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RESUMO

PEREIRA, LUIZA CARLA LAVINSCKY. Desenvolvimento de filmes ativos antioxidantes
de PVA incorporado com o extrato do farelo da améndoa de cacau. Itapetinga, BA: UESB,
2017. 61 p. Dissertacdo. (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Area de
Concentracdo em Ciéncia de Alimentos).*

Embalagens ativas sdo aquelas que consistem na incorporacdo de certos aditivos aos
sistemas de embalagem. Dentre estas estdo as embalagens ativas antioxidantes que objetivam
prevenir as reacdes de oxidacgdo dos alimentos. Considerando isto, o objetivo do trabalho foi
desenvolver embalagem ativa antioxidante utilizando como constituintes composto naturais
extraidos do farelo da améndoa de cacau e avaliar suas caracteristicas de qualidade e
efetividade em alimento embalado. O farelo da améndoa de cacau foi caracterizado quanto a
sua composi¢do (umidade, cinzas, proteina, lipidios, pH e acidez) e utilizado para obten¢do de
extratos por extracdo sélido-liquido com varios solventes diferentes, sendo obtidos extrato
bruto, extrato bruto liofilizado; fragdes hexano, diclorometano, acetato de etila e
hidroalcodlica. Os extratos obtidos foram caracterizados quanto a atividade antioxidante pelo
método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) que demonstrou que 0s mesmos apresentavam
atividade antioxidante podendo ser utilizados para a confeccdo da embalagem ativa. O extrato
bruto foi escolhido para a confec¢do de filmes ativos antioxidantes com a base polimérica de
polivinil alcool usando 0 método casting. Apos confeccdo os filmes foram avaliados quanto as
caracteristicas visuais, espessura, gramatura e transparéncia, propriedades mecanicas e
permeabilidade. Foi realizado também avaliacdo da atividade antioxidante dos filmes com a
aplicacdo dos mesmos, em salaminho tipo italiano. Os filmes ativos antioxidantes a base de
PVA/extrato bruto do farelo de cacau apresentaram caracteristicas visuais desejaveis; a
espessura, gramatura, permeabilidade e propriedades 6ticas ndo foram influenciadas pela
adicdo do extrato, enquanto que as propriedades mecanicas e as caracteristicas de cor foram
influenciadas. O teste nos salaminhos mostrou que os filmes com extrato tiveram agéo
antioxidante nos primeiros dias de analise, comparado a um filme controle. O
desenvolvimento do filme ativo antioxidante de PVA incorporado com extrato do farelo da
améndoa do cacau foi satisfatorio e mostrou a possibilidade de uma melhor utilizagdo de

residuos da agroindustria cacaueira.

PALAVRAS CHAVE: npolivinil alcool (PVA), Theobroma cacao L., residuos da
agroindustria, extratos antioxidantes.

*Qrientadora: Cristiane Patricia de Oliveira, Dsc. UESB e Co-orientador: Marcondes Viana da Silva, Dsc. UESB
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ABSTRACT
PEREIRA, LUIZA CARLA LAVINSCKY. Development of active antioxidant films PVA

incorporated with cocoa almond bran extract. Itapetinga, BA: UESB, 2017. 85 p. Dissertation.
(MSc in Food Science and Engineering, Food Science Concentration Area).*

Active packaging is those that incorporate certain additives into packaging systems.
Among these are the active antioxidant packages that aim to prevent oxidation reactions of
foods. Considering this, the objective of the work was to develop active antioxidant
packaging using as natural constituent constituents extracted from the almond meal of cacao
and to evaluate its characteristics of quality and effectiveness in packed food. Cocoa-nut meal
was characterized in terms of its composition (moisture, ash, protein, lipids, pH and acidity)
and used to obtain extracts by solid-liquid extraction with several different solvents, obtaining
crude extract, freeze-dried raw extract; Hexane, dichloromethane, ethyl acetate and
hydroalcoholic fractions. The extracts obtained were characterized as antioxidant activity by
the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method, which showed that they had antioxidant
activity and could be used to make the active packaging. The crude extract was chosen for the
preparation of active antioxidant films with the polymer base of polyvinyl alcohol using the
casting method. After preparation, the films were evaluated for visual characteristics,
thickness, weight and transparency, mechanical properties and permeability. It was also
carried out an evaluation of the antioxidant activity of the films with the application of the
same, in an Italian type salami. The active antioxidant films based on PVA / crude extract of
cocoa meal had desirable visual characteristics; the thickness, weight, permeability and
optical properties were not influenced by the addition of the extract, while the mechanical
properties and the color characteristics were influenced. The test in the salaminhos showed
that the films with extract had antioxidant action in the first days of analysis, compared to a
control film. The development of the active antioxidant PVA film incorporated with cocoa
almond extract was satisfactory and showed the possibility of a better use of residues from the

cocoa agroindustry.

KEYWORDS: polyvinyl alcohol (PVA), Theobroma cacao L., agroindustrial residues,

antioxidant extracts.

*Orientadora; Cristiane Patricia de Oliveira, Dsc. UESB e Co-orientador: Marcondes Viana da Silva, Dsc. UESB



| - REFERENCIAL TEORICO
1.1 INTRODUCAO

O surgimento de novas tecnologias para materiais de embalagem de contato com alimentos
visa proporcionar a industria e ao mercado consumidor produtos de alta qualidade e maior vida de
prateleira, com grande alcance de distribuicdo. Um dos novos desenvolvimentos na area de
embalagens tém como objetivo a interagdo da embalagem com o produto alimenticio para modificar
parametros desejaveis que proporcionem a melhoria da qualidade do produto embalado. Este novo
conceito pode ainda ser aliado ao desenvolvimento de materiais biodegradaveis e ao uso de aditivos
naturais sendo desejavel do ponto de vista ambiental e de desejo do consumidor.

Dentre as tecnologias modernas para a obtencdo de embalagens para alimentos encontram-
se as embalagens ativas que consistem na incorporacdo de certos aditivos aos sistemas de
embalagem, com o proposito de estender o tempo de vida util do alimento embalado ou melhorar
suas propriedades sensoriais. Sdo exemplos dessas embalagens as absorvedoras de oxigénio,
absorvedoras de etileno, absorvedoras de umidade, liberadoras de antioxidantes, liberadoras e/ou
absorvedoras de aromas, aquelas contendo enzimas imobilizadas e as embalagens antimicrobianas.

Embalagem ativa antioxidante consiste na incorporacdo de substancias antioxidantes em
filmes plasticos, papéis ou sachés, de onde serdo liberadas para proteger os alimentos da degradacéo
oxidativa, inibindo as reacdes de oxidacdo ao reagirem com radicais livres e perdxidos e,
consequentemente, estendendo a sua vida de prateleira. Deste modo, as embalagens ativas
antioxidantes sdo de grande relevancia, tendo em vista que as reacGes de oxidacdo dos alimentos
destacam-se quando se trata da alteracdo dos alimentos.

Acredita-se que as embalagens ativas antioxidantes a base de compostos naturais séo
instrumentos promissores para aumentar a vida de prateleira de alimentos que contém lipidios.
Estudos mostram que compostos naturais como extratos de alecrim, orégano, cha, maqui, folha de
oliveira, bagaco de uva, entre outros, tém sido utilizados como compostos ativos antioxidantes e
demonstrado eficiéncia e aplicabilidade em embalagens antioxidantes, resultando na diminuicao dos
processos oxidativos. O uso das propriedades antioxidantes de residuos agroindustriais mostra-se
como uma alternativa tecnoldgica viavel para o desenvolvimento das embalagens ativas.

O desenvolvimento de embalagens ativas antioxidantes a partir de bases poliméricas
degradaveis também se mostra como uma opcdo para oferecer a0 mercado materiais
ambientalmente adequados. A ideia de trabalhar com uma fonte biodegradavel e com antioxidantes

naturais, pode oferecer ao mercado e ao consumidor uma embalagem que, além de exercer suas



funcGes tecnoldgicas, também atenda as demandas atuais de protecdo ao meio ambiente e seguranca
ao consumidor.

Desta forma objetiva-se com o presente trabalho utilizar antioxidantes naturais extraidos de
residuos da agroindustria cacaueira para desenvolver um filme ativo antioxidante a ser utilizado na
preparacdo de embalagens para a conservacdo da qualidade de alimentos susceptiveis a oxidacédo e

avaliar as embalagens ativas quanto ao seu potencial antioxidante.



1. 2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Embalagens Ativas

Na pesquisa de embalagens de alimentos, inovacfes vigentes integram 0s sistemas de
embalagem ativas que utilizam compostos ativos tais como antioxidantes, agentes antimicrobianos,
vitaminas, aromas e corantes, objetivando a seguranca alimentar e a extensdo da vida de prateleira
do género alimenticio (RAMOS et al., 2014; LICCIARDELLO et al., 2015).

A embalagem ativa é uma tecnologia projetada para incorporar componentes na
embalagem sendo que estes componentes liberam ou absorvem substancias para os alimentos
embalados ou para o ambiente circundante, estendendo assim a vida de prateleira, mantendo ou
melhorando o estado dos alimentos (GOMEZ-ESTACA et al., 2014). Segundo o Regulamento n°
1935/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho as embalagens ativas sdo concebidas para
incorporar componentes ativos destinados a ser libertados para os alimentos ou a absorver
substancias dos alimentos. Estas duas definicbes mostram que as embalagens ativas proporcionardo
a interacdo entre o alimento e o aditivo e, além disto, proporcionardo uma maneira diferenciada de
dar protecdo ao alimento.

A incorporacdo do aditivo no alimento pelo uso das embalagens ativas oferece algumas
vantagens em comparagdo com a adicdo direta das substancias (BOLUMAR, ANDERSEN e
ORLIEN, 2011). A saber:

-a utilizacdo de uma menor quantidade de substancias ativas;

-a migracdo a partir da pelicula para a matriz alimentar principalmente na superficie do
alimento que é onde existe uma maior degradacéo;

-a eliminacdo dos passos adicionais num processo de producdo, destinado a introduzir o
aditivo ao nivel do processamento industrial, tais como mistura, por imersao, ou a pulverizagao.

-adicdo indireta do aditivo, quando adicionados diretamente ao alimento ha uma limitacao
uma vez que 0s compostos ativos sao consumidos na rea¢ao sendo que assim a protecdo pode cessar
e o alimento degradar-se mais rapidamente. Acrescenta-se ainda, as vantagens citadas acima, o fato
de que durante o processo de comercializagdo as embalagens ativas apresentam um papel ativo na
preservacdo e qualidade dos alimentos fazendo algo mais do que simplesmente fornecer uma
barreira a fatores prejudiciais externos, como o sistema tradicional de embalagem desempenha
(GOMEZ-ESTACA et al., 2014). Desta forma influenciam sobre a prorrogacdo da vida util do

alimento, na retencdo da qualidade do produto e seguranca da saude humana.



Outro assunto que também chama atencdo ao se tratar das embalagens ativas é o fato de
que a busca por polimeros ambientalmente benignos e compostos ativos naturais na fabricacéo
dessas embalagens esta aumentando consideravelmente visto que, podem melhorar a seguranga dos
consumidores e concomitantemente, amenizar os impactos negativos das embalagens derivadas de
polimeros sobre o meio ambiente (WORANUCH, YOKSAN e AKASHI, 2015). Nos trabalhos de
Dantas et al. (2015), Crizel et al. (2016), Demitri et al. (2016), Lopez de Dicastillo et al. (2016),
Santos et al. (2016) foram utilizadas combinagdes diferenciadas de bases poliméricas e compostos
naturais para desenvolver embalagens ativas ambientalmente melhores como, por exemplo, matriz
polimérica de amido de mandioca incorporada com polpas de frutas tropicais; acetato de celulose
com Oleos esséncias; metilcelulose com extrato de murta; gelatina com residuos do processamento
de suco de mirtilo; quitosana e dleos essenciais de canela. Todos estes trabalhos mostram que a
utilizacdo de produtos de origem natural para o desenvolvimento de uma embalagem biodegradavel
é de grande interesse para a industria de alimentos e para a sociedade, visto que se trata de uma
embalagem que traz beneficios para o alimento e para o meio-ambiente sendo considerada uma
alternativa sustentavel, particularmente interessante para aplicacdes de curto prazo, tais como
embalagens de alimentos, e 0 crescente interesse em substituir aditivos quimicos por substancias
naturais devido a exigéncia dos consumidores por produtos mais seguros.

