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RESUMO

“Embalagens ativas” para alimentos baseiam-se na incorporacdo de componentes com
propriedades que auxiliem no processo de controle das variacbes indesejaveis, como
antioxidantes e antimicrobianos, além de agregar valor ambiental (biodegradabilidade,
utilizacdo de matérias-primas residuais, baixa toxicidade, entre outros). Este trabalho visa
preparar um biocompdsito de xantana de Xanthomonas campestris, alginato de sodio e
montmorilonita (MMT) na forma de filmes ativos incorporados com extrato aquoso de folhas
desidratadas de Origanum vulgare L. (EAO), para embalar/revestir filés de camardo. Apds
testar varias formulagGes com solugdes de goma xantana, alginato de sédio e MMT, a melhor
combinacéo foi incorporada com diferentes aliquotas de EAO (mg/mL): 0,083; 0,0207; 0,0249;
0,0332; 0,0415; 0,622; 0,083; 0,012 e 0,016. Os filmes e EAO foram caracterizados quanto a
analise de coloracéo, espessura, propriedades mecanicas, espectrofotometria no infravermelho
(FTIR), espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS), microscopia eletronica de
varredura (MEV), intumescimento, umidade, solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua
(PVA), capacidade antioxidante, contelido de fendlicos totais e a atividade antimicrobiana
foram testados. As solucdes de biofilmes também foram analisadas como revestimento de
camardes da espécie Litopenaeus schmitti (cru e cozido, sem exoesqueleto e cefalotorax)
submetidos a congelamento por 30 dias. O EAQ e os biofilmes incorporados com diferentes
aliquotas dele apresentaram capacidade antioxidante frente ao radical DPPH (respectivamente
de 62% e cerca de 47-87,5%), além de conteddo fenolico justificando tal acdo, porém, nao se
mostraram antimicrobianos a cepas de Pseudomonas aeuruginosa, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus nas concentragdes testadas. A adicdo de EAO nos filmes proporcionou
6timos dados mecanicos, sendo a amostra AXMEAQ?® o melhor filme. Analise de cores (L*)
revelou tendéncia a cores claras, tendo o biofilme controle (alginato de
sodio/xantana/montmorilonita) tonalidades amareladas. A espessura média dos filmes foi de
0,10 mm, sendo a tensdo da ruptura (¢_RUP) alterada conforme a concentracdo de EAO
incorporada. Os filés de camardo revestidos com o filme estudado, na maior dose testada de
EAO, ndo sofreram deterioracdo quando armazenados em freezer por 30 dias, e seu contetdo
de carotenoides mostrou Otima capacidade antioxidante (radical de DPPH). Portanto, o
biopolimero produzido com xantana, alginato de sddio, argila montmorilonita e EAO, em face
de suas propriedades mecanicas e antioxidantes, tem bom potencial de utilizagdo como
embalagem de revestimento de alimentos como camardes.

Palavras-chaves: Antioxidante; biofilmes; embalagem ativa; fenois totais; propriedades
mecanicas.



ABSTRACT

Food “Active packaging” are based on the incorporation of components with properties that
help in the process of controlling modified variations, such as antioxidants and antimicrobials,
in addition to adding environmental value (biodegradability, use of residual raw materials, low
toxicity, and others). This work aimed to elaborate a biocomposite with Xanthomonas
campestris xanthan, sodium alginate, and montmorillonite (MMT) in the form of active films
incorporated with aqueous extract of dehydrated leaves of Origanun vulgare L. (EAO), to
pack/coat shrimp fillets. After evaluating several formulations with solutions of xanthan gum,
sodium alginate, and MMT, the best combination was composed of different aliquots of EAO
(mg/mL): 0.083; 0.0207; 0.0249; 0.0332; 0.0415; 0.622; 0.083; 0.012 and 0.016. We analyzed
the films and EAO according to their color, thickness, mechanical properties, infrared
spectrophotometry (FTIR), energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS), scanning electron
microscopy (SEM), swelling, moisture, solubility, water vapor permeability (WVP),
antioxidant capacity, total phenolic content, antimicrobial activity and as coating of shrimps
(Litopenaeus schmitti), without exoskeleton and cephalothorax, crushed and cooked, subjected
to freezing for 30 days. EAO and biofilms incorporated with different aliquots demonstrated
antioxidant capacity against the DPPH radical (respectively 62% and about 47-87.5%), in
addition to phenolic content justifying such action, however, antimicrobial agents for strains of
Pseudomonas aeuruginosa, Escherichia coli and Staphylococcus aureus were not known. The
addition of EAOQ in the films works as optimized mechanical data, with the sample AXMEAQ?®
being the best film. Color analysis (L*) revealed a tendency towards light colors, with the
control film (sodium alginate/xanthan/montmorillonite) having yellowish tones. The average
thickness of the films was 0.10 mm, with the rupture stress (o_RUP) altered according to the
concentration of EAO created. Shrimp fillets coated with the studied film, at the highest tested
dose of EAO, did not deteriorate when stored in a freezer for 30 days, and their carotenoid
content showed excellent antioxidant capacity (DPPH radical). Therefore, the biopolymer
produced with xanthan, sodium alginate, clay montmorillonite and EAQO, in addition to its
mechanical and antioxidant properties, has immense potential for use as coating packaging for
foods such as shrimp.

Keywords: active packaging; antioxidant; biofilms; mechanical properties; total phenols.
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1 INTRODUCAO

Devido ao baixo custo, facil acesso, leveza, boa resisténcia mecanica, durabilidade, inércia
e muitos outros atributos, os polimeros sintéticos derivados do petroleo tém sido muito
utilizados no mundo todo, e para as mais diferentes aplicagdes. Os involucros plasticos possuem
como fungbes classicas acondicionar, proteger e divulgar o produto por eles envolvido.
Segundo Resolucdo RDC n. 27/2010 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
as embalagens de alimentos em geral séo isentas da obrigatoriedade de registro junto a mesma,
0 que ndo as desobriga de atender exigéncias definidas nos regulamentos técnicos em vigor,
alterados em anos subsequentes. Algumas das tecnologias atuais que interagem com o produto
(“embalagens ativas”), como embalagens de Polietileno Tereftalato (PET) po6s-consumo
reciclado ou de Bisfenol A, por exemplo, tem obrigatoriedade de submisséo a analise por parte
da ANVISA e requerem aprovagéo e registro para comercializagdo (BRASIL, 2021).

A funcéo protetora das embalagens implica em preservar ao maximo a qualidade do
produto, criando condi¢bes que minimizem alteracdes quimicas, bioquimicas e microbioldgicas
que levem a sua deteriorac¢do. Contudo, a origem nao renovavel da maioria dos plasticos, além
de sua dificil biodegradabilidade em face das longas cadeias moleculares (podem levar de
dezenas a centenas de anos para se decomporem totalmente nos ambientes), conduz ao
acentuado acimulo de residuos. Torna-se urgente planejar novas tecnologias ndo s6 de descarte,
reciclagem e degradacéo dos plasticos sintéticos, mas de producdo de outros oriundos de fontes
renovaveis e biodegradaveis (bioplasticos), em especial para embalagens de alimentos
(RUINIC-SOKELE&PILIPOVIC, 2017) -estas inclusive estimuladas pelos 6rgdos de
vigilancia sanitaria atraves da legislacio RDC ANVISA 326/2019 (BRASIL, 2019).

A xantana é um exopolissacaridio obtido a partir da biossintese no processo de
fermentacdo de glicidios pelas bactérias do género Xanthomonas. Possui alta viscosidade e
caracteristicas pseudoplasticas, sendo muito utilizada na inddstria alimenticia, farmacéutica e
petroquimica. Se comparada aos polimeros sintéticos, apresenta propriedades de barreira e
mecéanicas relativamente inferiores, mas que podem ser melhoradas com a adicdo de outros
produtos, como argilas e nanomateriais (NEJADMANSOURI et al., 2020).

O alginato de sodio é um sal de polissacaridio de origem natural, solivel em agua a
temperatura ambiente, formado por unidades monomeéricas dos acidos f-D-manurodnico e a-L-
gulorénico, ligados linearmente por ligacdes B-1,4, que podem estar arranjados em blocos ou
aleatoriamente, e que é obtido a partir de algas marinhas marrons ou castanhas (Phaeophyceae)

por um processo de extracdo com alcali diluido (LIAKOS et al., 2014). As propriedades fisicas
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e quimicas da molécula de alginato sdo determinadas pela proporcao, distribui¢do, massa molar
e comprimento destes blocos (MCHUGH, 1987). Os filmes formados por alginato séo de facil
fabricacdo e manuseio, insolGveis em agua apos reticulacao (ligagdo quimica entre as moléculas
do polimero, provocada pela acdo de catalisadores, e que resulta em polimeros de ligacdes
tridimensionais), com baixa permeabilidade a gases e vapor, estaveis em temperatura ambiente
e com flexibilidade e resisténcia ajustaveis pela alteracdo de parametros de preparo
(SANTANA, 2010; PACHECO, 2016).

Nanoparticulas de montmorilonita (MMT), por sua vez, sd&o um exemplo de
nanomateriais que podem ser incorporados a outras substancias para formacao de polimeros
como biofilmes, visto que suas camadas esfoliadas entre as cadeias dos polimeros naturais
melhoram as propriedades originais destes, reduzindo a espessura e aumentando a barreira ao
vapor de agua e ao oxigénio, além de elevar a resisténcia a tracdo (SOUZA et al., 2019).

No caso de embalagens de alimentos, a incorporacao de extratos de especiarias (usadas
como temperos) as nanoargilas pode agregar funcdo antioxidante e/ou antimicrobiana. Uma
erva bastante estudada farmacologicamente quanto a essas capacidades e de uso amplo em
culinaria tem sido o orégano (Origanum vulgare L.) (ARCILA-LOZANO et al., 2004), cujo
extrato aquoso € rico em acido p-cumarico, acido rosmarinico, apigenina, canferol, luteolina e
quercetina (BLANK et al., 2016).

Além disso, existem alguns alimentos que também ja sdo ricos em antioxidantes, como:
verduras, frutas, mariscos, entre outros (MELO et al., 2008; ARVAYO-ENRIQUEZ et al.,
2013; QUISPE & RUPIO, 2022). Um dos alimentos que é rico em antioxidante como a
Astaxantina, e que € muito consumido na regido brasileira, especialmente nas areas litoraneas
como a regido Nordeste, € o camarao, principalmente os camardes Vila Franca [(Litopeneaus
schmitti (= Penaeus schmitti)] (GRACA-LOPES et al., 2007).

Diante disso, este trabalho visa desenvolver um biocompdsito a partir da combinacao
dos polissacaridios de xantana (produzida pela estirpe Xanthomonas campestris) e alginato de
sodio, incorporados com MMT e extrato aquoso de orégano, e testar sua eficiéncia como
embalagem biodegradavel na preservacédo de filés de camardo Vila Franca [(Litopeneaus
schmitti (= Penaeus schmitti)] mantidos por 30 dias sob refrigeracdo, e comparé-los com

embalagens sintéticas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Polimeros: Classificacdo, origens e aplicabilidade

Os polimeros sdo materiais compostos por diversas unidades de mondmeros que se repetem
de forma sucessiva em um determinado numero de vezes, formando uma estrutura
macromolecular. Provenientes de origem natural (polissacarideos, proteinas, argilas, areia) ou
sintética (plasticos, borrachas, fibras), podem ser encontrados de forma organica ou inorganica,
apresentando massa molar de 10.000 a 10.000.000 g/mol (CANAVEROLO, 2006), e
mostrarem-se biodegradaveis ou ndo biodegradaveis (CINAR et al., 2020), conforme ilustrado
na Figura 1. Devido a sua maleabilidade, os polimeros sdo de facil manipulacdo mediante calor
e pressdo, servindo de matéria-prima para a fabricacdo dos mais variados objetos, como 0s
plasticos e/ou bioplasticos (MANO & MENDES, 2013).

Figura 1 - Tipos de Bioplasticos.

Fonte Renovavel
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Fonte: Adaptado de European Bioplastics (2020).
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Devido a facilidade de manipulagdo estrutural, durabilidade e armazenamento, a
demanda dos plasticos sintéticos cresceu acentuadamente, sendo utilizados em quase todos 0s
lugares, como na fabricacdo de celulares, em embalagens, produtos domésticos, na industria
automobilistica, téxtil e farmacéutica. Porém, estes sdo normalmente produzidos com materiais
ndo ecoldgicos, a base de materiais fosseis (petrdleo) e possuem um tempo de degradagdo que
varia de 1 a cerca de 400 anos (MANO & MENDES, 2013; ARAUJO et al., 2016). Assim, 0
gerenciamento de seu descarte tornou-se também uma preocupacdo(RAHMAN et al., 2021),
especialmente porque mais de 8 milhdes de toneladas de lixo plastico sdo despejados em
ambientes marinhos todos os anos (PANDEY et al., 2021), afetando ndo somente a biota e 0
ecossistema aquatico, mas também a satde dos seres humanos (MONTAGNER, 2018).

