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RESUMO

Compdsitos de amido, por serem biodegradaveis stdmpesquisados
no intuito de diminuir o impacto ambiental. A adicde plastificantes, de
reforcos (carga) e de agentes antimicrobianos meelhes propriedades
mecanicas, fisicas, microbiolégicas e permeabiidatbsses compdsitos.
Objetivou-se: elaborar e caracterizar nanocomms{eomido + glicerol +
montmorilonita (MMT) + lactoferrampina bovina (Lfauim)); avaliar a agéo
antifingica e antibacteriana da Lfampin; e avadiavida Gtil pés-colheita de
raizes de mandioquinha-salsa revestidas com oco@pdsitos obtidos. Foram
elaborados trés tratamentos, com trés repetic@s, gpocessaasting: T1 —
composito amido + glicerol, T2 — nanocompoésito amidylicerol + MMT, T3 —
nanocomposito amido+glicerol+MMT+Lfampin e nelesrafm realizados
ensaios mecanicos, fisicos, taxa de permeabilidadevapor de &agua,
morfoldgicos e térmicos; e nas mandioquinhas-salsastidas com os trés tipos
de nanocompdsitos, armazenadas a temperatura aebferam realizados
andlises microbiolégicas (nos tempos zero e qudiis) e fisico-quimicas (a
cada dois dias até oito dias — sendo consideradd Bl Delineamento
Inteiramente Casualizado), com trés repeticdes. &adises realizadas nos
nanocompositos foi observada a intercalagdo da Mimatriz de amido. Esse
fato foi atribuido principalmente a forte interacélas camadas de silicato,
presentes na MMT, com os grupos hidroxilas do anfAdatercalacdo da MMT
na matriz (T2) melhora a taxa de permeabilidadevapor de agua e as
propriedades térmicas; diminuindo a permeabilidagle aumentando a
estabilidade térmica. Em relagéo a adicdo da Lfarfif8) nao foi detectada nos
nanocompositos, porém, houve alteracdo em algumésses realizadas. Nos
compositos adicionados de Lfampin, ndo ha acamamtbiana para os fungos
Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus e Penicillium roqueforti, de acordo
com as condicdes em que esse experimento foi cmltdu® melhor efeito
antibacteriano da Lfampin em relacdo a CMI (Corregdip Minima Inibitéria)
é para &scherichia coli, seguida pel&ectobacterium carotovora e por Ultimo
a Pectobacterium chrysanthemi. Nas condicdes em que foi realizado esse
experimento, a mandioquinha-salsa da cultivar Afaade Senador Amaral,
revestida com solucédo filmogénica amido de milHwegol, MMT e Lfampin
armazenada em temperatura ambiente ndo apresengfiioranna qualidade
pés-colheita quando comparada as mandioquinhas-salm revestimento. A
adicdo de MMT e Lfampin (T3 — mandioquinha-salszestida com solucdo
filmogénica de amido de milho+glicerol+MMT e T4 mandioquinha-salsa
revestida com solucdo filmogénica amido de milhiceghl+MMT+Lfampin)
diminui o pH favorecendo o0 aumento da estabilidizdemandioquinhas revestidas.



Palavras-chave: Embalagem ativa. Peptideo antimicrobiandrracacia
xanthorrhiza Bancroft. Qualidade pés-colheita.



