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RESUMO

Aliado a necessidade de produtos praticos e convenientes, o consumidor
demanda alimentos cada vez mais seguros, saborosos, despertando o
interesse pelo uso de aditivos naturais. Assim, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver um filme de quitosana adicionado com extrato de hortela-pimenta
(Mentha piperita L.), visando a conservagdo de massa Briseé. Os filmes foram
elaborados com quitosana (1% m/v) aditivados com quatro concentracdes de
extrato de hidroetandlico de hortela-pimenta (EHH): 2,5% (EH2,5), 5% (EH5),
10% (EH10) e 25% (EH25). O extrato incorporou compostos fendlicos aos
filmes que passaram a exibir acdo antioxidante frente ao radical DPPH,
entretanto, a adicdo de 5 e 10% de extrato (filmes EH5 e EH10) exibiram
melhor retencdo dos compostos bioativos. Porém, ndo apresentaram acdo
antimicrobiana para as duas concentracées de EHH. Os filmes EH5 e EH10
foram caracterizados quanto a andlise visual, a espessura, a cor, as
propriedades mecéanicas, a opacidade, a umidade, a densidade, a
permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA), intumescimento, solubilidade e a acédo
antimicrobiana para as bactérias S. aureus e Escherichia coli. Nos filmes
selecionados, a adicdo do extrato promoveu melhoria das propriedades
mecanicas, principalmente as relacionadas a resisténcia a tracao e resisténcia
ao alongamento, bem como nas propriedades de barreira e épticas. Os filmes,
nas concentracbes estudadas (EH5 e EH10) ndo apresentaram acao
antimicrobiana. Apés a caracterizacao, os filmes EH5 e EH10 foram utilizados
para embalar pedacos de massa briseé. A cada dois dias por dez dias, a
massa foi avaliada quanto a oxidacéo lipidica (TBARS). A partir dos resultados
de sequestro do radical livre DPPH e de TBARS obtidos, observou-se que os
biofilmes de quitosana com EHH foram eficazes em retardar a oxidacao lipidica
nas massas, ou seja, apds dez dias de armazenamento, a massa conservou-se
com valores menores de TBARS (mg de MDA/kg) em relacdo ao controle C e

Ziploc®.

Palavras-chave: Composto bioativo. Extrato. Filmes. Oxidacao lipidica. Massa



ABSTRACT

Combined with the need for practical and convenient products, the consumer
demands increasingly safe, tasty foods, arousing interest in the use of natural
additives. Thus, the objective of this work was to develop a film of chitosan
added with peppermint extract (Mentha piperita L.), aiming at the conservation
of Briseé mass. The films were prepared with chitosan (1% w / v) added with
four concentrations of peppermint hydroethanolic extract (EHH): 2.5% (EH2.5),
5% (EH5), 10% (EH10) and 25% (EH25). However, the addition of 5 and 10%
of the extract (films EH5 and EH10) showed a better retention of the bioactive
compounds. However, they did not present antimicrobial action for the two
concentrations of EHH. EH5 and EH10 films were characterized for visual
analysis, thickness, color, mechanical properties, opacity, humidity, density,
water vapor permeability (PVA), swelling, solubility and antimicrobial action for
bacteria S. aureus and Escherichia coli. In the selected films, the addition of the
extract promoted improved mechanical properties, especially those related to
tensile strength and resistance to elongation, as well as barrier and optical
properties. The films, in the studied concentrations (EH5 and EH10) did not
present antimicrobial action. After characterization, the fiilms EH5 and EH10
were used to package pieces of baking dough. Every two days for ten days, the
mass was evaluated for lipid oxidation (TBARS). From the sequestration results
of the DPPH free radical and TBARS obtained, it was observed that chitosan
biofilms with EHH were effective in delaying lipid oxidation in the masses, ie
after ten days of storage, the mass was preserved with lower values of TBARS
(mg of MDA / kq) relative to control C and Ziploc®.

Keywords: Bioactive compound. Extract. Movies. Lipid oxidation. Patty
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1. INTRODUCAO
A embalagem tem por fungéo primordial acondicionar o produto de forma
a permitir todas as demais operacdes que fazem parte do processo de
distribuicdo fisica, ou seja, levar o produto finalizado até o cliente.
Complementando essa funcdo, tem-se que a embalagem serve para a
promoc¢do do produto, provendo também sua protecdo, além de servir como
instrumento para aumentar a eficiéncia da distribuicdo (PULIGUNDLA, 2012).
As industrias de alimentos tém aumentado e diversificado a oferta de
produtos alimenticios, buscando suprir 0 mercado crescente. Nos ultimos anos,
pesquisas em embalagens foram ampliadas e as embalagens ativas, uma nova
linha tecnoldgica, estdo em destaque. (BARBOSA-PEREIRA et al., 2014).
Embalagem ativa €, atualmente, uma das tecnologias mais dinamicas
utilizadas para preservar a qualidade dos alimentos por meio da liberacédo de
agentes ativos contidos na embalagem. Elas alteram as condi¢ées do produto,
aumentando sua vida de prateleira, sua seguranca e sua qualidade,
aprimorando também suas caracteristicas sensoriais (MORELLI et al., 2015).
Um importante objetivo da embalagem, quando considerada como uma
tecnologia de conservacao de alimentos, € inibir a contaminag¢do do produto,
retardando sua deterioracdo, estendendo o prazo de validade, mantendo a
qualidade e a inocuidade dos alimentos (LOPEZ-RUBIO et al., 2004).
Conforme Lépez et al. (2007), a incorporacdo de compostos bioativos que
possuam fung&o antimicrobiana e antioxidante, em embalagem, pode promover
0 aumento da vida util dos alimentos nela embalados. Como exemplo de
compostos bioativos naturais, tém-se extratos de folhas e de frutos, que séo
substancias de origem vegetal e que tém por caracteristicas serem volateis e
organicas (GOMEZ-ESTACA et al., 2009). Alguns extratos de folhas
apresentam boa funcéo antimicrobiana e/ou antifingica (NORAJIT et al., 2010).
Segundo Abdollahi et al., (2012), biopolimeros tém sido amplamente
investigados ao longo das décadas, porque eles podem ser uma alternativa a
producdo de embalagens de uso rapido no transporte doméstico e de descarte
imediato. Ademais, sado Otimos veiculos para a incorporacdo de uma gama de
aditivos tais como antioxidantes, agentes antifingicos, agentes antimicrobianos
e nutrientes (YANG et al., 2014).
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Os filmes obtidos a partir de biopolimeros podem compor um sistema de
embalagens ou serem adicionados em formula¢cBes contendo polimeros
sintéticos ou bioengenheirados para diminuir custos e para aumentar a
disponibilidade dos materiais biodegradaveis para aplicagbes comerciais
(GANIARI; CHOULITOUDI; OREOPOULQOU., 2017). De acordo com Yoshida e
Antunes (2009), a aplicacdo de filmes biopoliméricos em embalagem para
vegetais frescos, como frutas e hortalicas, reduz o amadurecimento, o
escurecimento, a mudanca de cor e a perda de aroma, pois promove uma
barreira seletiva aos gases envolvidos nos processos respiratorios, diminuindo
as taxas de metabolismo e de oxidagéo.

Dentre os polimeros naturais, a quitosana tem despertado interesse por
ser biodegradavel, por ser de fontes renovaveis e por possuir capacidade de
formar filmes flexiveis e resistentes, com barreiras eficientes contra o oxigénio,
além de deter atividade antimicrobiana (LISKOVA et al., 2014). Esse
biopolimero, um derivado desacetilado de quitina, € o segundo polissacarideo
mais abundante encontrado na natureza depois da celulose. Nao é toxico e é
biodegradavel, biofuncional e biocompativel. = A quitosana traz algumas
vantagens sobre outros polimeros ativos a base de biomoléculas usadas como
materiais de embalagens devido a seu comportamento antibacteriano e a sua
capacidade quelante (BITENCOURT et al., 2014). Além disso, a quitosana
pode agir como portadora de substancias ativas, tais como antioxidantes,
antimicrobianos, resultando em extensdo da vida utii e em melhoria da
qualidade sensorial e da seguranca dos produtos alimenticios. No entanto, tem
como caracteristica possuir barreira mecanica deficitaria e ter fraca resisténcia
a agua, o que sao empecilhos na sua aplicacdo, especificamente na presenca
de agua e de umidade (RUIZ-NAVAJAS et al., 2015).

Filmes contendo extratos de plantas tém sido desenvolvidos para o uso
em embalagens com potencial atividade antioxidante (QUILAQUEO
GUTIERREZ et al., 2012; MORADI et al., 2012; KANATT et al., 2012; MORADI
et al.,, 2012; CAMO et al., 2011; NORAJIT; KIM; RYU,2010;) e antimicrobiana
(MOLDOVAN, 2014; MEKINIC, 2014).
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A hortela-pimenta (Mentha piperita L.) apresenta em sua composSi¢ao
muitos compostos com propriedades antioxidantes, tais como acidos fendlicos
(acido cafeico, &cido cumérico, acido rosmarinico e &cido sinapico), flavonoides
(flavol-3-ol; galato de galocatequina; flavondis: rutina e quercetina; flavonas:
hesperidina) (CHOUDHURY;KUMAR;GARG,2006). Frente a essas
constatacOes, 0 objetivo do presente estudo foi investigar a viabilidade de
filmes biopoliméricos de quitosana aditivados com extrato de hortela-pimenta
com propriedades mecanicas, propriedades de barreira, propriedades oOpticas,
fisico-quimicas e com acdo antimicrobiana e antioxidante na perspectiva de
emprega-los em massa Briseé refrigerada com a finalidade de retardar a

oxidacao lipidica.
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2. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE

Um dos importantes fatores na deterioracdo dos alimentos, levando-os
ao desperdicio, é a oxidacdo, que acontece pela exposicdo dos alimentos a
alguns fatores externos, como luz e oxigénio. Por essa vulnerabilidade,
destaca-se a necessidade de um sistema de protecdo que retarde ou que iniba
esse mecanismo de deterioragdo, favorecendo a preservacdo do produto
alimenticio e estendendo seu periodo de comercializacéo.

Considerando as propriedades do biopolimero quitosana e do extrato de
horteld, € possivel que a combinacdo desses materiais, em propor¢cdes
adequadas, favoreca as propriedades mecanicas e que potencialize a
propriedade antimicrobiana e antioxidante do filme obtido, bem como que
contribua para o aumento da vida de prateleira, possibilitando emprega-la como
embalagem para massas amanteigadas (Briseé) que podem sofrer oxidagao
lipidica.

No entanto, algumas questdes precisam ser definidas, a saber: qual a
propor¢cdo do extrato de horteld (2,5%, 5%, 10% e 25%) que propiciara a
obtencdo desse fiime? O filme obtido apresentara propriedades
antimicrobianas e antioxidantes que possibilitem emprega-lo em embalagens
para massa Briseé? O filme de quitosana ter4 propriedade mecéanica e

propriedade de barreira aumentada com adicdo do extrato de hortela-pimenta?
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 EMBALAGENS BIOPOLIMERICAS EM ALIMENTOS

As embalagens de alimentos sdo desenvolvidas em funcdo dos
requisitos e da alteracdo no costume de compra e no modo de vida dos
consumidores (DAINELLI et al., 2008). Mudancas nas praticas de varejo e de
distribuicdo, novas tendéncias (por exemplo, compra pela Internet) e
internacionalizacdo dos mercados resultam no aumento da distancia de
distribuicdo dos produtos, e isso enseja mais tempo e diferentes estratégias de
armazenamento (GANIARI; CHOULITOUDI; OREOPOULOU, 2017).

Essas mudancas apresentam grandes desafios para o desenvolvimento
de novas embalagens, que devem prolongar o tempo de vida util, preservando
e monitorando a seguranca e a qualidade dos produtos. Dentro desse aspecto,
embalagem ativa € uma dessas tecnologias.

O Brasil € um dos paises de maior indice de consumo massico de
plasticos convencionais. Calcula-se que o valor bruto da producao fisica de
embalagens, em 2013, atingiu R$ 51,8 bilhdes. Esse montante deve-se, em
grande parte, aos grandes volumes produtivos da industria de alimentos que,
juntamente com outros segmentos industriais, alicercam o pais (ABRE, 2014).

Na ultima década, tem ocorrido um aumento nos estudos associados ao
desenvolvimento de polimeros biodegradaveis devido aos problemas
relacionados a residuos nao degradaveis derivados dos plasticos
convencionais provenientes do petréleo (MULLER; PIRES; YAMASHITA, 2012;
CANCHE-ESCAMILLA et al., 2011). A producéo e a utilizagdo de biopolimeros,
de polimeros verdes e de polimeros biodegradaveis surgem como importantes
alternativas devido a viabilidade técnica e econbmica e por apresentarem
grande potencial de expansdo em substituicdo aos residuos ndo degradaveis
derivados dos plésticos convencionais (BRITO et al., 2011).

O método mais utilizado para a elaboracdo dos filmes € o de secagem
por moldagem, denominado de casting (Figura 1), em que a solucéo
filmogénica é depositada sobre um molde ou sobre uma superficie ndo adesiva
(acrilico, teflon, entre outros), levada a secagem, geralmente, em estufas ou

em secadores de bandejas, para entdo se obter um material similar ao plastico
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gue pode ser utilizada como uma embalagem (ANDRADE-MAHECHA, TAPIA-
BLACIDO, MENEGALLI, 2012).

Figura 1 — Obtencao de filmes pelo método de casting: (1) formulacdo de suspenséo (solucao
filmogénica) de quitosana, (2) solucdo filmogénica depositada sobre um molde ou sobre uma
superficie, (3) secagem, (4) remocéo do filme formado.

Matriz +
Plastificante
+ Aditivos N
LY
=t
'\H_F‘,-P’

[ ] | ] [ ]
itacy superficie solucio na Filme
Agitagao p ¢ .. removido

nivelada superficie
1 2 3 4

Fonte: Adaptado de OTONI et al., (2017)

Os filmes biodegradaveis ativos sdo camadas finas de biopolimeros que,
uma vez formados, podem ser aplicados na composi¢céo do alimento ou entre
ele. A maioria dos materiais comumente utilizados para a formulacéo de filmes
biodegradaveis sdo polissacarideos, proteinas e lipidios, e a combinacao
desses permite a producédo de biopolimeros (FABRA et al., 2009).

Em frutas e em vegetais, o uso de filmes vem se tornando tépico de
grande interesse devido ao potencial para evitar a deterioracdo dos alimentos
por degradacdo oxidativa e por reacdes respiratorias, melhorando, assim, a
qualidade dos alimentos e aumentando sua vida de prateleira (MORADI et al.,
2012). Recentemente, pesquisas neste campo tém se intensificando gracas a
fatores como a demanda de aliimentos de alta qualidade pelo consumidor,
indUstrias de alimentos que precisam de novas técnicas de estocagem,
conceitos ambientais sobre a disposicdo de matérias renovaveis e
oportunidades para criar novos mercados por meio do uso de residuos
agricolas (ETXABIDE et al., 2016, KANMANI; RHIM, 2014). Dentre os
biopolimeros naturais, destacam-se o amido, a celulose, a quitosana e o agar,
substancias derivadas de hidratos de carbono, bem como a gelatina, o gluten,
o alginato, a proteina de soro de leite e de colageno, derivados proteicos. O
advento da tecnologia possibilitou também a obtencdo de biopolimeros
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sintéticos, como o &cido polilactico (PLA), a policaprolactona (PCL), o acido
poliglicélico (PGA), o poli (alcool vinilico) e o polibutileno succinato (PBS)
(RHIM et al., 2013).

Assim, considerando a origem, os biopolimeros podem ser classificados
em naturais e em sintéticos. Os biopolimeros naturais, derivados de
carboidratos e de proteinas, podem ser extraidos a partir da biomassa (a
exemplo dos recursos agros), enquanto que os sintéticos podem ser obtidos
por producdo microbiana ou por fermentacdo, como o poli-hidroxi-alcanoato
(PHA), ou por sintese quimica convencional, empregando biomassa, a exemplo
do PLA e do petréleo (como o PCL) (OTHMAN, 2014).

Os polimeros naturais, quando utilizados para o desenvolvimento de
filmes comestiveis, aditivados com algum composto que possa agregar valores
a sua funcionalidade, podem ser classificados com potencial ativo e,
consequentemente, de substituicio as embalagens ativas produzidas com
materiais sintéticos (SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010).

Alguns biopolimeros apresentam por si s6 propriedades antimicrobiana e
antioxidante, mas que podem ser intensificadas com a adicao de outras fontes
naturais (NORAJIT et al., 2010; SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010). Cao et al.
(2013), investigando o efeito da quitosana pura e aditivadas com extratos de
alho, cebola e gengibre na conservacdo de carnes de porco, perceberam
melhor potencial antioxidante e antimicrobiano na mistura. Outras pesquisas
corroboraram esse resultado uma vez que também mostraram melhor
funcionalidade de filmes a base de polimeros naturais incorporados com algum
aditivo natural (FERREIRA et al., 2014; BITENCOURT et al., 2014; WANG et
al., 2013; WU et al., 2013; SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010).

3.1.2 Embalagens ativas: tendéncia para as embalagens alimenticias
Embalagens ativas podem ser estabelecidas como um exemplo de
material que se relaciona com o alimento para aumentar sua vida de prateleira
e para sustentar suas propriedades de seguranga e/ou sensorias (VERMEIREN
et al., 1999). Esse sistema € utilizado com sucesso em paises como Estados
Unidos e Japao, com embalagens que absorvem oxigénio e umidade do
ambiente interno, por exemplo (KHWALDIA; ARAB-TEHRANY; DESOBRY,

2010). Outros exemplos de embalagens ativas sdo as que apresentam
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catalisadores e emissores de CO,, propriedades antimicrobiana e antioxidante
e gque liberam ou absorvem sabores e odores (VERMEIREN et al., 1999).

As embalagens antioxidantes e antimicrobianas mostram uma opc¢ao
atrativa para proteger os alimentos e para prolongar a vida de prateleira dos
produtos, atuando contra a oxidacdo lipidica e contra a acdo de
microrganismos. De acordo com Gomez-Estaca et al. (2014), os sistemas de
embalagens ativas antioxidantes permitem aumentar a estabilidade de
produtos susceptiveis a oxidacdo lipidica. Existem dois principais modos de
acao do antioxidante para a producao desse sistema: a difusdo do agente para
o alimento ou a eliminacdo de compostos indesejaveis (tais como oxigénio,
radicais livres e ions de metal) que ficam entre a headspace ou no produto, por
meio da reacdo do composto ativo com 0os compostos indesejaveis modificando
sua estrutura ou aprisionando-o (SANTOS et al., 2017; GOMEZ-ESTACA et al.,
2014).

Existem basicamente duas metodologias para a produgcédo de sistemas
de embalagem antioxidante: (a) dispositivos independentes em que o0 composto
ativo é incorporado na forma de um saché, de uma almofada ou de uma
etigueta e (b) materiais de embalagem antioxidante em que o agente é
incorporado nas paredes da embalagem (BITENCOURT, 2016; GOMEZ-
ESTACA et al., 2014). As embalagens antimicrobianas séo produzidas a partir
da adicdo de compostos ativos na forma de sachés e de almofadas
absorventes (OTONI et al., 2016) ou também pela incorporacdo de compostos
ativos no material da embalagem, tais como filmes e revestimentos, sendo que
este método proporciona altas quantidades do composto ativo na superficie do
alimento (onde se inicia o crescimento microbiano), e dessa maneira, ocorre a

migracdo gradual das substancias para o produto (GANIARI et al., 2015).

Embalagens a base de polimeros naturais, tais como filmes e
revestimentos com incorporacdo de compostos ativos sdo macicamente
relatadas na literatura. Na Tabela 1, pode-se observar exemplos desses tipos

de matérias com funcfes antioxidante e antimicrobiana.
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Tabela 1 — Exemplo de sistemas de embalagens ativas a base de polimeros e compostos
naturais com propriedades antioxidantes (PO) e antimicrobianas (PAM)

Sistema de Polimeros Composto Propriedades Referéncia
embalagem ativa naturais natural
Gelatina Extrato etandlico PO Bitencourt et
de curcuma al. (2014)
Galatina e Oleo essencial PAM WU et al.
quitosana de orégano (2014)
Filme
Quitosana Oleo essencial PAM e PO Hafsa et al.
de Eucalyphtus (2016)
globulus
Proteina isolada Extrato de PO Wang, HU e
de soja castanha Wang. (2016)
Gelatina e Extrato etandlico PAM e PO Bonilla e
quitosana de canela, Sobral (2016)
guarana, alecrim
e boldo-do-chile
Proteina isolada Cinamaldeido e PAM Arfa et al.
de soja e amido carvacrol (2007)
modificado
Revestimento Proteina isolada Carvacrol PAM Chalier et al.
de soja (2009)
Glaten de trigo e Carvacrol PAM Mascheroni
montmorilonite et al. (2011)
Quitosana Quitosana PAM Nechita et al.
modificada modificada (2015)

quimicamente

guimicamente

Fonte: Adaptado de Oliveira, (2017)
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Ao longo das ultimas quatro décadas, pesquisas sobre filmes e sobre
revestimentos a base de fontes renovaveis, para a area alimenticia, tem sido
explorada como barreiras a umidade, ao gas ou ao soluto em embalagens com
a finalidade de prolongar a vida de prateleira e de manter a qualidade dos
alimentos, ganhando destaque devido a alguns de seus beneficios, como a

incorporacédo de compostos ativos (SUPPAKUL et al., 2016)

Ciannamea, Stefanie e Reseckaite (2016) avaliram a atividade de extrato
de uva produzido por dois métodos (casting e moldagem por compresséo) e
observaram que ambos os filmes produzidos apresentaram atividade
antioxidante em funcdo do aumento da concentracédo de uva que, incorporada,
provocou aumento da atividade antioxidante em relacdo aos filmes produzidos

por casting.

Suppakul et al. (2016) produziram filmes a base de metilcelulose, de
polpa e de extrato de groselha indiana, sendo observada atividade antioxidante
pelos métodos do sequestro do radical livre DPPH. Eles também verificaram o
efeito da utilizacdo desses filmes como revestimento em castanha de caju
torrada, embaladas a vacuo (utilizando-se como polimero a poliamida) e
armazenadas a 27°C e 37°C. O indice de perdxido da castanha de caju
aumentou em fungédo do tempo de armazenamento, no entanto, as amostras
com o revestimento apresentaram reducdo da taxa de formacao de perdxido

mesmo sob condi¢bes de armazenamento acelerada.

A escolha dos materiais de revestimento é dependente da funcéo final
do material. A eficacia de revestimento a base de polimeros naturais como
veiculo de compostos ativos esta relacionada principalmente as suas boas
propriedades de formacédo de filme, a sua alta capacidade de conservar e de
liberar o composto (KHWALDIA; ARAB-TEHRANY; DESORY, 2010).

Yang et al. (2014) inseriram extrato de folha de mirtilo no filme de
guitosana. Os biofilmes foram usados para embalar o mirtilo e para prolongar
seu prazo de validade. Eles constataram que os filmes de quitosana com
variadas concentracdes de extrato da folha de mirtilo serviram como agente

antioxidante e antimicrobiano.
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3.1.3 Quitosana no desenvolvimento de embalagens.

Quitosana € um polissacarideo linear catiénico derivado da quitina, um
componente presente em cascas de camardo, de caranguejo e de insetos,
insolivel em agua e o segundo polimero natural mais abundante depois de
celulose (AIDER, 2010) (Figura 2). E obtida pela desacetilagdo da quitina, com
a substituicdo de grupos acetilas (COCHj3) por grupos aminos livres (-NHz) que
podem ser protonados em meio acido (-NH*®) fazendo com que a quitosana
seja soluvel em solucdes acidas de acidos, como acético, citrico, ascorbico,
latico, malico, oxalico, acido succinico, adipico e propionicos (ZHONG, SONG e
LI, 2011).

Figura 2 — Reacéo de desacetilacdo da quitina.
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Fonte: MUXIKA et al. (2017)

O biopolimero quitosana pode ser modificado fisicamente e tem como
vantagem sua grande versatilidade, podendo ser preparado em diferentes
formas, tais como: poés, flocos, microesferas, nanoparticulas, membranas,
esponjas, colmeias, fiboras e fiboras ocas (BERNKOP-SCHNURCH;
DUNNHAUPT, 2012). Os filmes de quitosana sdo quebradicos, com baixa
resisténcia mecanica. A adicdo de plastificante torna-se importante por
melhorar as propriedades mecanicas do filme, permitindo emprega-lo (FIORI et
al., 2014). Sendo assim, a quitosana, polimero biodegradavel, forma filmes
flexiveis com eficiente barreira ao oxigénio, podendo ser usada como
alternativa ao uso de polimeros sintéticos.

A quitosana apresenta caracteristicas de ser ndo toxica, biodegradavel,
e biocompativel, bem como de possuir acdo antimicrobiana, inibindo o

crescimento de uma grande variedade de bactérias (TRIPATHI et al., 2009).
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Sua atividade antimicrobiana aumenta com a diminuicdo do pH, mas também
depende da forca ibnica e de alguns fatores intrinsecos, tais como seu peso
molecular e seu grau de desacetilacdo. Quitosana de baixo peso molecular é
mais soluvel, sendo mais reativa com as membranas celulares microbianas
(CORRALES, FERNANDEZ e HAN, 2014).

