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RESUMO

GLERIANI, Shirley Madlener, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2016. Elaboracao de fita ativa de acetato  de celulose incorporada com acido
graxo 6mega-3. Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadores: Eber
Antonio Alves Medeiros e Nilda de Fatima Ferreira Soares.

E crescente o potencial do uso de filmes ativos na industria alimenticia. Esses
filmes sdo capazes de agregar qualidade nutricional, sensorial e microbiolégica
aos alimentos, de modo gradual e seguro. Nos Uultimos anos, tem-se ampliado
pesquisas na area de embalagem e uma nova linha tecnoldgica esta em
destaque: as embalagens ativas. Devido ao grande potencial do uso de filmes
ativos, esse trabalho objetivou elaborar filme de acetado de celulose incorporado
de dmega-3 em diferentes concentracdes, para ser usado como fita ativa, que
permanecesse firme e resistente quando introduzido no iogurte desnatado
(isento de Omega-3); servindo como alimento funcional e melhorando a
prevencdo de doencas cronicas por deficiéncia do 6mega-3 na alimentacdo
brasileira. Conseguiu-se a fita ativa de acetato incorporada com dmega-3 em
diferentes concentracbes, que permaneceu resistente e integra, para ser
introduzida em iogurte desnatado sabor morango. Constatou-se que a
guantidade de 6mega-3 que se difundiu ndo foi representativa para que, o
consumidor recebesse a dose recomendada pela ANVISA de 1 g por dia de
EPA/DHA, servindo como alimento funcional. A utilizacdo do Tween 80 nao
gerou efeito positivo na estrutura dos filmes produzidos. As aliquotas
filmogénicas com melhor resultado de homogeneidade do gel (acetona + acetato
celulose + Gmega-3) para elaboracdo do filme resistente foram de 1,0 g e 1,25
g. Sendo assim, as mais recomendadas para realizacéo da fita ativa incorporada
com O6mega-3 a ser introduzida no iogurte de morango desnatado. Houve
migracdo de acidos graxos do filme ativo de acetato celulose para o alimento.
Com posterior adi¢cao do glicerol a 10 %, houve difusdo de 6mega-3 na fita ativa,
verificando mitigagdo do sabor de Oleo de peixe. Talvez em outras
experimentacbes que venham a ser realizadas, percentuais superiores de
migracdo possam ser atingidos. A aceitacdo sensorial do iogurte desnatado
sabor morango incorporado com a fita ativa foi de 86 %, verificando-se mitigacao

do sabor do 6leo de peixe.



ABSTRACT

GLERIANI, Shirley Madlener, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2016.
Elaboration of active acetate cellulose tape with omega-3 fatty acid. Adviser:
Nélio José de Andrade. Co-advisers: Eber Anténio Alves Medeiros and Nilda de
Fatima Ferreira Soares.

The potential of using active films in the food industry is growing. These films are
able to add nutritional, sensorial and microbiological quality to foods, gradually
and safely. In recent years, research has been expanded in the area of packaging
and a new technological line is highlighted: the active packaging. Due to the great
potential of the use of active films, this work aimed to elaborate omega-3
incorporated cellulose acetate film in different concentrations, to be used as
active tape, to remain firm and resistant when introduced in the skimmed-milk
yogurt (omega- 3); Serving as a functional food and improving the prevention of
chronic diseases due to omega-3 deficiency in Brazilian food. The active acetate
strip was incorporated with omega-3 in different concentrations, which remained
sturdy and intact, to be introduced into strawberry flavored yogurt. It was found
that the amount of omega-3 that was diffused was not representative for the
consumer to receive the dose recommended by ANVISA of 1 g per day of EPA /
DHA, serving as functional food. The use of Tween 80 did not have a positive
effect on the structure of the films produced. The filmogenic aliquots with the best
gel homogeneity result (acetone + cellulose acetate + omega-3) for the
preparation of the resistant film were 1.0 g and 1.25 g. Thus, the most
recommended for the realization of the active tape incorporated with omega-3 to
be introduced in the skimmed strawberry yogurt. There was migration of fatty
acids from the active cellulose acetate film to the food. With subsequent addition
of the 10% glycerol, there was diffusion of omega-3 in the active tape, verifying
the mitigation of the taste of fish oil. Perhaps in other trials that may be carried
out, higher percentages of migration can be achieved. The sensory acceptance
of the yogurt flavored strawberry flavored yogurt with the active tape was 86%,

being verified mitigation of the taste of the fish oil.



1. INTRODUCAO

Tem sido verificado o grande potencial do uso de filmes ativos para
acondicionar os alimentos, sendo este um tipo de embalagem alternativa,
capaz de agregar qualidade nutricional, sensorial e microbiolégica aos
produtos, de modo gradual e seguro. As industrias de alimentos tém aumentado
e diversificado os alimentos processados na tentativa de suprir 0 mercado
crescente. Nos Ultimos anos, tem-se ampliado pesquisas na area de
embalagem e uma nova linha tecnoldgica esta em destaque: as embalagens
ativas. Essas embalagens interagem com o produto acondicionado objetivando
melhorar sensorialmente e/ou estender a vida de prateleira dos produtos
(SOARES et al., 2009).

