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RESUMO - Embalagens comestiveis utilizando matérias-primas renovaveis e
tecnologias capazes de minimizar os danos ao meio ambiente vém despertando
grande interesse nas Ultimas décadas. Esses filmes, além de conferirem protecdo
mecanica e prevenirem a deterioracdo, possibilitam a agregacdo de fatores
sensoriais e nutricionais aos alimentos. Nesse contexto, estdo inseridos os filmes
produzidos a base de alginato e pectina. Esses hidrocoldides sdo reconhecidos
como seguros pela FoodandDrugAdministration (FDA) e largamente usados na
indUstria de alimentos devido as suas propriedades espessantes e geleificantes,
destacando-se pelas suas propriedades de barreira a O,, CO; e etileno. Diante
disto, objetivou-se desenvolver filmes comestiveis a base de alginato e pectina
para posterior agregacdo de micro-organismos probidticos. Para isto foi realizado
um planejamento fatorial completo 2%, tendo como varidveis independentes a
proporcéo de alginato/pectina e a porcentagem de glicerol na primeira reticulagéo.
A reticulagdo foi realizada em duas etapas: a primeira com CaCl, 1% (p/v) e a
segunda com CaCl, 5% (p/v) mais glicerol 3% (p/v), ambas seguidas de secagem
em estufa de circulacdo de ar. Os filmes obtidos apresentaram aspecto plastico e
as analises de caracterizacao indicaram solubilidade em agua entre 0,53 e 0,92 g/g
de filme seco, apds 24 horas de agitacdo egrau de intumescimento maximo entre
3,15 e 8,85 apds 60 minutos de imersdo em agua destilada.

1. INTRODUCAO

O uso de materiais plasticos nas mais diversas aplicacGes, principalmente em objetos de
rapida circulagdo, aliados ao descarte inadequado, fez de uma das suas principais
caracteristicas — a durabilidade — a grande causadora de graves danos ambientais. Em
decorréncia disso, a comunidade cientifica busca alternativas tecnoldgicas para esse
problema. Nesse cenario, 0s polimeros biodegradaveis surgemcomo uma alternativa para
substituir os polimeros sintéticos derivados do petroleo.A utilizacdo de polimeros de origem
biologica na producdo de embalagens biodegradaveis pode ser feita de trés maneiras: através
de mistura de biopolimeros com polimeros sintéticos; biopolimerosbacterianos obtidos por
fermentacdo; e o uso de biopolimerosnaturais diretamente na producdo de filmes, como 0s
filmes comestiveis.

Filmes comestiveis sdo materiais finos e flexiveis elaborados com macromoléculas

biologicas capazes de formar uma matriz continua, podendo conter diferentes aditivos de grau
alimenticio (TABOADAEet al., 2008).A escolha do material a ser utilizado na formulacdo dos
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filmes e revestimentos deve levar em consideracdo as interacdes entre 0s componentes do
material, que poderdo levar a alteragdes nas caracteristicas do alimento. De maneira geral,
esses filmes tém sido caracterizados quanto as suas propriedades funcionais e/ou fisicas, com
destaque para as propriedades mecénicas, propriedades de barreira (vapor de 4gua, O, CO; e
etileno), solubilidade em &gua, cor, opacidade, resultando como principais funcbes a
manutencdo da qualidade do produto alimenticio e o aumento da vida de
prateleira(TABOADA et al., 2008). A principal desvantagem desses filmes e revestimentos é
a baixa impermeabilidade ao vapor de agua, devido a natureza hidrofilica dos polimeros
(YANG & PAULSON, 2000).

Devido a capacidade de formar géis insollveis quando reagem com cations
multivalentes, alginato e pectina sdo biopolimeros adequados para uso em filmes e
revestimentos,além de serem reconhecidos como seguros pela FoodandDrugAdministration
(FDA) e largamente usados na inddstria de alimentos. Diversos trabalhos tém proposto o uso
desses biopolimeros na formacao de filmes e na imobilizacdo de substancias ativas, podendo
ser aplicados de maneira isolada ou como co-polimeros, inclusive com a adi¢cdo de agentes
antimicrobianos, que possuem a funcdo de impedir a contaminacdo e a deterioracdo dos
alimentos.

A imobilizagdo de agentes probidticos também tem sido estudada, mas sdo poucos 0s
trabalhos que relacionam a incorporacdo desses agentes em biofilmes, sendo uma importante
e promissora alternativa para aumentar sua disponibilidade na dieta humana. Os probioticos,
usados ha milhares de anos pelas culturas orientais, vém despertando o interesse dos
consumidores que buscam uma dieta saudavel, sendo atribuidos a eles inimeros beneficios a
salde do consumidor. Nessa categoria € conhecida uma grande diversidade de micro-
organismos, destacando-se as bactérias pertencentes ao género Lactobacillus.Esses micro-
organismos, além de promoverem beneficios a salde do consumidor, podem acidificar,
conferir aroma, sabor, textura e ainda auxiliarem na bioconservacdo dos alimentos
(BURITI&SAAD, 2007).

