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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do extrato polissacaridico (POP) obtido do
cogumelo Pleurotus ostreatus nas propriedades tecnoldgicas de filmes de gelatina de peixe.
As condigdes otimizadas deste estudo foram: 3.0% de gelatina (GA), 6.26% de plastificante
e 1.0% de extrato polissacaridico (POP). Nessas condi¢fes foi possivel obter valores de
5.30x10* g.m.m-2.s-1.Pa-t para PVA, 17.78% para resisténcia a tracdo e 15.56% para
elongacdo. O filme otimizado (POP-GA) apresentou atividade antioxidante, caracteristicas
visuais e estruturais adequadas, conforme foi demonstrado pelas anélises de FTIR, XDR e
SEM. Portanto, as propriedades tecnoldgicas encontradas no filme com extrato
polissacaridico e gelatina, apresentam potencial para a aplicacdo na industria de alimentos,

assim como na farmacéutica.

PALAVRAS-CHAVE: Filme biodegradavel; Propriedades tecnoldgicas; Gelatina de peixe;

Polissacarideo; Pleurotus ostreatus;
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ABSTRACT

The aim of this papert was to evaluate the influence of the polysaccharide extract (POP)
obtained from the mushroom Pleurotus ostreatus on the technological properties of fish
gelatin films. The optimization conditions of this study were: 3.0% gelatin (GA), 6.26%
plasticizer and 1.0% polysaccharide extract (POP). Under these conditions it was possible
to obtain values of 5.30x10-11 g.m.m-2, s-t.Pa-1 of WPV, 17.78% of tensile strength and
15.56% of elongation. The optimal film (POP-GA) showed antioxidant activity, adequate
visual and structural characteristics, as demonstrated by FTIR, XDR and SEM analyzes.
Therefore, the technological properties found in the film with polysaccharide extract and
gelatin, have potential for application in the food industry, as well as in the pharmaceutical

industry.

KEYWORDS: Biodegradable film; gelatine; Mechanical properties and barrier; Pleurotus

ostreatus
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1. INTRODUCAO

O beneficiamento do pescado gera grandes quantidades de subprodutos durante as
etapas de processamento, que muitas vezes sdo descartados provocando graves problemas
ambientais. subprodutos como peles, cabegas, escamas, visceras e nadadeiras alcangam
cerca de 70% e somente 30% s&o de produtos beneficiados, sendo reflexo de um setor carente
de tecnologias que visem seu aproveitamento (AGUIAR; LIMBERGER & SILVEIRA,
2015). A pele de peixe vem sendo utilizada como matéria prima para a extragédo de gelatina,
que é uma proteina fibrosa proveniente da hidrolise térmica parcial do colageno, que €
composta por aproximadamente 19 aminodcidos, com alto teor de glicina, prolina e
hidroxiprolina. (GOMEZ-GUILLEN et al., 2002).

A gelatina apresenta alto potencial tecnoldgico para diversas aplicacdes,
principalmente na industria de alimentos, para producdo de filmes biodegradaveis
(NILSUWAN; BENJAKUL & PRODPRAN, 2018; HANANI; YEE & NOR-KHAIZURA,
2019; PRATEEPCHANACHAI et al., 2019). Filmes biodegradaveis sdo materiais que
apresentam fina espessura, produzidos a partir de macromoléculas biologicas, como
polissacarideos, lipideos e proteinas ou pela combinacdo destes. Sdo desenvolvidos para
reduzir os impactos ambientais causados pelo uso recorrente do pléstico convencional
derivado do petréleo (ARAUJO et al., 2018).

A adicdo de compostos com propriedades bioativas na matriz de filmes
biodegradaveis vem sendo amplamente estudada, pois podem contribuir com as
propriedades mecénicas e de barreira, assim como, atribuir propriedades antioxidantes
importantes para evitar a degradacdo oxidativa e consequentemente estender a vida de
prateleira do alimento embalado (DOU et al., 2018, LUQMAN et al., 2018,
KAEWPRACHU et al., 2018; CHENTIR et al., 2019; JRIDI et al., 2019).

Os polissacarideos extraidos do cogumelo comestivel da espécie Pleurotus
ostreatus possuem diversas propriedades bioativas, tais como antioxidante (KHAN et al.,
2017; MA et al., 2018), antitumoral (KONG et al., 2014; DEVI et al., 2015), antimicrobiano
(AL-BAHRANI et al., 2017), antidiabético (ZHANG et al., 2016), anti-inflamatdrio
(SILVEIRA et al., 2014), regulador do colesterol (ZHANG et al., 2017) e efeito contra o
comprometimento cognitivo (ZHANG, YANG, JIN, YANG, & ZHANG, 2016).

A adicdo do extrato polissacaridico extraido do Pleurotus ostreatus em matrizes de

filmes de gelatina pode melhorar as propriedades de barreiras e mecanicas, em funcao das
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interacbes que podem ocorrer entre os polimeros-polimeros, além de contribuir com a
atividade antioxidante. Desse modo, os filmes podem ter aplicabilidade na industria de

alimentos, farmacéutica, entre outras.

2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar a influéncia do extrato polissacaridico (POP) obtido do cogumelo Pleurotus

ostreatus nas propriedades tecnoldgicas dos filmes de gelatina de peixe.

2.2 Especificos

— Analisar as caracteristicas estruturais da gelatina obtida da pele de pescada amarela
Cynoscion acoupa;

— Avaliar as caracteristicas estruturais e a atividade antioxidante do extrato
polissacaridico;

— Otimizar a obtencdo do filme de gelatina, plastificante e extrato polissacaridico;

— Avaliar as propriedades de barreira e mecanicas, microestrutura, e atividade

antioxidante do filme otimizado.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Cenério da producao pesqueira

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), a producdo global de peixes
atingiu cerca de 171 milhdes de toneladas em 2016, com a aquicultura representando 47%
do total desta producdo. A producdo oriunda da pesca extrativa manteve-se estagnada,
apresentando pequena variacao, entre 92,7 a 93,4 milhdes de toneladas. Ja em relagédo a
aquicultura a producéo variou de 70,3 a 73,8 milhGes de toneladas. Segundo as perspectivas
do estado da pesca mundial e da aquicultura, com as melhorias no modelo de pesca, 0
incentivo de avangos tecnoldgicos e o aumento da demanda de consumo de pescado, a
producdo pesqueira total no mundo devera aumentar até o ano 2025 a 196 milhGes de
toneladas (FAO, 2016; FAO, 2018).

A China é o principal produtor e exportador de pescado e produtos de pesca. No
caso da aquicultura produziu 45,5 milhdes de toneladas, ou seja, mais de 60% da producao
mundial. No Brasil, a pesca costeira pode ser realizada na extensdo de 8.500 km da costa
marinha, pois apresentam grande diversidade de ecossistemas. Durante os Gltimos anos, o
principal aumento na producéo total de pescado foi impulsionado pela aquicultura (FAO,
2016; WWF, 2016).

A producdo brasileira de pescado foi de 1,4 milhdo de toneladas, sendo a pesca
marinha responsavel por 803,2 mil toneladas e a aquicultura por 628,7 mil toneladas, o que
Ihe rendeu a 232 e a 122 colocagdo nos rankings mundiais, respectivamente. A maior parte
da producéo ficou concentrada na regido Nordeste, seguida das regides Sul, Norte, Sudeste
e Centro-Oeste, respectivamente. A producdo da pesca marinha no Brasil se destaca pelas
capturas de sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis), corvina (Micropogonias furnieri),
bonito-listrado (Katsuwonus pelamis), pescada-amarela (Cynoscion acoupa) e tainha (Mugil
spp.) (FAO, 2016).

A pesca na regido Norte é realizada no litoral dos estados do Pard e Amapa, a regiao
é coberta por manguezais, e sao fortemente influenciadas pela descarga do rio Amazonas. A
regido Norte é responsavel por gerar 16,9% do total das capturas marinhas brasileiras. As
estatisticas mostram que nessa regido sdo exploradas, tanto em escala artesanal quanto
industrial. As principais espécies sao pescada-amarela (Cynoscion acoupa), pescadinha-go
(Macrodon ancylodon), pargo (Lutjanus purpureus), serra (Scomberomorus brasiliensis) e
gurijuba (Arius sp) (WWF, 2016).
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A pescada amarela Cynoscion acoupa € amplamente distribuida pelo litoral
brasileiro, € uma das espécies nobres mais exploradas na costa norte. A sua carne possui
grande valor comercial, e a bexiga natatdria desta especie também atinge altos valores no
mercado internacional, que é utilizada como matéria prima para a elaboracdo de
emulsificantes e clarificantes (WOLFF; KOCH & ISAAC, 2000; ALMEIDA et al., 2016).