Atualmente, existem novas tendéncias de embalagens no mercado
denominadas de embalagens “ativas”. Embalagem ativa pode ser definida
como o tipo de embalagem que muda as condi¢cdes do ambiente que cerca o
alimento para prolongar a sua vida 0til, manter e/ou melhorar as propriedades
sensoriais e de seguranga, enquanto conserva a qualidade do alimento. Sao
utilizadas para aumentar a vida de prateleira, melhorar as caracteristicas
sensoriais, evitar as deterioracdes quimica e microbiolégica e garantir a
seguranca dos alimentos, inibindo o crescimento de micro-organismos
patogénicos (SOUSA et al.,2012).

Os &cidos graxos poliinsaturados 6mega-6 e 6mega-3, por exemplo, sdo
essenciais ao organismo, principalmente pelas propriedades funcionais que
apresentam. O consumo de quantidades relativamente pequenas destes
acidos graxos podem prevenir deficiéncias nutricionais, e varias doencas
cronicas, algumas delas, inclusive, degenerativas. Os alimentos de origem
marinha sdo ricos em Aacidos graxos Omega-3, principalmente o acido
eicosapentaendico (EPA) e o 4cido docosahexaendico (DHA) (MARTIM et al.,
2006).

A incorporacéo direta dos Oleos de pescado em alimentos processados,

€ um enorme entrave tanto em questao ao odor intolerdvel durante a producgéo
na industria, quanto no odor e sabor acentuados de peixe no alimento que for

adicionado, e ainda a maximizacao do efeito oxidativo no alimento veiculado.



Dentre os leites fermentados, o iogurte destaca-se com predominancia no
mercado mundial, constituindo uma rica fonte de proteinas, calcio, fosforo,
vitaminas e carboidratos (FERREIRA et al., 2001). Por essas caracteristicas e
por ndo favorecer ao processo oxidativo do mega-3 a ser incorporado, o iogurte
desnatado foi escolhido como veiculo no experimento.

Diante do exposto, com o grande potencial do uso de filmes ativos,
objetivou-se com esse trabalho, elaborar fiime ativo de acetato de celulose
incorporado de Omega-3 para iogurte desnatado, servindo como alimento

funcional.

2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral
Elaborar filme ativo de acetato de celulose incorporado com 6mega-3 para

iogurte desnatado, servindo como alimento funcional.

2.2.0bjetivos Especificos

e Desenvolver filme ativo incorporado com diferentes concentracdes
de 6mega-3;

e Avaliar e quantificar a difusdo de dguas &cidos graxos insaturados
e do 6mega-3, da fita ativa para o meio simulante;

e Avaliar sensorialmente o iogurte desnatado onde seré colocado a
fita ativa com o dBmega-3, para verificar se sabor do 6leo de peixe
sera mitigado;

¢ Realizar analises microbiologicas para verificar ndo contaminacéo
nos filmes produzidos;

e Verificar a integridade do filme apds imerséo no iogurte durante os

dias que permaneceram na refrigeragao.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Filme Ativo
De acordo com Soares (1998), embalagens ativas sdo aquelas que
interagem de maneira intencional com o alimento, visando melhorar algumas de
suas caracteristicas.
As embalagens ativas tém varias funces adicionais em relacdo as

embalagens passivas, que sao limitadas a proteger os alimentos de condi¢des



externas. As embalagens ativas alteram as condi¢des do produto, aumentando
sua vida de prateleira, seguranca e qualidade e/ou melhorando suas
caracteristicas sensoriais (VERMEIREN et al., 2002).

Nos EUA, no Japéo e na Austrdlia, o conceito de embalagens ativas esta
sendo aplicado com sucesso. Na Europa, o desenvolvimento e a aplicacao desse
tipo de embalagem sdo ainda limitados, devido as restricbes de legislacao,
resisténcia do consumidor, necessidade de conhecimento sobre a efetividade
aos impactos econémico e ambiental (VERMEIREN et al., 2002). No Brasil, o
desenvolvimento envolvendo embalagens ativas ainda esta em nivel laboratorial.

Alguns sistemas de embalagens ativas ja foram desenvolvidos e
encontram aplicacdo em produtos disponiveis no mercado. As principais
técnicas em embalagens ativas dizem respeito a substancias que absorvem
oxigénio, etileno, umidade e odor, e aquelas que emitem dioxido de carbono,
agentes antimicrobianos, antioxidantes e aromas (VERMEIREN et al., 1999).
Nestas embalagens podem ser incorporados aditivos ou outros compostos cuja
funcdo ativa pode ser de absorcdo de oxigénio, etileno, umidade, diéxido de
carbono e/ou sabores/odores; antioxidante e agentes antimicrobianos (LUCIO et
al., 2011). Essas técnicas consistem na incorporacdo e, ou imobilizacdo de
certos aditivos a embalagem em vez da incorporacéo direta no produto (KERRY
et al., 2006).

Dentre os desenvolvimentos em embalagens ativas, merecem destaque
os filmes, revestimentos e sachés antimicrobianos e antioxidantes aromaticos e

enriquecedores de alimentos.

3.2. Acetato celulose
A celulose é um homopolimero linear, insollvel, de alta massa molecular,
constituido de unidades repetidas de B-D-glicopiranosil, unidas por ligacdes
glicosidicas (B1—4). Em funcao de sua natureza plana e linear, as moléculas de
celulose podem associar-se umas as outras, por meio de ligagcfes de hidrogénio,
ao longo de extensas zonas, formando macos fibrosos e policristalinos
(FENNEMA et al., 2010).
A reacao de acetilacdo da celulose pode produzir o acetato de celulose
em que o grau de substituicdo (GS) pode variar de 0 a 3, dependendo da sua
estrutura e das condigbes reacionais, sendo que os diferentes graus de

acetilacao afetam caracteristicas como a solubilidade e a biodegradabilidade do

3



composto (MELO, 2010).

