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DESENVOLVIMENTO DE FILMES BIODEGRADAVEIS ANTIOXIDANTES E
ANTIMICROBIANOS PARA PRESERVACAO DE CARNE BOVINA
REFRIGERADA

RESUMO GERAL.: Objetivou-se desenvolver filmes biodegradaveis antioxidantes e
antimicrobianos para preservacgdo de carne bovina refrigerada. A execucao da pesquisa
foi dividida em quatro capitulos distintos: (Capitulo 1)- Consideracdes gerais; (Capitulo
2)-Desenvolvimento e caracterizagdo dos extratos da folha de batata-doce e taioba;
(Capitulo 3)-Desenvolvimento e caracterizagdo de filmes biodegradaveis & base de
coldgeno da pele de tilapia e fécula de mandioca. Ja o (Capitulo 4)-tratou-se da
aplicacdo de um filme & base de colageno incorporado de extratos da folha de batata-
doce e taioba em carne bovina armazenada sob-refrigeracdo a 4 °C. Os resultados
mostraram que 0s dois extratos hidroalcdolicos apresentaram potencial antioxidante,
indicando maior efetividade para o extrato da folha de batata-doce. Com relacdo a
atividade antimicrobiana, apenas o extrato da folha de batata-doce mostrou atividade
contra Bacillus cereus (ATCC 11778) e Salmonella Tiphymurium (ATCC 14028).
Ambos o0s extratos apresentaram uma dose letal (DLsg) inferior a 1000 pg/mL,
apresentando uma toxicidade mediana para Artemia salina Leach. Com relacdo aos
resultados da caracterizagdo dos filmes foi observado que os tratamentos T1 e T4
melhoraram a resisténcia do filme a agua (p <0,05). Os tratamentos T3, T4 e T5
proporcionaram maiores valores (p <0,05) de leveza (L *). As micrografias eletrénicas
de varredura (MEV) mostraram uma estrutura mais ordenada, lisa e homogénea para o
tratamento T1, o que resultou em maiores propriedades mecénicas (p <0,05) e maior
estabilidade térmica. Ja no capitulo 4, os principais resultados mostraram que a carne
bovina intercalada em filmes de colageno contendo 0,1% de extratos vegetais
apresentaram as menores perdas de peso e cor. Esses filmes também reduziram a
oxidacdo lipidica e a converséao de ferro heme em ferro ndo heme, além de apresentarem
0s menores acimulos de metamioglobina. Desta forma, de acordo com os resultados
obtidos para a caracterizagdo dos extratos das folhas de batata doce e taioba, esses
podem ser utilizados para o desenvolvimento de ingredientes bioativos com aplicacdes
promissoras na area alimenticia e nutraceutica. Em relagdo a caracetrizacdo dos filmes,
os tratamentos contendo o colageno puro e as misturas contendo 4,5% de colageno e
1,5% de fécula de mandioca foram considerados as formulagBes ideais, pois se
alternaram nas melhores propriedades mecénicas, de barreira e térmicas. Com relacéo a
aplicacdo do filme de colageno contendo 0,1% dos extratos das folhas de batata-doce e
taioba na carne bovina mostraram ser eficiente no controle de qualidade de carne bovina
in natura refrigerada, em comparacao ao tratamento controle (PVC).

Palavras — chave: Compostos fendlicos, Embalagens biodegradaveis, Oxidacao
lipidica, Qualidade da carne, Vida de prateleira.



DEVELOPMENT OF BIODEGRADABLE FILMS ANTIOXIDANT AND
ANTIMICROBIAN FOR PRESERVATION OF REFRIGERATED BOVINE
MEAT

GENERAL ABSTRACT: The objective was to develop biodegradable antioxidant and
antimicrobial films for the preservation of refrigerated beef. The execution of the
research was divided into four distinct chapters: (Chapter 1)-General considerations;
(Chapter 2)-Development and characterization of sweet potato and taioba leaf extracts;
(Chapter 3)-Development and characterization of biodegradable films based on collagen
from the skin of tilapia and cassava starch. (Chapter 4)-Was about the use of a collagen
film based on extracts of sweet potato and taioba leaf in beef stored under refrigeration.
The results showed that the two hydroalcoholic extracts had antioxidant potential,
indicating greater effectiveness for the sweet potato leaf extract. Regarding
antimicrobial activity, only the sweet potato leaf extract showed activity against
Bacillus cereus (ATCC 11778) and Salmonella Tiphymurium (ATCC 14028). Both
extracts showed a lethal dose (LDsp) of less than 1000 pg / mL, showing to be toxic to
Artemia salina Leach. Regarding the results of the characterization of the films, it was
observed that the T1 and T4 treatments improved the film's resistance to water (p
<0.05). The T3, T4 and T5 treatments provided higher values (p <0.05) of lightness (L
*). Scanning electron micrographs (SEM) showed a more orderly, smooth and
homogeneous structure for the T1 treatment, which resulted in greater mechanical
properties (p <0.05) and greater thermal stability. Regarding the results of the physical -
chemical analysis of beef, the main results showed that beef stored in packages
containing 0.1% of plant extracts showed the lowest weight and color losses. The films
containing extract also reduced lipid oxidation and the conversion of heme iron to non-
heme iron, in addition to having the smallest accumulations of metmyoglobin. In this
way, the data obtained for the characterization of sweet potato and taioba leaf extracts
can be used for the development of bioactive ingredients with promising applications in
the food area. For the characterization of the films, in general, the T1 and T4 treatments
were considered the ideal formulations, as they alternated in the best mechanical, barrier
and thermal properties. Regarding the application of the collagen film containing 0.1%
of the extracts of sweet potato and taioba leaves in beef, they proved to be efficient in
the quality control of chilled fresh beef, in comparison to the control treatment (PVC).

Keywords: Phenolic compounds, Biodegradable packaging, Lipid oxidation, Meat
quality, Shelf life.
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CAPITULO 1- Consideracdes Gerais
1- INTRODUCAO

A carne bovina esta entre os alimentos mais consumidos nos Gltimos anos, onde
uma projecédo feita pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento mostrou
que no periodo de 2017/2018 a 2027/2028 a carne bovina apresentara um crescimento
no consumo de aproximadamente 1,5% ao ano para os préximos dez anos (Mapa,
2018). E fato que em Junho de 2019, o Brasil exportou 524,9 mil toneladas entre carnes
bovinas, suinas e de frango, o que representou uma alta de 71,4% frente ao valor
registrado no mesmo periodo de 2018 (306,2 mil toneladas) (Formigoni, 2019).

Este aumento no consumo e nas exportacdes da carne bovina justifica- se por sua
composi¢do quimica ser rica em proteina, contendo aminoacidos essenciais, elevados
teores de gordura, excelente fonte de zinco e ferro, além das vitaminas B2, B3, B6 e
B12. Essa riqueza nutricional conceitua a carne bovina como um dos alimentos mais
completos, sendo essencial sua presenca na mesa do consumidor (Pires et al., 2006). Ao
mesmo tempo em que a carne bovina apresenta essas caracteristicas, a mesma possui
elevada atividade de agua e pH Otimo para o crescimento de micro-organismos
deteriorantes e patogénicos, bem como alteracdes quimicas, no ambito da oxidacdo
lipidica e proteica. Esses fatores fazem com que este tipo de alimento seja consumido
rapidamente, quando armazenada em temperatura de refrigeracdo (Coombs et al., 2017).

A Instrucdo Normativa n® 16, de 23 de Maio de 2017, estabelece para carnes
resfriadas até 4° C, um periodo de 3 (trés dias) de vida util. Assim, torna-se
imprescindivel buscar alternativas que possam contribuir para mudar este cenario,
garantindo maior vida de prateleira a carne, quando se aplica a refrigeracdo. Como
modelos tecnoldgicos para protecdo de alimentos, as embalagens sintéticas sdo as mais
utilizadas no acondicionamento de carnes, cuja finalidade é proteger a estrutura fisica
do produto e garantir a qualidade microbiol6gica. Entretanto, seu uso possui algumas
desvantagens, uma vez que esse tipo de embalagem, ap0s ser descartada, prejudica o
meio ambiente. Por estes motivos, vem sendo pesquisadas embalagens biodegradaveis,
que sdo fomentadas com a producéo de filmes utilizando diversos materiais encontrados
facilmente na natureza, a base de proteinas, polissacarideos, lipideos ou combinacgdes
destes (Costa et al., 2018).

Sabe-se que durante o processamento da tilapia (Oreochromis niloticus) uma
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quantidade significativa de residuos organicos é gerada. Dentre estes rejeitos, segundo
Gomez et al. (2011), a pele pode ser utilizada para a extracdo de colageno, subproduto
cuja composicdo quimica é basicamente constituida de proteinas que possuem boas
caracteristicas para formar filmes biodegradaveis. Semelhante a estas caracteristicas, o
estudo de Souza (2016) evidenciou que o uso da gelatina a partir da pele de tilapia
possui alto potencial para a producdo de filmes biodegradaveis, apresentando boa
homogeneidade e manipulacdo. Além disso, este mesmo estudo enfatiza que os
resultados encontrados no trabalho podem ser utilizados em estudos futuros que visem
melhorias das propriedades mecénicas dos filmes, assim como sua utilizacdo para
conservar alimentos.

Outros materiais estudados para formulacdo de filmes biodegradaveis sdo 0s
polissacarideos, com destaque, a fecula de mandioca, amplamente utilizada como
matéria-prima em pesquisas (Chiumarelli; Hubinger, 2012; Garcia et al, 2010), por
formar peliculas transparentes, que melhoram a aparéncia dos alimentos, fornecendo
bom aspecto e brilho, tornando os mesmos mais atrativos. Além de ser uma matéria-
prima encontrada abundantemente na natureza, possui carater renovavel e apresenta
baixo custo (Mobhr et al., 2015).

Os vegetais apresentam uma grande variedade de compostos quimicos, sendo 0s
de ordem secundaria responsaveis pela formacado de diversos compostos bioativos muito
utilizados na medicina popular ha centenas de anos e atualmente na inddstria
farmacéutica, para a producdo de farmacos, bem como pela industria de alimentos.
Outras atividades importantes encontradas principalmente nos extratos vegetais sao as
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antifungicas, onde os terpenoides e 0s
compostos fendlicos sdo os principais precursores destas atividades (Oliveira et al.,
2016). Um exemplo de vegetais que possuem compostos bioativos sdo as folhas da
batata-doce (Ipomoea batatas) e taioba (Xanthosoma sagittifolium), com acGes
multifacetadas, incluindo atividade antioxidante e antimicrobiana, entre eles destacam-
se as antocianinas e 0s compostos fendlicos, e sdo superiores a outros produtos
horticolas comerciais (PARK et al., 2014). Com base no exposto, justifica-se a
realizacdo desta pesquisa direcionada ao estudo do potencial do colageno da pele de
tildpia, fécula de mandioca e combinacBes destes como matérias-primas para a
elaboracdo de embalagens ativas, adicionados de extratos da folha de batata-doce e

taioba, que proporcionem o aumento da vida Util da carne bovina refrigerada.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. Carne bovina

A demanda por carne como fonte de proteina estd aumentando em toda a esfera
global, e isso faz com que este alimento esteja entre os mais procurados pelos
consumidores. O Brasil € 0 maior exportador de proteina animal do mundo, e segundo a
associacdo brasileira das industrias exportadoras de carnes, o volume exportado de
carne bovina cresceu 9,2% de Janeiro a Setembro de 2019 e que, em 2020 a producéo
nacional de carne suprira 44,5% das exportacGes de carne bovina, 48% de carne de
frango e 14% de carne suina. Estas estimativas indicam que o Brasil pode manter o
primeiro lugar no ambito de maior exportador mundial de carnes (Abiec, 2019).

A carne bovina é importante ndo s6 para a populacdo consumidora deste
alimento, mas ela possui elevada participacdo no Produto Interno Bruto (PIB) e nas
exportacdes, com representacdo significativa no agronegécio brasileiro, gerando
emprego, renda e promovendo o crescimento do pais (Farias, 2016). Este crescimento
esta atrelado a producdo e continuo desenvolvimento, além de vantagens como as
condicdes climaticas favoraveis e a criacdo de gado de corte em regime de pastagem,
resultando em um baixo custo de producdo. Quando a pastagem atende as exigéncias
nutricionais dos animais, favorecem esse patamar de crescimento.

As estimativas de aumento da producdo no setor de carne bovina apontada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), para o ano de 2020,
revela ao mesmo tempo um aumento da preocupacdo com a qualidade do produto que
chega a casa do consumidor, tendo em vista que a carne in natura é bastante susceptivel
a alteragdes de ordem fisica, quimica, bioquimica e microbiolégica, devido as suas
caracteristicas intrinsecas, como composi¢do nutricional, que sofre alteracbes dando
origem a metabdlitos indesejaveis, além de elevada atividade de agua e pH proximo da
neutralidade (Silva, 2017). Desta forma, ocorre principalmente degradacdo nas
moléculas de proteinas e lipideos provocados por enzimas hidroliticas endogenas e
ainda por outras substancias produzidas por micro-organismos (Mesquita et al., 2014).
Estes fatores, eventualmente, além de afetarem negativamente outros parametros
qualitativos da carne, afetam também a qualidade visual. Este é o primeiro parametro
qualitativo que reflete diretamente a aceitacdo ou rejei¢cdo do produto pelo consumidor.
A cor da carne bovina apresenta uma tonalidade para o vermelho intenso, entretanto

nem sempre ird apresentar essas caracteristicas, uma vez que diversas a¢des influenciam
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mudancas de cor como o proprio armazenamento, alteracGes microbianas, reflectancia
da luz, que ajuda acelerar o processo de oxidacdo. Tudo isso contribui

consideravelmente para a rejeicdo deste produto no mercado (Passeti et al., 2016).

2.2. Parametros de qualidade da carne bovina
2.2.1. Cor

As medidas de cor instrumentais em carne bovina sdo especificamente
apropriadas para inferir o nivel qualitativo do produto, e tem sido aplicada para detectar
alteracGes relativas na cor do alimento, onde as mudancas nas caracteristicas
colorimétricas sdo visualizadas em pouco tempo de armazenamento, e estas alteragdes
estdo eventualmente associadas com os niveis de pH, carga microbiana, estabilidade
oxidativa e uma série de outros parametros que agem para diminuir o tempo de vida util
de carnes in natura (Holman et al., 2018).

Durante o armazenamento prolongado, a estrutura bioquimica da carne
certamente sofre mudancas que podem afetar a cor, contribuindo para a perda de
qualidade visual. Dentro desses aspectos bioquimicos, processos oxidativos na
mioglobina podem ocorrer ao longo do armazenamento refrigerado em condigbes
anaerobias, devido a formacdo da desoximioglobina, que mediante a presenca de
oxigénio forma a oximioglobina, que em ambiente aerobio conduz o aumento oxidativo
da mioglobina em metamioglobina, contribuindo para a cor castanha da carne (Combs
etal., 2017).

A partir disso fica evidenciado que, quando a carne é colocada em temperaturas
de refrigeracdo até 4 °C, porém exposta a altos niveis de oxigénio, a sua vida 0til torna-
se limitada, ndo ultrapassando trés dias. No decorrer deste periodo, se ndo houver acdo
microbiana, seguramente havera a conversio do pigmento oximioglobina em
metamioglobina, devido a perda dos sistemas redutores da carne, ocasionando sua
descoloracdo e, consequentemente, isso ird refletir diretamente na comercializacdo do

alimento no mercado (Choe et al., 2016).

2.2.2. Estabilidade oxidativa

A oxidacao dos lipideos origina produtos prejudiciais, afetando o sabor, cor e 0s
componentes nutricionais inerentes & composi¢do quimica das carnes, sendo que esses
efeitos se dao devido a geracdo de compostos volateis associados a sabores indesejaveis,

bem como a menor disponibilidade de acidos graxos desejaveis (Cheng, 2016). O
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mecanismo de oxidacdo pode ser induzido por potenciais iniciadores como espécies
reativas de oxigénio derivadas de lipideos e subprodutos oxidados da oximioglobina,
enquanto que radicais formados a partir de lipideos e proteinas podem acelerar ainda
mais a oxidacdo de maneira eventualmente igual (Fruet et al., 2018).

A oxidacdo lipidica é causada por complexas reacfes de oxidacdo, hidrolise,
polimerizagdo, pirolise, dentre outras, sofridas pelos acidos graxos insaturados, que
resulta na formacdo de compostos poliméricos potencialmente toxicos, tornando 0s
alimentos improprios para o consumo. O dano oxidativo compromete, ainda, a
biodisponibilidade de vitaminas, proteinas e pigmentos, reduzindo o valor nutricional de
uma ampla variedade de produtos alimenticios, em especifico carne, onde o fator
oxidacdo ocorre com ligeira facilidade e rapidez, refletindo em perdas econdmicas e
desordens na satude humana (Pouzo et al., 2016).

A forma mais comum de deterioragdo quimica da carne é a oxidagdo dos
lipideos, podendo ser desencadeada por ions metalicos com facilidade para doar
elétrons, que levam ao aumento da taxa de formacdo de compostos secundarios como
aldeidos, acetonas, ésteres, alcoois e hidrocarbonetos de cadeia curta, que propiciam
efeitos negativos sobre a qualidade sensorial da carne e produtos carneos (Karakaya et
al., 2011; Shah et al., 2014). Segundo Montgomery et al. (2003), as maiores causas da
descoloracgdo e da rancidez oxidativa na carne vermelha sdo a oxidacdo da mioglobina e
a autoxidagdo da gordura. Existem varias formas tecnologicas de impedir o avango
rapido dos processos oxidativos como a reducdo da temperatura de armazenamento,
remocdo de oxigénio, inibir a acdo das enzimas produzidas por micro-organismos como
também a inser¢do de antioxidantes sintéticos. Porém, este Gltimo esta sendo associado
ao aparecimento de maleficios a salde, o que permite estudos com antioxidantes
naturais como o0s extratos, que possuem compostos secundarios de acdo comprovada no
controle oxidativo de alimentos, podendo ser aplicados diretamente ou imobilizados em

outro material, potencializando o seu efeito protetivo.

2.2.3. Presenga de micro-organismos em carne bovina

Uma variedade de alimentos esta envolvida frequentemente em surtos de
doencas, bem como em toxinfeccdes alimentares. Dentre estes, a carne é considerada
um dos que mais tem contribuido para a ocorréncia desses fatos. As caracteristicas
intrinsecas, principalmente pH e atividade de agua, sdo favoraveis ao crescimento de

micro-organismos, destacando também a elevada quantidade de proteinas, minerais e



24

vitaminas, o que torna a carne um excelente substrato para o desenvolvimento de varias
espécies de bactérias deteriorantes e patogénicas (Ren et al., 2018).