Oliveira et al. (2017) avaliaram o comportamento do mercado nacional e da regido
Norte do Brasil, quanto a evolugdo da producéo, consumo e balanca comercial de pescado.
Os resultados indicaram que a producdo nacional de pescado tem crescido nas dltimas
décadas em funcdo do desenvolvimento da aquicultura. Sendo que as principais regides
produtoras sdo Nordeste, Norte e 0 Sul, onde Santa Catarina é o estado de maior destaque,

com o Paré ocupando o segundo lugar.

No entanto, quando o pescado passa pelas etapas de industrializagdo, que envolve
a sua obtencdo, conservacdo, processamento, embalagem, transporte e a comercializagéo,
sdo gerados residuos como (cabeca, visceras, nadadeira, cauda, coluna vertebral, barbatana,
escamas e restos de carne) que podem representar cerca de 20-80% da matéria-prima

utilizada, variando conforme as espécies e o tipo de processamento (BROOKS, 2013).

3.2 Gerenciamento de subprodutos da industria de pesca

Durante as etapas de beneficiamento do pescado sdo geradas quantidades
significativas de subprodutos, que muitas das vezes sdo descartados no proprio meio
ambiente, provocando graves problemas ambientais. Isto é reflexo de um setor carente de
técnicas de processamento que visem o aproveitamento para a obtencdo de co-produtos de
qualidade, minimizando assim o0s impactos ambientais (AGUIAR; LIMBERGER &
SILVEIRA, 2015; BATISTA et al., 2019).

Na industria, quando se trata especificamente da etapa de filetagem, o rendimento
do peixe capturado é de 30%, os outros 70% da matéria-prima sdo subprodutos, como
cabeca, escama, visceras, peles e cartilagem (BUENO, CRISTINA, & DIAS, 2011;
GJERDE et al., 2012; MA et al., 2012; NETO & OSTRENSKY, 2013; AGUIAR,
LIMBERGER, & SILVEIRA, 2015).

A destinacdo correta, como o aproveitamento de residuos produzidos durante o

beneficiamento do pescado, além de sanar o grande problema de destinacdo dos residuos
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organicos, material poluente e de dificil descarte, traz vantagens econdmicas para a industria,
pois seu aproveitamento agrega valor a estes subprodutos, que antes ndo tinham valor e eram
descartado (LEITAO & FAVACHO, 2015; SILVA; BONNAS & SILVA, 2015). A pele de
peixe, proveniente da etapa de beneficiamento do pescado, vem sendo utilizada como
matéria prima para a extracdo de gelatina. Cerca de 30% dos residuos que sdo gerados
durante o processamento de peixe sdo peles, escamas e 0ss0s que sao ricos em colageno,
precursor da gelatina (BUENO; CRISTINA & DIAS, 2011).

3.3 Gelatina

A gelatina é uma proteina fibrosa proveniente da hidrélise térmica parcial do
colageno que possui a capacidade de formar géis fisicos termoreversiveis. Sua obtencao
geralmente € realizada a partir de peles e 0ssos de bovinos e suinos (BUENO; CRISTINA
& DIAS, 2011). Na literatura séo relatadas 19 variedades de colageno, que sao denominados
de tipos I ao XIX. Com base na sua estrutura macromolecular, o coldgeno pode ser dividido
em trés grandes grupos: a) colageno fibroso estriado, o qual inclui os tipos I, 1l e IlI; b)
colageno ndo fibroso, que contém o tipo 1V (ou coldgeno da membrana basal); ¢) colageno
miofibrilar, que engloba os tipos VI e VII (matriz miofibrilar), V, IX e X (coladgeno
pericelular), e VIII e XI ainda ndo foram classificados (XIONG, 1997).

A unidade basica do coldgeno é o tropocolageno que é formado por trés
subunidades (cadeias de polipeptideos), arranjadas em tripla hélice, que se entrelacam em
formato helicoidal, unidas por ligacGes de hidrogénio, formando uma molécula linear com
180nm de comprimento, 1,4 a 1,5nm de largura e massa molar de 360.000 Da. As moléculas
de tropocolageno sdo estabilizadas por interacdes quimicas, como de Van der Waals,
hidrofébicas e eletrostaticas (PRESTES, 2013).

A gelatina é formada por cadeias proteicas simples resultante da desnaturacdo
térmica ou degradacdo quimica e fisica das fibras proteicas insolUveis do colageno, este é
composto por aproximadamente 19 aminoacidos, com alto teor de glicina, prolina e
hidroxiprolina. A mudanca no contetdo desses aminoacidos, principalmente a prolina e
hidroxiprolina, acarreta em menor formacao de pontes de hidrogénio da gelatina em solugdes
aquosas, ocasionando na reducédo da temperatura de geleificacdo, consequentemente nas suas
propriedades tecnologicas (NORLAND, 1990).
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Os aminoacidos prolina e hidroxiprolina sdo responsaveis pela estrutura secundaria
do colageno e pela estabilidade da tripla hélice. Uma menor quantidade ou falta de
hidroxiprolina faz com que o colageno perca a conformacdo de tripla hélice quando
submetido a elevacdo da temperatura. A gelatina possui algumas propriedades funcionais
que séo divididas em dois grupos: o primeiro grupo séo as propriedades gelificantes (forca
do gel, viscosidade, espessamento, texturizacdo e ligacdo de agua) e o segundo grupo
referem-se as propriedades de superficie, ou seja, formacédo e estabilizacdo da emulsao,
formagéo de espuma, formacao de filme, coesdo e adesdo (SILVA, LOURENCO & PENA,
2017).

Silva (2017), extraiu e caracterizou a gelatina da pele de pescada amarela
(Cynoscion acoupa), e encontraram ponto de fusdo de 23 °C, forca do gel 244 g e viscosidade
de 3,21 cP. Também avaliaram o perfil de aminoacidos da gelatina, onde verificou-se valores
de 22,77, 13,69 e 9,02% para glicina, prolina e hidroxiprolina, respectivamente. Esses
aminoacidos sdo importantes para estabilizar a estrutura da gelatina durante a formacéo do
gel, conferindo assim melhores propriedades viscoelasticas, que € um fator importante para

gelatinas.

Dessa forma, a gelatina apresenta alta potencial tecnoldgico para diversas
aplicacdes, principalmente na industria de alimentos, para producdo de filmes
biodegradaveis (NUNEZ-FLORES et al., 2012; YAO et al., 2017; NILSUWAN et al., 2018;
SILVA et al., 2018). Na industria farmacéutica, a gelatina € utilizada como transportador
e/ou em mecanismos de liberacdo controlada de farmacos, baseada na fraca antigenicidade,
biodegradabilidade, bioatividade, 6timos agentes gelificantes, cinética de liberacdo eficiente
e rentabilidade (CARO et al., 2016; CEBI et al., 2016).

3.4 Polissacarideo de cogumelo e seu potencial

O Pleurotus ostreatus também conhecido como cogumelo-ostra (Fig. 1) € o
segundo cogumelo mais produzido e consumido pelo mercado mundial, sendo o mais
popular na China. Essa espécie pode ser encontrada em florestas tropicais e subtropicais, e
também pode ser cultivada artificialmente, pela facilidade de adaptacéo. Pode ser produzida
com substratos simples que contenham celulose, hemicelulose e lignina, necessitando de um

tempo curto de cultivo quando comparada com outras espécies de cogumelos (CARRASCO-
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GONZALEZ; SERNA-SALDIVAR & GUTIERREZ-URIBE, 2017; BELLETTINI et al.,
2019).