Em geral os trabalhos relacionados ao desenvolvimento das embalagens ativas envolvem
testes com polimeros diferenciados; o uso de novos aditivos, a incorporacdo de nanocompostos;
amplitude de microrganismos a ser afetados pela embalagem (no caso das embalagens
antimicrobianas); caracteristicas de qualidade e efetividade das embalagens propostas (MOURA et
al., 2014, BRANDELERO, ALMEIDA E ALFARO, 2015; MORELLI et al., 2015; WRONA,
BENTAYEB E NERIN, 2015; JANJARASSKUL et al., 2016; SALARBASHI et al., 2016;
SANTOS et al., 2016; SUPPAKUL et al., 2016; SHEMESH et al., 2016; OGIWARA et al., 2016).
Percebe-se assim que a tecnologia de embalagens ativas estd em amplo desenvolvimento e

apresenta grandes demandas a serem estudadas.

1.2.2 Embalagens antioxidantes

Um tipo de embalagem ativa ¢ a “embalagem ativa antioxidante”, tecnologia inovadora
para a preservacdo de alimentos onde hd uma interacdo entre os materiais da embalagem e o
produto alimentar promovendo o contato com o agente antioxidante, impedindo as reacgdes de
oxidacdo (LOPEZ DE DICASTILLO et al., 2016).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669015002253
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713515000882
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713515000882
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713515000882
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861715012217
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521416300680

Uma vantagem da utilizacdo de embalagens antioxidantes é que elas conferem a libertacéo
de compostos ativos antioxidantes para o alimento a taxas controladas, de modo que uma
concentracdo predeterminada do composto ativo é mantida no alimento durante o armazenamento e
distribuigéo, quando comparada com a adicdo direta de antioxidantes nos alimentos, compensando a
continua utilizacdo de antioxidantes durante a armazenagem. Além disso, 0 agente antioxidante é
liberado para a superficie dos alimentos que é mais submetida a oxidacdo (LICCIARDELLO et al.,
2015).

Para a producdo de sistemas de embalagem antioxidantes existem basicamente duas
metodologias. Dispositivos independentes, como um saquinho, uma almofada ou uma etiqueta que
contétm o agente separado do produto alimentar que sdo adicionados a uma embalagem
convencional e materiais de embalagens antioxidantes, que sdo utilizados para a fabricacdo da
embalagem, onde o agente ativo é incorporado na embalagem exercendo a sua agdo através da
absorcdo de compostos indesejaveis ou por libertacdo de compostos antioxidantes para o produto
(GOMEZ-ESTACA et al., 2014).

A elaboracdo da embalagem ativa é estabelecida em vérias etapas, iniciando com a
avaliacdo antioxidante in vitro do composto aplicado, até o destino final da embalagem, abrangendo
os estudos de prazo de validade do alimento embalado (LICCIARDELLOet al., 2015).

a) Avaliacdo do antioxidante in vitro

A realizacdo de uma selecdo adequada do composto antioxidante a ser incorporada no
material de embalagem é importante. Com a finalidade de se obter uma distribuicdo homogénea, o
composto antioxidante e o material de embalagem devem ser compativeis favorecendo assim a sua
libertagcdo. O tipo de antioxidante deve ser selecionado como uma funcdo do tipo de alimento, pois,
uma vez libertado, as caracteristicas de solubilidade do antioxidante pode determinar a sua eficacia.
Antioxidantes apolares parecem ser mais adequados para alimentos com um elevado teor de lipidios
(GOMEZ-ESTACA et al., 2014).

Uma variedade de fontes naturais ou produtos quimicos sintéticos estdo acessiveis como
substancias com potencial antioxidante. Na literatura podemos encontrar varios exemplos de
compostos que foram utilizados para a confecc¢do das embalagens ativas antioxidantes (Quadrol).

Em geral as embalagens podem ser produzidas pelos métodos de extrusdo e casting. O
processo mais utilizado para desenvolver filmes derivados do petroleo é a extrusdo e em escala
laboratorial utiliza-se 0 metodo de casting. Estes métodos podem influenciar na estabilidade do

antioxidante devendo também ser considerados para a escolha do composto ativo.



Quadro 1 - Compostos utilizados para a confeccdo das embalagens ativas antioxidantes

Método para avaliagdo da

Método para avaliagdo

Produto para

Antioxidante atividade antioxidante do da atividade teste da Método para avalia¢do no produto Referéncia
extrato antioxidante do filme embalagem
Acido ascérbico, acido indice de peréxido e de 4cido Lopez de
ferdlico, quercetina, e DPPH Sardinhas salgadas tiobarb?tl]rico (TBARS) Dicastillo et al.
extrato de cha verde (2012)
. Carnes peito e Bolumar .
Extrato de alecrim TBARS Andersen e Orlien
coxa de frango
(2011)
Extrato de orégano e Fendis totais e redutores Sardinha Fse’ar\gii?:oéiitc(i)cfl;};(?J?I?vsr,elsnilzcgtge GOmez — Estaca et
alecrim totais de energia (FRAP) ’b’ - " ’ al. (2007)
asico volatil total
indice de peréxido, dienos conjugados, Abreu et al
Cascas de cevada Salmao hidroperdxidos triénicos conjugados, (2010) '

Extrato de rabano

Acido fertlico

Extrato de folha de oliveira
e extrato de bagaco de uva

Extrato de maqui

Timol

Tocoferois

Extratos de alecrim e
orégano

Polpas de frutas tropicais
Extrato de erva-mate

Urucum

Extratos de cha

DPPH, cromatografia
liquida de alto desempenho

Fendlicos totais, ABTS,
DPPH

DPPH, ABTS, FRAP e teor
de polifendis

DPPH

DPPH

Teor de fendlicos totais

Poder redutor, DPPH

ABTS, DPPH

ABTS e DPPH

Carne de porco e
peixe

Chips de batata

Salméo
Carne de cordeiro
Azeite de dendé
Azeite de dendé

Azeite de dendé

Carne de porco

acidos graxos livres, TBARS
indice de peréxido, TBARS

indice de peroxidos

TBARS
TBARS

indice de perdxido

indice de perdxido e do teor de
polifendis totais

indice de peroxido e teor de fenois totais
indice de peroxido e TBARS

Jung et al. (2009)

Woranuch Yoksan
e Akashi (2015)
Licciardello et al.
(2015)
Lopez de
Dicastillo et al.
(2016)
Ramos et al.
(2014)
Pereira et al.
(2013)
Camo, Beltran e
Rocalés (2008)
Dantas et al.
(2015)
Machado et al.
(2012)
Santana et al.
(2013)
Yang et al. (2016)

Fonte: Elaborado pela autora, 2016



No processo de extrusdo o biopolimero termopléastico € introduzido em um cilindro
aquecido e o material amolecido é for¢ado a entrar através de uma abertura em uma matriz, por um
parafuso rotativo, para a obtencdo de formas continuas. Logo ap6s que sai do molde, a pecga
extrusada deve ser resfriada abaixo da temperatura de transicdo vitrea do material. Todavia, esta
técnica pode resultar em problemas de degradacdo da matriz quando utilizado para fabricar filmes
biodegradaveis, devido a natureza hidrofilica e que dificulta o seu processamento via extrusdo, ou
seja, € um material muito mais susceptivel a altera¢cbes de umidade e temperatura, € com maior
rigidez estrutural que um polimero sintético convencional. Ja no caso dos filmes antioxidantes a alta
temperatura da extrusdo faz com que os agentes ativos se decomponham e quando, por exemplo, 0s
6leos essenciais sdo utilizados como antioxidantes nos sistemas de revestimento esses produtos da
decomposicdo dos agentes ativos podem afetar as propriedades organolépticas dos alimentos
embalados (CARRIZO et al., 2015).

O método mais utilizado em escala laboratorial € a técnica chamada de casting que consiste
na solubilizacdo do polimero em um solvente, com formacao de uma solucdo filmogénica que, em
seguida, € aplicada sobre um suporte e é seca para evaporagdo do solvente. Essa técnica mostra
bons resultados para a produgcdo em escala laboratorial, no entanto, em larga escala, apresenta
desvantagens, como tempo de processo e custo elevados. (MALI et al, 2010). O uso desta técnica
possibilita controlar melhor as temperaturas para obtencdo e secagem do filme diminuindo assim
perdas ou alteraces dos compostos antioxidantes.

A escolha e a incorporacdo do composto ativo de uma maneira eficaz e vidvel se tornam
uma das principais dificuldades quanto a producdo de uma embalagem antioxidante. O composto
ativo deve agir como um antioxidante sem alterar a linha de embalagem ou as caracteristicas do

produto embalado e também néo deve ser alterado durante o processo de confec¢do da embalagem.
b) Métodos para avaliacdo da atividade antioxidante do extrato

Véarios métodos podem ser utilizados para avaliar a atividade antioxidante dos compostos
puros ou extratos de plantas. Estes métodos podem ser baseados na captura do radical orgénico
ABTS (2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico)), DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila), quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacdo de lipidios (TBARS) e
poder de reducdo do ferro (FRAP) (GOMEZ-ESTACA et al., 2007; JUNG et al., 2009; PEREIRA
et al., 2013; LICCIARDELLO et al., 2015; YANG et al., 2016). Estes diferentes métodos dao uma
ideia do modo de acdo do composto antioxidante a ser incorporado na embalagem ativa.



O método DPPH é baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) por
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm. O método baseia-se na
neutralizacdo do radical livre onde, por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar, o
DPPH que possui cor purpura € reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela,
com consequente desaparecimento da absorcao, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo
da absorbancia. A partir dos resultados espectrofotométricos obtidos determina-se a porcentagem de
atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres (LOPEZ DE DICASTILLO et al., 2016;
RAMOS et al., 2014).

A determinacdo do teor de fendlicos totais é realizada utilizando o reagente Folin-
ciocalteau. Estes compostos integram um amplo e complexo grupo de fitoquimicos que apresentam
em sua estrutura um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas. Em virtude de sua natureza
quimica, atuam como agentes redutores, interrompendo a cadeia da reacdo de oxidacdo através da
doacdo de elétrons ou de hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis, ou complexando com metais, componentes iniciadores da oxidagédo
lipidica (MELO et al., 2008).

A técnica de determinacgdo de flavonoides baseia-se na medida da absorbéancia, a 510 nm,
do complexo formado entre o flavonoide e o aluminio do reagente de cor, formando compostos de
coloracdo amarelada. A atividade antioxidante é devido a habilidade que os flavonoides tém de

sequestrar radicais livres inibindo sua formagio (SOUZA DE SA et al., 2012).
c) Métodos utilizados para avaliar a atividade antioxidante da embalagem

A avaliacdo da atividade antioxidante das embalagens ativas pode ser realizada assim
como a avaliacdo da atividade antioxidante do extrato, pelos métodos de DPPH, ABTS, e FRAP,
dentre outros (Quadro 1). Esta avaliagdo pode ser feita in vitro pela dissolucéo do filme em solvente
especifico e avaliacdo da capacidade antioxidante da solucdo obtida ou indiretamente pela adicéo
dos filmes em solucGes simulantes utilizando testes de migracdo de compostos para alimentos com
posterior avaliacdo da solucgéo resultante deste contato.

Lopez de Dicastillo et al. (2012) desenvolveram filmes de etileno alcool vinilico (EVOH)
incorporados com diferentes tipos de compostos antioxidantes e ap6s colocar os filmes em contatos
com solucdes simulantes dos diferentes tipos de alimentos avaliaram indiretamente a atividade
antioxidante dos filmes utilizando o método do radical livre, DPPH. O teste foi efetivo quanto a
avaliagéo da atividade antioxidante dos filmes uma vez que confirmou a atividade antioxidante dos

compostos que migraram para as solugdes.