O polimero acetato de celulose é amorfo, nao toxico e inodoro, estavel em
O0leos minerais, permeavel ao vapor dagua e, dependendo do grau de
substituicdo, soluvel em acetona (OLIVEIRA, 2002). A partir deste polimero é
possivel formar filmes transparentes, essencialmente rigidos, ou seja, que
suportam alta tensdo a temperatura ambiente, e com certa flexibilidade
(CERQUEIRA et al., 2010).

O polimero de acetato de celulose é um composto biodegradavel, amorfo,
nao téxico, inodoro, estavel em 6leos minerais, permeével a vapor de agua e,
dependendo do grau de substituicdo, soluvel em acetona. (PUC, 2010).

A obtencdo de filmes a partir de celulose desperta grande interesse devido
as excelentes propriedades mecénicas, estabilidade quimica, caracteristicas de
permeacdo e compatibilidade biolégica apresentadas pela celulose, que sdo
requisitos importantes para a industria alimenticia, aplicacdes médicas, dentre
outras (MORGADO et al., 2009).

Esses filmes a base de acetato de celulose tém sido produzidos e
utilizados em alimentos, visto que ja se mostraram eficientes na tecnologia de
filmes ativos.

Particularmente sensiveis a oxidacdo, estas novas formulactes
representam um desafio tecnoldgico real para a industria. Alteracdes de odor e
sabor, bem como a cor, textura de produtos alimenticios podem, em Ultima
analise, serem rejeitados pelos consumidores.

Por isso, a importancia de selecionar um alimento que possa mitigar esses

efeitos ao ser incorporado do 6mega-3.

3.3.O0MEGA-3

3.3.1. Composigao nutricional

Existem trés importantes familias de acidos graxos insaturados, sao as
familias dmega 3, 6mega 6 e dmega 9. A familia Gmega-6 é derivada do acido
graxo linoléico e a familia 6mega-3 é derivada do acido graxo a-linolénico. O
6mega-9 também chamado de &cido oléico, é um acido carboxilico, por possuir
um grupo funcional COOH e é monoinsaturado. O Unico que pode ser produzido
pelo préprio organismo, porém, para que iSso ocorra, € necessario que os acidos

6mega 3 e 6mega 6 ja estejam no organismo (SOUSA et al. 2012).



Em relacdo ao numero de insaturacdes, os acidos linoléico (18:2n-6, AL)
e o alfa-linolénico (18:3n-3, AAL) sdo denominados genericamente de acidos
graxos poliinsaturados (AGPI), assim como outros acidos que apresentam duas
ou mais insaturacdes. Em relagdo ao tamanho da cadeia carbonica, os AGPI que
possuem 18 ou mais &tomos de carbono sdo denominados de 4cidos de cadeia
longa (YEHUDA et al., 2002).

Segundo Zacan (2012), existe também uma classe de acidos graxos
denominada de essenciais. Esses sao adquiridos apenas por meio da
alimentacdo e sdo poliinsaturados e nédo sintetizados pelas células do
organismo. Sao eles 0s mais comumente conhecidos como acido graxo 6mega-
3, encontrado principalmente em 6leo de peixe, e 0 acido graxo 6mega-6, cujas
principais fontes alimentares sé@o os 6leos vegetais (girassol, milho, canola, soja
e algodao).

Ainda segundo Hooper et al., (2012), o aumento do consumo de 6leos
vegetais processados conduziu também a uma composicdo de acido graxo
severamente desequilibrada, uma vez que estes 6leos fornecem grandes
quantidades de gorduras 6mega-6. A proporcéo ideal de 6mega -3 e 6mega- 6
€ de 1:1, mas a dieta tipica ocidental é (01:20)-(01:50). Esta alta razdo gerou um
desequilibrio no balanceamento de acidos graxos no organismo humano e
acredita-se que isso prejudicou as fungdes biolégicas sendo responséavel por
surgimento e/ou piora de varias doencas.

Estudos demonstraram que o consumo de quantidades relativamente
pequenas destes acidos graxos podem prevenir deficiéncias nutricionais. Os
alimentos de origem marinha sao ricos em 6mega-3, principalmente o &cido
eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaenoico (DHA). (NOVELO et al.,
2008).

Os eicosandides séo grupos de compostos biologicamente ativos de 20
carbonos (C20), que incluem as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos.
Estes, por sua vez, estdo envolvidos na funcao reprodutiva, inflamacéao, febre,
dor associada a lesédo ou doenca, formacao das plaquetas, regulagdo da presséo
arterial, secrecdo de acidos gastricos, e uma variedade de outros processos

importantes na saude ou doenca humana (FETT et al., 2001).



3.3.2. Beneficios funcionais e prevencéao e /ou melhoria na

evolucdo de doencas

Beneficios para a saude sdo inumeros, ja comprovados em artigos
cientificos, tais como: Cardiovasculares (reducdo das doengas arteriais
coronarianas- DAC, reducgao dislipidemias mistas com gorduras saturadas de
Triglicerideos (TG) associados com Colesterois Very Ligth Density Lipoprotein
(VLDL), e Ligth Density Lipoprotein (LDL); aumento da concentracdo do
colesterol considerada bom, o Higth Density Lipoprotein (HDL); reducé&o indice
infarto/ morte subita; reducao risco de trombose; melhora na pressao sanguinea,
na funcdo vascular e manutencdo da eurritmia cardiolégica (SOCIEDADE
BRASILEIRA CARDIOLOGIA, 2013).