Figura 1. Cogumelo Pleurotus ostreatus

Fonte: autor

O cogumelo-ostra é uma espécie de cogumelo comestivel que é famoso pelo seu
sabor agradavel, sendo muito estudado e valorizado, por apresentar propriedades
nutricionais e medicinais relevantes. Possuem grandes quantidades de proteinas,
carboidratos, vitaminas, minerais, e baixo teor de gordura (KONG et al., 2014).

Atualmente, a China é o principal produtor de cogumelo comestivel, responsavel
por gerar cerca de 64% da producdo mundial (CARRASCO-GONZALEZ; SERNA-
SALDIVAR & GUTIERREZ-URIBE, 2017). A producéo de cogumelo usando diferentes
residuos € uma alternativa interessante do ponto de vista biotecnoldgico, pois além de
agregar valor a estes subprodutos de baixo custo, podem contribuir com o meio ambiente,
reciclando esses residuos organicos, principalmente os que sdo gerados pela industria
agricola.

Em diversos paises do mundo j& foram relatados estudos referente a producéo de
cogumelo comestivel com diferentes tipos de residuos, como € o caso da palha e bagaco de
trigo (PANT; REDDY & ADHOLEYA, 2006), residuos de azeitona para producdo de azeite
(RUIZ-RODRIGUEZ et al., 2010), palha de arroz e miolo de milho (CHANAKYA,
MALAYIL & VIJAYALAKSHMI, 2015), serragem de bambu (YAMAUCH]I et al., 2018),
folhas de palmeira e 6leo de palma (RIZKI & TAMAI, 2011).

O Brasil por dispor de grande biodiversidade, com inUmeras matérias-primas,

acabam gerando grandes quantidades de residuos durante o seu beneficiamento. Estes
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residuos podem ser utilizados como substrato para a produ¢do de cogumelos, como relatados
na literatura. Ja foram utilizados na producdo de cogumelo a palha de feijao, palha de milho,
casca de café (DIAS et al., 2003), e subprodutos da agroinddstria do 6leo de palma
(MORAIS et al., 2017). Assim, os cogumelos comestiveis vém ganhando espaco
consideravel nos setores industriais, devido a seu valor nutricional, efeitos benéficos e sua
capacidade de reciclar residuos agroindustriais.

Os efeitos medicinalmente benéficos do Pleurotus ostreatus sdo bem conhecidos
em todo 0 mundo, 0s principais compostos bioativos fungicos que sdo responsaveis por esses
efeitos benéficos, sdo os polissacarideos (B-glucanos), peptideos, proteinas, lectinas,
compostos fendlicos, terpenoides e enzimas (CARRASCO-GONZALEZ; SERNA-
SALDIVAR & GUTIERREZ-URIBE, 2017).

Os cogumelos se destacam como importantes recursos naturais de agentes
imunomoduladores e anticancerigenos. A maioria dos imunomoduladores dos cogumelos
pertencem aos polissacarideos, em particular os B-D-glucanos, complexos glicopeptideo e
proteoglicanos, responsaveis em ativar células efetoras imunoldgicas, tais como linfocitos,
macrofagos, células T, células dendriticas (DCs) e células naturais Killer (NK), responsaveis
pela imunidade inata e adaptativa, produzindo algumas modificacbes nas respostas
biologicas (MORADALI et al., 2007; WASSER, 2011; REN; PERERA & HEMAR, 2012;
KONG et al., 2014).

Os efeitos farmacoldgicos dos polissacarideos geralmente variam de acordo com a
sua estrutura, conformacdo, tamanho e peso molecular (LUO et al., 2018). No entanto, 0s
estudos sobre a elucidacdo das estruturas dos polissacarideos de cogumelos vém sendo
amplamente estudadas (LIU et al., 2014; MAITY et al., 2014; NANDI et al., 2014;
SILVEIRA et al., 2014; CHEN et al., 2017), pois é importante para verificar o tipo e
potencial dos mesmos e assim, indicar aplicagdes nos mais variados seguimentos,
principalmente para a inddstria alimenticia e farmacéutica.

Os polissacarideos de cogumelos se destacam como importantes agentes a serem
explorados pela industria, visto que, ja foram relatados trabalhos do uso de polissacarideos
de cogumelos na producdo de probidticos com propriedades antitumorais e
imunomoduladoras (SINGDEVSACHAN et al., 2016), e adjuvante de nano vacina e nano
drogas (MORENO-MENDIETA et al., 2017; SUN et al., 2018).
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3.5 Filmes biodegradaveis e suas propriedades

Com o uso recorrente de embalagens sintéticas derivadas do petrdleo, buscou-se
alternativas que visem a substituicdo ou reducdo das embalagens convencionais visando
diminuir os impactos ambientais. Assim, surgiram as pesquisas voltadas para a producgéo de
filmes biodegradaveis, os quais sdo materiais de fina espessura, produzidos a partir de
macromoléculas bioldgicas como os polissacarideos, lipideos ou proteinas e tem como
objetivo atuar como barreira a elementos externos, protegendo o alimento ou produto
embalado (ARAUJO et al., 2018).

Diversos pesquisadores desenvolveram filmes a partir de fontes naturais e
renovaveis, com o intuito de criar material semelhante ao plastico convencional, foram
produzidos filmes de polissacarideos como amido, celulose, quitosana, pectina (BONILLA
et al., 2013; ESPITIA et al., 2013; CARVALHO et al., 2017), lipideos (ceras) e proteinas
(zeina e gelatina), (ALI et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015; SILVA et al., 2018) como
também combinacdo dessas matérias primas (LI et al., 2013; BAHRAM et al., 2014;
TONGNUANCHAN; BENJAKUL & PRODPRAN, 2014; FAKHOURI et al., 2015).

3.5.1 Propriedades de barreira e mecanicas

As propriedades de barreira sdo definidas como a capacidade de resistir a absorcao
ou a evaporacdo de gases e vapores, a permeacdo de lipideos e a passagem de luz
(SARANOPOULOS, 2002). A permeabilidade ao vapor da 4gua, ¢ muito importante pois
influencia na protecdo contra a acdo de gases, luz, odores e vapor da agua, constituindo
assim, uma barreira entre o ambiente externo e o produto no interior (SARANTOPOULOS,
2002). Filmes com alta permeabilidade ao vapor da agua ndo devem ser utilizados para
embalar produtos que ndo podem absorver agua como, por exemplo, os desidratados
(NUNEZ-FLORES et al., 2012).

As propriedades mecanicas dos filmes sdo parametros muito importantes, pois estdo
relacionadas com a resisténcia dos filmes. De acordo com Cuq (2002) as propriedades
mecanicas dos filmes séo influenciadas pela hidrofobicidade da pelicula, comprimento da
cadeia do polimero, ligagdes de hidrogénio e agente plastificante.
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3.5.2 Filmes ativos com propriedades antioxidantes

O desenvolvimento de filmes biodegradaveis para serem utilizados na conservagéao
de alimentos é economicamente viavel, e tem sido objeto de varios estudos (SHAHBAZI et
al., 2016; KUMAR; MITRA & HALDER, 2017). Os filmes ativos com propriedades
antioxidantes podem ser utilizados para aumentar a vida Gtil dos produtos embalados, sendo
uma das tecnologias mais promissoras para a preservacao de alimentos sensiveis a oxidacao
(NUNES et al., 2018).

Pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de filmes se concentram em adicionar
compostos na matriz a fim de melhorar suas propriedades fisicas, mecénicas, de barreira,
como também atribuir propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Os principais
constituintes que sdo adicionados em filmes sdo os 6leos essenciais e fixos (SHEN &
KAMDEM, 2015; HAFSA et al., 2016; TONGNUANCHAN, BENJAKUL, &
PRODPRAN, 2016; KIM, BEAK, & SONG, 2018; SILVA et al., 2018;), como também sdo
incorporados outros compostos que sdo responsaveis pela atividade antioxidante como é o
caso de antocianinas (URANGA et al., 2018), lupeol (PATEL et al., 2018), galato de
epigalocatequina (NILSUWAN; BENJAKUL & PRODPRAN, 2018), extratos etanolicos de
plantas (BONILLA & SOBRAL, 2016), 6leo essencial de Zataria multiflora e monolaurina
(MORADI et al., 2016), acido protocatecuico (LI1U et al., 2017), dentre outros.

