdo. Este filme possui uma

aparéncia amarelada e alguma transparéncia (figura 2.4).
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Figura 2.4. Filme a base de proteina isolada do tremogo obtido experimentalmente.

2.4.1. Cor

Relativamente a validacdo experimental, os valores obtidos experimentalmente aproximam-se
do previsto para L (85.36 + 0.93; 82.5 respetivamente) (figura 2.5). Em relagdo ao parametro
b, que é o parametro que indica cor amarela (valores positivos) ou cor azul (valores negativos),
apesar de ter tido valores positivos, o valor obtido experimentalmente (27.26 + 0.65) foi
bastante superior em relacdo ao valor obtido pelo modelo matematico (17.9) (figura 2.6),

indicando que o filme obtido experimentalmente é mais amarelo que o previsto.

90
80
70
60
50

__
_

40
30
20
10

7

Experimental Previsto

Figura 2.5. Pardmetro L, obtido experimentalmente e previsto pelo modelo.
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Figura 2.6. Parametro b, obtido experimentalmente e previsto pelo modelo.

2.4.2. Espessura e Teor de Humidade

Obteve-se um filme com valores de e ligeiramente baixos, comparativamente ao previsto,

verificando-se uma grande diferenca (125 + 13 e 155 pum, respetivamente) (figura 2.7). Na

figura 2.8, observa-se que o valor do TH obtido experimentalmente esta dentro do valor obtido

pelo modelo (19.1 £ 3.52 % e 22.4, respetivamente). Isto significa que o modelo conseguiu

prever, com sucesso, este parémetro.

e (um)

160 -

140 -

120 -

100 -

80 -

60 -

40 -

20 -

7

/A

7

Experimental

Previsto

Figura 2.7. Pardmetro e, obtido experimentalmente e previsto pelo modelo.
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Experimental Previsto

Figura 2.8. Parametro TH, obtido experimentalmente e previsto pelo modelo.

2.4.3. Forca de Puncéo
A FP esta diretamente relacionada com a textura do filme, ou seja, quanto maior forca for
necessario exercer sob o filme, maior a dureza. A figura 2.9 revela que o valor obtido

experimentalmente foi praticamente 0 mesmo que o previsto (45.18 £ 3.1 e 49.1 g,

respetivamente).
60 -
50 %
\ \
40 - \
G
o 30 -
L
20 -
10 -
: N
Experimental Previsto

Figura 2.9. FP do filme obtido experimentalmente e o previsto pelo modelo.
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2.5. Discussao

O filme obtido neste estudo foi validado em todos os parametros, & exce¢do de dois: o
parametro e que foi inferior ao valor previsto e o parametro b da cor que apresentou um valor
superior. Estas discrepancias podem explicar-se pelo fato de o filme ainda ser feito
manualmente e a reproducibilidade de alguns pardmetros ser mais dificil de atingir. No caso
do parédmetro b, que quantifica a intensidade de cor amarela quando positivo, sendo a cor um
parametro com muita importancia pois estd diretamente relacionada com a aparéncia do
produto (Ramos et al., 2013) e estando, também, muito relacionada com a aceitabilidade de
filmes biodegradaveis e ndo biodegradaveis por parte do consumidor (Ghanbarzadeh et al.,
2010; Ramos et al., 2013), devemos ter em conta de que, sendo um produto vegetal em que a
cor provém de cloroplastos, existe sempre uma certa variagao na distribuicdo destes no isolado
de proteina, podendo ter levado a este resultado. Por outro lado, os modelos para estes dois
parametros apresentavam um R? previsto relativamente baixo, indicando que a previsio de
valores pode acarretar mais erro.

De qualquer modo, o filme apresentou-se liso com L =85.36 + 0.93, b= 27.26 + 0.65, e= 125
+ 13um, um TH=19.1 + 3.52 % e uma FP=45.18 + 3.1 g, sendo estes resultados comparaveis
com os existentes na literatura para filmes obtidos com outras proteinas animais e vegetais.
De acordo com o estudo de Rhim et al. (1998), onde a proteina de soja foi usada para a producao
do filme, obtiveram um valor de L= 93.37 e b=12.18, a pH 10; Rubilar et al. (2013a) usaram
quitosano para desenvolverem um filme, tendo obtido valores de L e b, respetivamente, 96.19
e 1.06.

No filme desenvolvido a base de amido de milho, onde colocaram 5 g de proteina, obtiveram
valores de L e b de 78.09 e 14.70, respetivamente (Ghanbarzadeh et al., 2010). Valores de L e
b (29.49 e 2.72, respetivamente) foram obtidos no trabalho de Salgado et al. (2010), tendo sido
usada a proteina isolada do girassol. Estes autores obtiveram, assim, um filme com tom de
verde-escuro devido ao valor de L e b serem relativamente baixos.

Para o valor de L, os resultados obtidos por Ghanbarzadeh et al. (2010) e Rhim et al. (1998),
foram os mais idénticos comparativamente com o filme de PIT.

As diferencas de cor dos filmes podem estar diretamente relacionadas com a cor do material a
ser usado (Salgado et al., 2010).

Relativamente a espessura (€) e ao Teor de Humidade (TH), o filme de PIT obtido neste estudo
apresentou valores semelhantes aos encontrados na literatura. No estudo de Ramos et al.

(2013), onde usaram a proteina do soro de leite com diferentes percentagens de glicerol (40,
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50 e 60%), o TH variou entre 15.1-18.7 % existindo diferencas significativas no TH quando se
aumentou o teor de glicerol. J& no estudo de Salgado et al. (2010), onde foi usada a proteina
do girassol, obtiveram um e= 71 pm e um TH= 25.9 %.

Com o uso da lentilha para o desenvolvimento de um filme biodegradavel, foi obtida um e de
150 pm com um TH de 23.5 % (Bamdad et al., 2006).

O aumento do TH pode estar relacionado com a natureza higroscépica do glicerol, ou seja, a
capacidade de absorver &gua. O glicerol consegue atrair e reter as moléculas de agua,
provocando um humedecimento maior do filme (Kokoszka et al., 2010) podendo, também,
modificar a sua estrutura, deixando-o mais solto e com maior capacidade de transmisséo de
agua (Jangchud & Chinnan, 1999). Estes autores também verificaram que, com o aumento da
temperatura de secagem, tanto a espessura como 0 TH diminuiam.