Podem também reduzir a enzima conversora de angiotensina (ECA), a
formacgéo de angiotensina Il, & expressdo de TGF-beta, e ndo ativar o sistema
nervoso parassimpatico. O resultado final € a melhor vasodilatacdo de pequenas
e grandes artérias. De uma maneira esquematica podemos dizer que 6mega-3
melhora a funcdo endotelial e podem reduzir o risco para trombose e
lipoproteinas A e B, mediadores da aterosclerose.

Devido as descobertas com relacdo aos beneficios a saude, houve
aumento em nivel mundial de pesquisas sobre acidos graxos poliinsaturados
Omega-3. Desta forma, o interesse por parte das industrias alimenticia e
farmacéutica, em suplementar alimentos e desenvolver formulagdées contendo
concentrados de 6mega-3 também aumentou (WAITZBERG, 2011).

Os alimentos funcionais podem ser considerados como parte importante
do bem-estar, no qual também se incluem uma dieta equilibrada e atividade
fisica. (MORAES e COLLA, 2006; STRINGHETA et al., 2007).

Segundo Komatsu et al. (2008) e Lima et al. (2009) alimentos funcionais
sao os que garantem efeito nutricional adequado e podem demonstrar beneficios
adicionais em uma ou mais fun¢des do organismo, proporcionando melhoras do
estado de saude e bem-estar ou reducéo do risco de doencas.

As diretrizes atuais recomendam maior ingestdo de 6Gmega-3 por meio da
dieta. Assim, a industria de alimentos tem respondido a esta necessidade com o
enriquecimento dos alimentos com esses acidos graxos poliinsaturados (AGPI).

O acido linoléico C18:2 (bmega-6) e o acido a-linolénico C18:3 (bmega-3)
sao especialmente importantes para manter em condi¢gdes normais, a fluidez das

membranas; as fungdes cerebrais; a transmissdo de impulsos nervosos; o
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fornecimento de substrato para a producgéo de 4cidos graxos indispenséveis ao
organismo, como o eicosapentaendico C20:5 (EPA), o docosahexaendico C22:6
(DHA) e o acido araquidonico C20:4 (w-6), e ainda para a producdo de
eicosanodides (BRANDAO et al., 2005; MARTIN et al., 2006; BRESSAN e
COSTA, 2008; RIEDIGER et al., 2009).

Outros estudos correlacionam beneficios desde a formacao do feto, e nos
primeiros méses apdés o0 nascimento, na terceira idade, e em diversas doencas,
principalmente, degenerativas (YEHUDA et al. 2002). Desenvolvimento e
funcionamento do cérebro e da retina, e antitrombadtica (BALK et al. 2006).

Ainda segundo Hooper et al. (2012), pode-se ter beneficios na prevencao
de doencas cardiovasculares, cancer, e doenca de Alzheimer, artrite reumatéide
e diabetes. Também em pacientes com doencas autoimunes, como a artrite
reumatoide, geralmente respondem a suplementacdo de EPA e DHA com uma
diminuicdo dos niveis elevados de citocinas e com isso, sentem melhora nos
sintomas (HOOPER et al., 2012).

Muitas expectativas na oncologia, pois 0s acidos graxos poliinsaturados
de cadeia longa eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) podem ter
impacto no cancer. Inibindo a carcinogénese, retardar o crescimento de tumores
e aumentar a eficacia da radioterapia e de varias drogas quimioterapicas. A
sindrome de caquexia afeta grande numero de pacientes, com doenca
neoplasica avancada. Esta associada a sobrevida menor, a piora da qualidade
de vida e ndo acomete apenas pacientes que estdo submetendo-se a quimico e
radioterapia (CARMO E CORREA, 2009).

Na doenca inflamatoria intestinal (Sll) parece ocasionar melhora clinica
significativa (HOOPER et al.,, 2012). H& evidéncias crescentes de que as
deficiéncias funcionais ou desequilibrios em certos acidos graxos altamente
insaturados da série 6mega-3 e 6mega-6 podem contribuir para ampla gama de
condicbes de desenvolvimento de doencas psiquiatricas, incluindo dislexia,
dispraxia, transtorno de déficit de atencéo, hiperatividade (TDAH), autismo,
depressao, perturbagéo bipolar e do espectro da esquizofrenia (YUNG et al.,
2004).

3.3.3. Recomendacdes diarias de 6mega-3

Como o consumo de peixe é pequeno pela maioria da populagéo, devido
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a algumas limitacdes, principalmente, geogréficas e financeiras, diversos
produtos enriquecidos com acidos graxos 6mega-3, como paes, leites, dentre
outros, tém aparecido no mercado. Entretanto, a producédo destes produtos
alimenticios tem representado uma tarefa dificil, que requer tecnologias
especiais a fim de evitar que estes apresentem sabores/odores desagradaveis
(de peixe, ranco) e ainda, impedir a oxidacdo dos acidos graxos, para que nao
ocorra a perda de sua atividade (KIM et al., 1995).