ABSTRACT

Biodegradable starch composites have been reseéailicherder to
decreasing environmental impact. The addition afsfitizers, reinforcements
(load) and antimicrobial agents improves the meidahn physical,
microbiological properties and permeability of twmposites. This work aimed
to: develop and characterize nanocomposites filstar¢h + glycerol +
montmorillonite (MMT) + bovine lactoferrampin (Lfgpin)); evaluate the
antifungal and antibacterial action of Lfampin ahluate the postharvest life
of roots of Peruvian carrot coated with nanocontpediilms. Three treatments
were prepared with three repetitions,dagting process: T1 — starch + glycerol;
T2 — starch + glycerol + MMT and T3 — starch + gl + MMT + Lfampin in
them and mechanical, physical, rate of water vagmeability, thermal and
morphological tests were performed. Peruvian caroated with three types of
nanocomposites and stored at room temperature waasyzad. The
microbiological analyze were performed (at zero afulir days) and
physicochemical (every two days, up to eight days) completely randomized
design with three repetitions. Analyzes showeditercalation of MMT in the
nanocomposites starch. This was mainly attributethé strong interaction of
silicate layers present in MMT with the starch hydd groups. The MMT
intercalation in starch matrix (T2) enhances the od water vapor permeability
and thermal properties by decreasing permeability éncreasing thermal
stability. Regarding the addition of Lfampin (T8)p antimicrobial activity was
observed for Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus and Penicillium
roqueforti fungi, according to the conditions under whickstekperiment was
conducted. The best antibacterial effect of Lfampdmpared to the minimum
inhibitory concentration (MIC) was obtained fescherichia coli, followed by
Pectobacterium carotovora, and finally, Pectobacterium chrysanthemi. Under
the conditions which this experiment was conductde Peruvian carrot
(Amarela de Senador Amaral), coated with filmogesidution (corn starch,
glycerol, MMT and Lfampin), stored at room temparat no improvement in
postharvest quality when compared to Peruvian tamooated. The addition of
MMT and Lfampin in the filmogenic solution (T3 —rcostarch+glycerol+MMT
and T4 — corn starch+glycerol+MMT+Lfampin) redudéeé pH promoting the
enhanced stability of Peruvian carrot coated.

Keywords: Active packaging. Antimicrobial peptidérracacia xanthorrhiza
Bancroft. Postharvest quality.
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1 INTRODUCAO

O uso indiscriminado de materiais ndo degraddveilbgicamente e
provenientes de fontes ndo renovaveis, quando rd@dos, ocasiona grave
poluicdo ambiental. Portanto, a utilizacdo de nmEterque causem menor
impacto ambiental, que sejam biodegradaveis e prentes de fontes
renovaveis vem sendo pesquisada.

Os compdsitos & base de amido que séo biodegiadéstariam
colaborando e muito para a preservacdo do ambieotém, esses compadsitos
apresentam problemas relacionados a fragilidadéimr e a permeabilidade.
Para que ocorra melhoria em suas propriedades-sermecessaria a adicdo de
plastificantes e materiais de reforco (carga), conpmr exemplo, a
montmorilonita (MMT), que é uma argila que, quardiepersa, possibilita
melhorias nas propriedades fisicas, quimicas etesdis.

A MMT bem dispersa na matriz de amido reduz a pebilidade a
gases, pois as lamelas formam uma espécie dentabei dificulta, assim, a
difusdo dos gases através do polimero. Outros tipomateriais também séo
adicionados nos compdsitos de amido, com a finddidde ampliar sua
utilizacdo. Os agentes antimicrobianos sdo incagms no intuito de diminuir
ou, até mesmo, inibir a acdo de microrganismo, dparesente no alimento,
proporcionando, portanto, aumento da sua vidapdsl-colheita. Existem, na
literatura, varios trabalhos relatando a utilizag&acompésitos no revestimento
de frutas e hortalicas.

Na producdo de alimentos agricolas, problemasioslados a causas
fisiologicas, microbioldgicas, quimicas, fisicasmecanicas acarretam perdas
pés-colheita. De acordo com Almeida e Silva (2008)quais avaliaram perdas
na cadeia comercial de banana-nanica, banana-prataate longa vida, a

maior parte das perdas ocorre nas pontas da cadesgja, na producdo e no
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varejo. Na producdo, problemas tecnoldgicos, de ejpare a falta de
planejamento da producgdo contribuem mais paradisef de perdas. Ao final
da cadeia, o uso de embalagens, 0 manuseio espdrég inadequados, além de
produtos com baixo padrédo de classificacédo e lspisdificacdo dos operadores,
foram os principais responsaveis pelas perdas.i@rasdo os estratos lavoura,
atacado, varejo e domicilio, foi possivel obter seguintes percentuais de
perdas, respectivamente: banana-nanica, 3,25%%1,9B89% e 23%; banana-
prata, 10,48%, 0,20%, 4,71% e 7,15% e tomate, §,9(086%, 6,85% e 5,50%.