Conforme descrito por KROSOFSKY (2021), a Organizacdo das Nacgbes Unidas
(ONU),relata que mais de 1 milhdo de animais marinhos (incluindo passaros, peixes, tubarfes
e tartarugas marinhas) tém sido mortos por ingestdo ou emaranhamento de poluicdo plastica. A
instituicdo também afirma que, caso o ritmo de consumo continue o mesmo, em 2050 pode
haver mais plastico do que peixes nos oceanos (KROSOFSKY, 2021). Outros estudos indicam
gue materiais plasticos liberam substancias toxicas que afetam a satide humana, como é o caso
das resinas Bisfenol A e dietilhexil-ftalato (SWAN, 2008; LA MERRIL et al., 2020).
Hipertensdo, cardiopatias e alteracbes hormonais sdo alguns dos efeitos decorrentes por
ingestdo, inalacdo ou contato dérmico com esses aditivos (WATKINS et al., 2017; YE et al.,
2017; 1TO et al., 2019). Dessa forma, alternativas para substituir os plasticos sintéticos de fontes
fosseis estdo sendo estudadas e desenvolvidas, como é o caso dos plasticos biodegradaveis, ou
comumente chamado, bioplasticos (RUINIC-SOKELE & PILIPOVIC, 2017).

2.2 Biopolimeros

De acordo com European Bioplastics (2020), os bioplasticos podem ser classificados
em trés categorias: naturais, sintetizados biologicamente a partir de monémeros bioldgicos e
residuais, sendo apenas cerca de 1% das 359 milhdes de toneladas de plasticos fabricados
anualmente no mundo, ainda que de forma crescente a cada ano. Podem ter origem vegetal ou
bacteriana, a partir de mondmeros de carboidratos ou proteinas (THIELEN, 2014), e, portanto,
de recursos renovaveis que se regeneram mais rapidamente do que os fdsseis,o que favorece 0
aumento de sua producdo para algumas aplicacGes especificas, como o uso de latex extraido de
arvores seringueiras para gerar pneus ao invés da borracha sintética (RIPPEL & BRAGANCA,
2009).
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Entre 2018 e 2019, a expansdo da capacidade instalada dessa indUstria no mundo foi de
5%, chegando a 2,1 milhdes de toneladas. A expectativa da European Bioplastics é de que essa
taxa continue crescendo e chegue em torno de 2,4 milhdes de toneladas em 2024 (JONES,
2020). No Brasil, onde foram produzidos 6,6 milhdes de toneladas de plasticos em 2018, nao
hé estatisticas relacionadas & producdo ou a venda de bioplasticos. O pais, no entanto, é um dos
grandes produtores de polimeros de origem renovavel, como a cana-de-aglcar e etanol. A
empresa Braskem, por exemplo, conta com capacidade instalada para produzir 200 mil
toneladas do polietileno verde “I’'m green”, representando cerca de 10% de fabricacdo global
de bioplastico (JONES, 2020).

Portanto, os biopolimeros desenvolvidos a partir de recursos naturais apresentam-se
como um substituto dos polimeros de fontes nao-renovaveis por serem biodegradaveis,
biocompativeis e de baixa toxicidade e custo (COSTA, 2018), mas requerem adaptacdes das
tecnologias utilizadas em sua producéo, visto algumas desvantagens de suas propriedades
mecanicas (SANTOS & TAVARES, 2015). Assim, € necessario a adi¢do e incorporacao de
alguns agentes e compostos que possam melhorar as propriedades mecanicas, como
plastificantes tipos gliceréis (MACHADO et al., 2014; ANTUNES et al., 2019), argilominerais
como a montmorilonita (LIN et al., 2017; RUINIC-SOKELE & PILIPOVIC, 2017), gomas
comestiveis do tipo xantana ou alginato (VIJAYENDRA & SHAMALA, 2013; PEREIRA &
FERRAZ, 2016; OLIVEIRA et al., 2019) e até compostos naturais que fornecem funcdes
antioxidantes e antimicrobianas aos biocompaositos naturais a partir de extratos de plantas ou
condimentos, como por exemplo orégano (PREVEDELLO & COMACHIO, 2021;
ROSHANDEL-HESARI et al., 2022).

2.3 Argilas: Montmorilonita

As argilas possuem matéria prima de origem natural, com aspecto terroso e
granulometria inferior a 2 pum, sendo provenientes de rochas sedimentares que contém
argilominerais (MERCIER, 2019). Devido a sua abundancia e baixo custo, tornam-se materiais
promissores para diferentes aplicagcdes nas mais diversas areas, como farmacéutica, industrial,
cosmetica e alimentar (REIS et al., 2020; AWOYAMA et al., 2021). Além disso, possuem
formas estruturais lamelares cristalinas nanométricas, quase bidimensionais (LAZARATOU et

al., 2019), sendo a caulinita e montmorilonita (MMT) as mais comuns (DOI et al., 2019).
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Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas com adicdo de argilas em matrizes
poliméricas visando obtencdo de compositos (MELO et al., 2013; LIN et al., 2017; BEE et al.,
2018; SOUSA et al., 2020) com melhores propriedades mecéanicas, fisicas (térmicas e de
barreira) e quimicas, além da reducéo de seu peso e custo (WANG et al., 2021).

A montmorilonita (MMT) se destaca pela sua abundéncia entre as esmectitas, com
particulas que variam de 0,1-2 um (média aproximada de 0,5 um) e em formato de placas ou
laminas. De formula quimica geral Mx(AlsxMgx)SisO20(OH)4", pertencente ao grupo dos
filossilicatos 2:1, com uma folha octaédrica de alumina imprensada entre duas folhas
tetraédricas de silica, todas unidas por atomos de oxigénio comuns (Figura 2). Seu diametro é
de aproximadamente 100 nm, com espessura de até 1 nm e as dimensdes laterais podem variar
de 30 nm a vérios microns, resultando em um aspecto de elevada razdo que pode chegar até
1000 (PAIVA et al., 2008).

Figura 2 - Representacdo da estrutura da montmorilonita.

M
V

S1-O : Camada
tetraédrica

Al(Mg)-O: Camada
octaédrica

—  S1-O : Camada

tetraédrica

Espacamento basal

—> Cations trocaveis
Na*ou Li* ou Ca™

A
b

Fonte: PAIVA et al. (2008).

O empilhamento dessas folhas € regido por forcgas polares fracas e forcas de Van Der
Waals, e entre essas folhas existem lacunas interlamelares nas quais residem cations trocaveis
como Na*, Ca?*, Li*, fixos eletrostaticamente e com a funcdo de compensar cargas negativas

geradas por substituicdes isomorficas que ocorrem no reticulado, como, por exemplo, AI** por
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Mg?* ou Fe?*, ou Mg?* por Li*. Cerca de 80% dos cations trocaveis na MMT estdo presentes
nas galerias e 20% se encontram nas superficies laterais (PAIVA et al., 2008).

Além disso, a MMT possui caracteristica de adsorcao e capacidade de troca cationica,
alta viscosidade, resisténcia a solventes, altas temperaturas e um alto grau de delaminacao
quando colocada em contato com a agua, resultando em significativas propriedades fisicas e
quimicas que determinam as muitas aplica¢des industriais deste material (MELO et al., 2013;
FAVERO et al., 2019). E ao incorporar MMT com outros compostos que

2.4 Glicerol: Uso como plastificante

O 1,2,3 propan-triol, popularmente conhecido como Glicerol, de férmula molecular
C3HgOs3, € um composto orgénico pertencente a funcdo alcool (Figura 3), liquido a temperatura
ambiente, incolor, adocicado, higroscopico, inodoro e com alta viscosidade, sendo derivado de
fontes de biodegradacdo microbiana, por sintese quimica ou petroquimica, ou, de forma mais
tradicional, como subproduto da fabricacdo de sabdo a partir de gorduras (HOU et al., 2008;
ESPITIA et al., 2014). Os trés grupos hidroxila em sua estrutura € o que o tornam solGvel em
agua (natureza higroscopica). A molécula é altamente flexivel, favorecendo a formacgédo de
ligagOes de hidrogénio intermolecular (ESPITIA et al., 2014).

Figura 3 - Representacdo da estrutura quimica do glicerol.
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Fonte: FISHER SCIENTIFIC (2022).

E um dos plastificantes mais utilizados na producéo de filmes bioldgicos. Sua agregacao
em outras substancias ou solucGes pode aumentar a flexibilidade, a extensibilidade e a
distensibilidade do filme, seguido por diminuigdo na resisténcia mecanica, na temperatura de
transicao vitrea e na barreira a gases e a vapor de agua, em decorréncia de sua higroscopicidade
(MACHADO et al., 2014; ANTUNES et al., 2019). O plastificante é uma molécula pequena,
de baixa volatilidade e de natureza quimica similar a do polimero usado na constituicdo de
filmes (GONCALVES et al., 2019).

Alguns estudos, como os de Epure et al. (2011), Soares et al. (2014) e Chagas (2017),

demonstraram que os filmes biodegradaveis preparados com adic¢do de glicerol apresentaram
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efeitos nas propriedades mecénicas, mostrando um aumento da elasticidade do polimero e a
reducdo da tensdo de ruptura, além de apresentar uma plastificagdo satisfatdria devido a
obtencdo de filmes de espessura mais regular e menos espessa e uma capacidade de absorcao

de &gua.
2.5 Goma Xantana

Os biopolimeros microbianos externos, também conhecidos como substancias
exopolissacaridicas (EPS), séo alternativas para producdo de gomas tradicionais extraidas de
plantas, pois apresentam propriedades fisico-quimicas de interesse industrial. Esses compostos
tém a capacidade de formar géis e solucbes viscosas em meio aquoso, mesmo em baixas
concentracdes (VIJAYENDRA & SHAMALA, 2013; SHANMUGAM & ABIRAMI, 2019).
Nas ultimas décadas, foram observados avancos significativos a identificacéo, caracterizacdo e
utilizacdo de polissacarideos microbianos, uma vez que S&0 mais Seguros e menos agressivo ao
meio ambiente em comparacdo aos polimeros sintéticos (GANESAN et al., 2018;
SHANMUGAM & ABIRAMI, 2019).

A xantana, como j& mencionado anteriormente, € um biopolimero do tipo
heteroexopolissacaridio sintetizado pelas bactérias do género Xanthomonas, a partir do cultivo
aerobicoem fontes de glicidios simples, consistindo em uma unidade pentassacaridica composta
por glicose, manose e acido glucurdnico na proporcdo de 2: 2: 1 além de grupos substituintes
piruvato e acetila (Figura 4). A cadeia principal ¢ formada por unidades de p-D-glicose, que
estdo ligadas nas posicdes 1 e 4 (BRANDAO et al., 2008).

Figura 4 - Representacao da estrutura da goma xantana produzida por X. campestris.
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A produgdo e uso da goma xantana varia entre as diferentes inddstrias, como nas
agricolas, petroquimicas, farmacéuticas, téxteis e de alimentos. Esta presente em uma ampla
variedade de produtos alimenticios para seres humanos e outros animais, devido a estabilidade
de sua capacidade emulsificante em diferentes temperaturas, compatibilidade com ingredientes
e propriedades reoldgicas que permitem a formacdo de solugcbes viscosas a baixas taxas de
concentracdo (0,05-1%) e ampla faixa de estabilidade a pH (5-8), além de apresentar
propriedades pseudoplasticas em solugbes (GARCIA-OCHOA et al, 2000; PALANIRAJ &
JAYARAMAN, 2011; NEJADMANSOURI et al., 2020).

Por ser mais palatavel e de alta producéo, a goma xantana ¢ um substituinte para outros
tipos de goma que possui um mercado rentdvel, sendo o Brasil um grande importador deste
produto (FERRAZ et al., 2021). Porém, o pais tem um grande potencial econémico-industrial
para fabricacdo deste biopolimero, considerando que o custo do meio de cultivo é um fator
critico de seu processo de producdo (PEREIRA & FERRAZ, 2016), que a glicose e a sacarose
puras possuem um elevado custo (SILVA et al., 2018), mas que por possuir matérias-primas
basicas de baixo custo fornecedoras desses monémeros, como no caso dos residuos de
agroindustrias, entre elas a como a do setor sucroenergético, o Brasil apresenta-se numa posi¢ado
benéfica e competitiva sob o aspecto comercial, diminuindo ainda a quantidade de poluentes
organicos (NIKNEZHAD et al., 2016; FERRAZ et al., 2021).

2.6 Alginato de Sédio

O alginato é um polissacaridio natural derivado principalmente de paredes celulares de
algas marinhas marrons, como: Laminaria hypeborea, Macrocytis pyrifera e Ascophyllum
nodosum (CAYKARA et al., 2005; LIAKOS et al., 2014), trituradas. A solucdo de biomassa
diluida é separada dos residuos insollveis através da filtracdo, e o extrato resultante é
acidificado (pH 4,0) para hidrolisar o acido alginico (C14H22013) complexado com minerais,
formando o alginato livre, que é neutralizado pela adi¢do de hidroxido de sodio, a um pH
proximo de 11,0, para formac&o do alginato de sddio. O sal de alginato é filtrado, passando por
um processo de purificacdo, no qual é solubilizado em &gua, seguido da adicdo de etanol para
diminuir sua solubilidade, precipitando-o. Portanto, o alginato de sddio ¢ um sal de carboidrato
coloidal hidrofilico cujo processo de extracdo, hidrdlise, neutralizacdo e purificagdo ocorre
varias vezes conforme o rendimento pretendido, de acordo com o interesse comercial
(LARSEN et al.,2003).