A incorporacdo de substancias com atividade antioxidante no filme, visa obter
aplicabilidade na indudstria, pois podem proteger os alimentos de elementos externos,
evitando a degradacdo oxidativa, inibindo as reacOes de oxidagdo e, consequentemente
estendendo a sua vida de prateleira (ATARES & CHIRALT, 2016; AHMED et al., 2017).

A adicdo de determinadas substancias em filmes de gelatina é uma alternativa
promissora, principalmente para industria de alimentos e farmacéutica, que utilizam matrizes
como veiculo para transportar substancias, através de mecanismo de liberacdo controlada.
Estas substancias tém atividade bioldgica no organismo, pois sdo compostos com atividade
antioxidante, que inibem os radicais livres no organismo, sendo benéficos para a salude
(BANDO & TABATA, 2018; GRITSCH et al., 2018; HUANG et al., 2018; INOO;
LIKITDECHAROJ & RATANAVARAPORN, 2018; ROCHA-GARCIA et al., 2018;
SHAMLOO et al., 2018; LUPINA et al., 2019).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Reagentes

Foram utilizados Dodecilsulfato de so6dio (SDS) 95% e B-mercaptoetanol (> 99%)
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) da empresa Loba Chemie, Mumbai, india. O
marcador padrdo de proteinas e Coomassie Blue R-250 foram adquiridos & Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA. O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) foi adquirido a
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Todos os outros reagentes utilizados neste estudo

foram de grau analitico.

4.2 Coleta, preparo e extracdo da gelatina

As peles de pescada amarela (Cynoscion acoupa) foram coletadas na industria de
pesca localizada no municipio de Vigia, estado do Pard, Brasil, que foram acondicionadas
em embalagens de polietileno e transportadas em caixas isotérmicas com gelo até o
laboratdério. Em seguida foram lavadas com agua destilada e cortadas em 4 cm x 4 cm.

Para a extracdo da gelatina foi utilizada a metodologia proposta por Montero &
GOmez-Guilén (2000), com algumas modificacfes. As peles foram adicionadas em
Erlenmeyer contendo NaCl 0,6 M (10 min, 85 rpm) em NaOH 0,3 M (15 min, 85 rpm) e em
CH3COOH 0,02 M (60 min, 85 rpm) na razdo 1/5 (p/v). A agitacdo foi realizada em
incubadora Shaker (modelo Luca-223, Lucadema, Brasil). As peles foram lavadas em agua
destilada imediatamente ap6s cada uma dessas etapas. Posteriormente, foi adicionada agua
destilada 1/5 (p / v) nas peles e mantidas a 60 ° C por 12 h em banho termostatizado (modelo
TE-057, Tecnal, Brasil). A solucdo aquosa obtida de gelatina foi filtrada em tecido (malha

70) para remover 0s residuos.

4.3 Obtencdo do extrato polissacaridico (POP) liofilizado

Foi adquirido 1 kg de cogumelos com umidade de 89% da espécie Pleurotus
ostreatus de fornecedor certificado (Grupo MNS) Campo Grande Pilar do Sul/SP, Brasil. Os
cogumelos foram armazenados a 4°C até a extracdo. Os cogumelos foram colocados em
agua quente na proporcdo 1:3 (m/v) por 3h, posteriormente a fase liquida foi separada do
material sdlido por filtragdo. A fase liquida foi concentrada em evaporador rotativo a 60 °C
(Quimis — Q344B), e precipitado com etanol frio (4 °C) na proporg¢éo 1:3 (v/v). O precipitado

foi ressuspenso em &gua destilada até a completa solubilizagéo, em seguida foi desproteinado
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pelo método Sevag, usando cloroférmio:n-butanol na razdo 4:1 (v/v), por 3 vezes. O extrato

foi precipitado com etanol frio a 4 °C na razdo 3:1 (v/v), solubilizado em &gua e liofilizado.

4.4 Delineamento composto central rotacional (DCCR)

Para estabelecer a melhor combinacéo de gelatina de peixe (GA), plastificante (P)
e extrato polissacaridico (POP) foi realizado um planejamento fatorial completo 23, com 17
experimentos (Tab. 1), sendo 8 ensaios fatoriais (niveis £1), 3 no ponto central (nivel 0) e 6
nos niveis axiais + a. As variaveis independentes foram: concentracéo de gelatina (X1, %),
concentracdo de plastificante (X2, %) e concentracdo de extrato polissacaridico (X3, %), que
foram definidas através de testes preliminares. A permeabilidade ao vapor de agua (Y1),
resisténcia a tracdo (Y2) e porcentagem de elongacdo ('Y3) sdo as variaveis dependentes. Os
resultados desejados sdo: baixos valores de permeabilidade ao vapor de agua e altos valores

de resisténcia a tragéo e elongacéo.

Tabela 1. Delineamento composto central rotacional (DCCR).

Ensaios Codificados Reais
X1 X2 X3 X1 (%) X2 (%)* X3 (%)*
1 -1 -1 -1 2.0 1.28 0.5
2 -1 -1 +1 2.0 1.28 1.5
3 -1 +1 -1 2.0 5.00 0.5
4 -1 +1 +1 2.0 5.00 1.5
5 +1 -1 -1 4.0 1.28 0.5
6 +1 -1 +1 4.0 1.28 1.5
7 +1 +1 -1 4.0 5.00 0.5
8 +1 +1 +1 4.0 5.00 1.5
9 -1.68 0 0 1.3 3.14 1.0
10 +1.68 0 0 4.7 3.14 1.0
11 0 -1.68 0 3.0 0.01 1.0
12 0 +1.68 0 3.0 6.26 1.0
13 0 0 -1.68 3.0 3.14 0.2
14 0 0 +1.68 3.0 3.14 1.8
15 0 0 0 3.0 3.14 1.0
16 0 0 0 3.0 3.14 1.0
17 0 0 0 3.0 3.14 1.0
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X1 = concentracdo de gelatina; X2 = concentracdo de plastificante; X3 = concentracdo do
extrato. * Valores calculados em relacdo a massa de gelatina.

4.5 Preparacao da solucédo filmogénica e obtencédo do filme (POP-GA)

As solugdes filmogénicas foram preparadas de acordo com a metodologia proposta
por Tongnuanchan et al. (2014) com algumas modificagdes. As concentragdes de gelatina
(GA), plastificante (P) e extrato (POP) foram misturados com agua destilada (p/v) por
suspensdo, de acordo com o delineamento composto central rotacional (Tab. 1). Essa mistura
foi homogeneizada a 15.000 rpm por 10 minutos em Turratec (Tecnal, TE-102), para obter
as solucdes filmogénicas (POP-GA). De acordo com o método casting, 120mL da solucdo
filmogénica, foram colocados em suporte de silicone (22cm de didmetro x 3cm de altura) e
secas em estufa (Tecnal, TE-394/3) a 35°C por 15 horas.

4.6 Caracterizacao da gelatina (GA), extrato polissacaridico (POP) e do filme (POP-GA)
4.6.1 Determinacédo do peso molecular da gelatina por SDS-PAGE

A gelatina foi analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de
acordo com o procedimento proposto por (LAEMMLI, 1970). No pré-tratamento a amostra
de gelatina (0.015g) foi misturada com 1000 pL de SDS 5% e aquecida a 80 °C por 1h. Em
seguida, foi misturada na proporc¢éo de 1:1 com uma solucdo tampéao (7.5 mL de Tris-HCI
1M pH 6.8, 35 mL de SDS 10%, 0.15 g de azul de bromefenol, 15 mL de glicerol, 75 mL de
agua destilada e 700 pL de BMercaptoethanol 14.3 M). Aliquotas de 15 pL foram aplicadas
em gel de separacdo a 8% e empilhamento a 5%. ApGs a separacdo, as bandas foram
reveladas com o corante Coomassie Blue-R-250. O padrdo Bio-RAD foi utilizado como

marcador.