Relativamente a forca de puncéo, esta € definida como a tensdo maxima necessaria para o
rompimento ou penetracdo do filme (Hanani et al., 2013). A % de glicerol desempenha, nesta
forca, um papel importante. De fato, com o aumento da concentracdo de glicerol, ha um
aumento na quantidade de ligacdes de hidrogénio entre as cadeias de proteina, aumentando
tanto o espacamento intermolecular como a mobilidade da cadeia (Barreto et al., 2003). No
entanto, esse aumento apenas se consegue com uma determinada concentracédo de glicerol pois,
acima dessa concentracao, podera ocorrer saturacao da matriz do filme com o glicerol e, para
além disso, o glicerol deixa de conseguir reagir com as moléculas de proteina existentes, ndo
havendo ligacGes covalentes (Ramos et al., 2013). Outro fator a ter em conta, € a temperatura
a qual se produzem os filmes que, no caso de existirem proteinas, se for elevada podera causar
a sua desnaturacdo, provocando o seu desenrolamento e exposicdo de grupos reativos. Se
promoverem ligac@es reticuladas, obter-se-ao filmes com um maior grau de cristalinidade, com
uma densidade mais elevada e maior resisténcia a puncdo mas, se pelo contrario, forem
expostos grupos que exercam impedimento estereoquimico, teremos ligagdes mais fracas, com
um menor grau de cristalinidade e uma menor densidade. Ainda, Kim et al. (2002) tambéem
afirmaram que os tratamentos térmicos a proteinas a pH basico tém efeito nas propriedades
fisicas dos filmes, visto promoverem formacéao de ligacGes cruzadas intra e intermoleculares,
promovendo uma forca de puncdo mais elevada.

No caso do filme de PIT, a FP foi relativamente baixa. Isto podera explicar-se, tal como
aconteceu com Bamdad et al. (2006), devido a temperatura de desnaturacéo da proteina (70 °C
durante 20 minutos) ou pelo fato de a solu¢do conter uma quantidade de glicerol relativamente

elevada (50% do peso da proteina, ou seja, 2.5 g).
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Relativamente ao estudo de Bamdad et al. (2006), os seus filmes obtiveram uma FP de 158.3
g de forga, para uma espessura de 150 um. Num outro trabalho, onde usaram a farinha de
semente de algodao, os filmes apresentaram uma FP de 78.5 g de for¢ca com uma espessura de
100 pm (Murquie et al., 1995), tendo sido mais semelhante ao obtido neste estudo (45.18 g
com espessura de 125 pm).

Comparativamente aos filmes de proteina de lentilha (158.3 g), o filme de PIT teve uma FP
bastante menor. Isto podera querer dizer que, para além de a sua espessura ser mais pequena, a

sua rede proteica pode néo ser suficientemente forte e coesa (Bamdad et al., 2006).

2.6. Conclusoes

A validagdo experimental confirmou a possibilidade de se desenvolver e otimizar um filme a
base de proteina isolada do tremogo com as seguintes quantidades de proteina, glicerol e 4gua:
1.98 g, 1.51 g e 18.5 ml, respetivamente. A partir da validacdo, pode-se concluir que nao
existem diferencas significativas entre o L, teor de humidade e forga de pungéo experimental
relativamente ao previsto pelo modelo. Pelo contrério, tanto em b como na espessura
experimentais, ja se verificaram diferencas significativas em relacdo ao previsto.

O valor de b experimental foi mais alto que o previsto e o valor da espessura experimental foi
mais baixo contribuindo, assim, para um filme mais amarelo e mais fino.

No geral, pode-se concluir que 0 modelo matematico conseguiu prever praticamente todos 0s

parametros em estudo.
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3. Caracterizagao das propriedades antioxidantes e
antimicrobianas da solucdo formadora de filme e filme de

PIT e carvacrol

No capitulo anterior, foi descrito o desenvolvimento de um filme de embalagem a base de
proteina isolada de tremocgo. Com vista ao desenvolvimento de uma embalagem que interaja
com o alimento de modo a poder prolongar o seu tempo de vida Util, interessa pesquisar
propriedades antioxidantes e antimicrobianas neste novo material. Neste capitulo é descrito o
estudo da atividade antioxidante em termos de teor em compostos fendlicos totais, flavonoides
e capacidade antioxidante (AER — Atividade de eliminacdo de radicais) na PIT, SSC, SCC,
FSC e FCC e respetiva atividade antimicrobiana relativamente aos microrganismos

Saccharomyces cerevisiae, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
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3.1. Introducéo
A embalagem ativa (EA) € um novo termo que se aplica a embalagens que interagem com o
alimento, prolongando o seu tempo de vida ou até melhorar as suas propriedades (Suppakul et
al., 2003). Também se pode referir a EA quando ha adicdo de aditivos como AOX, agentes
antimicrobianos, acidos organicos, enzimas, extratos naturais, ides, etanol, entre outros
(Dainelli et al., 2008; Dobrucka & Cierpiszewski, 2014).
Na sua constituicdo, muitas plantas possuem antioxidantes naturais (Gupta & Sharma, 2006),
sendo os mais comuns os acidos fendlicos, flavonoides, derivados de cumarina e outros
polifendis (Zielinski & Kozlowska, 2000). Estes antioxidantes naturais podem ter diversas
fungbes como, por exemplo, eliminar radicais livres e prevenirem a formacdo de OH (Gupta &
Sharma, 2006). Relativamente aos alimentos, estes compostos podem prevenir as mudancas
indesejaveis no sabor e na sua qualidade nutricional (Zielinski & Koztowska, 2000).
Ainda, estando geralmente em contato direto com o solo, estdo sujeitas a ataques de
patogénicos (Wink, 1984) e, por isso, possuem varios mecanismos de defesa contra os agentes
patogénicos devido a capacidade de sintetizar uma grande quantidade e variedade de
metabolitos secundarios, que possuem atividade antimicrobiana (AM), para as proteger contra
varios microrganismos (e.g.: virus, fungos e bactérias), macrorganismos (e.g.: mamiferos,
herbivoros, insetos) e, também, contra outras plantas (Schafer & Wink, 2009; Castillo et al.,
2012).
Existem varios AOX sintéticos usados vulgarmente na industria alimentar mas, o consumidor
atual prefere AOX naturais por serem mais seguros (Pereira et al., 2010; Contini et al., 2011).
Entre os compostos fenolicos, o carvacrol, um fenol isoprenilo que se pode encontrar no 6leo
essencial do oregao, foi identificado como sendo ndo s6 um bom antioxidante mas também um
agente antimicrobiano muito potente (Arfa et al., 2006, Lopez-Mata et al., 2013).
Com base no acima exposto, o objetivo deste capitulo foi a pesquisa da existéncia de compostos
fendlicos, flavonoides, capacidade antioxidante e atividade antimicrobiana no filme