As principais etapas de contamina¢do microbiana de carnes sdo durante o
processamento, transporte, armazenamento e vendas (Yang et al., 2018). A prevaléncia
de bactérias patogénicas como Staphylococcus aureus, Salmonella e Listeria
monocytogenes € constantemente encontrada em carnes, em que as condi¢des
principalmente de estocagem ndo sdo satisfatorias. Ma et al. (2017) destacaram que
entre 1.050 surtos de doencas veiculadas por alimentos em escolas chinesas durante
2003-2015, carnes e derivados estdo entre os principais alimentos promovedores desses
casos.

As condicdes de comercializacdo e exposicdo em temperaturas inadequadas
também fornecem meios para 0s micro-organismos patogénicos agirem, sendo 0s
principais responsaveis pelos problemas de salde puablica, que podem provocar desde
disturbios fisioldgicos leves até casos mais graves, onde o individuo pode até vir a 6bito
(Silva et al., 2016; Chien et al., 2017). Outro grupo de micro-organismos que é muito
comum em superficie de carnes sdo os deteriorantes, que devido a producdo de
determinadas enzimas, atacam principalmente as proteinas e os lipideos, caracterizando
0 aparecimento de odores e sabores desagradaveis, diminuindo assim a validade
comercial do alimento. Dentre os micro-organismos deteriorantes colonizadores em
carnes destacam-se 0s Gram-negativos como Pseudomonas, Acinetobacter e
Flavobacterium, que crescem na superficie do alimento e os Gram-positivos como
Lactobacillus, que predominam no seu interior. A deterioracdo da carne é um evento
complexo, pode causar alteragdes fisicas, quimicas ou sensoriais, isto €, alteracGes na
cor, odor, textura, sabor, como consequéncia da atividade metabolica dos micro-
organismos presentes e tornar o produto improprio para consumo humano (Casaburi et
al., 2015).

2.3.  Filmes poliméricos como embalagens alimenticias

A protecdo do alimento € a principal funcdo da embalagem, desde 0 momento da
fabricacdo até chegar ao consumidor. Assim, o desenvolvimento de um sistema de
embalagem para carne bovina in natura deve prioritariamente relacionar quais atributos
de qualidade devem ser conservados. A embalagem tem sua importancia, haja vista que
seu uso minimiza todos os efeitos deteriorantes da carne, protegendo o alimento de

danos biologicos, quimicos e fisicos (Panseri et al., 2018).
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A cadeia de distribuicdo de alimentos vem apresentando grandes mudancas que
tem estimulado industrias e pesquisadores a concentrar seus esforcos no
desenvolvimento de embalagens biodegradaveis (Battisti, 2016). Os maiores desafios
enfrentados estdo em prolongar a durabilidade do produto embalado e manter suas
caracteristicas desejaveis para o consumo, bem como sua qualidade nutricional e
seguranca microbiologica. Estes sistemas de embalagem ainda precisam atender as
demandas urgentes de sustentabilidade, a fim de minimizar os impactos ambientais
causados pelo uso acentuado de matérias-primas nao renovaveis como as embalagens de
origem sintética (Battisti et al., 2017).

A producdo de embalagens com base em polimeros naturais tem chamado a
atencdo nos ultimos anos, devido a sua capacidade de renovacdo e biodegradabilidade e
a revelagdo de resultados promissores na conservacao de alimentos (Zhang et al., 2019).
Além disso, sdo adicionados compostos com ac¢des antioxidantes e antimicrobianos no
material da embalagem potencializando o efeito de protecdo ao alimento, uma vez que
se tem uma interacdo da embalagem ativa com o alimento embalado (Barbosa et al.,
2014; Realini; Marcos, 2014).

2.3.1. Blendas poliméricas para producao de filmes

Blendas poliméricas sdo misturas de dois ou mais componentes que interagem
entre si por meio de ligacGes secundarias como as forcas de Van der Waals, ligagdes
dipolo—dipolo e ligacdes de hidrogénio. A mistura desses materiais podem possibilitar
algumas vantagens em relacdo aos polimeros puros, como melhorias nas propriedades
mecanicas e térmicas. Diversas matérias-primas encontradas na natureza sdo formadoras
de compostos filmogénicos, destacando-se as proteinas, os lipideos e 0s polissacarideos.
Todos possuem excelentes caracteristicas para formagdo de filmes que, além de serem
biodegradaveis, sdo de baixo custo (Viegas, 2016).

No entanto a utilizacdo de filmes biodegradaveis com a finalidade de substituir
completamente as embalagens convencionais ainda é limitada, devido ao seu baixo
desempenho quanto as suas propriedades mecénicas e de barreira. Uma alternativa € a
mistura de proteinas e amido, uma vez que o estabelecimento de fortes interacdes entre
esses dois componentes fornecem ao filme uma estrutura mais resistente,
proporcionando melhores propriedades fisicas, quimicas e mecanicas ao material da
embalagem (Romani et al, 2018).

Os principais materiais utilizados para a producéo de filmes a base de proteinas
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sdo o glutém, as proteinas do soro de leite, a gelatina e o colageno, apresentando boa
capacidade para formacdo de peliculas, transparentes e flexiveis, que podem contribuir
para aumentar a vida util dos alimentos (Alves et al., 2011). Ja os polissacarideos mais
empregados na producéo de filmes s&o a celulose, quitosana e o amido. Os filmes a base
de polissacarideos, normalmente, sdo transparentes e oferecem moderada barreira ao
oxigénio e dioxido de carbono, sendo bastante compativeis com outros materiais,
possuem alta permeabilidade ao vapor de agua e alta solubilidade em &gua, além de
baixas propriedades mecanicas como a resisténcia a tracdo e ponto de quebra
(Khoshgozaran et al., 2012). Essas caracteristicas evidenciam estudos frequentes
utilizando misturas desses componentes, procurando solucionar as deficiéncias ainda

existentes.

2.3.2. Colageno

O colageno € a proteina mais abundante; representa quase 30% do total de
proteinas do corpo do animal. O uso do colageno como biomaterial esta passando por
um processo de renascimento, buscando aplicagbes praticas devido a sua
biocompatibilidade, baixa antigenicidade, alta biodegradabilidade e boas propriedades
mecanicas. Existem pelo menos 27 tipos diferentes de colageno, e entre estes o
colageno tipo | € o mais utilizado como biomaterial no desenvolvimento de construgdes
e engenharias de tecidos e sistemas de curativos (Tamilmozhi et al., 2013).

Atualmente, as principais fontes de colageno tipo | sdo provenientes dos bovinos
e suinos. No entanto, devido o surgimento de surtos de doencas como encefalopatia
espongiforme bovina e febre aftosa, o uso do coldgeno advindo dessas fontes estdo bem
limitados, além disso, o colageno bovino ndo pode ser consumido pelos povos Sikhs e
Hindus, enquanto o colageno suino ndo pode ser consumido por mulgumanos e judeus
uma vez que estes, especialmente os bovinos, sdo considerados sagrados nestas regides
(Pati et al., 2010).

Entre as alternativas de colageno, os peixes fornecem a melhor fonte desta
matéria-prima, devido a sua alta disponibilidade, ndo possui riscos de transmissédo de
doencas e possibilita maior producdo de coldgeno. Até o momento, ha poucas
informacdes sobre o uso do colageno da pele de peixe, com excecdo das espécies
comercialmente importantes que tem sido relatada. Portanto, surge a ideia de utiliza-lo
para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis. Essa matéria-prima é promissora haja

vista que o material a base de colageno pode refletir boas caracteristicas ao filme,
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promovendo em especial a luminosidade, o que de fato é de extrema importancia, sendo
que filmes biodegradaveis com alta luminosidade se assemelham a filmes plasticos,
bastante utilizados para embalar alimentos (Nakashima et al., 2016).

A pele obtida do processo de filetagem da tilapia geralmente descartada possui
potencial para o aproveitamento de aproximadamente 35% de proteinas, onde 34% sdo
proteinas fibrosas na qual se enquadra o colageno, principal proteina estrutural do reino
animal. O coladgeno é um produto altamente proteico, caracterizado pelos altos teores de
glicina, prolina e hidroxiprolina, que sdo biopeptidios que tornam este produto
promissor, a fim de que sejam diversificadas as formas de aplicacdo em sistemas
alimenticios (Chen et al., 2016). Com a busca por novas alternativas para conservar 0s
alimentos, aproveitar estes residuos que eventualmente sdo desperdicados pela
agroindustria de processamento do pescado e usa-lo no desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis pode ser uma alternativa viavel, além de que este tipo de embalagem

pode tornar-se um substituto aos plasticos sintéticos.

2.3.3. Fécula de mandioca

O Brasil é 0 segundo maior produtor mundial de mandioca (Manihot esculenta)
e a relevancia econdmica dessa cultura vem crescendo nos Ultimos anos, decorrente
principalmente dos processos que procuram agregar valor ao seu beneficiamento, como
por exemplo, sua utilizacdo na elaboragdo de produtos biodegradaveis (Rocha et al.,
2014). A fécula de mandioca é um polissacarideo biodegradavel, renovavel e atéxica,
selecionada como um dos biopolimeros mais estudados para elaborar filmes
poliméricos. Por formar peliculas transparentes, sdo eficientes barreiras a perda de agua,
proporcionam bom aspecto e brilho intenso, tornando os alimentos comercialmente
atrativos. Outra caracteristica que faz desse produto ser considerado uma alternativa
vidvel é a abundancia e o baixo custo (Kokoszka et al., 2010). A producéo,
caracterizacdo e aplicacdo de filmes a base de fécula de mandioca tém sido reportadas
na literatura, com resultados muito positivos e promissores para aplicacdes em diversas
variedades de alimentos (Souza et al., 2014; Seligra et al., 2016; Tumwesigye et al.,
2016; Pifieros et al., 2017).

Apesar das conveniéncias apresentadas, segundo Kim et al. (2014), a utilizacéo
da fécula como Unica matéria-prima para a confeccdo de filmes e revestimentos
apresenta algumas desvantagens, como: baixa resisténcia a umidade e variacdo das

propriedades mecanicas sob diferentes condi¢bes de umidade durante o0 armazenamento.
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No intuito de superar essas deficiéncias, a combinacdo deste com biopolimeros
proteicos, bem como a incorporacdo de plastificantes séo alternativas a serem estudadas,

onde 0s mais utilizados sdo o glicerol e o sorbitol.

2.4. Plastificantes

O plastificante € uma molécula pequena, de baixa volatilidade e de natureza
quimica similar a do polimero usado na constituicio do filme. Bons plastificantes
utilizados estdo entre o glicerol, sorbitol e a sacarose que sdo materiais que interagem
com as cadeias do filme por meio das pontes de hidrogénio (Daudt et al., 2015).

A adicdo de um plastificante é necessaria para superar as fragilidades dos filmes
que se apresentam quebradicos devido as extensivas forcas intermoleculares. Os
plastificantes reduzem essas forgas, suavizam a rigidez da estrutura do filme e
aumentam a mobilidade entre as cadeias biopoliméricas, melhorando as propriedades
mecanicas dos filmes (Hanani et al., 2014).

Os plastificantes geralmente reduzem as temperaturas de transi¢do vitrea e de
fusdo, além disso, afetam as propriedades mecénicas e fisicas sem alterar a natureza
quimica das macromoléculas. A atuacdo dos plastificantes nos polimeros envolve a
neutralizacdo, ou reducdo das forcas intermoleculares que além de miscivel com o
polimero, o plastificante deve ser compativel e permanecer no sistema, implicando em
similaridade de forcas intermoleculares dos dois componentes (Almasi; Ghanbarzadeh;
Entezami, 2010).

2.5.  Extratos vegetais como antioxidantes e antimicrobianos naturais

Os extratos sdo substancias extraidas a partir de flores, frutos, folhas, raizes e
outras partes das plantas por diferentes métodos. Devido a riqueza e complexidade de
seus componentes quimicos, abrangem diversas propriedades farmacoldgicas. Os
componentes podem atuar isoladamente ou juntos, promovendo efeito sinérgico, uma
vez que recombinam entre si, podendo ser mais ativo do que o uso isolado (Botrel et al.,
2010). Na natureza, 0s compostos bioativos presentes nos extratos desempenham um
papel importante na protecdo das plantas, como agentes antibacterianos, antivirais,
antifungicos, inseticidas e também contra os herbivoros (Montes et al., 2014).

Plantas alimenticias ndo convencionais conhecidas como PANC’s sdo plantas
comestiveis encontradas na natureza, porém esquecidas pela maior parte da populagao

como alimento. Dentre as principais Panc’s tem-Se 0 ora- pro-nobis, beldroegéo,
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bertalna bem como a taioba e a batata-doce. Essas plantas apresentam potenciais
caracteristicas nutricionais sendo carreadoras de diversas vitaminas dentre elas a
vitamina C (Fuhr, 2016). As folhas da batata-doce (Ipomoea batatas) possuem
compostos que conferem propriedades antimicrobianas, bem como uma grande
quantidade de flavonoides, antocianinas e -caroteno conferindo a essa planta potencial
antioxidante. A taioba (Xanthosoma sagittifolium) € uma planta que possui diversas
propriedades funcionais como atividade antioxidante, riqueza em compostos fendlicos e
nutricionais (Pereira; Fonseca, 2018).

A este respeito, Boscolo e Valle (2008) em seu estudo com plantas medicinais
também mencionaram as folhas e raizes tuberosas de batata-doce como tendo atividade
antimicrobiana, sendo popularmente utilizada no tratamento de cicatrizagGes. Ja Islam
(2007) mostrou em seu trabalho sobre algumas variedades de batata-doce, que a agua
extraida das folhas suprimiu o crescimento de bactérias causadoras de intoxicacdo
alimentar como Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Echerichia coli patogénica.
Trabalhos realizados por Islam (2009) tem demonstrado que os compostos fendlicos
encontrados nas folhas de batata-doce, sdo substancias ativas possuidoras de maltiplas
atividades biologica, incluindo forte atividade antioxidante o que torna clara a
necessidade de aproveitar as folhas deste material para transformacdo em uma gama de
produtos de interesse humano, originando novas cadeias de valores de praticas
agroenergeéticas, ja que estas partes da planta sdo simplesmente descartadas ou servidas
como ragao para 0s animais.

Com relagdo a folha da taioba foi revelada em estudos divulgado por Oliveira et
al. (2012), Amagloh et al. (2017) e Araujo et al. (2019) que apesar de ser uma planta
que apresenta varios beneficios para a saude, a mesma ndo mostrou eficiéncia
antimicrobiana. Porém, esta planta, especialmente suas folhas podem ser usadas para
fins alimenticios, pois sua composi¢cdo quimica é rica em proteinas, magnesio, calcio,
ferro, zinco e vitamina C, além de que possui alta taxa de compostos fendlicos e
flavonoides e, consequentemente, elevada capacidade antioxidante. Apesar de estas
demonstrarem tais caracteristicas, sd0 escassos registros na literatura cientifica
demonstrando o seu uso em alimentos, como antimicrobiano e antioxidante, gerando
com isso a necessidade de estuda-las, uma vez que elas surgem como potenciais
fornecedores de compostos bioativos que possuem propriedades capazes de conter o
avanco de bactérias contaminantes em alimentos e alteracfes quimicas como a oxidacao

lipidica.
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RESUMO

As espécies de batata-doce (Ipomoea batatas) e taioba (Xanthosoma
sagittifolium) sdo as principais fontes alimentares em alguns paises da Asia, Africa do
Sul e América do Sul. Entretanto, o uso das folhas dessas hortalicas para consumo
humano e como aditivo alimentar é limitado. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho
foi buscar evidéncias do potencial do extrato de folha de batata doce (EFBD) e do
extrato de taioba (EFT) como fontes de compostos fendlicos com atividade
antioxidante, antimicrobiana e citotoxica. A analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foi utilizada para investigar a composicdo quimica dos extratos,
resultando na identificacdo de quatorze metabdlitos secundarios para cada extrato, que
pertencem principalmente aos grupos acidos hidroxibenzoico, acidos hidroxicindmicos
e flavondides. Os extratos mostraram forte atividade antioxidante com taxas de
eliminacdo de DPPH de 70,24% para EFBD e 51,80% para EFT. Verificou-se também
que o EFBD possui atividade antimicrobiana com valores de CIM em relacdo a Bacillus

cereus de 500 a 1000 pg / mL e Salmonella Typhimurium de 250 a 1000 pg / mL.
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Ambos os extratos mostraram atividade citotéxica moderada contra Artemia salina com
LD50 de 300,4 para EFBD e 265,7 para EFT. Assim, esses resultados confirmam o

potencial desses extratos como aditivo natural para a preservagéo de alimentos.

Palavras-Chave: Atividade antimicrobiana, Atividade antioxidante, Composicao

fendlica, Compostos biaotivos.

ABSTRACT

The species of sweet potato (Ipomoea batatas) and taioba (Xanthosoma
sagittifolium) are the main food sources in some countries in Asia, South Africa, and
South America. However, the use of the leaves of these vegetables for human
consumption and as food additive is limited. In this context, the aim of this work was to
seek evidence of the potential of sweet potato leaf extract (SPLE) and taioba extract
(ELT) as sources of phenolic compounds with antioxidant, antimicrobial, and cytotoxic
activity. High-performance liquid chromatography (HPLC) analysis was used to
investigate the chemical composition of the extracts, resulting in the identification of
fourteen secondary metabolites for each extract, which belong mainly to the groups
hydroxybenzoic acids, hydroxycinnamic acids, and flavonoids. The extracts showed
strong antioxidant activity with DPPH scavenging rates of 70.24% for SPLE and
51.80% for ELT. It was also found that the SPLE has antimicrobial activity with MIC
values in relation to Bacillus cereus from 500 to 1000 pg/mL and Salmonella
Typhimurium from 250 to 1000 pg/mL. Both extracts showed moderate cytotoxic
activity against Artemia salina with LDso of 300.4 for SPLE and 265.7 for ELT. Thus,
these results confirm the potential of these extracts as a natural additive for food

preservation.

Keywords: Antimicrobial activity, Antioxidant activity, Phenolic composition, Biaotive

compounds.