Yang et al.(2016) avaliaram in vitro as atividades antioxidantes de filmes a base de
proteina incorporados com extratos de diferentes tipos de chas utilizando os métodos ABTS e
DPPH. Comprovaram por estes métodos que o filme de proteina sem extrato de cha (controle) ndo
tinha atividade antioxidante, enquanto que os filmes que continham extratos de cha apresentaram
atividade antioxidante proporcional ao aumento da concentracdo do extrato de cha na constituicéo
do filme. Aproveitaram ainda o resultado destes testes para definir a concentracdo de extrato a ser
utilizada para confeccdo de um filme que seria aplicado em carne de porco.

Licciardello et al. (2015) desenvolveram filmes de polipropileno orientado incorporado
com extrato de folha de oliva e extrato de bagaco de uva e avaliaram indiretamente a capacidade
antioxidante destes filmes pelo teste de ABTS com modificacBes. Os resultados mostraram que a
capacidade antioxidante dos filmes aumenta com o aumento do tempo de contato dos filmes com as
solugdes simulantes.

Woranuch, Yoksan e Akashi (2015) prepararam diferentes filmes biodegradaveis contendo
acido ferulico encapsulado com quitosana e determinaram in vitro a atividade antioxidante dos
filmes pelo método DPPH modificado e pela avaliacdo do poder redutor. Os dois métodos foram
efetivos quanto a avaliacdo da atividade antioxidante dos filmes biodegradaveis.

Com base nos artigos citados pode-se observar que a aplicacdo dos métodos de DPPH,
ABTS e FRAP séo adequados para avaliacdo da atividade antioxidante dos filmes, seja utilizando

diretamente nos filmes ou avaliando as solucGes resultantes dos testes de migracdo dos compostos.

d) Avaliagdo da embalagem no produto

A eficacia de materiais ativos antioxidantes no produto pode ser medida de varias maneiras
(Quadro 1). Vérios estudos demonstraram atividade antioxidante através da medicdo do grau de
oxidacdo lipidica de alimentos sensiveis ao oxigénio embalado com materiais ativos.

Gobmez-Estaca et al. (2007) realizaram um estudo com o objetivo de aumentar a estabilidade
microbioldgica e oxidativa da sardinha durante o armazenamento refrigerado (5 °C). As postas de
peixe foram revestidas dos dois lados por uma pelicula de gelatina comestivel incorporada com
extrato de orégano (1,25%) ou extrato de alecrim (20%). A estabilidade foi melhorada através do
revestimento com filmes comestiveis a base de gelatinas funcionais. Filmes enriquecidos com
extrato de orégano ou de alecrim foram capazes de retardar a oxidacéo lipidica das sardinhas.

Abreu et al. (2010) avaliaram a eficacia de uma embalagem ativa composta por polietileno
de baixa densidade incorporado com antioxidantes naturais extraidos de cascas de cevada quanto ao

retardamento da oxidacdo de lipidios em salméo do Atlantico congelado. O método de incorporagao
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do antioxidante no filme demonstrou ser altamente eficaz na protecdo de amostras de salméo contra
processos oxidativos durante o armazenamento congelado.

Lépez de Dicastillo et al. (2012) avaliaram filmes ativos antioxidante aplicados em filé de
sardinha. Os filmes foram produzidos pela incorporacdo de &cido ascorbico, acido ferulico,
quercetina, e extrato de cha verde (5%) em um copolimero de etileno alcool vinilico (EVOH). Os
filmes com extrato de cha verde foram os mais efetivos, diminuindo os valores de peroxido de 27 a
12 mEq.kg™ de gordura no quinto dia de armazenamento, e também reduzindo a concentracio de
malondialdeido em 25% durante o tempo de armazenamento.

Estes estudos mostram que € viavel a aplicacdo de filmes antioxidantes em alimentos
visando o aumento da estabilidade oxidativa, uma vez que estas atuam como barreira a agentes
externos por apresentar substancias com atividades antioxidantes. Além disso, conferem a migracéo
de compostos ativos para o alimento a taxas controladas, reduzindo a quantidade de aditivos

utilizados diretamente no alimento durante a armazenagem.
1.2.3 Residuos na industria de cacau

Por ser um pais de grande atividade agricola, o Brasil € um dos paises que mais produzem
residuos agroindustriais (CATANEO et al., 2008). No caso do processamento de frutas, casca,
caroco, sementes e bagaco sdo os tipos de residuos geralmente gerados dependendo da fruta
processada. Apesar de possuirem em sua composi¢do vitaminas, minerais, fibras, os residuos
gerados sdo geralmente desperdicados causando um déficit econdbmico, uma vez que muitos deles
sdo ricos em compostos bioativos, como antioxidantes, que sdo substancias de elevado valor
comercial (MELO et al., 2011).

A quantidade elevada dos residuos de frutas gerados em todo o mundo e as suas
caracteristicas bioquimicas vem sendo tema de estudos a fim de transforma-los em produtos de
valor agregado (SOUSA, VIEIRA e LIMA, 2011; MELO et al., 2011; INFANTE et al., 2013). Os
residuos de frutas representam um recurso renovavel e sustentavel a ser explorado em vez de
simplesmente eliminados (COELHO e WOSIACKI, 2010; VILHALVA et al., 2011; LUPATINI et
al., 2011; THOMAZ et al., 2012; COSTA et al., 2012; ). Sua utilizacdo oriunda de fases do
processo produtivo produz resultados econdbmicos desejaveis e constitui uma alternativa para a
reducdo de materiais descartados no meio ambiente.

Dependendo de sua origem, os residuos sdo ricos em umidade, hidratos de carbono e
outros compostos. Alem disso, alguns contém quantidades consideraveis de proteinas, gorduras,

corantes naturais e, em alguns casos, antioxidantes e outros compostos bioativos (PANDA et al.,
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2016). Desta forma, agregar valor a estes subprodutos é de interesse econdmico e ambiental sendo
necessaria uma investigacdo que possibilite sua utilizagdo incluindo-se aqui os residuos da
agroindustria cacaueira uma vez que a crescente demanda por améndoas de cacau levou a
acumulacdo de residuos de cacau e isto representa um problema de eliminacdo serio (CHAN e
CHOO, 2013; GULTEKINOZGUVEN, BERKTAS e OZCELIK, 2016).

Améndoas de cacau ( Theobroma cacao L.) tém sido utilizados em todo 0 mundo como um
importante ingrediente usados principalmente na fabricacdo do pd de cacau e chocolate. No entanto,
0 beneficiamento do cacau gera grandes quantidades de residuos. Para a obtencdo de chocolate a
partir de améndoas de cacau, a améndoa tem que passar por um processo tecnolégico sendo
aplicadas diferentes etapas para a producéo:

a) Primeiramente, tem-se o corte do fruto, onde suas améndoas séo separadas, gerando o
primeiro residuo, as cascas, que sao geralmente deixados para se decompor na plantacdo de cacau o
que gera odores desagradaveis.

b) Posteriormente as améndoas sdo fermentadas, onde as améndoas sdo dispostas em
barcacas durante sete dias para desenvolver precursores do sabor caracteristicos do chocolate. Apos
a fermentacdo, o desenvolvimento de sabor a partir de precursores do cacau continua durante a
secagem, com o desenvolvimento de cor marrom caracteristica. A secagem € responsavel pela
diminuicdo da umidade das améndoas para uma faixa de 6 a 8%.

c) A terceira etapa, de torrefacdo, consiste em uma nova secagem para que a umidade
chegue a cerca de 2%, depois as améndoas séo resfriadas e encaminhadas para o triturador, que
retira a casca das améndoas, gerando o segundo residuo, o farelo de cacau.

Ao final, as améndoas de cacau estdo prontas para a moagem, onde ¢é feita a reducédo
granulométrica das particulas solidas até a estrutura massica atingir um estado fluido de alta
viscosidade (SILVA et al., 2005; CHAN e CHOO, 2013; NASCIMENTO e ARRIECHE, 2015).

Para que o cacau possa ser aproveitado integralmente e devido a grande quantidade de
residuo que é desperdicado na sua cadeia produtiva, novas tecnologias que objetivam a utilizacéo
desses residuos para a producdo de biofertilizantes, biogas, briquetes e enzimas microbianas, tém
sido desenvolvidas, agregando valor e reduzindo o descarte destes residuos no meio ambiente. Chan
e Choo (2013) extrairam pectina a partir das cascas de cacau. Silva et al. (2005) avaliaram o
consumo e a producédo de leite de cabras recebendo dietas contendo farelo de cacau ou torta de
dendé em substituicdo ao milho e ao farelo de soja da ra¢do concentrada. Cardoso et al. (2012)
avaliaram a viabilidade do aproveitamento da casca do cacau como briquete energetico, a fim de

promover um destino rentavel para os residuos dessa lavoura. Diniz, Druzian e Audibert (2012)
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estudaram a otimizagdo do processo de producdo de goma xantana a partir de casca de cacau ou
soro de leite como fonte de carbono.

A améndoa de cacau € um material que compreende uma variedade de compostos
nutricionais, tais como hidratos de carbono, proteinas. Além disso, € rica em compostos
biologicamente ativos, tais como compostos fendlicos (flavonoides), polifenois (procianidinas),
antocianinas, metilxantinas (teobromina e a cafeina). Cacau e os seus produtos sdo considerados
também como fontes naturais de antioxidantes (JAHURUL et al., 2013).

O tipo e a quantidade de compostos fendlicos desempenham um papel significativo no
desenvolvimento de tais propriedades das améndoas e produtos delas obtidos como adstringéncia ou
amargo. Eles também desempenham um papel importante de antioxidantes. As razBes para tais
grandes diferencas no contetdo de compostos fendlicos sdo condicionadas por: variedades de
améndoas de cacau, regido de cultivo e processos em execucdo em plantagfes (fermentacao,
secagem) (SILVA et al., 2013; JAHURUL et al., 2013; ZYZELEWICZ et al., 2016).

Em geral os residuos da agroindustria cacaueira sdo descartados e avaliando as
caracteristicas das améndoas, acredita-se que seus residuos possam ter propriedades semelhantes.
Desta forma o aproveitamento destes residuos para a obten¢do de compostos antioxidantes abre

uma nova possibilidade e é uma alternativa para agregar valor a essa cadeia produtiva.

1.2.4 Polivinil Alcool (PVA)

Existe uma tendéncia na indudstria de alimentos e em pesquisas da area de alimentos quanto
a aplicacdo de ingredientes naturais ao invés de substancias sintéticas e materiais de embalagem
biodegradaveis, em substituicdo aos derivados de petréleo, devido a preocupacdes com a saude dos
consumidores e 0s problemas ambientais. A utilizacdo de polimeros biodegradavel como substitutos
para o plastico tradicional é apontado como uma alternativa sustentavel (LICCIARDELLO et al.,
2015; CARRIZO et al., 2015).

A confeccdo de embalagens ativas antioxidantes a partir de bases poliméricas degradaveis
tem encorajado a exploracdo de novos materiais de embalagens formulados com matérias-primas
oriundas de recursos renovaveis. Uma das alternativas para este fim é o uso do polivinil alcool
(PVA), primeiro coloide sintético preparado por Herrmann e Haehnel no ano de 1924, tem sido
largamente estudado devido a sua boa capacidade de formacdo de pelicula, elevada hidrofilicidade,
biocompatibilidade, boa resisténcia quimica e propriedades mecanicas excelentes (THONG, TEO e
NG, 2016; NUNES et al., 2016).
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O PVA ¢ fabricado pela polimerizacdo de monémero de acetato de vinilo em acetato de
polivinilo (PVAC), seguido de hidrolise dos grupos acetato de PVAc para o PVA. Ele tem uma
estrutura plana em ziguezague, solivel em &gua, que pertence a classe de polimeros sollveis em
agua ndo ibnicos contendo um grupo vinilo, em virtude da sua elevada polaridade. N&o toxico,
considerado seguro de manusear, possui boa flexibilidade, além de um grande potencial para
aplicacdo na producdo de peliculas biodegradaveis uma vez que é tido como o Unico polimero
sintético cuja estrutura basica é absolutamente biodegradavel. PVA é inodoro, insipido, translucido
e disponivel em branco para a forma de granulos de p6 de marfim (MUPPALLA et al., 2014;
WANG et al., 2015; JO et al., 2015; THONG, TEO e NG, 2016).