desenvolvido e, no caso de ndo haver, promover esta atividade através da adicao de carvacrol.
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3.2. Materiais e Métodos
3.2.1. Preparacdo das amostras

3.2.1.1. Solugdes para atividade antioxidante
As solugdes formadoras de filme e os filmes foram preparados da seguinte forma:
Solucéo formadora de filme: Foi usada a formulacdo 6tima do filme de PIT. A solucéo esteve
sujeita a uma centrifugacdo a 10000 rpm durante 10 minutos a 20 ° C e, posteriormente, foi
filtrada com filtros de 90 um para um baldo volumétrico de 100 ml. Foram feitas trés réplicas.
Apds obtengdo das solugdes, caracterizaram-se 0os compostos fendlicos totais, flavonoides e
capacidade antioxidante.
Filme de PIT: Pesaram-se 5 g de filme e foram adicionados 75 ml da mistura de etanol
(Panreac)/agua (70/30). De seguida, foi usado o Ultraturrax T25 (Janke & Kunkel — IKA ®
Labortechnik) para homogeneizar a solugéo, centrifugando-se a 10000 rpm durante 10 minutos
a 20 ° C. Por fim, filtrou-se com filtros de 90 um (Lab Logistics Group GmbH) para um baldo
volumétrico de 100 ml. Foram feitas trés amostras para a PIT e duas para o FSC.

3.2.1.2. Solucéo formadora de filme, PIT e filme com carvacrol a 10%
Foi adicionado um antimicrobiano natural, o carvacrol, a 10% e foram testadas as suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas, de acordo com o descrito anteriormente. A
solucéo formadora de filme e o filme com carvacrol a 10%, foram produzidos de acordo com
a secdo 3.4.1.1, com algumas alteracdes. A percentagem Gtima de cada componente, foi
adicionado 2.22 ml de carvacrol (1M) e 0.2 ml de Tween 80 a solugéo existente.
Paralelamente, as propriedades antioxidantes e antimicrobianas da PIT foram caracterizadas

com as metodologias descritas anteriormente.

3.2.1.3.  Filmes e solucgdes para analise da atividade antimicrobiana

Para se obter as solugdes necessarias para analisar a atividade antimicrobiana, recorreu-se ao
mesmo método descrito no ponto 3.4.1.1, com excecdo da solucdo de PIT onde se colocou 5 g
de proteina em 25 ml de agua destilada.

Quer a PIT quer as solucBes formadoras de filme foram testadas com trés concentracdes
diferentes: 100%, 25% e a 10%.

As solucdes foram esterilizadas com o uso do Kit Millipore com filtros de 0.22 um (Millipore
Corporation Bedford, MA 01730). A superficie dos filmes foi esterilizada usando uma camara

UV-C durante 3 minutos.
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3.2.1.4. Bactérias e leveduras usadas e suas condic¢des de crescimento
Neste estudo, foram usados Staphylococcus aureus (ATCC-25923), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC-27853) e Saccharomyces cerevisiae (PYCC-4012). Foi feito um riscado com cada uma
das bactérias em meio Tryptic Soy Agar (TSA) (Scharlau) e colocadas a crescer na estufa a 37
°C entre 18-24h. Para a levedura, também foi feito um riscado em meio Yeast Malt Agar (YM
Agar) (Scharlau) e colocada a crescer na estufa a 25 °C durante 7 dias. Estes riscados tiveram

como objetivo obter-se coldnias isoladas de cada microrganismo.

3.2.2. Propriedades antioxidantes

3.2.2.1. Determinacdo dos compostos fendlicos totais (CFT)
O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinada através do método de Folin-
Ciocalteu (Siger et al., 2008), onde foi preparada uma solugdo com 0.5 g de acido galico (AG)
(Fluka Chemika)/100 ml de agua destilada, sendo a mistura agitada com aquecimento
(aproximadamente 30 ° C) para, posteriormente, se fazer a curva de calibracdo. Prepararam-se
as seguintes concentragdes para a curva de calibracéo: 0,075; 0,125; 0,250; 0,500; 0,750; 1,000;
1,250 e 1,500 mg/ml. Para se determinar os compostos fendlicos totais, colocou-se num tubo
de ensaio: 10 pl da amostra (PIT, FSC, FCC, SSC e SCC); 1000 ul de reagente Folin-
Ciocalteau (Scharlau) diluido (1:10) e agitou-se durante 2 minutos. De seguida, colocou-se 800
pl de solucdo saturada de carbonato de sodio (Na.COs) (Panreac Quimica S.A.U.) 7,5% w/v e
190 ul de agua destilada. A mistura foi novamente agitada e foi colocada ao abrigo da luz
durante 30 minutos. Foi feito um branco onde, em vez da amostra, se colocou agua destilada.
Agitou-se e leu-se a absorvancia, no espectrofotdmetro (Hitachi, Ltd, Japao), a 760 nm. Os
dados foram expressos em mg de AG equivalente a 100 ml de cada soluc¢éo ou 100 g de filme,

através das formulas descritas em anexo (tabelas A2 e A3).