A propriedade catidnica da quitosana oferece uma oportunidade para
estabelecer interacfes eletrostaticas com outros compostos. Devido a essas
caracteristicas, a quitosana tem sido amplamente utilizada para a producéo de
filmes comestiveis (MARTINS et al.,, 2012). Ademais, a quitosana € um
substrato para filmes comestiveis devido a suas propriedades mecanicas e a
sua alta translucidez, aplicavel em uma grande variedade de produtos
alimenticios (BOURBON et al., 2011).

Os filmes de quitosana sdo boas barreiras aos gases CO, e O
(RUBILAR et al., 2013), porém apresentam permeabilidade alta ao vapor de
adgua. Para melhorar as propriedades de barreira de agua dos filmes de
quitosana, varios compostos sao frequentemente incorporados a formulacdo do
biofilme, tais como acido oleico e a-tocoferol (PERDONES et al., 2014;
VARGAS et al., 2009; PARK et al., 2004)

Na maioria dos casos a eficiéncia da barreira ao vapor de a4gua é uma
propriedade desejada para filmes, para torna-lo apropriado no retardo da
desidratacdo de produtos frescos (carne, frutas e legumes) e absorcédo de
umidade em produtos secos (p6s, massas secas e outros). E a barreira ao
oxigénio permite o controle do amadurecimento de frutas ou auxilia
significativamente na reducéo da oxidacéo de alimentos sensiveis a esse gas e
na rancidez de gorduras poli-insaturados (DUTTA et al.,, 2009). Leceta,
Guerrero e Caba (2013) perceberam que com a adicao do plastificante houve
uma maior mobilidade entre as moléculas do filme de quitosana, conduzindo a
uma maior difusividade do oxigénio. Porém, quando comparado a embalagens
utilizadas comercialmente, os resultados de barreira foram ainda melhores. Em
relacdo a interferéncia da luz, esta pode ser consideravelmente reduzida com a
incorporagao de pigmentos ao filme (DUTTA et al., 2009).

A quitosana na forma de filme tem revelado eficiéncia no ambito
laboratorial para conservar varios tipos de alimentos, como ovos, frutas,
vegetais, carnes (MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010) e queijos (DI PIERRO et
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al., 2011; MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010). De um modo geral, os fiimes de
quitosana sao biodegradaveis, biocompativeis, flexiveis, duraveis, dificeis de
quebrar e também inibem o crescimento microbiano (MARTINEZ-CAMACHO et
al., 2010).

Pelas suas propriedades de biodegradabilidade, nao toxicidade,
biocompatibilidade, propriedade antimicrobiana, a quitosana tem despertado
bastante interesse em diversos ramos industriais (AIDER et al., 2010; ARANAZ
et al., 2009). Aléem dessas caracteristicas, também sao referidas outras, tais
como efeito hipocolesterolémico (ARANKU et al., 2011; ARANAZ et al., 2009;
KASSAI, 2009; PARK et al., 2004; SURGANO et al., 1988), hemostatico,
analgésico (ARANAZ et al., 2009), antitumoral (ARANAZ et al., 2009; CHIEN et
al.,, 2007; PARK et al., 2004) e atividade antioxidante (ARANKU et al., 2014;
ARANKU et al., 2011; ARANAZ et al., 2009; CHIEN et al., 2007) e que a
maioria dessas propriedades bioldgicas estdo relacionadas com a estrutura
cationica do polimero (ARANAZ et al., 2009).

Talon et al. (2017) produziram filmes de quitosana e filmes de amido de
ervilha enriguecidos com extrato de tomilho e com &cido tanico. Os resultados
mostraram que a atividade antioxidante dos filmes de quitosana/acido tanico foi
maior do que a dos filmes de quitosana mais extrato de tomilho. No entanto, a
melhor resposta a tracao foi obtida quando o extrato de tomilho foi adicionado
ao filme de quitosana.

Liang et al. (2017) também prepararam filmes de quitosana incorporando
0 composto antioxidante de epigalocatequina nanocapsulado com zeina. A
incorporacdo de niveis crescentes do composto antioxidante resultou em
interacfes com a quitosana durante a formacdo do filme, que promoveu a
formacao de superficies mais asperas e filmes mais elasticos e mais duros com
propriedades Opticas aprimoradas. De fato, um maior conteddo de
nanocapsulas em filmes de quitosana promoveu uma excelente barreira contra
a luz visivel, e, portanto, esses filmes poderiam ser considerados materiais
adequados para proteger os alimentos da foto-oxidacdo. Além disso, os filmes
carregados com nanocapsulas apresentaram potencial atividade antioxidante.
Os estudos de liberagao realizados em dois simuladores de alimentos (95% de
etanol e 50% de solugdes de etanol) mostraram que a liberacdo do antioxidante

aumentou com o aumento da quantidade de nanocépsulas em filmes.
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Souza et al. (2017), fizeram filmes de quitosana com diferentes tipos de
extratos vegetais (ch& preto, cha verde, gengibre e alecrim) e constataram que
os filmes tiveram um acréscimo na atividade antioxidante e microbiana e uma
melhoria nas propriedades mecanicas. Sharafati et al. (2016) desenvolveram
um novo material para embalagem com a incorporacdo do 6leo essencial de
cominho e de eucalipto & matriz de filmes de quitosana, visando a obter
sistemas inteligentes para prolongar a vida de prateleira de frangos
refrigerados. Crizel et al. (2018) incorporaram farinha e p6 de azeitona a filmes
de quitosana, melhorando a sensibilidade dos filmes a agua. Testes realizados
confirmaram que essa melhoria esta relacionada com a interacdo entre os
grupos hidrofilicos da quitosana com a azeitona (farinha e po).

Matet et al. (2015) produziram blendas de polietileno/quitosana (2, 5 e
10%) e de polietilieno/EVA/quitosana (2, 5 e 10%) por processo de extrusao.
Suas principais conclusfes foram de que as temperaturas de cristalizacéo e de
fusdo permaneceram constantes independentemente da quantidade de
quitosana. As propriedades mecanicas foram afetadas com a presenca de
quitosana, porém pequenas quantidades de quitosana (2%) nado tiveram muito
efeito sobre o modulo de elasticidade e deformacdo especifica. A
permeabilidade ao vapor d'agua das blendas aumentou enquanto a
permeabilidade ao oxigénio permaneceu constante.

Filmes a base de quitosana com acdo antioxidante e antimicrobiana
aditivados com extratos foram largamente estudados por Souza et al. (2017),
Siripatrawan e Vitchayakitti (2016), Siripatrawan e Noipha (2012), Siripatrawan
e Harte (2010).

3.1.2 Uso do plastificante glicerol

O glicerol é um dos plastificantes mais utilizados em filmes
biodegradaveis. Ele € um monoglicérido acetilado, polietileno glicol e sacarose
que exerce funcédo plastificante, corriqueiramente usado para alterar a
propriedade mecéanica do filme. Contudo, a incorporacdo desses aditivos pode
promover mudancas significativas nas propriedades de barreira dos filmes
(ESPITIA et al.,, 2014). Quimicamente, o glicerol € um tri-alcool com trés
carbonos, tendo como nome sistematico (IUPAC) 1,2,3-propanotriol (Figura 3).

E um liquido incolor, com gosto adocicado, sem cheiro e muito Vviscoso,
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derivado de fontes naturais ou petroquimicas. A presenca de trés grupos
hidroxila na estrutura do glicerol € responsavel por sua solubilidade em agua e
por sua natureza higroscopica. A molécula é altamente flexivel, possibilitando a
existéncia de ligacdes de hidrogénio tanto intra como intermoleculares. O termo
glicerina aplica-se a purificacdo de compostos comerciais que contém,
normalmente, quantidades maiores ou iguais a 95% de glicerol (BEATRIZ,
ARAUJO; LIMA, 2011).

Figura 3 - Estrutura molecular do glicerol
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Fonte: Adaptado de Beatriz; Aradjo; Lima, (2011).

Plastificantes, como glicerol, podem aumentar a flexibilidade, a
extensibilidade e a distensibilidade do filme, seguido por diminuicdo na
resisténcia mecanica, na temperatura de transicao vitrea e na barreira a gases
e a vapor de agua, em decorréncia de sua higroscopicidade. O plastificante é
uma molécula pequena, de baixa volatilidade e de natureza quimica similar a
do polimero usado na constituicdo do filme (GROSSMAN, 2007).

Machado et al. (2014) averiguaram que nanocelulose da fibra do coco,
amido de mandioca e glicerol sdo materiais promissores para o0
desenvolvimento de compositos biodegradaveis. A nanocelulose da fibra do
coco obtida por hidrélise acida, constituida por nanocristais, atua como reforco
de matrizes poliméricas biodegradaveis devido ao seu tamanho nanométrico e
ao seu alto grau de cristalinidade. A aplicacdo dessas nanocargas em filmes de
amido plastificados com glicerol resultou na obtencdo de um material
homogéneo, com caracteristicas mecanicas, de barreira e térmicas
apropriadas. Vale ressaltar que a concentracdo de nanocelulose foi a
responsavel por alterar significativamente as propriedades mecanicas, de

atividade de agua e de solubilidade.
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Ribeiro et al. (2011) avaliaram o efeito do glicerol sobre a
permeabilidade ao vapor de &gua e sobre a estabilidade dos filmes
biodegradaveis de amido extraido de carocos de jaca, bem como a
funcionalidade como embalagem contendo 20% de glicerol que se aplicou no
estudo da estabilidade da vitamina C em funcédo da temperatura e do tempo de
armazenamento. Observou-se que a hidrofilicidade e a permeabilidade dos
filmes biodegradaveis elaborados com amido de caroco de jaca dependem da
porcentagem de glicerol e da atividade de agua contidos nos filmes. Maior
estabilidade do filme biodegradavel se mostra em atividades de agua entre
0,33 e 0,58 em menores porcentagens de glicerol. A permeabilidade é
diretamente proporcional a porcentagem de glicerol. Quanto menor a
porcentagem de glicerol utilizado na elaboracdo dos filmes biodegradaveis de
amido extraido do caroco de jaca, menor € a perda de massa do produto
embalado. O filme biodegradavel de amido de caroco de jaca acondicionado a
25°C possui maior estabilidade e maior permeabilidade durante o
armazenamento da vitamina C, perdendo 1% da massa em cinco dias de
armazenamento.

Em filmes comestiveis produzidos com amido de trigo e com diferentes
concentracbes de glicerol, obteve-se aumento da solubilidade e reducdo de
permeabilidade de vapor de agua, que estavam diretamente relacionadas a
concentracdo de glicerol. Além disso, o glicerol ndo alterou o padrao dos raios-
X dos filmes, no entanto, o grau de cristalinidade foi reduzido. Essas alteracdes
provocadas pelo glicerol promoveram a melhora de algumas propriedades
mecanicas das peliculas de amido (FARAHNAKY; SABERI; MAJZOOBI, 2013).

3.2 COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM FILMES
3.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos séo estruturas quimicas que apresentam
hidroxilas e anéis aromaticos nas formas simples ou de polimeros, podendo ter
origem natural ou sintética (TOSCANO, 2011; LEOPOLDINI, RUSSO e; DAI e
RUSSELL, 2010; ANGELO; JORGE, 2007). As substancias com nucleo
fendlico apresentam destaque especial como antioxidante por atuarem como
eficientes captadores de espécies reativas de oxigénio (EROs), além de

reduzirem e quelarem ions férricos que catalisam a peroxidacdo lipidica
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(ANDRADE et al., 2007). O radical fenoxi formado pela reagédo de um fenol com
um radical lipidico é estabilizado por elétrons desemparelhados em torno do
anel aromético (Figura 4) (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDRA, 1992).

Figura 4 — Ressonancia dos anéis aromatico presentes nos compostos fendlicos

o O 0 0
Fonte: Adaptado de SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDRA, (1992).

Antioxidantes fendlicos sintéticos, como o hidroxiniol de butila (BHA)
hidroxitolueno butilado (BHT), propilgalato (PG) e terc-butil hidroquinona
(TBHQ) (Figura 5), sdo comumente utilizados. Entretanto, um recente receio do
publico consumidor em relacdo a salubridade dos alimentos aditivados com
esses compostos antioxidantes sintéticos, optam por uma alimentagdo que nao
faca uso desses aditivos (SHAHIDI;ZHONG, 2015). Isso fez com que as
pesquisas direcionassem seus estudos a busca de produtos naturais com

atividade antioxidante (SOARES., 2002).

Figura 5 — Estrutura dos principais antioxidantes fendlicos sintéticos
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Fonte: Adaptado de SHAHIDI, JANITHA, WANASUNDARA,(1992).

O grande interesse em relagcdo a antioxidantes naturais (Tabela 2)
iniciou-se nos ultimos anos, principalmente devido a evidéncia epidemiologica e

clinica sugerindo uma relacdo inversa entre consumo de legumes e frutas e o
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risco de desenvolver doencgas cronicas e a crenca publica de que fotoquimicos
sdo inerentemente mais seguros do que produtos quimicos sintéticos e que
podem ser assimilados facilmente pelo corpo (URIBE et al., 2016;
EMBUSCADO, 2015;). Inumeras ervas, cereais, frutas, legumes, O0leos,
especiarias e materiais vegetais possuem caracteristicas antioxidantes,
sobretudo por causa do teor de compostos fendlicos (RADOJKOVIC et al.,
2012).

Tabela 2 — Exemplos de fontes e propriedades de compostos ativos naturais

Fonte Compostos ativos Propriedades Referéncia
Cha verde Compostos fendlicos e Antioxidante Komes et al. (2010)
flavonoides
Uva Compostos fendlicos Antioxidante, Xia et al. (2010)
(resveratrol, quercetina, antitumoral,
catequinas, antiinflamatério,
procianidinas e antimicrobiana

antocianinas)

Cha e extrato de Catequinas, Antioxidante Brewer (2011)
sementes de uva epicatequinas, acidos
fendlicos,

proantocianidinas,

resveratrol.
Cogumelos Terpenos, esteroides, Antioxidante Kumarappan,
antraquinonas, Thialagam e
derivados do &cido Mandal (2012)
benzoico, e quinonas,
acido oxalixo.
Ichnocarpus Compostos fendlicos e Antioxidantes Kumarappan,
frurescens flavonoides Thialagam e
Mandal (2012)
Tomate Acido ascorbico, Antioxidantes Tinyane, Sivakumar
licopeno, 3-caroteno, e Soundy (2013)

compostos fendlicos

tais
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Prépolis vermelha Compostos fendlicos Atividade antioxidante e  Frozza et al. (2013)

antitumoral

Suco de uva Compostos fendlicos Antioxidante Lima et al. (2014)
Barbatimao Acido galico, Antioxidante Ribeiro et al.

galhocatequina,

epigalocatequina, (2015)

catequina, galato de
epigalacatequina
Mel Compostos fendlicos e Antioxidante e Sousa et al., (2016)
flavonoides antimicrobiana

Fonte: Adaptado de JONGJAREONRAK et al., 2012.

Vérias fontes de antioxidantes naturais sdo conhecidas e algumas séo
amplamente encontradas no reino vegetal (ANGELO; JORGE, 2007). Entre os
antioxidantes naturais mais utilizados oriundos dos produtos vegetais, podem
ser destacados os tocoferois (JONGJAREONRAK et al., 2012), a canela
(BONILIA; SOBRAL, 2016; HOQUE; BENJAKUL; PRODPRAN, 20110), os
extratos de plantas com alecrim (PINEROS-HERNANDEZ et al., 2016;
VARGAS et al., 2016; OZCAN et al; 2011; GOMEZ-ESTACA et al., 2009;) e a
hortela (PADMINI et al., 2008; CHAUHAN, R.S et al., 2009).

Entre as estruturas quimicas presentes nos extratos naturais as quais se
atribui atividade antioxidante e, consequentemente, sua funcéo fisioldgica,
destacam-se os compostos fendlicos como os acidos fendlicos derivados do
acido hidroxicinamico e flavonoides (Figura 6) (FURLONG et al., 2003).

Os compostos fendlicos sdo procedentes do metabolismo secundario
das plantas, sendo fundamentais para seu crescimento e para sua reproducao,
além disso, forma-se em condi¢cdes de estresse, com infeccbes, ferimentos,
radiacbes UV, dentre outras (ANGELO; JORGE, 2007). Os fendlicos, em
plantas, sdo essenciais no crescimento e na reproducéo dos vegetais, além de
atuarem como agentes antipatogénicos e contribuirem na pigmentagao
oxidativa (ANGELO; JORGE, 2007). Os antioxidantes fenolicos funcionam

como sequestradores de radicais e, algumas vezes, como quelantes de metais,



33

agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacao do processo oxidativo
(RAMALHO; JORGE, 2006).

Figura 6 — Estrutura dos principais compostos antioxidantes fendlicos
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Fonte: LEOPOLDINI, RUSSO e TOSCANO, 2011

Extratos vegetais tém sido utilizados como alternativa ao uso de
antioxidantes sintéticos, de diversas fontes: alecrim do campo (MARTINEZ-
CORREA et al., 2012), sementes de uvas (DELGADO-ADAMEZ et al., 2012a),
folhas de ameixeiras-japonesas (DELGADO-ADAMEZ et al., 2012b).

Domeénech-Asense et al. (2013) utilizaram pasta de tomate na producéo
de mortadela e verificaram aumento do teor de licopeno nas amostras e
reducdo da oxidacao lipidica no produto em funcéo da concentracédo de pasta
de tomate adicionada. Barbosa-Pereira et al. (2014) desenvolveram filmes com
adicdo de extrato de alecrim (rico em diterpenos e acidos fendlicos) para
embalar carne e verificaram que os filmes ativos em contato com as amostras
de carne reduziram (aproximadamente 60%) dos valores de TBARS

(Thiobarbituric acid reactive substances, método utilizado para determinar a
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oxidacao lipidica das amostras) apos nove dias de armazenamento em relacéo
ao controle.

Vargas (2015) utilizou extrato de plantas nativas brasileiras (guarana,
pitanga e alecrim) para retardar a oxidacdo e a deterioracdo de carne moida
refrigerada, verificando que a utilizacdo de extrato de pitanga aumentou a
estabilidade em relacdo a oxidagdo lipidica do produto e apresentou acgéo
antimicrobiana por seis dias contra bactérias psicotroficas.

Alguns autores sugeriram o0 uso de extratos de folhas de hortelda e de
curry como alternativa de antioxidantes em cortes de suinos (BISWAS;
CHATLI, SAHOO, 2012), de carqueja em ovos (LAZARO et al., 2013), de
extratos de cravo, alecrim, casca de cassia, alcaguz, noz-moscada, e
cardamomo em carne de suinos (KONG; ZHANG, XIONG, 2010), dentre
outros. Dentre essas fontes de extratos naturais, a folha de hortela-pimenta

(Mentha piperita L.) foi escolhida para este estudo.

3.2.2 Propriedade antioxidante dos filmes biodegradaveis

Dentre os diversos tipos de embalagens ativas, as que exercem efeito
antioxidante estdo entre as que sdo importantes para a industria,
principalmente a alimenticia. A oxidacdo é uma das principais reacdes de
degradacdo que ocorrem nos alimentos, limitando a sua conservacao
(DANTAS et al., 2015)

A propriedade antioxidante da quitosana pode ser melhorada com a
adicdo de substancias que tenham essa propriedade (WANG et al., 2013;
MACHADO, 2015),

O oxigénio tem efeito degradador na qualidade de grande variedade de
produtos alimenticios. Alimentos ricos em acidos graxos poli-insaturados, como
os Oleos vegetais, tendem a sofrer o processo de oxidacao. A aplicacdo nesses
produtos de filmes e de coberturas incorporados de agentes antioxidantes em
sua formulacéo representa uma oportunidade para solucionar esse problema
(BERTON-CARABIN et al., 2013; BONILLA et al., 2012).

A incorporagéo de agentes antioxidantes na matriz polimérica de filmes &
um dos principais focos do desenvolvimento de embalagens. A eficacia da
acdo antioxidante dos filmes biodegradaveis tem sido testada por meio de

diferentes métodos, como: radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e
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compostos fendlicos totais. Métodos de captura de radical s&do comumente
empregados, como DPPH, DPD, FRAP e ABTS, e determinam a capacidade
de um agente antioxidante presente na matriz biopolimérica do filme aditivado
de interceptar radicais livres. Outros métodos envolvem a quantificacdo de
compostos especificos com atividade antioxidante reconhecida, como no caso
de determinacdo dos compostos fendlicos (BONILLA et al., 2012).

Diversos estudos tém investigado o efeito da adicdo de agentes
antioxidantes em filmes biodegradaveis. Ramos et al. (2014) investigaram o
efeito da adicao de timol em filmes de acido polilatico modificado com argila por
DPPH e constataram que os biocompdsitos desenvolvidos tém potencial de
aplicacdo como filmes antioxidantes. Filmes de quitosana aditivados com
extratos naturais, como de bagaco de uva, resultou em filmes com atividade
antioxidante constatada por diferentes métodos, como ABTS e DPPH
(FERREIRA et al. 2014).

Alguns estudos tém investigado a estabilidade oxidativa de Oleos
vegetais embalados em filmes biodegradaveis ativos. Reis et al. (2015)
desenvolveram filmes de amidos com extrato de erva-mate e de polpa de
manga que agiram contra a oxidagdo de 6leo de palma, efeito atribuido ao
conteddo de compostos fendlicos ou flavonoides na formulagdo do filme. A
incorporacdo de extrato de crisantemo rico em astaxantina foi estudada em
filmes de &cido polilatico (SAMDUN et al., 2014) e de polietileno (COLIN-
CHAVEZ et al., 2013), em que ambos retardaram a oxidacéo de 6leo de soja.

Os métodos descritos avaliam a atividade antioxidante dos filmes em si.
Porém, outras metodologias podem ser empregadas em conjunto a fim de
aprofundar o entendimento da acdo dos filmes ativos em proteger o alimento
de interesse, em que o filme é aplicado e fica em contato com alimentos que
tendem a sofrer o processo de oxidacdo, como € o caso da massa Briseé.
Nesse caso, a acao antioxidante dos filmes € averiguada em testes executados
no proprio alimento a fim de avaliar sua qualidade, sua vida de prateleira e se a

embalagem teve efeito em proteger o alimento da oxidacéo.

3.2.3 Oxidacdo lipidica
A oxidacao lipidica é uma das principais causas de degradagdo dos

alimentos, causando alteragbes nas proteinas das carnes, na sua coloragao,
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nos lipidios, principalmente em alimentos que tenham sua estrutura insaturada,
e isso pode levar a alteracbes desagradaveis nas caracteristicas
organolépticas e nutricionais dos alimentos (DA SILVA et al., 2014; NORONHA
et al., 2014; SHAH, BOSCO e MIR, 2014; SAMPAIO et al., 2012; BABBAR et
al., 2011). Além de possibilitar a liberacdo de produtos tdxicos, nocivos ao
homem, originados do seu metabolismo, alterando a segurangca no consumo do
produto alimenticio (DA SILVA et al., 2014; NORONHA et al., 2014; SAMPAIO
et al., 2012). Atoui et al. (2005) relataram a acdo dos radicais livres como
precursores de catarata, disfuncdo cerebral, declinio do sistema imunoldgico,
doencas degenerativas e envelhecimento precoce. A Figura 7 retrata o

esquema geral da oxidacgéo lipidica.

Figura 7 — Esquema geral da oxidacao lipidica
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Fonte: JADHAV et al., 1996

Os dois grandes componentes envolvidos na oxidacéo lipidica séo os
acidos graxos insaturados e o oxigénio (GUILLEN; GOICOECHEA, 2008). No
processo de oxidacdo, o oxigénio presente na atmosfera é adicionado aos
acidos graxos, criando intermediarios instaveis que eventualmente sofrem

clivagem e formam aromas indesejaveis. Embora a oxidagdo enzimatica, por
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meio das enzimas peroxidase, lipoxigenases, cicloxigenases e enzimas do
Microssomo, possa ocorrer, 0 mais comum e importante processo pelo qual
acidos graxos insaturados e oxigénio interagem é pelo mecanismo de radical
livre, caracterizado por trés fases principais (Figura 8) (PERUMALLA e
HETTIARACHCHY, 2011).

Figura 8 — Fases da oxidag&o lipidica
Iniciagéo: Iniciador+ RH — R”

Propagacéo: R+ 0, - ROO"
ROO® + RH —» R* + ROOH

Terminagao: 2R0Os" = 0+ RO:R
RO;* + R"—= RO;R

Fonte: MACHADO, 2015

A etapa da iniciacdo ocorre com a abstracdo do hidrogénio dos acidos
graxos insaturados (RH) por um iniciador, como o calor, resultando em um
lipidio radical livre (R¢). Na etapa de propagacéo, os radicais livres reagem com
0 oxigénio molecular para formar um radical perdxido lipidio (ROOQOe), os quais
reagem posteriormente com outras moléculas de lipidios formando os
hidroperéxidos (ROOH) (PERUMALLA e HETTIARACHCHY, 2011).