As caracteristicas fisicas do PVA dependem do grau de polimerizacdo (uma expressdo do
tamanho de polimero) e hidrélise (uma expressdo da relagdo de grupo alcool hidréfilo e um grupo
de etilo hidrofébico). PVA de grau completamente hidrolisado sdo solUveis em agua quente e tém
boas caracteristicas de formacdo de pelicula (pelicula formada sdo insollveis em &gua, a
temperatura mais baixa), bem como boas propriedades adesivas. No entanto, PVA de grau
parcialmente hidrolisados sdo solUveis em agua (temperatura ambiente) e ligeiramente sollvel em
etanol, mas € insollvel em solventes organicos. Possui um ponto de fusdo de 230 °C para as classes
totalmente hidrolisadas e 180-190 °C para as classes parcialmente hidrolisadas. Decompde-se
rapidamente acima de 200 °C, pois ele pode sofrer de pir6lise em altas temperaturas (MUPPALLA
etal., 2014; THONG, TEO e NG, 2016).

Grandes quantidades de PVA sd@o produzidas anualmente por ser um dos principais
polimeros utilizados na industria tendo uma producdo mundial de cerca de 650.000 toneladas por
ano (THONG, TEO e NG, 2016).

A estrutura quimica simples do PVA permite modificacdes por reacdes quimicas. Nos
altimos anos, varios grupos de pesquisa tém focado a sua atengdo sobre o estudo das peliculas de
PVA ou géis obtidos pela simples adicdo de sais de solucdes aquosas de PVA. Adesivo PVA pode
ser convertido em produtos resistentes a agua por reticulacdo de suas cadeias lineares com
formaldeido, acido borico, sais e alguns outros agentes de insolubilidade (THONG, TEO e NG,
2016; HAYES et al., 2016).

Por ser um polimero versatil com muitas aplica¢cdes industriais e possuir excelentes
propriedades resultaram em uma ampla gama de aplicacbes em diferentes areas industrias,
incluindo a biotecnologia industrial, areas biomédicas e outras areas.

Faria et al. (2012) produziram filmes biodegradaveis a base de misturas de amido/ polivinil

alcool /glicerol, com adicdo de nanoargilas e caracterizou estes materiais quanto as suas
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propriedades mecanicas, opticas, de barreira e microestruturais. Os filmes foram produzidos pelo
processo de casting, empregando-se agua destilada como solvente com concentracdo de 3% (p.v?)
de solidos, obtidos pela mistura amido, PVA e MMT-Na, com concentracdes que variaram. Todos
os filmes produzidos se mostraram homogéneos, continuos, sem rachaduras ou poros. A introducao
de PVA a matriz de amido, mesmo em baixas concentracfes (1 a 5%), levou a formacéo de filmes
menos permeaveis ao vapor de agua e com melhores propriedades mecanicas.

Debiagi et al. (2014) desenvolveram bandejas biodegradaveis a partir de bagaco de
mandioca e polivinil &lcool (PVA) incorporados com 0leos essenciais de cravo (CEO) ou orégano
(OEO), para estudar sua atividade antimicrobiana e investigar os efeitos da incorporacdo desses
6leos essenciais nas propriedades mecanicas, capacidade de absorcéo de agua e isotermas de sorcao
da bandeja. A adicdo de OEO a matriz bagaco de mandioca/PVA resultou em bandejas menos
resistentes e mais flexiveis, com uma diminui¢do na capacidade de absorcéo de 4gua e de adsorcéo.

Muppalla et al. (2014) desenvolveram filmes ativos com base em misturas de carboximetil
celulose (CMC), polivinil alcool (PVA) e 6leo de cravo em diferentes propor¢des para caracterizar
suas propriedades fisicas, funcionais e para demonstrar a sua eficacia na preservacdo da carne. O
aumento da concentracdo de PVA melhorou a forga de puncdo e resisténcia a tracdo dos filmes
CMC, enquanto que, a taxa de transmissdo de vapor de agua diminuiu.

Wang et al. (2015) desenvolveram filmes antibacterianos de nisina - quitosana / polivinil
alcool. A adicdo do PVA na matriz do filme interferiu nas propriedades do filme obtido.

Lian et al. (2016) preparou um biopolimero usando PVA e quitosana, como materiais de
base e nanoTiO, como um material de enchimento para melhorar as propriedades mecanicas e de
barreira, assim como as propriedades antimicrobianas do filme. O biopolimero apresentou boas
caracteristicas de barreira ao vapor de &gua e gas e também boas propriedades mecanicas e
antimicrobianas.

O polivinil alcool mostra ter um grande potencial para aplicacdo na producdo de peliculas

biodegradaveis, sendo um polimero sintético biodegradavel com muitas aplica¢6es industriais.
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I - OBJETIVOS GERAIS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver embalagem ativa antioxidante que utilize como constituintes composto naturais
extraidos de residuos da agroindustria cacaueira e avaliar suas caracteristicas de qualidade e

efetividade em alimento embalado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Obtencdo do extrato hidroalcoolico do farelo da améndoa de cacau.
Avaliar a atividade antioxidante dos extratos naturais.
Desenvolver os filmes incorporados com o extrato.
Avaliar as propriedades mecanicas dos filmes.
Avaliar as propriedades de barreira.
Avaliar as propriedades dpticas dos filmes.

Avaliar a eficiéncia da acgdo antioxidante dos filmes aplicando os mesmos em salame

italiano.
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111 - CAPITULO 1- OBTENCAO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO DE FARELO DA AMENDOA DO CACAU

RESUMO

A améndoa de cacau é rica em compostos biologicamente ativos, tais como compostos
fenolicos (flavonoides), polifendis (procianidinas), antocianinas, metilxantinas (teobromina e a
cafeina), e considerada uma fonte natural de antioxidantes. Acredita-se assim que 0s residuos
gerados durante seu processamento podem apresentar essas mesmas caracteristicas. Este trabalho
teve como objetivo, obter diferentes extratos do farelo da améndoa de cacau e avaliar a atividade
antioxidante para selecdo de uma fracdo a ser utilizada na area de alimentos. Para analise de DPPH
a fracdo acetato de etila apresentou uma melhor atividade seguida do extrato bruto liofilizado,
extrato bruto, extrato de diclorometano, extrato hidroalcodlico e extrato de hexano, sendo que este
ultimo ndo apresentou o valor de ECs nas concentragOes estudadas. O extrato bruto foi escolhido
para dar continuidade ao estudo sendo que seu valor de ECs, foi de 0,873 mg.mL™, quanto a anélise
pelo método FRAP obteve-se como resultado 18,123 mg de Fe**/g extrato e quanto a analise de teor
de fendlicos obteve-se um valor de 184,443 mg Eq. Ac galico/g ext. Pode-se observar que o estudo
apresentou correlacdo positiva entre as andlise de fendis totais, FRAP e a DPPH do extrato bruto
avaliado, apresentando uma boa atividade antioxidante para o extrato do farelo da améndoa do
cacau. Os extratos do farelo da améndoa do cacau avaliados apresentaram bom potencial
antioxidante indicando a viabilidade do uso dos residuos gerados durante o processamento do cacau

em diferentes areas, dentre elas a area de alimentos.

PALAVRAS CHAVE: Theobroma cacao L., residuos da agroindustria, aproveitamento,
antioxidantes.

INTRODUCAO

Améndoas de cacau ( Theobroma cagdo L.) tém sido utilizados em todo 0 mundo como um
importante ingrediente usados principalmente na fabricacdo do p6 de cacau e chocolate. No entanto,
este processo produtivo gera grandes quantidades de residuos. Devido & composic¢éo das améndoas
de cacau acredita-se que estes residuos podem apresentar caracteristicas antioxidantes adequadas e
que proporcionam o emprego deste em diferentes areas (CHAN e CHOO, 2013).

Para a obtencdo de chocolate a partir de améndoas de cacau, a améndoa tem que passar por um
processo tecnoldgico sendo aplicadas diferentes etapas para a produgdo e nestas o0s principais

residuos sdo a casca e o farelo da améndoa de cacau. Durante o corte do fruto, suas améndoas sdo
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separadas, gera-se 0 primeiro residuo, as cascas e, ap0s a torrefacdo as améndoas sdo resfriadas e
encaminhadas para o triturador, que retira a casca das améndoas, gerando o segundo residuo, o
farelo da améndoa de cacau. A crescente demanda por améndoas de cacau levou ao acimulo de
residuos de cacau, e isto representa um problema de eliminagdo sério (GULTEKINOZGUVEN,
BERKTAS e OZCELIK, 2016).

A améndoa de cacau é um material que compreende uma variedade de compostos nutricionais,
tais como hidratos de carbono, proteinas e gordura. Além disso, & rica em compostos
biologicamente ativos, tais como compostos fendlicos (flavonoides), polifendis (procianidinas),
antocianinas, metilxantinas (teobromina e a cafeina). Cacau e o0s seus produtos sdo também as
fontes naturais de antioxidantes (JAHURUL et al.,, 2013). Acredita-se assim que 0s residuos
gerados durante seu processamento podem apresentar essas mesmas caracteristicas.

O presente estudo objetivou avaliar a atividade antioxidante de diferentes extratos do farelo da
améndoa do cacau utilizando o método DPPH e selecionar uma fracdo visando a sua utilizacéo

como um substituto de antioxidantes sintéticos na area de tecnologia de alimentos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, situado no
Campus Juvino Oliveira na cidade de Itapetinga-Ba, nos laboratérios de Engenharia de Processos
(LEP), Laboratério de Analise de Alimentos, Laboratério de Ensaio dos Materiais (LABEM) e
Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LAPRON). No periodo de agosto de 2015 a
dezembro de 2016.

Obtencédo do farelo das améndoas do cacau

O farelo da améndoa do cacau (Teobroma cacao L.) foi doado por produtores de cacau de

uma Empresa cacaueria da regiao de Ilhéus, Bahia.
Caracterizacdo do farelo das améndoas do cacau

Para caracterizacdo do farelo da améndoa de cacau foram realizadas anélises de umidade,
cinzas totais, pH e acidez, carboidratos, lipideos totais e proteinas totais, todas conforme as Normas
Analiticas da AOAC (2010), em triplicata para trés diferentes repeticbes de farelos da améndoa de

cacau.
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Obtencédo do extrato bruto

O extrato bruto foi obtido do farelo da améndoa do cacau, utilizando a técnica de extracao
solido-liquido e tendo como solvente uma solucdo hidroetanolica a 70%, seguida de eliminacdo do
solvente em evaporador rotatorio. Colocou-se 600 gramas do farelo em funil de separacdo e
adicionou-se alcool etilico a 70%, deixando-se em repouso por 24 horas. O solvente foi recolhido
num elermnyer de 600mL e voltou-se a encher o funil de separacdo com nova quantidade de
solucdo hidroetandlica. Esta operacdo foi repetida por mais duas vezes. Os liquidos recolhidos
foram entdo evaporados em evaporador rotativo para eliminar o solvente. Uma parte do extrato
bruto foi congelado por 72 horas a -80°C, e posteriormente foi liofilizado por 24 horas. Os extratos

foram armazenados em frasco ambar.
Obtencéo das fracgoes

Para a realizagcdo da particdo do extrato bruto foram pesadas 50 g do extrato bruto em um
béquer de 600 mL e adicionados 300 mL de solucdo hidroetanolica a 70%. Apos solubilizar

completamente o extrato, a solucdo foi transferida para um funil de separacdo de 1000 mL.

e Obtencéo da Fragédo Hexanica (FH)

A solucdo hidroetanélica do extrato bruto foram adicionadas porcdes de 200 mL de hexano,
agitando-se pelas paredes do funil com cuidado, até completa extracdo. Foram utilizados
aproximadamente 2 litros de hexano. Os extratos hexanicos (parte superior) foram recolhidos em
um elermeyer e, posteriormente, evaporados em evaporador rotativo a temperatura de 40°C, para
obtencdo da Fracdo Hexanica (FH). A parte inferior foi reutilizada para o fracionamento com o

dicloromentano.

e Obtencdo da Fracéo Diclorometanica (FD)

A solucio hidroalcodlica reservada da particio anterior foram adicionadas porgdes de 100 mL
de diclorometano, até completa extracdo, utilizando-se cerca de 700 mL de diclorometano. Em
seguida, foi utilizada solu¢do de NaCl saturada para separacdo das fases. ApoOs a separacdo das
fases, foram recolhidas as porc@es inferiores (diclorometénicas), e a parte superior, a hidroalcodlica,
permaneceu no funil para a ultima etapa do fracionamento. Os extratos diclorometanicos reunidos
foram evaporados em evaporador rotativo a temperatura de 40°C, para obtencdo da Fracdo

Diclorometanica (FD).
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e Obtencéo da Fracéo Acetato de Etila (FAE)

Na solucéo reservada da extracdo com o diclorometano, foram adicionadas por¢des de 100
mL de acetato de etila. A solucéo hidroalcodlica foi extraida até a exaustdo, correspondendo a um
volume de 500 mL de acetato de etila. As porgdes superiores foram reunidas e evaporadas em
evaporador rotativo a temperatura de 40°C, para obtencéo da Fracdo Acetato de Etila (FAE).