3.2.2.2. Determinacao dos flavonoides (Flav)
Foi usado 0 método baseado na formacédo do complexo flavonoide-aluminio, onde se preparou
uma solucdo com 0.1 g de quercetina (Q) (Sigma-Aldrich) em 100 ml de metanol com agitacéo
(Djeridane et al., 2006), com o objetivo de se fazer a curva de calibracdo. Para se obter a curva
de calibracdo, foram preparadas as seguintes concentrac@es: 0.001; 0.002; 0.005; 0.010; 0.025;
0.050; 0.075 e 0.100 mg/ml. Num tubo, foi colocado: 500 ul de amostra; 100 ul de cloreto de
aluminio (Riedel-deHaén®) a 10%; 100 ul de acetato de potassio (Riedel-deHaén®) 1M e 2800

pl de agua destilada. Para a preparacdo do branco, em vez de se ter colocado a amostra,
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colocou-se metanol. Os tubos foram agitados e colocados ao abrigo da luz, durante 30 minutos.
Agitou-se novamente e leu-se a absorvancia, no espectrofotometro, a 415 nm. Os dados foram
expressos em mg de Q equivalente a 100 ml de cada solucéo ou 100 g de filme, através das

formulas descritas em anexo (tabelas A2 e A3).

3.2.2.3. Determinagéo da capacidade antioxidante — DPPH (Atividade de
eliminacao de radicais — AER)

Preparou-se uma solu¢do com 0.05 g de Trolox (T) (Sigma-Aldrich) em 50 ml de etanol a 96%
para a curva de calibracéo, onde as concentrag6es foram as seguintes: 0,025; 0,05; 0,075; 0,100;
0,150; 0,200 e 0,300 mg/ml. A atividade de eliminacdo de radicais (AER) das amostras, foi
avaliada com DPPH (Sigma-Aldrich), baseado no método reportado por Sevim and Tuncay
(2013). A solugéo de DPPH (0.02718 mM) foi preparada em 500 ml de etanol a 96%. Num
tubo de ensaio, foi colocado: 100 ul da amostra e com 1900 ul da solucdo de DPPH e agitou-
se. Prepararam-se dois brancos onde, em vez da amostra, se colocou etanol a 96%. De seguida,
a mistura foi colocada ao abrigo da luz durante 15 minutos, foi agitada e, por fim, a absorvancia
foi lida no espectrofotometro a 517 nm. Os dados foram expressos em mmol de T equivalente
a 100 ml de cada solucdo ou 100 g de filme, através das férmulas descritas em anexo (tabelas
A2 e A3).

3.2.3. Propriedades antimicrobianas

A analise da AAM para S. cerevisiae, S. aureus e P. aeruginosa, foi feita através do método de
difusdo do disco, usado por Sukantha et al. (2012), no qual sdo utilizados discos esterilizados
(Filtres Fioroni; Dimension= 6 mm). Com a ajuda do Standart McFarland 0.5 (150 x 10® UFC
por 1 ml) (bioMérieux® SA), foi usada a solucdo de Ringer (Merck) para fazer a suspensdo
mée. Essa suspensdo méae foi usada para semear as placas de Petri em forma de tapete, com os
diferentes microrganismos, com a ajuda de uma zaragatoa. Para as soluces, as placas foram
divididas em trés partes: a solucdo a 100% e as solucBes a 25 e 10%. Para os filmes, as placas
foram divididas em duas partes.

Nas placas onde se estudaram as solucdes, foram colocados discos estéreis impregnados com
20 ul de cada solucdo (PIT, SSC e SCC com respetivas diluicdes). Relativamente aos filmes
(FSC e FCC), estes foram cortados com um furador esterilizado com 7 mm de diametro e
colocados na placa de Petri (Coma et al., 2002). Para cada amostra, foram feitas 3 réplicas.
Placas com S. aureus e P. aeruginosa foram colocadas na estufa a 37 °C durante 24 h, enquanto

as placas com S. cerevisiae foram colocadas na estufa a 25 °C durante 7 dias. A sensibilidade
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dos microrganismos foi descrita como resistente (< 8 mm), sensivel (9-14 mm), muito sensivel

(15-19 mm) e extremamente sensivel (> 20 mm) (Ponce et al., 2003).

3.2.4. Andlise estatistica

A andlise estatistica para os valores de compostos fendlicos totais, flavonoides, capacidade
antioxidante e atividade antimicrobiana, foi feita através da sua média e desvio-padrdo no
Excel®©.

3.3. Resultados

3.3.1. Compostos fendlicos totais
De acordo com as metodologias descritas nas secGes dos compostos fenolicos totais,
flavonoides e capacidada antioxidante, obtiveram-se o0s seguintes resultados para a PIT (tabela

3.1) e respetivas curvas de calibracdo (figuras Al, A2 e A3):

Tabela 3.1. CFT, Flav e CAOX na PIT.

CFT Flav CAOX
(mg EAG/100 g (mg EQ/a00 _{mmol
de PIT) gdepiT) E111009
de PIT)
PIT
(Lupinus 307.41 + 31,98* 2056 + 160 9.38+1.17*

angustifolius)

* Média + desvio-padrdo: CFT, Flav e CAOX.

As médias e desvio-padrdo para a solucao sem carvacrol (SSC) e solucdo com carvacrol (SCC)
foram, respetivamente, 132.10 £+ 17.21 mg EAG/100 ml de solucéo e 744.95 + 10.38 mg/100
ml de solucdo (figura 3.1). As respetivas curvas de calibracdo de cada solucdo estdo inseridas

em anexo (figuras A4 e A5).
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Figura 3.1. Compostos fendlicos totais (mg EAG/100 ml de solucéo) na SSC e SCC.