Quanto a sua estrutura, o alginato apresenta-se como um copolimero binario, com uma
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cadeia quimica anibnica linear, formada por unidades monossacaridicas de acidos B-D-
manurdnico e seu epimero C-5 acido a-L-guloronico, unidos por ligagdes glicosidicas B-1,4,
que se organizam em forma de blocos de homopolimeros junto com blocos alternados na mesma
molécula (Figura 5). A diferenca na sequéncia e no contetdo de blocos determina a
flexibilidade da cadeia, influenciando na solubilidade e estabilidade da producéo do gel, filme,
suspensdo ou estabilizacdo da emulsdo (TANG et al., 2018; YILMAZ et al., 2019).

Figura 5 - Representacdo da estrutura do alginato de sodio.
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Fonte: OLIVEIRA et al.(2017).

Mesmo apresentando caracteristicas poliméricas, biocompativeis e ndo toxicas, o
alginato de sédio ndo apresenta propriedades ativas (como antibacterianas ou antioxidantes),
sendo muito utilizado nas industrias téxteis, alimentares (como aditivo, estabilizante e
espessante), de cosméticos e farmacéuticos, de papel, de materiais odontoldgicos e medicina
regenerativa, de curativos dérmicos, entre outras (MOGOSANU & GRUMEZESCU, 2014;
ROSA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019).

Filmes poliméricos produzidos a base de alginato de so6dio podem atuar como um
importante carreador de substdncias bioativas quando incorporados com extratos e 6leos
naturais, agregando ao filme capacidades antioxidante, moduladora e antimicrobiana, por
exemplo. Embalagens com essas funcdes séo classificadas como embalagens ativas (LEON et
al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019).

2.7 Origanum vulgare L.
O orégano (Origanum vulgare L.) € uma espécie das cerca de 40 do género Origanum,
familia Lamiacea, comumente utilizada como condimento alimentar (LUKAS, 2013;

SOLTANI et al., 2021). No Brasil, é cultivada principalmente nas regides Sul e Sudeste do pais
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(BEZERRA, 2021), sendo caracterizada pelo seu aroma similar ao da lavanda com sabor forte
ligeiramente amargo. As principais aplicagdes dessa erva estdo na culinéria, como temperos ou
composicao de licores, e na fitoterapia (MESQUITA et al., 2019). O 6leo essencial e o extrato
das folhas, por exemplo, sdo utilizados nas areas da fitoterapia cosmética e perfumaria
(FERREIRA et al., 2012). Entre as atividades farmacoldgicas de interesse clinico estdo as
capacidades antibacteriana, inseticida, antioxidante e antifingica (MESQUITA et al., 2019).

Seus extratos aquosos sdo ricos principalmente em &cido p-cumarico, 4acido
rosmarinico, apigenina, canferol, luteolina e quercetina (BLANK et al., 2016), compostos
largamente investigados por inUmeras a¢Bes, como antimicrobiano e larvicidas e cujas
concentracdes nesses exemplares podem variar conforme sua localidade e condigdes de cultivo
(HOSSEINI et al., 2015; MESQUITA et al., 2019).

Prevedello e Comachio (2021) constataram que o consumo de antioxidantes presentes
em plantas naturais associou-se a uma menor incidéncia de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo, que ocorre quando ha um desequilibrio entre o balango pré-oxidante/antioxidante
em favor da situacdo pro-oxidante, promovendo um dano potencial nas biomoléculas do
organismo. Dessa forma, patologias como doengas cronicas, incluindo doencas
cardiovasculares, cancer e doencas neurodegenerativas acabam sendo desenvolvidas.

Além desses estudos, outros envolvendo a incorporacdo de extratos e 6leos essenciais
em pléasticos biodegradaveis, para agregar estas funcdes antimicrobianas e antioxidantes aos
filmes, reduzindo também o tempo de degradacdo ao ser descartado no meio ambiente e
consequentemente, reduzindo o uso de plasticos sintéticos, estdo sendo desenvolvidos (JAHED
etal., 2017; WWF, 2019; FERNANDES-MARIN et al., 2020).

Estudos como o de Fernandes-Marin et al. (2020) demonstraram que a incorporacgdo de
compositos com Oleo essencial de orégano também aumentou a atividade antioxidante e a
disponibilidade dos compostos fenolicos dos biofilmes preparados para uso em embalagens
ativas. Outros estudos, como de Roshandel-hesari et al. (2022) demonstraram que os filmes
revestidos com quitosana e incorporados com extrato alcoolico de orégano em tomates-cereja
foram capazes de retardar as mudangas na acidez titulavel (AT), porcentagem de encolhimento
e perda de peso em comparagdo com os frutos controle durante o armazenamento. O
prolongamento da validade dos frutos em baixa temperatura foi aumentado para 32 dias,
confirmando que o produto formado pode ser usado na industria alimenticia como um material
de embalagem biodegradavel eficaz para armazenamento de frutas em longo prazo.

Além disso, Rathod et al. (2021) relata estudos promissores com a aplica¢do de

biofilmes a base de compostos e produtos naturais (extratos de orégano, citricos, entre outros)
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que fornecem acdo antimicrobianas e antioxidantes em alimentos altamente pereciveis
(ALEMAN et al., 2016; HOSSEINI et al., 2016; YU et al., 2017) como os camardes, assim,
reduzindo seus valores nutricionais (MAQSOQOD et al., 2014; CHOTPHRUETHIPONG &

BENJAKUL, 2019), e tornando-os menos adequados para consumo.

2.8 Camardes Vila Franca

A familia dos camardes peneideos, pertencentes a 80% dos camardes pescados ao redor
do mundo, representam grande importancia no mercado pesqueiro, no qual em torno de 700 mil
toneladas sdo capturadas anualmente (BARIOTO, 2017). No Brasil, a pesca de camardes €
realizada em grande escala no litoral nordestino, apresentando uma significativa importancia
econbmica, historica e cultural (GRACA-LOPES et al., 2007).

Uma das espécies mais consumidas da familia Penaeidae é a Litopenaeus schmitti
(Burkenroad, 1936), popularmente conhecido como camardo branco ou Vila Franca (Figura 6).
E comumente encontrado entre o Atlantico Ocidental (23° 30’ N) até a regido sul do Brasil (29°
45’ S), habitando regiGes marinhas de pequenas profundidades até 30 metros, com registros de
ocorréncia em até 50 metros (D’INCAO, 1999). Além disso, é uma espécie geralmente onivora,

alimentando-se de algas e pequenos animais como: peixes, poliquetos e moluscos.

Figura 6 — Representacdo do camarao Litopenaeus schmitti (Burkenroad, 1936)

Fonte: CRAVEIRO (2018).

Devido a sua alimentacdo base, os camarfes sdo dos poucos animais ricos em
proteinas, lipideos, minerais (fosfatos e carbonato de calcio), quitina e carotenoides (AN et al.,
2018). Astaxantina, Licopeno, B-caroteno, B-Criptoxantina, Luteina e Zeaxantina s&o 0s
principais carotenoides encontrados em crustaceos (ARVAYO-ENRIQUEZ et al., 2013). A
Astaxantina (3,3’-dihidroxi-B, p-caroteno-4,4’-diona), por exemplo, é o carotenoide
predominante (acima de 85%) em camarfes (Figura 7), fornecendo uma pigmentacao
alaranjada a estes animais, em especial apos cozimento quando usados na alimentacdo humana
(GUERRERO-LEGARRETA, 2009). Alem disso, implica na alta atividade antioxidante
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atribuida a residuos e filés desses animais (NIAMNUY et al., 2008), 0 que os torna benéficos
para portadores de doengas cardiovasculares e suas comorbidades (diabetes e hipertenséo) ou
cancerigenas (HUSSEIN et al., 2006; SEABRA et al., 2014; LIRA et al., 2016).

Figura 7— Representacdo da molécula de Astaxantina
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Fonte: ARVAYO-ENRIQUEZ et al., (2013).

A tendéncia crescente de consumir crustaceos crus ou processados tém colocado
muitos riscos biolégicos decorrentes da infestacdo deles por espécies microbianas patogénicas,
como: bactérias do género Salmonella spp., cepas produtoras de citotoxinas de Escherichia coli,
Vibrio spp., Shigella spp., Campylobacter spp., Aeromonas spp., € outras (FENG, 2012;
VENUGOPAL & GOPAKUMAR, 2017; NGUYEN & TALLENT, 2019); parasitas como
Ascaris spp., Trichuris spp. e Trichinella spp, ténia Diphyllobothrium spp., trematédeos
(principalmente C. sinensis) (NOLLET& TOLDRA, 2010; ITO & BUDKE, 2014); virus como
a doenca da mancha branca e hepatite A (BOSCH et al., 2011; DEY et al., 2020), que sdo
obtidas pelos crustaceos apds contato com fluidos descartados inadequadamente em aguas
marinhas, além de fungos como Aspergillus awamori, Fusarium spp. e outros (HATAI, 2012;
KARTHIKEYAN et al., 2015). Portanto, os crustaceos podem causar diferentes patologias aos
humanos se ndo houver controle de sua qualidade, ocasionando diferentes sintomas que variam
de leve a risco de vida e reacdes adversas cronicas (VENUGOPAL & GOPAKUMAR, 2017;
FARAG et al.,, 2022). Logo, o conhecimento acerca dos patogenos é de fundamental
importancia para a comunidade e setor produtivo.

Por serem animais de muita procura e demanda, seu valor no mercado é afetado pela
aparéncia de suas cascas, que desempenham um papel também em seus valores nutricionais e
propriedades beneficas para a saude (LI et al., 2013; LIRA et al., 2016). Além disso, possuem
tempo curto de “prateleira” tornando-se um potencial produto de estudo para avaliar sua
atividade antioxidante e determinagao de carotenoides (LOPEZ, 2021) que ao ser aplicados em
revestimentos bioldgicos ou filmes naturais, podem reagir e retardar sua degradacéo,

aumentando assim seu tempo de consumo alimentar.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um biocomposito de xantana de Xanthomonas campestris/alginato de
sodio/montmorilonita na forma de filme ativo incorporado com extrato aquoso concentrado de

orégano (Origanum vulgare L.) para uso como embalagem/revestimento de filés de camarao.

3.2 Objetivos Especificos

e Produzir extrato aquoso de folhas desidratadas de orégano e estudar sua capacidade
antioxidante, seu conteudo total de fenois e sua atividade antimicrobiana;

e Desenvolver um biocomposito a partir da combinacdo de xantana, de cultura de
Xanthomonas campestris, alginato de sédio, montmorilonita e incorporado com o
extrato aquoso de folhas de orégano (EAO);

e [Estudar in vitro a atividade antioxidante e antimicrobiana dos biocompdsitos
produzidos;

e Auvaliar as propriedades fisicas, mecanicas, estruturais, colorimétricas e de barreira dos
biocompositos produzidos;

e Estudar a eficacia antimicrobiana e antioxidante do revestimento dos biocompositos
produzidos em contacto com filés de camardo e compara-la com embalagem de plastico
sintético convencional (monitoramento da preservacdo sob refrigeracdo durante 30
dias).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de Desenvolvimento da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal de Alagoas (UFAL), campus A.C.
Simdes, no Laboratorio de Bioquimica do Parasitismo e Microbiologia Ambiental (LBPMA).
Algumas anélises foram realizadas no Laboratorio de Espectroscopia do Grupo de Pesquisa em
Sintese, Analises Quimicas e Caracterizacdo de Materiais (GSAQCM) do Instituto Federal de
Alagoas (IFAL-Maceid) e no Laboratorio de Resisténcia em Materiais do Instituto Federal do
Para (IFPA-Belém).

4.2 Reagentes

Para a preparacdo dos filmes foram utilizados: extrato aquoso de folhas de orégano
(Origanum vulgare L.) desidratado (Kitano®), goma xantana 200 produzida por X. campestris,
adquirida da MV Quimica®, alginato de s6dio (CsH7OgNa) adquirido da Exodo Cientifica®,
argila montmorilonita K10 (SiO2/Al203) com comprimento de area de 220-270 g/m2, adquirido
da Sigma-Aldrich®, glicerol (C3HgOs) e &cido acético glacial (C2H402) ambos adquiridos da
Vetec Quimica Fina.

4.3 Obtencao do Extrato Aquoso de Orégano (EAQO) por Infusdo

Para obtencdo do extrato aquoso de orégano (EAO)foram utilizados 50 g de folhas
desidratadas de Origanum vulgare L, obtidas comercialmente, e 600 mL de agua destilada
fervente para a infusdo. Cada frasco foi tampado com folhas de papel aluminio e deixado em
repouso sobre a bancada por 2h até atingir a temperatura ambiente. Em seguida, cada frasco
contendo a infusdo foi submetido a agitacdo magnética (250 rpm) por 30 min. Posteriormente,
a infusdo foi filtrada utilizando papel filtro Whatman n.1 em funil, e o EAO total foi
acondicionado em frasco de vidro ambar (1 L) e levado para refrigeracéo (6 £1 °C) para usos

posteriores.