Apos a completa eliminacdo dos solventes, os balGes foram resfriados e os residuos foram
transferidos para frascos ambar, identificados e guardadas em refrigerador a 10°C até 0 momento

das analises.
Avaliacdo da atividade antioxidante
Método do DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante total pelo método da captura do radical livre
DPPH foi determinada espectrofotometricamente segundo adaptacdo de Rufino et al. (2007). A
partir dos extratos obtidos, foram preparadas em tubos de ensaio cinco diluicdes diferentes. Foram
avaliadas as fracGes hidroalcodlica, hexanica, diclorometanica, extrato bruto e extrato bruto
liofilizado nas concentracdes 1,0; 0,8; 0,6; 0,4 e 0,2 mg.mL™ e acetato de etila 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 e
0,025 mg.mL™. Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do
extrato para tubos de ensaio com 3,9 mL da solucdo do radical DPPH (0,06 mM) e homogeneizou-
se em agitador de tubos, sendo os testes realizados em triplicata. Utilizou-se alcool metilico como
branco para calibrar o espectrofotdémetro.

As leituras (515 nm) foram monitoradas a cada minuto, onde foi observada a reducéo da
absorbancia até sua estabilizacdo, o que ocorreu apds 50 minutos. Apos a leitura, substituiu-se o
valor correspondente a metade da absorbancia inicial do controle pelo y da equacdo da curva do
DPPH (Equacdo 1) para encontrar o consumo em UM de DPPH e, em seguida, foi transformada
para g de DPPH. Para a determinacgéo da curva do DPPH, a partir da solu¢éo inicial de DPPH (0,06
mM), foram preparadas em bal6es volumétricos de 10 mL, solugdes variando a concentragéo de
0,01 mM a 0,05 mM. Em ambiente escuro, transferiu uma aliquota de aproximadamente 4 mL de
cada solucdo de DPPH (10, 20, 30, 40, 50 e 60) para cubetas de vidro e realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro a 515 nm. Plotou-se as concentracdes de DPPH no eixo X e as respectivas
absorbancias no eixo Y e obteve-se a equacao da reta.

Equivaléncia de controle e DPPH

y=ax—b>b Equacéo (1)
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y = Absorbancia inicial do controle. 2

X = resultado em uM DPPH

Converteu-se para g DPPH, através da transformacéo:

@M DPPH %394,3(peso molecular do DPPH )
1.000.000

g DPPH = Equacéo (2)

A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicbes dos extratos, plotou-se a
absorbancia no eixo Y e a concentracdo (mg.L™) no eixo X e determinou-se a Equagdo da reta
(Equacdo 3). Para calcular a AAT substituiu-se a absorbancia equivalente a 50% da concentracéo
do DPPH pelo y (Equacdo 3) e encontrou-se o resultado que corresponde a quantidade de amostra

necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial do radical DPPH (ECsy).

Calculo do ECsxg
y=—-ax+b Equagéo (3)

y = Absorbancia inicial do controle.2™
x = ECsp (mg.L™).

A partir do resultado (mg.L™) encontrado na equacdo 8, dividiu-se por 1.000 para ter o
valor em g e, em seguida, dividiu-se pelo valor encontrado em g DPPH (Equacdo 2) para se obter o
resultado final (Equacdo 4) que foi expresso em g fruta (porcdo comestivel) / g DPPH.

ECso expresso em g fruta / g DPPH

EC50 (mg/L)

g fruta / g DPPH = 1.000+g DPPH

Equacdo (4)

Determinacéo da atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP)

A metodologia do poder redutor dos ions ferro foi realizada como descrito por Rufino et al.
(2006). O ensaio antioxidante de determinacdo do poder de reducdo do ion ferro (FRAP), esta
baseado na producdo do fon Fe?* a partir da reducdo do fon Fe** presente no complexo 2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ). Quando a reducdo ocorre, hd uma alteragdo na tonalidade da mistura de
reacdo, passando de roxo claro a um roxo intenso, cuja absorbancia pode ser medida no
comprimento de onda de 595 nm. Quanto maior a absorbancia ou intensidade da coloragéo, maior
sera 0 potencial antioxidante. Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 90 puL de cada
diluicdo do extrato para tubos de ensaio, acrescentou-se 270 pL de agua destilada, misturou com 2,7

mL do reagente FRAP, homogeneizou em agitador de tubos e manteve em banho-maria a 37 °C.
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Realizou-se a leitura (595 nm) apo6s 30 minutos da mistura preparada e utilizou-se o reagente FRAP
como branco para calibrar o espectrofotdmetro. Construiu-se a curva padrdo com solucdes de
sulfato ferroso, nas concentragdes de 500,0 a 1500,0 uM (Figura 1A). A partir da equacgéo da reta (y
= 0,000637x + 0,029333, Rz = 0,994104) obtida pela curva padrdo realizou-se o célculo e os

resultados foram expressos em mg de Fe?* / g de extrato.
Determinacéo dos compostos fenolicos

A determinacdo espectrofotométrica dos compostos fenolicos foi realizada utilizando-se o
reagente de Folin-Ciocalteu. A curva de calibracdo foi obtida fazendo-se uso de cinco dilui¢Ges de
acido galico (100 - 50 - 25 - 12,5 - 6,25 mg/L) (Figura 1B). As amostras em andlise foram
submetidas ao mesmo procedimento. Tomou-se 1 mL em tubo de ensaio para cada diluigéo e
adicionaram-se 5 mL do reagente Folin Ciocalteau (10%). A solucdo foi homogeneizada e, apds 8
min, acrescentou-se 4 mL de solucdo saturada de carbonato de sodio (Na,CO3). Decorrida 1 hora de
repouso, foram realizadas as leituras em triplicata das absorbancias em espectrofotbmetro a 773 nm.
O branco foi realizado nas mesmas condi¢es, substituindo a amostra por 4gua destilada. A partir da
equacdo da reta (y = 0,010578x + 0,003586, R? = 0,999891) obtida pela curva de calibragéo

realizou-se o célculo do teor de fendlicos totais, expresso em mg de acido galico/100 g de amostra.

Figura 1 — Curvas de calibracao
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Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacéo do farelo da améndoa do cacau
O farelo de cacau foi caracterizado quanto as suas propriedades fisico-quimicas (Tabela 1).

Tabela 1- Caracterizacdo quimica do farelo da améndoa do cacau

Parametros Resultado
pH 5,42 £ 0,02
Parametros Resultado (g.100g™)
Acidez 11,43 + 0,02
Umidade 7,63+0,11
Cinzas 5,69 + 0,02
Lipidios Totais 8,42 +0,78
Proteina Totais 16,48 £ 0,18
Carboidratos 61,78 £ 0,27

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

A caracterizacdo do farelo é importante tendo em vista que alguns constituintes podem
influenciar na extracdo dos compostos com caracteristicas antioxidantes. Alguns estudos elucidam
as caracteristicas do farelo da améndoa de cacau. Pires et al. (2004) encontraram 10% de umidade,
16% de proteina bruta e 8% de cinzas; Carvalho et al. (2004) encontraram 86,14% de matéria seca,
13,62% de proteina bruta, 7,36% de cinzas e Rocha Neto et al. (2010), encontraram 89% de matéria
seca, 16,60% de proteina bruta, 7,80% de cinzas. Os valores encontrados neste estudo foram
similares aos de outras avaliaces para esse tipo de residuo. Fatores como a variedade do cacau € 0
processamento podem influenciar nas caracteristicas da composic¢do deste residuo.

Atividade antioxidante dos extratos

A Tabela 2 apresenta os valores de ECsg para os diferentes extratos e fragdes. Considerando
que valores de ECsy menores representam melhores atividades antioxidantes, temos que a fracéo
acetato de etila apresentou uma melhor atividade seguida do extrato bruto liofilizado, extrato bruto,
extrato de diclorometano, extrato hidroalcoolico e extrato de hexano, sendo que este ultimo nao
apresentou o valor de ECsp nas concentracOes estudadas. A atividade antioxidante foi confirmada
também pelo indice de atividade antioxidante (IAA) que segundo Scherer e Godoy (2009) os

extratos vegetais apresentam baixa atividade antioxidante quando o IAA é menor que 0,5; atividade
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antioxidante moderada quando o IAA apresenta-se entre 0,5 e 1,0; forte atividade antioxidante

quando IAA apresenta-se entre 1,0 e 2,0 e muito forte quando o IAA é maior que 2,0.

Tabela 2 — ECs, das fracOes e extratos

o Ewmgoen e £On 0T A
y =0,008x + y =-0,327x +
Extrato Bruto 0,002 0,472 16,26 1,28 1,47
R2=0,996 R2=0,994
Extrato Bruto y=0.008x+ y=-0.39n+
Liofilizado 0002 oAz 1151 050 e
R2=0,996 R2=0,993
y =0,011x - y=-1,121x +
Acetato de Etila 0,021 0,612 5,88 0,50 4,08
R2=0,995 R2=0,992
y =0,011x - y =-0,091x +
Hidroalcodlico 0,021 0,632 77.83 6,62 0,31
R2=0,995 R2=0,987
y =0,011x - y =-0,299x +
Diclorometano 0,021 0,609 21.70 1,84 1,10
R2=0,995 R2 =0,995
y =0,011x -
Hexano 0,021  mmmeeeeee e e
R2=0,995

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Alguns estudos mostram resultados da atividade antioxidante de alguns compostos naturais

frente a diferentes solventes. Magina et al. (2010) avaliaram a atividade antioxidante de trés

espécies de Eugenia (Myrtaceae) observando valores de ECso menor para as fragfes de acetato de

etila, sequida do extrato bruto, da fracdo de diclorometano e hexano. Andrade et al. (2007) avaliou a

atividade antioxidante de Acacia podalyriifolia e encontrou o valor de ECs; de 3,22 pg.mL™ obtido

para a fracdo acetato de etila sendo significativamente diferente (p < 0,05) dos obtidos para o

padréo de 4cido ascérbico (0,49 pg.mL™), para o extrato etanélico bruto (10,48 pg.mL™) e para a

fracdo diclorometano (36,65pug.mL™), mas ndo difere estatisticamente (p > 0,05) do apresentado
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pelo padrdo de rutina (4,14 pug.mL™). Lima et al. (2006) avaliaram a atividade antioxidante do
extrato hidroalcoolico de folhas de bardana (EEB), fracéo acetato de etila (ACE) e fracdo de hexano
(HEX) e encontrou valores de EC s, de 0,029 + 0,006; 0,089 + 0,003 e 0,837 + 0,160 mg.mL™
respectivamente. Na maioria destes estudos, assim como no nosso, 0s extratos obtidos com o uso do
acetato de etila apresentaram maior atividade antioxidante.Segundo Cechinel Filho e Yunes (1998)
0 extrato de planta submetido a um processo de particdo liquido-liquido, com solventes de
polaridades crescentes, como hexano, diclorometano e acetato de etila, visando uma semi-
purificacdo das substancias através de suas polaridades tem como provaveis classes de compostos
separados para a fracdo de hexano, esterOis, terpenos e acetofenonas; para a fracdo de
diclorometano, lignanas, flavonoides metoxilados, sesquiterpenos, lactonas, triterpenos, cumarinas;
fracdo de acetato de etila, flavondides, taninos, xantonas, acidos triterpénicos, saponinas, compostos
fendlicos em geral. Nota-se ai que a fracdo de acetato de etila apresenta mais classe de compostos
com atividade antioxidante comprovada, tais como os flavonoides e compostos fenolicos. A
presenca destes compostos pode explicar os valores mais baixos de ECsy para o extrato obtido com
0 acetato de etila quando comparados aos valores obtidos para os extratos de outros solventes.
Apesar da maior atividade antioxidante do extrato obtido com acetato de etila, o extrato
bruto foi escolhido para dar continuidade ao estudo devido ao interesse de aplicacdo do mesmo na
area de alimentos. Os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante do extrato bruto do farelo da
améndoa do cacau estdo apresentados na tabela 3. A avaliacdo pelas técnicas de fendlicos totais e
FRAP confirma a capacidade antioxidante do extrato bruto obtido a partir do farelo da améndoa de

cacau.