Para o filme sem carvacrol (FSC) e filme com carvacrol (FCC), as médias e desvio-padrao
tiveram valores de 144.94 + 3.76 mg EAG/100 g de filme e 2843.43 + 86.04 mg EAG/100 g
de filme, respetivamente (figura 3.2). Em anexo estdo inseridas as respetivas curvas de

calibracdo para cada filme (figuras A6 e A7).
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Figura 3.2. Compostos fendlicos totais (mg EAG/100 g de filme) existentes no FSC e FCC

3.3.2. Flavonoides
Relativamente as médias e desvio-padrdo da solugdo sem carvacrol (SSC) e solugcdo com
carvacrol (SCC), foram obtidos valores de 11.97 + 1.48 mg EQ/100 ml de solugéo e 33.48 +
2.21 mg EQ/100 ml de solucdo, respetivamente (figura 3.3). As figuras A8 e A9, em anexo,

sdo referentes as curvas de calibracéo de cada solugéo.
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Figura 3.3. Flavonoides (mg EQ/100 ml de solugdo) em SSC e SCC.
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Os valores das médias e desvio-padrdo do filme sem carvacrol (FSC) e filme com carvacrol
(FCC) foram, respetivamente 38.94 + 10.78 mg EQ/100 g de filme e 104.74 £ 6.01 mg EQ/100
g de filme (figura 3.4). Em anexo (figuras A10 e All), estdo as curvas de calibracéo de cada

filme.
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Figura 3.4. Flavonoides (mg EQ/100 g de filme) existentes no FSC e no FCC.

3.3.3. Capacidade antioxidante
As médias e desvio-padrao para a solucdo sem carvacrol (SSC) e solu¢do com carvacrol (SCC)
foram 30.21 + 3.59 mmol ET/100 ml de solugédo e 89.21 + 5.74 mmol ET/100 ml de solucéo,
respetivamente (figura 3.5). As figuras Al2 e Al3, em anexo, referem-se as curvas de

calibracdo de cada solucéo.
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Figura 3.5. CAOX (mmol ET/100 ml de solu¢do) em cada solucdo.

No filme sem carvacro (FSC) e filme com carvacrol (FCC), as médias e desvio-padrédo foram,
respetivamente, 31.16 = 3.29 mmol ET/100 g de filme e 206.03 = 31.18 mmol ET/100 g de
filme (figura 3.6). Em anexo, figuras A14 e Al5, estdo representadas as curvas de calibragéo

de cada filme.
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Figura 3.6. CAOX (mmol ET/100 g de filme) no FSC e FCC.
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3.3.4. Atividade antimicrobiana
Os resultados da AAM, por parte do FSC, FCC, PIT, SSC e SCC, estdo descritas na tabela 3.2
para uma levedura (S. cerevisiae), uma bactéria Gram positiva (S. aureus) e uma bactéria Gram
negativa (P. aeruginosa). As figuras 3.7 a 3.11 demonstram a atividade antimicrobiana da PIT,
SSC, SCC, FSC e FCC, respetivamente.

Tabela 3.2. Atividade antimicrobiana, expressa como o didmetro da zona de inibi¢do (mm) de PIT
(100%, 25% e 10%), SSC (100%, 25% e 10%), SCC (100%, 25% e 10%), FSC e FCC contra S.
cerevisiae, S. aureus e P. aeruginosa. (Média + desvio-padrdo, n= 3).

Halos de inibigdo * (mm)

Solugdes S. cerevisiae S. aureus P. aeruginosa
PIT 100% 0 0 0
PIT 25% 0 0 0
PIT 10% 0 0 0
SSC 100% 0 0 0
SSC 25% 0 0 0
SSC 10% 0 0 0

SCC 100% 9.67+2.08* 933+115* 8.33+0.58 *
SCC 25% 8.33+0.58* 0 0
SCC 10% 0 0 0
FSC 0 0 0
FCC 10 + 2.65 * 9+1.00* 0

* Média + desvio-padrdo; PIT (Proteina isolada do tremoco), SSC (Solugdo sem carvacrol), SCC
(Solucao com carvacrol), FSC (Filme sem carvacrol) e FCC (Filme com carvacrol).

3.4. Discussao

Os compostos fenolicos estdo presentes em todas as partes vegetativas das plantas, sendo a sua
existéncia muito comum na natureza (Lampart-Szczapa et al., 2003) e, para além de estarem
envolvidos no crescimento e na reproducdo das plantas, também tém a capacidade de utiliza-
las contra varias doencas e microrganismos (Ross & Kasum, 2002) contribuindo, também, nas
atividades AOX globais das plantas, inibindo os radicais livres (Uchegbu, 2015).

Relativamente a PIT utilizada neste trabalho (tabela 3.1), o teor em compostos fendlicos foi de
307.41 mg EAG/100 g de PIT enquanto, no trabalho de Siger et al. (2012), onde usaram a
mesma espécie de tremogo mas com diferentes cultivos (Zeus e Bojar), obtiveram valores entre
258 e 269 mg EAG/100 g respetivamente, de semente e ndo de proteina isolada, sendo estes
valores naturalmente menores que os obtidos para a PIT. Martinez-Villaluenga et al. (2009),

nos cultivos Troll e Emir de L. angustifolius, obtiveram valores de 223 mg EAF/100 g de

49



semente e 253 mg EAF/100 g de semente respetivamente. Para a proteina isolada do tremogo,
ndo foram encontradas publicagfes sobre estes compostos.

Wang and Clements (2008), também analisaram compostos fendlicos presentes em sementes
de tremogo e expressaram-nos como equivalentes a acido galico. De acordo com estes autores,
0 teor de compostos fendlicos em L. angustifolius variou entre 535.1 a 578.4 mg EAG/100 ¢
de sementes.

Em estudos anteriores realizados por Lampart-Szczapa et al. (2003), foi obtida uma maior
quantidade de compostos fendlicos nas cotiledéneas do que no episperma. Foi demonstrado
que o maior teor de compostos fendlicos ocorreu em dois cultivos amargos de L. albus (cultivo
Bac) e de L. angustifolius (cultivo Mirela). No L. angustifolius, a quantidade de compostos
fendlicos nas cotiledoneas foi de 187.8 mg EAC/100 g de extrato enquanto no episperma foi
de 28.8 mg EAC/100 g de extrato.

No estudo feito pela empresa fornecedora de PIT de L. angustifolius, foi reportada a obtengéo
de 80 mg EAG/100 g de PIT, tendo sido um valor muito inferior ao obtido neste estudo.

No FSC, o valor dos compostos fendlicos foi de 144.94 mg EAG/100 g de filme, tendo sido
um pouco mais baixo do que o valor da PIT devido, talvez, a existéncia do glicerol.