Desta forma, baseados nas propriedades de formacdo de filmes de alginato e pectina e
sua capacidade de imobilizar substancias, o presente trabalho buscou definir as melhores
proporcoes de alginato/pectina e agente plastificante que possibilitassem a obtencao de filmes
com caracteristicas visuais satisfatorias para a manipulacdo e com baixa solubilidade em agua,
e ainda que permitissem a imobilizacdo de micro-organismos probi6ticos. Filmes probioticos
podem ser uma nova alternativa para disponibilizar esses agentes na dieta humana, que
dependendo do processo ndo podem ser aplicados na formulacéo dos alimentos.

2. MATERIAIS E METODOS

A elaboracdo dos filmes se baseou no método composto de dois estagios,
desenvolvido para a elaboragdo de filmes de alginato de célcio por Zactiti e Kieckbusch
(2005), fazendo-se as devidas modificagcbes visando posteriormentea insercdo dos micro-
organismosprobioticos.A concentracdo de biopolimeros (1,5% p/v) e as concentracbes de
agente reticulante nas duas etapas de reticulagdoforam definidas com base nos melhores
resultados encontrados por Bierhalz (2010).
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Para encontrar a melhor relacdo de alginato/pectina e a do agente plastificante usado
na formulacéo (glicerol), foi elaborado um planejamento fatorial completo 2%, com trés pontos
centrais (nivel 0) e quatro axiais (niveis = a, onde a = 1,4142), totalizando 11 ensaios
(Planejamento Composto Central Rotacional — PCCR, Tabela 1). As variaveis estudadas
foram a proporc¢do de alginato/pectina e a porcentagem de glicerol na primeira reticulacéo,
tendo como variaveis resposta a solubilidade dos filmes (massa soltvel g/g de filme) e o grau
de intumescimento atingido apds 60 minutos de imersdo em agua, visando atingir os niveis
minimos dessas variaveis.

Tabela 1 - Niveis codificados e valores reais das variaveis estudadas para o planejamento
experimental nos ensaios de elaboragédo dos filmes

Ensaios Proporcéo Alginato / Concentracéao de Glicerol (%)
Pectina (%0)
1 -1 (57,3: 42,7) -1(0,3)
2 +1(92,7: 7,3) -1 (0,3)
3 -1 (57,3: 42,7) +1(1,7)
4 +1(92,7: 7,3) +1(1,7)
5 -1,41 (50:50) 0(1,0)
6 +1,41 (100: 0) 0 (1,0)
7 0 (75: 25) -1,41 (0,0)
8 0 (75: 25) +1,41 (2,0)
9 0 (75: 25) 0(1,0)
10 0 (75: 25) 0(1,0)
11 0 (75: 25) 0 (1,0)

A elaboracdo dos filmes seguiu 0s seguintes passos:
- Pesou-se a concentracdo de glicerol definida pelo planejamento para cada ensaio;
- Solubilizou-se em 100 mL de &gua destilada, com agitacdo de 900 rpm, por 15 minutos;
- Adicionou-se 1,5 g dosbiopolimeros (1,5% p/valginato+pectina) de acordo com as
propor¢oes definas pelo planejamento;
- A solucdo foi aquecida e mantida a40°C durante 1 hora para solubilizacdo dos filmes e pré-
reticulagéo;
- A pré-reticulacéo foi realizada com adicéo de 7,5mL de CaCl,.2H,0 (1,0% p/v), utilizando-
se uma bomba peristéltica com vazdo de 1,0 mL/min;
- O gel formado foi centrifugado durante 2 minutos a 40°C e 4000 rpm, para retirada das
bolhas;
- A solugdo foi transferida em aliquotas de 50 g para placas de acrilico (15x 15cm);
- As placas foram levadas a secagem em estufa de circulacéo de ar a 40°C por 20 horas;
- Apds a secagem os filmes foram armazenados por 48 horas a temperatura ambiente (23 +
2°C), com umidade relativa de 52%;
- Para a 2° reticulagdo os filmes foram imersos em 50 mL de uma solucdo de CaCl,.2H,0
(5,0% p/v) e glicerol (3,0% p/v), por 20 minutos (condi¢des definidas por Bierhalz, 2010);
- Foi realizada uma nova secagem em estufa de circulacéo de ar a 25°C por 5 horas;
- Apos a secagem os filmes foram armazenados por 72 h a temperatura ambiente (23 + 2°C),
com umidade relativa de 52%, antes da realizacdo das caracterizagdes.
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Na melhor condicdo experimental obtida a partir dos ensaios de planejamento fatorial,
foi adicionado um concentrado de células de Lactobacillus caseina solucao de pré-reticulagcdo
de CaCl; (1% p/v).