1. INTRODUCAO

O consumo e a valorizacdo de alimentos naturais que contém compostos
bioativos, que podem contribuir para a melhoria da saide humana, tém ganhado atencéo
nos ultimos anos (Radbeh et al., 2020). Os efeitos dos compostos bioativos na sadde do

consumidor estdo ligados aos metabdlitos secundarios das plantas. Esses sdo
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antioxidantes e antimicrobianos naturais e podem ser usados pela industria de alimentos
como aditivos naturais (Goswani et al., 2020).

A batata-doce (Ipomoea batatas) é uma hortalica de grande importancia
econémica mundial, com indicacdo etnografica médica ja confirmada na literatura (Kim
et al., 2015). Porém, devido a escassez de informacGes sobre 0s compostos bioativos
encontrados em suas folhas e aos efeitos benéficos a saude humana, ainda existe um
grande temor em sua utilizacdo como alimento ou como aditivo para preservacdo de
alimentos na forma de extratos.

Outra fonte vegetal de relevancia mundial devido ao seu consumo em paises da
Asia, Africa, América Central e llhas do Pacifico (Simsek, 2012) é a folha de taioba
(Xanthosoma sagittifolium). Esta planta pertence a familia Araceae, possui folhas
longas, podendo atingir até dois metros de altura (Oridupa; Folasire & Owolabi, 2017).
Atualmente, apesar do alto consumo nos paises orientais, ha uma escassez de
informacdes sobre sua composi¢do fitoquimica e atividades bioldgicas (Nyadanu, 2015;
Oridupa et al., 2017; Kumari et al., 2017).

Nos altimos anos, um grande foco tem sido colocado pela industria de alimentos
no desenvolvimento de produtos alimentares mais saudaveis e este objetivo pode ser
alcancado usando duas estratégias possiveis: a) a reducdo de substancias indesejaveis
eb) o aumento dos niveis de componentes bioativos desejados (Menekata et al., 2020).
Desse modo, a batata-doce e as folhas de orelha-de-elefante podem ser novas fontes de
matérias-primas promissoras para a investigacdo de componentes bioativos naturais,
principalmente os compostos fendlicos, sendo assim uma opcdo de conservantes
naturais para a industria alimenticia (Elfalleh et al., 2019a).

Os extratos possuem diversas bioatividades, incluindo propriedades
antimicrobiana, antioxidante, antidiabética e anticancer, sendo pesquisados pela
industria de alimentos, neste ultimo caso, para serem utilizados como substitutos de
antioxidantes sinteticos, proporcionando protecdo contra a degradagdo oxidativa
desencadeada por radicais livres (Almeida et al., 2011). Nesse contexto, o objetivo foi
investigar o potencial do extrato de batata-doce (Ipomoea batatas) e orelha-de-elefante
(Xanthosoma sagittifolium) como novas fontes de aditivos com eficacia antioxidante e
antimicrobiana, bem como avaliar a citotoxicidade. Os resultados deste estudo podem
abrir novos horizontes para a utilizacdo de compostos bioativos naturais como um novo

ingrediente para aplicacdo no desenvolvimento de alimentos mais saudaveis.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Reagentes

Os padr@es de acido galico, 2,4,6-tri 2-piridil-s-triazina (TPTZ), 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH), TROLOX (6-hidroxi-2, 5,7, Acido 8 tetrametilcroman-2-
carboxilico), acidos fendlicos: Hidroxibenzéico, Vanilico, Siringico, P-cumarico
elagico, Transcinamico, Cafeina e Feldrico, e flavondides como Rutina, Miricetina,
Quercetina, Narina, Catecina, Kaempferol e Crisingen foram obtidos da Sigma-Aldrich
(Sigma Co., EUA). O reagente Folin-Ciocalteau foi adquirido da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Os reagentes hexahidrato de cloreto férrico (FeCI3 6H20), acetato de sodio
tri-hidratado e carbonato de sodio foram obtidos da Vetec Quimica Fina Ltda (Duque de
Caxias, Brasil). O etanol de grau analitico foi obtido na Dinamica Quimica LTDA (S&o
Paulo, Brasil). O metanol para HPLC e acetonitrila por J. T. Baker (Phillipsburg, EUA).
O cloreto de trifenil tetrazélio foi adquirido na Dicalab, produtos para laboratério Ltda
(Londrina, Parand). O Dimetilsulfoxido - DMSO foi obtido na Loja Quimica LTDA
(S&o Paulo-SP). O Agar Mueller Hinton e o caldo Brain Heart Infusion (BHI) foram

adquiridos da Kasvi Laboratory Products Ltda (Sdo José dos Pinhais, Parana).

2.2. Coleta das plantas

Folhas frescas de batata-doce (Ipomoea batatas) e taioba (Xanthosoma
sagittifolium), sem danos fisicos, microbianos ou visiveis por insetos, foram coletadas
no municipio de Bananeiras, localizado na Serra da Borborema, Paraiba, Brasil. Em
seguida, os materiais vegetais coletados foram devidamente limpos em agua corrente,
secos em estufa a 40 °C por 24 horas. Posteriormente, foram triturados em moinho de
facas (Willey, SL-31, Piracicaba, Sdo Paulo) e armazenados em embalagens de vidro

ambar para posterior utilizacdo no preparo dos extratos.

2.3. Preparacéo do extrato

As folhas reduzidas a p6 foram submetidas a extracéo liquido-sélido com etanol:
agua (80:20, v / v) conforme previamente descrito por Cordeiro et al., (2013). 1g de pd
seco foi suspenso em 10 mL do solvente seguido de homogeneizacdo manual por 5
minutos e posteriormente o material vegetal foi deixado em contato com o solvente por
15 dias. Apds esse periodo, as misturas foram centrifugadas a 4000 rpm por 15 minutos

e 0s sobrenadantes obtidos foram evaporados a vacuo em evaporador rotativo (Fisatam)
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e colocados em vidro &mbar e armazenados sob refrigeracao até sua caracterizacao.

2.4. Contetido de fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais nos extratos foi determinado pelo método
de Folin-Ciocalteau descrito por Rossi; Joseph e Singleton (1965). Uma aliquota de 20
uL do extrato de folha de batata-doce e 120 pL do extrato de folha de orelha de elefante
em folha de seta foi transferida para o tubo de ensaio, e 60 uL do reagente Folin-
Ciocalteau foram adicionados juntamente com 2740 pL de agua destilada, agitando por
60 segundos. Em seguida, 180 pL de uma solucdo de carbonato de sddio a 15% foram
adicionados e agitados por mais 60 segundos. A mistura reacional foi deixada em
repouso durante 2 horas na auséncia de luz. A leitura da absorbancia das amostras e do
padrdo foi medida a 760 nm. Uma curva padrdo com acido galico em concentragdes de
1 a 20 mg/L (y = 0,0995x + 0, 0025, Rz = 0, 9974) foi usada para calcular os resultados

expressos em mg de GAE (equivalente em &cido galico) por grama do extrato.

2.5. ldentificacdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC)

Para a identificacdo dos compostos fendlicos, as amostras foram eluidas com
sistema gradiente constituido de solvente A (&cido acético 2%, v/v) e solvente B
(acetonitrila: metanol, 2: 1, v/v), utilizado como fase movel, com fluxo de 1 mL/min. A
temperatura da coluna foi mantida em 25 °C e o volume de inje¢do foi de 20 puL. O
sistema de gradiente comecou em 90% A 0 min, 88% A em 3 min, 85% A em 6 min,
82% A em 10 min, 80% A em 12 min, 70% A em 15 min, 65% A em 20 min, 60% A
em 25 min, 50% A em 30-40 min, 75% A em 42 min e 90% A em 44 min. A execucdo
cromatografica total foi de 50 minutos. Os picos dos compostos fendlicos foram
monitorados a 280 nm (Alcantara et al., 2019). As colunas utilizadas foram uma coluna
Shimadzu LC-18 (25 cm x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 um, de Supelco,
Bellefonte, PA) e uma coluna C-18 ODS Shimadzu. O software LabSsolutions
(Shimadzu) foi usado para controlar o LC-UV e o sistema de processamento de dados.
Os compostos fendlicos foram identificados pela comparacdo dos tempos de retencao
com os padrées dos A&cidos fendlicos e flavonoides, sendo quantificados em

concentracdes de mg / mL.
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2.6. Método de captura de radical livre em (1, 1-Difenil-2-picril-hidrazil-DPPH)

A capacidade de eliminacdo de radicais livres de cada extrato para o radical
DPPH foi determinada conforme descrito anteriormente por Rufino et al., (2007). As
solucdes de cada extrato foram preparadas em uma Unica concentracdo de 31,25 pL/
mL, deixada para reagir com uma solucéo de 2,5 mL de DPPH diluida em etanol (0,06
mM). As misturas foram incubadas por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente e
a reducdo do DPPH foi medida a 517 nm usando um espectrofotémetro (Shimadzu UV-

vis, modelo UV-2550). A atividade antioxidante foi calculada da seguinte forma:

Atividade antioxidante (%) = ((Acontrole - Aamostra)/Acontrol) x 100

Onde, Acontrol e Asample, sdo as absorbancias da reacdo de controle e dos extratos,

respectivamente.

2.7. Atividade antimicrobiana

Os extratos foram testados contra bactérias Gram-negativas como Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028) e Escherichia coli (ATCC 101536) e bactérias Gram-
positivas como Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria monocytogenes (ATCC 19117),
Listeria Innocua (ATCC 33090), Staphylococcus aureus (ATCC 15000) e Clostridium
perfringens (ATCC 3624). A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada
diretamente por meio da concentracgo inibitoria minima (CIM), utilizando-se método de
microdiluicdo em caldo Brain Heart Infusion (BHI) baseado na metodologia descrita
pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CSLI, 2017) . Uma aliquota de 100 pL
de cada extrato foi adicionada a cada poco de uma microplaca de 96 pogos contendo
100 pL de caldo BHI esteéril e suspensdo bacteriana de 108 CFU / mL para atingir 0s
intervalos de concentracdo final de 31,25 a 1000 pg / mL para os extratos vegetais. As
microplacas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. Posteriormente, a interpretacdo dos
resultados foi baseada no crescimento visual da bactéria apds incubagdo e confirmada
pela mudanca de cor do meio de cultura com adi¢do de 20 pL de Trifeniltetrazélio
(0,5% v / v). A MIC foi definida como a concentracdo minima capaz de inibir o

crescimento visivel das células bacterianas.
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2.8. Avaliacéo da atividade citotoxica

A toxicidade dos extratos foi avaliada utilizando microcrustaceos Artemia salina
com base na metodologia descrita por Meyer et al., (1982). O bioensaio consiste em
inserir ovos de Artemia salina para eclodirem em agua salina com aeracdo constante por
um periodo de 48 horas. Posteriormente, 9 mL de cada solugdo de extrato
correspondente as concentracdes testadas (15,62 a 1000 ppm) foram adicionados em
microtubos contendo 10 larvas de Artemia salina totalizando 10 repeticGes para cada
concentracdo. Apos 24 horas de exposicdo de Artemia salina aos extratos vegetais,
foram contabilizados microcrustaceos vivos e mortos. Para estabelecer a relacdo entre
citotoxicidade e atividade antimicrobiana, o indice de seletividade (IS) foi calculado de
acordo com a equacédo Sl = log [DL50] / [MIC]. Onde valores positivos indicam alta
seletividade contra microrganismos, enquanto valores negativos apontam para alta

toxicidade dos extratos em Artemia salina.

2.9. Andlise estatistica

O contetdo fenodlico total e a atividade antioxidante foram realizados em
triplicata e os resultados foram expressos em média e desvio padrdo (média = DP). A
significancia estatistica foi analisada pelo teste t de Student (p <0, 05). A analise dos
dados foi realizada por meio do software SAS® System (2012). A avaliacdo citotdxica
dos extratos foi expressa como DL50, dose letal capaz de matar 50% dos
microcrustaceos, com limite de confianca de 95%, por meio de regressao linear, através
do gréfico do logaritmo da concentracdo utilizada nas amostras versus o percentual da
mortalidade dos microcrustaceos, calculada pelo método estatistico Probit, utilizando o

software Polo-plus 1.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas da batata-doce e da taioba geralmente sdo desconsideradas, mas sdo
fontes potenciais de compostos fenolicos com propriedades promissoras para uso em
alimentos (Ghasemzadeh et al., 2012 e Hossain et al., 2015). No entanto, pouco se sabe
sobre o potencial antioxidante, antimicrobiano e citotoxico dessas espécies,
principalmente da taioba. Assim, foi hipotetizado que ambos o0s vegetais na forma de
extratos poderiam efetivamente conter importantes compostos bioativos, como o0s

acidos fendlicos e flavonoides, e ser usados como bioaditivos naturais pela industria de
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alimentos.

3.1. Contetido fenolicos totais e atividade antioxidante

De acordo com a Tabela 1, o extrato de folha de batata-doce (EFBD) teve mais
do que o dobro (p <0, 05) de fendlicos totais em comparacdo com o extrato de folha de
taioba (EFT). Os resultados atuais também foram maiores do que aqueles relatados em
outras espécies de batata-doce e taioba.

Tabela 1: Contetdo de fendlicos totais e atividade antioxidante de extratos das folhas de
batata-doce e taioba

Extratos Conteudo de fendlicos totais (mg Atividade antioxidante (%)
vegetais GAE/100 g)

EFBD 780,157,972 76,24+3,632

EFT 249,79+1,18° 51,80+13,1°

EFBD: Extratos da folha de batata-doce
EFT: Extratos da folha de taioba

Ghasemzadeh et al. (2012) pesquisaram o0s extratos das folhas de seis variedades
de batata-doce e encontraram fenoélicos totais com valores variando de 4, 79 a 8,11mg
EAG / 100 g de extrato. Hossain et al. (2015) descobriram que o extrato de folhas de
taioba obtido por diferentes solventes variou de 27, 41 a 52, 70 mg EAG / 100 g de
extrato. Esta discrepancia entre as duas espécies estudadas e comparadas com estudos
anteriores esta associada a fatores genéticos, efeitos ambientais, método de extracdo e
principalmente a variabilidade quimica existente nas diferentes variedades dessas
plantas, influenciando diretamente na formacdo e quantificacdo de metabdlitos
secundarios (Reyes; Cisneros Zevallos, 2003, Wu et al; 2004; Rodrigues et al., 2018).

A atividade sequestradora de radicais livres determinada pelo DPPH% ¢é
amplamente utilizada para estimar a capacidade anti-radicalar / antioxidante de extratos
vegetais. Os valores de atividade antioxidante variaram significativamente (p <0, 05)
entre 0s extratos das duas espécies vegetais, sendo que o extrato da folha de batata-doce
apresentou maior capacidade de reducéo dos radicais livres, corroborando com o maior
teor de fendlicos totais encontrado para esta espécie.

Apesar da variacdo nos valores da atividade antioxidante, ambos os extratos
apresentaram alta atividade sequestrante do radical DPPH + e esta foi associada a
presenca de compostos quimicos, como flavonoides e acidos fendlicos (Tabela 2). Este
grupo de constituintes quimicos atua principalmente na inibicdo do oxigénio singlete,

principal causador de danos oxidativos no organismo humano (Elfalleh et al., 2011), e
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pode ser utilizado pela inddstria cosmética, farmacéutica e principalmente alimenticia
desde lipidios e proteinas a oxidacdo sdo fatores que reduzem a vida Util de alimentos

pereciveis.

3.2. Composicao fitoquimica de extratos

A determinacdo do perfil fendlico revelou quatorze compostos quimicos para
cada extrato vegetal (Tabela 2).

Tabela 2: Concentracdo (mg/100 g extract) dos compostos fendlicos presents nos
extratos das folhas de batata-doce e taioba

Compostos fendlicos EFBD mg/100 g of extract EFT mg/100 g of extract
Acido galico 8,48 £ 0,00 17,62 £ 4,15
Acido 3,4 dihidroxibenzéico 1385,22 + 71,96 110,13 + 14,53
Acido 4-hidroxibenzoico 2458,06 + 145,92 nd

Acido 2,5 dihidroxibenzdico 22979,18 + 353,82 2189,54 + 450,66
Acido sinapico 400,01 £5,99 nd

Acido vanilico 578,11 + 25,98 nd

Acido siringico nd 834,11 + 24,92
Acido salicilico nd 1139,55 + 78,91
Acido p-cumarico 39,57 £ 0,00 593,27 £16,61
Acido felurico nd 154,19 £ 6,23
Acido trans-cinamico 7,06 £1,99 8,81 £0,00
Rutina 661,51 + 7,99 1215,92 + 45,68
Miricetina 3142,19 £ 169,91 nd
Quercetina 117,32 £1,99 57,27 £ 26,99
Naringenina 360,44 +17,99 8,81 +4,15
Kaempferol 49,47 £9,99 nd
Crisina nd 22,02 +2,07
Catequina 354,78 + 13,99 182,09 + 8,30
Hespertina Nd 4,40 + 2,07
Total 32541,40 6537,73

nd: ndo detectado
EFBD = Extrato da folha de batata-doce
EFT = Extrato da folha de taioba

Observou-se que o extrato de folha de batata-doce (EFBD) foi o mais rico em
termos de concentracdo dos componentes selecionados. Neste extrato, também foram
observadas grandes quantidades de 4&cido 3,4 dihidroxibenzoico, 4&cido 4-
hidroxibenzéico, &cido 2,5 dihidroxibenzobico, &cido vanilico, miricetina e rutina.
Enquanto isso, no extrato de taioba (EFT), o acido 2,5 di-hidroxibenzéico, o &cido
singico, o &cido salicilico e a rutina foram identificados em maiores quantidades.
Fitogquimicos como acido 4-hidroxibenzoico, acido sinapico, acido vanilico, miricetina e

Kaempferol estiveram presentes apenas no EFBD e seringos, salicilico, felurico, Crisina
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e hespertina estavam presentes apenas na EFT.

Esses compostos bioativos sdo conhecidos por sua eficacia no controle de
reacOes oxidativas, bem como no controle de doencas inflamatorias, diabetes, cancer,
entre outros. Os acidos hidroxibenzoicos sdo fitoquimicos que possuem atividade
antioxidante. No entanto, suas propriedades mais interessantes estdo associadas a
capacidade de modificar os processos de sinalizagdo celular. Eles induzem um efeito
multiplicador como a ativacdo da via Nrf2, que é um dos principais mecanismos de
defesa celular contra o estresse oxidativo, resultando em uma melhora dos mecanismos
antioxidantes enddgenos (Juurlink et al., 2014a).