4.4 Elaboracéo do biocomposito com EAO e argila Montmorilonita (MMT)

Para as diferentes formulagdes dos biocompositos de Alginato de Sdédio (AS), Alginato-
Xantana (AX), Alginato-Montmorilonita (AM), Alginato-Xantana-Montmorilonita (AXM) e
AXM com 9 diferentes concentragdes de EAO (mg/mL): 0,083; 0,207; 0,249; 0,332; 0,415;
0,622; 0,83; 1,2; 1,66 mg/mL, foram preparadas 2 solugdes diferentes de AS e xantana como

ilustrado na figura 8.
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Figura 8 — Esquema para elaboragao dos biocompositos

29 0,759 |
’ ’ Descolar e armazenar
Alginato Xantana
g em dessecador com
[ 20omL | || 200mL | silica em gel
| FElT pl ceon Secar por 12 h
) ‘ ) \ em 45 °C
| 10,5mL de | 10,5mL de .
ACG ACG
‘ . Verter 96 mL
[|03mLde| []0,3mL de em placa de
Glicerol Glicerol petri

| |
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Agitar em 1250
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1hem T—[ EAQ3 }
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Solubilizar 50%
de cada solucéo > Agitar em 1250
em outro rpm /5 min.
frasco’ J
—— Agitarem 0,0188 g
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Legenda: AD: Agua destilada; ACG: Acido Acético Glacial; EAO: Extrato Aquoso de Orégano; MMT:
Montmorilonita; ‘Etapa para continuar a producdodas solucfes de AX e AXM. As solugdes de AS e AMséo
agitadas separadamente; 2Etapa para produziras solugdes de AXM e AM. A solucdo de AS e AX ja podem ser
vertidas em placas de Petri secas; 3Etapa para produzir as diferentes solu¢cées de AXMEAO. A solucdo de AXM

ja pode ser vertida e seca.

Fonte: AUTORA (2023).
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4.5 Determinacdo dos fendlicos totais do EAO e da solucao do biocomposito

Os compostos fendlicos foram determinados em espectrofotdmetro FENTO XI- UV/Vis
com varredura, utilizando-se o método de Folin-Ciocalteau (reagente Merck®), seguindo as
instrucdes de Dias (2016), com leitura da absorbancia das amostras a 725 nm, no decorrer do
primeiro minuto, e comparagio com curva padrdo de acido gélico (20 a 100 mg/mL e R2 =
0,992). Os resultados de compostos fendlicos totais (FT) foram expressos em equivalentes mg

de &cido galico por mL de extrato (EAG/mL). Cada leitura foi realizada em triplicata.

4.6 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

A capacidade do EAO e dos biocompositos para sequestrar o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) foi avaliada seguindo o método descrito por Brand-Williams (1995), com
algumas adapta¢des. Uma aliquota de 0,5 mL de cada uma das diferentes concentracdes de
EAO (0,041; 0,083; 0,0207 e 0,0249 mg/mL) e das diferentes formulacdes de biocompdsitos
foi adicionada a 1,5 mL da solucéo de radical de DPPH. A absorbancia foi registrada a 517 nm,
em método de espectrofotbmetro UV-Vis com varredura (FEMTO 800-Xi), até atingir o platd
(tempo de 0 a 15 minutos). Cada leitura foi realizada em triplicata. A capacidade antioxidante
foi calculada de acordo com a equagao 1 a seguir:

Eq. 1:

" Absorbancia ontrole — Absorbancia gmosira 100
0= A . x
Absorbancia ontrote

4.7  Teste Bioldgico: EAO, biocompositos e Aplicacdo como revestimento em filés de

camaroes

4.7.1 Capacidade Antimicrobiana in vitro com EAO e biocomposito

A avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos com EAOQ foi realizada por método
de disco-difusdo de Kirby-Bauer (1966), com algumas modifica¢fes: em cada disco, adicionou-
se 01 mL de EAO em trés concentragdes: 83 g, 66 pg e 41 pg/mL, e 01 mL de &gua destilada
esterilizada como controle negativo. Como controle positivo, foram utilizados discos de 30 ug

de antimicrobianos (Amicacina e Ofloxacina). Nesse teste, utilizaram-se cepas bacterianas
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Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, e a Gram-positiva
Staphylococcus aureus, disponiveis na bacterioteca do LBPMA/UFAL.
Para a avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos com biofilme, os discos de papel

foram substituidos por tiras de filme com EAO com 1 cm? de area (Figura 9).

Figura 9 — Esquema da avaliagdo da suscetibilidade aos antimicrobianos com tiras de

biocompdsitos

CN B

CcP

Legenda: CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; B: Tiras de biocompositos de 1 cm? de area.
Fonte: AUTORA (2023).

4.7.2 Revestimento de filés de camar6es com a solucédo do biocompdsito

Cerca de 1000 g de Camardes Vila Franca frescos [(Litopeneaus schmitti (= Penaeus
schmitti)] foram adquiridos diretamente dos pescadores que efetuaram a coleta, no ponto de
vendas municipal da Praia de Ponta Verde, em Macei6 (AL), devidamente acondicionados em
embalagens contendo gelo e transportados para o laboratério (LBPMA), onde foram
devidamente tratados para remocdo do exoesqueleto, cefalotérax e intestino. Os filés dos
camardes, entdo, foram pesados (um total de cerca de 500 g), separados em dois grupos de cerca
de 250 g cada, e lavados com &gua destilada. O Grupo 1 foi considerado a amostragem in
natura, e o Grupo 2 foi submetido ao cozimento em 1 L de agua fervente (99 + 1 °C) por 17
min. Em seguida, aliquotas de massa dos filés de camardes (30 g) de cada grupo foram
separadas e pesadas.

Para o0s ensaios de revestimento foram realizadas as seguintes formulagdes: Xantana-
Alginato-Montmorilonita, Xantana-Alginato-Montmorilonita e concentracbes de EAO
(mg/mL): 0,083 e 1,66. Cada trés amostras dos dois grupos de camardes foram submersas nas
diferentes solucbes de biocompdsitos. Em seguida, as triplicatas de cada tratamento foram
armazenadas no congelador por -17£2 °C por 30 dias, para analises posteriores. Para um
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tratamento controle de embalagem, 3 amostras de 30 g de camarfes de ambos os grupos também

foram armazenadas em sacos plasticos sintéticos.

4.7.2.1 Extrato de carotenoides totais dos filés de camarédo

Para extracdo dos pigmentos de carotenoides dos filés de camardes, seguiu-se orientagdes
de Liraetal. (2016), com algumas modificagdes. Cada amostra de camardo por grupo, contendo
um tipo de revestimento (e o controle de embalagem plastica) foi colocada em um liquidificador
e liquefeita com Etanol 99,8° (100 mL/30 g de massa de filé) durante 5 min. Em seguida,
centrifugou-se cada extrato obtido a 4.000 rpm, a 0 °C por 8 min. Os sobrenadantes foram
retirados e filtrados em papel filtro Whatman n.1 e rapidamente armazenados em frascos de
vidro tipo vacina/remédio até o topo, para evitar oxidacao. Os frascos foram armazenados na
geladeira a -17 °C (x1 °C) até o dia seguinte, para realizacdo dos testes para capacidade

antioxidante e carotenoides totais.

4.7.2.2 Conteudo total de carotenoides e atividade antioxidante dos extratos de filé de camardo

Seguindo as orientacdes de Lira et al. (2016), em espectrofotdmetro UV-Vis com
varredura (FEMTO 800-Xi), efetuou-se medida da absorvancia em 470 nm de 01 mL de cada
extrato etandlico de file de camario tratado. Como “branco de referéncia” utilizou-se 01 mL do
mesmo Etanol utilizado para o preparo dos extratos. O conteldo de carotenoides foi

determinado pela equacéo 2:

. . __ Axwvolx1000
Eq. 2: Carotenoides (mg) = A% <100
Sendo que: “A” = absorvancia a 470 nm; “vol”= volume (mL) usado na extra¢do de
carotenoides; “A”” = ¢ o coeficiente de absor¢io por 1% da mistura de carotenos

desconhecidos a 2500 (valor arbitrario para fornecer uma estimativa de do teor total de
carotenoides de um extrato).

Para a determinacdo da atividade antioxidante, misturou-se 01 mL de cada extrato
etanolico com 0,5 mL de DPPH, e apds repouso em ambiente escuro por 30 min, mediu-se a
absorvancia a 517 nm. Para amostra controle, substituiu-se o extrato por 01 mL de Etanol. A

atividade antioxidante foi determinada segundo a equacao 3:

1 — Amostra pranco

x 100

Eq. 3: Atividade(1%) =

Amostracontrole
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Sendo que: “Amostra pranco” = absorvancia da mistura de reacdo de cada extrato de
carotenoide € DPPH; ‘“Amostra controle” = absorvancia da mistura do controle (etanol) com

DPPH.

4.7.2.3 Deteccdo de coliformes termotolerantes em filés de camardo

Para as amostras de filés de camardes cozidos e in natura revestidos com as solucdes
poliméricas, e de controle (embalados com plastico sintético), apos 30 dias de congelamento a
-17°C (£1), a deteccdo de bactérias do grupo coliforme foi efetuada pela técnica dos tubos
multiplos, seguindo orientagdes de Chagas et al. (2019) com adaptacgdes: na etapa presuntiva,
apos semeio das amostras obtidas em 10 mL de NaCl a 0,85%, aliquotas de 1 mL de cada uma
de trés diluicBes decimais seriadas (102, 102, 10°%) foram repicadas em tubos de ensaio
contendo 9 mL Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) esterilizado e um tubo de Durhan invertido
no mesmo, os quais foram incubados por até 48 h a 35 (£1) °C. A partir das culturas nos tubos
que apresentaram presenca de gas no seu interior e turvacdo do meio, aliquotas de 1 mL
foram transferidas para novos tubos de ensaio contendo 9 mL de Caldo Bile Verde
Brilhante 2% esterilizado e um tubo Durhan invertido, os quais foram incubados conforme
anteriormente, para prova confirmatéria de coliformes totais. Em seguida, as amostras com
gés em seu interior foram inoculadas em meio Escherichia coli (EC) em tubos de ensaio
contendo novos tubos Durhan, sendo incubadas a 35°C por 48 h para observagao de turbidez e
producdo de gas. Simultaneamente, tais amostras foram inoculadas também em meio Agar
Eosina Azul de Metileno (EMB) contido em placas de Petri, e incubadas da mesma forma, para

observacdo do possivel crescimento e contagem das col6nias.

4. 8 Caracterizacdo dos biocompaositos

4.8.1 Coloragéo

A analise instrumental da cor dos biofilmes foi realizada conforme instrucdes de Cardenas-
Pérez et al. (2017), com algumas modificac¢Oes, utilizando o software Colorimetro verséo
1.6.6.5 disponivel por Lab Tools. As medidas de luminosidade (L*), variacdo de cor entre
vermelho e verde (a*), variacdo de cor entre amarelo e azul (b*) e diferenca entre cores (AE)

foram efetuadas em cinco pontos equivalentes e diferentes dos filmes em todas as formulagdes.
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4.8.2 Anélise de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As analises dos biocompositos foram realizadas em espectrofotémetro Shimadzu (modelo
IR-Affinity-1). Os espectros foram analisados em faixa de comprimento de onda entre 600 e
4000 cm™, e nimero de scan de 64, com acessorio de refletincia total atenuada (ATR). As
amostras foram analisadas em forma de filmes finos com média de espessura de 0,10 mm. Os
ensaios foram realizados com as seguintes formulag¢des: Xantana-Alginato, Xantana-Alginato-
Montmorilonita, Alginato-Montmorilonita, Alginato, Xantana-Alginato-Montmorilonita e
concentracdes de EAO EAO (mg/mL):0,083; 0,207; 0,249; 0,332; 0,415; 0,622; 0,83; 1,2; 1,66.
Cada ensaio foi realizado em triplicata e os resultados obtidos foram tratados no software
Essential FTIR®.

4.8.3 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva por
raio-x (EDS)

As anélises da morfologia dos biocompdsitos foram realizadas em MEV da TESCAN
(modelo VEGA 3 LMU), com Sistema de Microanalise — EDS da Oxford (modelo AZTec
Energy X-Act, resolucdo 129 eV). Os filmes foram metalizados com ouro durante 5 minutos
(corrente de 10 mA em ambas) em metalizadorquarum Q150 ES. A varredura das amostras
ocorreu em diferentes pontos com ampliacdo de foco entre 50x e 2kx.

4.8.4 Medida de espessura

A espessura de cada biocomposito foi determinada com a utilizacdo de um micrémetro
manual (Mitutoyo/micrometer, Japdo) com 0,001 mm de precisdo, segundo a norma ASTM
D6988-13 em cada formulacédo dos filmes. Foram realizadas cinco medicdes aleatdrias de cada

filme e os valores médiosforamutilizados para os calculos das propriedades mecanicas.

4.8.5 Propriedades Mecanicas

Para determinacdo das propriedades mecéanicas (Elasticidade, deformacdo e tensdo),
utilizou-se a metodologia empregada por ASTM D882-10 (2010) e Méaquina Universal de
Ensaio da Arotec (modelo WDW-300E). Foram preparadas as seguintes formulagdes: Xantana-
Alginato, Xantana-Alginato-MMT, Alginato, Alginato-MMT, Alginato-Xantana-MMT e
concentragdes de EAO (0,083; 0,207; 0,249; 0,332; 0,415; 0,622; 0,83; 1,2; 1,66 mg/mL). Para
cada formulagéo, obteve-se corpos de prova de 8 cm de comprimento e 1 cm de largura. O

ensaio realizado consistiu em fixar os corpos de prova nas garras do equipamento com distancia
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inicial de 50 mm e velocidade da sonda de 100 mm/min até ruptura total. Os ensaios foram

analisados em quintuplicata. Os dados foram obtidos através do software WinWdw.