2.1. Caracterizacao dos Filmes

Aspectos visuais: Foram considerados 0s aspectos visuais e tateis para selecionar as
formulacGes mais promissoras. Todas as avaliacGes foram realizadas pelo mesmo avaliador.
Os aspectos avaliados foram homogeneidade e continuidade (auséncia de particulas e de
rupturas ou regides quebradicas), flexibilidade, adesividade (grau de aderéncia) e facilidade
de desprendimento do suporte.

Umidade: A determinacdo do conteldo de umidade foi realizada por gravimetria, com
analises em duplicata, utilizando-se a secagem em estufa a 105°C até peso constante
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

Solubilidade: A massa soluvel (MS) em agua dos filmes foi quantificada segundo
método proposto por Irissin-Mangataet al. (2001), com analises em duplicata. Inicialmente, a
umidade de uma amostra de cada filme foi determinada. Outra amostra do mesmo filme foi
imersa em 50 mL de agua destilada e o sistema mantido sob agitacdo lenta e periodica (150
rpm) a 25°C por 24 horas. Apds esse periodo o material ndo solavel foi filtrado (filtro 40 pum)
e seco em estufa a 105°C até peso constante. A MS foi expressa em funcdo da massa seca
inicial conforme a Equagéo 1:

_ mo(1-w)l-my
MS = = —— 1)
Onde: MS — massa soltvel em agua (g/g filme seco); my— massa total inicial de amostra
(9); m¢ — massa nao soluvel (g); o — fracdo de umidade em base Umida (g agua/g filme).

Grau de intumescimento: Foi determinado segundo a metodologia proposta por Xuet
al.(2003), com andlises em duplicata. A massa de uma amostra de cada filme (2,0 x 2,0
cm)foi quantificada, disposta em uma placa de Petri e imersa em agua destilada, pesando-se
amostras individuais para cada tempo (1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 min).Posteriormente,
os filmes foram enxugados utilizando-se papel absorvente, tendo-se o cuidado para ndo
pressionar o filme, e novamente pesados, determinando-se a massa do filme imido. O grau de
intumescimento (GI) foi determinado segundo a Equacéo 2:

_ Mmy—m;
GI = S 2)

Onde: GI — grau de intumescimento; m, — massa do filme dmido (g); m; — massa total
inicial da amostra (g).

Contagem de micro-organismos: A avaliacdo dos micro-organismos probidticos
viaveis foi realizada pela contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC), retirando-se
amostras dos filmes prontos diluindo-se em citrato de sodio 1,5% (p/v), seguido de diluicao
seriada em solucdo salina 0,85% (p/v). Aliquotas foram plaqueadas em meio MRS Agar
(adicionado de 2% p/v de glicose) e cultivados pela técnica de pour-plate por 72 h a 37°C.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para analise do planejamento experimental foram estabelecidas como varidveis
respostas o Gl e a MS, tendo como condic¢des 6timas 0s menores niveis destas variaveis, pois
se espera obter filmes com baixos niveis de absorcéo de agua e boa resisténcia a solubilidade.

As superficies de resposta para as variaveis Gl e MS sdo mostradas nas Figuras 1-A e 1-B,
respectivamente.

(1)Pectina(L)

-37.3421

(15 oFuRiUOSIUATIY] BF nes

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 1 — (A) Superficie de resposta e (B) Grafico de Pareto para a variavel grau de
intumescimento (GI).

(1)Pectina(l) , . -5066.04

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 2 — (A) Superficie de resposta e (B) Gréafico de Pareto para a variavel massa soltvel
(MS).
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Como podemos observar, 0os menores niveis de Gl e MS foram obtidos nas maiores
proporcdes de pectina. A Figura 1-A mostra que menores valores de Gl podem ser obtidos
com menores niveis de glicerol. No entanto, a analise estatistica dos dados apresentada pelos
gréaficos de Pareto nas Figuras 1-B e 2-B para as duas variaveis mostra que essa variavel tem
pouca significancia estatistica.

Os niveis de alginato e pectina, testados no planejamento com maximo de 50% de
pectina, foram definidos com base nos resultados de Bierhalz (2010), onde a autora descreve
que filmes obtidos com maiores propor¢des de alginato e menores de pectina apresentaram
menor contetdo de umidade e menor solubilidade em &gua, 0 que esta relacionado a maior
hidrofilicidade da pectina. J& nossos resultados apresentaram efeito contrario, onde menores
proporcOes de alginato e maiores de pectina proporcionaram a obtencdo de filmes mais
resistentes a solubilidade em agua e com menor Gl. Com base nos resultados do presente
trabalho, foi selecionado o ensaio 5 como a melhor condicdo para a insercdo dos micro-
organismos probioticos, isto devido ao fato de ter apresentado a menor MS e o0 menor Gl.