A International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids (ISSFAL)
publicou sobre a ingestdo recomendada de &cidos graxos poliinsaturados para
adultos saudaveis, para manutencdo da saude cardiovascular, a ingestdo
minima de EPA e DHA combinados: 500 mg/dia (WAITZBERG, 2011).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), considera-
se suplementacdo de 6mega-3, um produto que promova enriquecimento do
produto com 0,1 g EPA ou DHA/100 g ou 100 mL, utilizando metodologia
reconhecida, com o teor dos contaminantes inorganicos em mg/L: mercurio,
chumbo, cadmio e arsénio. Utilizar-se como referéncia o Decreto n® 55871/65,
categoria de outros alimentos (BRASIL, 2008).

Fora do Brasil, em paises de primeiro mundo, existe uma tendéncia de
convergéncia da razdo entre os acidos graxos dmega-6 e 6mega-3 para o
intervalo de 4:1 a 5:1. As razdes de 2:1 a 3:1 tém sido recomendadas por alguns
autores, por possibilitar maior conversao do &acido alfa-linolénico em DHA. Assim,
as razfes entre 2:1 e 4:1 tém maior importancia para pessoas com habitos
alimentares que resultam em baixa ingestdo de EPA e DHA (ENGLER, 2006).

A suplementagéo de 500 mg de DHA e 150 mg de EPA, com ou sem
suplementacdo de acido félico (400 ug) a partir da 222 semana de gestacao
promove aumento do EPA plasmatico materno e do DHA materno e fetal até o

parto, o que é considerado protetor para o feto (HOOPER et al., 2012).

3.4.logurte
De acordo com Heasman e Mellentin (2001), foram os japoneses que
“‘inventaram” a terminologia dos alimentos funcionais. O médico Minora Shirota
descobriu os beneficios da bactéria Lactobacillus casei para a regulacdo do
transito intestinal na década de 1930, quando trabalhava junto aos pobres e
malnutridos. Entre as 24 categorias de alimentos mais vendidos em 2005, 75%
estdo ligados a saude (NIELSEN, 2007). Uma pesquisa feita pela Health Focus
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em 30 paises mostra que 44% dos consumidores brasileiros da classe A e B
escolhem seus alimentos com base na relacdo que eles tém com a saude, sendo
um dos maiores indices da América Latina (OLIVEIRA, FERNANDES, 2004).

Os alimentos funcionais constituem prioridade de pesquisa na area de
nutricdo e tecnologia de alimentos, levando-se em conta o interesse do
consumidor em alimentos mais saudaveis, que, além de nutrir, ajudam a modelar
o sistema fisiolégico do organismo (MEIER et al, 2007).

O setor lacteo ndo foge a esta tendéncia em produzir alimentos em que a
funcionalidade é o principal atributo (HEASMAN, MELLENTIN, 2001). Dentre os
produtos derivados do leite, o iogurte tem grande destaque, dada a sua
versatilidade, podendo apresentar auséncia ou reduzido teor de gordura, pode
ser adicionado de frutas, cereais e diferentes sabores, sendo um alimento
saudavel e nutritivo. Pode também, ser enriquecido com alimentos aos quais sao
atribuidas caracteristicas probioticas, prebidticas e nutracéuticas (OLIVEIRA,
2008).

O iogurte desnatado tem a vantagem de ter menos gordura na sua
composicdo, e com isso, tem valor calérico baixo. Com essa quantidade menor
de gordura recomenda-se nao sé a quem procura emagrecer como também aos

gue estdo de olho nos niveis do colesterol, por isso escolhemos essa matriz.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.Producéo do filme de acetato de celulose incorporado com 6mega
3

Os filmes foram elaborados com acetato de celulose (Rhodia, Freiburg,
Alemanha) e acetona P.A. (Vetec®, RJ, Brasil) e processados utilizando o
método “casting”, descrito por Soares e Hotchkiss (1998).

Adicionaram-se 20 mL de acetona em 2 g de resina acetado de celulose,
deixando em repouso por 24 h em frascos de vidros lacrados, a fim de formar
uma solucao filmogénica. Os acidos graxos foram provenientes de capsulas de
1,000 g de Oleo de peixe da empresa Spectrum Essentials Fish Oil Omega-3 ®
(Extratos de acidos graxos poli-insaturados marinhos 6mega-3 purificados). O
contetdo das capsulas foi removido com auxilio de seringa e adicionado a
solucgéo filmogénica, nas quantidades de: 1,00;1,25;1,50;1,75 /2,00 /2,25 / 2,75/
3,00 g.



Elaboraram-se filmes ativos com a quantidade de 2 g de acetato com
quantidades de 1,00; 1,25; 1,50; 1,75 e 2,00 g de 6mega-3, todos em triplicatas.
Porém, observou-se que em concentracdes superiores a 1,75 g os filmes se
tornavam inviaveis.

Apéds, com bastéo de vidro, homogeneizou-se completamente e deixou-
se em repouso por 15 min para que as bolhas se desfizessem. A solucéo
filmogénica ativa foi colocada em uma placa de vidro e, com o auxilio de uma
barra niveladora (1 mm), foi espalhada por toda a placa. A secagem dos filmes
foi realizada sobre as bancadas do laboratorio a temperatura ambiente até total
volatilizacao do solvente, por aproximadamente 20 min. Os filmes foram retirados
das placas e envoltos em papel aluminio e acondicionados em saco plastico sob
vacuo. Os filmes ativos foram expostos a luz ultravioleta (254 nm) por 2 min para

o controle microbioldgico.