A mandioquinha-salsa é uma raiz tuberosa origirdairegido andina da
América do Sul que tem vida util pés-colheita réedaze valor comercial
elevado, em comparacdo com as outras raizes. Ddaste fato, necessita-se,
cada vez mais, de pesquisas relacionadas a estendatil das mesmas.

Portanto, o trabalho foi realizado com o objetiverad) de elaborar,
caracterizar e aplicar os compésitos e os nanocsitngd Os objetivos
especificos foram: incorporar a MMT e a lactofeqpara bovina (Lfampin) na
matriz polimérica a base de amido; produzir nangxisitos a partir dos
sistemas antimicrobiano-MMT-matriz polimérica; nreals propriedades oticas,
mecanicas, fisicas, taxa de permeabilidade ao vd@aligua, morfolégicas e
térmicas dos nanocompositos produzidos; avaliar ¢cdo aantifiingica e
antibacteriana da Lfampin e avaliar a vida util -pétheita de raizes de
mandioquinha-salsa ‘Amarela de Senador Amaral’ e@peratura ambiente,
revestidas com compésitos e nanocompdsitos, poro nuEs analises
microbioldgicas, fisicas e quimicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Nos ultimos anos, os polimeros biodegradaveis t&aida cada vez
mais interesse devido a crescente preocupacao raalbée a diminuicdo dos
recursos fosseis. Esta evolugdo motiva pesquissdeatcas e industriais para
desenvolver novos materiais, rotulados como "anthlieente amigavel”, ou
seja, materiais produzidos a partir de recursesredtivos, com menor consumo
de energia, biodegradavel e ndo téxico para o maeibiente (BORDES;
POLLET; AVEROUS, 2009).

A poluicdo do meio ambiente devido ao descartdloed plasticos de
polimeros sintéticos sem nenhum controle é um grandblema mundial. Para
minimizar este problema, existe a possibilidadeutifzacdo de compdésitos
biodegradaveis e o amido € um dos materiais quesnpogarticipar da
elaboracdo desse material, sendo degradado quancidb no meio ambiente
(HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008).

Os compdésitos podem receber vérias designacBeacatdo com as
matérias-primas que os compdem, como, por exerppenientes de amido e
outros materiais de fontes renovaveis podem sanatias de biocompdsitos,
biofilme, filmes finos, embalagem biodegradavel iends biodegradaveis.
Compositos adicionados de reforco (carga) na espal@ sao também

chamados de nanocompdsitos, nanobiocompdésitos.

2.1 Embalagem biodegradavel para alimentos

Os compdésitos biodegradaveis sao, geralmente, pdmhi com
materiais biolégicos, como polissacarideos, pratitipidios e derivados. A
obtencé@o dos mesmos, assim como a de cobertudegbinlaveis, est baseada

na dispersédo ou na solubiliza¢@o dos biopolimemsim solvente (4gua, etanol
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ou acidos organicos) e acréscimo de aditivos (fit@sites ou agentes de liga),
obtendo-se uma solugdo ou dispersédo filmogénicaNRMRUE; CEREDA,
SARMENTO, 2008).

Entre os materiais de embalagens a base de amdligein-se os
fabricados com amidos nativos ou modificados, dmdaou em conjunto com
moléculas naturais ou sintéticas (BASTIOLI, 2000).