4.6.2 Atividade antioxidante do extrato (POP) pela eliminacgdo do radical DPPH

A atividade antioxidante pela eliminacdo do radical DPPH do extrato (POP) foi
avaliada de acordo com o método de Liu, Du, Wang, Zha, & Zhang (2014). Onde 1.0 mL de
solugdo da amostra de polissacarideo nas concentragdes, 0, 2, 4, 5, 10 e 15 mg/mL, foram
misturadas com 2.0 mL de solugdo de DPPH (0.1 mM). As misturas foram deixadas em
repouso durante 30 min a temperatura ambiente antes de medir a absorbancia a 517 nm. A

agua destilada foi utilizada como branco e o &cido ascorbico como controle positivo. Todos
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os testes foram realizados em triplicata. A atividade de eliminagdo dos radicais DPPH foi
calculada pela equacéo:

L o (Abs Controle — Abs da Amostra)
Eliminacio de radicais DPPH (%) = X 100
Abs Controle

4.6.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (FTIR)

O espectro de FTIR da gelatina (GA), extrato polissacaridico (POP) e do filme
otimizado (POP-GA) foram realizados usando o espectrometro Agilent Cary 630 (cristal de
seleneto de zinco) com Transformada de Fourier e Reflectancia Total Atenuada (FTIR-

ATR), na faixa de 4000 a 400 cm™, resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras.

4.6.4 Difracédo de raios X (XDR)

As amostras de gelatina (GA), extrato polissacaridico (POP) e filme otimizado
(POP-GA) foram depositadas sobre um suporte de vidro proprio do equipamento
difratbmetro: D8 Advance da Bruker com geometria Bragg-Brentano e detector LynxEye,
exposta a radiagio Cu (Kal1=1.540598 A) submetida & 40 kV e 200 mA 0.5/ min.

4.6.5 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

As amostras de gelatina (GA), extrato polissacaridico (POP) e filme otimizado
(POP-GA) foram revestidas com p6 de ouro e analisadas em sistema de microscépio
eletronico de varredura (MEV) (Leo-Zeiss, modelo 1430) sob vacuo a uma voltagem de

aceleracdo de 20 kV.

4.6.6 Espessura do filme

A espessura dos filmes foi medida utilizando micrémetro digital com resolucao de
0,001 mm (Insize, modelo IP54). Foram selecionados dez locais aleatorios em torno de cada

filme para esta determinacéo.

4.6.7 Propriedades mecéanicas do filme

A resisténcia a tracdo (RT) e porcentagem de alongamento na ruptura (E) dos filmes
foram determinadas empregando metodologia ASTM D882-91 (ASTM, 1996) em
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texturémetro (Texture Analyzer, Brookfield). As medidas foram realizadas na temperatura
de (£23°C). A separacdo inicial das garras e a velocidade foram de 30 mm e 1 mm.s¥,
respectivamente, de acordo com metodologia descrita por Zavareze et al. (2012). As
amostras foram cortadas em tiras de 60 mm de comprimento e 20 mm de largura. A
resisténcia a tragdo (RT) e a porcentagem de elongacéo (E) foram calculadas pelas equacdes:

RT_Fm
A

Onde: RT: resisténcia a tracdo (MPa); Fm: forca maxima no momento da ruptura do filme
(N); A: area da seccdo transversal do filme (m2).

dr

E= X100

dinicial
Onde: E: elongacdo (%); dr: distancia total no momento da ruptura (mm); diniciai: distancia

inicial de separacdo das garras (30 mm).

4.6.8 Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) do filme

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi determinada utilizando o método
modificado ASTM D882-95 descrito por Arfat et al. (2014). As amostras dos filmes foram
seladas com adesivo de silicone na abertura circular de um recipiente de vidro de 4.5 cm de
didmetro e 7.0 cm de altura contendo 10 g de silica gel a 0 % UR; 0 Pa de pressdo de vapor
de agua a 30°C. Estes recipientes de permeacdo foram colocados em dessecadores contendo
agua destilada a 30°C a 99% UR; 4244,9 Pa de pressdo de vapor de dgua a 30°C. Foram

pesados em intervalos de 1h por um periodo de 10 horas. A PVA foi calculada pela equago:

w.X
A.t.AP

Onde: PVA: permeabilidade ao vapor de agua (g.m. m2. s, Pal.); W: ganho de peso pelo

PVA =

dessecante (g); X: espessura do filme (mm); A: area da superficie do biofilme exposto (m?)
t: tempo de incubagdo (horas); AP: diferenga de pressao parcial (Pa). Trés corpos de provas

serdo usados para testes de PVA.

4.6.9 Propriedades oticas do filme

A transparéncia dos filmes foi determinada em espectrofotdmetro (Pharmacia
Biotech 2000, modelo 08-2106), a 600 nm pelo método ASTM D1746 por meio da equagéo
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a seguir (Arfat et al. (2014), em triplicata J& os resultados para opacidade foram apresentados
como a razdo entre a absorbancia e a espessura do filme (mm) (Abs. 600nm.mm-1).
— log %T
e
Onde: T = transmitancia a 600 nm; e = espessura do filme (mm).

Transparéncia =

4.6.10 Atividade antioxidante no filme otimizado (POP-GA)

A atividade antioxidante foi determinada de acordo com Bai et al. (2019) e Gao,
He, Sun, He, & Zeng (2019) com algumas modifica¢Ges. Cerca de 1 g do filme otimizado
foi colocado em erlenmeyer com 50 mL de &gua destilada, sob agitacdo de 150 rpm por 24h
a 25 °C. Aliquotas de 2 mL da amostra foram misturadas com 2 mL de solucdo de DPPH
(0,2 mM), que permaneceram em repouso no escuro por 30 minutos. Apos esse periodo foi
feita a leitura das amostras a 517 nm em espectrofotdometro (Pharmacia Biotech 2000,
modelo 08-2106). A atividade sequestradora do radical DPPH foi calculada de acordo com

a equacao:

Absorbancia da Amostra

.. . o) —
DPPH atividade sequestradora do radical (%) Ahsorbancia do Controle x 100

4.7 Anélise estatistica

A anélise estatistica dos resultados foi realizada no programa Statistica® versdo 7.0
(STATSOFT Inc., 2004) avaliando os efeitos, analise de variancia (ANOVA) e analise de
curvas de niveis para o delineamento composto central rotacional. A funcdo desejabilidade
foi utilizada para otimizar a melhor condic¢do do filme de gelatina com adicdo de extrato

polissacaridico (POP), com intervalo de 95% de confianga (p < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise e ajustes de modelo

Os valores obtidos no Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para
permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo e elongacédo dos filmes em funcéo da
concentracdo de gelatina (GA), plastificante e extrato polissacaridico (POP), sdo mostrados
na Tab. 2. Os efeitos lineares, quadraticos e interacao para cada resposta, sdo mostrados na
Tab. 3.

Tabela 2. Valores obtidos no Delineamento Composto Central Rotacional para
permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia a tracdo, elongacao e condi¢bes otimizadas.

Ensaios Variaveis Independentes Respostas
X1 X2 X3 Y1 Y2 Y3
1 2.0 1.28 0.5 9.63+0.15 13.76+0.68 12.75+0.29
2 2.0 1.28 15 5.81+0.17 14.89+0.23 12.42+0.18
3 2.0 5.00 05 4,72+0.38 13.97+0.21 18.3620.33
4 2.0 5.00 15 2.12+0.21 14.79+0.22 17.12+0.45
5 4.0 1.28 05 3.22+0.13 15.76x0.50 13.11+0.19
6 4.0 1.28 15 2.95+0.15 16.54+0.28 11.22+0.35
7 4.0 5.00 05 1.35+0.12 16.21+0.20 13.18+0.44
8 4.0 5.00 15 7.74+£0.14 17.49+0.29 12.31+0.58
9 1.3 3.14 1.0 7.13+0.11 12.33+0.21 12.58+0.59
10 4.7 3.14 1.0 4.83£0.10 17.290.23 12.11+0.12
11 3.0 0.01 1.0 5.58+0.11 15.41+0.37 10.49+0.38
12 3.0 6.26 1.0 5.39+0.16 17.78+0.28 15.56+0.48
13 3.0 3.14 0.2 2.77+0.18 11.12+0.59 13.12+0.14
14 3.0 3.14 1.8 2.98+0.19 17.44+0.23 12.58+0.12
15 3.0 3.14 1.0 6.91+0.22 11.42+0.21 16.31+0.53
16 3.0 3.14 1.0 6.38+0.21 11.37£0.22 16.20£0.17
17 3.0 3.14 1.0 6.60+0.23 11.45+0.15 16.17+0.39
Condigdes otimizadas
Valor Desvio

X1 X2 X3 ] Valor Predito )
Experimental Relativo (%0)
30% 6.26% 1.0%
Y1 4.55 4.83 6.15
Y2 18.02 17.20 4.55
Y3 15.56 16.24 4.37
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Y1 = permeabilidade ao vapor de agua (g.m.m-2.s.Pat)x101t; Y2 = Resistencia a tragio
(Mpa); Y3 = Elongacéo (%).