Os peroxidos lipidicos sdo chamados de produtos de primeira oxidacéo
e podem ser usados como indicadores da qualidade e da estabilidade dos
Oleos e das gorduras. Os peroxidos sdo instaveis e se decompdem, resultando
no acumulo de produtos de oxidagdo secundaria, como aldeidos, cetonas e
dienos conjugados (THOMAIDIS et al., 1999), e muitos desses compostos séo
responsaveis pelo aroma indesejavel. Na etapa de terminacdo ocorre a reacao
em cadeia entre os proprios radicais (R¢), produzindo dimeros e polimeros.

O processo de combinacdo de dois radicais requer baixa energia de
ativacdo e € limitado pela concentracdo de radicais quando esses sao
requeridos para interagir num centro ativo especifico das moléculas
(WHEATLEY, 2000).

A utilizagdo dos antioxidantes nos alimentos ou nas embalagens mostra

ser uma forma de prevenir a degradacédo dos produtos alimenticios, existindo
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atualmente uma tendéncia de utilizacao dos antioxidantes naturais, visto que 0s
de origem sintética estdo sendo preteridos devido a sua toxicidade e a seu
potencial carcinogénico (HUGO e HUGO, 2015; LI et al., 2014; WU et al., 2013;
LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2012; SAMPAIO et al., 2012; SOUZA et al.,
2011), além dos beneficios que os componentes naturais podem oferecer a
salde (LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2012). Consequentemente, vem
aumentando o interesse da industria de alimentos na utilizagdo desses
compostos provenientes de produtos naturais (SOUZA et al., 2011), bem como
de outros setores industriais, como o farmacéutico, o cosmético (MOO-
HUCHIN et al., 2014; PESCHEL et al., 2006), o téxtil (ISLAM, SHAHID e
MOHAMMAD, 2013), entre outros.

3.3 PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS DOS FILMES BIODEGRADAVEIS

A atividade antimicrobiana de filmes pode ser testada ao avaliar a zona
de inibicdo do crescimento de bactérias usando meios soélidos inoculados com
as bactérias de interesse (AGUIRRE et al.,, 2016; KONG et al.,, 2010;
SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010). Outra forma é usando meios liquidos, em
que o filme é colocado nos tubos juntamente com os meios que foram
preparados com inoculacdo de bactérias a serem avaliadas. Posteriormente,
sdo feitas diluicbes e plaqueadas em placas de petri. Apés o periodo de
incubacao, é realizada a contagem de colénias (VAN DEN BROEK et al., 2015;
JOUKI et al.,, 2014). Pode-se também avaliar atividade antimicrobiana dos
filmes, usando-os para embalar alimentos; nesse caso, 0 microrganismo é
inoculado e verifica-se 0 quanto o filme inibiu o crescimento microbiano (CAO
et al., 2013).

A confeccdo e a caracterizacdo de filmes biodegradaveis utilizando
polimeros naturais vém sendo largamente estudadas nos dultimos anos.
Contudo, recentemente a incorporacdo de diversos compostos ativos nesses
materiais tem despertado interesse devido a possibilidade de desempenhar

funcdo antimicrobiana (Tabela 3).
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Tabela 3 — Exemplo de filmes a base de macromoléculas naturais aditivadas com agentes

antimicrobianas.

Biopolimero

Agente

antimicrobiano

Referéncia

Carbooximetilcelulose

Amido de milho

Amido de batata doce

Quitosana

Gelatina

Proteina do soro

Gelatina de peixe

e quitosana

Proteina de soja

Oleo essencial de

Zataria multiflora

Multiflora e Mentha

Oleo essencial de

orégano

Oleo essencial de

canela

Oleo de canhami e

salvia

Oleo essencial de

canela

Oleo essencial de

orégano

Oleos essenciais

(orégano e tomilho)

Dashipour et al. (2015)

Ghasemlou et al. (2013)

Ehivet et al. (2011)

Ojagh et al. (2010)

Cozmuta et al. (2015)

Bahram et al. (2014)

Hosseini et al. (2016)

Emiroglu et al. (2010)

Fonte: Autor, 2018.

De maneira geral, grande parte dos estudos aborda e avalia o efeito de

diferentes concentracdes na capacidade inibitéria de diversos microrganismos,

tais como: Staphylococus aureus e Escherihia coli (PAGNO et al., 2016);
Salmonela enteritidis e Enscherichia coli O157:H7 (EHIVET et al.,, 2011);
Listeria monocytogenes (JOVANOVIC et al., 2016; JUCK et al., 2010; PONCE

et al., 2008).

Varios autores estudaram o efeito da concentragcdo de agente natural

nos filmes e concluiram que seu aumento causa uma elevagdo no efeito
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inibitorio antimicrobiano (PAGNO et al., 2016; HOSSEINI et al., 2016; BAHRAM
et al., 2014; DASHIPOUR et al., 2013; GHASEMLOU et al., 2013; EHIVET et
al., 2011; EMIROGLU et al., 2010; OJAGH et al., 2010).

Por outro lado, estudos estdo sendo realizados envolvendo a aplicacao
efetiva desses materiais em embalagens de alimentos. Na Tabela 3, pode-se
observar alguns exemplos dos estudos realizados na area.

Os beneficios das embalagens aditivadas com agentes antimicrobianos
naturais podem se estender para a qualidade e para a seguranca de alimentos,
bebidas, cosméticos e produtos farmacéuticos, baseando-se na adicdo de
componentes ativos em uma matriz de embalagem. Ademais, sua incorporagéo
nas embalagens dos alimentos € considerada uma tecnologia emergente
promissora, sendo chamada de embalagem antimicrobiana (YOSHIDA et al.,
2009).

Um sistema de embalagem antimicrobiana pode ser obtido a partir da
incorporacao direta de agentes antimicrobianos naturais em filmes de
revestimento ou em embalagens poliméricas e de alimentos, sendo sua
eficiéncia jA demonstrada por diversos autores ao longo da ultima década,
como pode ser observado no trabalho de Irkin e Esmer (2015).

Segundo Cooksey (2005), o conceito por tras de embalagem ativa ndo é
servir como substituto para as praticas de fabricacdo e de manuseio de
alimentos solidos, mas sim melhorar as medidas de seguranca e de qualidade
ja utilizadas pela industria de alimentos, destinando-se a servir como uma
barreira adicional.

Agentes antimicrobianos incorporados as embalagens proporcionam
vantagens, sao elas:

- Liberacdo controlada de agente antimicrobiano, em que somente a
quantidade necessaria de agente microbiano é liberada, ndo sendo necessario
sua adicao diretamente no produto alimenticio (IRKIN; ESMER, 2015);

- Eficiéncia, promovendo funcdes inexistentes em embalagens comuns,
devido a migragdo dosada do composto no alimento, permitindo ndo somente
uma inibicdo inicial de microrganismos indesejaveis, mas também uma
atividade residual ao longo do tempo de prateleira, seu transporte,
armazenamento e distribuicdo (QUINTAVALLA; VICINI, 2002);
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- Facil aplicacdo em produtos, em que 0s processos tradicionais de
preservacao, tais como processos térmicos, secagem e irradiagdo, nao podem
ser aplicados, como no caso de produtos carneos frescos (QUINTAVALLA;
VICINI, 2002);

Ademais, de acordo com Genskowsky et al. (2015), a adicado de agentes
antimicrobianos diretamente nos alimentos pode resultar em uma perda de
atividade devido a reacOes cruzadas com outros componentes alimentares,

como lipideos e proteinas, diminuindo sua eficacia.

3.4 USO DE EXTRATOS EM FILMES

Os filmes com adicéo de compostos naturais sao vistos hoje como uma
das tecnologias mais interessantes no ambito das embalagens ativas. Esses
filmes podem proteger os alimentos tanto contra danos fisicos como contra
danos quimicos e microbiologicos, além de possibilitar uma reducao no teor de
conservantes nos alimentos (SIRIPATRAWAN; NOIPHA., 2012).

Existem trabalhos envolvendo filmes a base de biopolimeros
adicionados de extratos vegetas. Gomez-Guillén et al. (2007) estudaram a
adicdo de extrato aquoso de murta (Ugni molinae) em filmes de gelatina de
peixe. Os autores obtiveram filmes transparentes com discreto decréscimo nas
propriedades mecanicas. Por outro lado, os filmes apresentaram boas
propriedades de barreira ao vapor de agua e protecdo UV. Além disso, os
filmes apresentaram atividade antioxidante proporcional a adi¢cdo do extrato.

Moradi et al. (2012) trabalharam com filmes de quitosana adicionados de
extrato comercial de sementes de uva. Esses autores observaram que a adicéo
do extrato de semente de uva diminui as propriedades mecanicas dos filmes,
que ficaram mais hidrofilicos. No entanto, a permeabilidade ao vapor de agua
permaneceu inalterada, e, além disso, os filmes apresentaram poder
antioxidante.

Em filmes a base de blendas de agar e de gelatina, o extrato aquoso de
ché verde foi adicionado. Os filmes apresentaram atividade antioxidante, e a
permeabilidade ao vapor de agua diminuiu com a adi¢éo do extrato (GIMENEZ
et al., 2013). Siripatrawan e Harte (2010) trabalharam com filmes de quitosana

com extrato agquoso de cha verde. Esses autores obtiveram filmes aditivados
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com melhores propriedades mecanicas que a formulacao controle. Ademais, foi
constatada atividade antioxidante em decorréncia da adi¢do do extrato.

Norajit, Kim e Ryu (2010) desenvolveram filmes a base de alginato
contendo extrato hidroetandlico de ginseng e obtiveram filmes resistentes,
porém com excelentes propriedades antioxidantes.

Extratos hidroetandlicos de canela, de cravo e de anis foram adicionados
em filmes de gelatina de peixe e provocaram, de maneira geral, um aumento
nas propriedades mecéanicas e uma diminuicdo na permeabilidade ao vapor de
agua. A adicdo dos extratos aumentou consideravelmente a pigmentacdo do
filme (HOQUE; BENJAKUL; PRODPRAN, 2011). Assim como no estudo de
Rattaya, Benjakul e Podpran (2009), os autores reportaram as melhorias
obtidas devido a interacdes entre fendlicos dos extratos e das cadeias
polipeptidicas de gelatina.

Li et al. (2014) estudaram a adicdo de extratos comerciais de cha verde,
de semente de uva, de gengibre e de ginkgo em filmes de gelatina e
reportaram que em todos os casos foram produzidos filmes ativos com
propriedades mecanicas ligeiramente inferiores a formulacao controle.

Bitencourt et al. (2014) trabalharam com filmes de gelatina e relataram
melhorias nas propriedades mecanicas e nas solubilidades dos filmes quando
esses foram aditivados com extrato de etandlico de curcuma. Também foi
reportada a atividade antioxidante dos filmes, que aumentou proporcionalmente

ao aumento na concentragao do extrato nas formulagdes.

3.5 HORTELA-PIMENTA (Mentha piperita L.)

A hortela-pimenta (Mentha piperita L.) € considerada uma importante
planta medicinal e pertence a familia das Lamiaceae (LOPEZ et al., 2010). A
espécie M. piperita € hibrida de hortela-verde (Mentha spicata L.) e hortela-da-
agua (Mentha aquética L.), tendo seu crescimento favoravel em solos com alta
capacidade de retencéo de agua (MICKAY; BLUMBERG, 2006).

Folhas de hortela sdo usadas em paises de todo o mundo,
especialmente nos paises ocidentais e do Oriente Médio, nas formas de
infusdes, tinturas, chas, extratos e 6leo essencial (SAMOJLIK et al., 2012).

Além de seu uso como compostos naturais, 0os usos medicinais da Mentha
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ssp., que remontam aos tempos antigos, incluem atividade anti-inflamatéria,
estimulante, analgésica, anestésica e imunomoduladora (ISCAN et al., 2002).

Sua composicdo quimica possui também componentes com
propriedades antimicrobianas e antioxidantes (TSAI et al., 2013). Segundo
Gulluce et al. (2007), espécies do género Mentha sdo fontes ricas de
compostos quimicos e de demais compostos volateis, o que lhes confere forte
propriedade antimicrobiana. E considerada importante planta produtora de 6leo
essencial, contendo mentol e diversos componentes amplamente utilizados nas
industrias farmacéuticas e de produtos naturais (KUMAR E PATRA, 2012). De
acordo com varios autores, o mentol € o componente majoritario do 6leo
extraido, seguido pela mentona (TSAI et al., 2013; SAMOJLIK et al., 2012;
FREIRE, et al., 2011, ISCAN et al., 2002), o que caracteriza as propriedades
citadas anteriormente.

Pesquisa utilizando a Mentha piperita coletada no Ird comprova a
atividade antifungica do 6leo essencial da planta, demonstrando resultados
positivos frente a trés espécies de fungos (MOGHADDAM et al., 2013).

Existem varios relatos sobre a atividade antioxidante e antibacteriana do
Oleo essencial e do extrato de varias de espécies de Mentha (KANATT et al.
2012; MARINOVA; MOREIRA et al. 2005, DORMAN et al. 2003;
YANISHLIEVA, 1997).

Esses dados corroboram os obtidos por Freire et al. (2011), que também
constataram o potencial de inibicAo do Oleo essencial da M. piperita a
concentracdo de 0,2% frente a sete espécies de fungos. Segundo Kanatt et al.
(2012), o extrato de horteld possui boa acédo antioxidante e pode ser aplicado
em biopolimeros como aditivo para formacdo de uma embalagem rica em

compostos bioativos.
Figura 9 — Hortela-pimenta (Mentha piperita L.)

Fonte: Autor, 2018
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3.6 MASSA BRISEE

Ao longo dos dltimos anos, tem-se observado uma maior
oferta/disponibilidade de alimentos de conveniéncia, como, por exemplo, 0s
salgados prontos para comer, estando estes acessiveis em cafés, pastelarias,
bares, restaurantes, supermercados, entre outros. Os salgados sdo usados
como um “snack” ou como um elemento da refeigdo principal. Também em
relacdo ao modo de preparacao, tém surgido no mercado novas alternativas e,
atualmente, além de ser possivel continuar a utilizar a massa fresca, também ja
€ possivel encontrar alguns salgados (tortas salgadas, empadas e pasteis de
forno) que podem ser adquiridos na forma pré-assada e serem, posteriormente,
preparados no forno (ALBUQUERQUE et al., 2016).

Indmeras massas utilizadas na confeitaria contém variados ingredientes
como: farinha, gorduras, liquidos e ovos. O que diferencia cada massa € a
proporcado de cada ingrediente em relacdo ao outro, como por exemplo, as
massas com alto teor de gordura (massa Briseé e massa de empada).

Cumpre enfatizar que, em termos numericos, o Brasil ocupa a posicao
de 2.° maior produtor mundial de “massas amanteigadas”, com o registro de
1.250 milhdes de toneladas produzidas em 2016, o que representou 2,5% de
crescimento no mesmo ano. Ainda, o0 consumo per capita desse produto é de
6,2 kg/ano. (PINTO et al.,2016).

A massa Briseé (Figura 10), que pertence ao grupo da massa aerada, é
definida como um produto a base de farinha de trigo que possuem altos niveis
de gordura e baixos niveis de agua (1-3%). Ela apresenta elevado consumo,
longa vida de prateleira e boa aceitagcdo por grande parte da populacao,
principalmente no tocante ao publico infantil, o que reforca a necessidade de se
desenvolverem alternativas com a finalidade de torna-los mais seguros. A
massa tem uma textura esfarelada e levemente crocante, contém muita
gordura, sdo quebradicas e esfarelam ao toque (CHEF PROFISSIONAL, 2009).

As massas sao elaboradas incorporando gordura (manteiga ou
margarina) a farinha de trigo. Esse processo faz com que a gordura penetre no
grao de amido da farinha, tornando-a hidrofébica, quebradica e aerada. Isso faz
com que cada grao fique recoberto com uma camada de gordura,
proporcionando um cozimento individualizado do grédo, quando assada (THIS,
2007).



Figura 10 — Massa Briseé

Fonte: Google Imagens, 2018
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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E CARACTERIZACAO DE FILME DE
QUITOSANA ADITIVADO COM EXTRATO DE HORTELA-PIMENTA (Mentha
Piperita L.)

Anderson Campos Bezerra, Andrelina Maria Pinheiro Santos,

Enayde de Almeida Melo

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da incorporacdo do extrato de
horteld-pimenta (EHH) em filmes a base de quitosana. Foram realizadas
analises para averiguacdo da capacidade antioxidante pelo sequestro do
radical DPPH, das propriedades mecanicas, da umidade, do intumescimento,
da cor, da transmisséo de luz, da opacidade e da permeabilidade ao vapor de
agua (PVA). As andlises de propriedade mecanicas RT (resisténcia a tracao),
AR (alongamento na ruptura) e E (Modulo Young) foram realizadas e
mostraram que a incorporacdo do EHH afeta a estrutura mecanica dos filmes a
base de quitosana, melhorando-as. Os resultados também mostraram que o
aumento da concentracdo de EHH ndo promoveu alteracdo no teor de
umidade, na solubilidade dos filmes e no PVA. A adicdo de EHH a filmes de
quitosana leva a um aumento da resisténcia a luz UV e da opacidade. O AE*
(diferenca de cor) dos filmes aumentaram de acordo com a propor¢do de EHH
adicionado. A capacidade antioxidante dos filmes a base de quitosana foi
avaliada e aumentada quando o EHH estava presente na matriz do filme. Os
resultados mostraram que o EHH pode ser adicionado com sucesso aos filmes
de quitosana, aumentando a

qualidade final e a extensédo da vida Gtil dos produtos alimentares.
Palavras-chaves: Filmes biodegradaveis. Quitosana. Antioxidante. Hortela-

pimenta.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of the incorporation of
peppermint extract (EH) into chitosan based films. Analyzes were carried out to
investigate the antioxidant capacity by sequestration of the DPPH radical,
mechanical properties, moisture, swelling, color, light transmission, opacity and
water vapor permeability (PVA). The mechanical properties analyzes (tensile
strength), AR (elongation at rupture) and E (Young Module) were performed
and showed that the incorporation of EHH affects the mechanical structure of
the chitosan based films, improving them. The results also showed that the
increase in EHH concentration did not promote changes in moisture content,
film solubility and PVA. The addition of EHH to chitosan films leads to an
increase in resistance to UV light and opacity. The oE * of the films increased
according to the proportion of EHH added. The antioxidant capacity of chitosan-
based films was evaluated and increased when EHH was present in the film
matrix. The results showed that EHH can be successfully added to the chitosan

films, increasing the quality and the extension of the shelf life of food products.

Key-words: Biodegradable films. Chitosan. Antioxidant. Pepper mint.
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1. INTRODUCAO

Durante os Ultimos anos houve um aumento na demanda dos
consumidores por alimentos mais saudaveis, seguros e biodegradaveis,
principalmente quando o assunto € o descarte das embalagens sintéticas para
alimentos (SEVERINO et al., 2015; PONTES, 2013;).

Alguns sistemas de embalagens ativas fornecem novas abordagens
para a melhoria das embalagens tradicionais, interagindo diretamente com o
produto, gerando resultados benéficos (LOPEZ-RUBIO et al., 2004; ROONEY,
2002). Alguns exemplos de sistemas de embalagens ativas incluem
antioxidantes, adsorventes de umidade, sistemas enzimaticamente ativos e
sistemas antimicrobianos (LOPEZ-RUBIO et al, 2004). Embalagens ativas e
biodegradaveis contendo antimicrobianos e antioxidantes despertam grande
interesse por parte da indastria, pois funcionam como alternativa as
embalagens sintéticas convencionais por aumentarem a vida de prateleira e
inibirem a multiplicacdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes nos
alimentos, bem como as altera¢des quimicas (CALO et al., 2015).

Embalagens com liberacdo de antioxidantes e antimicrobianos estéo
inseridas na categoria de sistema de conservacdo de alimentos, no qual um
antioxidante ou antimicrobiano € incorporado ao filme, o que contribui para a
extensdo da vida util dos alimentos. Dentre os aditivos naturais, os extratos de
frutas e de hortalicas ganharam um mercado em expansao na industria de
alimentos (AKHTAR et al., 2012).

Filmes contendo extratos de plantas tém sido desenvolvidos para uso
em embalagens com potencial atividade antioxidante e antimicrobiana
(QUILAQUEO GUTIERREZ et al., 2012; KANATT et al., 2012; MORADI et al.
2012; NORAJIT; CAMO et al.,, 2011; KIM; RYU, 2010; SIRIPATRAWAN e
HARTE, 2010). Entre as plantas, a folha de hortela-pimenta (Mentha piperita,
Lamiaceae) apresenta em sua Ccomposicdo muitos compostos com
propriedades antioxidantes, tais como acidos fendlicos (acido cafeico, acido
coumarico, acido rosmarinico e acido sinépico), flavonoides (flavol-3-ol: galato
de galocatequina, flavonais: rutina e quercetina; flavonas: hesperidina) (SINGH
et al., 2015; CHOUDHURY; KUMAR; GARG, 2006).

A horteld é utilizada na medicina popular para o controle e para o

tratamento de varias doengcas como: gastrite, asma e inflamacdes respiratérias
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(KLINE et al.,, 2005). As folhas sdo consumidas na forma de chas, com
indicacdo para problemas no trato gastrointestinal e no pulmdo, das mais
diversas naturezas: doencas respiratrias, verminoses, antiprotozoarios,
inflamacfes, anemia; e, além disso, tém outros efeitos biologicos, como
antioxidante e anti-inflamatério (SOKOVIC, 2009; RASOOLI et al.,, 2008;
SAMARTH, 2006;). Associado a preocupa¢do com a qualidade dos alimentos,
tém-se também os problemas e impactos ambientais gerados por materiais de
embalagens plasticas sintéticas, desencadeando um interesse no
desenvolvimento de filmes comestiveis e biodegradaveis para aumentar a vida
de prateleira e, a0 mesmo tempo, diminuir os residuos de embalagens (RHIM,
2014; DUNCAN, 2011; AZEREDO, 2009; SORRENTINO et al.,, 2007,
THARANATHAN, 2003).

No entanto, a incorporacdo direta do extrato em alimentos ainda
encontra certas limitacdes tecnoldgicas relacionadas com a natureza
hidrofébica, reativa e instavel das moléculas bioativas que a constituem, além
dos efeitos sobre caracteristicas sensoriais (DONSI et al., 2012). A criacao de
emulsdes biopoliméricas com extratos de horteld podem potencializar o efeito
antimicrobiano, além de melhorar sua estabilidade (MCCLEMENTS et al.,
2011) e aumentar sua acao antioxidante, podendo ser utilizadas em
embalagens antimicrobianas e antioxidantes (PONTES, 2013).

Assim, esse estudo objetivou desenvolver filmes biodegradaveis a partir
da quitosana aditivado com quatro concentracdes (2,5%, 5%, 10% e 25%) do
extrato hidroetandlico da hortela-pimenta (Mentha piperita L.) com propriedade
antioxidante e caracterizd-lo quanto a suas propriedades fisico-quimicas,

mecanicas, de barreira e dpticas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Local de desenvolvimento da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), nos laboratérios do Departamento de Ciéncias
Domésticas (Fisico-Quimica, Processamento de Alimentos e Técnica
Dietética), no Laboratério de Microbiologia do Departamento de Tecnologia
Rural e no Laboratério de Bioprocesso, do Departamento de Engenharia

Quimica, da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

2.2 Materiais

As matérias-primas utilizadas para a preparacdo dos filmes foram:
extrato obtido da horteld-pimenta adquirida no centro de abastecimento e
logistica de Pernambuco (CEAGEPE) e massa Briseé (producéo propria). Para
elaboracdo dos filmes, foram utilizados quitosana de peso molecular médio
(SIGMA-ALDRICH Chemistry®), glicerol (NUCLEAR) e acido acético glacial
(DINAMICA). Todos os reagentes empregados nas determinaces foram de

grau analitico.

2.4. Obtencao do extrato hidroetandlico da folha de hortela-pimenta (EHH)
Os macos de hortela-pimenta foram lavados em agua corrente e depois
imersos em solucdo de agua clorada (10%v/v) por dez minutos para
sanitizacdo. ApOs a retirada da solucdo clorada em agua corrente, 0s macos
foram colocados sobre toalhas de papel para a retirada do excesso de agua.
Posteriormente, as folhas foram retiradas dos caules, colocadas em sacos de
polietileno com fechamento hermético tipo Ziploc® e armazenadas em freezer.
O extrato hidroetandlico da folha de horteld-pimenta foi obtido segundo a
metodologia de Machado (2015), com adaptacdes, em que 40 g das folhas de
horteld foram macerados em almofariz com 40 mL de alcool a 60% até obter
uma pasta. A pasta de folhas de hortela foi colocada sob agitacdo em agitador
magnético com mais 60 mL de alcool a 60% por 20 minutos. O extrato, em
seguida, foi centrifugado (modelo CT 6000 R, CIENTEC, Brasil) a uma rotacéo
de 4.000 RPM por dez minutos. O sobrenadante foi filtrado em papel filtro e

armazenado em vidro ambar (Figura 1).
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A pasta de folhas resultante da filtracao foi diluida em mais 80 mL de
alcool a 60% e agitada novamente em agitador magnético (TECNAL) por 20
minutos e, depois, centrifugada. O sobrenadante foi filtrado e adicionado ao
sobrenadante inicial e armazenado no freezer, a uma temperatura de -22 °C

para posteriores analises e aplicacdes.