O é&cido 2,5-Diidroxibenzdéico foi o principal fitoquimico presente em ambos os
extratos, estando em concentracdo bastante expressiva no EFBD. Esse &cido fendlico é
responsavel por inibir a formagcdo de prostaglandinas em resposta aos
lipopolissacarideos por meio da inibicdo de Cox (Hinz et al., 2000). Isso sugere que 0s
alimentos ricos nesse &cido podem contribuir para a diminuicdo da ocorréncia de
infartos devido a formacdo de coagulos (Juurlink et al., 2014b).

Outro acido fenolico identificado e quantificado no EFBD foi o &cido 4-
hidroxibenzéico. E um excelente antioxidante devido & sua baixa toxicidade. E
amplamente utilizado pela industria cosmética, farmacéutica e alimenticia (Elfalleh et
al., 2019b). O acido 3,4-diidroxibenzdico também identificado em maior quantidade no
EFBD apresenta diversos beneficios a salde, como atividade antioxidante,
antimicrobiana, antiinflamatoria, anti-hiperglicémica, anti-apoptética e antiproliferativa
(Rashmi & Negi, 2020).

Em um estudo anterior, Khan et al. (2015a) revisou varias atividades bioldgicas
do acido 3,4-dihidroxibenzoico e relatou excelentes atividades antibacteriana, antiviral,
neuroldgica, antiaterosclerotica, antifibrotica, antienvelhecimento, anticancer e antiviral.
Dois estudos distintos exibiram atividade antiaterogénica do acido 3,4-di-
hidroxibenzdico, onde Wang et al. (2012) atribuiram esse efeito & combinacdo de uma
diminuicdo na expressdo de miR-10b, juntamente com um aumento na expressdo de
ABCALl e ABCGI1, bem como no transporte acelerado de colesterol reverso pelas
macrofases. Um estudo de Zheng et al., (2020) atribuiu este efeito a normalizacdo da
inflamacéo arterial por regulagdo positiva de MERTK e inibicdo de MAPK3 / 1 em
macrofases lesionais.

O écido salicilico, por outro lado, foi identificado apenas na EFT, e a alta

concentragdo desse acido fendlico no extrato de taioba também revela a importancia
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desse vegetal para a salde, ja que Peterson et al. (2006) relataram que o acido salicilico
é um bioativo antiinflamatorio, antiaterogénico, antiinfeccioso e antifungico.

Os flavonodides sdo um grupo de substancias naturais amplamente conhecidas
por suas atividades bioldgicas responsaveis principalmente por sua forte acdo
antioxidante e antimicrobiana (Pinheiro & Justino, 2012; Kumar & Pandey, 2013).
Entre os flavonoides encontrados em altas concentragdes nos dois extratos vegetais,
destaca-se a rutina, um flavondide com acdes benéficas a salde, como protecdo de
pequenos vasos sanguineos; inibicdo do processo de formacdo de radicais livres,
contribuindo com propriedades antioxidantes e antiinflamatorias, além de ter funcdes
ligadas ao tratamento da neuropatia diabética, sendo também considerado um potente
antitrombotico para doencas cardiovasculares (Choi et al., 2015).

Outro flavondide importante encontrado apenas no EFBD foi & miricetina. E um
dos principais compostos presentes em diversos alimentos e bebidas. E também um
fendlico que possui uma ampla gama de atividades, incluindo forte atividade
antioxidante, anticAncer, antidiabética e antiinflamatéria. Essas atividades estdo
associadas ao sistema nervoso central e seu consumo pode ser benéfico contra as
doencas de Parkinson e Alzheimer (Semwal et al., 2016). Além disso, a catequina
esteve presente nos dois extratos com maior concentracdo no EFBD. Sua capacidade de
eliminar os radicais livres tem sido relatada como um dos principais beneficios desse
flavonoide (Almajano, Carbd, Jiménez e Gordon, 2008; Sheila A. Wiseman, 2009).
Além disso, a catequina tem outras propriedades medicinais, incluindo propriedades
anticancerigenas, antitumorigénicas e antimutagénese, além de prevenir o crescimento

de metéstases e tumores (Donlao & Ogawa, 2019).

3.3. Atividade antimicrobiana

Verificou-se que o extrato de folha de batata-doce foi mais eficaz em relacdo a
atividade antimicrobiana quando comparado ao extrato de orelha de elefante de folha de
seta, inibindo duas bactérias patogénicas, uma Gram-positiva e outra Gram-negativa
(Tabela 3).
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Tabela 3: Atividade antimicrobiana de extratos das folhas de batata-doce e taioba
Extrato da folha de batata-doce (EFBD)
Concentracoes testadas (pg/mL)
Bactérias Gram-positiva 1000 500 250 125 625 31,25
Bacillus cereus + + - - - -
Staphylococcus aureus - - - - - -
Listeria monocytogenes - - - - - -
Listeria innocua - - - - - -
Clostridium perfringens - - - - - -

Bacteria Gram-negativa
Escherichia coli - - - - - -
Salmonella Typhimurium + + + - - -
Extrato da folha de taioba (EFT)
Concentracgdes testadas (png/mL)
Bactérias Gram-positiva 1000 500 250 125 625 31,25
Bacillus cereus - - - - - -
Staphylococcus aureus - - - - - -
Listeria monocytogenes - - - - - -
Listeria innocua - - - - - -
Clostridium perfringens - - - - - -

Bactérias Gram-negativa
Escherichia coli - - - - - -
Salmonella Typhimurium - - - - - -
(+) = Houve atividade de inibicdo
(-) = N&o houve atividade inibitdria
EFBD = Extrato da folha de batata-doce
EFT = Extrato da folha de taioba

As concentracfes que inibiram a cepa de Bacillus cereus ATCC 11778 variaram
de 500 a 1000 pg / mL. Enquanto as concentraces que inibiram Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 variaram de 250 a 1000 pg / mL. As outras bactérias
testadas foram resistentes a ambos os extratos em todas as concentracdes testadas. A
atividade antimicrobiana do extrato de folha de batata-doce demonstrada para as duas
bactérias patogénicas (Bacillus cereus e Salmonella Typhimurium) pode estar associada
a presenca de acidos fenolicos, como acido galico, acido 3,4-dihidroxibenzdico e acido
sinapico, devido ao antimicrobiano a eficacia desses compostos bioativos foi relatada
em estudos anteriores (Kim et al., 2006; Engels, Schieber e Ganzle, 2012 e Khan et al.,
2015b).

Alguns flavonoides identificados em altas concentragdes no extrato da folha da
batata-doce também apresentam atividade antimicrobiana, o que pode ter contribuido
para a eficacia desse extrato. Estudos anteriores mostraram que flavondides como

naringenina, kaempferol e quercetina podem inibir ou reduzir a formacdo de
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microorganismos patogénicos (Winter et al., 1989; Lee et al., 2011).

A atividade bacteriostatica do extrato de folha de batata-doce contra Salmonella
Tiphymurium ATCC 14028 foi de extrema importancia, visto que principalmente as
bactérias Gram-negativas sdao bem conhecidas por sua maior resisténcia a
antimicrobianos. Essa resisténcia esta relacionada aos lipopolissacarideos presentes em
sua membrana externa e também pela presenca de canais hidrofilicos, conhecidos como
porinas, onde esses canais normalmente impedem a entrada de substancias hidrofobicas
(Hayrapetyan et al., 2012 & Paz et al., 2015) .

Porém, é possivel enfraquecer essa membrana externa desintegrando 0s
lipopolissacarideos, genericamente chamados de permeabilizadores, 0 que
possivelmente aconteceu com as moléculas fendlicas presentes no extrato da folha da
batata-doce nas concentracdes que inibiam a bactéria. Assim, flavonoides presentes em
extratos de folhas de batata-doce, como quercetina, naringenina, miricetina e
Kaempferol, que possuem atividade antimicrobiana, além da presenca de um acido
fendlico como o 4acido galico podem ter agido em sinergismo e desintegrado a
membrana de gram bactérias negativas (Puupponen et al., 2005; Nohynek et al., 2006 e
Yin et al., 2019a).

Em relacdo ao extrato da folha de taioba, nenhuma atividade bacteriostatica foi
observada. Esse fato indica a resisténcia da bactéria aos compostos fendlicos presentes
nesta planta. Vale ressaltar que o perfil fendlico do extrato de taioba ndo apresentou
compostos fenolicos importantes para a atividade antimicrobiana, como a miricetina e
Kaempferol, o que ajuda a explicar o resultado. Essas substancias, quando presentes,
podem agir sinergicamente com outros agentes antimicrobianos, aumentando a

atividade antimicrobiana (Yin et al., 2019b).

3.4. Atividade citotéxica

Pela primeira vez, com testes in vitro, foi avaliada a atividade citotoxica de
varias concentracoes de extrato de folha de batata doce e orelha de elefante de folha de
seta em Artemia salina. A Tabela 4 expressa as doses letais (LD) que foram capazes de

matar 50%, 90% e 95% das larvas de Artemia salina para os dois extratos vegetais.
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Tabela 4: Atividade citotoxica e indice de seletividade de extratos das folhas de batata-
doce e taioba

Extrato da folha de batata-doce (EFBD) indice de seletividade bacteriana (1S)
Dose letal Doses em (ug/mL) Limite de confianca B. cereus S. Typhimurium
DLso 300,4 164,8<DL<783,6 0,60 1,20
DLgo 504356,5 36776,8<DL<267697,4 - -
DLogs 588203,4 154204,5<DL<0,0 - -

Extrato da folha de taioba (EFT)

Dose letal Doses em (ug/mL) Limite de confianca

DLso 265,7 129,1<CL<827,6 - -
DLgo 81909,6 7877,2<CL<625405,8 - -
DLogs 416105,7 22169,9<CL<0,0 - -

EFBD= Extrato da folha de batata-doce
EFT= Extrato da folha de taioba

O indice de seletividade (IS) foi feito apenas para o extrato de folha de batata-
doce, pois foi 0 Gnico que demonstrou ter alguma atividade antimicrobiana. O extrato de
folha de batata-doce (EFBD) apresentou alto indice de seletividade para Bacillus cereus
e Salmonella Typhimurium. Portanto, o EFBD ¢é um agente antimicrobiano promissor,
pois exibiu boa atividade antimicrobiana contra as duas bactérias patogénicas (Bacillus
cereus e Salmonella Typhimurium), enquanto a citotoxicidade correspondente ao LD50
foi considerada média. A dose letal capaz de matar 50 % da salina Artemia foi 300,40
Hug /mL, enquanto as outras doses letais (LD90 e LD95) variaram de 504356,50 a
588203,40 pg/mL.

Em um estudo recente, Nascimento et al. (2020) verificaram a atividade
antimicrobiana e citotoxica de extratos das espécies Senna e Cassia, e relataram alto
indice de seletividade antifungica contra as leveduras Candida albicans, Candida
tropicalis e Candida glabrata e baixa toxicidade de seus extratos, corroborando com 0s
resultados encontrados em nosso estudo .

O extrato de folha de taioba (EFT) ndo apresentou seletividade em relacéo as
bactérias estudadas, porém foi mais eficaz em diminuir a viabilidade de sobrevivéncia
de Artemia salina com valores menores em comparagdo ao extrato de folha de batata-
doce, correspondendo as doses letais. (LD50, LD90 e LD95). Mesmo assim, o resultado
para LD50 também indicou uma atividade citotoxica média desse extrato. A dose letal
capaz de matar 50% da Artemia salina foi de 265,7 pg/mL, enquanto as demais doses
letais (LD90 e LD95) variaram de 81909,6 a 416105,7 pg/mL. De acordo com
Bussmann et al. (2011) doses abaixo de 249 pg / mL s3o consideradas altamente

toxicas; doses entre 250-499 ug / mL sdo consideradas de toxicidade média; doses entre
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500 a 1000 pg / mL sdo consideradas baixas e doses acima de 1000 pg / mL nao

apresentam toxicidade.

4. CONCLUSOES

Em geral, os extratos de folhas de batata-doce e taioba exibiram forte capacidade
de sequestro de radicais livres em testes de atividade antioxidante e altos valores de
fendlicos totais. O perfil fendlico mostrou que os dois extratos sdo ricos em compostos
bioativos. A atividade antimicrobiana desses extratos também foi avaliada contra cepas
de bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas, porém, apenas o extrato de
folha de batata-doce teve destaque, inibindo as cepas de Bacillus cereus ATCC 11778 e
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 que suportam o0 uso dessa espécie na medicina
tradicional para o tratamento de infeccdes por essas bactérias, bem como sua aplicacdo
em alimentos contaminados por essas bactérias. Além disso, esses extratos
apresentaram atividade citotoxica media, que foi determinada pela primeira vez. De
maneira geral, os dados obtidos mostram que os extratos de batata doce e folha de
taioba podem ser utilizados para o desenvolvimento de ingredientes bioativos com
aplicacBes promissoras na area alimenticia e nutracéutica. Porém, estudos abrangentes
s80 necessarios para esclarecer a bioatividade antimicrobiana, principalmente do extrato
da folha de taioba contra bactérias patogénicas em concentragcdes mais elevadas, bem

como estudar a sinergia entre ambos, visando potencializar a acéo.
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RESUMO

Filmes a base da pele de tilapia, fécula de mandioca e suas misturas foram
preparados pela técnica de casting. Foi elaborado um delineamento experimental com 5
(cinco) tratamentos, sendo T1 - representa o filme contendo 6% de colageno; T2 - filme
contendo 6% de fécula de mandioca; Filme T3 contendo mistura de 3% / 3% de
colageno / fécula de mandioca; Filme T4 contendo a mistura 4,5% / 1,5% de colageno /
fécula de mandioca e filme T5 contendo a mistura de 1,5% / 4,5% colageno / fécula de
mandioca. Foram avaliadas as propriedades fisicas, mecénicas, térmicas e morfoldgicas
de cada filme. Os resultados indicaram que os tratamentos T1 e T4 melhoraram a
resisténcia do filme a agua (p <0,05). Os tratamentos T3, T4 e T5 proporcionaram
maiores valores (p <0,05) de leveza (L *). As micrografias eletronicas de varredura
(MEV) mostraram uma estrutura mais ordenada, lisa e homogénea para o tratamento
T1, o que resultou em maiores propriedades mecénicas (p <0,05) e maior estabilidade
térmica. Em geral, os tratamentos T1 e T4 foram considerados as formulacfes ideais.

Estudos para a aplicacdo desses filmes como embalagens de alimentos deverdo ser
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realizados futuramente.

Palavras-chave: Filmes compostos, Microestrutura, Propriedades mecanicas,

Propriedades fisicas.

ABSTRACT

Films based on Tilapia skin, cassava starch and their blends were prepared using
the casting technique. An experimental design was prepared with 5 (five) treatments,
where T1-represents the film containing 6% collagen, T2-film containing 6% cassava
starch; T3-film containing 3%/3% blend of collagen/cassava starch; T4-film containing
the 4.5%/1.5% blend of collagen/cassava starch and T5-film containing the blend of
1.5%/4.5% collagen/cassava starch. The physical, mechanical, thermal and
morphological properties of each film were evaluated. The results indicated that T1 and
T4 treatments improved film water resistance (p <0.05). T3, T4 and T5 treatments
provided higher values (p <0.05) of lightness (L *). The scanning electron micrographs
(SEM) showed a more orderly, smooth and homogeneous structure for the T1 treatment,
which resulted in greater mechanical properties (p <0.05) and greater thermal stability.
In general, T1 and T4 treatments were considered the ideal formulations. Studies for the

application of these films in food packaging should be carried out in the future.

Keywords: Composite films, Microstructure, Mechanical properties, Physical

properties.

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o setor de embalagens plasticas vem sofrendo algumas
transformagdes e o pivé dessas mudancas sdo as consequéncias negativas que todo o
setor oferece ao meio ambiente. Devido a essas consequéncias, a ideia de desenvolver
filmes biodegradaveis vem se espalhando muito rapidamente por meio da pesquisa
cientifica. Essa tendéncia visa reduzir os residuos, principalmente o0s naos
biodegradaveis, e aumentar o0 uso de materiais de origem natural, como residuos de
alimentos. A possibilidade de conversdo de residuos em biopolimeros representa uma
alternativa aos polimeros derivados da industria quimica, e sua utilizacdo em algumas

aplicacOes, inclusive como embalagens de alimentos, pode mitigar alguns danos
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ambientais (Silva et al., 2019).

As principais matérias-primas utilizadas na preparacdo dos filmes séo
polissacarideos, proteinas e lipideos. O uso da fécula de mandioca para a elaboracéo de
filmes justifica-se por algumas caracteristicas especificas, principalmente seu carater
renovavel, abundancia, baixo custo e biodegradabilidade. Porém, sua aplicacdo como
embalagem em matrizes de alimentos e limitada por apresentar algumas deficiéncias em
suas propriedades mecanicas, (Yan et al., 2012; Liu et al., 2019).

Portanto, nos Gltimos anos, os estudos de materiais naturais renovaveis baseados
em proteinas tém atraido cada vez mais atencdo (Ahmad et al., 2016). A proteina pode
ser a melhor escolha para a producao de filmes por possuir propriedades de barreira ao
vapor d'agua e gases, além de propriedades mecanicas superiores em comparagdo com
outras macromoléculas como a fécula de mandioca (Nur et al., 2014). O colageno
obtido da pele de peixes de agua doce como a Tilapia (Oreochromis nil6ticus) pode ser
usado como uma boa matriz para a producdo de filmes devido as suas excelentes
propriedades, incluindo ndo toxicidade, biocompatibilidade, baixa antigenicidade,
alergenicidade e biodegradabilidade (Harper et al. ., 2012; Depalle et al., 2015). Alem
disso, 0 uso de coldgeno é uma alternativa para reduzir os impactos ambientais que
causam problemas de poluicdo e, acima de tudo, para evitar o desperdicio de potenciais
fontes de proteina (Zhang et al., 2019).

Filmes biodegradaveis, principalmente aqueles produzidos com fecula de
mandioca, apresentam algumas deficiéncias em suas propriedades de resisténcia
mecanica e barreira ao vapor d'agua. Algumas estratégias podem ser utilizadas para
superar essas deficiéncias, sendo uma delas e o desenvolvimento de blends a partir de
dois polimeros. Dessa forma, o colageno da pele da tilapia pode ser uma alternativa a
ser incorporado na formulagdo desses filmes de fécula de mandioca para melhorar seu
desempenho mecanico e fisico (Yoo e Krochta, 2011).