4.8.6 Intumescimento

A capacidade dos filmes poliméricos secos de absorver agua foi analisada seguindo a
metodologia descrita por Cao, Fu & He (2007). Cada formulagéo dos filmes foi cortada em tiras
de 2,5 cm2 e armazenados por 24 h em dessecador com silica em gel. Em seguida, as tiras foram
pesadas (W1) e submersas em 20 mL de Agua destilada & temperatura ambiente por 2 min. Com
auxilio de uma pinca, as amostras foram retiradas da agua, colocadas em papel filtro para retirar
0 excesso de &gua, e pesadas (W2). Cada processo foi realizado em triplicata. O valor de

intumescimento foi calculado de acordo com a equacéo 6 a seguir:

Eq. 6

0 = uxloo
0 W1

Sendo W1 e W>a representacdo do peso da amostra seca e Umida, respectivamente.

4.8.7 Umidade e solubilidade
O teor de Umidade foi determinado pela perda de peso das amostras de cada formulacao,
no qual tiras de 4 cm x 2 cm, foram acondicionadas em estufa a 105+2 °C durante 24 horas,

sendo calculado pela equacao 4:

Eq. 4:

Massa; — Massa;
X (%) = Massa. x 100
i

Sendo: X o teor de umidade (%), M a massa inicial do biocomposito e Ms a massa final do

biocompdsito seco.

Os testes de solubilidade em agua foram realizados pelo método de Zamudio-Flores et al.
(2010) com algumas modificagdes. As amostras dos biocompdsitos foram separadas em tiras

de tamanho 4 cm2 de area e mantidas em dessecador com silica em gel por sete dias. Em seguida,
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as amostras foram pesadas, imersas em 20 mL de &gua deionizada e submetidas a agitacdo

magnética a 200 rpm por 05 min em temperatura ambiente.

4.8.8 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

Foi realizada pelo método gravimétrico baseado na ASTM 969 (1995), com algumas
modificacbes. Cada formulacdo dos biocompdsitos com 25 mm foi colocada em uma célula de
permeacao e armazenada em dessecador de vidro, em temperatura de 25+2 °C. Para manter a
umidade relativa (UR) de 75% ao longo do filme, colocou-se CaCl, anidro (0% UR) ao lado
das amostras e adicionou-se uma solucao saturada de NaCl (75% UR) no dessecador. Ap6s
duas horas, foi realizada a primeira pesagem do material, as demais foram realizadas a cada 24
h por até trés dias. Assim, PVA foi determinada seguindo a equacéo 5:

w.L
A.t.Ap

Eq. 5: PVA =

Sendo: w igual o peso da dgua que permeou a pelicula (g), L a espessura da pelicula (mm), A é
a area de permeacao (m2), t € o tempo de permeacdo (h) e Apé a diferenca de PVA entre os dois
lados do filme (kPa).

4.8.9 Anélise Estatistica

Os diferentes testes foram realizados em triplicatas e quintuplicatas. Os dados foram
depositados no programa Microsoft Excel 365®, e submetidos a analise estatistica por teste
ANOVA e Tukey utilizando o programa JAMOVI®, com 95% de confianca e p >0,05. Os

valores foram expressos em média + desvio padréo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Filmes polimeéricos com Xantana, Alginato de Sddio, Argila e concentraces de EAO

A figura 10 e 11 apresentam os filmes produzidos de Alginato de Sodio (AS), Alginato-
Xantana (AX), Alginato-Montmorilonita (AM), Alginato-Xantana-Montmorilonita (AXM), e
AXM com diferentes concentragOes de extrato aquoso de orégano de EAOY® (0,083; 0,207;
0,249; 0,332; 0,415; 0,622; 0,83; 1,2; 1,66 mg/mL), respectivamente.

Figura 10 — Filmes produzidos a partir de Xantana, alginato de soédio e argila
montmorilonita

AS AX AM

Legenda: AS: Alginato de sédio; AX: Alginato-Xantana; AM: Alginato-Montmorilonita; AXM: Alginato-
Xantana-Montmorilonita (Controle). Fonte: AUTORA (2023).

Figura 11 — Filmes produzidos a partir de Xantana, alginato de sédio, argila
montmorilonita e diferentes concentragdes de extrato aquoso de orégano (EAO)

AXM AXMEAO* AXMEAQ* AXMEAO® AXMEAO*

AXMEAO?® AXMEAOQ® AXMEAO’ AXMEAO? AXMEAQ®

Legenda: AXM: Alginato-Xantana-Montmorilonita (Controle): 1-9 (diferentes concentracfes de EAO) — mg/mL:
1- 0,083; 2- 0,207; 3- 0,249; 4- 0,335; 5- 0,415; 6- 0,622; 7- 0,83; 8- 1,2; 9- 1,66. Fonte: AUTORA (2023).

A analise macroscopica dos filmes, apds remocao da placa de Petri, revelou um padréo:

todos eram maledaveis e flexiveis; apresentaram um lado liso, continuo e sem fissuras, e 0 verso



36

sendo aspero e sem fissuras. Com excecdo do filme A (Figura 9), que demonstrou ser
visualmente mais semelhante a um pléstico sintético, foram facilmente removidas das placas.
Conforme o acréscimo de diferentes concentracdes de EAO (Figura 10), os filmes apresentaram
escurecimento visual da coloragdo, sendo o filme AXMEAQ? o filme mais escuro entre todas

as amostras, o que pode ser observado a partir do teste de Colorimetria descrito no item a seguir.

5.2 Teste de Colorimetria
O espaco de cor L*, a*, b*, conhecido como espaco de cor CIELAB, é amplamente

utilizado para avaliar as variacOes de cores, e estéa correlacionado com a percepgdo visual, sendo
muito utilizadas em industrias como: plastico, tintas, impressdo, alimentos e téxtil
(TAKATSUI, 2011). E como as propriedades de cor e brilho dos plasticos das embalagens estéo
geralmente associadas a imagem do produto, o que por sua vez, acaba por influenciar na
aceitacdo e venda para o consumidor que busca uma boa apresentacdo e transparéncia na
escolha do produto (PEREIRA, 2011; PAGNO et al., 2016, MONTEIRO, 2021). As diferentes
formulacGes dos filmes apresentaram diferentes resultados nos seguintes parametros:
luminosidade (L*) com variacdes entre cores claras (=100) e escuras (=0), variacdes de cores*
entre vermelho (+) e verde (-), variagdes de cor b* entre amarelo (+) e azul (-) e diferenga entre
cores (AE¥) a partir da média dos valores de L*, a* ¢ b* (Tabela 1).

Tabela 1 — Colorimetria dos biocompdsitos a base de Xantana, alginato de sddio, argila
montmorilonita e diferentes concentracdes de extrato aquoso de orégano (EAO).
Parametros de Cor

Filme L* a* b* AE*
Controle (AXM) 12,18 +0,089 1,00+0,06° 1,34+0,60° 0,8+ 0,40°
AS 276+1,38% 100+0,01° 056+0,28° 2,8+140°
AX 510+2,55 0,56+0,28° 0,32+0,16° 5,1+ 1,50¢
AM 8,26 + 4,13°" 0,36+ 0,18 0,08 +0,042  8,2+4,20%
AXMEAO! 2,68+1,34% 116+0,58F 0,96+0,48° 2,7+1,35°
AXMEAQ? 0,40+0,20° 0,24+0,12° 1,40+0,70° 0,4+ 0,20°
AXMEAQ? 3,14+157° 0,79+0,39° 056+0,28° 31+ 1,50«
AXMEAO* 2,04+1,02¢¢ 0,04+0,0228 3,00+1,50% 2,0+ 1,00
AXMEAOQO® 442 +221% 0,18+0,09° 4,08+2,04% 4,3+2,10%
AXMEAQ® 0,16 + 0,08 0,10+0,05° 2,26 +1,13*° 0,1+ 0,052
AXMEAO’ 0,60+0,30° 0,06+0,03 6,60+3,30% 0,4+ 0,20
AXMEAQ® 1,80 £ 0,90 0,54+ 0,27 3,10+1,55 1,8+ 0,90°
AXMEAQ?® 1,44 +0,72° 0,68+ 0,34% 10,68 +5,34° 0,6+ 0,30°

Legenda: AS: Alginato de sédio; AX: Alginato-Xantana; AM: Alginato-Montmorilonita; AXM: Alginato-
Xantana-Montmorilonita (Controle); 1-9 (diferentes concentra¢cdes de EAO) — mg/mL: 1- 0,083; 2- 0,207; 3-
0,249; 4- 0,335; 5- 0,415; 6- 0,622; 7- 0,83; 8- 1,2; 9- 1,66. As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna
ndo se diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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A partir da amostra controle (AXM) pode-se observar diminui¢cdo da Luminosidade-L*
conforme a variacdo da composi¢cdo do tipo de filme. A amostra AM apresentou maior
luminosidade entre as formulacgdes (8,26 + 4,13), e todas as amostras apresentaram tendéncia
de luminosidade para cores escuras, 0 que pode ser confirmado a partir dos resultados em a* e
b* que demonstrou uma variagéo de cores entre vermelho e amarelo, respectivamente.

Biocompdsitos a base de alginato de sddio ou xantana apresentam uma tendéncia a uma
transparéncia com tom levemente amarelado (GAO et al., 2017; PEREIRA et al., 2019), o que
pode ser observado e confirmado com os resultados obtidos neste trabalho. Os dados obtidos
se assemelham também aos de Jahed et al., (2017), Nawab et al.(2017) e Garcia-Betanzos et
al. (2017), confirmando o comportamento inicial de coloragdo amarelada que o alginato de
sodio, a GX, e os compostos fenolicos do EAO incorporados com a MMT produz.

Geralmente os involucros plasticos devem ter alto brilho e alta transparéncia para uma boa
apresentacdo visual dos produtos (NAWAB et al., 2017). Esses pardmetros também s&o
importantes para a caracterizacdo dos filmes, pois estdo relacionados com a matéria-prima
utilizada em sua elaboracéo.

A adicdo de diferentes concentracdes de EAO as combinagdes poliméricas (alginato de
sodio com ou sem montmorilonita e/ou xantana) influenciaram diretamente a diferenca total de
cor (AE*), sendo que cada concentracdo e composicao apresentou valores maiores diferentes a
partir da amostra controle-AXM, com excegdo das amostras AXMEAO: 2,6,7 e 9 (Tabela 1).
Assim, os dados confirmam que a cor original dos filmes biodegradaveis é influenciada
diretamente pelo tipo e pela concentracdo de compostos adicionados e que se ligam
estruturalmente as solugdes formadoras de filme (NAWAB et al., 2017).Além disso,
macroscopicamente no lado aspero dos filmes aparecem pequenos granulos de material ndo
dissolvido, o que pode ser mais bem observado nas caracteristicas morfoldgicas dos filmes

poliméricos que foram aplicados no teste de microscopia eletrénica de varredura (MEV) abaixo.

5.3 Teste de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia
Dispersiva por raio-x (EDS)

A MEV foi utilizada para verificar presenca ou auséncia de poros ou fissuras nos filmes
poliméricos. Na figura 12 estdo representadas as fotomicrografias das superficies das seguintes
formulagdes dos filmes poliméricos formados: AS, AX, AM, AXM, AMXEAQ! e AXMEAOQ®.

As imagens foram geradas com ampliacdo de 50 vezes.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996917305367?casa_token=RpMNz0rJH_QAAAAA:OBZlv_bq5PE_hTLy0rFyk9fit2obcQr4h_tMI7D-BCwCkX7851FNlGzeMS_DWcPjTzD0wNikPAU#!

38

Figura 12 — Fotomicrografias das superficies dos filmes polimericos.

SEM MAG: 50 x | VEGAS TESCAN  WD: 14.96 mm SEM MAG: 50 x L VEGA3 TESCAN|
Det: SE n SEM HV: 10.0 KV Det: SE 1 mm
Scan speed: 6 IFPA-Campus Bi: 9.00 Scan speed: 6 IFPA-Campus Belem

SEM MAG: 50 x L VEGA3 TESCAN  WD: 15.26 mm SEM MAG: 50 x VEGA3 TESCAN

Det: SE 1mm SEM HV: 10.0 KV Det: SE 1mm
Scan speed: 6 IFPA-Campus Belem Bi: 9.00 Scan speed: 6 IFPA-Campus Belem

SEM MAG: 50 x VEGA3 TESCAN  WD: 15.00 mm SEM MAG: 50 x VEGA3 TESCAN|
Det: SE SEM HV: 10.0 KV Det: SE
Scan speed: 6 IFPA-Campus Belem BI: 9.00 Scan speed: 6 IFPA-Campus Belem

Legenda: AS: Alginato de Sddio; AX: Alginato-Xantana; AM: Alginato-Montmorilonita; AXM: Alginato-
Xantana-Montmorilonita (Controle); AXM1-9 (diferentes concentragdes de EAQO) — mg/mL.: 1- 0,083, 9- 1,66.