Os compdsitos incorporados com minerais podem agter
quimicamente retendo gases e umidade, tanto intgma@mto externamente.
Geralmente, estes nanocompdsitos sao pouco trensgmre tém textura
arenosa, dificultando sua utilizagdo no varejo.tBeos minerais que vém sendo
utilizados destacam-seaga stone, a cristobalita, o carvado ativo e os zedlitos.
Existem, ainda, alguns nanocompdsitos com incogdorale zedlitos, que tém
atividade bactericida, devido ao uso de metais,ocpmnata, cobre, zinco ou
platina (SARANTOPOULOS; MORAES, 2009). Adicionalnena preparacio
de nanocompadsitos de matriz polimérica permitepaios casos, encontrar um
compromisso entre um baixo custo, devido a utifivage menor quantidade de
carga, e um elevado nivel de desempenho, que peditar da sinergia entre os
componentes (ESTEVES; BARROS-TIMMONS; TRINDADE, 20

2.2 Embalagem ativa

A especificacdo de sistemas de embalagem paratpsoduos, como as
frutas e as hortalicas, é complexa. Diferentemeéeteoutros alimentos, estes
produtos continuam respirando apds a colheita enteiro transporte e a
comercializacdo. Além de protecdo mecénica, asolegias envolvidas no
desenvolvimento de uma embalagem para frutas aligag visam retardar a

respiracdo, o amadurecimento, a senescéncia eequ@rgemente, todas as
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alteracdes indesejaveis advindas destes processasiolddicos
(SARANTOPOULOS; FERNANDES, 2001).

Em relacdo as embalagens passivas, as quais staléima proteger os
alimentos de condi¢cdes externas, as embalagenss atém varias funcdes
adicionais (SOARES et al., 2009) que permitem migiaracdo da embalagem
e do produto (OLIVEIRA et al., 2008). Exemplos sfoembalagens com agéo
de absorcdo de oxigénio, de etileno, de odores e udeédade
(SARANTOPOULOS; FERNANDES, 2001).

Um exemplo de embalagem ativa é o compésito incadmo com
aditivos, como, por exemplo, os antimicrobianosseconservantes, com o
objetivo de prolongar a vida util dos produtos. iBetacdo de aditivos por
embalagens ativas aumenta a seguranca do alimenta, vez que esses
compostos, em vez de serem diretamente adiciorzamakmento, séo liberados
controladamente para o produto através de difusgmrir do compdsito
(OLIVEIRA et al., 2008).

Compdsitos antimicrobianos para embalagens podemeder um
obstaculo a mais por meio de um cenario de liberagitrolada. Ha duas
categorias gerais de compositos antimicrobianoselag em que o agente
antimicrobiano migra do compdsito e aqueles emagagente permanece dentro
do material do compésito. Devido a natureza doaliim se o antimicrobiano
ndo migra do composito, pelo menos na superficia@looento tera acao de
forma limitada (DAWSPM et al., 2005).

2.3 Peptideos antimicrobianos
Os peptideos antimicrobianos sdo proteinas deo baéso molecular,

apresentando atividade antimicrobiana contra hastévirus e fungos (LISBOA,
2006).
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A lactoferrina é uma proteina presente na ligagdedo em fluidos
biolégicos de muitos mamiferos, como lagrima, sales leite, amplamente
investigados devido as suas multiplas fun¢fesividatle antimicrobiana direta
da lactoferrina afetando a parede celular das fiastécorre devido a dois
peptideos antimicrobianos da parte N-terminal ddeieade aminoacidos da
proteina, chamados lactoferricina e lactoferramp{PAWLIK; SENDER,;
KORWIN-KOSSAKOWSKA, 2009).

Jenssen, Hamill e Hancock (2006) citam alguns mai acdo para
peptideos antifingicos que podem ser: permealflizalise celular, alvo da
mitocdndria e alvo desconhecido com localizac&mptasmatica.

Os principais mecanismos de acdo antibacteriana psrpeptideos,
segundo Jenssen, Hamill e Hancock (2006), sdo delowagregados, toroidal,
ripa-barril e carpete, mostrados na Figura 1, em aunembrana bacteriana é
representada como a bicamada lipidica amarela copeptideos apresentados
como cilindros, as regides hidrofilicas estdo regméadas em vermelho e as

regiGes hidrofébicas, em azul.
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Figura 1 Mecanismos de acdo antibacteriana papep$deos. A - D (agdo direta na
membrana — mecanismos de permeabilizacdo); E —tua (@m alvos
intracelulares — mecanismo de acgdo dos peptidees ngw agem por
permeabilizacdo da membrana bacteriana).