Yuan et al. (2015), no trabalho onde desenvolveram filme de quitosano, obtiveram valores de
aproximadamente de 500 mg EAG/100 g de extrato. Provavelmente, este nimero mais elevado
de compostos fendlicos, comparativamente ao FSC, deve-se ao fato de o quitosano ja possuir
propriedades antimicrobianas conhecidas (Tripathi et al., 2009).

No FCC, apds a adicdo de carvacrol, o teor de compostos fendlicos aumentou de 144.94 mg/100
g para 2843.43 mg/100 g.

Como referido em 3.1, o carvacrol é um forte agente antioxidante e antimicrobiano (Arfaetal.,
2006; Lopez-Mata et al., 2013). No trabalho de Yuan et al. (2015), ap6s adicionarem carvacrol
no filme de quitosano, obtiveram valores de compostos fendlicos de, aproximadamente, 7000
mg EAG/100 g de extrato, ou seja, com a adicdo do carvacrol a quantidade dos compostos
fendlicos aumentou drasticamente, tal como ocorreu no caso do FCC, podendo ter uma maior
atividade antioxidante e antimicrobiana.

Apos a andlise do FSC, FCC e PIT, foram analisadas as solu¢des que deram origem aos filmes,
expectando-se que os valores de fenolicos para SSC ndo fossem idénticos aos da PIT mas sim
um pouco inferiores, uma vez que a solucdo estava diluida (132.10 mg EAG/100 ml de
solucdo). Pelo contréario, na SCC houve um grande aumento na quantidade de fendlicos (744.95
mg EAG/100 ml de solucgéo), mas ndo quando comparados com os valores obtidos pelo FCC.
Em relacéo aos flavonoides, a PIT (tabela 3.1) obteve um valor de 20.56 mg EQ/100 g de PIT.
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No FSC a quantidade de flavonoides foi de 38.94 mg EQ/100 g de filme e no FCC, onde houve
adicdo de carvacrol, obteve-se uma quantidade de 104.74 mg EQ/100 g de filme de flavonoides.
A SSC obteve um valor de 11.97 mg EQ/100 ml de solucdo enquanto na SCC obteve-se uma
quantidade de 33.48 mg EQ/100 ml de solugé&o.

Os flavonoides formam um grande grupo de produtos naturais, sendo encontrados em varios
tecidos de plantas, tanto no interior das células como a superficie de diferentes 6rgdos da planta
(Stobiecki & Kachlicki, 2006).

Siger et al. (2012) identificaram o total de flavonoides existentes em cada cultivo de L.
angustifolius e obtiveram um valor de 73.13 mg EV/100 g de extrato no cultivo de Bojar e
68.74 mg EV/100 g de extrato no cultivo de Zeus, ndo estando muito proximos dos valores
obtidos na PIT.

De acordo com Martinez-Villaluenga et al. (2009), dois cultivos diferentes de L. angustifolius
(Troll e Emir) foram analisados e os valores variaram entre 13.3 mg EC/100 g de extrato e 36.2
mg EC/100 g de extrato, respetivamente, estando os valores do cultivo Troll relativamente
proximos aos obtidos pela PIT. Mas, ao analisarem o cultivo de L. albus (Multolupa),
obtiveram valores muito superiores (110 mg EC/100 g de extrato).

De acordo com os valores obtidos, denota-se que a quantidade de flavonoides no FSC e SSC
foi relativamente baixa mas, apds a colocacgéo de carvacrol, tanto o FCC como a SCC tiveram
um grande aumento de flavonoides, comparando com FSC e SSC, respetivamente.
Relativamente a capacidade antioxidante, consegue-se observar que existe alguma capacidade
no FSC (31.16 mmol ET/100 g de filme) enquanto, apos adicdo de carvacrol no filme, a
capacidade antioxidativa intensificou (206.03 mmol ET/100 g de filme). Este resultado vai de
acordo com o obtido por Lopez-Mata et al. (2013) onde filmes de quitosano com carvacrol
aumentaram a sua atividade antioxidante, comparativamente com o filme apenas de quitosano
e, como usaram diferentes concentracdes de carvacrol (0.5%, 1% e 1.5%), a sua atividade
aumentou consoante 0 aumento da concentragao.

No trabalho desenvolvido por Yuan et al. (2015), no filme apenas de quitosano obtiveram
valores abaixo de 10 mmol E FeSO4-7H,0/100 g enquanto, apés a adi¢do de carvacrol, o filme
possuiu valores de, aproximadamente, 30 mmol E FeSO4-7H20/100 g.

A PIT (tabela 3.1), neste estudo, possuiu pouca capacidade antioxidante (9.38 mmol ET/100 g
de PIT). De acordo com a empresa de fornecimento da PIT, o valor da capacidade antioxidante
foi de 17 mmol ET/100 g de PIT, tendo tido um valor um pouco mais elevado do que o obtido

neste estudo.
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Tal como acontece no FCC, ao adicionar carvacrol na solucdo (SCC) a capacidade
antioxidativa aumenta. Vrios estudos afirmam que o carvacrol e 0s seus derivados possuem
atividade antioxidante (e.g.: Masteli¢ et al., 2008; Lopez-Mata et al., 2013), sendo essa
capacidade dependente do efeito estérico e eletronico do seu anel e, também, da existéncia do
grupo hidroxilo que consegue doar atomos de hidrogénio (Masteli¢ et al., 2008).

De acordo com os resultados obtidos, no FSC néo foi observada nenhuma AAM, ao contrario
do FCC que ja apresentou alguma AAM em S. cerevisiae e em S. aureus, por ter sido
incorporado com um agente antimicrobiano. Tanto a S. cerevisiae como a S. aureus foram
consideradas sensiveis. Para a P. aerugiona, ndo houve nenhuma AAM, indicando que € mais
resistente.