Figura 1 - Fluxograma da obtencao do extrato hidroetandlico de horteld-pimenta

Lavagem e sanitizagio dos magos de horteld Filtragdo
,!f\guﬂ clorada (10% wiv)/ 10 minutos. O sobrenadante foi filrado em papel filro.
25 X
Centrifugagdo

Secagem e selegdo da folhas

A 4000 RPM/10 minutos.

7

Armazenamento

Secas em papel tealha e separacio das folhas.

Armazenamento

Em vidro &mbar a -22°C.

Maceragdo

40g de folhas maceradas com 40 mbL de aloool a 80%

N
Agitagdo

Agitado em agitador magnético com 80 mL de dlcool 3 80% /

20 minutos.
Centrifugagdo

A 4000 RPM 10 minutcs,
7

Filtragdo

O sobrenadante foi filkado em papelfilro.

N
Agitagio

Com o residuo da primeira fitracdo: em agitador
magnétice com80 mL de alcool 8 $0%:/20 minutcs.

Fonte: Autor, 2018.

2.5 Determinagfes dos fendlicos totais do extrato de hortela-pimenta
(EHH)

Os compostos fendlicos dos extratos foram determinados por método
espectofotométrico (modelo UV — 1650 PC, Shimadzu, Japao) com espectro de
absorcao registrado no comprimento de onda de 725 nm, utilizando o reagente
Folin-Ciocalteau (Merck), descrita por Wettasingle e Shahidi (1999) e curva

padréao de &cido galico (10 a 120ug/mL, com R,= 0,9997). Os resultados foram
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expressos em mg de fendlicos totais em equivalente de acido galico (EAG) por

mL de extrato.

2.6 Determinacdo da atividade antioxidante do extrato de horteld-pimenta
pelo método de sequestro de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A capacidade antioxidante do extrato de horteld de sequestrar o radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi avaliada segundo método descrito por
Brand-Williams et al. (1995), com algumas adapta¢fes. Uma aliquota de 0,1
mL de diferentes concentracfes de extrato foi adicionada a 3,9 mL da solucdo
de radical DPPH* (6 x 10 mol/L™), atingindo concentracéo final de 0,1mg/mL,
0,25mg/mL e 0,50mg/mL. A absorbancia foi registrada a 517 nm, em
espectrofotometro (Shimadzu UV-1650PC), até atingir o platd. A capacidade

antioxidante foi calculada usando a Eq. 1

:% = Absorbancia do controle — absorbancia da amostra X 100

asorbancia do controle (Eq. 1)

2.7 Elaboracgéo do filme com extrato de hortela-pimenta

Os filmes foram obtidos pela técnica de casting. 1 g de quitosana foi
diluido em 100 mL de solucdo aquosa de acido acético glacial (0,5% v/v). A
solucéo foi agitada em agitador mecéanico (Tecnal TE-102, Tecnal, Brasil) por
dez minutos, com rotacdo de 18.000 RPM em temperatura de 27 + 3 °C. Apos
trés minutos, 0,2 mL do plastificante glicerol foram adicionados. Nos ultimos
qguatro minutos foi adicionado o EHH, de acordo com o volume determinado em
cada ensaio (Tabela 1). A solucédo foi disposta em placas acrilicas planas e
redondas (Placas de petri de 150x15 mm), com peso constante de 40 + 2 g, e
secas a 35 + 2 °C em estufa com circulagéo e renovacgéo de ar (modelo MAO35,
Marconi Brasil) por 24 horas. Apdés a secagem, os filmes foram retirados das
placas e armazenados em dessecador coberto com papel aluminio, contendo
silica gel, para posteriores analises.

Os filmes produzidos utilizaram uma concentragéo fixa de quitosana (1
g) e quatro concentracbes de extrato de hortela-pimenta (2,5%, 5%, 10% e
25%), que foram incorporados de acordo com o volume de quitosana pré-

definido, totalizando quatro tipos de filmes (Tabela 1).
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Tabela 1 - Formulagéo dos filmes de quitosana com diferentes concentragBes de extrato de
horteld-pimenta

Ensaio Quitosana Extrato de Plastificante
(%) hortela-pimenta glicerol
(%) (mL)
C 1 0,0 0,2
EH2,5 1 2,5 0,2
EH5 1 50 0,2
EH10 1 10,0 0,2
EH25 1 25,0 0,2

EH2,5= Quitosana com 2,5% de extrato; EH5= Quitosana com 5% de extrato; EH10= Quitosana com
10% de extrato; EH25= Quitosana com 25% de extrato.

2.8 Extracado dos compostos presentes nos filmes

Seguindo a metodologia descrita por Wang et al. (2013), com algumas
adaptacdes, os filmes inteiros foram solubilizadas em 25 mL de solugéo
etandlica (60%) e colocadas em agitacdo (Agitador magnético -TECNAL) na
velocidade de 1.000 RPM durante um minuto. O sobrenadante foi utilizado para

determinacao dos fendlicos totais e da atividade antioxidante.

2.8.1 Determinacéao de fendlicos totais dos filmes

Os fendlicos totais dos compostos extraidos dos filmes foram
mensurados por método espectrofotométrico com espectro de absorcdo
registrado no comprimento de onda de 725 nm em espectofotbmetro
(Shimadzu UV-1650PC), utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (Merck),
segundo metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999) e curva
padrdo de acido galico (10 a 120ug/mL-1, com R2 = 0,9997). Os resultados sédo
expressos em mg de fendlicos totais em equivalente de acido galico (EAG)/g-1
do filme. Para a determinacgéo dos fendlicos presentes nos filmes, foi utilizada a

Equacéo 2:

T= (Eqg. 2)
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Onde T é o conteudo total de fendlicos, em miligramas por grama de filme
seco; C é a concentracdo de acido gélico estabelecida a partir da curva de
calibracdo em miligrama por mililitro; V € o volume de filme do extrato, em
mililitro e M é o peso do filme seco, em grama, conforme descrito por Moradi et
al. (2012).

2.8.2 Determinacgéo da atividade antioxidante dos filmes.

A capacidade antioxidante dos filmes de sequestrar o radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil foi avaliada segundo método descrito por Brand-Williams et al.
(1995), com algumas adaptacfes. Uma aliquota de 0,5 mL da solucdo extraida
dos filmes, adicionados de 3,5 mL da solugdo de radical DPPH (6 x 10-5 mol/L-
1), teve sua absorbancia registrada a 517 nm, em espectrofotbmetro
(Shimadzu UV-1650PC), até atingir o platd. A capacidade antioxidante foi

calculada usando a Equagéao 1.

2.9 CARACTERIZACAO DOS FILMES

2.9.1 Espessura

A espessura do filme foi medida com a utilizagdo de um micrometro
manual (Mitutoyo/micrometer, Japdo) com 0,001 mm de precisdo. Foram
realizadas cinco medicdes. Quadrante e ponto central e os valores médios

foram utilizados para os calculos da opacidade e das propriedades mecanicas.

2.9.2 Propriedades mecanicas

Para a determinacao das propriedades mecanicas (resisténcia a tracao e
porcentagem de alongamento na ruptura), foi empregada a metodologia
descrita por ASTM D882-10 (2010), utilizando o equipamento LINHA DL-500
MF-MARCA: EMIC®. No teste de tracao, os filmes foram dimensionados em
corpos de prova com 7,5 cm de comprimento e 2,5 cm de largura. Esses
corpos de prova foram fixados nas garras do equipamento com distancia inicial
entre elas de 30 mm e velocidade de tragcdo de 0,5 mm/s. A tens&o na ruptura
foi determinada pela relacéo entre forca e area da secao transversal inicial do

filme. Os resultados foram analisados em triplicata.
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2.9.3 Parametro de cor e de opacidade dos filmes

A andlise instrumental da cor foi realizada de acordo com a descrigdo de
Siripatrawan e Harte (2010), com adaptacdes, utilizando o colorimetro
CHROMA METER CR-400 (Konica Minolta®, Japao) no modo de refletancia e
o iluminante C. As leituras de L*; a* e b* foram efetuadas em cinco diferentes
pontos dos filmes, e os dados, submetidos ao calculo da média aritmética.

A determinacdo da opacidade dos filmes seguiu a metodologia descrita
por Siripatrawan e Harte (2010). As amostras dos filmes (10,0 cm de
comprimento x 1,5 cm de largura) foram posicionadas no local da cubeta de
modo perpendicular ao feixe de luz. A leitura foi realizada em triplicata, no
comprimento de onda de 600 nm em espectofotbmetro (Shimadzu UV-

1650PC), e a opacidade, calculada conforme a Equacéo 4:
ABS&0D

Opacidade = (Ea. 4)

sendo ABS600 é a absorcdo a 600 nm e T é a espessura do filme em

mm.

2.9.4 Transmisséo de luz

As propriedades de barreira de luz visiveis dos filmes foram medidas em
comprimentos de onda selecionados entre 200 e 800 nm, utilizando-se o
espectrofotometro (Shimadzu UV-1650 PC), de acordo com o procedimento
referido por Fang et al. (2002). As amostras dos filmes (10 cm de comprimento
x 1,5 cm de largura) foram levadas ao equipamento e alocadas no local da
cubeta de modo perpendicular ao feixe de luz. A analise de transmisséo de luz

foi feita em triplicata.

Transmissdo= ABS 280 (Eq. 5)
T

2.9.5 Solubilidade e umidade
Os testes de solubilidade em &gua foram realizados pelo método de
Zamudio-Flores et al. (2010). As amostras de biopolimeros foram separadas

em tamanho de 1 cm por 2 cm e mantidas em dessecador com silica por sete
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dias e, entdo, pesadas, imersas em 80 mL de agua deionizada e submetidas a
agitacdo a 200 RPM pelo tempo de uma hora na temperatura de 25 °C.
Posteriormente, as amostras foram secadas em estufa a 60 °C até atingir peso
constante. A porcentagem do material total solivel em agua foi calculada

utilizando a seguinte Equacéao 6:

Solubilidade (%) = Peso seco inicial — Peso seco final x 100 (EqQ. 6)

Peso seco inicial

E o teor de umidade foi determinado pela perda de peso das amostras,
acondicionadas em estufa a 1053 °C durante 24 horas, sendo calculado pela

Equacéo 7:

K(%] _ massal—massafxlﬂn (Eq 7)

magEeai

sendo X é o teor de umidade dos filmes (%), m; € a massa incial do filme

Umido, ms é a massa final do filme seco.

2.9.6 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Medicdo de permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi realizada pelo
método gravimétrico baseado na ASTM 969 (1995), com algumas modificacdes
(Dick et al., 2015). Cada amostra de filme integra de 25 mm de diametro foi
colocada sobre uma abertura circular de célula de permeacao e armazenada a
25 °C em uma camara de vidro. Para manter um gradiente de umidade relativa
(UR) de 75% ao longo do filme, colocou-se CaCl, anidro (0% de UR) ao lado
da célula e adicionou-se uma solu¢do saturada de NaCl (75% uR) a camara de
vidro. A UR dentro da célula foi sempre mais baixa do que a exterior, € 0
transporte de vapor de agua foi determinado a partir do aumento de peso da
célula de permeacdo. Apds duas horas, foi efetuada a primeira pesagem da
célula, e, posteriormente, as demais em intervalos de tempo regulares por um
periodo de 72 horas. A permeabilidade ao vapor de agua das amostras foi

determinada em triplicata com a seguinte equacéo 8:
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w.L
PVA = AtAp (Eg. 8)

Em que w é o peso da dgua que permeou a pelicula (g), L € a espessura
da pelicula (mm), A é a area de permeacéo (m?), t é o tempo de permeacéo (h)
e Ap é a diferenca de pressado de vapor de agua entre os dois lados do filme
(kPa).

2.9.7 Intumescimento

A capacidade dos filmes secos de absorver agua foi analisada de acordo
com metodologia descrita por Cao, Fu e He (2007). Para isso, os filmes foram
recortados em circulos de 2,5 cm de didmetro e armazenados por 24 horas em
dessecador contendo silica, a fim de retirar a umidade das amostras. ApGs
esse periodo, os filmes foram pesados (w;) e, em seguida, submersos em agua
destilada a temperatura ambiente, permanecendo nessa condicdo por dois
minutos. Apds isso, as amostras foram retiradas da dgua com o auxilio de uma
pinca, colocadas em cima de pedagos de papel filtro, com o intuito de retirar o
excesso de agua, e pesadas (w»). A quantidade de agua absorvida pelos filmes
apos submersdo em agua pelo periodo de dois minutos foi calculada pela

Equacéo 9.
Intumescimento (%)=[(w2-w1)/w;]x100 (Eq. 9)

Em que wl e w2 representam o peso das amostras seca e Umida,

respectivamente.

2.10 Analise estatistica

Todas as determinacfes foram realizadas em triplicata e os dados
submetidos a analise estatistica utilizando o software Statistica 7.0. Valores
foram expressos em média + desvio padrdo. O teste t de Student e o teste de
Duncan foram aplicados para comparacdo das médias. Diferencas foram

consideradas significativas para p< 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Caracteristicas e aspectos visuais dos filmes de quitosana aditivado
com EHH (extrato hidroetandlico de horteld).

Os resultados estdo apresentados na Figura 2. Verificou-se que uma
houve uma boa interacdo do extrato de horteld com o polimero. E importante
gue iSso ocorra para que se obtenha espalhamento uniforme de extrato na
superficie do polimero, fornecendo uma liberagdo homogénea do composto
antioxidante para o alimento (SOUZA et al., 2018; KANAT et al., 2012). Na pré-
avaliacdo dos filmes, a analise dos aspectos visuais demonstrou que ocorreu
uma boa distribuicdo do EHH (extrato hidroetandlico de horteld), cujos filmes
apresentaram homogeneidade, uniformidade, transparéncia, boa flexibilidade,

com facil manuseabilidade (Figura 2) e leve aroma de hortela.

Figura 11 — Filmes de quitosana aditivados com extrato hidroetandlico de horteld pimenta.

A B

[A) com 2,5% de extrato, B) com 5% de extrato, C) com 10% de extrato, D) com 25% de
extrato.]
Fonte: Autor, 2018.
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3.2. Quantificacdo do teor de fendlicos totais e atividade antioxidante do
extrato de hortela-pimenta

O extrato de hortela-pimenta apresentou uma concentracao de fenélicos
de 13,5 mg EAG/g (Tabela 2). Este valor foi inferior ao encontrado em seis
espécies de Mentha (Lamiaceae) por Benabdallah et al. (2016), cujo teor de
fendlicos totais do extrato metandlico (80%) foi de 31,4 mg EAG/g; e superior
ao relatado por Nickavar et al. (2008) (4,33 mg EAG/g). Isso demonstra
variabilidade da planta estudada em relagéo aos valores de TFT decorrente de
fatores exdgenos (condi¢des climaticas) e enddgenos (caracteristicas fisicas e
genéticas da planta), além das diferencas metodoldgicas no processo de
obtencdo do extrato (NICKAVAR et al., 2008; EBRAHIMZADEH et al., 2010;
BENABDALLAH et al., 2016). Ebrahimzadeh et al. (2010), utilizaram o método
de percolacdo com etanol-agua para obtencdo do extrato de hortela-pimenta
com 13,4 mg EAG/g, esse resultado corrobora os valores dos fendlicos totais
encontrados na presente pesquisa.

Tabela 2 - Teor de fendlicos totais (TFT) e capacidade antioxidante de sequestro do radical
DPPH do extrato de hortela-pimenta

Analises Valores
TFT(mg EAG/Q) 13,5+0,02
DPPH[ECs0o(mg/mL)] 10,47+0,08

Quanto a capacidade de sequestro do DPPH, o extrato demonstrou um
valor de 10,47 % (Tabela 2). Ressalta-se que o indice ECsy refere a
concentracdo do extrato necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial
do radical DPPH em 50%. Portanto, quanto menor os valores de, ECso maior a
acao antioxidante do extrato.

Os dados da capacidade antioxidante encontrados para o extrato de
horteld-pimenta (10,47+0,08 mg/mL) foi semelhante aos reportados por Farnad
et al. (2014) para o extrato aquoso da horteld, e para os extrato com metanol e
etanol mostraram valores do ECsp entre 10,02 a 14,77 mg/mL. Por outro lado,
valores divergentes dos encontrados neste estudo foram obtidos por Dormam
et al. (2003), para diferentes espécies de hortela (Mentha piperita L.), cujos

valores de ECsg ficou em torno de 0,15 mg/mL. Entretanto, esses valores foram
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obtidos em extratos liofilizados, o que pode contribuir para a melhoria da
atividade antioxidantes dos extratos (DORMAN et al.,2003).

O resultado do sequestro do radical DPPH (Tabela 2) sugere que o extrato
de horteld é capaz de eliminar radicais livres, e, portanto, pode ser utilizado
para a prevencado da inibicdo/propagacdo de reacdes em cadeia de radicais
livres, por meio da estabilizacdo de espécies reativas antes da participacao
desses nas reacfes (DORMAN et al., 2009).

3.3 Teor de fendlicos, Capacidade de retencdo e Atividade antioxidante
dos filmes de quitosana aditivados com extrato de hortela-pimenta

Para a quantificacdo do conteudo de fendlicos e sua retengdo nos filmes
de quitosana utilizou-se etanol (60%) para a extracdo destes compostos dos
filmes que foram produzidos com diferentes concentracbes de extrato
hidroetandlico da hortela-pimenta. A Tabela 3 apresenta os valores do
sequestro do radical DPPH, de fendlicos para cada filme fabricado e seu

respectivo percentual de retencao

Tabela 3 - Teor de fendlicos totais, capacidade antioxidante (DDPH) e reten¢éo dos filmes de
quitosana produzidos com quatro concentracdes de extrato de e seu respectivo percentual de
retencgéo.

Filme Teor de fendlicos SEQUESTRO DO Retencao
(mg EAG/g de RADICAL DPPH (%)
filme) (%)
Controle (C) -- 0,83+0,06° --
EH2,5 0,88+0,006" 23,04+6,03¢ 13,63+1,872
EH5 1,44+0,022° 54,36+2,06° 11,06+0,27°
EH10 2,19+0,002° 72.26+0,68" 8,83+0,03°
EH25 4,14+0,043% 82,69+1,69° 6,73+0,33¢

EH2,5= Quitosana com 2,5% de extrato; EH5= Quitosana com 5% de extrato; EH10= Quitosana com
10% de extrato; EH25= Quitosana com 25% de extrato. Os valores sdo apresentados como média e
desvio padrao. As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nédo diferem entre si pelo teste
Duncan (p> 0,05).

Os compostos fendlicos apresentam uma relevante funcdo como
antioxidante natural, tornando-se necessario conhecer o teor destas

substancias em alimentos. Vasco; Ruales; Kamal-Eldin (2008), segundo a
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concentracdo dos fendlicos, classificam os alimentos em trés niveis: baixo
(0,21 até 0,91mg EAG/qg), intermediéario (0,92 até 10,1mg EAG/qg) e alto (acima
de 10,1mg EAG/g). Considerando essa classificacdo, constata-se que o filme
EH 2,5 pode ser classificado como de baixo teor de TFT (0,88 mg EAG/Qg),
enquanto que os demais filmes (EH5, EH10 e EH25) podem ser vistos como
intermediéarios teor de TFT (1,44 mg EAG/g, 2,19 mg EAG/g e 4,14 mg EAG/q,
respectivamente) (Tabela 3).

Observa-se que o0 mais alto teor de fendlicos totais (4,14+0,043) foi
encontrado no filme elaborado com maior proporcdo de extrato (EH25). Em
contrapartida, o biofilme sem adicdo de extrato (C) ndo apresentou estes
compostos em sua composicdo. Siripatrawan; Vitchayakitti(2016) e Kanatt
(2012), também, relatam auséncia de fendlicos totais em biofilmes com 1% de
quitosana.

Os teores de fendlicos totais nos filmes aditivados com 2,5%, 5%, 10%
e 25% do extrato de horteld estdo convergentes com a quantidade de extrato
incorporado, demonstrando que o teor de fendlicos totais do biofiime é
diretamente proporcional a quantidade de extrato adicionado a matriz (YUAN et
al., 2015; BALLESTER-COSTA et al., 2016). Estudos atestam que a Mentha
piperita L possui consideravel teor de fendlicos totais (NICKAVAR et al., 2008;
KANATT et al., 2012).

Kanatt et al. (2012), estudaram a extracdo dos compostos fendlicos em
diferentes temperaturas (37°C, 28°C e 15°C), em filmes de quitosana
incorporados com extrato liofilizado de horteld-pimenta e de roma, e
encontraram fendlicos totais de 22,5, 25, 7,5 mg EAG/g, respectivamente. Os
autores ressaltam que a temperatura de extracao exerce forte influéncia no teor
de fendlicos totais dos biofilmes. Como neste trabalho a extracdo dos fendlicos
dos filmes foi realizada a temperatura de 24+3°C, é possivel que a temperatura
utilizada tenha sido suficiente para liberacdo dos fenélicos dos filmes contendo
uma menor concentracdo de extrato, mas nao foi adequada para liberacdo
desses compostos dos filmes com uma maior quantidade do extrato.

Quanto ao valor da retencao de fendlicos nos filmes, nota-se que com a
menor concentracdo de extrato (2,5%) adicionado, houve um maior percentual
de retencdo dos compostos fendlicos (13,63%) enquanto que com a maior

concentracdo de extrato (25%), ocorreu a reducdo desse percentual para



84

6,73% (Tabela 3). A anélise dos dados indica que para se obter uma melhor
retencdo dos compostos fendlicos no filme é necesséario manter uma relagéo
proporcional entre a concentragdo de quitosana e do extrato de horteld, uma
vez que o aumento da concentracdo do extrato inserido no filme afeta a
capacidade de retencdo do filme, pois deve existir um limiar critico.
(CHIUMARELLI; HUBINGER, 2014).

Outro fator que interfere na retencdo dos compostos fendlicos € a
quantidade do plastificante usado, tendo em vista que o emprego dele em
porcentagens maiores na solucao filmogénica proporciona uma maior retencao
desses compostos (CHIUMARELLI; HUBINGER, 2014). Entretanto, apesar da
baixa retencdo dos compostos fendlicos, os filmes se mostraram com boa ac¢éo
antioxidante, sobretudo nos filmes com concentracdes mais altas de EHH.
Sugerindo que a quantidade de TFTs e a estrutura quimica dos fendlicos
retidos foi suficiente para propiciar boa ag¢do antioxidante aos filmes de
quitosana.

O método de sequestro do radical DPPH foi utilizado para indicar a
atividade antioxidante do filme. Este ensaio baseia-se na capacidade do DPPH,
um radical livre estavel, ser degradado e, assim, descolorir na presenca de
antioxidantes, resultando em uma reducdo nos valores de absorbancia
(ENAYAT; BANERJEE. 2009; BABBAR et al., 2011; PAZ et al., 2015). Na
mensuracdo de inibicdo do radical DPPH, os antioxidantes o reduzem,
transformando-o de tonalidade violdcea para um composto de cor amarelada.
O prolongamento da reacao depende da capacidade de doacgéo de hidrogénio
dos antioxidantes (BLOIS, 1958).

Os dados da atividade antioxidante dos filmes pelo método de captura
do radical DPPH revelam que o filme com 25% do extrato de hortela-pimenta
apresentou maior atividade antioxidante (Tabela 2), assim como, nos demais
filmes (2,5%, 5%, 10%) a acdo antioxidante foi proporcional a quantidade de
extrato inserido no filme.

O filme elaborado sem a adicdo do extrato de hortela-pimenta (C)
apresentou atividade antioxidante de 0,83%. Kannatt et al. (2012) utilizaram
blendas de quitosana/PVA como biopolimero para a obtencdo de filmes
aditivados com extrato liofilizado de hortela-pimenta e extrato liofilizado de

casca de roma. No filme controle, sem adicdo de extrato liofilizado, eles
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encontraram valores de sequestro do radical DPPH de 0,78%, proximos ao
deste estudo. Wang et al. (2015), também, relatam acdo antioxidante em filmes
de quitosana a 1% (0,92%). No entanto, Kanatt et al. (2008) estudaram
revestimento de quitosana (1%) com extrato de horteld aplicado em bifes de
carne bovina, relatam que ndo foi constatada atividade antioxidante no
revestimento controle, sem extrato.

Bitencourt et al. (2014) observaram que, em filmes a base de gelatina de
peixe, houve uma melhora (78% em comparacdo ao controle) da atividade
antioxidante quando se adicionou extrato etandlico de curcuma (200g de
extrato/100g), sendo proporcional ao aumento da concentragcdo de extrato
adicionado. Essa caracteristica também foi encontrada neste estudo (Tabela 3)
e corroborada por Hafsa et al. (2016), Bitencourt et al. (2014) e LI et al. (2014).
O aumento da atividade antioxidante com a adicdo de compostos naturais a
filmes também foi observada por Moradi et al. (2012) em filmes de quitosana
com Oleo essencial de Zataria multiflora e de extrato de semente de uva e por
Tongnuanchan, Benjakul e Podpan (2013) em estudo com filmes a base de
gelatina de peixe acrescidos com extrato de gengibre e circuma.