Pesquisas anteriores elaboraram e caracterizaram as propriedades de varias
proteinas, incluindo caseina, gelatina, albumina, soja e soro de leite em combinacéo
com filmes de amido (Galus et al., 2012; Rhim et al., 1998; Jagannath et al., 2003; Sun
et al., 2013 e Chollakup et al., 2020). No entanto, nenhuma investigacdo foi realizada
anteriormente sobre a caracterizacdo de filmes a base de coldgeno de pele de Tilapia e
sua mistura com fécula de mandioca para preparacdo de embalagens. Portanto, este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do colageno, da fécula de mandioca e das

misturas dessas macromoléculas nas propriedades fisicas, mecanicas, térmicas e
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morfoldgicas de filmes para aplicacdo como embalagens de alimentos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Matérias-primas e reagentes quimicos

A pele da tilapia utilizada para a extragdo do colageno foi fornecida por um
produtor rural localizado no municipio de Bananeiras, Paraiba, Brasil. A fécula de
mandioca foi obtida no comércio local em Soléanea, Paraiba, Brasil. O glicerol foi
fornecido pela Dindmica Quimica Ltda, S&o Paulo, Brasil. A sacarose e o acido citrico

foram obtidos na Merck, Darmstadt, Alemanha.

2.2. Extracao de colageno

A extracdo do colageno foi realizada de acordo com a metodologia desenvolvida
por Huang et al., (2016) com algumas modificacGes (temperatura, congelamento,
resfriamento e tipo de material). As peles das tilapias foram lavadas em agua corrente e
pesadas na proporcdo de 1: 1 (dgua e pele), seguidas de aquecimento a 60 ° C por 1
hora, em seguida a solucdo de colageno foi filtrada e congelada a -18 ° C por 24 horas.
Posteriormente, a solucdo de colageno foi refrigerada a 7° C por 48 horas para drenar a
agua e, consequentemente, concentrar a rede de colageno. Por fim, o colageno foi

liofilizado, triturado e armazenado em temperatura refrigerada a 5° C até a utilizacéo.

2.3. Planejamento experimental e preparacao dos filmes

Para a elaboracdo dos filmes, as concentrac@es de colageno, fécula de mandioca
e de blends foram definidas por meio de um delineamento experimental simplex lattice
utilizando o programa estatistico Minitab 19 (Tabela 1). Como plastificantes, foram
utilizados 1,5% de glicerol e 0,7% de sacarose. Os tratamentos foram preparados para
500 mL de agua destilada, obtendo-se 11 repeti¢bes para cada um, totalizando 55 filmes
elaborados. Os filmes foram preparados pelo método de casting (Farhan & Hani, 2020).
Em seguida, as solucdes aquosas de colageno (p/v), fécula de mandioca (p/v) e as
blendas (p/v) foram aquecidas em microondas até a temperatura de gelificacdo (83 °C).
Em seguida, 1,5% de glicerol e 0,7% de sacarose foram adicionados as solucdes
filmogénicas e homogeneizadas por 10 minutos. A solucdo descansou por 2 horas. Em
seguida, as solugdes filmogénicas foram pesadas (45 g) em placas de Petri de cristal e

desidratadas em estufa com circulacdo forcada de ar a 40 °C por 24 horas.
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Posteriormente, os filmes obtidos foram armazenados e acondicionados a 75% UR a 25

°C por 7 dias antes de serem caracterizados.

Tabela 1: Planejamento experimental para a composicdo do filme (%) de colageno,
fécula de mandioca e suas misturas

Tratamentos Colageno Feculg de Glicerol Sacarose Agua
mandioca destilada
T1 6,00 0,00 1,50 0,70 100,00
T2 0,00 6,00 1,50 0,70 100,00
T3 3,00 3,00 1,50 0,70 100.00
T4 4,50 1,50 1,50 0,70 100,00
T5 1,50 4,50 1,50 0,70 100,00

*T1: Filme contendo 6% de colageno da pele de Tilapia; T2: Filme contendo 6% de
fécula de mandioca; T3: Filme contendo 3% de colageno e 3% de fécula de mandioca;
T4: Filme contendo 4, 5% de colageno e 1, 5% de fécula de mandioca e T5: Filme
contendo 1, 5% de colageno and 4, 5% de fécula de mandioca.

2.4. Caracterizacao dos filmes
2.4.1. Espessura e propriedades mecanicas

A espessura do filme foi medida por um paquimetro digital (Mitutoyo-Co,
Japdo) com precisdo de 0,001 mm. A espessura média de cada filme foi obtida a partir
de uma média de 15 posicdes aleatorias nas amostras de filme (Beigomi, Mohsensadeh,
& Salari, 2018).

As propriedades mecanicas como resisténcia a tracdo e alongamento na ruptura
(EAB) foram verificadas em um instrumento de teste estatico de SHIMADZU, Japéo,
operando de acordo com as especificacbes ASTM D882-12 (ASTM, 2012). Os filmes
foram acondicionados por 72 horas em estufa com 75% de umidade relativa a 25° C. Os
corpos-de-prova foram cortados em tiras de 70 mm x 15 mm de largura, com separac¢éo
inicial da garra de 50 mm e velocidade de separacdo da garra de 12,5 mm/min. As
analises foram realizadas com 10 (dez) repeti¢Ges para cada tratamento. Os resultados

s80 expressos como alongamento a ruptura (EAB) (%) e resisténcia a tragdo (MPa).

2.4.2. Contetdo de umidade (MC)

O teor de umidade dos filmes foi medido de acordo com Maniglia, Tessaro,
Lucas, & Tapia-Blacido (2017). As amostras de filme foram cortadas 2 x 2 cm e
pesadas para obtencao do peso inicial (PI). Asamostras foram secas em estufaa 105 ° C

até peso constante para obtencdo do peso final (FW). O teor de umidade foi calculado
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de acordo com a Equacéo 1.

% Conteudo de umidade = [(IW-FW) / (IW)] x 100 1)

Onde, IW, é o peso inicial dos filmes, e FW, é o peso final dos filmes.

2.4.3. Solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes foi determinada de acordo com Ge et al., (2018). As
amostras de filme foram cortadas em pedacos de 2 x 2 cm e pesadas. Em seguida, 0s
pedacgos de filme foram secos em estufa a 105 ° C por 24 horas para atingir peso
constante (IW). Posteriormente, os filmes secos foram imersos diretamente em 30 mL
de 4gua destilada a 25 ° C por 24 horas. Em seguida, as amostras foram coletadas e
novamente secas em estufa a 105° C por 24 horas para atingir peso constante (PF). Os
resultados foram expressos em porcentagem de matéria seca do filme solubilizado apos
24 horas de imersdo em agua. A solubilidade em &agua dos filmes foi calculada de

acordo com a Equagao 2.
Solubilidade (%) = [(IW - FW) / (IW)] x 100 2
Em que, IW e FW séo os pesos inicial e final das amostras secas, respectivamente.

2.4.5. Permeabilidade ao vapor de agua — WVP

A permeabilidade ao vapor de agua foi realizada de acordo com a norma ASTM
96-95 (2000). As amostras de filme foram fixadas em uma célula de permeagéao de vidro
hermeticamente fechada contendo 50 mL de agua destilada. A massa inicial do sistema
foi medida e armazenada em um dessecador a 25 ° C com silica gel. Depois disso, 0
sistema foi pesado a cada 24 horas por 7 dias, e a permeabilidade ao vapor de agua foi

calculada com base na Equagéo 3.
WVP = [(Ci/ A). X]/[Ps (UR1-UR2)] (3)
Onde, Ci é a inclinacdo da reta gerada pela perda de peso do sistema em funcdo do

tempo; A, é a area do filme (m?); X e a espessura (mm); Ps, é a pressdo de saturacao do

vapor d'dgua a 25 °C (22,2 mmHg); UR1, é a umidade relativa da cAmara (0%) e UR2, é
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a umidade relativa no interior da capsula (100%), e o resultado foi expresso em

gH20mm / m2.h.mmHg.

2.4.6. Cor

A determinacdo da cor dos filmes foi realizada com o colorimetro Chroma Meter
CR 300 (Konica Minolta, Japao) de acordo com Medina, Gonzalez, Goyanes, Bernal, &
Fama (2015). Os valores de L *, a * eb * foram obtidos diretamente pelo colorimetro.
Os filmes, em padrdo branco, foram lidos em 8 pontos aleatérios das amostras dos

filmes.

2.4.7. Analise Termogravimétrica— TGA

As andlises termogravimétricas foram realizadas em analisador térmico
Shimadzu DTG-60H em atmosfera de ar sintético com vazédo de gas de 50 mL.min-1.
As amostras (~ 8 mg) foram colocadas em cadinhos de cerdmica e aquecidas de 30 ° C a

800 ° C com taxa de aquecimento de 10° C.min™L.

2.4.8. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Um microscopio eletrdnico de varredura, TESCAN VEGAS3 SBH equipado com
um microanalisador de raios-X dispersivo de energia selecionada, foi usado para
observar a morfologia da superficie dos filmes. As amostras foram depositadas
diretamente em uma fita de carbono na prateleira e pulverizadas com Au / Pd de
aproximadamente 6 mm de espessura por pulverizacdo catddica (SPut Module Sputter

Coater). A tensdo de aceleragéo variou de 5a 15 kV.

2.4.9. Espectroscopia vibracional por transformada de Fourier (FTIR)

Os filmes foram caracterizados por espectroscopia no infravermelho médio por
transformada de Fourier (FTIR) usando um espectrofotdmetro Shimadzu modelo IR
Prestige-21, com um acessorio de refletdncia total atenuada (ATR). As condi¢cbes de
analise foram: regido 4000 - 600 cm1; a temperatura ambiente usando 20 acumulacdes e

resolucgdo de 4 cm-1.

2.5. Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado no tratamento estatistico dos dados foi o

inteiramente ao acaso (DIC). A anélise de variancia foi aplicada aos dados e as médias
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comparadas pelo teste de Tukey com nivel de significancia (p <0,05) por meio do

programa estatistico SAS® versao 9.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Espessura e propriedades mecanicas

A espessura e as propriedades mecanicas dos filmes baseados no colageno da
pele de Tilapia, fécula de mandioca e suas misturas sdo mostradas na Tabela 2. A
espessura dos tratamentos T2, T3, T4 e T5 aumentaram com a incorporacdo da fécula de
mandioca. Diferentes concentracdes de fecula de mandioca promoveram efeitos
significativos na espessura desses filmes.

Tabela 2: Espessura e propriedades mecanicas de filmes de colageno, fécula de
mandioca e suas misturas

Espessura Resistencia atragdo ~ Alongamento na
Tratamentos (mm) (RT/MPA) ruptura % (AR)
T1 0,040 + 0,004¢ 6,14 £ 0,222 243,90 + 4,422
T2 0,100 + 0,006° 2,32 +0,04° 40,40 + 0,31°
T3 0,070 + 0,004¢ 1,00 0,034 86,40 + 2,55¢
T4 0,050 + 0,004¢ 1,43 +0,02° 215,60 + 6,38
T5 0,110 + 0,0052 0,87 +0,23¢ 54,70 + 1,599

* T1: Filme contendo 6% de coladgeno da pele de Tilapia; T2: Filme contendo 6% de
fécula de mandioca; T3: Filme contendo 3% de colageno e 3% de fécula de mandioca;
T4: Filme contendo 4,5% de colageno e 1,5% de fécula de mandioca; T5: Filme
contendo 1,5% de colageno e 4,5% de fécula de mandioca. ** a-e: Valores com letras
minusculas sobrescritas diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p
<0,05) pelo teste de Tukey.

Esse comportamento pode ser devido a matéria seca e as interacGes hidrofilicas
entre a proteina e a fécula de mandioca que podem ter causado alteracdes na evaporacao
do solvente, devido a alta viscosidade do gel (Silva et al., 2019). Algumas explicacdes
para o efeito da espessura em filmes foram relatadas. Park et al., (1993) atribuiram o
efeito na espessura ao inchago do filme como resultado da forca de atracdo entre o
polimero e a agua. Os valores de espessura ficaram proximos aos encontrados para
filmes a base de proteina isolada de carne de tilapia separada mecanicamente, variando
de 0,06 a 0,11, respectivamente (Silva et al., 2020). No entanto, Silva et al., (2019)
relataram valores mais elevados para filmes contendo amido de mandioca, gelatina e
quitosana, variando de 0,20 a 0,44; isso prova gque a mistura de componentes resulta em
filmes mais espessos.

Com relacdo as propriedades mecénicas, a resisténcia a tracdo e a flexibilidade
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sdo caracteristicas importantes dos filmes para manter a integridade das embalagens de
alimentos. O tratamento T1 puro apresentou o maior valor (p <0,05) de RT e AR, sendo
mais resistente e flexivel que os demais tratamentos. E esse comportamento esteve
ligado a maior quantidade de grupos sulfidrila presentes na superficie da proteina do
colageno, isso promoveu um maior nimero de ligacdes covalentes do tipo S-S na matriz
do filme (Zavareze et al., 2012). Essa nova formulagdo de filme representada pelo
tratamento T1 é muito promissora para ser utilizada como embalagem de alimentos,
uma vez que o valor de RT foi semelhante ao encontrado para embalagens sintéticas de
polietileno de baixa densidade variando de 6,9 a 16 MPA e que é amplamente utilizado
como embalagem de alimentos (Lara et al., 2019). Os tratamentos T3, T4 e T5 contendo
diferentes proporcdes de colageno/fécula de mandioca apresentaram 0s menores valores
de RT. Uma explicacdo para esses resultados pode ter sido a presenca de plastificante de
glicerol, uma vez que Su et al., (2010) concluiram que o glicerol é um plastificante de
pequena molécula que pode penetrar entre cadeias poliméricas e enfraquecer a interacao
entre amidos e proteinas reduzindo as propriedades mecanicas dos filmes . Esse mesmo
comportamento foi observado por Al-Hassan e Norziah (2012) em estudo anterior que
também relatou baixos valores para RT em filmes com blends de amido de sagu e
gelatina de peixe plastificada com glicerol.

Embora os tratamentos T3, T4 e T5 tenham apresentado os menores valores de
RT, os tratamentos contendo maiores concentracbes de colageno na mistura
apresentaram maiores valores de AR do que os tratamentos com maiores concentragdes
de fécula de mandioca. A partir dessa observacao, fica comprovado que o colageno em
pd da pele da Tildpia contribui para a obtencdo de um filme mais flexivel. Isso é
atribuido as cadeias peptidicas dos aminoacidos glicina, prolina, lisina, hidroxilisina,
hidroxiprolina e alanina que estdo presentes neste colageno (Brodsky e Ramshaw, 1997;
Nalinanon et al.,, 2011). Essas cadeias sdo organizadas paralelamente a um eixo,
formando fibras de coldgeno, que promovem elasticidade na estrutura do material do
filme (Silva e Penna, 2012).

3.2. Solubilidade em agua, contetdo de umidade (CU) e permeabilidade ao vapor
de agua (PVA)

Os niveis de solubilidade em a4gua, umidade, permeabilidade ao vapor de agua e
indice de intumescimento de filmes compostos de colageno, fécula de mandioca e suas

misturas sdo mostrados na tabela 3.
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Tabela 3: Solubilidade em agua, conteido de umidade (CU) e permeabilidade ao vapor
de agua (PVA) de filmes de colageno, fécula de mandioca e suas misturas

Solubilidade em  Contetudo de umidade PVA
Tratamentos agua (%) (CL) (gH20 mm/mz2 h
(%) mmHg)
T1 43,90 + 6,352 24,50 £ 5,882 0,26 +0,02°
T2 49,40 +1,112 26,90 £ 0,432 0,33 £ 0,042
T3 40,80 + 0,722 27,10 £5,332 0,31 + 0,042
T4 38,30 +0,76° 27,30 £ 13,42 0,27 +0,03°
T5 48,10 + 4,982 27,20 £ 8,482 0,28 + 0,042

* T1: Filme contendo 6% de colageno da pele de Tilapia; T2: Filme contendo 6% de
fécula de mandioca; T3: Filme contendo 3% de colageno e 3% de fécula de mandioca;
T4: Filme contendo 4,5% de colageno e 1,5% de fécula de mandioca; T5: Filme
contendo 1,5% de colageno e 4,5% de fécula de mandioca. ** a-b: Valores com letras
minusculas sobrescritas diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p
<0,05) pelo teste de Tukey.

O tratamento T4, contendo maiores concentracbes de coldgeno na blenda,
apresentou o menor valor de solubilidade. Uma diferenca significativa (p <0,05) foi
observada entre este tratamento e aqueles contendo maiores concentracdes de fecula de
mandioca (T2 e T5). Esse resultado sugere que os filmes feitos em T4 apresentam boa
estabilidade a agua. Sukhija et al., (2016) sugeriram que a baixa solubilidade pode
resultar da interacdo entre grupos sulfidrila livres de proteina e grupos hidroxila livres
de amido. O menor valor de solubilidade pode sugerir que a mistura T4 de colageno /
fécula de mandioca é a mais adequada para o desenvolvimento de filmes quando a
aplicacdo pretendida requer baixa solubilidade. Este comportamento provavelmente se
deve a maior densidade de ligacdes entre a proteina coldgena e a fécula de mandioca,
estabelecendo melhores interacbes na matriz. A solubilidade é uma propriedade
importante dos filmes para aplica¢6es na protecdo de alimentos congelados ou frescos
com alta atividade de 4gua para evitar a exsudacdo durante o processamento, mantendo
a integridade do produto (Romani et al., 2017).

Nenhum dos tratamentos testados influenciou significativamente o teor de
umidade dos filmes. Porém, ao verificar os valores da Tabela 3, pode-se observar que 0s
tratamentos T2, T3, T4 e T5 contendo a fécula de mandioca apresentaram 0s maiores
valores de umidade. Caetano et al. (2018) obtiveram valores de umidade semelhantes
em filmes a base de amido de mandioca. Essa caracteristica pode ser justificada pelo
fato de os plastificantes utilizados interagirem fortemente com a fécula de mandioca e
provavelmente formarem ligacdes do tipo hidrogénio entre amilose, glicerol e sacarose.

Essa interacdo pode resultar na diminuicdo das interacGes inter e intramoleculares entre
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as macromoléculas de amido, aumentando a movimentacdo e o rearranjo de suas
cadeias, facilitando a absorg¢do de dgua (Gutiérrez et al., 2015). Por isso o tratamento T2
contendo amido de mandioca puro apresentou maior solubilidade em dgua e PVA.