Tabela 3. Efeitos lineares, quadraticos e de interacdo de polindbmios de segunda

ordem, associados a significancia para cada resposta estudada (erro puro).

Variaveis PVA-Y1 (g.m.m-2s-Pa-1) RT-Y2 (Mpa) E-Y3 (%)
Independentes  Efgjto p-valor Efeito  p-valor Efeito  p-valor
Constante 6.63 0.00 11.42 0.00 16.09 0.00
X1 -1.59 0.00 2.47 0.00 -1.69 0.00
X1? -0.38 0.13 2.30 0.00 -2.09 0.00
X2 -0.88 0.02 0.81 0,00 2.93 0.00
X2? -0.74 0.04 3.62 0.00 -1.65 0.00
X3 0.00 0.97 2.15 0.00 -0.79 0.00
X3? -2.84 0.00 2.17 0.00 -1.89 0.00
X1X2 2.88 0.00 0.32 0.00 -2.29 0.00
X1X3 3.13 0.00 0.02 0.43 -0.30 0.02
X2X3 1.97 0.01 0.04 0.23 0.02 0.65

X1 = Efeito linear da Gelatina; X2 = Efeito linear do plastificante; X3 = Efeito linear do
extrato (POP); X12 = Efeito quadratico da gelatina; X22 = Efeito quadratico do plastificante;
X3? = Efeito quadratico do extrato (POP); PVA = permeabilidade ao vapor de agua; RT =
resisténcia a tracdo; E = Elongacdo. Valores em negrito indicam permanéncia no modelo
ajustado.

Com relagdo a permeabilidade ao vapor de agua a Tab. 3, mostra que o fator X32
obteve o maior efeito negativo, ou seja, quando o extrato polissacaridico (POP) é adicionado
no filme, ha reducdo na permeabilidade ao vapor de agua. Essa reducdo esta provavelmente
associada as interacfes que ocorrem entre os polimeros de gelatina e extrato polissacaridico,
criando uma barreira contra o vapor de agua, que é recomendado para filmes. Para a
resisténcia a tragdo apenas duas varidveis (X1X3 e X2X3) ndo foram significativas. E para
elongacdo, todas os efeitos foram significativos, com excecdo da interacdo (X2X3). Apoés a
eliminacdo dos efeitos ndo significativos, verificou-se através da andlise de variancia
(ANOVA) a significancia da regresséo e da falta de ajuste (p>0,05), utilizando o teste F e
coeficiente de correlagio (R?) (Tab. 4).
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Tabela 4. Andlise de Variancia (ANOVA) para Permeabilidade ao Vapor de Agua,

Resistencia a Trag#o e Elongacio em funcgio das variaveis independentes, teste F e R?.

Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Fonte de variacéo SS DF QM FC FT R?
Regresséo 76.17460 7 76.17460 83.91029 3.01 0.93
Falta de ajuste 5.83846 7 0.83407 0.918772 3.01

Erro puro 0.14180 2 0.07090

Total 80.81442 16

Modelo de ajuste: Y1 = 6.63 — 159X1 — 0.88X2 — 0.80X2% — 2.64X3? + 2.88X1X2 +
3.13X1X3 + 1.97X2X3

Resisténcia a Tracdo (RT)

Fonte de variacéo SS DF QM FC FT R?
Regressao 102.89 7 102.89 111.19 3.29 0.90
Falta de ajuste 8.32 7 1.19 1.28 3.29
Erro puro 0.003 2 0.001
Total 91.03 16

Elongacio
Fonte de variacéo SS DF QM FC FT R?
Regressao 81.05 8 81.05 55.46 3.44  0.85
Falta de ajuste 11.68 6 1.94 1.33 3.34
Erro puro 0.01 2 0.005
Total 82.53 16

SS = Soma dos quadrados; DF = Graus de liberdade; QM = Média quadratica

Pode-se observar (Tab. 4) que para a permeabilidade ao vapor de agua (Y1) o

modelo obtido foi significativo (Fcal > Ftab), preditivo, e a falta de ajuste ndo foi

significativa. Além disso, o PVA apresentou R? > 0.93, explicando 93% da variacdo dos

resultados experimentais, indicando alta correlacdo entre os dados experimentais e 0S

previstos. Para resisténcia a tracdo (Y2) e elongacéao (Y3) a falta de ajuste foi significativa,

indicando que o0 modelo n&o se relaciona exatamente aos dados experimentais, mas pode ser

utilizado para avaliar o comportamento da resposta, associado aos elevados R?>0.90 e 0.85,

respectivamente.
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5.2 Curva de nivel e definicdo das condi¢des 6timas

Para explicar melhor as relacbes e interacdes entre varidveis independentes e
respostas (PVA, RT e E), graficos de curvas de niveis foram utilizados (Fig. 2). A
permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) é um pardmetro muito importante para filmes/e ou
embalagens de alimentos, pois avalia a transferéncia de umidade entre o alimento embalado
e o ambiente externo. O valor de PVA pode ser afetado por fatores importantes, como
propriedades quimicas e estruturais dos polimeros, interacdes hidrofébicas entre 0s
constituintes do filme, além da concentragdo dos aditivos utilizados. Para manter o frescor
dos alimentos, é desejado obter filmes com valores mais baixos possiveis de PVA (YADAV
et al., 2020).

A PVA foi influenciada positivamente pelo aumento dos valores das variaveis
individualmente (Fig. 2 A). Observa-se que com o0 aumento da concentragcdo de extrato
polissacaridico (POP) no filme, houve reducdo no valor de PVA, confirmando seu efeito
negativo para essa resposta (Tab. 3). Nas maiores concentracdes de extrato polissacaridico
(POP) foi possivel obter valores de 2.12x10! e 2.95x10!! g.m.m-2.s-1.Pa-t (Tab. 2). Os
resultados encontrados foram melhores, quando comparados com estudos recentes
publicados por Ali et al. (2019); Hanani, Yee, & Nor-khaizura (2019) e Adilah, Jamilah,
Noranizan, & Hanani (2018).

A reducdo no valor da PVA pode ser explicada porque nos materiais poliméricos,
a agua se difunde com mais facilidade nas regiGes amorfas, devido ao grau de desordem das
moléculas, que nas regibes cristalinas altamente ordenadas e densamente empacotadas
(LUPINA et al., 2019). Com base no antes exposto, pode-se deduzir que a adi¢do do extrato
polissacaridico (POP) nos filmes de gelatina promoveu diminui¢do na PVA, em funcédo do
seu carater semicristalino, conforme demonstrado pela analise de DRX (Fig. 7). Portanto, o
extrato polissacaridico (POP) promove o aumento da barreira molecular, impedindo a

passagem de moléculas de agua através do filme (AZARIFAR et al., 2019).
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Figura 2. Curvas de niveis. A = permeabilidade ao vapor de agua (PVA); B = resisténcia a
tracdo (RT); C = Elongacéo (E)

Foram observadas pequenas variagdes nos resultados dos ensaios de resisténcia a

tracdo (Tab. 2). No geral, pode-se indicar que o extrato polissacaridico (POP) foi responsavel

por atribuir elevada resisténcia a tracdo em todos os ensaios avaliados, confirmando seu
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efeito positivo para essa resposta (Tab. 3). Os valores obtidos sdo superiores em até 22 vezes
quando comparados com outros resultados da literatura (RIVERO, GARCIA, & PINOTTI
2010; ADILAH et al., 2018; ZHANG, SIMPSON, & DUMONT 2018; HANANI et al.,
2019).