Na medida em que o antioxidante natural foi incorporado ao filme de
quitosana, as interacfes com quitosana também podem afetar sua propriedade
antioxidante. Portanto, para interpretar a atividade antioxidante de filmes de
quitosana contendo extratos, € preciso informacfes ndo s6 sobre a estrutura e
do mecanismo antioxidante dos compostos adicionados, mas também sobre as

interacdes entre a quitosana e os antioxidantes (WANG et al, 2015).

3.4 CARACTERIZACAO DOS FILMES

O ensaio EH25, apesar de conter mais extrato, ndo contem compostos
fendlicos e acdo antioxidante proporcional, pois o0 alto teor de extrato gera
retencdo mais baixa, por isso ndo foi escolhido para a caracteriza¢do. O ensaio
EH2,5, apesar de boa retencdo, ndo traz consigo a maior capacidade
antioxidante.

Assim, 0s ensaios que reunem melhor atividade em conjunto com boa
retencdo sdo os ensaios intermediarios no teor de extrato, sendo os ensaios

EH5 e EH10, os escolhidos para prosseguir com a caracterizagao.
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3.4.1 Espessura e propriedades mecanicas

Um dos parametros que influencia as propriedades mecéanicas dos
flmes é a espessura. Ele é um importante pardmetro para avaliar a
homogeneidade, para definir a uniformidade dos materiais, para a
repetibilidade das medidas das propriedades e validade das comparacdes
entre as propriedades dos filmes (MAHMOUD; SAVELLO, 1992; GENNADIOS
et al., 1993).

Os filmes ativos de quitosana foram caracterizados quanto a espessura
e as propriedades mecanicas. A espessura dos filmes contendo EHH né&o
apresentou diferenca significativa quando comparada ao filme de quitosana
sem adicao de extrato, Tabela 4.

Yuan et al. (2015) estudaram filmes de quitosana aditivados com extrato
de casca de roma e relatam ndo haver diferenca significativa na espessura dos
filmes. Os resultados demonstraram que o0s compostos fendlicos do extrato
podem ter espalhabilidade na superficie do filme sem alterar a espessura de
forma significativa. Resultados semelhantes a este estudo foram igualmente
relatados por Bitencourt et al. (2014), em trabalho com filmes de gelatina com
extrato de curcuma, e por Kanmani e Rhim (2014), em filmes de carragena com

extrato de semente de uva.

Tabela 4 - Espessura dos filmes a base de quitosana com extrato de hortela-pimenta

Filmes Espessura (mm)
Controle (C) 0,04+0,0042
EH5 0,04+0,001%
EH10 0,05+0,003?

EH5= Quitosana com 5% de extrato; EH10= Quitosana com 10% de extrato. Os valores sao
apresentados como média e desvio padrao. As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo
diferem entre si pelo teste Ducan (p> 0,05).

As propriedades mecanicas dos filmes definem a capacidade de
proteger a integridade dos alimentos de danos fisicos (MARTINS, CERQUEIRA
e VICENTE, 2012; RUBILAR et al., 2013). A quitosana, devido a sua carga
positiva, apresenta uma versatilidade de adeséo a superficies biologicas, sendo
capaz de formar materiais estaveis (MORADI et al., 2012), no entanto podem

apresentar fragilidade tornando-se necessério a utilizacéo do plastificante, para
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reduzir o atrito entre as cadeias do polimero e melhorar a flexibilidade da matriz
(FERREIRA et al., 2014; LECETA et al., 2015).

Os resultados das propriedades mecanicas referente a tensao de
ruptura, alongamento na ruptura e modulo de Young dos filmes EH5 e EH10

estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Efeito da incorpora¢do do extrato hidroetandlico de horteld-pimenta (EHH) na resisténcia a
tracéo (RT), no alongamento na ruptura (AR) e no médulo de Young (E) dos filmes a base de quitosana

_ RT AR E
Filmes
(MPa) (%) (MPa)
Controle 14,05 +0,65° 5,64 +0,27° 240,83 + 25,53°
EH5 17,27 + 0,34° 8,39+ 0,452 615,00 + 43,152
EH10 36,03 £ 0,572 8,47 + 0,69°% 330,40 + 8,41b

EH5= Quitosana com 5% de extrato; EH10= Quitosana com 10% de extrato. Os valores sdo
apresentados como média e desvio padrao. As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna néo
diferem entre si pelo teste de Duncan (p< 0,05).

A resisténcia a tracdo aumentou quando a concentracdo de EHH
aumentou de O para 10% , o filme EH5 teve diferenca significativa quando
comparado com o filme EH10. A melhoria dessa propriedade mecéanica dos
filmes incorporados com EHH pode ser atribuida as interagcdes entre os
componentes da horteld (por exemplo, acidos fendlicos e seus ésteres) que
possuem caracteristicas polares com os grupos hidrofilicos das moléculas de
quitosana. Essas interacdes podem resultar no aumento da adeséo interfacial
entre as moléculas de quitosana e o EHH na matriz do filme, levando a uma
resisténcia mais efetiva ao estresse mecanico (PASTOR et al., 2010).

O conhecimento da propriedade de resisténcia a tracdo (RT), de
alongamento na ruptura (AR) e do médulo de Young (E) é relevante para
identificar a sua aplicabilidade (BOURBON et al., 2011; KALAYCIOGLU et al.,
2017). Esses parametros relacionam as propriedades mecanicas dos filmes
com as suas estruturas quimicas e estdo fortemente relacionados com a
composicdo da pelicula (BOURBON et al., 2011). A retirada dos biofilmes das
placas ocorreu de forma facil, podendo ser manuseados em condi¢cfes de
serem analisados.

Nos filmes com 10% de extrato de horteld, os valores de RT
aumentaram 2,6 vezes em comparacdo aos filmes de quitosana pura.

Kalaycioglu et al. (2017) obtiveram um aumento de 1,5 vez da RT quando



88

incorporaram extrato de acgafrdo a solucéo filmogénica de quitosana. Liu et al.
(2016) encontraram resultados semelhantes quando aditivaram filmes de
quitosana com curcumina. A obtencdo desses dados pode ser explicada pela
quantidade de EHH que foi incorporada, visto que, Kanatt et al. (2012)
prepararam filmes a base de quitosana (1,0%, v/v) com diferentes
concentragbes de extrato de horteld e de roma e verificaram que a RT
aumentou em relacdo ao controle, comprovando a influéncia da concentracao
no valor de RT.

A resisténcia a tracdo é a medida da forca maxima de um filme para
resistir ao esforgo de tragédo aplicada (PARK; ZHAO, 2004). Na literatura, as
tendéncias na mudanca de valores de RT de filmes de quitosana com a
incorporacdo de diferentes aditivos sdo frequentes (KALAYCIOGLU et al.,
2017; RUBILAR et al., 2013). Com a insercédo de alguns aditivos, a RT pode
aumentar ou diminuir. Geralmente, um aumento é atribuido a uma forte
interac&o entre aditivos e cadeias de quitosana, 0 que provoca um aumento na
rigidez do filme (KALAYCIOGLU et al., 2017).

O alongamento na ruptura (AR) dos filmes teve um aumento significativo
(p>0,05) ao ser adicionado o extrato de horteld aumentaram de O para 5%
(Tabela 5). Esse resultado no alongamento das peliculas pode ser atribuido as
interacbes entre o0s componentes da horteld-pimenta, que possuem
caracteristicas polares com os grupos hidrofilicos da quitosana. (PASTOR et
al., 2010; SIRIPATRAWAN e VITCHAYAKITTI, 2016). Essas interacbes podem
resultar em uma maior adesdo entre as moléculas de quitosana e o EHH,
fortalecendo a cadeia biopolimérica, proporcionando o aumento do AR
(p>0,05). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre EH5 e EH10,
mostrando que o AR néo se altera com o aumento da concentragdo de EHH
acima de 5%. Esse fator pode ser justificado pela formacdo cristalina de
componentes do EHH excessivos na matriz de quitosana, que leva a uma
estagnacéao na flexibilidade do filme (PASTOR et al, 2010).

Achados semelhantes também foram observados por Shen e Kamdem,
(2015) que encontraram alongamento na ruptura inalterado com o aumento da
concentracdo de dois Oleos esséncias em filmes de quitosana. Siripatrawan e
Vitchayakitti. (2016) relataram a diminuicdo do AR no filme de quitosana com

10% de extrato de prépolis para o filme de quitosana com 25% de extrato.
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Bodini et al. (2013) sugerem que as interagcdes entre 0s componentes bioativos
em altas concentracdes com quitosana podem produzir reticulacdo, o que pode
diminuir o volume livre e a mobilidade, causando uma diminuicdo no
alongamento.

Geralmente, diferentes compostos naturais mostraram diferentes efeitos
nas propriedades mecanicas do filme de quitosana. Hosseini et al. (2009)
verificaram que o 6leo essencial de tomilho e de cravo diminuiu a resisténcia a
tracdo, mas melhoraram o alongamento. Sanchez-Gonzalez et al. (2010)
relataram que o Oleo essencial de bergamota diminuiu a resisténcia a tracédo e
o alongamento do filme de quitosana. Essas diferencas podem ser atribuidas
ao tipo de quitosana (solvente e peso molecular) utilizado e as interactes
particulares com 0os componentes naturais, que, por sua vez, sao afetados pela
umidade relativa, pela presenca de tensoativos e temperatura (BALTI et al.,
2017; MA et al., 2016).

O mddulo de Young (comumente expresso em MPa) é a relacédo entre a
resisténcia a tracdo e a deformacao na regido elastica, em que a resposta do
corpo-de-prova ao alongamento é crescente e, linearmente, proporcional a
tracdo imposta. O modulo de Young € um indicador da rigidez do filme, sendo
que, quanto maior o0 modulo, mais rigido é o filme (SARANTOPOULOS et al.,
2002; FERREIRA et al., 2014).

O filme controle favoreceu a diminuicdo dos valores do médulo Young
(240,83 MPa), proporcionando a formacao de filmes mais elasticos (Tabela 5).
Os resultados também mostram que os filmes incorporados com EHH
(EH5=615,00 MPa e EH10=340,75 MPa) exibem um aumento significativo
(p>0,05), no médulo Young em comparacdo com o filme de quitosana puro. A
diminuicdo da elasticidade (aumento do valor de Young) pode ser atribuida a
interagdo entre moléculas de quitosana e o0 extrato de horteld
(KALAYCIOGLU. et al 2017).

3.4.2 Umidade e solubilidade em agua

Os filmes de quitosana elaborados com 5 e 10% de extrato de hortela-
pimenta, apresentaram umidade de 7,88 + 0,17% e 8,43 0,40%,
respectivamente (Tabela 6). Esses resultados mostram que a umidade dos

filmes EH5 néo foi influenciada com a adi¢éo do extrato (P>0,05), no entanto,
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os filmes EH10 apresentaram diferenca significativa em relacéo ao controle. Os
valores de umidade dos filmes estdo de acordo com os obtidos por diversos
autores que utilizaram quitosana como matriz (RUBILAR et al., 2013; PEREDA
et al., 2011; CERQUEIRA et al., 2012).

Tabela 6 - Umidade e solubilidade de filmes de quitosana com diferentes concentracdes de
extrato de hortela-pimenta

' Umidade Solubilidade
Filmes
(%) (%)
Controle 6,64+0,83" 32,50+2,072
EH5 7,8810,17b 31,87+1,872
EH10 8,43+0,402 27,00131,37b

EH5= Quitosana com 5% de extrato; EH10= Quitosana com 10% de extrato. Os valores sao
apresentados como média e desvio padrdo. As médias seguidas por letras iguais na mesma

coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan (p< 0,05).

Segundo Cerqueira et al. (2012), a quantificacdo da umidade dos filmes
designa a fracdo de agua que esta inserida neles. Sendo, também, conexo com
as lacunas vagas entre as moléculas da microestrutura do biofilme que podem
ser ocupados por moléculas de agua (RUBILAR et al., 2013; PEREDA et al.,
2011). Esses autores denotam que a parcela desse elemento nos filmes é
também dependente do volume do plastificante (glicerol) presente, que, por
conta da sua hidrofilicidade, conserva a dgua na matriz do filme, elevando a
inter-relacdo entre elas, o que pode explicar a baixa umidade dos filmes
desenvolvidos neste estudo, dado que, quando contrapostos a outros trabalhos
(PENG e LI, 2014; WANG et al., 2013), a quantidade de plastificante utilizada
foi em torno de 50% menor, propiciando filmes mais secos.

Beigzadeh, Esmaiili e Almasi (2017) lograram resultados contrarios com
filmes de quitosana incorporados com extrato de cardo leiteiro (Silybum
marianum), reduzindo a umidade nos filmes. Esse fendbmeno pode ser atribuido
a interacOes especificas entre quitosana e extrato de cardo leiteiro, que podem
estabilizar a estrutura do biofilme. Resultados semelhantes foram relatados em
outros estudos (ALIABADI et al., 2014; CASARIEGO et al., 2009).

Os fendlicos, compostos bioativos presente no EHH possui propriedades

hidrofilicas, proporcionando um aumento da umidade dos filmes. (KANATT et
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al., 2012). Rubilar et al (2013) ratificam os resultados praticados neste estudo,
que desenvolverem trés filmes a base de quitosana aditivados com diferentes
concentracbes do extrato de uva (carater hidrofilico) e demostraram um
aumento na umidade (14,87%) em comparacao com o controle.

A solubilidade € outra importante caracteristica dos filmes para as
aplicacbes que visam a protecao dos alimentos. A solubilidade é definida como
porcentagem da matéria seca resultante apdés 1 hora de imersdo em agua
destilada. A solubilidade dos filmes esta diretamente relacionada com o0s
componentes envolvidos na sua formacdo, ou seja, o tipo de estrutura que
formam, e também com a sua hidrofilicidade/hidrofobicidade. (WANG et al.,
2016).

Os valores de solubilidade dos filmes de quitosana com extrato de
hortela-pimenta sédo apresentados na Tabela 6. A solubilidade do filme controle
de quitosana (32,50+0,4%) foi proximo ao valor encontrado por Pérez-Cordoba
et al. (2017).

Todos os filmes aditivados com extrato de hortelda apresentaram
solubilidade ligeiramente inferior em agua destilada. Os valores para EH5
(31,87 £ 1,8) e EH10 (27,35 £ 1,5) tiveram uma diminuicdo em relacdo ao
controle, porém apenas o filme EH10 apresentou diferenca significativa
(p>0,05) em relacao ao filme controle. Pérez-Cdrdoba et al. (2017) relataram
uma reducdo na solubilidade em agua de filmes a base de quitosana/gelatina
com nanoemuls&o de 6leo de canola; a-tocoferol/cinamaldeido; a-tocoferol/6leo
de alho; a-tocoferol/cinamaldeido e 6leo de alho. Alegadamente, isso ocorreu
devido aos compostos ndo polares nos 6leos usados, 0 que resultou em uma
interferéncia  fisica substancial nas cadeias de polipeptidios de
quitosana/gelatina na matriz do filme (PEREZ-CORDOBA et al., 2017; AHMAD
et al., 2012).

Wang et al. (2015), também, constataram a diminui¢cdo da solubilidade
em filmes de quitosana com extrato da fruta Lycium barbarum (Goji berry).
Entretanto, Khoshgozaran et al. (2012) obtiveram resultados contrarios aos
apresentados neste estudo, verificando um aumento na solubilidade dos filmes
de quitosana aditivados com 0leo de Aloe vera. Essa diferenca de solubilidade
pode ser explicada pelas diferencas nos aditivos, na composi¢céo da quitosana
e na preparacéo do filme (KHOSHGOZARAN et al., 2012; OJAGH et al., 2010).
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Comumente, pensa-se que 0s compostos hidrofilicos devem aumentar a
solubilidade de um filme enquanto os compostos hidrofébicos devem diminui-
los. No entanto, apds a incorporacdo do extrato de horteld no filme de
quitosana, a solubilidade em agua da pelicula foi baixa, sugerindo a formacao
de gel. Essas interacfes quitosana/extrato sdo responsaveis pelo gel, podendo
diminuir a solubilidade em agua. Esses dados indicam que, com o aumento da
quantidade de EHH, os grupos hidrofilicos disponiveis para unir-se com a 4gua
estavam menos disponiveis, apontando que mais desses grupos hidrofilicos

estdo envolvidos nas interagdes com o extrato (WANG et al., 2015).

3.4.3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e Intumescimento

O intumescimento é relacionado a quantidade de agua que um filme
seco absorve apO6s um determinado periodo de tempo. Geralmente, a
ocorréncia acentuada desta propriedade proporciona reducdo na qualidade de
propriedades mecanicas (MU et al., 2012). Filmes com carater hidrofilico
tendem a apresentar altas taxas de absorcdo de dgua em condi¢cdes muito
umidas (NAGARAJAN et al., 2014).

Os experimentos com intumescimento foram conduzidos com filmes de
quitosana sem extrato (C) e com filmes de quitosana EH5 e EH10. Todos os
flmes com extrato apresentaram maior grau de inchaco (p<0,05) em
comparacao ao filme controle, indicando sua maior hidrofilicidade (Tabela 7).
As propriedades de inchaco séo influenciadas pelo conteddo de EHH nos

filmes.

Tabela 7 — Intumescimento e Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes de quitosana
com EH

Filmes Intumescimento(%) (g.mml;:(gz.kPa)

Controle 123,33 +11,29° 0,059 + 0,001°
EH5 184,01 + 8,53" 0,074 +0,010°
EH10 216,48 + 6,58° 0,113 +0,003%

EH5= Quitosana com 5% de extrato; EH10= Quitosana com 10% de extrato. Os valores sao
apresentados como média e desvio padrdo. As médias seguidas por letras iguais ha mesma

coluna néo diferem entre si pelo teste Duncan (p< 0,05).



93

O valor de intumescimento do controle, mostrado na Tabela 7, foi
equivalente ao encontrado por Hajji et al. (2016). Os autores estudaram filmes
com diferentes concentracbes de quitosana e de PVA (polivinil &lcool) e
constataram que os filmes que possuiam quitosana 100% tinham valores de
intumescimento analogos com os apresentados neste estudo. A quitosana sem
extrato contribui para reduzir a hidrofilicidade dos filmes, visto que ela possui
menor teor de grupos hidrofilicos por unidade molecular quando ndo possui um
aditivo (COSTA-JUNIOR et al., 2009).

Os filmes com EHH tiveram valores maiores de intumescimento em
relacdo ao controle. Esse fato pode ser atribuido as interagcfes intermoleculares
entre a matriz de quitosana e os compostos fendlicos do extrato de hortela-
pimenta (MORADI et al., 2012). Essa propriedade é desejavel para absorver
agua da superficie externa dos alimentos que possuam alta umidade (HAJJI et
al., 2016).

Kowalczyk e Biendl (2016) compararam quatro tipos de biopolimeros
(carboximetil celulose, amido de batata oxidado, proteina de soja isolada e
gelatina) com diferentes concentracdes de extrato de Iupulo (0,1, 0,25, 0,50%).
Os filmes de gel aditivado com extrato obtiveram valores de intumescimento
maiores do que o controle. Com o aumento da concentragdo de extrato,
também houve uma elevacao do intumescimento do filme biopolimérico.

Outro fator decorrente do aumento do inchago dos filmes com EHH é a
liberacdo do composto bioativo para o produto embalado. De acordo com
Thakhiew et al. (2014), valores altos de intumescimento podem prejudicar a
liberacdo do composto, sendo ineficaz como antioxidante ou antimicrobiano.

Outro parametro importante é a permeabilidade ao vapor da agua (PVA)
considerado a propriedade mais importante dos filmes comestiveis devido a
sua estreita relacdo com reacfes de deterioracdo (AHMADI et al., 2012). A vida
atil dos produtos alimentares estd diretamente relacionada a transferéncia de
agua entre o produto e o ambiente externo em que eles sdo apresentados
(CRIZEL et al., 2018). O controle da transferéncia de umidade pode assegurar
a estabilidade e seguranca do produto durante a distribuicio e o
armazenamento (ALOUI et al., 2011). Os resultados da andlise de PVA dos

filmes estdo apresentados na Tabela 7.
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Os filmes de quitosana sem EHH apresentaram a menor PVA entre os
filmes testados, ndo apresentando diferenca significativa (p>0,05) quando
comparados aos filmes EH5. No fime EH10 a PVA aumentou
significativamente (P>0,05).

De acordo com Silva et al. (2016), os filmes flexiveis séo classificados
em funcgéo dos valores de PVA. Os filmes que apresentam valor de PVA entre
0,4 e 4,2 gmm/h.m?kPa s&o considerados ineficazes enquanto os que S&o
considerados com eficacia moderada se enquadram entre 0,004 e 0,4
g.mm/h.m?>kPa e entre 4x10™* e 4x10° g.mm/h.m?kPa s&o considerados
eficazes. Neste trabalho, os filmes de quitosana com as duas concentracdes de
extratos podem ser classificados com eficacia moderada.

Similarmente ao encontrado neste estudo, Crizel et al. (2018) relataram
um aumento da PVA guando incorporaram farinha e p6é do bagaco de azeitona
a matriz de quitosana. O aumento da permeabilidade do vapor de 4gua esta
relacionado com o aumento da concentracdo do pé. Esse fato € devido a
estrutura irregular da farinha e a sua insolubilidade na matriz, o que pode
resultar em pequenas fissuras, que facilitam a transferéncia de agua através do
filme. Contudo, os mesmos autores comprovaram que a microparticula do po
de azeitona n&o resultou em diferenca significativa (p>0,05) em relacdo ao
controle (CRIZEL et al., 2018).

Martins et al. (2012) aplicaram a-tocoferol a filmes de quitosana e
observaram os valores de PVA aumentados com a elevagédo da proporgéo do
composto bioativo, entretanto, sem diferenca significativa entre os filmes. Os
autores alegaram que esse aumento da permeabilidade pode ser atribuido ao
efeito da adicdo de a-tocoferol sobre as forcas de coesao da rede de quitosana
(BONILLA et al., 2011).

Diferentemente do observado neste estudo, Bitencourt et al. (2014)
comprovaram que a adicdo de extrato de curcuma provocou diminuicao
significativa da permeabilidade de vapor de agua em filmes a base de gelatina.
Porém, ndo houve diferenca entre os filmes com deferente percentual de

extrato adicionado.
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3.4.4 Cor, opacidade e transmisséao de luz UV

As propriedades de cor, opacidade e transmissao de luz UV s&o muito
importantes para a aparéncia do filme, o que, por sua vez, pode influenciar a
aceitacdo do consumidor pelos produtos embalados (BARBA De LA ROSA et
al., 2009; PEREDA, AMICA e MARCOVICH, 2012). A cor e o brilho de uma
embalagem estdo geralmente, relacionados a imagem do produto. Ela é um
importante parametro para a caracterizacdo dos filmes, pois esta relacionada
com a matéria prima utilizada na elaboracdo dos mesmos, como por exemplo,
filmes a base de quitosana apresentam uma tendéncia a cor amarelada.

A opacidade e transmissao de luz UV desempenham um papel muito
importante, uma vez que determinados produtos, principalmente, alimenticios
estdo suscetiveis a fotodegracdo ou fotoxidacdo (OJAGH et al., 2010). Um
filme é transparente quando a luz incidente o atravessa com um minimo de
absorcao ou reflexdo. Por sua vez um filme opaco, absorve e/ou reflete toda a
luz nele incidente. Em alguns produtos a protec&o contra a incidéncia de luz se
faz necessaria, como no acondicionamento de produtos sensiveis a reacdes de
deterioracéo catalisada pela luz (CHENG et al., 2015). Filmes que contenham
na sua composicao ingredientes que absorvam luz no espectro UV (200 a
400nm) ou visivel (400 a 800nm), como compostos antioxidantes, sao
alternativa, a fim de, prevenir essas reacdes (SILVA-WEISS et al., 2013).

A adicdo do extrato de hortela nos filmes a base de quitosana exerceu
influéncia nos parametros L*, a* e b* (Tabela 8). Quando correlacionados as
diferentes concentracbes de extrato, pode-se notar que a adicdo do EHH

acarretou diminuicdo do parametro L* (claro/escuro).

Tabela 8 - Efeito da adi¢é@o do extrato de hortela-pimenta na luminosidade (L*), no croma a*, no
croma b* e na diferenca de cor (0E*) nos filmes a base de quitosana

Filmes L* a* b* AE*

Controle 90,95+ 1,38 -0,37 +0,06° 6,37 + 0,19° 7.24 + 1,54°
EH5 77,76 £+3,77° -0,84+0,17° 24,01 +1,03° 28,35 + 0,52°
EH10 73,21 +2,30° -1,34+0,27% 28,11+1,14% 36,54 + 2,422

EH5= Quitosana com 5% de extrato; EH10= Quitosana com 10% de extrato. Os valores sdo apresentados
como média e desvio padrdo. As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nado diferem entre si

pelo teste Duncan (p< 0,05).
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Para o parametro a*, a adicdo de extrato acarretou em valores menores,
0 que indica uma tendéncia mais esverdeada dos filmes. A proporgéo de EHH
interferiu na tonalidade da cor verde nos filmes, ou seja, a tonalidade se
acentuava com o aumento da concentracao de extrato de horteld (Tabela 8).