No geral, as bactérias Gram positivas sdo consideradas mais sensiveis do que as Gram
negativas, devido a diferente estrutura das suas paredes celulares. A parede celular das Gram
negativas possui uma camada de lipopolissacarideos (LPS), que evita a entrada tanto de
compostos hidrofobicos como hidrofilicos (e.g.: compostos antimicrobianos) (Ouattara et al.,
1997; Kanmani and Rhim, 2014)

No trabalho de Yuan et al. (2015), o filme desenvolvido apenas por quitosano também néo
demonstrou nenhuma AAM mas, pelo contrario, quando adicionaram agentes antimicrobianos,
tanto a bactéria Gram positiva (S. aureus) como a bactéria Gram negativa (Escherichia coli)
tiveram halos de inibicdo de 12.33 e 11.33 mm, respetivamente, sendo considerados sensiveis.
Neste mesmo estudo, onde tambeém adicionaram casca de romd no filme, verificaram que,
juntamente com o carvacrol, a sensibilidade por parte de S. aureus aumentou
comparativamente ao filme com apenas a adi¢do de carvacrol (16.50 mm), sendo considerada
muito sensivel.

Também no trabalho desenvolvido por Kanmani and Rhim (2014), foram obtidos resultados
semelhantes aos do presente estudo. Estes autores também ndo obtiveram qualquer AAM por
parte do filme composto apenas por carragenina. Porém, apds a adi¢do de extrato de semente
de uva, o filme teve a capacidade de inibir todos os microrganismos em estudo (bactérias Gram
positivas e negativas) e verificaram também que, a medida que a concentracdo de extrato de
uva aumentava, a zona de inibicdo também aumentava.

No estudo com filme de proteina do soro de leite, adicionaram diferentes concentracdes (1%,
2%, 3% e 4%) de bleo essencial do orégdo e compararam com o filme sem a adicao do 6leo.
Verificaram que o filme sem adicdo de éleo ndo teve qualquer AAM contra nenhum dos

microrganismos, enquanto, com apenas uma concentracdo de 2% do dleo € que ocorreu

52



inibic&o de todos os microrganismos. O maior halo de inibi¢éo foi exibido a uma concentracao
de 4% (Seydim & Sarikus, 2006).

Relativamente a solucéo de PIT e de SSC, ndo se verificou inibi¢do do crescimento de nenhum
microrganismo. J& na SCC, constatou-se inibicdo em todos 0s microrganismos e apenas na S.
cerevisiae ocorreu inibicdo também a 25% da solucdo, o que ndo aconteceu nas duas bactérias.
Isto poderé significar que a entrada do agente antimicrobiano pode ser mais facil em leveduras
do que em bactérias Gram positivas ou negativas, visto os 0leos essenciais terem um efeito
inibidor no crescimento micelial dos fungos (Ozcan et al., 2005).

No estudo onde usaram a solu¢do de quitosano e outra de tapioca, verificaram que a bactéria
acido lactico (Lactobacillus spp.) foi muito sensivel na solucdo de quitosano, com um halo de
17 mm, enquanto a solugdo de tapioca ndo conseguiu inibir o crescimento da bactéria
(Vésconez et al., 2009).

De acordo com Ponce et al. (2008), ao usarem a solucéo de quitosano, obtiveram uma pequena
inibicdo (8.75 mm) da bactéria Listeria monocytogenes enquanto a solucéo de caseina e de
celulose carboximetil ndo demonstrou inibigdo significativa. Apenas quando combinaram a
solucéo de quitosano e de celulose carboximetil com o 6leo de alecrim, é que L. monocytogenes
foi muito sensivel (15 mm) e sensivel (9.50 mm), respetivamente. As combinacdes da solucao
de caseina com os varios 6leos, pelo contrario, ndo teve atividade inibitdria contra a bactéria.
A interagdo dos compostos ativos de plantas, com a membrana citoplasmatica dos
microrganismos, tem a capacidade de interferir, negativamente, no processo de transducgéo de
sinal da membrana, prejudicando, assim, a funcdo de algumas proteinas membranares e
causando mudancas na permeabilidade, modificando a estrutura e composicdo da parede
celular, acabando por destrui-la (Gustafson et al., 1998; Ultee et al., 2002).

Em relacdo a bactéria S. aureus, os compostos fendlicos do carvacrol interferem com as suas
caracteristicas fisiologicas tais como: 1) permeabilidade da membrana citoplasmatica; 2)
toleréncia ao sal; 3) atividade da coagulase e 4) producéo da enterotoxina (Souza et al., 2013).
A capacidade de producdo de enterotoxinas por parte de varias bactérias, também pode ser
anulada com o uso de carvacrol, existindo duas possiveis teorias: a) se a excrecao da toxina for
um processo ativo, pode existir insuficiente ATP disponivel para exporta-la da célula; b) a
pequena taxa de crescimento pode significar que as células estdo a usar toda a energia
disponivel para conseguir sustentar a viabilidade e, por isso, deixam pouca energia para a
producdo de toxina (Ultee and Smid, 2001).

53



Na S. cerevisiae, tanto na SCC como no FCC ndo houve diferencas significativas. Ja em S.
aureus e P. aeruginosa, houve diferencas entre a SCC e o FCC, néo tendo existido inibi¢ado
para a P. aeruginosa por parte do FCC. Quando se compara a inibicdo da solucao e do filme, é
conhecido que, com soluc@es a inibi¢do costuma ser maior pois, na solucdo, o carvacrol esta
mais disponivel para atuar como um agente antimicrobiano. Pelo contrario, quando o carvacrol
faz parte de um filme biodegradavel, permanece mais compacto na matriz do filme, sendo
dificil a sua libertacdo reduzindo, assim, a sua capacidade antimicrobiana (Zivanovic et al.,
2005). De acordo com Vasconez et al. (2009), a AAM depende da técnica de aplicacdo e, neste
estudo, a SCC foi mais eficiente do que o FCC, tal como ocorreu no estudo dos autores

referidos.