Os valores encontrados para a permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos
filmes variaram de 0,261 a 0,334 gH20 mm/m2 hmm / Hg, onde os tratamentos T1 e T4
apresentaram os menores valores de PVA com diferenca significativa em relagdo ao
tratamento T2. A menor permeacdo do vapor d'agua através dos filmes T1 e T4 pode ter
sido plausivelmente obtida pela interacdo mais forte e maior grau de organizacdo das
moléculas de proteinas na rede do filme, reduzindo a penetracdo do vapor d'agua de
forma mais eficaz (Heng et al., 2003). Filmes com baixos niveis de PVA sdo indicados
para embalagens de alimentos, pois sdo considerados estaveis e evitam a transmisséo do
vapor d'agua do meio ambiente para os alimentos, preservando suas caracteristicas
originais. J& no tratamento T2, a alta permeacdo de agua se deve a forte caracteristica
higroscépica da fecula, por se tratar de um polimero sensivel a agua, onde ligacoes de
hidrogénio podem ser formadas entre a dgua e seus grupos hidroxila, tornando este
material mais hidrofilico (Majid et al., 2009; Sabetzadeh et al., 2015 e Nguyen et al.,
2016).

3.3.Cor

As propriedades de cor (L *, a * eb *) sdo pardmetros importantes para a
aparéncia da embalagem, pois influenciam diretamente na aceitabilidade do produto
pelo consumidor (Wu et al., 2019). Para leveza, quanto mais préoximo o valor estiver de
100, mais branca ficara a amostra e isso foi confirmado para o tratamento T5. De acordo
com os resultados apresentados na Tabela 4, este tratamento, contendo baixa
concentracdo de colageno e alto teor de fécula de mandioca, afetou significativamente
(p <0,05) a luminosidade (L *). Por outro lado, os demais tratamentos T1, T2, T3 e T4
foram caracterizados com valores L * significativamente menores. Silva et al., (2020)

obtiveram resultados semelhantes para leveza em filmes a base de amido de milho.



70

Tabela 4: Parametros de cor de filmes baseados em colageno de pele de Tilapia, fécula
de mandioca e suas misturas

Tratamentos L* a* b*
T1 60,10 +1,79¢ -1,77 £ 0,352 13,80 + 1,402
T2 63,40 + 3,04 -0,76 £0,19b 5,90 + 0,764
T3 63,00 + 1,220 -1,68 £ 0,202 10,10 £ 0,92¢
T4 62,60 + 1,920 -1,74 £ 0,202 11,70 + 1,14°b
T5 77,40 £2,702 -1,18 + 1,823 11,20 + 2,28

* T1: Filme contendo 6% de colageno da pele de Tilapia; T2: Filme contendo 6% de
fécula de mandioca; T3: Filme contendo 3% de colageno e 3% de fécula de mandioca;
T4: Filme contendo 4,5% de colageno e 1,5% de fécula de mandioca; T5: Filme
contendo 1,5% de colageno e 4,5% de fécula de mandioca. ** a-d: Valores com letras
minusculas sobrescritas diferentes na mesma coluna sao significativamente diferentes (p
<0,05) pelo teste de Tukey.

Em relagdo aos valores de a* e b*, a adicdo de colageno foi acompanhada por
um aumento significativo desses parametros. Pode-se observar que todos os valores de
a* foram muito baixos, proximos a zero, onde prevaleceu uma tendéncia a coloracdo
verde para todos os tratamentos. Ja para b*, principalmente no tratamento T1, a cor
amarela prevaleceu fortemente em relacdo aos demais tratamentos. O tratamento T 2 foi
aquele em que a cor amarela foi menos intensa. Resultados semelhantes foram
observados por Soukoulis et al., (2016) em filmes comestiveis a base de proteina e
amido, onde os valores de a* variaram de 1,06 a 1,36, enquanto os valores de b*
variaram de 7,38 a 10,32.

3.4. Propriedades térmicas

A TGA (analise termogravimétrica) foi realizada para avaliar as propriedades
térmicas dos filmes, e os resultados podem ser vistos na Tabela 5. Os tratamentos T1,
T3, T4 e T5 apresentaram trés estadgios de perda de peso, enquanto o tratamento T2
apresentou apenas duas etapas de perda de peso. A primeira etapa corresponde a perda
de &gua, onde para os tratamentos T2, T3, T4 e T5 foram maiores, possivelmente

devido a uma maior quantidade de absor¢édo de dgua feita pelo amido e glicerol.
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Tabela 5: Perfil térmico de filmes biodegradaveis

Al A2 A3
Tratamentos T (C°) Awl T (°C) Aw2 T (°C) Aw3 Residuo
(%) (%) (%) (%)
Tl 202,60 1520 305,30 30,00 55520 40,30 14,50
T2 324,00 5520 51550 40,30 - - 4,50
T3 310,00 40,30 503,90 30,10 58560 15,20 14,40
T4 354,40 55,40 475,80 15,00 732,80 25,40 4,20
T5 261,00 30,20 368,40 29,00 550,60 33,00 7,80

* T1: Filme contendo 6% de colageno da pele de Tilapia; T2: Filme contendo 6% de
fécula de mandioca; T3: Filme contendo 3% de colageno e 3% de fécula de mandioca;
T4: Filme contendo 4,5% de colageno e 1,5% de fécula de mandioca; T5: Filme
contendo 1,5% de coladgeno e 4,5% de fécula de mandioca. ** Awl, Aw2, Aw3,
denotam a perda de peso da primeira, segunda e terceira etapas da perda de massa dos
filmes durante o aquecimento.

Na segunda etapa, os tratamentos apresentaram comportamentos distintos. Pode-
se observar para T1 que conforme a temperatura aumentou, a perda de peso aumentou,
devido a degradacéo do glicerol e da sacarose. J& para os demais tratamentos, a perda de
peso foi menor em relacdo ao primeiro estagio. Isso porque, possivelmente, esses
tratamentos tiveram alguma perda de glicerol e sacarose na primeira fase, uma vez que
Pica et al., (2012) relataram que a presenca do glicerol pode acelerar a degradacéo do
amido. Além disso, T2 foi completamente degradado no segundo estagio com a perda
das fracdes de amido. Os demais tratamentos foram degradados na terceira etapa, onde
houve perda total das frac6es protéicas e do amido de mandioca.

Os tratamentos apresentaram massa residual de 4,2% a 14,5%, sendo a maior
porcentagem correspondendo a T1 que contém a maior concentracdo de colageno.
Assim, a decomposicdo dos filmes a base de colageno ocorre em temperaturas mais
elevadas (acima de 500° C). Estudos anteriores de Ikoma et al., (2003) e Tang et al.,
(2015) relataram que o contetdo e a sequéncia de aminoacidos desempenham um papel

fundamental na estabilidade térmica do coldgeno em peixes de agua doce.

3.5. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens das microestruturas na superficie dos diferentes tratamentos foram
observadas por microscopia eletronica de varredura (Figura 1). No tratamento T1, foi
observada uma distribuicdo compacta, lisa e homogénea na superficie do filme em
relacdo aos demais tratamentos. Essa caracteristica pode estar relacionada a capacidade
de formacdo de fibrilas de coldgeno em decorréncia de diferencas na conformacéo e na

estrutura primaria das moléculas protéicas. Essa caracteristica também resultou em
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melhorias principalmente nas propriedades mecanicas e no PVA desse filme (Tabelas 2
e 3). Resultados semelhantes foram observados por Tang et al., (2015) em filmes de

colageno de diferentes espécies de peixes de dgua doce.

Figura 1: Micrografias eletronicas de varredura da superficie do filme de colageno,
fécula de mandioca e suas misturas.

* T1: Filme contendo 6% de colageno da pele de Tilapia; T2: Filme contendo 6% de
fécula de mandioca; T3: Filme contendo 3% de colageno e 3% de fécula de mandioca;
T4: Filme contendo 4,5% de colageno e 1,5% de fécula de mandioca; T5: Filme
contendo 1,5% de colageno e 4,5% de fécula de mandioca.

O tratamento T2 teve uma superficie regular, mas foram observados granulos de
amido ndo solubilizado, o que provavelmente contribuiu para a obtencédo de filmes com
propriedades mecanicas e de barreira fracas. Os tratamentos (T3, T4 e T5) compostos
pela mistura de colageno e fécula de mandioca apresentaram superficies muito rugosas
com dispersdo de pequenas particulas na matriz do filme, e isso pode ser devido a
menor interacdo entre o colageno e a fécula de mandioca que também contribuiu para
suas fracas propriedades mecanica e de barreira. Provavelmente a fraca interacdo entre o
colageno e a fécula de mandioca pode estar relacionada a formacdo de ligacdes
covalentes sofridas pela proteina durante o aquecimento, seguidas de ligagdes ndo
covalentes e dissulfeto apo6s o resfriamento. Consequentemente, 0s agregados proteicos
insoltveis formados durante o aquecimento contribuiram para a disposicdo dessas
particulas dispersas na fase continua dos filmes, reduzindo a capacidade de interacéo

entre os dois polimeros (Day e Swanson, 2013).

3.6. Espectroscopia vibracional por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR de filmes baseados em colageno de pele de Tilapia, fécula

de mandioca e suas misturas estdo ilustrados na Figura 2. Filmes preparados com
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colageno, fécula de mandioca e suas misturas apresentaram picos semelhantes, mas com
amplitudes diferentes. As frequéncias de absor¢do da amida A, amida B, amida I, amida
Il e amida Il foram 3.305 cm?, 2922 cm?, 1630 cm®, 1540 cm? e 1020 cm,
respectivamente. A banda de amida A € produzida pela vibracdo de alongamento NH, a
banda de amida B é produzida pela vibracdo de alongamento assimétrico de CH2, a
banda de amida | é produzida pela vibracdo de alongamento C = O, a banda de amida Il
é produzida pela flexdo de CH2 vibracdo e vibragdo de alongamento CN e a banda de
amida Il é produzida pela vibracdo de agitacdo de CH2 (Lin, et al., 2016; Bodini et al.,
2013).

Figura 2: Espectroscopia vibracional por transformada de Fourier (FTIR) na faixa do

infravermelho médio
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* T1: Filme contendo 6% de coladgeno da pele de Tilapia; T2: Filme contendo 6% de
fécula de mandioca; T3: Filme contendo 3% de colageno e 3% de fécula de mandioca;
T4: Filme contendo 4,5% de colageno e 1,5% de fécula de mandioca; T5: Filme
contendo 1,5% de colageno e 4,5% de fécula de mandioca.

Todos os tratamentos exibiram caracteristicas de absorgdo infravermelha
semelhantes nas bandas A e B da amida. Nenhuma mudanca ou absor¢do de novos

picos foi encontrada. Zhuang et al., (2020) também encontraram frequéncias de
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absorcdo infravermelha semelhantes para filmes de colageno da pele de Tilapia com
amido de Pachyrhizus nas bandas de amida A e B. As bandas de amida A e amida I na
faixa de 3.305 cm™ a 1630 cm correspondeu ao alongamento NH / alongamento OH e
alongamento C = O, respectivamente. O tratamento T2 apresentou absorcdo
infravermelha diferente em relacdo aos demais tratamentos entre as amidas | e 1l
correspondentes as frequéncias de 1630-1540 cm™. Nesta regido, o filme contendo a
fécula de mandioca pode ter uma estrutura amorfa desencadeada pela gelatinizacdo do
amido, indicando perda de ordem molecular (Filippov et al., 2013).

Na regido entre 1435 a 923 cm™, os espectros de infravermelho de todos os
tratamentos ainda apresentaram alta similaridade. Entretanto, as blendas de colageno e a
fécula de mandioca de mandioca resultaram em mudancas na intensidade das bandas de
absorcdo deslocadas para 1020 e 923 cm™, onde foram menos intensas em comparacdo
aos tratamentos T1 e T2. Este comportamento provavelmente se deve as interacoes
proteina-amido através de ligacdes de hidrogénio que no caso dos tratamentos T3, T4 e
T5, observou-se que o OH presente no colageno substitui algumas interacbes entre a
agua e os grupos hidroxila da fécula de mandioca que ocorreu em T2 devido a grande
quantidade de &gua utilizada no processo de fundicéo, reduzindo assim os grupos OH
livres (Ochoa et al., 2019).

4. CONCLUSOES

O colageno em po da pele da Tilapia e a mistura contendo 4,5% de colageno e
1,5% de fécula de mandioca produziram filmes com menor espessura e maior
resisténcia a agua. As melhores propriedades mecanicas foram obtidas para o filme
produzido com colageno puro, além de uma superficie mais lisa e homogénea e melhor
estrutura interna. A incorporacdo da fécula de mandioca proporcionou aos filmes com
base de colageno maior leveza e também resultou em interagdo intermolecular, o que foi
confirmado por espectros de FTIR. Foi demonstrado por meio de analises
termogravimétricas que o coladgeno utilizado isoladamente resultou em filmes com
maior estabilidade térmica. Em geral, os tratamentos T1 e T4 foram considerados as
formulagdes ideais, pois se alternaram nas melhores propriedades mecanicas, de barreira
e térmicas. Esses resultados indicam que esses dois tratamentos podem garantir boa
aplicabilidade como material para embalagens, revestimentos e capsulas de alimentos e

estudos para a aplicacao desses filmes em alimentos devem ser realizados futuramente.
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RESUMO

Um filme inovador a base de colageno de pele de Tilapia e extratos de folhas de
batata doce e taioba, plastificado com glicerol e sacarose, foi usado para estender a vida
atil da carne bovina refrigerada. A carne bovina com e sem filme ativo foi monitorada
por oito dias a 4°C, por meio de analises fisico-quimicas de perda de peso, cor, pH,
indice de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, porcentagem de metamioglobina e
teor de ferro heme. Os principais resultados mostraram que a carne bovina armazenada
em embalagens contendo 0,1% de extratos vegetais apresentou as menores perdas de
peso e cor. Os filmes contendo extrato também reduziram a oxidacdo lipidica e a
conversao de ferro heme em ferro ndo heme, além de apresentarem 0s menores
acumulos de metamioglobina. Portanto, os filmes ativos mostraram ser mais eficazes na
preservacdo da carne bovina do que o filme de policloreto de vinila usado como

controle.
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Palavras-chave: Aditivos naturais, Embalagem ativa, Oxidacdo lipidica, Prazo de

validade.
ABSTRACT

An innovative film based on tilapia skin collagen and sweet potato and taioba
leaf extracts, plasticized with glycerol and sucrose was used to extend the shelf life of
refrigerated beef. Bovine meat with and without active films was monitored for eight
days at 4°C, through physicochemical analyses of weight loss, color, pH, index of
thiobarbituric acid reactive substances, percentage of metmyoglobin, and heme iron
content. The main results showed that beef stored in packaging containing 0.1% plant
extracts had the lowest losses in weight and color. The films containing extract also
reduced lipid oxidation and conversion of heme iron to non-heme iron, in addition to
presenting the lowest accumulations of metmyoglobin. Therefore, the active film
proved to be more effective in preserving beef than the polyvinyl chloride film used as a

control.

Keywords: Natural additives, Active packaging, Lipid oxidation, Shelf life.

1. INTRODUCAO

Durante o armazenamento refrigerado, os alimentos sofrem deterioracdo devido
a processos quimicos e microbioldgicos, que ndo podem ser evitados pelas embalagens
plasticas convencionais (Sahraee, Milani, Regenstein, & Kafil, 2019). Assim, uma
solucdo para esse problema é a utilizacdo de embalagens ativas que podem trazer
diversos beneficios aos alimentos como preservacdo, manutencdo da qualidade e
seguranca (Muratore, Barbosa, & Martini, 2019). Esse tipo de embalagem aumenta a
vida util de alimentos pereciveis, como carnes frescas, tornando-os acessiveis ao
consumidor por mais tempo (Chen, Dong, Zhao, Li, & Chen, 2019).

A adicdo de antioxidantes naturais a filmes de extratos vegetais foi considerada,
e 0 uso dessas substancias tem um apelo maior em comparacdo com conservantes
quimicos, como butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT), devido a
preferéncia dos consumidores por alimentos mais saudaveis (Adilah, Jamilah,
Naranizan e Hanana, 2018). Nesse contexto, folhas de batata-doce (Ipomoea batatas) e
folhas de taioba (Xanthosoma sagittifolium) foram utilizadas por serem fontes de

compostos fenolicos com propriedades antioxidantes comprovadas em estudos
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anteriores. Além disso, ambas as plantas sdo produtos naturais facilmente encontrados
na natureza, com atividades biologicas especificas, e podem fornecer substancias
funcionais para a preservacao de alimentos (Almeida, Monteiro, Rapouso, & Maya-
Farfan, 2013; Jose, Carvalho, & wiest, 2015).

A composicdo quimica da carne bovina in natura € um fator que contribui para
sua rapida perecibilidade, proporcionando uma vida atil muito curta, em torno de 3 dias
a 4°C (FDA / CFSAN, 2018). A perecibilidade da carne se deve aos altos niveis de
umidade, contato com oxigénio e atividade enzimatica, que favorecem principalmente o
aumento da oxidacdo lipidica durante o armazenamento refrigerado. Esses processos de
deterioracdo causam alteracdes indesejaveis de cor e sabor, afetando a qualidade
nutricional da carne e reduzindo sua aceitabilidade comercial (Jiridi et al., 2018a;
Mehdizadeh, Tajik, Langroodi, Molaei, & Mahmoudian, 2020). Os fatores que causam
a oxidacdo dos lipideos podem ser controlados pelo uso de aditivos antioxidantes. No
entanto, devido aos riscos potenciais a saude humana de alguns antioxidantes sintéticos
comumente usados na industria de alimentos, o uso de antioxidantes naturais pode ser
uma alternativa para atender a demanda dos consumidores por produtos mais saudaveis
(Oria, Rodriguez, Rubio, Fernandez, & Fernandez, 2019) Nesse contexto, o presente
trabalho teve como objetivo analisar os efeitos de um filme ativo de colageno, contendo
extratos de batata-doce e folha de taioba, no controle de qualidade de carne bovina in

natura refrigerada.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material e produtos quimicos

A pele da Tilapia, da qual foi extraido o colageno, e as folhas da batata-doce e
da taioba foram adquiridas no municipio de Bananeiras (Paraiba, Brasil). A carne
(contra-filé) foi adquirida em um supermercado da cidade de Campina Grande, na
Paraiba. A sacarose e 0 acido citrico foram adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Os outros produtos quimicos usados neste estudo (glicerol, metanol PA,
cloroférmio PA, acetona PA, cloreto de sédio PA, acido tricloroacético PA e solucdo
tampdo de fosfato de pH 6,8) foram adquiridos da “Dindmica Quimica” Ltda (Sao

Paulo, Brasil).