A adicdo do extrato polissacaridico (POP) melhora as caracteristicas de resisténcia
a tracdo em funcédo da formacéo de complexos moleculares e interacdes fracas como ligacdes
de hidrogénio, interacGes eletrostaticas e provavelmente interacdes covalentes. Além disso,
a adicdo do extrato em filmes pode preencher os espacos vazios nas regides amorfas da
matriz polimérica, diminuindo a mobilidade e flexibilidade das cadeias promovendo o
aumento das regides cristalinas (NAZMI; ISA & SARBON, 2017; AZARIFAR et al., 2019;
HANANI; YEE & NOR-KHAIZURA, 2019; OLIVEIRA et al., 2019).

Valores baixos de elongacédo (E) também foram observados, mas esse efeito ja era
esperado, uma vez que os parametros de resisténcia a tragdo e elongacao sao inversamente
proporcionais (MOEINI et al., 2020). Na Fig. 2 C, observa-se que a faixa de concentracao
que variou de 0.4 a 1.5% de extrato polissacaridico (POP), foi responsavel por cobrir a regido
dos melhores valores de elongagéo.

O maior nivel (+1) de extrato polissacaridico (POP), combinado ao menor de
gelatina (-1) e maior de plastificante (+1), foi responsavel em obter o melhor valor de
elongacdo del7.12% (Tab. 2). Hanani et al. (2019) encontrou valores que variaram de 1.94
a2.09% em filmes de gelatina de peixe com adicdo de p6 da casca da roma, valores inferiores
aos apresentados nesse estudo.

A Fig. 3 mostra o gréafico da funcédo desejabilidade para as respostas permeabilidade
ao vapor de agua, resisténcia a tracdo e elongacdo que foi baseada no nivel de confianca de
95%. A condicdo 6tima do filme ocorreu nas concentracdes de 3% de gelatina, 6.26% de
plastificante e 1.0% de extrato polissacaridico (POP). Nessas condi¢des foi possivel obter
valores de 4.55 x101! g.m.m-2.s-1.Pa-t para PVA, 18.02% para resisténcia a tracdo e 15.56%
para elongacdo, esses valores foram comparados com os valores preditos pelos modelos de
regressdo. A diferenca entre o valor experimental e predito resultou em baixo desvio relativo
(Tab. 2), demostrando que as condic¢Oes utilizadas indicam ajuste adequado para as
atividades sugeridas, dentro da faixa experimental estudada.
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Figura 3. Funcdo desejabilidade para permeabilidade ao vapor de agua, resisténcia

a tracdo e elongacéo.

5.3 Caracterizacdo da gelatina (GA), extrato polissacaridico (POP) e filme (POP-GA)

5.3.1 Atividade antioxidante do extrato polissacaridico (POP) pela eliminacdo do radical
DPPH

Os radicais livres de DPPH podem ser reduzidos na presenca de um antioxidante, e
sdo amplamente usados para estimar a eliminacéo de radicais livres de varios antioxidantes,
incluindo polissacarideos. A porcentagem de inibicdo do radical DPPH pelo extrato

polissacaridico (POP) encontra-se na Fig. 4.
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Figura 4. Atividade antioxidante do extrato polissacaridico (POP) em diferentes

concentragdes

A atividade de inibicdo do radical DPPH aumentou de acordo com o aumento da
concentracdo do extrato polissacaridico (POP). As concentracdes estudadas variaram de 2-
15 mg/mL, obtendo-se valores de 8.98 a 73.71%, respectivamente para a inibicdo. Esses
resultados demonstram que o extrato polissacaridico (POP) é um potente agente de
eliminacdo do radical DPPH.

Resultados semelhantes foram relatados por Khan et al. (2017) que avaliaram a
capacidade de elimina¢do de B-glucano de Pleurotus ostreatus em concentracdes de 1-5
mg/mL obtendo valores de 10.95 a 46.88%, respectivamente. Varios outros autores
avaliaram o potencial antioxidante do polissacarideo isolado de Pleurotus ostreatus como
Yanetal. (2019) que nas concentracBes de 0.5-10 mg/mL obtiveram 30 a 97% de eliminacgéo
do radical DPPH, respectivamente; Ma et al. (2018) em 1-6 mg/mL obtiveram valores de 30
a 70% de eliminacdo e Xia et al., (2011) encontraram 57.7% em 8 mg/mL. A atividade
antioxidante deste polissacarideo esta associada principalmente ao seu peso molecular,
composicdo monossacaridica, conformacdo da cadeia e associagbes com proteinas
(BARBOSA et al., 2020).
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5.3.2 Peso molecular da gelatina (GA)

Na Fig. 5 observa-se o perfil da distribui¢cdo do peso molecular da gelatina obtida
da pele da pescada amarela. A gelatina ¢ constituida de duas cadeias diferentes (al e a2)
com diferentes pesos molecular 86,39 e 68,39 KDa, respectivamente. Duas bandas de alto
peso molecular, dimeros-p (158,12 KDa) e trimeros-y (204,64 KDa). Uma banda com menor
intensidade, com peso molecular de 43,35 KDa, pode estar associada a peptideos resultantes
da degradacdo das cadeias o, B e 1y, induzidas pelo processo térmico
(KITTIPHATTANABAWON; BENJAKUL & SINTHUSAMRAN, 2016). Estes resultados
sugerem que a gelatina extraida da pele da pescada amarela pode ser identificada como
colageno do tipo | (ARUMUGAM; SHARMA & BALAKRISHNAN, 2018; LI et al., 2018;
BHUIMBAR; BHAGWAT & DANDGE, 2019).

KDa
Y (204,64)
200,00
B (158,12)
116,25
87,40
o1 (86,49)
66,20 o2 (68,39)
45,00 43,35

Padrao Amostra

Figura 5. Peso molecular da gelatina de peixe (GA)

5.3.3 Andlise de grupos funcionais e ligacdes quimica

A Fig. 6 mostra os espectros de FTIR da gelatina (GA), extrato polissacaridico
(POP) e do filme otimizado (POP-GA). Os espectros de FTIR da gelatina de pescada amarela
é semelhante ao da piramutaba (OLIVEIRA et al., 2019), da truta (KAMER et al., 2019) e
da gelatina comercial (SINTHUSAMRAN et al., 2017). Picos caracteristicos de amida A,
amida B, amida I, amida Il e amida Ill, identificados na gelatina estdo intimamente

relacionados com a composi¢do de aminoacidos, principalmente prolina e hidroxiprolina
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(SUN et al., 2017). Picos caracteristicos de Amida A observada na regido de 3249 cm™,
corresponde as vibracdes dos grupos OH e NH (CHEN et al., 2016; JRIDI et al., 2019). A
banda de amida B foi encontrada em 2925 cm™ e esta associado a regides de deslocamento

assimétrico de CH2 e NH3+ (BHUIMBAR; BHAGWAT & DANDGE, 2019).
As bandas de amida I, Il e Ill sdo responsaveis pelo grau de ordem molecular

encontrado no colageno, além de estarem envolvidas na formacéo da estrutura helicoidal
tripla (CHEN et al., 2016). Amida | foi observada em torno de 1622 cm™, relacionadas as
vibragdes de alongamento dos grupos C = O e CN (LIU et al., 2012). Amida Il observada
em 1535 cm?, corresponde as vibragdes dos grupos NH e CN, responsaveis pela
disponibilidade de ligacdes de hidrogénio e ordem molecular da estrutura tridimensional da
gelatina (SINTHUSAMRAN; BENJAKUL & KISHIMURA, 2013; ARUMUGAM;
SHARMA & BALAKRISHNAN, 2018). O pico da amida I1, observado em 1244 cm™, séo
vibracBes de alongamento C-N e N-H, responsaveis pela flexdo de planos de ligagdes

amidicas (SIONKOWSKA et al., 2015).
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Figura 6. Espectros FTIR para amostras de gelatina de peixe (GA), extrato

polissacaridico (POP) e do filme (POP-GA).