Fonte: AUTORA (2023)

A imagem gerada do filme de AS (Figura 12) revela a formagéo de filme homogéneo,
com superficie lisa, uniforme e continua, indicando uma boa solubilizacdo de cada componente.
O que também pode ser observado nos filmes produzido a base de alginato de sédio e glicerol
de Farias (2018), e de alginato de Gongalves et al. (2019). No filme de AX, observa-se a
presenca de granulos de xantana ndo dissolvidos totalmente, porém com uma superficie lisa,
continua e sem presenca de poros, o que pode ser devido a uma boa reacdo das solugdes de
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xantana e alginato de sodio, pois estudos como de Spada et al. (2014) e Nejadmansouri et al.
(2020) com goma xantana e glicerol, apresentaram macroscopicamente uma estrutura lisa,
porém ao ser visualizada por MEV, observaram-se grandes quantidades de poros irregulares e
ndo uniforme.

Observa-se que a amostra AM também compartilha uma superficie lisa e uniforme, com
aparentes fissuras, porém com caracteristicas diferentes das amostras anteriores pois nao
apresentam rompimentos ou poros, mas sim pequenos granulos de argila montmorilonita. Esses
dados s@o semelhantes ao de Bourakadi et al. (2022) ao obter filmes de quitosana, alginato e
montmorilonita. As amostras AXM, AXMEAOQO! e AXMEAOQ?® apresentaram caracteristicas
morfoldgicas semelhantes: estrutura parcialmente lisa, com algumas elevagdes devido a argila
montmorilonita, porém nenhum rompimento ou fissura. A adicao de baixa ou alta concentracao
de EAO, isto é amostras AXMEAO! e AXMEAOQ?® respectivamente, no influenciou
visualmente na estrutura microscépica dos filmes.

A Espectroscopia de energia dispersiva por raios-x (EDS) integrada ao MEV é uma analise
semi-qualitativa e quantitativa que permite identificar os elementos quimicos presentes na
amostra, desde o carbono ao urénio com limite de deteccdo entre 0,1% e 0,5 % em massa,
emapeamento quimico de superficies de até sete elementos(VIERA et al., 2021). Dessa forma,
a partir das amostras utilizadas para 0 MEV, teste de EDS também foi aplicado conforme
observado na Figura 13 adiante.

O alginato de sddio é rico em sais minerais como sédio e calcio, o que pode ser observado
na imagem de AS (Figura 13) onde prevaleceu o aparecimento de Na, além de interacdes entre
carbono e oxigénio. Com a adigdo da goma xantana na amostra AX, houve interagdes entre sais
de célcio, sddio e ferro. Ja na amostra AM com a adic¢do de argila, verificou-se aparecimento
da molécula Si, provavelmente da interacdo de SiO propria da composicdo da argila
montmorilonita (MMT), além de ligacbes Ca, Fe, O, C e Na, sendo os trés altimos provenientes
também do alginato. Nas amostras de AXM, AXMEAO! e AXMEAQ® observaram-se
moléculas semelhantes das composi¢Oes das amostras anteriores, e na amostra de maior
concentracdo de orégano (AXMEAQ?®) observou-se um aparecimento de Cl, o que pode ser
proveniente dos sais de cloreto de sodio do alginato ou de interacfes entre componentes
quimicos do EAO, ja que o orégano utilizado neste trabalho foi um produto desidratado
comercialmente. Assim, para confirmar asinteracdes entre as composi¢des moleculares dos

biocompdsitos produzidos, foi realizado o teste de FTIR.
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Figura 13 — Espectroscopia de energia dispersiva por raio-x (EDS) dos biocompositos
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Legenda: AS: Alginato; AX: Alginato-Xantana; AM: Alginato-Montmorilonita; AXM: Alginato-Xantana-
Montmorilonita (Controle); AXM1-9 (diferentes concentragdes de EAO) — mg/mL: 1- 0,083, 9- 1,66.

Fonte: AUTORA (2023).

5.4 Andlise de Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR é uma ferramenta poderosa e versatil na avaliacdo da composi¢do molecular de
amostras, e no caso dos filmes aqui estudados, para a confirmacao dos componentes utilizados
na sua preparacao e visualizacdo de provaveis mudancas tanto na superficie quanto em seu
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interior. Na Figura 14 ¢é apresentado um espectro no infravermelho do biofilme AXMEAO.

Figura 14 — Espectro de FTIR do filme de AXMEAO.
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Fonte: AUTORA (2023).

Conforme o espectro FTIR da figura 14, destacam-se alguns picos: uma banda alargada
de grupo OH em 3422-3340 cm™, uma banda de estiramento larga em 1605 cm™ comum de
carbonila de &cido carboxilico, provavelmente vindo da goma xantana, como também
observado nos estudos de Pawlicka et al., (2019). Além disso, verifica-se as bandas de absor¢édo
de estiramento de C=C de anel aromético em aproximadamente 1413 cm™, vindo da interagdo
entre alginato e xantana Por fim, observa-se um estiramento de C-O de &cido carboxilico em
aproximadamente 1032 cm™* e dobramento =CH fora do plano em 815 cm de anel aromatico,
conforme também descrito por Rajesh & Siddaramaiah (2009).

Percebe-se que a incorporacdo da MMT ndo resultou em grandes diferengas espectrais,
ndo sendo possivel observar algumas ligagdes quimicas que compdem sua estrutura, Como o
grupo Si-O. Esse comportamento possivelmente se deu devido a baixissima quantidade
incorporada ao biofilme. Isso também foi observado nos estudos de Souza et al. (2019) com
filmes incorporados de quitosana e MMT, no qual constataram apenas pequenas mudangas nas
intensidades dos picos de absorcdo, justificando-as com a sobreposicéo de ligagGes quimicas.
Portanto, as pequenas mudancas nos espectros de FTIR obtidos com os biofilmes aqui


https://link.springer.com/article/10.1007/s10856-009-3774-5#auth--Siddaramaiah
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estudados devem-se a forte interacdo entre as moléculas dos seus diferentes componentes
(alginato, xantana, MMT e os compostos do EAQ).

5.5 Espessura

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados da espessura dos filmes obtidos, que variaram
entre 0,03 mm e 0,10 mm. Os filmes AS e AX se apresentaram como estatisticamente diferentes
da amostra controle AMX, sendo as amostras com os menores valores de espessura (0,04 +
0,002 e 0,03 = 0,003, respectivamente), contudo, essas pequenas variagdes entre a espessura

ndo afetam significativamente as demais caracteristicas dos filmes produzidos.

Tabela 2 - Espessura dos filmes produzidos a base de goma xantana, alginato de sddio,
argila Montmorilonita e diferentes concentracfes de EAO

Filmes Espessura (mm)
AXM (Controle) 0,090 + 0,001°
AS 0,040 + 0,002°
AX 0,030 + 0,003?
AM 0,070 +0,001°
AXMEAO! 0,090+ 0,001°
AXMEAQ? 0,070 + 0,001°
AXMEAQ? 0,080 + 0,005¢
AXMEAO* 0,090 + 0,001°
AXMEAQ® 0,090 + 0,004%
AXMEAQ® 0,080 + 0,008
AXMEAOQ’ 0,100 + 0,001
AXMEAQ? 0,100 + 0,003"
AXMEAQ® 0,100 + 0,001

Legenda: AS: Alginato de sédio; AX: Alginato-Xantana; AM: Alginato-Montmorilonita; AXM: Alginato-
Xantana-Montmorilonita (Controle); 1-9 (diferentes concentra¢cdes de EAO) — mg/mL: 1- 0,083; 2- 0,207; 3-
0,249; 4- 0,335; 5- 0,415; 6- 0,622; 7- 0,83; 8- 1,2; 9- 1,66. As médias seguidas por letras iguais na mesma
coluna nio se diferem entre si pelo teste de Tukey (©>0,05).

A espessura representa um dos principais parametros para definir a uniformidade dos
filmes, influenciando diretamente as demais propriedades. Depende diretamente do método de

preparagéo, temperatura, quantidade de solugdo vertida nas molduras e do nivelamento da
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superficie durante a secagem (FERNANDEZ-MARIN et al., 2020). Dessa forma, para obter
filmes com espessuras mais proximas possiveis, a mesma quantidade de amostra deve ser

utilizada em placas de tamanho assemelhado e sem inclinagéo da superficie onde séo preparadas
(REZVANIAN et al., 2016).

5.6 Propriedades mecéanicas: Elasticidade, Tenséo e Deformacéio

Na Tabela 3 podem ser observadas as propriedades mecénicas dos filmes aqui
estudados, como mddulo de elasticidade (E), tensdo méxima (o_MAX), tensdo na ruptura
(¢_RUP) e deformacdo maxima (D_MA). A elasticidade (E) apresentou comportamentos
diferentes entre as composicdes e, principalmente, entre as concentracbes de EAO incorporadas
(Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito das propriedades mecanicas em diferentes tipos de filmes.

Propriedades Mecanicas

Filme E (Mpa) o_MAX (Mpa) D_MAXx (mm) o RUP (Mpa)
AS 1555,6 + 17,99 36,81 +1,012 2,90+0,20° 37,20 + 0,40¢
AM 892,10 + 15,14 1286+1,87° 1,40+0,90° 12,60+ 1,707
AX 1110,08 + 42,8¢f 09,21+3,69° 1,06+0,10° 8,19 + 3,902

AXM (C) 1195,82 +11,9° 16,60 +1,60° 3,30+0,10¢ 16,02 +1,60°
AXMEAO! 916,21 + 13,9° 916,2 + 44,9 1,90 +0,70° 14,30 + 0,80°
AXMEAQ? 1040,39 +77,7¢ 1040,3+51,1¢ 2,02+0,60° 14,70 +0,60°
AXMEAQ?3 842,167 + 17,6° 84216 +41,2¢ 212+0,50° 13,20+ 1,30°
AXMEAQO* 919,83 + 13,70¢ 919,80 +45,1¢ 2,13+0,50° 28,80 * 6,301
AXMEAQS 1052,09 + 71,8¢ 1052,09 + 51,77 1,06 £+0,10° 15,10 + 0,40°
AXMEAQS 1064,90 + 65,4¢ 1064,90 + 52,47 0,71 +0,01* 12,60 + 1,602
AXMEAOQ’ 619,242 + 28,82 619,70 £30,1¢ 1,02+0,10° 7,67 + 4,102
AXMEAQ? 889,760 + 15,3" 889,76 +43,6 1,30+0,10° 14,60 +0,70°
AXMEAQ?® 1709,06 + 25,6" 1709,06 + 84,6" 1,11+0,10° 23,90 + 3,904

Legenda: AS: Alginato de Sédio; AX: Alginato-Xantana; AM: Alginato-Montmorilonita; AXM: Alginato-
Xantana-Montmorilonita (Controle); 1-9 (diferentes concentracdes de EAO) — mg/mL: 1- 0,083; 2- 0,207; 3-
0,249; 4- 0,335; 5- 0,415; 6- 0,622; 7- 0,83; 8- 1,2; 9- 1,66. o MAX: Tensdo Méaxima; ¢_RUP: Tensdo na ruptura,
D_MAX: Deformacdo méxima. As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nio se diferem entre
si pelo teste de Tukey (p>0,05).

De acordo com Teixeira (2019), as propriedades mecénicas dos plasticos definem sua
capacidade de proteger os alimentos de danos fisicos, e as condi¢cbes de barreira sao
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influenciadas pelas condi¢gbes ambientais e tipo de material incorporado. A Elasticidade,
também conhecida como modulo de Young (E), € um indicador da rigidez de um filme
polimérico. Portanto, quanto maior a rigidez menor serd deformacédo elastica resultante da
aplicacdo de uma tensdo (CALLISTER, 2007). Neste estudo, observou-se que os filmes com
maiores elasticidade foram: AXMEAQ?® (1709,06 + 25,6 Mpa), AS (1555,6 + 17,9 Mpa),
AXMEAOQ® (1064,90 + 65,4 Mpa) e AXMEAO®(1052,09 + 71,8 Mpa). A amostra AXMEAOQ?,
que possui a maior concentracdo de extrato de orégano em sua composic¢éo, foi 0 que apresentou
a maior elasticidade em comparacgédo ao controle AXM (1195,82 + 11,9 Mpa), podendo estar
relacionado com a adi¢cdo e maior concentracdo de EAO em sua amostra. Estes dados
apresentaram caracteristicas semelhantes aos estudos de Yang et al. (2018) que desenvolveram
filmes a base de alginato de sodio.

Em relacdo a tensdo maxima (c_MAX), o filme que apresentou o menor valor foi AX
(09,21 + 3,69 Mpa) e, assim como no teste de elasticidade, o filme AXMEAQ®(1709,06 + 84,6
Mpa) foi o de maior tensio, seguido por AXMEAOQ® (1052,09 + 51,7 Mpa). Entretanto, ndo é
observado um padrédo entre a quantidade incorporada do EAO nos diferentes tipos de filmes
produzidos neste trabalho (Tabela 3). A o_MAX é a condicdo limite de um material polimérico
dentro de sua capacidade de tensdo final, ou seja, é o limite empregado ao material para que ele
nao crie nenhum “dano”, como deformagao ou qualquer tipo de “trinca”, de modo que quanto
maior o valor de o_MAX menos fragil e mais polimérico o material sera (ZEEMAN, 2016).