2.2. Extraco de extratos de batata-doce e folhas de taioba

As folhas reduzidas a p6 foram submetidas a extracdo liquido-sélido com etanol:



84

agua (80:20, v / v) conforme previamente descrito por Cordeiro et al., (2013). 1g de pd
seco foi suspenso em 10 mL do solvente seguido de homogeneizacdo manual por 5
minutos e posteriormente o material vegetal foi deixado em contato com o solvente por
15 dias. Apds esse periodo, as misturas foram centrifugadas a 4000 rpm por 15 minutos
e 0s sobrenadantes obtidos foram evaporados a vacuo em evaporador rotativo (Fisatam)

e colocados em vidro ambar e armazenados sob refrigeracdo até sua caracterizacao.

2.3. Extracao de colageno da tilapia

O colageno foi extraido da pele da Tilapia seguindo o método desenvolvido por
Huang, Kuo, Wu, & Tsai, (2016) com modificacOes (temperatura, congelamento,
refrigeracdo e tipo de material). As peles foram lavadas em agua corrente e pesadas na
proporcdo de 1: 1, seguidas de aquecimento a 60°C e mantidas nesta temperatura por 1
hora. Em seguida, a solucdo de colageno foi filtrada e congelada a -18°C por 24 horas.
Apos esse periodo, a solucdo de colageno foi refrigerada a 7°C por 48 horas para
retirada da agua e consequente concentracdo da rede de coldgeno. Em seguida, o
colageno foi liofilizado (L19 Liotop) a -57°C, moido e armazenado sob refrigeracdo a

5°C até o momento do uso.

2.4. Preparando os filmes

Os filmes foram preparados pelo método de solution casting (Farhan & Hani,
2020). Uma solucdo aquosa de colageno (6%, m / v) foi aquecida no micro-ondas até a
temperatura de gelificacdo (83°C). Em seguida, foram adicionados a soluc¢do glicerol
1,5% e sacarose 0,7%, homogeneizados por 10 minutos e deixados em repouso por 90
minutos. Quando a solucdo filmogénica atingiu aproximadamente 40°C, foram
adicionados extratos de batata-doce e folhas de taioba em concentragdes fixas de 0,1%,
homogeneizando por 10 minutos. A seguir, a solucdo foi pesada (45 g) em placas de
Petri 150 x 15 mm e desidratada em estufa com circulagdo forcada de ar a 40°C por 24
horas. Os filmes foram armazenados em cdmara BOD a 75% UR e 25°C, até serem
aplicados nas amostras de carne bovina. Quatro formulacdes de filme foram obtidas:
C6% = filme sem extratos, C6% -EFBD = filme com extrato de folha de batata-doce,
C6% -EFT = filme com extrato de folha de taioba e C6% -EFBD-EFT = filme contendo

batata doce e taioba extratos de folhas.
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2.5. Aplicacéo de filmes ativos a carne bovina

O experimento foi montado usando bandejas de poliestireno expandido, nas
quais o filme ativo foi intercalado com o corte de carne (6—8 cm de espessura) de forma
que ambos os lados do bife fossem cobertos pelo filme. Cada bandeja continha trés
bifes, correspondentes a cada tratamento. As bandejas contendo as carnes embaladas
nos filmes foram armazenadas em camara BOD a 4°C. Para o tratamento controle, a
carne bovina foi embalada em filmes de policloreto de vinila (PVC). A carne foi
monitorada por oito dias, com cinco intervalos de tempo (0, 2, 4, 6 e 8) para as analises

fisico-quimicas.

2.6. Caracterizacao de filmes
2.6.1. Espessura e propriedades mecanicas

A espessura do filme foi medida por um paquimetro digital (Mitutoyo-Co,
Japdo) com precisdo de 0,001 mm, a partir de 5 posicGes aleatorias dos filmes (Beigomi,
Mohsensadeh, & Salari, 2018). As propriedades mecanicas dos filmes ativos, como
resisténcia a tracdo e porcentagem de alongamento, foram analisadas por meio de um
instrumento de ensaio estatico (SHIMADZU, Japao), operando de acordo com as
especificacbes da ASTM D882-12 (ASTM, 2012). Os filmes foram acondicionados por
72 horas em estufa com umidade relativa de 75% a 25°C. Os corpos de prova foram
cortados em tiras (70 mm de comprimento x 15 mm de largura), com as garras em
posicao inicial de 50 mm e velocidade de separacdo de 12,5 mm / min. Cada tratamento
consistiu em cinco repetices e os resultados foram expressos como porcentagem de

alongamento e resisténcia a tracdo (MPa).

2.6.2. Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua foi analisada de acordo com a norma ASTM
96-95 (2000), com algumas modificagdes (Agua destilada, Erlenmeyer, cola Durex).
Amostras de filmes foram fixadas em uma célula de permeacao de vidro contendo 50 ml
de agua destilada e seladas hermeticamente. O sistema foi pesado para registro inicial da
massa e armazenado em um dessecador a 25 ° C com silica gel. Posteriormente, o
sistema foi pesado a cada 24 horas durante 7 dias, e a permeabilidade ao vapor de agua

foi calculada com base na Equacéo 1.
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(Ci/). x 1

PVA =
Ps (RU;— RU,)

Onde Ci é o coeficiente angular da linha gerado pela perda de peso do sistema em
funcdo do tempo; A é a area do filme (m?2); X corresponde a espessura (mm); Ps é a
pressdo de saturacdo do vapor d'agua a 25°C (22, 2 mmHg); RU1 é a umidade relativa
na camara (0%); RU é a umidade relativa dentro da capsula (100%). O resultado foi

expresso em gH20mm / m2.h.mmHg.

2.7. Caracterizacdo da carne
2.7.1. Perda de peso

A perda de peso das amostras nos dias 2, 4, 6 e 8 foi medida de acordo com Jridi
etal., (2018b) e calculada pela Equacéo 2.

(PI-PF)

Perda de peso (%) = o

x 100 Eq. 2

Onde PI € o peso inicial da amostra e PF € 0 peso da mesma amostra apés 2, 4, 6 e 8

dias de armazenamento.

2.7.2. Medicao de cor

A cor da carne foi determinada em colorimetro (410 Minolta Chroma Meter,
Osaka, Japao) com iluminante D65 e observador 10°, conforme método descrito por
Holman, Collins, Kilgannon, & Hopkins (2018). Oito leituras foram feitas em pontos
diferentes na superficie de cada lombo de vaca lendo os parametros L * (brilho), a *

(intensidade de vermelho / verde) eb * (intensidade de amarelo / azul).

2.7.3. Medicgéo de pH

O pH das amostras foi medido em um medidor de pH (PHS-3C) contendo um
eletrodo com compensacdo de temperatura (ambos da TPS Pty Ltd., Brisbane, QLD,
Australia) (Cao, Warner, & Fang, 2019). O medidor de pH foi calibrado usando

solucdes tampédo de pH 4 e 7 antes de ser usado.
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2.7.4. Oxidacao lipidica

A oxidacao lipidica foi avaliada com base na dosagem de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS), segundo método descrito por Ganhdo, Estévez, &
Morcuende, (2011), com algumas modificacbes (quantidade de amostra e acido
tricloroacético). Uma amostra de 2, 5 gramas foi homogeneizada em 7, 5 ml de acido
tricloroacético (TCA) a 10% e filtrada. O volume da amostra foi completado para 10 ml
e centrifugado por 3 minutos a 3500 rpm. Em seguida, 2 ml da mistura centrifugada
foram misturados com 2 ml de acido 2-tiobarbiturico (0, 02 M TBA). Os tubos foram
colocados em banho-maria a 90°C por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram
resfriados por 5 minutos. A leitura da absorbéancia foi realizada a 532 nm. Uma curva
padrdo (y = 0,15x -0, 30 = R2= 0, 87) de 1, 1, 3, 3-tetraetoxipropano foi usada para
calcular os resultados. O valor de TBARS foi expresso em mg MDA (equivalente de

malonaldeido) por kg de amostra.

2.7.5. Teor de metamioglobina

O contetdo de metamioglobina foi determinado de acordo com o método
proposto por Fernandez et al.,, (2003). Cinco gramas de carne bovina foram
homogeneizados em 25 ml de solu¢do tampao de fosfato 0, 04 M (pH 6, 8) por 15
segundos (homogeneizador Vortex). Em seguida, as amostras foram centrifugadas por
30 minutos a 4000 rpm e o sobrenadante foi filtrado. A solucdo obtida foi analisada por
espectrofotometria, medindo-se a absorbancia em 525, 572 e 730 nm. A porcentagem de

metamioglobina foi calculada com base na Equacéo 3.

1.395—(As572— A730)
(As25— A730)

MMB (%) =

x 100 Eq. 3

2.7.6. Teor de ferro heme

O teor de ferro heme foi determinado de acordo com o método descrito por
Clark, Mahoney, & Carpenter (1997). Uma amostra de 2 gramas de carne bovina foi
homogeneizada em 9 ml de acetona acidificada. Em seguida, a solucdo foi deixada em
repouso a 25°C, protegida da luz, por 1 hora. Apés esse periodo, a solucédo foi filtrada e
analisada por espectrofotometria a 640 nm. A quantidade de ferro heme foi calculada de

acordo com a Equacao 4.
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Heme iron (ug/g of meat) = Ag,o x 680 x 0.0882 Eq. 4

Onde Aeso € a absorbancia medida a 640 nm; 680 e 0, 0882 sdo valores constantes na
equacao.

2.8. Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), e os resultados foram expressos em média + desvio
padrdo. Quando houve efeito significativo (p <0, 05), as médias foram comparadas pelo

teste de Duncan, utilizando o software SAS® System (2012), verséo 9.2.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Espessura, Propriedades mecanicas e Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A espessura, propriedades mecanicas e PVA dos filmes preparados sem e com
extratos sdo apresentadas na Tabela 1. A adi¢do dos extratos aos filmes ndo modificou
sua espessura. A uniformidade durante o processo de elaboracdo € evidenciada pela
auséncia de diferencgas (p> 0, 05) entre todos os tratamentos. Isso pode ser devido ao
baixo conteudo de extratos SPLE e TLE adicionados ao filme. Esse resultado esta
relacionado aos grupos hidroxila presentes nos compostos fendlicos desses extratos
vegetais, que formaram ligacdes de hidrogénio intermoleculares com os grupos amino
dos filmes, tornando os extratos uniformemente distribuidos no espaco da matriz do
filme.

Tabela 1: Espessura, permeabilidade ao vapor de agua (PVA), resisténcia a tracdo e
porcentagem de alongamento de filmes de colageno contendo extratos vegetais

Tratamentos Espessura Resisténciaa  Porcentagem de  PVA (gH20 mm/m2
(mm) tracdo (MPa) alongamento h mmHg)
(%)
C6% 0,072+0,00? 8,461,101 199,2+7,39¢ 1,40+0,05?
C6%-EFBD 0,072+0,00? 13,6+0,96° 265,5+2,728 1,15+0,11°
C6%-EFT 0,062+0,012 19,6+1,38° 216,5+1,49° 0,91+0,02°¢
C6%-EFBD-EFT  0,068+0,00? 26,3+0,542 247,2+4,04° 1,16+0,02°

C6% = filme sem extratos, C6% -SPLE = filme com extrato de folha de batata-doce,
C6% -TLE = filme com extrato de folha de taioba e C6% -SPLE-TLE = filme contendo
extrato de batata doce e folha de taioba.

a-d: Os valores com letras mindsculas diferentes sdo significativamente diferentes (p
<0, 05).

Liu et al., (2019a) também nédo encontraram alteragcdes na espessura do filme de
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gelatina de peixe na presenca de extratos de baga de haskap (Lonicera caerulea L.)
ricos em compostos fenolicos, e atribuiram esse comportamento a distribui¢cao uniforme
do extrato no matriz de filme.

A adicdo de extratos hidroalcodlicos de batata-doce e folhas de taioba
influenciou a resisténcia a tracdo e a porcentagem de alongamento dos filmes a base de
colageno.

Houve diferenca significativa (p <0, 05) entre todos os tratamentos, nos quais 0s
filmes contendo extratos apresentaram o0s maiores valores, sendo mais resistentes e
alongados que o filme C6%. Este resultado estd relacionado as interacdes moleculares
entre 0s compostos ativos dos extratos e o coldgeno, contribuindo para a formacdo de
filmes mais coesos e flexiveis.

Essas interacOes intermoleculares entre extratos de plantas e filmes também
foram registradas por Liu et al., (2019b), que observaram que os extratos de haskap
berry aumentaram a resisténcia a tracdo e a porcentagem de alongamento de filmes de
gelatina de peixe de agua fria. Segundo Zhai et al., (2018), interacdes entre extratos
vegetais e filmes também ocorrem devido a ligacdo de hidrogénio formada entre os
compostos fendlicos dos extratos e os filmes, tornando-os mais firmes e resistentes.

Os valores de resisténcia a tracdo obtidos para os filmes C6% -TLE e C6% -
SPLE-TLE foram maiores do que os encontrados por Madaleno, Rosa, Zawadzki,
Pedrouzo, & Ramos, (2009) para filmes de cloreto de polivinila (PVC) produzidos com
diferentes plastificantes, que apresentava valores em torno de 18 MPa. Por outro lado,
esses autores encontraram maior percentual de alongamento para os filmes de PVC, o
que foi associado a uma maior concentracdo (40%) dos plastificantes utilizados.

A partir dessas comparagdes, fica comprovado que os filmes de colageno
contendo extratos vegetais, desenvolvidos neste estudo, foram mais resistentes que 0s
filmes de PVC estudados pelos autores supracitados. Esse € um resultado positivo, pois
embalagens resistentes sdo essenciais para proteger os produtos alimenticios de danos
mecanicos durante o processamento, transporte e distribuicdo aos consumidores.

A permeabilidade ao vapor d'dgua é uma importante propriedade de barreira as
embalagens, garantindo maior integridade da estrutura da embalagem, além de reduzir a
transferéncia de umidade entre os alimentos e a atmosfera do entorno, sendo
fundamental para a manutencao da qualidade e seguranca alimentar.

O filme controle (C6% sem extratos) apresentou o maior WVP, que foi

significativamente menor nos demais tratamentos (p <0, 05), em comparacdo ao
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controle. Este comportamento foi influenciado pelos compostos fendlicos dos extratos,
que possivelmente produziram uma rede hidrofobica, firme e coesiva, impedindo
parcialmente a passagem de agua pelo filme.

O vapor de agua tem maior probabilidade de se espalhar em regiées amorfas na
matriz do filme a base de proteina (Khan et al., 2012). Assim, a diminui¢cdo do WVP em
filmes contendo extratos de batata-doce e folhas de taioba, usados individualmente ou
em combinacdo, também pode estar relacionada a regides amorfas menores nesses
filmes. Outro fato importante é que o tratamento contendo apenas extrato de folha de
taioba (C6% -TLE) teve um valor de WVP inferior (p <0, 05) em comparagdo com 0s
demais tratamentos, o que pode ter resultado das diferentes interacGes entre a estrutura
do polimero biodegradavel e 0 compostos ativos presentes neste extrato.

Os resultados obtidos nesta pesquisa foram consistentes com 0s encontrados por
Rasid, Nazmi, Isa, & Sarbon, (2018), que observaram uma diminui¢do do WVP no
filme de gelatina bovina adicionado ao extrato de Centella asiatica. Segundo esses
autores, esse resultado se deve ao menor volume de agua na matriz polimérica

ocasionado pelo extrato adicionado.

3.4. Perda de peso (Pp)

A perda de peso da carne bovina foi medida antes e ap6s o uso dos filmes,
durante o armazenamento a 4 °C (Figura 1). Amostras de carne bovina armazenadas em
filmes com e sem (C6%) extratos tiveram menor perda de peso (Pp) do que as amostras
controle (PVC), durante todo o periodo de armazenamento refrigerado, especialmente
amostras C6%-EFBD-EFT (p <0,05), cujo a Pp foi inferior ao Pp das amostras controle,
do segundo ao oitavo dia.



91

Figura 1: Perda de peso (%) em carne bovina armazenada em filmes com e sem extratos
vegetais.
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Controle = Filme de policloreto de vinila (PVC), C6% = filme sem extratos, C6%-
EFBD = filme com extrato de folha de batata-doce, C6%-EFT = filme com extrato de
folha de taioba e C6%-EFBD-EFT = filme contendo doce extratos de batata e folhas de
taioba.

Barras com letras diferentes no mesmo dia sao significativamente diferentes (p <0, 05).

Ao final do periodo de armazenamento, o Pp na carne bovina armazenada em
filmes sem extratos foi inferior a 18, 4% em relacdo ao controle. Filmes baseados em
EFBD e EFT reduziram Pp em 19, 8% e 37, 5% em comparacdo com o controle,
respectivamente. Os melhores resultados foram obtidos para os filmes contendo ambos
os extratos (C6%-EFBD-EFT), que reduziram o Pp em até 69, 6% no ultimo dia de
armazenamento, apresentando um Pp inferior (p <0, 05) em comparagdo com o controle
(PVC)

Esse resultado pode estar relacionado a adicdo de extratos, que interagiram com
0s aminoacidos por meio de ligacdes de hidrogénio no interior e na superficie do filme
de colageno, aumentando sua hidrofobicidade e resultando na diminui¢cdo da perda de
agua na carne durante o periodo de armazenamento, atuando como uma barreira fisica
(Silva & Penna, 2012). Bandypadyay, Glosh, & Ghosh, (2012) relataram que a
interacdo entre compostos fendlicos e proteinas € impulsionada por dois fatores

principais: interacdo hidrofdébica e interacdes de ligacbes de hidrogénio.
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Esses resultados mostraram que os filmes de coldgeno contendo os extratos
foram mais eficientes em retardar a perda de peso em bovinos do que os filmes de
polipropileno revestidos com alcool polivinilico analisados por Han, Wang, Li, Lu, &,
(2014), que observaram essa perda de peso em todos 0s bovinos. as amostras
aumentaram ao longo de 12 dias de armazenamento, sem diferenca (p> 0, 05) entre os

tratamentos.