Tabela 3 — Atividade antioxidante do extrato bruto

L mg de Fe2+/g mg Eq. Ac
ECso (ug.mL™") gfruta/gDPPH IAA -
extrato galico/g ext

Extrato
5 21,880 +5,687 1,762+0,458 1,153+0,326 21,36 +5,03 184,443 + 21,190
ruto

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Estudos apontam o potencial antioxidante de extratos obtidos a partir de residuos de frutas
(CAETANO et al., 2008; CAETANO et al., 2009; NASCIMENTO, ARAUJO e MELO, 2010;
MELO et al., 2011; SOUSA, VIEIRA e LIMA, 2011; INFANTE et al., 2013). Estes estudos, assim
como os resultados que foram apresentados aqui mostram a possibilidade de uma melhor utilizacéo

dos residuos agroindustriais, agregando valor aos residuos e aos seus produtos, devido a
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importancia dos antioxidantes para saude da populacdo e a geracdo de elevadas taxas de producéo
de residuos. Para contribuir com a diminuicao do desperdicio de residuos e a obtencao de beneficios
a salude humana, espera-se que os estudos realizados sirvam de incentivo a industria de alimentos

para a utilizacdo de antioxidantes naturais em substituicdo aos sintéticos.

CONCLUSAO

Os extratos do farelo da améndoa do cacau avaliados apresentaram bom potencial
antioxidante indicando a viabilidade do uso dos residuos gerados durante o processamento do cacau

em diferentes areas, dentre elas a area de alimentos.
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IV CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE FILME ATIVO ANTIOXIDANTE A BASE
DE EXTRATO DO FARELO DA AMENDOA DO CACAU

RESUMO

As embalagens ativas antioxidantes sdo promissoras tendo em vista que podem inibir ou
retardar as reacdes de oxidacdo dos alimentos. Aliar a tecnologia das embalagens ativas ao uso de
polimeros biodegradéveis e antioxidantes naturais atende as demandas atuais de prote¢do ao meio
ambiente e necessidades dos consumidores. Este trabalho objetivou-se desenvolver embalagem
ativa antioxidante a ser aplicada em alimentos utilizando como base polimérica o polivinil alcool
(PVA) incorporado de extrato obtido de residuos da agroindustria cacaueira, caracterizando suas
propriedades fisicas, mecanicas, dpticas e de permeabilidade e a avaliagcdo da atividade antioxidante
dos filmes com a aplicagdo dos mesmos em salaminho tipo italiano. Comparado ao controle, a
adicdo do extrato ndo interferiu nas caracteristicas de espessura, gramatura, transparecia e
permeabilidade ao vapor d’agua do filme obtido, e promoveu diferengas quanto a cor e a resisténcia
a tracdo. O desenvolvimento do filme ativo antioxidante de PVA incorporado com extrato de farelo
da améndoa de cacau foi satisfatorio mostrando a possibilidade do aproveitamento desse residuo da

agroindustria.

PALAVRAS CHAVE: polivinil alcool (PVA), Theobroma cacao L., residuos da agroindustria,
salaminho tipo italiano.

INTRODUCAO

Na pesquisa de embalagens de alimentos, inovacfes vigentes integram 0s sistemas de
embalagem ativas que utilizam compostos ativos tais como antioxidantes, agentes antimicrobianos,
vitaminas, aromas e corantes, objetivando a seguranca alimentar e a extensao da vida de prateleira
do género alimenticio (RAMOS et al., 2014; LICCIARDELLO et al., 2015).

A embalagem ativa é uma tecnologia projetada para incorporar componentes na embalagem
sendo que estes componentes liberam ou absorvem substancias para os alimentos embalados ou
para 0 ambiente circundante, estendendo assim a vida de prateleira, mantendo ou melhorando o
estado dos alimentos (GOMEZ-ESTACA et al., 2014).

Um tipo de embalagem ativa ¢ a “embalagem ativa antioxidante”, tecnologia inovadora

para a preservacdo de alimentos onde h& uma interagcdo entre os materiais da embalagem e o
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produto alimentar promovendo o contato com o agente antioxidante, impedindo as reacdes de
oxidaco (LOPEZ DE DICASTILLO et al., 2016).

Acredita-se que as embalagens ativas antioxidantes a base de compostos naturais séo
instrumentos promissores para aumentar a vida de prateleira de alimentos que contém lipidios.
Estudos mostram que compostos naturais como extratos de alecrim, orégano, cha, maqui, folha de
oliveira; residuos industriais como o bagaco de uva, entre outros tém sido utilizados como
compostos ativos antioxidantes e demonstrado eficiéncia e aplicabilidade em embalagens
antioxidantes resultando na diminuigio dos processos oxidativos (GOMEZ-ESTACA et al., 2007;
BOLUMAR ANDERSEN E ORLIEN, 2011; CARRIZO et al., 2015; LICCIARDELLO et al.,
2015; LOPEZ DE DICASTILLO et al., 2016).

Cacau e os seus produtos s&o considerados como fontes naturais de antioxidantes. Em geral
os residuos da agroindustria cacaueira sdo descartados e avaliando as caracteristicas das améndoas
acredita-se que seus residuos possam ter propriedades semelhantes. Desta forma o aproveitamento
do farelo da améndoa do cacau para obtencdo de compostos antioxidantes abre uma nova
possibilidade e € uma alternativa para agregar valor a essa cadeia produtiva (JAHURUL et al.,
2013).

O uso das propriedades antioxidantes de residuos agroindustriais mostra-se como uma
alternativa tecnoldgica viavel para o desenvolvimento das embalagens ativas, desta forma, o
presente estudo objetivou desenvolver filmes ativos antioxidantes incorporados com extrato do
farelo da améndoa do cacau e avaliar suas propriedades visuais, mecanicas e de barreira e sua

atividade antioxidante in vitro e no produto.

MATERIAIS E METODOS
Preparo dos filmes

Os filmes foram preparados de acordo com a metodologia descrita por SOARES (1998),
sendo a técnica utilizada a tipo casting. Os filmes foram incorporados com diferentes fracdes dos
extratos vegetais de residuos de cacau, em relacdo ao peso do PVA, além do preparo de um filme
controle sem adicdo do extrato e de um controle positivo com antioxidante sintético de acéo
conhecida e permitido para uso em alimentos.

A solucdo filmogénica foi obtida dissolvendo-se 10% de PVA (p.v') em agua destilada
sob aquecimento até completa solubilizacdo. Depois adicionou-se 25% de glicerol e concentragdes

de 0,1; 0,5 e 1% de extrato bruto, calculadas em relagdo a massa de PVA utilizado. Todos 0s
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componentes foram homogeneizados, e posteriormente, levados para banho ultrassénico por 15 min
para remocao das bolhas formadas durante o processo. A suspensao foi entdo, vertida em placas de

vidro com 30 x 35 cm e levadas a secagem em temperatura ambiente por 3 dias.

Determinacéo da atividade antioxidante total do filme pela captura do radical livre

O teste do DPPH (2,2-difenil-1picril-hidrazil) foi utilizado para avaliar a atividade
antioxidante in vitro dos filmes. Os filmes preparados com diferentes concentrac@es de extrato (0,1;
0,5 e 1%) foram cortados em pequenos pedacos e misturado com 3 mL de metanol a 80%. A
mistura foi agitada em vértex durante 3 minutos e mantida em repouso a temperatura ambiente por
3 horas. Em seguida, foi novamente agitada por 3 min. O sobrenadante obtido foi analisado quanto
a atividade antioxidante pela captura do radical DPPH.

Uma aliquota do sobrenadante (0,1 mL) foi misturada com 3,9 mL de DPPH 0,06 mM em
metanol a 80%. A mistura foi vigorosamente agitada em agitador de tubos durante 1 minuto e
depois foi deixada em repouso a temperatura ambiente no escuro por 50 min. A absorvéancia foi lida
a 515 nm, utilizando um espectrofotémetro UV-VIS. O equipamento foi zerado com metanol 80%
(BYUN, KIM, WHITESIDE, 2010).

Atividade antioxidante total (AAT) foi calculada a partir da Equacéo 1:

abs amostra

AAT(%) = (1 — ) * 100 Equacdo (1)

abs controle

Esse mesmo teste foi aplicado aos extratos a fim de se verificar a efetividade dos mesmos

apos incorporacdo ao material polimérico.
Avaliacao visual dos filmes

A avaliacdo visual dos filmes foi determinada segundo Sarantépoulos (2002). Os filmes
foram cuidadosamente observados sob uma fonte de luz branca, sem o auxilio de ampliacéo,
considerando os seguintes critérios: 1) formato e dimensdes; 2) material com odor indesejavel; 3)
presenca na superficie do material de: bolhas de ar, furos e cortes, amassamento, fraturas, ma
distribuicdo da espessura, sujidades, riscos, olho de peixe (massa globular pequena que ndo se

misturou completamente ao material do filme).
Determinacéo da gramatura dos filmes

A gramatura foi determinada através da pesagem de uma area definida do filme em balanca
analitica, em triplicata para cada repeticdo, utilizando-se a Equacéo 2. (HENRIQUE 2008)
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__10.000xp

G * 100 Equacéo (2)

G = gramatura (g.m™)
p = peso do filme (g)
a = 4rea do filme (cm?)

Determinacdo da espessura dos filmes

A avaliacdo da espessura dos filmes foi realizada utilizando-se micrémetro digital (PIK B-
Pantec) e os resultados foram expressos em milimetros (mm). Foram medidos dez pontos por

repeticdo, considerando a espessura do filme como a média das dez leituras (SOBRAL, 1999).

Transparéncia dos filmes

Os filmes foram cortados em pedacgos retangulares com 1 cm de largura e 3 cm de
comprimento e colocados no compartimento para amostras do espectrofotdbmetro. O compartimento
vazio foi utilizado como referéncia para as medidas. A transparéncia dos filmes foi determinada
medindo a porcentagem de transmitancia (%T) a 600 nm usando espectrofotdmetro de acordo com
Sothornvit et al. (2010).

A transparéncia (Tego) foi calculada usando a Equacéo 3:

log %T
€

T(600) = Equacao (3)

€ é a espessura do filme (mm).