Quando avaliado o parametro b*, que representa as variacbes de cor
entre o azul e o amarelo, em todas as concentragdes de extrato adicionado se
observou que a adi¢céo deles colabora para uma coloragédo mais amarelada dos
filmes e que tal tendéncia também € observada com adicdo de maiores
concentracdes nos filmes.

Siripatrawan e Harte (2010), estudando filmes de quitosana com extrato
de ché& verde, verificaram um decréscimo no valor L* (de 87,50 + 1,43 a 65,70 *
0,97), similarmente ao observado neste estudo. Os autores observaram uma
tendéncia amarelada (aumento do valor de b*) para os filmes acrescidos de
extrato de cha verde em relacdo ao filme sem extrato. Entretanto, os filmes
com extratos de plantas apresentaram maiores tendéncias avermelhadas
(aumento do valor de a*). Siripatrawan e Vitchayakitti (2016) obtiveram valores
de b* similares aos encontrados neste estudo.

As diferentes concentragbes de extrato nos filmes igualmente
influenciaram a diferenca de cor (AE*) (Tabela 8), sendo que, para maiores
concentracfes de extrato, maiores os valores de AE*. A cor original dos filmes
biodegradaveis é diretamente influenciada pelo tipo e pela concentracdo dos
compostos adicionados que se ligam estruturalmente as solugbes formadoras
de filme (MORADI et al., 2012). Mudancas semelhantes em parametros de cor
foram relatadas depois de incorporar outros aditivos, como o 6leo essencial de
alecrim (ABDOLLAHI et al., 2012), compostos fendlicos de chas (WANG et al.,
2013) e extrato de cha verde em filmes (SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010;
WANG et al., 2017).

Na analise da opacidade dos filmes de quitosana com EHH, Tabela 9,
apresentaram-se valores mais altos quando comparado a outros estudos. De
acordo com Santacruz e Castro (2015), o peso molecular da matriz e o tempo
de agitacédo utilizado para a preparacao dos filmes pode interferir na opacidade.
Outro fator que também pode interferir na opacidade € a diferenca entre as

fontes de quitosana e o seu método de obtengdo (ARANAZ et al., 2009).
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No estudo de Khoshgozaran-Abras et al. (2012), os filmes de quitosana
pura apresentaram-se com valores de L* menores que os incorporados com
Aloe vera, revelando filmes menos transparentes e com uma maior opacidade
gquando comparados aos biofilmes aditivados. Wang et al., (2017) estudaram
filmes de quitosana com extrato de Lonicera japOnica e atestaram que a

opacidade aumentava proporcionalmente a quantidade de extrato adicionado.

Tabela 9 - Interferéncia na transmisséo da luz visivel (%T) pela adigédo do extrato hidroetandlico
de horteld-pimenta (EHH) nos filmes de quitosana

Transmisséo de luz

Filmes Absorgéo de luz (nm) visivel (600nm)
700 800 Opacidade
400 500 600
(%T)
C 0,159 £ 0,04 0,120+0,03 0,111 + 0,00 0,100 = 0,00 0,106 £+ 0,00 1,96 +0,11"
EH5 0,585 + 0,01 0,224+0,03 0,168 + 0,03 0,128 + 0,03 0,111+0,02 4,2+0,44°
EH10 0,952 + 0,07 0,321+0,02 0,227 £ 0,01 0,162 + 0,01 0,133+0,01 4,45+0,34%

EH5= Quitosana com 5% de extrato; EH10= Quitosana com 10% de extrato. Os valores sdo
apresentados como média e desvio padrdo. As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna néo

diferem entre si pelo teste Duncan (p< 0,05).

Com relacdo a transmissdo de luz ultravioleta, as amostras exibiram
baixa transmissédo de luz no comprimento de onda a 280 nm (Tabela 10). Os
filmes com EHH apresentaram maior indice de protecdo em compara¢do com o
filme controle (sem extrato), sugerindo que os filmes aditivados teriam boa
barreira a luz ultravioleta, podendo ser usado como agente antioxidante para
alimentos com alto teor de gordura (KANATT et al 2012; SOUZA et al., 2017).

Tabela 10 - Interferéncia na transmissédo da luz UV (%T) pela adi¢cdo do extrato hidroetandlico
de horteld-pimenta (EHH) nos filmes de quitosana

Absorc¢éo de luz (nm) Transmisséo de luz

Filmes ultravioleta (280nm)
350 280 200 UV (%T)
C 0,221 + 0,01 0,413 +0,01 3,06+ 0,0 7,65+ 0,01°
EH5 1,222 +0,14 1,550 +0,18 3,494 + 0,08 45,59 + 5 43
EH10 2,03+0,3 2,54+0,35 3,61+0,01 49,99+6,89°

EH5= Quitosana com 5% de extrato; EH10= Quitosana com 10% de extrato. Os valores s&o
apresentados como média e desvio padrdo. As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nao

diferem entre si pelo teste t (p< 0,05).
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Comportamento semelhante foi observado por Martins, Cerqueira e
Vicente (2012), com a incorporagdo de a-tocoferol em filmes a base de
quitosana, e em outros estudos com outras matrizes, tais como o de Norajit,
Kim e Ryu (2010), que trabalharam com matriz de alginato incorporada com
extrato de ginseng; os de Wu et al. (2013), Bitencourt et al. (2014) e Li et al.
(2014) que trabalharam com filmes de gelatina, incorporados com extrato de
cha verde, extrato etandlico de circuma e compostos antioxidantes (extrato da
semente de uva, polifendis de uva, extrato de gengibre, extrato da folha de
gingko e extrato de cha verde), respectivamente.

Os filmes de quitosana adicionados com as duas concentragdes de EHH
apresentaram coloragdo mais escura, que o0 controle, apontando uma
capacidade em ajudar a evitar a deterioracdo oxidativa pela exposicédo a luz
visivel e a luz ultravioleta, que poderiam levar a perdas de nutrientes, a

descoloracao, e alteragdes no aroma e no sabor dos alimentos embalados.

4. CONCLUSAO

Filmes de quitosana aditivados com extrato hidroetandlico de hortela-
pimenta (EHH) mostraram-se maleéaveis, de facil manuseio e desprendimento
do suporte de secagem. O extrato incorporou compostos fendlicos aos filmes
gue passaram a exibir acao antioxidante frente ao radical DPPH, entretanto, a
adicdo de 5 e 10% de extrato (EH5 e EH10) exibiram melhor retencédo dos
compostos bioativos por quantidade de extrato adicionado. Nos filmes (EH5 e
EH10) a adicdo do extrato promoveu melhoria das propriedades mecanicas,
principalmente as relacionadas a resisténcia a tracdo e resisténcia ao
alongamento, bem como nas propriedades de barreira e Opticas. Sendo assim,
os resultados demonstraram a viabilidade da producéo de filmes de quitosana
aditivados com extrato de hortela-pimenta a serem aplicados em alimentos,

protegendo-os, especialmente, contra as reacfes de oxidacao.



99
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDOLLAHI, M.; REZAEI, M.; FARZI, G. Improvement of active chitosan film
properties with Rosemary essential oil for food packaging. International
Journal of Food Science and Technology, 47, 847-853, 2012.

ABOOTALEBIAN, M.; KERAMAT, J.; KADIVAR, M.; AHMADI, F.; ABDINIAN,
M. Comparison of total phenolic and antioxidant activity of different Mentha
spicata and M. longifolia accessions. Annals of Agricultural Science, v. 61, p.
175-179, 2016.

AHMADI, R.; KALBASI-ASHTARI, A.; OROMIEHIE, A.; YARMAND, M-S,
JAHANDIDEH, F. Development and characterization of a novel biodegradable
edible filmobtained from psyllium seed (Plantago ovata Forsk). Journal of
Food Engineering, v. 109, p. 745-751, 2012.

ALOUI, H. et al. Effect of glycerol and coating weight on functional properties of
biopolymer-coated paper. Carbohydrate Polymers, v.86, p.1063-1072, 2011.

ARANAZ, |.; ACOSTA, N.; HERAS, A. Encapsulation of an Agrobacterium
radiobacter extract containing d-hydantoinase and d-carbamoylase activities
into alginate—chitosan polyelectrolyte complexes Preparation of the biocatalyst.

AZEREDO, H., M., C. Nanocomposites for food packaging applications. Food
Research International, v. 42, p. 1240-1253, 2009.

BABBAR, N.; OBEROI, H. S.; UPPAL, D. S.; PATIL, R. T. Total phenolic
content and antioxidant capacity of extracts obtained from six important fruit
residues. Food Research International, v. 44, n. 1, p. 391-396, 2011.

BALLESTER-COSTA, C.; SENDRA, E.; FERNANDEZ-LOPEZ, J.; VIUDA-
MARTOS, M. Evaluation of the antibacterial and antioxidant activities of
chitosan edible films incorporated with organic essential oils obtained from four
Thymus species. Journal of Food Science and Technology, v. 53, n. 8, p.
3374-3379, 2016.

BALTI, R.; MANSOUR, M., B.; SAYARI, N.; YACOUBI, L.; RABAOUI, L
BRODUG, N.; MASSE, A. Development and characterization of bioactive edible
films from spider crab (Maja crispata) chitosan incorporated with Spirulina
extract. International Journal of Biological Macromolecules, v. 105, p.
1464-1472, 2017.

BARBA DE LA ROSA, A. P. et al. Amaranth (Amaranthus hypochondriacus) as
an alternative crop for sustainable food production: Phenolic acids and
flavonoids with potential impact on its nutraceutical quality. Journal of Cereal
Science, v. 49, n. 1, p. 117-121, 20009.

BENABDALLAH, A.; RAHMOUNE, C.; BOUMENDJEL, M.; AISSI, O
MESSAOUD, C. Total phenolic content and antioxidant activity of six wild
Mentha species (Lamiaceae) from northeast of Algeria. Asian Pacific Journal
of Tropical Biomedicine, v. 6, n. 9, p. 760-766, 2016.



100

BITENCOURT, R. G.; POSSAS, A. M. M.; CAMILLOTO, G. P,; CRUZ, R. S
OTONI, C. G. Antimicrobial and aromatic edible coating on fresh-cut pineapple
preservation, Ciéncia Rural, v. 44, n.6. p. 1119-1125, 2014.

BITENCOURT,C.M.;FAVARO-TRINDADE, C.S.; SOBRAL, P.J.A.; CARVALHO,
R.A. Gelatin-based films additivated with curcuma ethanol extract: Antioxidant
activity and physical properties of films. Food Hydrocolloids, v. 40, p. 145-152,
2014.

BITENCOURT, C.C.M. Papel cartdo revestido com filmes de gelatina e
guitosana aditivados com Extrato etandlico de prépolis e curcuma para
embalagem de alimentos. Tese (Doutorado — Programa de Pés-Graduacgao
em Engenharia de Alimentos), Universidade de Séao Paulo, 145p, 2016.

BLOIS, M. S. Antioxidant Determinations by the Use of a Stable Free Radical.
Nature, v.181, p.1199-1200, 1958.

BODINI, R.B.; SOBRAL, P.J.A.; FAVARO-TRINDADE, C.S.; CARVALHO, R.A.
BONILLA, J.; ATARES, L.; VARGAS, M.; CHIRALT, A. Edible films and
coatings to prevent the detrimental effect of oxygen on food quality: Possibilities
and limitations. Journal of Food Engineering, v. 110, p. 208-213, 2012.

BOURBON, A. I., PINHEIRO, A. C., CERQUEIRA, M. A., ROCHA, C. M. R,,
AVIDES, M. C., QUINTAS, M. A. C., VICENTE, A. A. Physical-chemical
characterization of chitosan-based edible films incorporating bioactive
compounds of different molecular weight. Journal of Food Engineering, v.
106, p. 111-118, 2011.

BRAHMI, F.; HAUCHARD, D.; GUENDOUZE, N.; MADANI K., M;
KIENDREBEOGO, L. Phenolic composition, in vitro antioxidant effects and
tyrosinase inhibitory activity of three Algerian Mentha species: M. spicata (L.),
M. pulegium (L.) and M. rotundifolia (L.) Huds (Lamiaceae). Ind Crops Prod, v.
74, p. 722-730. 2015.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of free radical
method to evaluate antioxidant activity. Lebensmittel-Wissenchaft and
Tecnologie / LWT - Food Science and Technology, v. 28, n.1, p. 25-30,
1995.

CAl, L.; CAO, A, LI, T.; WU, X.; XU,Y.; LI, J. Effect of the Fumigating with
Essential Oils on the Microbiological Characteristics and Quality Changes of
Refrigerated Turbot (Scophthalmus maximus) Fillets, Food and Bioprocess
Technology, 2015.

CALO, J., R.; et al. Essential oils as antimicrobials in food systems — A review.
Food Control, v. 54, p. 111-119. 2015.

CAMO, J. et al. Display life of beef packaged with an antioxidant active film as a
function of the concentration of oregano extract. Meat Science, v. 88, n. 1, p.
174-178, 2011.



101

CAO, N.; FU, YUHUA.; HE, JUNHUI. Mechanical properties of gelatin films
cross-linked, respectively, by ferulic acid and tannin acid. Food Hydrocolloids
v.21, p. 575-584, 2007.

CASARIEGO, A.; SOUZA, B.W.S.; CERQUEIRA, M.A.; TEIXEIRA, J.A.; CRUZ,
L.; DIAZ, R.; VICENTE, A.A. Chitosan/clay films’ properties as affected by
biopolymer and clay micro/nanoparticles’ concentrations. Food Hydrocolloids,
v.23, p. 1895-1902, 2009.

CHOUDHURY, R. P.; KUMAP, A.; GARG, A. N. Analysis of Indian mint (Mentha
spicata) for essential, trace and toxic elements and its antioxidant behavior.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 41, n. 3, p. 825-832,
2006.

CHUMARELLI, M; HUBINGER, M.D. Evaluation of edible films and coatings
formulated with cassava starch, glucerol, carnauba wax and stearic acid. Food
Hydrocollois, v.38, p. 20-27, 2014.

COSTA-JUNIOR, E., S.; BARBOSA-STANCIOLI, E., F.; MANSUR, A., A, P.;
VASCONCELOS, W, L.; MANSUR, H., S. Preparation and characterization pf
chemically crosslinked chitosan / poly (vinyl alcohol) blends for biomedical
applications. Carbohydr Polym, p. 76, p. 472-481, 2009.

CRIZEI:, T., M.; RIOS, A., O.; ALVES, V., D.; BANDARRA, N.; MARTINS, M.,
M.; FLORES, S., H. Active food packaging prepared with chitosan and olive
pomace. Food Hydrocolloids, v. 74, p. 139-150, 2018.

CRUZ-ROMERO, M. C., MURPHY, T., MORRIS, M., CUMMINS, E., KERRY, J.
P. Antimicrobial activity of chitosan, organic acids and nano-sized solubilisates
for potential use in smart antimicrobially-active packaging for potential food
applications. Food Control, v. 34, n. 2, p. 393-397, 2013.

DICK, M.; COSTA, T. M. H. C.; GOMAA, A.; SUBIRADE, M.; RIOS, A. O,
FLORES, S. H. Edible film production from chia seed mucilage: Effect of
glycerol concentration on its physicochemical and mechanical properties.
Carbohydrate Polymers, v. 130, p. 198-205, 2015.

DONSI, F.; et al. Design of nanoemulsion-based delivery systems of natural
antimicrobials: effect of the emulsifier. Journal of Biotechnology, v. 159, p.
342- 350, 2012.

DORMAN, H., J., D., et al. Antioxidant properties and composition of aqueous
extracts from Mentha species, hybrids, varieties, and cultivars. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 51, n. 16, p. 4563-4569, 2003.

DORMAN, H., J., D., et al. Phenolic profile and antioxidant evaluation of Mentha
piperita L (peppermint) extracts. Natural Product Communications, v. 4, n. 4,
p. 535-542, 2009.



102

DUNCAN, T., V. Applications of nanotechnology in food packaging and food
safety: Barrier materials, antimicrobials and sensors. Journal of Colloid and
Interface Science, v. 363, p. 1-24, 2011.

EBRAHIMZADEH, M., A.; NABAVI, S., F.; NABAVI, S., M.; Eslami, B.
Antioxidant and antihemolytic activities of Mentha piperita.
Pharmacologyonline, v. 1, p. 744-752, 2010.

ENAYAT, S.; BANERJEE, S. Comparative antioxidant activity of extracts from
leaves, bark and catkins of Salix aegyptiaca sp. Food Chemistry, v. 116, p.
23-28, 2009.

FALGUERA, V., QUINTERO, J. P., JIMENEZ, A., MUNOZ, J. A., & IBARZ, A.
Edible films and coatings: structures, active functions and trends in their use.
Trends in Food Science & Technology, v. 22, n. 6, p. 292-303, 2011

FANG, Y.; TUNG, M. A.; BRITT, I. J.; YADA, S.; DALGLEISH, D. G. Tensile
and barrier properties of edible films made from whey proteins. Journal of
Food Science, v. 67, n. 1, p. 188-193, 2002.

FARNAD, N.; HEIDARI, R.; ASIANPOUR, B. Phenolic composition and
comparison of antioxidant activity of alcoholic extracts of Peppermint (Mentha
piperita L.). Journal of Measurement and Characteristics v.8 , n. 2, p. 113-
121, 2014.

FERREIRA, A., S.; NUNES, C.; CASTRO, A.; FERREIRA, P.; COIMBRA, M., A.
Influence of grape pomace extract incorporation on chitosan films properties.
Carbohydrate Polymers, v.113, p. 490-49, 2014.

GENNADIOS, A.; BRANDENBURG, A.H.; WELLER, C.l.; TESTIN, R.F. Effect
of pH on wheat gluten and soy protein isolate films. Journal of Agricutural and
Food Chemistry, v. 41, p.1835-1839, 1993.

GHELEJLU, S.B.; ESMAIILI, M.; Almasi, H. Characterization of chitosan
nanoclay bionanocomposite active films containing milk thistle extract.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 86, p. 613-621, 2016.

HAFSA, J.; et al. Physical, antioxidant and antimicrobial properties of chitosan
films containing Eucaplyptus globulus essencial oil. LWT — Food Science and
technolology, v. 68,p. 335-443, 2016.

HALJI, S.; CHAKER, A.; JRIDI, M.; MAALEJ, H.; JELLOULI, K.; BOUFI, S,
NASRI, M. Structural analysis, and antioxidant and antibacterial properties of
chitosan-poly (vinyl alcohol) biodegradable films. Environ Sci Pollut Res, v.
23, p. 15310-15320, 2016.

HAJJI, S.; CHAKER. A.; JRIDI, M.; MAALEJ, H.; JELLOULI, K.; BOUFI, S.;
NASRI M. Structural analysis, and antioxidant and antibacterial properties of
chitosan-poly (vinyl alcohol) biodegradable films. Environmental Science and
Pollution Research, v. 23, n.15, p. 15310-15320, 2016.



103

JAVIERA, F.; RUBILAR A, C.; RUI, M. S.; CRUZ, B. C.; HELDER, D.; SILVA,
D.; ANTONIO, A.; VICENTE, D.; KHMELINSKII, A. C.; MARGARIDA, C.
Physico-mechanical properties of chitosan films with carvacrol and grape seed
extract Vieira. Journal of Food Engineering, v. 115, p. 466—474, 2013.

JOUKI, M.; YAZDI, F., T.;, MORTAZAVI, S., A.; KOOCHEKI, A.; KHAZAEI, Z.
Effect of quince seed mucilage edible films incorporated with oregano or thyme
essential oil on shelf life extension of refrigerated rainbow trout fillets,
International Journal of Food microbiology, v. 174, p. 88-97, 2014.

KALAYCIOGLU, Z; TORLAK, E; AKIN-EVINGUR, G; ILHAN, F; OZEN, B.
Antimicrobial and psysical properties of chitosan films incorporated with
safflower extract. International Journal of Biological Macromolecules, v.
101, p. 882-888, 2017.

KANATT, S., R.; CHANDER, R.; SHARMA, A. Chitosan and mint mixture: A
new preservative for meat and meat products. Food Chemistry, v. 107, p. 845—
852, 2008.

KANATT, S., R.; RAO, M., S.; CHAWLA, S., P.; SHARMA, A. Active chitosan—
polyvinyl alcohol films with natural extracts. Food Hydrocolloids, v. 29, p. 290-
297, 2012.

KANMANI, P.; RHIM, J. W. Development and chacterization of
carrageenanqgrapefruit seed extract composite films for active packging.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 68, p. 258-266, 2014.

KLINE, R., M.; KLINE, J., J.; DI PALMA, J.; BARBERO, G., J.; Entericcoated,
pH dependent peppermint oil capsules for the treatment of irritable bowel
syndrome in children. J. Pediatr. v. 138, p. 125-128, 2005.

KOWALCZYK, D.; BIENDLS, M. Physicochemical and antioxidant properties of
biopolymer/candelilla wax emulsion films containing hop extract — A
comparative study. Food Hydrocolloids, v. 60, p. 384-392, 2016.

LECETA, I, GUERRERO, P., & DE LA CABA, K. Functional properties of
chitosan based films. Carbohydrate Polymers, v. 93, p. 339-346, 2013.

LI, J., H. et al. Preparation and chacacterization of active gelatina-based films
incorporated with natural antioxidants. Food Hydrocolloids, v. 37, p. 166-173,
2014.

LIU, X.; JIA, Y.; HU, Y.; XIA, X.; LI, Y.; ZHOU, J.; LIU, Y. Effect of Citrus wilsonii
Tanaka extract combined with alginate-calcium coating on quality maintenance
of white shrimps (Litopenaeus vannamei Boone). Food Control, v. 68, p.83-91,
2016.



104

LOPEZ-RUBIO, A. et al. Overview of Active Polymer Based Packing
Technologies for Food Application. Food Reviews Internationcal, v. 20, p.
357-387, 2004.

MA, Q.; ZHANG, Y.; CRITZER, F.; DAVIDSON, P., M.; ZIVANOVIC, S,
ZHONG, Q. Physical, mechanical, and antimicrobial properties of chitosan films
with  microemulsions of cinnamon bark oil and soybean oil. Food
Hydrocolloids, v. 52, p. 533-542, 2016.

MA, W., TANG, C. H.,, YANG, X. Q., & YIN, S. W. Fabrication and
characterization of kidney bean (Phaseolus vulgaris L.) protein isolate—chitosan
composite films at acidic pH. Food Hydrocolloids, v. 31, n. 2, p. 237-247,
2013.

MAHMOUD, R; SAVELLO, P.A. Mehanical properties of water vapor
transferability through whey protein films. Journal of Dairy Science, v.75, n. 4,
p. 453-460, 1992.

MARTINS, J. T.; CERQUEIRA, M. A.; VICENTE, A. A.; Influence of a-
tocopherol on physicochemical properties of chitosan-based films. Food
Hydrocolloids, v. 27, n. 1, p. 220-227, 2012.

MARTINS, J., T.; CERQUEIRA, M., A.; VICENTE, A., A. Influence of a-
tocopherol on physicochemical properties of chitosan-based films. Food
Hydrocolloids, v. 27, n. 1, p. 220-227, 2012.

MCCLEMENTS, D., J.; RAO, J. Food-grade nanoemulsions: formulation,
fabrication, properties, performance, biological fate, and potential toxicity.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 51, p. 285-330, 2011.

MORADI, M.; TAJIK, H.; ROHANI, S., M.; OROMIEHIE, A., R.; MALEKINEJAD,
H.; ALIAKBARLU, J., HADIAN, M. Characterization of antioxidant chitosan film
incorporated with Zataria multiflora Boiss essential oil and grape seed extract.
LWT-Food Sci Technol, v. 46, p. 477-484, 2012.

NAGARAJAN, M. et al. Film forming ability of gelatins from splendid squid
(Loligo formosana) skin bleached with hydrogen peroxide. Food Chemistry, v.
138, n. 2-3, p. 1101-1108, 2013.

NAKAMURA, T.; SILVA, F., S.; SILVA, D., X.; SOUZA, M., W.; MOYA, H., D.
Determination of total antioxidant activity and total content of polyphenols in
samples of tea leaves marketed in bags. ABCS Health Sci, v. 38, n. 1, p. 8-16,
2013.

NICKAVAR, B.; ALINAGHI, A.; KAMALINEJAD, M. Evaluation of the
Antioxidant Properties of Five Mentha Species.lranian Journal of
Pharmaceutical Research, v. 7, n. 3, p. 203-209, 2008.

NORAJIT, K.; KIM, K. M.; RYU, G. H. Comparative studies on the
characterization and antioxidant properties of biodegradable alginate films



105

containing ginseng extract. Journal of Food Engineering, v. 98, p. 377-384,
2010.

OTONI, C., G; AVENA-BUSTILLOS, R., J.; AZEREDO, H., M., C.; LOREVICE,
M., V.; MOURA, M., R.; MATTOSO, L., H., C.; MCHUGH, T., H. Recent
Advances on Edible Films Based on Fruits and Vegetables—A Review.
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety. v. 16, 2017.