3.5.pH

O pH é um indicador importante da qualidade da carne fresca. O pH da carne
bovina fresca geralmente varia de cerca de 5, 50-5, 80, que é uma faixa de pH ideal para
consumo (Kim et al., 2016). O pH inicial (no dia 0) da carne analisada variou de 5, 30
nas amostras C6%-EFBD-EFT a 5, 49 nas amostras C6%-EFT, aumentando
gradativamente ao longo dos oito dias de armazenamento refrigerado (Figura 2). Porém,
C6%-EFBD-EFT controlou parcialmente o pH do segundo ao quarto dia de
armazenamento, o que é confirmado por uma diferenca significativa (p <0, 05) quando

comparado ao controle.

Figura 2: Mudancas nos valores de pH em amostras de carne bovina durante 8 dias de
armazenamento refrigerado (4 °C).
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Controle = Filme de policloreto de vinila (PVC), C6% = filme sem extratos, C6% -SPLE =
filme com extrato de folha de batata-doce, C6% -TLE = filme com extrato de folha de taioba e
C6% -SPLE-TLE = filme contendo doce extratos de batata e folhas de taioba.

Barras com letras diferentes no mesmo dia sdo significativamente diferentes (p <0, 05).
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Porém, principalmente do sexto ao oitavo dia de armazenamento, os valores de
pH aumentaram dramaticamente em todos os tratamentos. Esse comportamento se deve
ao processo de biodeterioragdo das proteinas, resultando em alta degradacdo das
proteinas pela decomposi¢cdo dos aminoacidos livres, levando a formacgdo de amdnia
(NH3) e aminas alcalinas (lljaz et al., 2020). Isso também foi confirmado em estudos
anteriores de Karabagias, Badeka, & Kontominas, (2011); Battisti et al., (2017), que
associaram o aumento do pH em amostras de carne bovina a deterioracao de proteinas e
nucleotideos musculares, resultando na formacao de amdnia e aminas por meio de uma

reacao alcalina.

3.6. Mudancas de cor

A cor da carne fresca € um importante indicador de qualidade visual e o0s
parametros CIE-LAB (L *, a * eb *) sdo amplamente usados para medir a qualidade da
cor, cujos altos valores de L *, a * e b * indicam uma maior intensidade do brilho,
vermelho e amarelo, respectivamente (Pathare, Opara, & Al-Said, 2013).

Os valores L * em todos os tratamentos mostraram um comportamento
decrescente ao longo dos 8 dias de monitoramento, sugerindo uma coloracao levemente
escura mais intensa nas amostras controle (Tabela 2). No entanto, nenhuma tendéncia
(p> 0, 05) foi observada entre os diferentes grupos de tratamento.

O pH afetou diretamente a cor da carne in natura, que se tornou mais escura ao
longo do armazenamento refrigerado, resultando em carne com caracteristicas DFD
(escura, firme e seca). Conforme o pH aumenta, a capacidade de retencdo de dgua das
proteinas musculares também aumenta, fazendo com que as fibras inchem e o espaco
entre as fibrilas musculares diminua. Esse fendmeno causa uma diminui¢cdo na
dispersdo da luz e aumenta a absorcdo de luz pela mioglobina e, como consequéncia, a
cor da superficie da carne parece mais escura (Wu et al., 2020).

Esse resultado foi semelhante aos encontrados por Shange, Gouws, & Hoffman,
(2019), que concluiram que a carne com pH alto tem uma cor menos estavel em
comparagdo com a carne com pH normal. Outra pesquisa de Hugles, Clarke, Li,
Purslow e Warner, (2018) também mostrou que o aumento do pH contribuiu para o

escurecimento dos musculos longissimus toracicos na carne bovina.



Tabela 2: Mudangas nas caracteristicas de cor em amostras de carne durante 0, 2, 4, 6 e 8 dias de armazenamento refrigerado

Periodo de armazenamento (dias)

Atributos Tratamentos 0 2 4 6 8
Controle 36,0+0,634 35,840,744 35,6+0,88%4 35,541,554 32,745,328
C6% 36,4+2 1234 35,6+1,328A 35,742,223 35,743,973 33,4+5,932A
L* C6%-EFBD 36,2+1,473A 36,0+0,692A 36,8+0,432A 36,642,434 34,4+7 723
C6%-EFT 37,4+0,3734 36,6+0,66%A 36,3+0,673A 36,1+0,7434 34,9+2,332A
C6%-EFBD-EFT 37,7+1,6284 36,9+1,78%A 36,2+3,063A 35,7+4,663A 35,4+6,032A
Controle 12,3+0,88%A 10,8+0,62¢A 8,52+1,398 6,80+1,7428C 5,13+2,082C
C6% 16,3+1,37%A 14,0+1,4730A8 11,942, 81a0AB 9,44+5 6828 10,1+2,1138
a* C6%-EFBD 15,1+2,01%A 12,6+0,87°AB 10,3+2,6430A8B 8,39+4,372AB 6,85+5,8728
C6%-EFT 16,7+1,24%A 13,5+1,128 10,7+0,862C 8,05+1,052P 5,47+1 522
C6%-EFBD-EFT 16,5+2,632A 15,3+1,60% 13,4+1,243AB 10,1+2,5028 9,68+6,2628
Controle 11,7+0,33%A 10,440,284 10,740,580 10,4+1,18%A 10,2+1,64a0A
b* C6% 12,0+0,35%A 11,3+0,823A 12,4+1,263A 11,243,084 12,141,234
C6%-EFBD 12,240,794 11,2+0,65%AB 10,2+0,65°CB 9,57+1,05%B 8,91+1,340C
C6%-EFT 12,8+0,33%A 11,7+0,48%8 10,8+0,532bBC 10,1+0,692P¢ 9,40+2,002bD
C6%-EFBD-EFT 12,9+1,70%A 11,5+1,082AB 11,7+0,523AB 10,741,128 11,442 002AB

Controle = Filme de policloreto de vinila (PVC), C6% = filme sem extratos, C6%-EFBD = filme com extrato de folha de batata-doce, C6% -EFT

= filme com extrato de folha de taioba e C6% -EFBD-EFT = filme contendo doce extratos de batata e folhas de taioba.
a-c = Valores com letras minasculas diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p <0, 05).
A-E = Valores com letras maiusculas diferentes na mesma linha séo significativamente diferentes (p <0, 05).
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A cor vermelha intensa (a *) na carne bovina € comumente usada como padrdo
de qualidade pelos consumidores, e altos valores de vermelhiddo geralmente indicam
carne mais fresca (AMSA, 2012). As amostras C6%, C6%-EFBD e C6%-EFT
apresentaram valores de a * maiores (p <0, 05) do que as amostras de controle até o
segundo dia, e as amostras C6%-EFBD-EFT apresentaram 0 mesmo comportamento até
0 quarto dia de armazenamento refrigerado. Posteriormente, todas as amostras tiveram
uma diminuicdo gradativa da coloragdo vermelha, o que pode ser explicado pela alta
capacidade respiratéria das mitocondrias, competindo com a mioglobina pelo oxigénio
disponivel, mantendo assim a mioglobina desoxigenada, resultando em carne
parcialmente marrom devido a formacao de metamioglobina (Lu, Cornforth, Carpenter,
Zhu, & Luo, 2020; Xiong, Chen, Warner e Fang, 2020).

No entanto, as amostras armazenadas em filmes contendo extratos tiveram uma
perda menos intensa da cor vermelha em comparagcdo com as amostras controle. Esse
comportamento pode ser observado individualmente para cada tratamento ao longo do
periodo de armazenamento. Mesmo assim, a presenca de extratos na embalagem néo
teve um efeito significativo esperado na prevencgdo da perda da cor vermelha na carne
bovina, até o final do periodo de armazenamento, demonstrando que a concentracao de
0,1% dos extratos adicionados a embalagem pode ter foi baixo e ndo pode promover um
efeito protetor prolongado.

Esses resultados corroboram os de Camo, Lorés, Djenane, Beltran, & Roncalés,
(2011) que adicionaram extrato de orégano as embalagens e observaram que a menor
concentracao de 0, 5% n&o evitou a perda da cor vermelha na carne bovina; entretanto,
melhores resultados foram obtidos quando utilizaram a concentragdo de 1, 0%,
indicando que embalagens com maiores concentragdes de extrato foram essenciais para
preservar a cor vermelha da carne durante o armazenamento refrigerado. Em relagédo aos
valores de b*, houve poucas diferencas entre os tratamentos; uma diferenca significativa
(p <0, 05) pbde ser observada entre C6%, controle, e C6%-EFBD apenas no quarto e

oitavo dia de armazenamento.

3.7. Oxidacao lipidica

A oxidacéo lipidica na carne bovina foi avaliada pelo método TBARS, que mede
a quantidade de produtos secundarios produzidos durante a oxidacdo lipidica, cujo
maior valor indica maior grau de deterioracdo, sendo um fator limitante da vida de

prateleira dos alimentos, principalmente carnes e derivados. A percepcdo do sabor
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rancoso devido a oxidacdo lipidica é detectada pelos consumidores quando o valor
TBARS ¢ superior ao limite de 0, 5 mg MDA / kg de carne (Silva, Borges, & Ferreira,
1999).

TBARS na carne bovina armazenada em embalagem de PVC (controle)
aumentou significativamente (p <0, 05) durante o armazenamento, atingindo o valor de
0,455 mg MDA / kg aos oito dias de monitoramento; um valor muito préximo do limite
perceptivo de ranco (Figura 3). Por outro lado, a carne bovina armazenada em
embalagens contendo 0, 1% de extratos vegetais teve uma reducdo significativa em
TBARS, sem diferenca significativa (p> 0, 05) entre esses grupos de tratamento. Esses
resultados sdo corroborados por Jido, Quek, Gu, guo, & Liu, (2020), que analisaram
carne bovina armazenada em embalagens contendo antioxidantes sintéticos e naturais
em diferentes concentracbes e descobriram que as concentragdes mais altas ndo
resultaram em melhor controle da estabilidade oxidativa. em comparagdo com as
concentracdes mais baixas testadas. Isso reforca a hipdtese de que os compostos
fendlicos atuam em concentragdes muito baixas, apresentando uma correlacdo ndo
linear entre sua eficacia antioxidante e o teor adicionado a embalagem para protecédo
oxidativa da carne.

Figura 3: Alteracdes na oxidacao lipidica (valores TBARS, mg MDA / kg de carne) em
amostras de carne bovina durante 8 dias de armazenamento refrigerado (4°C).

0-77 @controle

06 Co% a
i C6%-EFBD

o5 | HCE%-EFT

4 C6%-EFBD-EFT

0.4
0.3
0.2

0.1

TBARS (mg MDA/kg de carne)

Periodo de armazenamento (dias)

Controle = Filme de policloreto de vinila (PVC), C6% = filme sem extratos, C6% -SPLE =
filme com extrato de folha de batata-doce, C6% -TLE = filme com extrato de folha de taioba e
C6% -SPLE-TLE = filme contendo doce extratos de batata e folhas de taioba.

Barras com letras diferentes no mesmo dia séo significativamente diferentes (P <0, 05).
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A eficacia antioxidante evidenciada pelas embalagens ativas pode ser atribuida a
adicdo de extratos de batata-doce e folhas de taioba, que sdo fontes de compostos
fendlicos com atividade antioxidante. Antocianinas, flavondides como rutina,
miricetina, quercetina e acidos fenolicos (por exemplo, caféico, singénico e p-cumarico)
destacaram-se entre 0s compostos presentes nesses extratos (Islam, 2006; Araujo et al.,
2017).

O acondicionamento sem extratos (C6%) foi eficaz na prevencdo da oxidacédo
lipidica apenas no segundo e oitavo dias de armazenamento, em compara¢do com 0
tratamento controle. Isso se deve as moléculas bioativas, como peptideos e tripeptideos,
que possivelmente desempenharam um papel antioxidante, reduzindo parcialmente a
deterioracdo oxidativa na carne bovina (Ferraro, Anton, & Santé-Lhoutellier, 2016;
Ennaas et al., 2016; Kim & Venkatesan, 2014; Ohashi et al., 2015).

3.8. Mudancas na porcentagem de metamioglobina e teor de ferro heme

Na oxidacdo lipidica, o ferro heme pode ser parcialmente convertido em ferro
ndo heme em carnes e produtos carneos (Rezaei & Hosseini, 2008). O teor de ferro
heme em amostras de carne bovina armazenadas em filme de colageno com e sem
extratos, bem como nas amostras de controle, s&o mostrados na Tabela 3.

As amostras de controle tinham uma concentragdo menor de pigmento heme do
que as outras amostras, indicando que o ferro heme foi totalmente convertido em ferro
ndo heme durante o armazenamento refrigerado. Esse comportamento esta relacionado
ao aumento dos niveis de TBARS, uma vez que o ferro ndo heme acelera a oxidacdo
lipidica. O filme de colageno (C6%) e o filme contendo extrato de folha de batata-doce
(C6%-EFBD) reduziram a perda de ferro heme até o quarto dia, e C6% -EFT e C6% -
EFBD-EFT reduziram a perda de pigmento heme até o sexto dia de armazenamento

refrigerado em relacdo ao tratamento controle.



Tabela 3: Mudangas na porcentagem de metamioglobina e teor de ferro heme em amostras de carne durante o armazenamento refrigerado

Controle
C6%
C6%-EFBD
C6%-EFT
C6%-EFBD-EFT

Conteldo de ferro heme
(M9/g)

Controle
C6%
C6%-EFBD
C6%-EFT
C6%-EFBD-EFT

MMb%

3,89+0,59°A
5,37+1,213A
5,17+1,48%A
6,59+1,372A
6,86+1,59%

25,3+5,89C
42,645,838
40,847,158
40,245,538
42,045,772A8

3,45+0,48PA
6,87+1,63%A
5,25+0,842A
6,77+1,32%A
7,83+1,4234

35,744,212
37,712,27348
38,543,912
40,042,322
38,7+3,01348

2,17+0,06°4
6,100,002
4,01+0,4220A8
6,29+2,40%
6,75+1,63%

46,142,984
32,941,768
36,311,538
39,8+0,95P8
35,5+1,25¢

2,99+1,5204
5,87+0,792A
3,27+0,64"8
7,643,574
7,45+2 5734

36,446,228
43,0+1,20%8
30,442,038
47 5+2,25%A
33,243,658

3,43+0,60%4
6,05+0,542A
2,53+0,7108
7,482,783
6,96+3,98%

48,5+2,10%A
47,0+10,55%
50,4+1,60%4
42,544,408
45,442 8134

Controle = Filme de policloreto de vinila (PVC), C6% = filme sem extratos, C6%-EFBD = filme com extrato de folha de batata-doce, C6% -EFT

= filme com extrato de folha de taioba e C6% -EFBD-EFT = filme contendo doce extratos de bhatata e folhas de taioba.

a-c = Valores com letras minusculas diferentes na mesma coluna sdo significativamente diferentes (p <0, 05).
A-C = Valores com letras maiusculas diferentes na mesma linha sao significativamente diferentes (p <0, 05).

MMb% = Porcentagem de metamioglobina.
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O contetido de metamioglobina (MMb) foi inicialmente baixo nas amostras de
controle, em comparagdo com 0s outros grupos de tratamento, mas aumentou até o
quarto dia de armazenamento, enquanto as amostras de carne bovina armazenadas em
embalagem ativa tiveram uma diminuicdo significativa no MMb (p <0, 05) em
comparagdo com o controle, no mesmo periodo. Isso implica que as amostras controle
tiveram um aumento no consumo de oxigénio, favorecendo as mitocondrias na
competicdo com a mioglobina por oxigénio disponivel, resultando na formacdo de mais
MMb. Por outro lado, o consumo de oxigénio foi baixo nas amostras de carne bovina
armazenadas em embalagem ativa. 1sso pode estar relacionado ao efeito dos compostos
fendlicos nos extratos, levando a formacdo de equivalentes redutores baixos (NADH),
que podem reduzir as espécies ferril mioglobina, evitando um maior acimulo de MMb
na superficie da carne bovina (Libardi, Pindstrop, Cardoso, & Skibsted, 2013).

Esse comportamento esta comumente relacionado aos valores de cor (L * e a *),
especificamente a *, que indicou as menores perdas de cor nas amostras armazenadas
em embalagem ativa em comparagdo com o controle. De acordo com estudos anteriores
(Samuel, Hunt, Kropf, Hachmeister, & Johnson, 2002; Mckena et al., 2005), uma taxa
mais baixa de consumo de oxigénio pode estender a vida Gtil da carne.

No sexto dia de armazenamento, houve diferenca (p <0, 05) entre os
tratamentos, com rapida diminuicdo dos valores de cor nas amostras controle, C6%-
EFBD e C6% -EFBD-EFT; entretanto, nenhum efeito foi observado no comportamento
do MMb em amostras de carne bovina no oitavo dia de armazenamento refrigerado, que
apresentaram rapida descoloracdo semelhante aos escores de cor (L * e a *), que eram
muito baixos ao final do armazenamento.

Segundo Greene, Hsin & Zipser (1971), os consumidores tendem a rejeitar
carnes cujo teor de MMb esteja acima de 40%. Assim até o sexto dia de
armazenamento, C6% -EFBD e C6% -EFBD-EFT apresentaram os melhores resultados.

Esse resultado evidenciou que filmes contendo os extratos podem reduzir a
oxidacdo do pigmento O2Mb a MMb. No entanto, deve-se considerar que a cor
vermelho-purpura das amostras ndo é muito apreciada pelos consumidores. No entanto,
embora a cor vermelha brilhante da carne fresca ndo tenha sido mantida, os filmes C6%
-EFBD e C6%-EFBD-EFT atuaram parcialmente como agentes redutores, retardando a
reducdo de Mb + para MMb.
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4. CONCLUSAO

O inovador filme de colageno ativo contendo 0, 1% de extrato de batata-doce e
folha de taioba mostrou-se eficiente no controle de qualidade de carne bovina in natura
refrigerada, em comparacéo ao tratamento controle (PVC). Amostras de carne bovina de
C6%-EFBD, EFT e EFBD-EFT tiveram uma diminuicdo bem-sucedida na perda de
peso e na oxidacdo de lipidios. A diminuicdo dos escores de cor e do teor de ferro heme
e 0 aumento da porcentagem de metamioglobina também foram menores na carne
bovina armazenada em filmes contendo extratos vegetais. Porém, apenas C6%-EFBD e
C6%-EFBD-EFT conseguiram estabilizar parcialmente o pH, até o quarto dia de
armazenamento.

Desta forma, novos estudos sdo essenciais para um melhor entendimento desta
embalagem quanto ao pH e testar a adicdo de maiores concentragcdes desses extratos
para aumentar sua eficacia. Além disso, investigacfes microbioldgicas sdo necessarias

para garantir uma vida util mais longa da carne embalada.
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