Anélise de cor dos filmes

A cor dos filmes foi analisada em colorimetro (COLORQuest XE) com leitura direta das
coordenadas L* (luminosidade), a* (relativa de verde a vermelho) e b* (relativa de amarela a azul)
no parametro de transmitancia. Para calculo dos pardmetros de cor foram estabelecidos o iluminante
D65 (luz do dia 6.500K), o angulo de 10° para o observador e a escala do sistema de cor “CIElab”.
Para cada filme, utilizou-se a média de trés determinacfes em zonas aleatdrias de cada amostra com

trés repeticoes.
Permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes

A permeabilidade foi determinada gravimetricamente segundo teste da ASTM (1995). O

filme foi colocado em célula contendo silica gel (UR = 0%; 0 mm Hg pressdo de vapor),
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constituindo uma membrana. A célula entdo foi colocada dentro de um dessecador contendo agua
destilada (UR = 100%; 32,23 mm Hg pressao de vapor), em sala climatizada a 22 °C. A célula foi
pesada em balanca semi-analitica a cada 24 horas durante 20 dias (HENRIQUE, 2008). A
permeabilidade foi avaliada em triplicata para cada repeticdo e calculada utilizando a Equacao 4:

GV

Pv = AxT.x(pl-p2)

Equacdo(4)

Pv = permeabilidade ao vapor d’4gua (g.mm.(m?.dia.mm.Hg)™)
G = peso ganho pela célula durante 24 horas (g)

V = espessura média do filme (mm)

A= superficie de permeacdo do filme (m?)

T = tempo (dias)

p1- P2= gradiente de pressao de vapor entre as superficies do filme (32,23 mmHQg)
Avaliacao das propriedades mecanicas dos filmes

As propriedades mecénicas dos biopolimeros foram avaliadas por teste de tracdo em uma
maquina de ensaios (CT3, Brookfield, USA), com célula de carga de 25 kg, acoplado com garra
TA-DAGA Dual Grip Assembly, segundo metodologia descrita pela ASTM (1995), com
modificacdes. Para realizacdo do ensaio de tragdo, foram utilizados corpos de prova com formato
recomendado pela norma ASTM para teste de filmes poliméricos e dimensbes ajustadas as
dimens6es do equipamento utilizado.

Os corpos de prova possuiam 100 mm de comprimento e 25 mm de largura. Foram
analisados cinco corpos de prova para cada tratamento. Os mesmos foram fixados as garras do
equipamento. Os corpos de prova foram tracionados a uma velocidade constante de 0,4 mm.s™ e
100% de deformacdo até sua ruptura. Os pardmetros avaliados foram: Forca maxima (N) e o
percentual de alongamento (%).

O (%) de alongamento e determinado pela Equacéo 5.

Lf-Lo

A% = * 100 Equacdo (5)

Lf: Alongamento final da amostra

Lo: Tamanho inicial da amostra

A resisténcia a tracdo e determinada pela Equacdo 6.
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Equacao (6)

w|™

F: Ultima forca maxima de ruptura

S: Area secgdo transversal

Determinacéo do indice do &cido tiobarbitarico (TBA)

O teste de TBA quantifica o malonaldeido (MDA), um dos principais produtos de
decomposicdo dos hidroperoxidos de acidos graxos poliinsaturados, formado durante o processo
oxidativo. O salame italiano foi fatiado, colocados em bandejas e cobertos com os filmes controle,
BHT e extrato, em seguida todos foram cobertos por filmes de PVC (Figura 1). Para determinar o
indice do acido tiobarbiturico (TBA) foram pesadas 10g de salame italiano, adicionado de 40 mL de
acido tricloroacético (TCA) 5% mais 1 mL de BHT 0,15%. Homogeneizados por 1 min em
Politron. Posteriormente, filtrou-se em papel de filtro e ajustou o volume do baldo volumétrico para
50 mL, com TCA. Retirou-se do baldo aliquotas de 2 mL, com pipeta volumétrica, transferiu para o
tubo de ensaio e adicionou 2 mL de TBA 0,08 M. Homogeneizou e levou ao banho-maria fervente
durante exatos 5 minutos. Resfriou e realizou a leitura da absorbancia em espectrofotémetro a 532
nm contra um branco (2mL TCA + 2mL TBA).Os resultados foram expresso em mg de
malonaldeido/kg amostra (RAHARJO, SOFOS e SCHIMIDT, 1992).

Figura 1 - Salame italiano fatiado e embalado

Fonte: Elaborado pela autora, 2016

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacéo da atividade antioxidante in vitro dos filmes

Os resultados encontrados para atividade antioxidante total do filme e extrato estdo
apresentados na Tabela 1. Os filmes adicionados de extrato nas concentracdes de 0,5 e 1 mg.mL™
apresentaram capacidade antioxidante superior a dos filmes incorporados com 0,1 mg.mL™ do
extrato. Observa-se uma reducdo na capacidade antioxidante dos extratos apds a incorporacdo do
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mesmo ao material polimeérico nas trés concentracdes testadas. Provavelmente esta reducédo foi
ocasionada pela extracdo incompleta do extrato incorporado ao filme pelo solvente que foi utilizado
para realizagdo do teste de atividade antioxidante.

Tabela 1- Atividade antioxidante do filme e extrato bruto

Concentracdo (mg.mL™) AAT do filme (g.100g™) AAT do extrato (g.100g™)
0,1 38,339 £ 24,908 48,647 £ 28,245
0,5 87,103 £ 1,080 90,116 £ 4,195
1,0 78,850 + 10,913 90,953 + 0,796

ATT — Atividade antioxidante
Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Nos trabalhos realizados por Yang et al. (2016), Woranuch, Yoksan e Akashi (2015), Dias
(2013), Lopez de Dicastillo et al. (2012) o método de DPPH foi utilizado para avaliar a atividade
antioxidante do filme in vitro. Assim como neste estudo o teste foi efetivo quanto a avalia¢do da
atividade antioxidante dos filmes. Yang et al. (2016) e Ugalde (2014), selecionaram a quantidade de
extrato a ser utilizada na confeccdo dos filmes ativos tendo como base o resultado dos testes in
vitro. Baseado nisto, a concentragéo de extrato escolhida para posterior confecgdo do filme foi a de
0,5 mg.mL uma vez que esta apresentou valor de atividade antioxidante semelhante a da maior

concentragéo testada.
Caracterizacao visual dos filmes

Os filmes preparados apresentaram caracteristicas visuais desejaveis (Figura 2). Em geral
os filmes foram lisos, flexiveis, homogéneos e aparentemente sem poros ou fissuras. Apresentaram
ma distribuicdo da espessura ocasionada provavelmente por variaces da superficie onde foram
colocados para secar. O filme com extrato do farelo da améndoa do cacau apresentou cor, e odor
adocicado, caracteristicos do extrato do farelo da semente de cacau. O filme com BHT apresentou

partes com insolubilizacdo do antioxidante.

Figura 2 - Filmes biodegradaveis

Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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Lopez de Dicastillo et al. (2012) produziram filmes incorporados com acido ascorbico, acido
feralico, quercetina, e extrato de cha verde em uma matriz de etileno alcool vinilico (EVOH) e
apresentaram todos os filmes flexiveis, transparentes e sem descontinuidades visuais. Filmes com
quercetina foram ligeiramente amarelo e aqueles com extrato de chd verde mostraram uma
coloracdo ligeiramente marrom. Assim como neste trabalho, observou-se alteracdo de cor com

adicdo do extrato.

Determinacdo da espessura dos filmes

A espessura € um parametro que influencia as propriedades dos filmes e quando controlada
permite a uniformidade do material e a validade das comparacGes entre suas propriedades. Os
valores médios de espessura estdo apresentados na Tabela 2. Os filmes ndo apresentaram variacdo

significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Tabela 2 - Caracterizacdo dos filmes

Tratamentos
Andlises Controle Extrato BHT
Gramatura (g.cm?) 209,444 + 72,943 273,963 + 18,219° 159,148 + 13,446

Espessura (mm) 0,146 + 0,000 0,169 + 0,006 0,161 + 0,007°
Transparecia(%o) 13,379 + 0,070° 12,172 +0,119° 11,933 + 0,583°
A (%) 77,945 + 2,620° 73,412 + 4,330° 81,030 + 0,489°

T (kPa) 10,129 + 1,127% 12,261+ 0,969° 8,108 + 0,371°

L 92,761 +0,074° 76,842 + 0,582° 92,587 + 0,205°

A -0,925 + 0,012% 9,325 + 0,339° -0,912 + 0,003%

B 1,057 + 0,015° 27,479 + 0,851° 1,077 + 0,019°

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
A(%) - porcentagem de alongamento, T — resisténcia a tracdo, L, a, b — pardmetros de cor.
Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Alguns estudos mostram o efeito da adicdo de extratos na espessura dos filmes. Jo et al.
(2015) avaliaram embalagens de filmes antiinsetos que continham 6éleo de canela (CO) encapsulado
por alcool polivinilico e observaram que a espessura da pelicula do controle foi mais fina do que a
espessura dos trés tipos de filmes contendo CO. Faria et al. (2012) avaliaram filmes biodegradaveis
a base de amido de mandioca, alcool polivinilico e montmorilonita e obtiveram como resultados
espessura dos filmes variando de 0,130 a 0,142 mm sendo que o tipo de formulacdo ndo afetou esta
caracteristica dos filmes. Brandelero, Almeida e Alfaro (2015) avaliaram filmes de amido-alcool

polivinilico-alginato adicionados de O6leos essenciais de copaiba e capim limdo obtiveram a
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espessura dos filmes variando entre 0,049 mm e 0,066 mm observando que embora os valores de
espessura tenham sido diferentes do valor fixado (0,005 mm), as diferencas de espessura entre 0s
tratamentos ndo foram significativas (p>0,05). Percebe—se que para a maioria dos estudos, assim
CcOmMo Nno nosso, que a adicdo do extrato ndo influenciou na espessura do filme, ndo impossibilitando

gue 0s mesmos sejam comparados entre si quanto as varias caracteristicas de qualidade.

Determinacéo da gramatura dos filmes

Os valores de gramatura estdo apresentados na Tabela 2. A gramatura de filmes € definida
como a massa de uma determinada &rea do material e estd diretamente relacionada a resisténcia
mecanica e de barreira dos filmes, sendo que maiores gramaturas oferecem maiores resisténcias

mecanicas e de barreira. A adicdo do extrato ndo interferiu na gramatura dos filmes.
Transparéncia dos filmes

Os resultados de transparéncia estdo apresentados na Tabela 2. Observa-se que a adi¢cdo do
extrato e BHT ndo influenciaram a transmissdo de luz através dos filmes ndo obtendo diferenca
significativa (p<0,05) na transparéncia dos filmes pelo teste de Tukey. As propriedades Opticas sdo
importantes para determinar a funcdo dos filmes, pois enquanto alguns alimentos precisam de
protecdo & luz, outros podem ser embalados em filmes transparentes, permitindo assim a
visualizacdo do produto (DIAS, 2013).

Alguns estudos apontam para o fato de que a adi¢do de outros compostos a composi¢do dos
filmes interfere na sua transparéncia. Sothornvit et al. (2010) avaliaram a transparéncia dos filmes
compostos de isolado de proteinas de soro de leite e argila e observou que a transparéncia dos
filmes baseados em WPI diminuiu significativamente ( p < 0,05) quando o filme foi misturado com
a argila. A aparéncia opaca dos filmes WPI / compostos de argila impede a transmissdo de luz
através dos filmes, resultando na transparéncia do filme reduzida. Dias (2013) avaliou a
transparéncia dos filmes a base de quitosana incorporados com a-tocoferol e montmorilonita e
observou que a transparéncia reduziu com o aumento da concentragdo do tocoferol encapsulado.
Percebe-se que tanto a adicdo do extrato quanto a adicdo de argila e de a-tocoferol diminuiram a
transparéncia dos filmes, provavelmente por serem todos eles compostos que apresentam coloracéo.
No caso dos filmes com atividade antioxidante, a diminui¢do da transparéncia é um fator adequado

tendo em vista que a luz € um dos fatores que acelera os processos de oxidacao dos alimentos.
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Analise de cor

Os resultados da Tabela 2 mostram que a adi¢do do extrato alterou significativamente (p<
0,05) as caracteristicas de cor dos filmes em relacdo ao filme controle e com adicdo de BHT pelo
teste de Tukey.