4.1.1. Filme com acetato de celulose adicionado de 6mega-3 e
Tween 80
Filmes de acetato de celulose nas concentracdes de dmega de 1,75 e

2,00 g foram adicionadas trés gotas de Tween 80.

4.1.2. Filme com acetato de celulose adicionado de 6mega-3 e
glicerol
Lote de 1,00 g de dBmega-3 foi produzido também com incorporacao 10 %

de glicerol em relacédo a quantidade de acetato de celulose (29).

4.2. Avaliacao microbioldgica do filme acetato incorporado com édmega
3
Realizado com o objetivo de avaliar a eficiéncia antimicrobiana do filme.
O meio de cultura agar PCA (Plate Count Agar) foi vertido em placas de Petri,
em triplicata, e, apds solidificagdo, cupons do filme, com 1,0 /1,0 cm, de cada
tratamento, foram colocados assepticamente sobre a superficie do meio de

cultura. As placas foram incubadas a 35 C por 24-48h.
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4.3.Determinac&o dos Acidos Graxos

4.3.1. Extracdo

A extracdo dos acidos graxos foi realizada de acordo com a metodologia
de FOLCH (1957). A extracdo de lipidios € uma determinacdo importante em
estudos bioquimicos, fisioldégicos e nutricionais dos mais diversos tipos de
alimentos e, portanto, deve ser realizada com acuracia.

Pesaram-se 100 mg de amostra de cada filme ativo e controle, e
acrescentou-se primeiramente 1mL de solucdo de macerar, com o bastdo de
vidro, macerou-se o filme por 2 min, depois lavou-se o bastdo com o restante do
volume. Acrescentou-se 0,9 mL de solucdo de cloroférmio: metanol (2:1) para
completar o volume. Homogeneizou-se em agitador de tubo por 3 min.
Posteriormente, adicionou-se 0,4mL de metanol e centrifugou-se por 10 min a
3000 rpm.

Passou-se 0 sobrenadante para o tubo de ensaio previamente pesado e
identificado (usou-se luva para tocar nos tubos). Adicionou-se 1,92 mL de
solucéo de NaCl 0,73 %. Homogeneizou-se com agitador de tubo e centrifugou-
se a 3000 rpm por 10 min. Desprezou-se a fase superior, e lavou-se a parede do
tubo com 0,6 mL de solucéo de Folch. Desprezou-se o sobrenadante (repetiu-se

a lavagem trés vezes).

4.3.2. Esterificacéo

Esterificacdo dos acidos graxos in situ pela metodologia de HARTMAN E
LAGO (1973): Utilizaram-se tubos rosqueaveis com tampa nas quais foram
adicionados 30 mg de extrato lipidico e acrescentaram-se 2,4 mL de reagente
de saponificacdo (NaOH em metanol). Aqueceu-se em banho-maria a 80C por
15-20 min. Adicionaram-se 6,0 mL de reagente de estratificagdo. O extrato foi
resfriado a 40 C. Posteriormente, adicionou-se 0,5mL de hexano e mais 3,0 mL
de solucédo de NaCl a 20%, homogeneizou-se e retirou-se a fase superior e
reservou-se em vidro ambar identificado. Ao restante, adicionou-se 0,5mL de
hexano. Retirou-se a fase superior e reservou-se em frasco ambar identificado.

Secou-se o solvente em estufa aberta a 40 .

4.4. Aplicacao da fita ativa no iogurte
Cortaram-se fitas ativas no tamanho de 8x3 cm que foram colocadas

dentro do béquer com 10 mL de iogurte desnatado Batavo e mantido sob
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refrigeracdo (4 £ 2 °C), por 5 dias. Filme controle (sem émega-3) também foi

utilizado.

4.5. Analise de cromatografia gasosa
As amostras foram injetadas em cromatografo gasoso, GC 2010 Plus
(Shimadzu, Japao), equipado com ejetor Split, coluna capilar Restek RT — 2560
de 100 m de comprimento e detector de ionizagdo de chama (FID). A
temperatura de trabalho do injetor foi de 220 °C e a razdo de Split 1:20. A
temperatura inicial do forno foi 150 °C, mantida por 5 min, elevada
posteriormente a 180 °C a uma taxa de 3 °C/min, sendo entdo mantida em
isoterma por 30 min. A temperatura do detector foi de 240 °C. Utilizou-se como
padrdo uma mistura composta de 37 ésteres metilicos de acidos graxos
(Supelco, EUA), de C4:0 e C24:1. Os acidos graxos foram identificados de
acordo com os tempos de retencao e a quantificagéo foi feita por normalizacao
da area. O padrdo Supelco tinha a concentracdo de 2 mg/mL. Tanto para o

padrdo como para as amostras de 1 mL.
Foram analisadas trés amostras das concentragdes de dmega-3: e 1,00 g
e 1,25 g, por terem sido as amostras com melhor resultado de resisténcia,
firmeza e homogeneidade do gel/solucdo filmogénica (acetona + acetato +

6mega-3) para elaboracédo do filme. As andlises foram realizadas em triplicata.

4.6. Quantificacédo da difusao do 6mega-3
De posse dos valores obtidos nos cromatogramas (Anexo), tendo o pico
quali-quantitativo de cada acido-graxo, consultou-se a tabela Supelco™ 37
(Anexo), identificou-se os acidos graxos pelo numero de carbono e verificou-se
0 percentual existente do mesmo padrdo (Anexo). Dessa maneira, a

concentragéo de 0leo em cada 2000 mg/mL é dada pela Equacéo 1:
Conc =2000.x
onde X, é o percentual (%) obtido na tabela Supelco™ 37.