Observa-se que ao incorporar argila montmorilonita (MMT) ao alginato de sédio, sua
o_MAX diminuiu de 36,81 + 1,01 Mpa para 12,86 + 1,87 Mpa, e 0 mesmo padrdo ocorreu apos
a adicdo da goma xantana na solucdo de alginato (09,21 + 3,69 Mpa). Entretanto, as diferentes
concentracfes de EAO a combinacdo dos polimeros com MMT (AXM) aumentaram a tenséo,
ou seja, a adicdo destes componentes afeta significativamente a resisténcia a tensdo. Estudos
semelhantes ocorreram nas pesquisas efetuadas por Balasubramanian et al. (2019) e Chen et al.
(2022), ao incorporarem xantana e nanocompositos de TiO2 e metilcelulose, detectando-se um
aumento de tenséo de 40,5-56,1 Mpa e de 44,92 + 1,56 Mpa, respectivamente.

A ductilidade (flexibilidade) do polimero é influenciada diretamente pela fragilidade
(quanto mais fragil menos ductil). Na fratura dactil, o material apresenta maior resisténcia e se
deforma plasticamente sem recuperacdo antes de sofrer fratura. Portanto, quanto maior a
resisténcia a moldagem, maior o alerta para a fratura ductil e deformagéo permanente (SILVA
et al., 2017). Assim, entre os filmes estudados, o biofilme AXMEAQ? foi 0 mais ductil.

As taxas de deformacgdes apresentaram diferengas entre as formulagGes. A maior

deformacéo foi da amostra controle (AXM) com 3,30 £ 0,16 mm, seguido por filmes de AS
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(2,90 £ 0,2 mm) e AXMEAO* (2,13 = 0,5 mm). Como nem sempre esses parametros
apresentardo comportamento diretamente proporcional, tais diferencas ndo se afetam
significativamente entre si (Apéndice). Por outro lado, as taxas de deformacao (D_MAX) podem
influenciar o comportamento mecanico de um polimero (CANAVEROLO, 2006), como por
exemplo, as variacOes de temperatura ou a adicdo da matéria-prima para elaboracéo do filme
ativo, que podem torna-lo maleavel. Assim, € necessario otimizar formula¢fes que suportem
essas variacdes. Com relacdo a Tensdo da Ruptura (6_RUP), que é o momento final em que o
polimero suporta a tenséo para se romper, os filmes com as maiores ¢_RUP foram: AS (37,2 +
0,4 Mpa), seguido por AXMEAO* (28,8 * 6,3 Mpa) e AXMEAQ® (23,9 + 3,9 Mpa).

5.7 Intumescimento e Permeabilidade ao VVapor de Agua

Conforme a Tabela 4 a seguir, as taxas de intumescimento neste trabalho foram
relativamente altas, variando entre 58-2603% entre as composic¢des. Apos a incorporacdo do
EAO nos filmes de AXM, o filme AXMEAOQ?® (2603,56 + 99,1%) e AXMEAO! (73,6 + 0,27%)
apresentaram o maior e menor valor, respectivamente. Também se verificou que as diferentes
composicdes dos filmes estudados sofreram variagéo de PVA (Tabela 4) entre 0,0010-0,0018
g.mm/h.m2.kPa, sendo que a incorporagao das diferentes doses de EAO aumentou sua PVA a
partir da amostra controle AXM (0,0010 + 0,0001 g.mm/h.m2.kPa).

Tabela 4 — Intumescimento e Permeabilidade ao vapor de 4gua dos biocompositos.

Filme Intumescimento (%) PVA (g.mm/h.m2.kPa)
AS 86,2 + 0,262 0,0012 + 0,0001°
AM 58,02 + 0,58° 0,0011 + 0,0002°
AX 58,23 + 0,28° 0,0013 + 0,0001°

AXM (C) 621,03 +0,86" 0,0010 + 0,0001%
AXMEAO! 73,60 + 0,27° 0,0017 + 0,0001¢
AXMEAO? 161,29 + 0,22¢ 0,0016 + 0,0001¢
AXMEAO?3 388,86 + 1,16 0,0017 + 0,0001¢
AXMEAO* 640,50 + 9,70' 0,0018 + 0,0002¢
AXMEAO® 338,79 + 1,41° 0,0015+ 0,0001°
AXMEAO® 589,90 + 1,569 0,0016 + 0,0001¢
AXMEAO? 663,13 + 2,10/ 0,0017 +0,0001¢
AXMEAO? 814,90 + 9,60 0,0014 + 0,0001
AXMEAQ?® 2603,56 + 99,10 0,0015 + 0,0001¢

Legenda: AS: Alginato de Sédio; AX: Alginato-Xantana; AM: Alginato-Montmorilonita; AXM: Alginato-
Xantana-Montmorilonita (Controle); 1-9 (diferentes concentracdes de EAO) — mg/mL: 1- 0,083; 2- 0,207; 3-
0,249; 4- 0,335; 5- 0,415; 6- 0,622; 7- 0,83; 8- 1,2; 9- 1,66.As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna
ndo se diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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O intumescimento esté relacionado a quantidade de agua que um filme seco absorve
ap6s um determinado tempo, e filmes a base de polissacarideos como a goma xantana e
alginato, com carater hidrofilico, tendem a apresentar altas taxas de absorcdo de agua em
condicdes umidas (NAGARAJAN et al., 2014). Além disso, aamostra controle AXM contendo
as duas solucgdes de alginato, xantana e orégano foi a quinta maior taxa (621,03 + 8,6%),
confirmando que a presenca de grupos hidroxila (grupos polares) nos componentes poliméricos
pode conferir maior natureza hidrofilica aos filmes e que houve alguma ligacéo, até 0 momento
desconhecida, entre os componentes do extrato que demonstrou que o aumento do
intumescimento ndo esta diretamente proporcional com o aumento da concentracdo de EAO

incorporada nos filmes.

De acordo com Silva et al. (2016), os polimeros flexiveis sdo classificados de acordo
com os valores de permeabilidade ao vapor de agua (PVA). E para filmes produzidos a base de
materiais poliméricos degradaveis é importante determinar as propriedades de barreira, como a
PVA, devido a sua estreita relacdo com reacdes de deterioracdo em alimentos. E desejével,
portanto, que apresentem baixa PVA para evitar ganho de umidade, o que favorece a formacéo
de grénulos e crescimento microbiano, além de deteriorar o aspecto e sabor do alimento
(SILVA, 2011). Os filmes que apresentam valor de PVA entre 0,4 e 4,2 g.mm/h.m2.kPa séo
considerados ineficazes, os que sdo considerados de eficacia moderada enquadram-se entre
0,004 e 0,4 g.mm/h.m2.kPa, e entre 4x10™ e 4x10° sdo os filmes considerados eficazes para
serem considerados embalagens (ASTM E96-00, 1996). Portanto, neste trabalho todos os
filmes podem ser considerados eficazes devido ao seu baixo valor de PVA.

5.8 Umidade e Solubilidade

Os filmes apresentaram teor de umidade (Tabela 5) entre 41,14-80,5%, sendo a
amostra AXMEAQ? a de maior umidade (80,5%). A amostra AXMEAQ?® que antes apresentou
otimos resultados em propriedades mecanicas, aqui apresentou o segundo menor teor de
umidade entre todos os resultados (43,09%). Esses resultados também mostram que apos
incorporar as concentracOes de EAO, a partir da amostra controle AXM (76,06 £ 14,08),
apresentaram diferentes resultados com aumento e diminuicdo da umidade variando entre
43,09-80,5%.
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Tabela 5 - Teor de umidade dos filmes produzidos & base de goma xantana, alginato de
sodio, argila Montmorilonita e diferentes concentragdes de EAO

Filmes Umidade (%)
AXM (Controle) 76,06 + 14,08°
AS 46,78 + 0,50°
AX 41,14 + 3,372
AM 47,90 + 4,70°
AXMEAO! 67,65 + 9,88¢
AXMEAQ? 80,50 + 1,62°
AXMEAQ? 61,11 + 6,61¢
AXMEAQ* 71,70 + 11,90°%
AXMEAQ® 73,90 + 13,02%
AXMEAQ® 65,50 + 8,80¢
AXMEAQ’ 47,65+ 0,12
AXMEAQ® 50,08 + 1,09°
AXMEAQ?® 43,09 + 2,04

Legenda: AS: Alginato de sédio; AX: Alginato-Xantana; AM: Alginato-Montmorilonita; AXM: Alginato-
Xantana-Montmorilonita (Controle); 1-9 (diferentes concentrages de EAO) — mg/mL™: 1- 0,083; 2- 0,207; 3-
0,249; 4- 0,335; 5- 0,415; 6- 0,622; 7- 0,83; 8- 1,2; 9- 1,66.As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna
néo se diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Segundo Cerqueira et al. (2012), a umidade dos filmes designa a fracdo de &gua em sua
estrutura - quanto mais umido um filme biodegradavel, mais soltvel serd. O que é possivel
comprovar nesse trabalho, visto que ao realizar os testes de Solubilidade com diferentes
protocolos, todos os filmes se dissolviam em dgua em menos de 5 minutos, ndo podendo entéo
determinar seu teor de solubilidade exata. Estudos como o de Lima (2017) relataram que os
filmes a base de materiais polissacarideos, como a goma Xantana, apresentam propriedades

interessantes como as mecanicas e opticas, no entanto, exibem alta sensibilidade a umidade.

5.9 Testes biologicos do revestimento de camardes: atividade antimicrobiana, capacidade
antioxidante e contetdo de fenois e carotenoides totais

5.9.1 Atividade antimicrobiana do EAO e biofilme

A Figura 15 apresenta o aspecto das culturas de E. coli e P. aeruginosa frente,



48

respectivamente, a diferentes concentracdes do EAO e aos filmes com ele incorporados, pelo
teste de Kirby-Bauer. Verificou-se que, nas concentragdes utilizadas, ndo houve atividade

antimicrobiana para nenhuma das bacteérias testadas.

Figura 15 — Teste de sensibilidade ao EA e ao biofilme produzido

Legenda: A: Estirpe de Escherichia coli frente a diferentes concentracfes do Extrato Aquoso de Orégano (EAO).
Disco 1: 83 ug de EAO, Disco 2: 66 ug de EAO, Disco 3: 41 ug de EAO, Disco 4: controle positivo - 30 pg de
Amicacina, Disco 5: controle negativo — 1 mL de agua destilada. B: estirpe de Pseudomonas aeruginosa frente a
tiras de filmes. Nameros 1 e 2: tiras de filme 1x1 cm, NUmero 3: controle positivo - 30 pg de Ofloxacina, Nimero
4: controle negativo — 1 mL de agua destilada.

Fonte: AUTORA (2023).

Alvarenga et al. (2007) e Matos et al. (2016), utilizando 0 EAO, e Karakaya et al. (2011),
trabalhando com o 6leo essencial de orégano (OEO), em teste semelhantes, também néo
detectaram halo de inibicdo da bactéria S. aureus. Porém, estudos como de Stojkovic et al.
(2013) e Campos et al. (2022) com OEO concentrado, revelaram agdo antimicrobiana in vitro
contra estirpes de E. coli e S. aureus isoladas de queijo. Da mesma forma, Scandorieiro et al.
(2016) verificaram que o OEO incorporado a nanoparticulas de prata atuou na reducdo das
coldnias de varios isolados Gram-positivos e Gram-negativos, inclusive contra bactérias
multirresistentes, como Acinetobacter baumannii, embora essa funcdo provavelmente se deva

mais a nanoparticula de prata do que ao OEO.

5.9.2. Capacidade antioxidante e contetdo de fendis totais (FT) do extrato aquoso de orégano
(EAO) e de biofilmes preparados a partir de xantana/alginato/EAO

De acordo com Peres (2019), a porcentagem de captura de radicais livres ou doadores
de hidrogénio que entram em contato com amostras e que resultam em descoloracdo da solugao

do material avaliado é indicativa de potencial antioxidante, isto é, quanto maior seu valor, maior
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sera a capacidade antioxidante. Portanto, o resultado obtido neste estudo (Tabela 6) com 0 EAO
produzido (62,00 +2,10%) é promissorcomo antioxidante.

Conforme observa-se na Tabela 6, 0 EAO preparado apresentou uma concentracdo de
fendlicos totais (FT) de 0,25 mg EAG.mL™? (equivalentes mg de acido galico por mL). Este
valor € superior aos encontrados por Gongalves et al. (2015) e Peres (2019) em seus estudos
com 0 mesmo tipo de extrato (respectivamente 0,016 e 0,041 mg de EAG.mL™).

Tabela 6 — Conteddo de compostos fenolicos totais (FT) em equivalentes mg de acido
galico/mL? (AAG/mL™) e capacidade antioxidante (%) através do sequestro do radical
DPPH do extrato aquoso de orégano (EAO).

Andlises Valores
Capacidade antioxidante (% da descoloracdo- DPPH) 62,00 = 2,10
FT (mg EAG. mL?) 0,25+ 0,01

A atividade antioxidante por DPPH sugere que o EAO tem potencial de captar
radicais livres e, portanto, pode ser incorporado em filmes com finalidade preservante. Além
disso, o uso de “embalagens ativas” ¢ uma opc¢do de armazenamento que oferece menos riscos
de contaminacdo e maior margem de seguranca e qualidade, prolongando a vida util dos
alimentos, por exemplo. Assim, € relevante avaliar a incorpora¢do de EAO em biofilmes a fim
deinvestigar a atividade antioxidante/contetido de FT.