Para o parametro L* que caracteriza a luminosidade na escala de 0 (preto) a 100 (branco), o
filme com extrato apresentou uma menor luminosidade, diferente do BHT e controle que
apresentaram uma maior luminosidade.Este resultado demonstra que os filmes apresentaram-se com
coloracdo mais clara para os filmes controle e extrato. Para o pardmetro de cor a* o filme com
extrato também apresentou diferenca entre os filmes avaliados. Os valores encontrados para 0 BHT
e controle foram negativos, enquanto o filme com extrato do farelo da améndoa do cacau
apresentou valores positivos. Para o parametro de cor b*, também apresentou diferenca sendo que o
filme com extrato apresentou o maior valor, apresentando uma coloracdo mais intensa, enquanto 0s
filmes controle e BHT valores menores.

Ramos et. al (2014) desenvolveram filmes biodegradaveis antioxidantes baseados em PLA
poli (&cido lactico) reforcados com argila organicamente modificada e um aditivo natural (timol)
para obter nanobiocompodsitos baseados em recursos renovaveis com atividade antioxidante e
propriedades melhoradas para ativa aplicacdes de embalagem. Nesse estudo encontraram como
resultados que todas as peliculas apresentaram uma alta transparéncia, porém algumas diferencas
nas coordenadas CIELab (L *,a *, b *) entre 0 composto puro e nanocompadsitos de poli (&cido
lactico) foi observada.

Lépez de Dicastillo et al (2016) desenvolveram um material antioxidante ativo a base de
metilcelulose, e o estudo do efeito de diferentes graus de reticulagdo com glutaraldeido sobre as
propriedades de metilcelulose e a libertacdo de agentes ativos derivados de frutas maqui. E tiveram
como resultado que filmes contendo extrato de maqui eram transparentes e pouco rosa e claramente
diferente de amostras sem extrato. Estas diferencas nos parametros de cor observados nesse e nos
estudos citados podem ser atribuidas a cor intrinseca dos aditivos utilizados.

Avaliacao das propriedades mecénicas dos filmes

Os dados das propriedades mecanicas dos filmes estdo apresentados na Tabela 2. A adicéo
de antioxidantes interferiu na resisténcia a tracdo dos filmes sendo que a menor resisténcia a tracao
foi observada para o filme incorporado com o antioxidante sintético BHT e o maior para o filme

incorporado com o extrato do farelo da améndoa do cacau. Porém ndo ouve diferenca significativa
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entre o filme controle e o filme adicionado de extrato do farelo da améndoa do cacau. Para as
demais propriedades mecanicas ndo houve diferenca entre os filmes.

Souza, Silva e Druzian (2012) em estudo realizado para filmes obtidos pela adigéo de polpa
de manga e polpa de acerola em biofilmes formulados com fécula de mandioca verificaram que
quanto maior a adi¢do de polpas de manga e de acerola maior o percentual de alongamento dos
filmes. Quando comparados ao filme controle, as formulagdes apresentaram menores percentuais de
alongamento, demonstrando que a incorporacdo de ambas as polpas promoveu uma diminui¢do do
percentual de alongamento dos biofilmes. Observaram também que a incorporacéo dos aditivos nas
maiores concentracfes resultou em uma diminuicdo da resisténcia a tracdo, quando comparada com
as formulagbes com menores concentracdes de aditivos. Lian et al. (2011) observaram que 0s
valores de resisténcia a tracdo de filme PVA-CHI-TiO? foram significativamente maiores do que a
da pelicula de controle. O alongamento a ruptura também apresentou uma tendéncia a ser maior
quando a incorporacdo de nanoparticulas de TiO,.

Esses estudos mostram que a adicdo de aditivos pode influenciar nas propriedades
mecanicas dos filmes obtidos quando comparadas ao filme controle. A resisténcia a tracdo depende
fortemente da formulacdo (macromolécula, solvente, plastificante, ajustador de pH) e do processo
de obtencéo, no nosso a adi¢do do extrato do farelo da semente de cacau como agente antioxidante

proporcionou o0 aumento da resisténcia a tragéo.

Permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes

Para a analise de permeabilidade obteve-se para os filmes avaliados modelos quadraticos,
cujas equacdes foram y = 1,8704 — 0,08106x + 0,0024x% R’= 0,805, y = 1,8268 — 0,0825x +
0,0022x?, R?*= 0,865 e y = 2,2195 — 0,1006x + 0,0025x% R?=0,918, para extrato, controle e BHT,
respectivamente. As curvas de permeabilidade ao vapor d’agua estdo apresentadas na Figura 3.

A comparagdo entre os filmes pelo teste de Tukey (p < 0,05) no vigésimo primeiro dia da
andlise ndo apresentou diferenca significativa, ou seja, a adicdo do extrato do farelo da semente de
cacau ndo interferiu na permeabilidade ao vapor d’agua nos filmes de PVA (Tabela 3).

Souza, Silva e Druzian (2012) encontraram que a adi¢do das polpas de manga e de acerola
em baixos percentuais na matriz de fécula de mandioca plastificada com sacarose e agUcar invertido
resultou em um aumento nos valores de permeabilidade ao vapor de agua, enquanto que a
incorporacdo de maiores percentuais reduziu a referida taxa. Machado et al. (2012) avaliaram a
eficacia da incorporacdo do extrato aquoso de erva-mate como aditivo antioxidante para filmes

biodegradaveis a base de amido de mandioca, plastificados com glicerol e reforcados com
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nanocelulose de coco e obteve como resultado que a incorporacdo do extrato de erva-mate na matriz
polimérica ndo alterou significativamente as propriedades de barreira dos nanobiocompositos. Os
estudos, assim como 0 nosso, mostram que a adicdo do extrato pode ou ndo interferir na

permeabilidade ao vapor d’agua, dependendo do percentual do extrato adicionado.

Figura 3 — Curva de permeabilidade ao vapor d’agua
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Tabela 3 — Teste de média da permeabilidade ao vapor d’agua

Tratamentos ( g.mm.(m?.dia.mm.Hg)™)

Dias
Controle Extrato BHT

21 1,014 + 0,086° 1,146 + 0,039° 1,136 + 0,076°

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). Dados de
permeabilidade apresentados emg.mm.(m?.dia.mm.Hg)™*
Fonte: Elaborado pela autora, 2016

Avaliacao da atividade antioxidante em salaminho

A avaliacdo da atividade antioxidante dos filmes aplicados diretamente em salaminho tipo

italiano apresentou diferentes respostas (Figura 4). A oxidagdo nas amostras embaladas em filme
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contendo extrato e em filme contendo BHT mostrou seguir modelos lineares cujas equagdes foram
y = 0,2238x + 1,1313, R?= 0,690 e y = 0,1343x + 1,1406, R?= 0,768 respectivamente. E para as
amostras embaladas com o filme controle o modelo foi quadratico e a equagdo foi
y=0,0294x>+0,4616x+1,1802, R?=0,630. Houve interacdo significativa entre os tipos de filmes e os
dias de avaliacdo, ou seja, houve diferenca quanto a oxidacdo dos salaminhos a depender do tipo de
filmenos diferentes dias de analises. Os resultados do desmembramento da acdo de cada tipo de

embalagem em relagéo ao tempo estéo apresentados na Tabela 4.

Figura 4 — Curva da analise de oxidagéo
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Tabela 4. Teste de média da analise de oxidacdo

Tratamentos
Dias
Controle Extrato BHT
4 3,493 + 0,778 1,990 + 0,048" 2,273 +0,533%
8 2.856 + 0,412 1,933 + 0,630° 2,526+ 0,458°
12 1,716 +0,111° 2.496 + 0,395 1,973 + 0,569°
16 2,456 + 0,267° 1,430 + 0,589° 3,570 + 0,259

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05). Dados da
oxidacdo apresentados em mg de malonaldeido/kg amostra
Fonte: Elaborado pela autora, 2016
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Observou-se que no quarto dia o filme com extrato foi efetivo, tendo diferenca significativa
em relacdo a prevencdo do processo oxidativo do salaminho. No oitavo dia ndo apresentou
diferenca significativa, porém permaneceu com valores inferiores do indicador da oxidagdo o
malonaldeido. A partir do décimo do segundo dia obtiveram-se valores maiores de malonaldeido na
avaliacdo dos salaminhos embalados com o filme contendo extrato enquanto para os produtos
embalados com o filme contendo BHT e com a embalagem controle obteve-se valores mais baixos.
Como o teste de TBA quantifica o malonaldeido (MDA), um dos principais produtos de
decomposi¢do dos hidroperoxidos de acidos graxos poliinsaturados, formado durante o processo
oxidativo, o decréscimo observado no nivel de oxidacéo lipidica observado pode ser explicado por
uma decomposicao dos produtos de oxidacdo de lipideos secundarias e por ligacdo daqueles para as
proteinas.

Jung et al. (2009) desenvolveram uma embalagem ativa antioxidante a base de etil vinil
acetato (EVA) incorporado com microcapsulas de quitosana contendo extrato de raiz forte e
observaram que a embalagem impediu a oxidacgdo lipidica quando aplicada em carne de porco e
peixes. Abreu et al. (2010) avaliaram a eficicia de uma embalagem ativa composta por polietileno
de baixa densidade incorporado com antioxidantes naturais extraidos de cascas de cevada quanto ao
retardamento da oxidacdo de lipidios em salmdo do Atlantico congelado. O método de incorporagéao
do antioxidante no filme demonstrou ser altamente eficaz na protecdo de amostras de salméo contra
processos oxidativos durante o armazenamento congelado. Lépez de Dicastillo et al. (2012)
avaliaram filmes ativos antioxidante aplicados em filé de sardinha. Os filmes foram produzidos pela
incorporacdo de &cido ascorbico, acido feralico, quercetina, e extrato de cha verde (5%) em um
copolimero de etileno alcool vinilico (EVOH). Os filmes com extrato de cha verde foram os mais
efetivos, diminuindo os valores de peréxido de 27 a 12 mEq.kg™ de gordura no quinto dia de
armazenamento, e também reduzindo a concentra¢do de malondialdeido em 25% durante o tempo
de armazenamento.

Estes estudos mostram que € viavel a aplicacdo de filmes antioxidantes em alimentos
visando o0 aumento da estabilidade oxidativa, uma vez que estas atuam como barreira a agentes
externos por apresentar substancias com atividades antioxidantes. Além disso, conferem a migragao
de compostos ativos para o alimento a taxas controladas, reduzindo a quantidade de aditivos

utilizados diretamente no alimento durante a armazenagem.
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CONCLUSAO

O desenvolvimento do filme ativo antioxidante de PVA incorporado com extrato de
residuos da agroindustria cacaueira foi satisfatorio uma vez que 0 mesmo apresentou caracteristicas
de qualidade desejaveis.

O filme com extrato de farelo da améndoa do cacau apresentou atividade antioxidante in
vitro, e quando aplicado ao salaminho mantido sob refrigeracdo apresentou boa atividade
antioxidante, podendo assim ser utilizado como filme ativo antioxidante para aplicacdes em
embalagem de alimentos de baixa umidade a fim de prolongar a vida de prateleira, retardando 0s
processos oxidativos.

Esta pesquisa mostra a possibilidade de uma melhor utilizacdo do farelo da améndoa do
cacau, agregando valor aos residuos, devido a importancia dos antioxidantes, além de contribuir

com a diminuicdo destes residuos no meio ambiente.
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IV - CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho tem um carater inovador existindo a possibilidade de patenteamento desse
desenvolvimento para uso em produtos alimenticios. No entanto, ndo é um estudo conclusivo
quanto ao desenvolvimento de filmes antioxidantes utilizando extrato do farelo da améndoa de
cacau. Apresenta resultados que podem ser utilizados em estudos futuros que visem a otimizagao
das caracteristicas do filme, assim como o impacto na utilizacdo em alimentos podendo fazer, por
exemplo, uma analise sensorial.

Em geral os residuos da agroindustria cacaueira sdo descartados e avaliando as caracteristicas
das améndoas acredita-se que seus residuos possam ter propriedades semelhantes. Desta forma o
aproveitamento destes residuos para a obtencdo de compostos antioxidantes abre uma nova
possibilidade e € uma alternativa para agregar valor a essa cadeia produtiva.

Esse estudo pode auxiliar indUstrias de embalagens para a producdo de embalagens ativas
contendo antioxidantes auxiliando a preservagéo da conservagdo do alimento, aumentando assim o

interesse da utilizacdo de antioxidantes naturais pelas industrias.