Figura 3.7. Atividade antimicrobiana da PIT em S. cerevisiae (A), S. aureus (B) e P. aeruginosa (C)

100%

Figura 3.8. Atividade antimicrobiana da SSC em S. cerevisiae (D), S. aureus (E) e P. aeruginosa (F)
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Figura 3.9. Atividade antimicrobiana da SCC em S. cerevisiae (G), S. aureus (H) e P. aeruginosa (1)

Figura 3.10. Atividade antimicrobiana do FSC em S. cerevisiae (J), S. aureus (K) e P. aeruginosa (L)
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Figura 3.11. Atividade antimicrobiana do FCC em S. cerevisiae (M), S. aureus (N) e P. aeruginosa (O)

3.5. Conclusdes
De acordo com os resultados obtidos, os valores dos CFT, Flav e CAOX nédo foram muito
elevados apenas com a proteina isolada do tremo¢o mas, quando se adicionou carvacrol,
ocorreu um aumento consideravel de todos estes parametros, devido a este ser considerado
um composto ativo.
Relativamente a atividade antimicrobiana tanto na solucdo como no filme sem carvacrol, SSC
e FSC respetivamente, foi inexistente para todos 0os microrganismos. Para a solucéo e filme
com carvacrol (SCC e FCC, respetivamente), ja foi possivel observar inibicdo em todos os
microrganismos mas, no caso do FCC, apenas a P. aeruginosa é que possuiu resisténcia a

este agente antimicrobiano.
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4. Conclusoes gerais

Foi possivel desenvolver e otimizar um filme de PIT com a seguinte composicdo: 1.98 g de
proteina, 1.51 g de glicerol e 18.5 ml de agua (8.98%, 6.88% e 84.15%, respetivamente) tendo
apresentado alguma flexibilidade.

A partir da validacéo das respostas, concluiu-se que em L, teor de humidade e forca de pungéo
ndo existem grandes diferencas em relacdo ao previsto pelo modelo. J& em b e na espessura
existiram diferengas significativas entre o obtido experimentalmente e o previsto, visto estar
fora do erro-padréo. Dado o valor de b ter sido maior que o previsto, tal contribuiu para um
filme mais amarelo. Neste caso, como o filme obteve uma cor amarela, poderia ser usado em
alimentos de cor idéntica (e.g.: queijo) de modo a serem comercializados e mais facilmente
aceites pelo consumidor. O fato de o filme experimental ter obtido valores de espessura mais
baixos que o previsto, tambem podera contribuir para uma melhor aceitacdo do produto final.
Em relacdo a quantidade de CFT, Flav e CAOX, os valores apenas aumentaram
consideravelmente quando houve adicdo de um composto considerado bioativo.

A nivel da microbiologia, a AAM exibida por parte do filme de proteina do tremogo foi
inexistente e, por isso, para se conseguir obter um filme de PIT com atividade antimicrobiana,
€ necessaria a adicao de agentes antimicrobianos.

A incorporacdo direta de dleos essenciais nos alimentos, apesar de ter um efeito mais rapido
na inibicdo de microrganismos, podera modificar algumas caracteristicas sensoriais (e.g.:
cheiro e sabor). Pelo contrario, a incorporacgédo de 6leos essenciais no filme podera ndo ter um
impacto negativo tdo grande no que diz respeito as propriedades sensoriais, apesar de a
libertacdo do agente antimicrobiano ser limitado, por estar retido na matriz do filme. Neste
estudo, tanto a SCC como o FCC inibiram todos os microrganismos, a excecdo da P.
aeruginosa por parte do FCC. A inexisténcia de inibicdo por parte desta bactéria, deve-se pelo
fato de ser considerada uma bactéria gram negativa possuindo, assim, mais resisténcia aos
agentes antimicrobianos.

Este filme desenvolvido a base de proteina do tremogo podera ser usado para sistemas de
embalagens ativas, com vista a melhorar o tempo de prateleira dos alimentos, ser consumivel

e biodegradavel, sendo estas duas Ultimas caracteristicas devidas a sua natureza ecoldgica.
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5. Perspetivas de trabalhos futuros

Para futuros trabalhos, o FSC deveria ser estudado relativamente a outras propriedades fisico-
mecanicas (e.g.: solubilidade, permeabilidade ao Oz e CO, entre outras). Relativamente ao
FCC, este poderia ser analisado em diferentes tipos de alimentos (e.g.: queijo) para se conhecer
0 seu tempo de prateleira e poderd, também, ser testado com diferentes concentracdes de
carvacrol ou com um outro agente antimicrobiano (e.g.: grainha de uva).

Como este filme é considerado um filme biodegradavel, seria benéfico conhecer qual o tempo
que leva a degradar-se totalmente. Por ultimo, deverdo ser realizados estudos de outras
propriedades fisico-mecéanicas (e.g.: solubilidade, permeabilidade ao 02 e CO2, entre outras)
e testes para melhorar as propriedades de termoselagem do filme, visto a PIT ndo suportar a

termoselagem.
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7. Anexos

Tabela A1l. Médias e desvio-padrdo para cada parametro fisico-mecénico do filme.

Cor e (1) Forca Penetracéo Teor de
L b H ) humidade (%)

86.06333333 26.825 132 47.06666667 19.22

84.29833333  28.01166667 110 46.86666667 22.56

85.70833333 26.955 133 41.6 1553
Média 85.35666667  27.26388889 125 4517777778 19.10333
Desvio- 0.933572886  0.650848449 13 3.100059737  3.516452
padréo

Tabela A2. Férmulas para saber o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides e capacidade
antioxidante, em mg/100 g, em PIT e nos filmes.

Absorvancia [CFT, Flav ou [CFT, Flav ou CAOX] [CFT, Flav ou CAOX]
(nm) CAOX] g ma/g mg/100 g
Y Y=ax-b [CFT] x fator de diluicao [CFT] mg/g x 100

Tabela A3. Férmula para saber o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides e capacidade
antioxidante, em mg/100 g, nas solu¢des sem e com carvacrol.

Absorvancia
(nm)

Y Y=ax-b

[CFT, Flav ou CAOX] ¢
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Figura Al. Curva de calibracdo para os compostos fenélicos totais em PIT.
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Absorvéancia (760 nm)

y =0,5651x + 0,0004
0,8 - R? =0,9992

0,7 -
0,6 -
0,5 -
04 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Concentragdo (mg/ml)

Figura A6. Curva de calibracdo para os compostos fenolicos totais em FSC.
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Figura A12. Curva de calibracdo da capacidade antioxidante em SSC.
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