PARK, S. I., ZHAO, Y. Incorporation of a high concentration of mineral or
vitamin into chitosan-based films. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 52, n. 7, p. 1933-1939, 2004.

PASTOR, C., SANCHEZ-GONZALEZ, L., CHAFER, M., CHIRALT, A, &
GONZALEZ-MARTINEZ, C. Physical and antifungal properties of
hydroxypropylmethylcellulose based films containing propolis as affected by
moisture content. Carbohydrate Polymers, v. 82, p. 1174-1183, 2010.

PENG, YONG,; LI, YUNFEI. Combined effects of two kinds of essential oils on
physical, mechanical and structural properties of chitosan films. Food
Hydrocolloids, v. 36, p. 287-293, 2014.

PEREDA, M.; AMICA, G.; MARCOVICH, N. E. Development and
characterization of edible chitosan/olive oil emulsion films. Carbohydrate
Polymers, v. 87, n. 2, p. 1318-1325, 2012.

PEREDA, M.; AMICA, G.; RACZ, |.; MARCOVICH, N. E. Structure and
properties of nanocomposite films based on sodium caseinate and
nanocellulose fibers. Journal of Food Engineering, v. 103, n. 1, p. 76-83,
2011.

PONTES, S., F., O. Desenvolvimento de nanoemulsées de Oleos
essenciais incorporadas em filme de metilcelulose para uso em
alimentos. 2013. 112 p. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos), Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, 2013.

Properties of gelatin-based films with added ethanol—propolis extract. LWT -
Food Science and Technology, v. 51, n. 1, p. 104-110, 2013.

QUILAQUEO GUTIERREZ, M. et al. Carboxymethylcellulose-montmorillonite
nanocomposite films activated with murta (Ugni molinae Turcz) leaves extract.
Carbohydrate Polymers, v. 87, n. 2, p. 1495-1502, 2012.

RAJINDER, L.; SINGH.; MUFTAH A., M.; BELKHEI S., A. Antibacterial and
antioxidant activities of Mentha piperita, Arabian Journal of Chemistry, v. 8,
p. 322-328, 2015.

RASOOLI, I.; GACHKAR, L.; YADEGARINIA, D.; REZAEI, M., B.; ASTANEH,
S., D., A. Antibacterial and antioxidant characterization of essential oils from
Mentha piperita and Mentha spicata grown in Iran. Acta Alimentaria, v. 37, n.
1, p. 41-52, 2008.



106

RHIM, J-W.; PARK, H-M.; HA, C-S. Bio-nanocomposites for food packaging
applications. Progress in Polymer Science, v. 38, p. 1629-1652, 2014.

RUBILAR, J. F., CRUZ, R. M., SILVA, H. D., VICENTE, A. A., KHMELINSKII, 1.,
& VIEIRA, M. C. Physico-mechanical properties of chitosan films with carvacrol
and grape seed extract. Journal of Food Engineering, v. 115, n. 4, p. 466-
474, 2013.

RUIZ-NAVAJAS, Y.; VIUDA-MARTOS, M.; SENDRA, E.; PEREZ-ALVAREZ, J.,
A.; FERNANDEZ-LOPEZ, J. In vitro antibacterial and antioxidant properties of
chitosan edible films incorporated with Thymus moroderi or Thymus piperella
essential oils. Food Control, v. 30, p. 386-392, 2013.

SAMARTH, R., M.; PANWAR, M.; KUMAR, M.; KUMAR, A. Protective effects of
Mentha piperita Linn on benzo[a]pyrene-induced lung carcinogenicity and
mutagenicity in Swiss albino mice. Mutagenesis, v. 21, p. 61-66, 2009.

SANTACRUZ, C.; CASTRO, R, M. Edible films based on starch and chitosan.
Effect of starch source and concentration, plasticizer, surfactant's hydrophobic
tail and mechanical treatment. Food Hydrocolloids, v. 49, p. 89-94, 2015.

SARANTOPOULOS, C. I. G. L. et al. Embalagens plasticas flexiveis :
principais polimeros e avaliacdo de propriedades. Campinas: CETEA/ITAL,
2002.

SEVERINO, R. Antimicrobial effects of modified chitosan based coating
containing nanoemulsion of essential oils, modified atmosphere packaging and
gamma irradiation against Escherichia coli O157:H7 and Salmonella
typhimurium on green beans. Food Control, v. 50, p. 215-222, 2015.

SILVA, F. Avaliacdo do teor de 6leo essencial de Baccharis trimera (Less.) DC.
Em diferentes embalagens durante o armazenamento. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais, v. 15, n. 1, p. 54-58. 2013.

SILVA, F., G. Seasonal variability in the essential oils of wild and cultivated
Baccharis trimera. Journal Brazilian Chemical Society, v. 18, n. 5, p. 990-
997. 2007.

SILVA, M., de F.; LOPES, P., S.; SILVA, C., F.; YOSHIDA, C., M., P. Active
packaging material based on buriti oil — Mauritia flexuosa L.f. (Arecaceae)
incorporated into chitosan films. Journal of Applied Polymer Science, v. 10,
p.1-9, 2016.

SILVA-WEISS, A. et al. Natural Additives in Bioactive Edible Films and
Coatings: Functionality and Applications in Foods. Food Engineering
Reviews, v. 5, n. 4, p. 200-216, 2013.



107

SIRIPATRAWAN, U.; HARTE, B., R. Physical properties and antioxidant activity
of an active film from chitosan incorporated with green tea extract. Food
Hydrocolloids, v. 24, n. 8, p. 770-775, 2010.

SIRIPATRAWAN, U.; VITCHAYAKITI, W. Improving the functional properties of
chitosan films as active food packaging, incorporating with propolis, Food
Hydrocolloids, v. 61, p. 695-702, 2016.

SOKOVIC, M., D.; VUKOJEVIC, J.; MARIN, P., D.; BRKIC, D., D.; VAJS, V,;
VAN GRIENSVEN, L., J., L., D. Chemical composition of essential oils of
Thymus and Mentha species and their antifungal activities. Molecules, v. 14, p.
238-249, 20009.

SORRENTINO, A.; GORRASI, G.; VITTORIA, V. Potential perspectives of
bionanocomposites for food packaging applications. Trends in Food Science
and Technology, v. 18, p. 84-95, 2007.

SOUZA, B. W. S., CERQUEIRA, M. A, MARTINS, J. T., CASARIEGO, A,
TEIXEIRA, J. A., & VICENTE, A. A. Influence of electric fields on the structure
of chitosan edible coatings. Food Hydrocolloids, v. 24, n. 4, p. 330-335, 2010.

SOUZA, V., G, L.; FERNANDO, A., L.; PIRESA, J., R., A,; RODRIGUES, P.,
F.; LOPES, A., A., S.; FERNANDES, F., M., B. Physical properties of chitosan
films incorporated with natural antioxidants. Industrial Crops & Products, v.
107, p. 565-572, 2017.

TEIXEIRA, B. Chemical composition and antibacterial and antioxidant
properties of commercial essential oils. Industrial Crops and Products, v. 43,
p. 587-595. 2013.

THAKHIEW, W.; DEVAHASTIN, S.; SOPONRONNARIT, S. Combined Effects
of Drying Methods, Extract Concentration, and Film Thickness on Efficacy of
Antimicrobial Chitosan Films. Journal of Food Science, v. 79, n. 6, 2014.

THARANATHAN, R., N. Biodegradable films and composite coatings: past,
present and future. Trends in Food Science and Technology, v. 14, p. 71-78.
2003.

TONGNUANCHAN, P.; BENJAKUL, S.; PRODPRAN, T. Structural,
morphological and thermal behaviour characterisations of fish gelatin film
incorporated with basil and citronella essential oils as affected by surfactants.
Food Hydrocolloids, v.41, p. 33-43, 2014.

MU, C.et al. Characterization and microstructure o films made from mucilage of
Salvia hispanica and whey protein concentrate. Journal of Food Engineering,
v.111, n.3, p.511-518, 2012.

VASCO, C., RUALES, J., KAMAL-ELDIN, A. Total phenolic compounds and
antioxidant capacities of major fruits from Ecuador. Food Chemistry, v. 111, p.
816-823, 2008.



108

WANG, L.; DONG, Y.; MEN, H.; TONG, J.; ZHOU, J. Preparation and
characterization of active films based on chitosan incorporated tea
polyphenols. Food hydrocolloids, v. 32, n. 1, p. 35-41, 2013.

WANG, L.; WANG, Q.; TONG, JIN.; ZHOU, J.Physicochemical Properties of
Chitosan Films Incorporated with Honeysuckle Flower Extract for Active Food
Packaging. Journal of Food Process Engineerin, n.40, v.1, p. 1-8, 2017.

WANG, Q.; TIAN, F.; FENG, Z.; FAN, X.; PAN, Z.; JIANG, Z. Antioxidant activity
and physicochemical properties of chitosan films incorporated with Lycium
barbarum fruit extract for active food packaging. International Journal of Food
Science and Technology. v. 50, p. 458-464, 2015.

WETTASINGHE, M.; SHAHIDI, F. Evening primrose meal: a souce of natural
antioxidante and scavenger of hydrogen peroxide and oxugen-derived free
radicals. Journal of Agricultural and Food Chemistry. v.47, p. 1801-1812,
1999.

WU, J.; CHEN, S.; GE, S. MIAO, J.; LI, J.; ZHANG, Q. Preparation, properties
and antioxidant activity of an active film from silver carp (Hypophthalmichthys
molitrix) skin gelatin incorporated with green tea extract. Food Hydrocolloids,
v.32,n.1, p. 42-51, 2013.

YANG, G.; YUEA, J.; GONG, B.; WANG, H.; DENG,Y.; ZHAO, Y. Blueberry
leaf extracts incorporated chitosan coatings for preserving postharvest quality
of fresh blueberries. Postharvest Biology and Technology, v. 92, p. 42-49,
2014.

YANG, G; YUEA, J; GONG, B; WANG, H; DENG, Y; ZHAO, Y. Blueberry leaf
extracts incorporated chitosan coatings for preserving postharvest quality of
fresh blueberries. Postharvest Biology and Technology, v. 92, p. 42-49,
2014.

YUAN, G.; LV, H.; YANG, B.; CHEN, X.; SUN, H. Physical Properties,
Antioxidant and Antimicrobial Activity of Chitosan Films Containing Carvacrol
and Pomegranate Peel Extract. Molecules, n. 20, p. 11034-11045, 2015.

ZAMUDIO-FLORES, P., B.; TORRES, A., V.; SALGADO-DELGADO, R
BELLO-PEREZ, L., A. Influence of the oxidation and acetylation of banana
starch on the mechanical and water barrier properties of modifies starch and
modified starch/chitosan blend films. Journal of Applied Polymer Science, v.
115, p. 991-998, 2010.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/0268005X

109

Artigo 2



110

AVALIACAO DE FILMES DE QUITOSANA ADITIVADOS COM EXTRATO DE
HORTELA-PIMENTA (Mentha piperita L.) APLICADOS EM MASSA BRISEE
(massa de empada).

Anderson Campos Bezerra, Andrelina Maria Pinheiro Santos,

Enayde de Almeida Melo,

RESUMO

Filmes de quitosana incorporados com extrato de hidroetandlico de hortel&-
pimenta (Mentha piperita L.) (EHH) foram analisados em relagéo a valéncia em
inibir a oxidacdo lipidica da massa de empada (Briseé), armazenada a
temperatura de refrigeracdo (4°C = 1°C). Filmes a base de quitosana (1%),
aditivados com concentracdes de 0,0%; 5,0% e 10% de EHH foram avaliados
guanto a concentracdo de fendlicos totais e acdo antioxidante, e aplicados,
como embalagens, em massa Briseé que foram armazenadas em refrigeracédo
por 10 dias. Os resultados demonstraram que com o0 aumento da concentracao
de EHH os filmes apresentaram uma coloracdo esverdeada mais acentuada, e
acado antioxidante frente ao sequestro do radical DPPH (55,05% e 73.23%,
respectivamente), porém ndo exibiram acdo inibitéria para S. aureus e
Escherichia coli. As massas embaladas com os filmes aditivados, independente
da concentracdo do EHH, apresentaram menores valores de TBARS do que as
massas do ensaio controle (filmes sem adicdo de EHH). Nos biofilmes
aditivados houve reducdo da atividade antioxidante, em torno de 50%, ao fim
dos dez dias de armazenamento, indicando migracdo do composto bioativo
para a massa. Desse modo, pode-se constatar que os biofilmes desenvolvidos
apresentam forte potencial para aplicacdo em embalagem para alimentos pois

exercem protecdo contra a oxidacao lipidica.

Palavras-chaves: Filmes de quitosana. Extrato de hortela-pimenta.

Antioxidante. Oxidacéo lipidica. Massa brisseé.
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ABSTRACT

Chitosan biofilms incorporated with peppermint hydroethanolic extract (Mentha
piperita L.) were analyzed for valence in inhibiting the lipid oxidation of the
batter mass (Brise€), stored at refrigeration temperature (4°C + 1°C). Chitosan
based films (1%), added with concentrations of 0.0%; 5.0% and 10% of EHH
were evaluated for total phenolic concentration and antioxidant action, and
applied as packages, in bulk Briseé that were refrigerated for 10 days. The
results showed that with the increase of the concentration of EHH (55.05% and
73.23%, respectively), but did not show an inhibitory action for S. aureus and
Escherichia coli. The masses packed with the films (EHH), showed lower values
of TBARS than the control assay masses (films without addition of EHH). In the
biofilms added there was a reduction of the antioxidant activity, around 50%,
after the ten days of storage, indicating migration of the bioactive compound to
the mass. Thus, it can be observed that the biofilms developed have a strong
potential for application in food packaging as they exert protection against lipid

oxidation.

Keywords: Chitosan biofilms. Mint extract. Antioxidant. Lipid oxidation
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1. INTRODUCAO

A oxidacdo lipidica é uma das principais causas da deterioracdo dos
alimentos. Produtos com elevado contetdo lipidico, especialmente aqueles
com alto grau de instauracédo, sdo suscetiveis a deterioracdo. A oxidacdo dos
lipidios nos alimentos resulta no desenvolvimento de sabores anémalos, tipicos
do ranco, tornando o produto inaceitdvel para 0 consumo humano
(SIRIPATRAWAN; VITCHAYAKITTI, 2016; JRIDI et al., 2014).

O Brasil ocupa a posicao de 2.° maior produtor mundial de “massas
amanteigadas”, com o registro de 1.250 milhdes de toneladas produzidas em
2016, o que representou 2,5% de crescimento no mesmo ano. Ainda, 0
consumo per capita desse produto é de 6,2 kg/ano. (PINTO et al.,2016). A
massa Brissé, rica em gordura, € largamente utilizada na elaboracdo de
salgados e pode sofrer com a acdo da oxidacgéo lipidica (ALBUQUERQUE et
al., 2016).

Outros efeitos negativos sdo a formacgdo de aldeidos téxicos (GUILLEN;
GOICOECHEA, 2008) e a perda da qualidade nutricional devido a degradacéo
de acidos graxos poliinsaturados (PUFA). Para reduzir a oxidacao lipidica,
foram desenvolvidas vérias estratégias, como a adi¢do direta de antioxidantes
nos alimentos e com tecnologias de embalagens adequadas, como
embalagens a vacuo e atmosfera modificada combinadas com materiais de
embalagem com boas propriedades de barreira (DICASTILLO et al., 2010). A
embalagem de alimentos ndo é apenas um papel passivo na protecdo e na
comercializacdo de um produto alimentar. Novos conceitos de embalagens
ativas e inteligentes desempenham um papel cada vez mais importante,
oferecendo inimeras e inovadoras solu¢cdes para ampliar a vida util, manter,
melhorar ou monitorar a qualidade e a seguranca dos alimentos (AHMED;
IKRAM, 2016; GENSKOWSKY et al., 2015).

Os filmes ou revestimentos comestiveis podem fornecer obstaculo a
perda de umidade, de oxigénio e de soluto do alimento (BOURTOOM, 2008).
Esses filmes possuem potencial para transportar ingredientes ativos, como
agentes, corantes, saborizantes, nutritivos, antimicrobianos e antioxidantes que
podem prolongar a vida util do produto ou mesmo aumentar as propriedades
sensoriais e o valor nutricional dos alimentos. Outro fato importante € o menor

impacto ambiental, pois esses filmes séo biodegradaveis, podendo ser
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descartados sem onerar o meio ambiente (GANIARI, CHOULITOUDI e
OREOPOULOU, 2017).

Com o objetivo de reduzir o uso de aditivos quimicos na inddstria de
alimentos, aumentou-se o interesse no uso de aditivos alimentares naturais
com propriedades antimicrobianas e antioxidantes (CRIZEL et al., 2018;
KALAYCIO GLU et al., 2017; KANATT et al., 2012;). Recentemente, pesquisas
e desenvolvimentos em embalagens de alimentos ativos se concentraram em
materiais funcionais baseados em extratos que incorporam compostos ativos
naturais (VAN DEN BROEK et al., 2015; LECETA, GUERRERO; DE LA CABA,
2013;).

A quitosana €& um biopolimero funcional com propriedades
antimicrobianas e antioxidantes intrinsecas e, consequentemente, tem alto
potencial para ser usada como uma alternativa de embalagem ativa
biodegradavel (GUOA et al., 2015; VAN DEN BROEK et al., 2015). Varios
pesquisadores realizaram inUmeros estudos sobre a utilizacdo da quitosana
incorporada de extratos como alternativa aos agentes antimicrobianos
sintéticos e antioxidantes (CRIZEL et al., 2018; GENSKOWSKY et al., 2015;
SIRIPATRAWAN, 2016). Os extratos de ervas e as especiarias, ou
subprodutos agricolas, também mostraram propriedades antioxidantes, o que
os torna aditivos interessantes em alimentos.

A hortela-pimenta (Mentha piperita L.) é considerada uma boa fonte de
antioxidantes e de antibacterianos (KANATT et al., 2012; SINGH, SHUSHNI e
BELKHEIR., 2015). A horteld possui uma variedade de compostos quimicos,
como polifendis (flavonoides agliconas, acidos fendlicos e seus ésteres,
aldeidos fendlicos, alcoois e cetonas), sesquiterpeno quininas, cumarinas,
aminoacidos e compostos inorganicos (SINGH, SHUSHNI e BELKHEIR., 2015;
VIJI et al., 2015).

Com o intuito de contribuir com a diminuicdo do impacto ambiental e
com a preservagao da qualidade de massas amanteigadas processadas, este
estudo tem por objetivo o desenvolvimento de biofilmes ativos a partir de
quitosana, incorporando compostos ativos antioxidantes da hortela-pimenta

para aplicagdo em massa Briseé.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Local de desenvolvimento da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), nos laboratérios do Departamento de Ciéncias
Domesticas (Fisico-Quimica, Processamento de Alimentos e Técnica
Dietética), no laboratdrio de microbiologia do Departamento de Tecnologia
Rural.
2.2 Materiais

As matérias-primas utilizadas para a preparacdo dos filmes foram: a
horteld-pimenta (CEAGEPE) para obtencdo de extrato; quitosana de peso
molecular médio (SIGMA-ALDRICH Chemistry®),para a elaboragéo dos filmes,
além de glicerol (NUCLEAR) e &cido acético glacial (DINAMICA). Todos os
reagentes empregados nas determinacdes foram de grau analitico. Para a
elaboracdo da massa Briseé, foram usadas farinha de trigo branca sem

fermento (Boa Sorte®) e a manteiga sem sal (Aviacao®).

2.3. Producdo da massa Briseé

A massa foi produzida no laboratério de Técnica Dietética da UFRPE. O
preparo da massa foi realizado de acordo com o método descrito por Chef
Profissional (2009), com adaptacdes, em que todos os ingredientes (Tabela 1)
foram misturados de uma sé vez, a méao, por dez minutos, até formar uma
massa lisa e homogénea. Apés 30 minutos de armazenamento, a massa foi
aberta com rolo de polipropileno articulado de 25 x 6 cm e guardada em

refrigeracao (4°C+ 2) para analises.

Tabela 1 - Formulagdo da massa Briseé

Ingredientes Massa Briseé
(9) (%)
Farinha de trigo 200 100
Manteiga 132 66

2.4. Aplicacao do filme a massa Briseé

A massa foi aberta em bancada previamente higienizada (RDC
N°216/2014 ANVISA) e cortada em quadrados de 3,5 cm por 3,5 cm, com
espessura de 0,5 cm (Figura 1). Os quadrados cortados foram embalados e
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etiquetados com informacdes referentes as concentracdes de EHH, a data e a

validade.

Figura 1 — Aplicagdo do filme de quitosana aditivado com extrato de horteld-pimenta. A
abertura da massa, B corte em 3 x 3 cm, C, massa cortada, D embalando a massa, E
dobradura, F colocacao no saco de fechamento hermético tipo Ziploc®

A B C

Fonte: Autor, 2018.

2.5 Obtencéo do extrato hidroetandlico da folha de hortela-pimenta

Os macos de hortela-pimenta foram lavados em agua corrente e depois
imersos em solugdo de agua clorada (10% v/v) por dez minutos para
sanitizacdo. ApOs a retirada da solucdo clorada foram lavados em agua
corrente, em seguida, colocados sobre toalhas de papel para a retirada do
excesso de &gua. Posteriormente, as folhas foram retiradas dos caules,
colocadas em sacos de polietileno com fechamento tipo Ziploc® e armazenadas
em freezer.

O extrato hidroetandlico da hortela-pimenta (EHH) foi obtido segundo a
metodologia de Wang et al. (2013), com adaptacdes, em que 40 g das folhas
de hortela foram macerados em almofariz com 40 mL de &lcool a 60% até
virarem uma pasta. A pasta de folhas de hortela foi colocada sob agitacdo em
agitador magnético (TECNAL) com mais 60 mL de &lcool a 60% por 20

minutos. O extrato, em seguida, foi centrifugado (modelo CT 6000 R,
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CIENTEC, Brasil) a uma rotacdo de 4.000 RPM por dez minutos. O
sobrenadante foi filtrado em papel filtro e armazenado em vidro ambar.

A pasta de folhas resultante da filtracdo foi diluida em mais 80 mL de
alcool a 60% e agitada novamente em agitador magnético (TECNAL) por 20
minutos e, depois, centrifugada. O sobrenadante foi filtrado e adicionado ao
sobrenadante inicial e armazenado em freezer a uma temperatura de -22°C

para posteriores analises e aplicacoes.

2.6 Elaboracéo do filme com extrato de hortela-pimenta

Os filmes foram obtidos pela técnica de casting. Quitosana (1g) foi
solubilizada em 100 mL de solucdo aquosa de acido acético glacial (0,5% v/v).
A solucéo foi agitada em agitador mecanico (Tecnal TE-102, Tecnal, Brasil) por
dez minutos, com rotacéo de 18.000 RPM em temperatura de 27 + 3°C.

Apbs trés minutos, 0,2 mL do plastificante glicerol foram adicionados e
nos ultimos quatro minutos foram adicionados o EH (v/vge), de acordo com o
volume determinado na Tabela 4. A solucdo foi disposta em placas acrilicas
planas e redondas (placas de petri de 150 x 15 mm), com peso constante de 40
*+ 29, e secas a 35 £ 2°C em estufa com circulagcdo e com renovacao de ar
(modelo MA035, Marconi Brasil) por 24 horas. Apés a secagem, os filmes
foram retirados das placas e armazenados em dessecador coberto com papel

aluminio, contendo silica gel, para posteriores analises.

Tabela 2 - Formulacdo dos filmes de quitosana com diferentes concentragbes de extrato de horteld-
pimenta

Ensaio Quitosana Extrato de Plastificante (glicerol)
(%) hortela (mL)
(%)
C 1 0,0 0,2
EH5 1 50 0,2
EH10 1 10,0 0,2

EH5= Quitosana com 5% de extrato; EH10= Quitosana com 10% de extrato.

2.7 Extracdo dos compostos presentes nos filmes
Seguindo a metodologia descrita por Wang et al. (2013), com algumas

adaptacdes, os filmes inteiros foram solubilizados em 25 mL de solucdo
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etandlica (60%) e colocadas em agitacdo (Agitador magnético — TECNAL) na
velocidade de 1.000 RPM durante um minuto. O sobrenadante foi utilizado para
determinacao dos fendlicos totais e da atividade antioxidante.