A Tabela 7, portanto, apresenta esses mesmos parametros obtidos nas analises das
solugdes contendo alginato, xantana e diferentes concentracbes do EAO, utilizadas para
producdo de filmes ativos. Com excecdo do filme AXMEAQS®, a atividade antioxidante dos
filmes contendo as diferentes concentracGes de EAO, medida pelo teste do DPPH, variou de
58,68% a 87,5% (Tabela 7). Estudos de Roshandel-Hesari et al. (2022), com filmes
incorporados com argilas e extrato de orégano, apresentaram dados semelhantes ao do presente
trabalho, com média de reducéo de 56% de radicais livres.

Os compostos fenolicos compdem um grupo amplamente difundido na natureza, sendo
gue mais de 10.000 deles ja foram identificados como metabdlitos/pigmentos de plantas,
normalmente derivados de mecanismos de defesa contra vias externas. Em relagdo ao conteudo
de FT, o maior indice desse pardmetro (0,752 + 0,16mg EAG.mL™?) nio esta diretamente
relacionado com a maior concentracdo do EAO (1,66 mg) incorporada ao filme e nem com a

maior atividade antioxidante obtida.
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Tabela 7 - Contetudo de compostos fendlicos totais (TF) em equivalentes mg de &cido gélico
por mL (EAG.mL™?) e capacidade antioxidante (%) através do sequestro do radical DPPH
(no tempo de retengdo de 15 minutos) dos biofilmes produzidos.

Biofilmes DPPH (%) Fenolicos Totais (mg EAG/mL™)
AXMEAO ! 61,93 + 2,65° 0,384 + 0,022
AXMEAOQ 2 71,56 +2,13° 0,625 + 0,01°
AXMEAOQ 3 77,49 + 5,09% 0,639 + 0,02°
AXMEAO* 58,68 + 4,312 0,648 + 0,02°
AXMEAO® 60,54 + 3,38° 0,552 + 0,03°
AXMEAOQ 8 47,11 + 10,092 0,752 + 0,16f
AXMEAO 87,55 + 10,12¢ 0,745 + 0,03f
AXMEAOQ 8 78,26 + 5,484 0,702 + 0,03¢
AXMEAO?® 62,79 + 2,25° 0,721 + 0,03¢

Legenda: AXMEAQO: Solugdo de Alginato/Xantana contendo argila Montmorilonita e Extrato Aquoso de Orégano
(EAO) em diferentes concentragdes (mg/mL1): 10,083; 20,207; 30,249; “0,332; 50,415; ©0,622; 70,83; 81,2; °1,66.
As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo se diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Assim, o conteido de FT no filme contendo a maior concentracdo de EAO (1,66 mg),
isto é, AXMEAQ?®, foi de 0,721 + 0,03 mg EAG.mL™, e tal filme apresentou 62,7% de
capacidade antioxidante. Considerando os valores estatisticamente iguais para concentracdo
fenolica superior, o filme mais ativo nesse quesito e em capacidade antioxidante foi o
AXMEAOQ’ (0,745 + 0,03 mg EAG.mL™? , 87,55 + 10,12%). Portanto, no geral, a partir da
adicdo de 0,622 mg.mL* de EAO, altas capacidades antioxidantes foram obtidas sem mudancas

significativas no teor de fenois.

5.9.3 Carotenoides totais e atividade antioxidante do extrato etandlico de filés de camarao Vila
Franca (Litopenaeus schmitti) revestidos com os biofilmes antes do congelamento (30

dias), e deteccdo de coliformes termotolerantes

Em relacdo a detecgdo de coliformes termotolerantes, ndo foram detectadas amostras
positivas entre os tratamentos dos files de camardo n natura ou cozidos e submetidos a
revestimento com as formulac6es de biofilme ou com o plastico sintético, e incubados por 30
dias sob congelamento (Figura 16). Em relacdo ao contetdo de carotenoides totais e atividade
antioxidante nos extratos etanolicos obtidos desses camardes, os resultados podem ser

visualizados na Tabela 8.
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Figura 16 — Representacdo do teste de revestimento de solugdes dos biopolimeros em
camardes cozidos e in natura apdés 30 dias sob congelamento

3 ':_:_' S ‘ ———
Legenda: A: Filé de camardo cozido revestido com solugdo AXMEAO: Solucédo de Alginato/Xantana contendo
argila Montmorilonita e Extrato Aquoso de Orégano (EAQ)®1,66. B: Filé de camardo in natura revestido com
solucdo de AXM.

Fonte: AUTORA (2023).

No grupo de filés de camardo cozidos, as amostras embaladas com plastico sintético
(PL) apresentaram contetido de carotenoides totais de cerca de 0,0537 + 0,004 mg.mL?,
enquanto a amostra revestida com AXMEAO?® (0,0116 + 0,004 mg.mL™), que apresenta a maior
dose de EAO (1,66 mg), teve o menor conteldo desses compostos. Em amostras de filés in
natura, o revestimento controle PL (0,1914 + 0,004 mg.mL™) também favoreceu uma menor
deterioracdo dos carotenoides totais, sendo que a amostra AXM, que ndo contém EAO
apresentou 0 menor teor dessas substancias (0,1452 + 0,001 mg.mL™).

Além disso, nas solucBes de revestimento AXM e AXMEAO! o conteddo de
carotenoides totais foi estatisticamente semelhante (Tabela 8). Observou-se que as amostras in
natura de filés de camardo revestidos na solucéo de biofilme AXMEAQ?® apresentou a maior
atividade antioxidante entre todas as testadas (98,21 + 1,10%), enquanto a amostra cozida
revestida com o mesmo biofilme (AXMEAQ®) foi a de menor capacidade antioxidante, e a
Unica estatisticamente diferente das demais.
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Tabela 8 - Teor de carotenoides totais (mg.mL™?) da massa de filés de camardes Vila
Franca (Litopenaus schmitti) (in natura e cozido) revestidas em solucdes de biofilme
mantidas por 30 dias sob congelamento

Tratamento Revestimento DPPH (%) Carotenoides_lT SEE
(mg.mL™)

AXM 97,68 £3,70° 0,0134+ 0,0012
_ AXMEAOQ! 96,03 +0,80° 0,0134 + 0,0012
Cozido AXMEAO® 93,66 +2,00° 0,0116 + 0,0042
PL (C) 97,68 +0,01° 0,0537 + 0,004°
In natura AXM 95,50 + 0,032 0,1452 + 0,001°
AXMEAO! 95,70 + 0,012 0,1488+ 0,006¢
AXMEAO? 98,21 +1,10° 0,1548 + 0,003¢
PL (C) 95,50 + 0,012 0,1914 + 0,004f

Legenda: C: Controle; PL: Plastico Sintético; AXM: Alginato-Xantana-Montmorilonita; AXMEAO: Solucéo de
Alginato-Xantana-Montmorilonita e Extrato Aquoso de Orégano (EAO) em concentragdes (mg/mL'l): 10,083 e
91,66. As médias seguidas por letras iguais na mesma coluna niio se diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Os carotenoides sao isoprendides sintetizados por todos 0s organismos fotossintéticos e
considerados pigmentos naturais com alta atividade antioxidante (BOTELLA-PAVIA &
RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006). Os camardes podem acumulé-los por meio da ingestdo
de pequenos animais que consomem microalgas marinhas ou elas préprias. Dessa forma, quanto
maior o teor de carotenoides que um extrato etandlico de filé de camaréo, espera-se que maior
seja sua atividade antioxidante e menor o tempo de degradacdo do alimento (MESQUITA et
al., 2017). Neste trabalho, os extratos das amostras de filé de camardo embaladas em plastico
sintético apresentaram um teor maior de carotenoides totais do que o dos camardes revestidos
nos biofilmes, ou seja, 0 plastico sintético preservou mais o alimento da rea¢éo que leva a sua
degradacdo. No entanto, a concentracdo em geral desses compostos ndo foi tdo expressiva, e
provavelmente isso se deve ao método de extracdo utilizado, ja que o volume de etanol utilizado
e seu grau de pureza podem ter interferido no processo. A astaxantina, um carotenoide com
muitas ramificagbes -OH, corresponde a mais de 90% dos carotenoides de camardes, e
certamente um extrato hidroetanolico favoreceria melhor a extragdo. Além disso, o volume do
solvente utilizado talvez devesse ser muito maior para lavar toda pigmentacéo dos residuos dos
camardes, haja visto ter sido utilizado um liquidificador ao invés do ultraturrax. Além disso,
poderia ser posteriormente concentrado antes das analises. Entretanto, & também necessario que

outras formulagdes do biopolimero em estudo sejam testadas para o revestimento dos filés de
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camardo, visando analisar qual exerce melhor o papel de preservadora do conteldo de
carotenoides totais.

Sabe-se que ao serem cozidos em alta temperatura os filés ndo sé liberam os
carotenoides das carotenoproteinas, mas pela reducdo de agua das células seu teor eleva-se,
assim como outras biomoléculas organicas (PEDROSA & COZZOLINO, 2001). Esse fato foi
evidenciado no ensaio, visto que os extratos das amostrada cozidas apresentaram teores de
carotenoides totais maiores que 0s das amostras in natura. Além disso, observou-se que apesar
do teor de carotendides totais menor nos extratos de filés in natura do que nos extratos dos filés
cozidos, ap0s o revestimento de biofilme hove um aumento na atividade antioxidante desse
mesmo grupo, principalmente no tratamento AXMEAQ® que possui mais EAO, fato que ndo
ocorreu no tratamento das amostras cozidas. Pode-se entdo dizer que apesar da baixa
concentracdo de antioxidantes iniciais nos camardes in natura, apds a incorporacdo do
revestimento de filmes com EAO, a atividade antioxidante foi potencializada a ponto de retardar
sua decomposicdo e, consequentemente, aumentar o tempo de vida de prateleira desses filés in

natura.

Além disso, o conhecimento das condi¢fes higiénicas e sanitarias em que o alimento é
exposto, € um importante parametro para determinar os riscos que o consumo desses alimentos
pode oferecer a saude do consumidor (EVANGELISTA-BARRETO et al., 2016; CHAGAS et
al., 2019), sendo necessario a avaliacdo microbioldgica desses alimentos, como o teste para
grupo coliforme que esteja de acordo com o padrdo para consumo estabelecido pelo Resolugéo
da Diretoria Colegiada N° 12, de 02 de Janeiro de 2001 da ANVISA (BRASIL, 2001). Assim,
foi realizado o teste para o grupo coliforme das amostras revestidas de camardes cozidas e in
natura em 30 dias de congelamento, no qual, nenhuma amostra apresentou turvacgao, presenga

de gés, ou colbnias bacterianas visiveis apds 48h de incubacao.
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6. CONCLUSOES

A partir da mistura de goma xantana, alginato de sodio e argila montmorilonita,
incorporada com 09 diferentes doses de extrato de orégano, foram produzidos 13 diferentes
biocompositos, no quais todos apresentaram boas propriedades mecénicas e facil manuseio
como plastico biodegradavel. Além disso, ao incorporar a maior dose de EAO ao filme, a
elasticidade e tensdo aumentaram, indicando que a amostra AXMEAOQ? foi a formulagio mais
forte e eléstica de todas as testadas.

Também se constatou que a medida que diferentes doses de EAO foram adicionadas,
ndo houve mudancas tdo acentuadas no teor de fendis, provavelmente porque a concentracdo
do EAO, rico nesses compostos, ndo era tdo elevada nos volumes utilizados. Ao ter contato
com agua, os filmes poliméricos apresentaram alta solubilidade, o que dificulta seu uso como
embalagem pléstica de alimentos umidos, como é o caso dos pescados como camardo, sendo
mais indicado como solucgéo de revestimento, assim como o aperfeicoamento de sua formulacéo
para embalagem plastica (aumentando a porcentagem de alginato de sodio reticulado com
montmorilonita e diminuindo a de xantana).

No ensaio de revestimento de camardes com a solugdo do biocompdsito com EAO na
maior dose testada, houve um aumento da atividade antioxidante do produto em relagdo ao
controle. Considerando também que nos filés revestidos (pré-cozidos cozidos ou in natura) e
congelados por 30 dias, ndo houve, por exemplo, deteccdo de bactérias do grupo coliforme
termotolerante, os resultados demonstram a potencialidade do aperfeicoamento desses
biopolimeros a base de xantana, alginato de sodio, argila montmorilonita e especiarias para
impedir a deterioracdo de alimentos, especialmente se forem nao imidos, ou como revestimento

protetor em alimentos imidos.
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Legenda: AS: Alginato de sddio; AX: Alginato-Xantana; AM: Alginato-Montmorilonita; AXM: Alginato-
Xantana-Montmorilonita (Controle); 1-9 (diferentes concentragdes de EAO) — mg/mL™: 1- 0,083; 2- 0,207; 3-
0,249; 4- 0,335; 5- 0,415; 6- 0,622; 7- 0,83; 8- 1,2; 9- 1,66.

Fonte: AUTORA (2022).