No extrato polissacaridico (POP) foram observadas bandas de absorcéo intensas

préximas a 3243 cm, que correspondem a amida A, associada a vibragdo de alongamento
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de OH e NH. As bandas em torno de 2873 cm™, correspondem a amida B, atribuida a
vibragdo de alongamento CH, incluindo CH2 e CHs. O pico observado em 1606 cm™, sio
caracteristicos de amida I, relacionadas as vibracGes de alongamento dos grupos C=0 e CN.
A regido do pico a 1335 cm™ ¢ atribuida a vibracio de estreitamento de C-O-C ou C-O-H,
sugerindo a presenca de anel de piranose (MA et al., 2018; YAN et al., 2019b). Também,
foi observado pico na regifo de 1006 cm™, caracteristicos de ligagdes B-glicosidicas,
especificas de B-glucanos (ZHANG, DAI, KONG, & CHEN, 2012). Resultados semelhantes
de FTIR foram observados em polissacarideos extraidos de cogumelo do género Pleurotus
spp por (YIM et al., 2012; RADZKI et al., 2016; SULISTIANY; SUDIRMAN &
DHARMAPUTRA, 2017).

Para o filme otimizado (POP-GA), varias bandas de absorcdo foram deslocadas
para comprimento de onda maiores. Picos da amida A foi deslocado para 3339 cm™ e da
amida B para 3037 cm™. Os deslocamentos batocrémicos indicam a formagéo de pontes de
hidrogénio intermoleculares entre a gelatina e o extrato polissacaridico (LASSOUED et al.,
2014; STAROSZCZYK et al., 2014). Estudos recentes com polissacarideos, como k-
carragenina, quitosana e combinagdes de goma arabica, quitosana e gelatina, mostram
efeitos semelhantes (PRANOTO; MIN & JIN, 2007; STAROSZCZYK et al., 2014,
VORON'KO et al., 2015; QIAO et al., 2017; GONCALVES et al., 2018).

A adicdo de extrato polissacaridico na gelatina também aumentou a amplitude das
bandas de amida I de 1622 cm * para 1731 cm " e da amida 111 de 1244 c¢m * para 1328 cm
L indicando que as interacdes intermoleculares entre as cadeias de gelatina se fortaleceram.
Estas interacGes entre as cadeias de gelatina reduz as ligacdes eletrostaticas entre 0s
polimeros, favorecendo interacGes fracas como pontes de hidrogénio e fortes como as
covalentes (JRIDI et al., 2014). Enquanto o deslocamento da amida Il de 1535 cm ! para
1642 cm " confirma a presenca de interaces eletrostaticas entre os polieletrélitos do grupo
hidroxila de glucanos e os grupos amino de Lys, Hyl, His e Arg da gelatina
(STAROSZCZYK et al., 2014).

5.3.4 Analise de difragdo de raios-X (XDR)

A Fig 7, mostra os perfis de XDR de gelatina (GA), extrato polissacaridico (POP)
e do filme otimizado (POP-GA). Esta analise tem sido amplamente aplicada para identificar
a estrutura de diferentes tipos de materiais. Em geral, os materiais cristalinos mostram picos

de difracdo estreitos e agudos, enquanto que os amorfos exibem picos amplos. Os padrdes
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de difragdo do extrato polissacaridico (POP), contém picos amplos, monodisperso e
homogéneo, tipicos de substancia semi-cristalina. Esta caracteristica polimérica indica o
grau de cristalinidade da estrutura dos polissacarideos. Os padrdes de difracéo para a gelatina
e filmes séo parecidos, indicando uma estrutura amorfa (NAZMI; ISA & SARBON, 2017;
QIAO et al., 2017).
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Figura 7. Resultado XDR da gelatina (GA), extrato polissacaridico (POP) e filme
otimizado (POP-GA)

5.3.5 Andlise de microscopia eletrdnica de varredura (SEM)

A Fig. 8, mostra as caracteristicas morfologicas da gelatina (GA), extrato
polissacaridico (POP) e filme otimizado (POP-GA). A gelatina extraida da pele da pescada
amarela apresenta uma superficie fina, lisa e folhosa lamelar. Estrutura folhosa lamelar é
tipica de gelatina com alta concentracdo de colageno do tipo I. Este tipo de colageno
apresenta alta capacidade de absorcdo de agua, favorecendo caracteristicas plasticas na
formulacdo de filmes (TAMILMOZHI, VEERURAJ, & ARUMUGAM, 2013). A
morfologia do extrato polissacaridico (POP) € irregular, com arranjo semelhante a teias de
aranha, favorecendo a higroscopicidade e solubilidade em meio aquoso.
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Figura 8. Resultado de SEM: A - gelatina-GA (400x); B - extrato polissacaridico-POP
(20.000x) e C - filme otimizado POP-GA (100x)

O filme (POP-GA), obtido apds a otimizacdo, apresenta caracteristicas homogénea,
lisa e sem rachaduras. Os resultados indicam boa coesdo e agregacao da gelatina com o
extrato polissacaridico. No entanto, foram observadas pequenas particulas insolGveis,
provavelmente de gelatina, mas que ndo afetaram de forma significativa as propriedades

tecnoldgicas do filme.

5.3.6 Propriedades 6ticas (Transparéncia e Opacidade) e atividade antioxidante (DPPH)

As propriedades Oticas, como transparéncia e opacidade sdo de fundamental
importancia para a aplicacdo de filmes sobre a superficie de alimentos, pois elas estdo
relacionadas com a aparéncia e protecdo contra a luz dos alimentos embalados. Quanto
menor o valor de transparéncia mais transparente é o filme (LOPEZ et al., 2017). Na
literatura, geralmente sdo encontrados valores de transparéncia para filmes de gelatina que
variam de 0.41 a 3.29%, logo sdo filmes transparentes (KAEWPRACHU et al., 2018;
LUQMAN et al., 2018). No presente estudo, o filme otimizado apresentou valores de 5.31%
+ 0.10 € 5.99% + 0.11 para transparéncia e opacidade, respectivamente, indicando filmes
mais opacos e menos transparentes. Resultados semelhantes foram encontrados em filme de
gelatina com adicdo de cera de abelha e cera de carnatba (ZHANG et al., 2018).

A adicdo de substancias bioativas na matriz do filme, tem a finalidade de melhorar
as caracteristicas tecnologicas para que possam ser utilizados na industria de alimentos.
Substéancias antioxidantes como polissacarideos séo adicionadas na formulagdo de filmes
para proteger os alimentos de agentes externos, evitando a degradacgdo oxidativa, inibindo
reacdes de oxidagdo e, consequentemente estendendo sua vida de prateleira (ATARES &
CHIRALT, 2016; AHMED et al., 2017). No presente estudo, o filme otimizado (POP-GA)
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apresentou eliminacéo de 41.57% + 1.46 para o radical DPPH e essa atividade antioxidante
esta relacionada ao extrato polissacaridico (POP) adicionado no filme (Fig. 4).

A atividade antioxidante dos polissacarideos estd relacionada a composicao
monossacaridica, peso molecular e conformagéo das cadeias (BARBOSA et al., 2020). Os
resultados do presente trabalho sdo superiores ao reportado por Zhang et al. (2018) que
encontrou valores de 5.5 a 7.2% de eliminacdo do mesmo radical para filmes de gelatina
com adicdo de cera de abelha e de carnalba. Ja Rasid, Nazmi, Isa, & Sarbon (2018),
encontraram resultados semelhantes ao do presente estudo, 31.21 a 47.51% de eliminacao
do mesmo radical em filmes de gelatina com adicéo de extrato de Centella asiatica (L).
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6. CONCLUSOES

A adicdo do extrato polissacaridico (POP) no filme de gelatina melhorou as
propriedades tecnologicas. Os resultados de FTIR, SEM e XDR demonstraram que houve a
formagéo de um complexo molecular, permitindo uma boa adeséo e coeséo entre a gelatina
(GA) e 0 extrato polissacaridico (POP).

De acordo com o modelo proposto, as condi¢@es de otimizacdo foram de 3% de
gelatina, 6.26% de plastificante e 1.0% de extrato polissacaridico (POP). Nessas condi¢Ges
foi possivel obter valores de 4.55 x10!! g.m.m-2.s-1.Pa-1 para PVA, 18.02% para resisténcia
a tracdo e 15.56% para elongagdo. O filme otimizado (POP-GA) apresentou capacidade
antioxidante, apresentando potencial para a aplicacdo na industria de alimentos para uso de

embalagens.
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