2.7.2 Determinacdo da atividade antioxidante dos filmes

A capacidade antioxidante dos filmes de sequestrar o radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil foi avaliada segundo método descrito por Brand-Williams et al.
(1995), com algumas adaptacdes. Uma aliquota de 0,5 mL da solucédo extraida
dos filmes, adicionada de 3,5 mL da solucéo de radical DPPH (6 x 10-5 mol/*™?),
teve sua absorbancia registrada a 517 nm, em espectrofotometro (Shimadzu
UV-1650PC), até atingir o platd. A capacidade antioxidante foi calculada

usando a Eq.1:

Absorbincia do controle — Absorbfncia da amostra

; o role 100
% de sequestro Absorbancia do controle *

(Eq.1)

2.7.3 Determinacdo de fendlicos totais dos filmes

Os fendlicos totais dos compostos extraidos dos filmes foram
mensurados por método espectrofotométrico com espectro de absorcdo
registrado no comprimento de onda de 725 nm em espectofotbmetro
(Shimadzu UV-1650PC), utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (Merck),
segundo metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999) e curva
padrdo de &cido gélico (10 a 120pg/mL™*, R? = 0,9997). Os resultados sdo
expressos em mg de fenélicos totais em equivalente de acido galico (EAG)/g™
do filme. Para a determinacéo dos fendlicos presentes nos filmes, foi utilizada a

Equacéao 2:

T= (Eg. 2)

Onde T € o conteudo total de fendlicos, em miligramas por grama de
filme seco; C é a concentracdo de acido gélico estabelecida a partir da curva

de calibracdo em miligrama por mililitro; V é o volume de filme do extrato, em
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mililitro e M é o peso do filme seco, em grama, conforme descrito por Moradi et
al. (2012).

2.8 Determinacdes da atividade antimicrobiana dos filmes aditivados com
extrato hidroetandlico de horteld-pimenta (EHH)

A andlise da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em &gar,
também conhecido por método halo de inibicdo, foi realizada de acordo com
metodologia proposta por JOUKI et al., (2014), contra cepas de Escherichia coli
(ATCC 25972) e Staphylococcus aureus (ATCC 1901), para os filmes contendo
Oleos essenciais. Cepas de E. coli e S. aureus foram inoculadas em caldo
infusdo de cérebro e de coragdo (BHI, Hi Media, india) e incubadas a 37°C
durante 24 horas. Apos esse periodo, 100 uL das suspensdes bacterianas
foram transferidos, separadamente, para tubos contendo solucdo salina
esterilizada para diluicdbes seriadas e contagem de unidade formadora de
colénias (UFC) mL™.

A densidade do inoculo foi, entdo, ajustada para corresponder a um
padrdo na escala MacFarland 0.5 (aproximadamente 10° UFC m™). E outros
100 uL da suspensao foram espalhados na superficie de placas contendo agar
triptona de soja (TSA, Hi Media, India) com auxilio de alca de drigalski. Os
filmes elaborados com extrato de horteld-pimenta foram cortados em circulos
com 8mm de diametro e acomodados na superficie do agar, incubados a 37°C
por 24 horas.

Apos tempo de incubacéo, o didmetro da zona de inibicdo em torno dos
discos de pelicula com a superficie do agar foi medido com auxilio de um
paquimetro, e a area total, calculada. A area da zona inteira foi calculada por
subtracdo da &rea do disco do filme, e essa diferenca foi relatada como a zona
de inibicio em mm?. Foi observada também a atividade antimicrobiana por
inibicdo de contato, ou seja, mesmo sem a presenca de uma zona de inibi¢do
clara, se a pelicula inibiu o crescimento microbiano na superficie de contato

com o disco de pelicula de agar.
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2.9 Determinacao da oxidacdao lipidica pela determinacdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A estabilidade oxidativa da massa Briseé foi determinada obtendo-se o
teor de subtancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), como descrito pela
metodologia de Vyncke (1970), com adaptacdes, de acordo com Sorensen e
Jongersen (1995). Para a determinacdo da oxidagdo lipidica, as amostras
foram pesados (5 g) em triplicata, colocados em um béquer e adicionados de
25 mL de &cido tricloroacético a 7,5% (TCA) (SIGMA Aldrich/Vetec) e
homogeneizados em agitador magnético (TECNAL) por trés minutos. Em
seguida, levadas a centrifuga (modelo CT 6000 R, CIENTEC, Brasil) a uma
velocidade de 4.000 RPM por dez minutos. O sobrenadante foi filtrado em
papel filtro qualitativo (Whatman n.° 1). Em seguida, foram transferidos 4 mL do
fitrado de cada amostra para tubos de ensaio com tampa de rosca, em
triplicata. Nesses tubos, foram adicionados 5 mL de &cido 2-tiobarbitarico (TBA)
0,020 M (Merck) e mais 1 mL do TCA e foram homogeneizados em agitador de
tubos tipo vortex (modelo Certomat MV, B, Braun Biotech, Alemanha).

Os tubos foram colocados em banho a 90°C por 40 minutos para ocorrer
a reacao do acido tiobarbitirico com o malonaldeido. Apds esse tempo, 0s
tubos foram resfriados em agua corrente até alcancar a temperatura ambiente
(22 £ 2,0°C). As amostras foram conduzidas para a leitura de absorbancia feita
em comprimento de onda de 532 nm em espectrofotdbmetro (modelo UV-
1650PC, Shimadzu, Japdao), utilizando-se como base uma curva padrao com
solugcdo de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMT) (Sigma-Aldrich) (0,1 a 2,4
nmol/mL, R?>= 0,99440). Os resultados da determinacéo da oxidacdo lipidica
foram expressos em valor de TBARS, definido como mg de malonaldeido

(MDA)/kg de amostra umida, Eq.3:
K:muug.x
0.8g

(Eq.3)
K é valor de TBARS em mg de malonaldeido (MDA)/kg de amostra
Uumida; e X é a equacao da reta.
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2.10 Cinética da acao antioxidante, da oxidacdo lipidica e atividade
microbiana da massa Briseé

As massas embaladas com os filmes de quitosana aditivados com 5 e
10% de extrato de hortela-pimenta foram armazenadas em refrigeracédo (8°C)
por dez dias. A cada dois dias, de acordo com a resolucdo CNNPA n° 16, de 28
de junho de 1978/ANVISA, ao longo do periodo de armazenamento, os filmes
foram submetidos a determinacdo da acao antioxidante frente ao o radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil, segundo método descrito por Brand-Williams et al.
(1995). A extracdo dos compostos contidos no filme foi feita conforme

descrigédo no item 2.7.

2.11 Estatistica

Todas as determinacBes foram efetuadas em triplicatas e os dados
submetidos a analise estatistica utilizando o software Statistica 5.0. Valores
foram expressos em média + desvio padrao. O teste t de Student e o teste de
Duncan foram aplicados para comparacdo das médias. Diferencas foram

consideradas significativas para p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Caracteristicas e aspectos visuais dos filmes de quitosana de acordo

com o percentual de extrato hidroetandlico incorporado

Todos os filmes produzidos foram retirados das placas com facilidade
apresentando facil manuseabilidade. As imagens dos filmes a base de

quitosana (1%) sem extrato e com EHH encontram-se na Figura 2.

Figura 2 - Filme de quitosana sem EHH (A), filme EH5 (B) e filme EH10 (C)
A B C
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A solucao de quitosana aditivada com EHH, apds agitacdo a 18.000 rpm
por dez minutos, resultou em uma solucéo filmogénica homogénea. Moradi et
al. (2015) estudaram a viabilidade do filme de quitosana enriquecido com 6leo
essencial de cominho. Eles aplicaram uma velocidade de 1.000 rpm para a
completa homogeneizacdo do biopolimero por um tempo de duas horas.
Santos et al. (2012) estudaram filmes de quitosana com Oleo essencial de
orégano e determinaram que o tempo para completa homogeneizacdo da
solucéo foi de seis horas a 120 rpm. Comparados aos deste estudo, ambos 0s
trabalhos tiveram tempos de agitacdo maiores para a obtencédo de solucdes
completamente dissolvidas, em funcdo da velocidade de agitacdo utilizada no
processo (Bonilla et al., 2014).

3.2 Teor de fendlicos totais e atividade antioxidante dos filmes de
quitosana com EHH

A atividade antioxidante da horteld-pimenta € decorrente da presenca
dos compostos fendlicos e polifendis, os quais sdo responsaveis pela
eliminagdo dos radicais livres. Portanto, deve haver uma estreita correlagdo
entre o contetdo de compostos fendlicos e a atividade antioxidante (PAN et al.,
2008; WANG et al., 2013). O método da reacédo colorimétrica Folin-Ciocalteu
(F-C) foi utilizado para obter uma estimativa bruta da quantidade de compostos
fendlicos totais (TFT) presente nos filmes (BALTI et al., 2017; MORADI et al.,
2012). Na Tabela 3 observa-se que o filme sem EHH n&o apresentou TFT.
Enquanto que nos filmes incorporados com EHH, o TFT aumentou com o
aumento da concentracdo de EHH. Siripatrawan e Harte (2010) relataram que
o conteudo de fendlicos totais dos filmes de quitosana com extrato de cha
verde foi de 17,5 mg EAG/g para a concentracado de 10% (bem maior que o
obtido nesta pesquisa). Siripatrawan e Vitchayakitti (2016) encontraram 4,0 mg
de EAG/g e 5,0mg de EAG/g para as concentracbes de 5 e 10%,
respectivamente, em filmes de quitosana com extrato de propolis. Balti et al
(2017) incorporaram extrato de Spirulina a filmes de quitosana e obtiveram
valores para as concentracfes de extrato (5% e 10%) de 10,0 e 15 mg de

EAG/g, respectivamente.
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Os valores mais baixos encontrados neste estudo podem ser atribuidos
a composicao quimica da horteld-pimenta. Zheng e Wang (2001) estudaram o
TFT de vérias ervas usadas na medicina e na culinaria e encontraram valores
medianos de fendlicos na hortela-pimenta em comparagcao com outras ervas.

TFTs aproximados ao deste estudo foram relatados por Saberi et al
(2017) quando incorporaram extratos de vegetais (mirtilo, casca de banana e
folha de macadamia) a blendas biopoliméricas de amido de ervilha/goma. Os
autores acharam valores similares de TFTs, nas concentracdes proporcionais,
para os filmes com extrato de folha de macadamia.

Devido as suas propriedades antioxidantes, as peliculas de quitosana
incorporadas com EHH ajudam a inibir a reacéo da oxidacgéo lipidica que pode

ocorrer em varios alimentos.

Tabela 3 - Teor de fendlicos totais e atividade antioxidante dos biofiimes de quitosana
produzidos com trés concentracdes de extrato

Filme Teor de fendlicos Sequestro do radical
(mg EAG/g de filme) DPPH (%)
C -- 0,75+ 0,03°
EH5 1,44 +0,02° 55,05 + 2,00
EH10 2,19 +0,02° 73.23 +0,68°

EH5= Quitosana com 5% de extrato; EH10= Quitosana com 10% de extrato. Os valores sao
apresentados como média e desvio padrdo. As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna

ndo diferem entre si pelo teste Duncan e teste de “t” student (p< 0,05).

As embalagens antioxidantes estdo enquadradas entre as principais
categorias de embalagens ativas e sdo muito promissoras para prolongar a
vida atil dos produtos alimentares. Neste estudo, foi investigada a capacidade
antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH dos biofilmes com as
concentracfes de EHH (Tabela 3). Os filmes produzidos sem adicao de extrato
(C) ndo apresentaram propriedade antioxidante relevante, cujo resultado esta
de acordo com os de Kanatt et al. (2012); Siripatrawan e Vitchayakitti, (2016);
Siripatrawan e Harte, (2010) e Jridi et al. (2014). A atividade antioxidante dos
filmes de quitosana EH5 e EH10 foi semelhante a encontrada por Balti et al.
(2017) para filme de quitosana + extrato de Spirulina, e por Bitencourt et al.

filme de gelatina + extrato de curcuma..
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Pode-se observar que o biofilme com maior concentracdo de EHH
(EH10) apresentou maior capacidade de captura do radical DPPH
(73,23+0,68%) (Tabela 3). InUmeros estudos relatam o aumento da atividade
antioxidante proporcional a quantidade de extrato inserido nos filmes (ADILAH
et al., 2018; CRIZEL et al., 2018; SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010; MORADI et
al., 2012).

Kanatt et al. (2012) pesquisaram a atividade antioxidante pelo sequestro
do radical DPPH em blendas biopoliméricas de quitosana/polivinil aditivadas
com extrato liofilizado de hortela-pimenta e de casca de roma e relataram acéo

antioxidante de quase 70%.

3.3 Atividade antimicrobiana dos filmes de quitosana aditivados com EHH

Para avaliar a eficacia do filme de aditivado com extrato de horteld foi
realizado andlise de inibicdo identificada pela presenca ou auséncia do halo de
inibicdo frente aos microrganismos (S. aureus e Escherichia coli). Os

resultados estdo apresentados na Figura 3.

Figura 12 — Atividade antimicrobiana dos filmes quitosana com EHH

(A) Filme com 5% de EHH. E.coli; (B) Filme com 10%de EHH. E.coli; (C) Filme controle. E.coli;
(D) Filme de 5% de EHH. S. aureus; (E) Filme de 10% de EHH. S. aureus; (F) Filme controle.
S. aureus.

Os filmes de quitosana sem extrato ndo apresentaram acao

antimicrobiana (Figura 3). Esse resultado pode esta associado ao tipo de
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quitosana usada neste experimento, que possuia peso molecular médio e
menor grau de desacetilizacdo (DUTTA et al., 2009). Os filmes contendo EHH
também ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus e
Escherichia coli para as concentracdes de extrato adicionadas (Figura 3).
Todavia, estudos comprovam que a horteld-pimenta tem potencial bactericida
para as bactérias estudadas. Singh et al., (2015) estudaram a acéo
antimicrobiana do extrato etéreo de hortela-pimenta e comprovaram a inibicéo,
pelo método de difusdo em &gar, para S. aureus e Escherichia coli. Viji et al.,
(2015) verificaram a eficacia do extrato hidroetandlico de hortela-japonesa
(Mentha arvensis) para aerobios mesdofilos.

Esses resultados justificam a acdo antimicrobiana do extrato de horteld,
sugerindo, que a quantidade de extrato utilizado nos filmes néo foi suficiente
para acrescer propriedades antimicrobianas aos filmes aditivados. Bodini et al.,
(2013) também constataram que as concentracdes de extrato de préopolis (5 e
10%) em filmes de gelatina ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra
S. aureus e Escherichia coli. Esses autores constataram que a atividade
antimicrobiana s6 ocorreu quando foram incorporados 40% do extrato ao filme
de gelatina.

Assim, pelo teste de halo de inibicdo, ndo foi possivel verificar a acdo
antimicrobiana dos filmes aditivados com EHH. Sendo necesséria a aplicacao
do estudo de viabilidade celular para confirmar a inibicAo das bactérias

estudadas.

3.4 Cinética da atividade antioxidante
Uma das principais causas de deterioracdo dos alimentos é a oxidacao
lipidica (SIRIPATRAWAN e VITCHAYAKITTI, 2016; BABBAR et al.,, 2011;
BREWER, 2011). Por conta disso, cresce o interesse no desenvolvimento de
estratégias que previnam os produtos alimenticios dos interferentes externos
auxiliando a inocuidade do alimento. Visando a essa inocuidade, as
embalagens com propriedades ativas sao uma boa alternativa de protecéo.
Na avaliacdo da acdo antioxidante de filmes aditivados com EHH
aplicados em massa Briseé por dez dias evidencia-se um bom comportamento

cinético dos filmes (Figura 4).
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Figura 4 — Cinética da atividade de sequestro dos radicais livres do extrato contendo
compostos bioativos antioxidantes retirados dos filmes a base de quitosana sem EHH (C) e
com 5% e 10% de EHH.
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A acdo antioxidante dos filmes EH10, no dia zero, foi superior a
encontrada por Wang et al. (2013), o qual os valores estavam préximos de 60%
nos filmes de quitosana incorporados com 40% de polifendis oriundos de varios
tipos de chéas, entretanto, a estabilizacdo da reacdo (definicdo do platd),
relatada pelos autores, ocorreu aos 30 minutos , enquanto que neste estudo foi
aos cinco minutos, demonstrando que o EHH tem uma a¢do mais rapida,
caracteristica desejavel para um antioxidante. Apdés 10 dias de
armazenamento, a atividade de sequestro de radicais livres dos filmes de
quitosana/EHH diminuiu em 51% e 50%, nos ensaios EH5 e EH10,
respectivamente (Figura 4). Isso provavelmente é consequéncia da perda de
fendlicos totais nos filmes devido a migracdo desses compostos para massa
(CRIZEL et al., 2018).

Crizel et al. 2018 aplicaram trés concentracdes de farinha de azeitona
(10%, 20% e 30%) a filmes de quitosana. No ensaio com 10% de farinha de
azeitona, obtiveram 14,08% de sequestro do radical DPPH no dia zero. Os
filmes de quitosana com EH10 se mostraram com acao antioxidante cinco
vezes mais alta, para o mesmo tempo (Figura 4).

A hortela-pimenta apresenta propriedades antioxidantes promissoras,
podendo ser util quando incorporada aos filmes de quitosana. Os compostos

fendlicos presentes no EHH fornecem acdo antioxidante, por intermédio dos
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polifendis, que auxiliam no combate aos radicais livres (JAYABALAN et al.,
2008). Assim, os antioxidantes tém um importante papel na preservacao dos
alimentos, principalmente os ricos em gordura, pois, além de protegerem o
produto, agregam valor a sua composi¢cdo, melhorando e/ou mantendo sua
funcionalidade, tornando o produto ainda mais relevante por se tratar de um
produto natural (KANATT et al., 2012).

3.5 Cinética da oxidacdo lipidica pela determinacdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A decomposicéo dos peroxidos resulta em compostos de natureza muito
diversa, entre eles, aldeidos, cetonas, hidroxiacidos, hidrocarbonetos,
polimeros, os quais sdo genericamente denominados produtos secundarios.
Muitos desses produtos secundarios possuem odor e sabor desagradaveis. O
acido 2-tiobarbitarico tem capacidade de reagir com o0s produtos de
decomposicao dos acidos graxos, resultando em compostos que podem ser
medidos por espectrofotometria (ASHRAFI et al., 2018).

Os valores de TBARS encontrados para massa Briseé embalada com
filme de quitosana aditivado com EH5 e EH10, armazenadas a temperatura de
4°C, por 10 dias, com protecdo da luz, sdo apresentados na Figura 5.
Observa-se a influéncia de quatro formas de embalagens: sacos de polietileno
com fechamento tipo Ziploc®, filme de quitosana sem extrato (C), filme de
quitosana com 5% de EHH e com 10% de EH, sobre os valores de TBARS das
amostras durante o armazenamento. As massas com embalagens controle
(Ziploc® e C) apresentaram o0s mais elevados valores de TBARS, sem,
contudo, diferirem significativamente entre si (p<0,05). Este fato constata que
estas embalagens ndo sao eficazes em proteger o produto contra a oxidacao
lipidica. Em contra partida, nas massas embaladas com filmes de quitosana
aditivados com 5% e 10% de EHH evidencia-se que houve inibicdo da
oxidacao lipidica de forma significativa, demonstrando eficicia destes filmes

em proteger a massa Briseé contra a reacdo de oxidagao.
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Figura 5 - Resultado na cinética com valores médios de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) da massa Briseé embalada com filmes aditivados com EHH em
diferentes dias de armazenamento.
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A oxidagdo lipidica é um dos fatores importantes relacionados a
qualidade dos alimentos, podendo resultar em sabores anémalos causados
pelo ranco. Ademais, os lipidios sédo facilmente oxidados na presenca da luz,
do calor e de enzimas (MENDEZ-CID et al., 2017; RAMIREZ et al., 2004). A
determinacdo das substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) é um
método adequado para a quantificacdo dos produtos secundarios da oxidacao
lipidica (SATHIVEL et al., 2007). O valor TBARS mede a formacéo de produtos
secundarios oriundos da oxidacdo quando reagem com &cido tiobarbitlrico
(principalmente malonaldeido-MDA) (DARUGHE et al., 2012). Durante a
oxidacéo lipidica, MDA, um componente menor de &cidos graxos com trés ou
mais ligagdes duplas é formado, resultando na degradacdo dos acidos graxos
polinsaturados. O MDA é provavelmente formado a partir de trienos de
peréxidos insaturados (WHEATLEY, 2000).

A literatura € escassa no que se refere a aplicacdo de filmes de
quitosana aditivados, com algum composto bioativo que tenha acao

antioxidante, em massas de biscoitos, tortas, pizzas, pdes ou empadas.
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Entretanto, ha relatos de varios estudos de aplicacdo destes filmes em
produtos carneos (SIRIPATRAWAN; NOIPHA, 2012; SABAGHI et al.,2015),
pescados (GOMEZ-ESTACA et al., 2007), carneiro (CAMO et al., 2008),
castanhas (NERIN et al.,2006) e carne bovina (VITAL et al,. 2016; CAMO et al.
2011; OUSSALAH et al.,, 2004). Aplicacdo de revestimento de quitosana
aditivado com extrato de ch& verde microencapsulado em empanadas de
hambdrgueres foi reportado por Ozvural et al. (2016). As empanadas, imersas
na solucdo biopolimérica aditivada e mantidas em ambiente refrigerado por 8
dias apresentaram menor valor de TBARS em comparacdo com o controle
(revestimento de quitosana sem extrato).

Alguns estudos, no entanto, reportam a inibicdo da oxidacao lipidica em
massas ricas em gorduras que incorporaram extrato natural (antioxidante) ao
produto, como ingrediente. Bialek et al. (2016) estudando a progressao
oxidativa em massa de cookies aditivada com extrato de chocoberry (Aronia
melanocarpa), por um periodo de 18 semanas, verificaram aumento nos
valores de mg MDA/kg'1l da massa, sem, contudo, superar o do cookie sem o
extrato (controle). Darughe et al. (2012) avaliaram, por um periodo de 60 dias,
a acdo antioxidante do 6leo essencial do coentro aplicado em bolos, e
constataram que os bolos com concentra¢des de 0,05, 0,10 e 0,15% de 6leo
essencial tiveram um retardo na oxidacao lipidica quando comparados com o
controle (com adicdo de BHT). lzzreen e Noriham (2011), também,
comprovaram a eficicia da adicdo do extrato de folhas oriundas da Malasia em
bolos no controle da oxidacéo lipidica, tendo em vista a diminuicdo dos valores
de MDA/Kkg ao longo de 15 dias.

Esses trés trabalhos acima citados mostraram valores de TBA (até 60
mg MDA/kg™), no tempo zero, muito inferiores aos obtidos neste estudo, cujo
valor de TBARS no iniciou 0 armazenamento foi de 346,05 mg de malonaldeido
kgt (tempo zero), valor muito acima do estabelecido como nivel maximo de
aceitacdo da oxidacdo lipidica (57,6 mg MDA/kg™) (IZZREEN e NORIHAM,
2011). Contudo, esse valor ndo condiz com as caracteristicas sensoriais
aparentes das massas que se mostraram sem alteracdo. Entretanto, valores
muito altos podem ser decorrentes de interferentes, pois outras substancias
podem reagir com o TBA, promovendo aumento da absorbancia, e

superestimacao dos valores (SHAHIDI e ZHONG., 2005). Assim, Levando em
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consideracdo o exposto, € fundamental um estudo mais aprofundado para

investigar com maior precisdo a existéncia de interferentes nos ensaios.

4. CONCLUSAO

Os filmes de quitosana com extrato de horteld-pimenta mostraram-se de
coloracdo esverdeadas e com propriedade antioxidante proporcional ao volume
de extrato incorporado (55,05% e 73.23%, filmes com 5% e 10% EHH,
respectivamente), porém nao exibiram acao antimicrobiana para as bactérias
S. aureus e Escherichia coli. Aplicados a massa Briseé€, os filmes de quitosana
aditivados com EHH, independente da concentracdo do extrato, demonstraram
eficacia em inibir a oxidacao lipidica do produto por 10 dias. Desse modo, 0s
biofiilmes desenvolvidos apresentam forte potencial de aplicacdo em

embalagem para alimentos por exercer protecao contra a oxidacgao lipidica.
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CONSIDERACOES FINAIS

A construcdo de filmes biodegradaveis com potencial ativo, utilizando
matriz de origem natural € uma vertente de pesquisa relevante e promissora
para a industria de alimentos. Este trabalho foi elaborado com a finalidade de
gerar um material que possa auxiliar com a preservagdo do ambiente, com o
aproveitamento da hortela-pimenta que possui valiosas propriedades
antioxidantes que possam ser usados na preservacdo da qualidade dos
alimentos.

Os filmes elaborados apresentaram propriedade antioxidante, sobretudo
os aditivados com 5 e 10% (55,05% e 73.23%, respectivamente) de extrato de
horteld pimenta, o que foi importante para o direcionamento para a
caracterizacdo. Com isso se obteve melhores respostas quanto a propriedades
de barreira a luz, as propriedades mecanicas, especialmente na resisténcia a
tracdo e alongamento na ruptura, bem como nas propriedades barreira a agua.
A partir dos resultados obtidos também é possivel estimular outros estudos
para ampliar ainda mais os conhecimentos da matéria, seja para melhorar a
resisténcia desses filmes, seja para aprofundar-se na diversificacdo dos
alimentos nos quais o material poderia ser aplicado.

Gracas a este estudo foi possivel observar que, os filmes aditivados
foram eficazes na preservacdo da oxidacdo lipidica da massa amanteigada
(Brise€). Desta maneira, ficou demonstrada a sua potencialidade na
preservacdo da qualidade e seguranca dos alimentos, sendo uma alternativa
viavel para estender sua validade comercial, assim como para auxiliar a

diminuic&do do desperdicio dos mesmos.