No entanto, para cada acido graxo que apresentou pico, no
cromatograma, o valor deve ser normalizado pela area do pico, descrito pela

amostra, dividido pela area tabelada do padrao, ou seja:
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2000.x.AreaObtidacomaAmostra
Conc = (Eql)

AreaTabeladadoPadrio

4.7. Avaliacdo Sensorial

A aceitabilidade sensorial foi realizada no Laborat6rio de Embalagens do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa,
no periodo diurno (09:00 as 11:30 horas e 14:00 as 17:30 horas). Montou-se um
setor com trés locais reservados, onde 50 avaliadores voluntarios, de ambos
sexos, de faixa etéria entre 17 e 55 anos compareceram para a avaliagdo. O
iogurte foi servido de forma monadica, em copos plasticos, previamente
codificados com numeros aleatorios de trés digitos. Os provadores avaliaram as
amostras, utilizando uma escala hedbnica de nove pontos (1- desgostei
extremamente a 9 — gostei extremamente) Stone e Sidel (1993), indicando o
guanto gostou ou desgostou do produto em relacdo aos atributos sensoriais
aroma, sabor e impresséao global (MINIM, 2013).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Filme de acetato de celulose por “cast” com Omega 3

Observou-se nos filmes com concentracdes superiores a 1,75 g de
Omega-3,2 g de acetato, que 0s mesmos se tornavam inviaveis. A solucéo
filmogénica tornou-se imiscivel, ndo sendo possivel a abertura do filme de forma
adequada e uniforme. O filme seco na placa, rasgou e se despedacgou ao ser
retirado da placa. Optou-se pelas concentracdes de 6mega de 1,00; 1,25 e 1,50
g de dmega-3, para as andlises de extracdo e esterificacdo dos acidos graxos.

Verificou-se que as quantidades iguais ou superiores a 1,75 g nao foram
possiveis de serem executadas, pois ndo havia homogeneizacdo da solucéo

filmogénica.
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Figura 1. Separacéo da solucéo filmogénica com émega-3 (1,75 Q).
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Figura 2. Filmes ativos de acetato de celulose incorporados com émega-3:
(2)1,00 g (b) 1,25 g (c) 1,50 g.

5.2. Teste do halo do filme acetato incorporado com 6mega-3
Nao houve crescimento em torno dos filmes ativos no PCA, indicando que

nao houve contaminacéo microbiana dos filmes ativos analisados (Figura 3).
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Figura 3. Crescimento de micro-organismos para os filmes ativos de acetado
celulose incorporados com dmega-3.

5.3. Teste de resisténcia e integridade da fita ativa
A fita ativa imersa no iogurte sob refrigeracdo, por 5 dias, em todas as
concentracdes inclusive o controle, permaneceram integras e firmes, mostrando

excelente resisténcia da fita ativa dentro do iogurte (Figura 4).

Figura 4. Integridade da fita ativa (a) controle (b) 1,00 (c) 1,25 (d) 1,50 g.

As guantidades de 6mega-3 com melhor resultado de homogeneidade do
gel (acetona + acetato celulose + 6mega-3) para elaboracdo do filme foram os
de 1,0 e 1,25 g. Sendo assim, as mais recomendadas para producao da fita ativa

incorporada de 6mega-3 a ser introduzida no iogurte de morango desnatado.

5.4. Quantificacdo da difusdo do 6mega-3
Verificou-se que houve difusdo de acido oleico que € um acido graxo

essencial, juntamente com outros acidos graxos, mas ndo a presenc¢a do 6mega-
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3 (DHA/EPA/4cido linolénico) (Figura 4). Assim, como ja foi explicado
anteriormente na metodologia, decidiu-se incorporar 10 % glicerol nos demais

filmes que foram produzidos posteriormente a esses cromatogramas.

uV (x1,000)
N

8 MIRISTICO 12 PALMITICO 13 16 ESTEARICO 18- OLEICO
PALMITOLEICO

mPADRAO  ®ACETATO CELULOSE + OMEGA 3
Figura 5. Perfil de acidos graxos no filme com 6mega-3 sem adicéo de glicerol.

Na figura 6, observou-se que 100 % das amostras analisadas na segunda
leitura dos filmes contendo o filme de acetato celulose + dmega-3 + 10 % glicerol,
apresentaram picos de acidos graxos essenciais: o oleico e 6mega-3 (EPA e o

DHA).
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Uv(X1,000)

12 16 18 OLEICO 20 30 EPA 33 DHA
PALMITICO ESTEARICO LINOLEICO

mPADRAO  mACETATO CELULOSE + OMEGA 3+10% glicerol
Figura 6. Filme com émega 3 (1,25 g) + glicerol 10%.

Desta forma, verificou-se que o glicerol pode ter sido fundamental para
qgue o 6mega-3 conseguisse difundir-se mais facilmente do filme de acetato
celulose para o meio simulante.

Filmes incorporados com 1,00 g de dmega-3 e com 10 % de glicerol
tiveram difusdo do 6mega-3 facilitado pela acao plastificante.