Os aspectos visuais foram analisados pela atribuicdo de notas de 0 a 10 para cada
aspecto dos filmes, comparando-se os 11 ensaios obtidos pelo planejamento, além do ensaio
12 que é a repeticdo do ensaio 5 contendo 0s micro-organismos probioticos. Na avaliacéo
desses atributos também foi possivel perceber que as maiores concentracfes de pectina
possibilitaram a obtencdo de filmes com melhor homogeneidade e continuidade, com
auséncia de rupturas, e apesar da menor flexibilidade, apresentaram baixa adesividade, o que
facilita 0 manuseio dos filmes.

A Figura 3 apresenta o Gl em fun¢do do tempo, observando-se um aumento na absor¢éo
de 4gua com o aumento da concentracdo de alginato. Inicialmente ocorre uma maior absorcao
de &gua em todos os ensaios, e ao final dos 60 minutos todos 0s ensaios apresentam-se
praticamente estaveis. O Gl ap6s o tempo de 60 min variou entre 3,15 para 0 ensaio 5 com 0
maior percentual de pectina (50%) e 8,85 para o ensaio 6 onde temos apenas alginato.

As diferentes concentracBes de glicerol utilizadas na formulacdo dos filmes néo
apresentaram influéncia no aumento do Gl, apesar de Silva et al. (2009) terem demonstrado
esse efeito. Esses autores, trabalhando com 1,5% de biopolimeros para producao de filmes de
alginato e pectina (50% / 50%), com diferentes concentracdes de célcio na primeira
reticulacdo, demonstraram que o aumento da concentracdo de glicerol diminuiu o GI dos
filmes. Os autores também compararam filmes simples de pectina e alginato, onde
observaram maior GI nos filmes simples de pectina, resultados semelhantes aos de Bierhalz
(2010), que tambem observou maior Gl nos filmes com maior concentragdo de pectina.
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Figura 3 — Curva do grau de intumescimento dos 11 ensaios do planejamento experimental.

As divergéncias nos nossos resultados de solubilidade em relacdo aos resultados
encontrados na literatura podem em parte ser atribuidos as diferencas estruturais encontradas
nos biopolimeros. Dependendo do tipo de alga em que o alginato é extraido podemos
encontrar diferentes proporcdes entre as unidades de acido manurdnico (M) e gulurénico (G)
(Clare, 1993apudBierhalz, 2010). Os alginatospoli-G s&o mais reativos com os jons Ca™", pois
estas cadeias apresentam formato retorcido que favorece a presenca de cavidades adjacentes,
nas quais se situam os ions calcio (Andrade et al., 2008). Géis com maior quantidade de
blocos G sdo duros e costumam apresentar alto valor de tensdo na ruptura e grande
estabilidade térmica, enquanto que o aumento dos blocos M favorece a formacdo de géis
macios, flexiveis e com poros pequenos. Outro fator relevante que pode ter influenciado nos
resultados de solubilidade diz respeito as alteracfes na temperatura de reticulacao dos filmes,
visto que se trabalhou com temperatura de reticulacdo de 40 °C. Esta alteracdo foi necesséaria
para a incorporacao dos micro-organismos probidticos que foi realizada nessa etapa. Segundo
Pavlath e Robertson (1999), sdo necessarias temperaturas de reticulacdo acima de 50°C para
que as solucgdes apresentem viscosidade adequada.

Os filmes probidticos apresentaram contagens de 102 UFC/g, desta forma podendo ser
empregados como embalagens probidticas em alimentos. Segundo a legislacdo brasileira
(ANVISA, 2008), os alimentos probidticos devem conter um nimero de células entre 10° a
10° UFC na recomendacéo de consumo diéria. Na literatura apenas foi encontrado o trabalho
de Tapiaet al. (2007), que verificou em filmes de alginato e gelana adicionados do
probidticoBifidobacterium valor de contagem inferior ao encontrado nesta pesquisa (10™°
UFC/qg).
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4. CONCLUSOES

Podemos concluir que o estudo das diferentes proporcdes de alginato/pectina e
glicerol, através de planejamento fatorial, possibilitou a selecdo de uma formulacdo com alto
teor de pectina, adequada para insercdo de L. casei como micro-organismo probiotico,
apresentando baixa solubilidade e baixo grau de intumescimento. Os filmes obtidos também
podem ser considerados um bom veiculo carreador de micro-organismos probi6ticos,
apresentando contagens de 10" UFC/g, o que possibilita sua classificacdo como alimento
probiotico segundo a legislacdo brasileira.
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