O glicerol esta presente em todos os 6leos e gorduras de origem animal
e vegetal em sua forma combinada, ou seja, ligado a acidos graxos tais como o
acido estearico, oleico, palmitico e laurico para formar a molécula de
triacilglicerol. Por sua fungéo de solvente e umectante na industria de alimentos,
sugeriu-se essa possibilidade de agregacao e facilitacdo na migracao para fora
do filme no ato de extrair os acidos graxos das amostras de filmes analisados
(MOTA et al., 2009).

Desde 1959, o glicerol é reconhecido como uma substancia atoxica,
permitido como aditivo em alimentos e também como substancia “GRAS”
(Generally Regarded as Safe) pela agéncia Food and Drug Administration (FDA)
dos Estados Unidos. No Brasil, seu uso em produtos alimenticios € assegurado
pela Resolugdo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) de n° 386,
de 5 de agosto de 1999 (ARRUDA, RODRIGUES e FELIPE, 2006).

Outra aplicagdo consiste no uso como aditivo para varias classes de

polimeros. Um exemplo foi o desenvolvimento, realizado por Fishman e
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colaboradores, de misturas de polimeros naturais (pectina e amido) plastificados
com glicerol (FISHMAN et al., 2000).

Considerando-se a funcéo plastificante do glicerol, e também o que foi
encontrado no experimento de Meira (2012), considerando a adigéo de glicerol,
a tensdo na ruptura apresentou diferenca significativa ao nivel de 95 %. Para o
alongamento na ruptura, forca na ruptura e deformacéo na perfuracéo ndo houve
diferencas significativas (p>0,05) com relacdo aos diferentes processos e ao
filme controle.

Estes mesmos autores mostraram que 0 aumento na quantidade de
glicerol aumentava a solubilidade em agua dos filmes, devido ao carater
hidrofilico do glicerol. O glicerol, por ter um maior carater hidrofilico, contribui
para a maior afinidade dos filmes com glicerol pela agua (SOTHORNVIT e
KROCHTA, 2001).

Nesse experimento, ndo surgiu efeito positivo com adi¢cdo do Tween 80.
Assim, o0 uso dessas concentracfes de 6mega-3 para elaboracao de filme ativo
de acetato celulose foram descontinuados do trabalho e ndo sdo recomendadas
para utilizagao.

Os valores das concentracfes dos acidos graxos encontrados nas

amostras sao descritos na Tabela 1

Tabela 1. Acidos graxos [pug/mL] obtidos nos trés filmes incorporados de
omega-3 (A)1,00g (B)1,25ge (C)1,50 g

Concentracgao [pg/mL]

Acido Graxo A B C
C12 — Ac Palmitico 1,39 1,16 0,68
C14 — Heptadecandico - - 0,26
C16 — Ac Estearico 0,61 0,57 -
C18 - Ac. Oleico 4,51 3,72 2,94
C19 — Ac. Linolelaidico 0,50 0,40 0,71
C20 — Ac. Linoleico 1,15 1,02 0,45
C22 - Ac. Gama Linolénico 0,28 - 1,02
C30 - EPA - 2,5 - -
C33 - DHA - 1,89 2,06 3,80
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Os valores dos acidos graxos precursores do 6mega-3 (C22 , C30, C33)
das amostras de 1,00/ 1,25 e 1,50 g foram, respectivamente: 4,42 ug/mL , 2,06
pg/mL , 4,82 pg/mL.

Considerando-se que a difusdo no meio simulante seja igual na matriz
alimenticia, cada mL tem 11,30 ug. Em uma média (1,00/1,25 /1,50 = 1,25 g) de
O0mega-3 nas fitas ativas, migrado para o iogurte, conteria em cada mL, 9,04 ug
de dmega-3. Sendo necessario, assim, para se obter 1 g de 6mega-3 (dosagem
diaria recomendada), ingerir 110 L de iogurte suplementado. Nesse caso se
tornou inviavel a ingestdo de toda essa quantidade para se ter o efeito de
suplementacao diaria recomendada do 6mega-3.

Constatou-se que a quantidade que difundiu ndo foi representativa para
que, com o consumo diario de dois potes de iogurte, o consumidor recebesse a
dose recomendada pela ANVISA de 1 g por dia de EPA /DHA, servindo como
alimento funcional, no que tange a necessidade de 6mega-3 diaria para servir

como prevencao de doencas cronicas por deficiéncia desse acido graxo.

5.5. Avaliagao sensorial
Os resultados encontrados foram: O provador para gostei extremamente,
08 provadores para gostei muito, 25 para gostei moderadamente, 10 para gostei
ligeiramente, 05 para Indiferente e para desgostei ligeiramente, 02 para
desgostei muito, e 00 para desgostei extremamente. Resultando assim, em 86

% aceitacao (Figura 7).
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Figura 7. Teste de aceitacdo do iogurte morango enriquecido com dmega-3,
por meio da fita ativa.

6. CONCLUSOES

A fita ativa de acetato de celulose incorporada com Omega-3 em
diferentes concentracfes permaneceu integra, apés ser introduzida no iogurte
desnatado sabor morango.

A utilizacdo do Tween 80 nao gerou efeito positivo na estrutura dos filmes
produzidos.

Filmes contendo acima de 1,25 g de 6mega-3 ndo sdo recomendados.

A adicdo do glicerol (10 %) nos filmes ativos promoveu difusdo de 6mega-
3 (DHA/EPA e &cido linolénico) para o meio simulante.

logurte desnatado sabor morango enriquecido de dGmega-3 por meio da

fita ativa, teve 86 % de aceitagéo.
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