Fonte: Jenssen, Hamill e Hancock (2006)
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Notavelmente, a lactoferrampina estd localizadadaminio N1 em
proximidade da lactoferricina, que desempenha pajpelal nas atividades de
membrana mediana da lactoferrina. Sabe-se querdidp@de de aminoacidos,
ou seja, a sequéncia deles, determina a acdo diolg®em questdo. Van Der
Kraan et al. (2004) trabalharam com a lactoferrampé verificaram acéo
antimicrobiana contraBacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, mas nao contra as bactérias fermentadécisomyces naedundii,
Porphyromonas gingivalis, Sreptococcus mutans e S. sanguis. A localizag¢édo da
lactoferrampina bovina (LFampin, aminoacidos 268)2@&sta ilustrada na

Figura 2.

LFampin (268-284)
LFcin (17-41)

Figura 2 Localizagdo da lactoferrampina bovirentcb do dominio N1 da lactoferrina
bovina.
Fonte: Van der Kraan et al. (2004)

A Lfampin (268-284) é composta por 17 residuosadiénoacidos, de

acordo com a seguinte sequéncia: triptofano —dlisiteucina — leucina — serina
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— lisina — alanina — glutamina — glutamato — lisindenilalanina — glicina —
lisina — asparina — lisina — serina — arginina ((Fig3), representada pelo cédigo
de letras WKLLSKAQEKFGKNKSR.

R-lerminus. Sequence C-lerminus A4 code used
[S]WKLLSKAQEKFGKNKSR [=] sngle-ettd | Calculate!
Desuiphide connectivity
Zhow abbrevialons 20 atgndard amend acxis modified amene scads wiususd greng FCRs

Sequence submission

Single lett X KFGHKNKSR ——
gie letler code WHKLLSHADE Getl
Sequence interpretation
Single letier code: WHLLSKAQEK FGKNKSR
Tripde lettar code: Trp = Lys - Lot - Lew - Ser - Lys - Ala - Gin - G - Lys - Phe - Giy - Lys - Asn - Lys - Ser-
Arg
Physiochemical properties Net charge vs pH
Number of residues: 7 F
Mobecular weight 2046 47 gimal noles on MV '.
Extinction coefficient ga0 M em” notes on Ext. Coslficient !
Bo-slectric point: pH 11 notes on ol F
Net charge at pH 7 5 notes oo naf charge 4
Eslimated sclubiity: Good waber solubdity. notes of solubilily
Hydropathy Hopp & Woods
3 }
1 I | | 1
1 |

i=3 L] =) = e w L) S = Ll @ = m ot

“ = @ ) [ o |t | | ek Sl | = 215

= | ol d e |3l | ol | d|le|lw S5 a
Top i hydrophiic
Bottom is hydrophobic
Color codes Banic Polar

Figura 3 Sequéncia de aminoéacidos e propriedasies-fjluimicas da Lfampin.
Fonte: Innovagen (2014)

N&o foi encontrado, na literatura, relato sobmefaito da incorporacéo
desse peptideo (Lfampin 268-284) na estrutura de wmatriz polimérica
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(amido). Tendo em vista esse fato e diante demagsiedades antimicrobianas,
a utilizacao da Lfampin, no presente trabalhoafiejada.

Na literatura encontram-se trabalhos com a laciote (LF) e a
lactoferricina bovina (LFcin). Por exemplo, a w@¢do de LF e LFcin,
adicionadas em compésito de etileno/acido acriieto método plasma, no
controle dePseudomonas spp. na extensao da vida Gtil de queijos, reswdtau
novo método promissor para o controle do micrograni em questao
(QUINTIERI et al., 2013). O efeito da LF esterifiizae da LF no mofo azul
causado porPenicillium expansum, em macds armazenadas a 25 °C,
proporcionou para ambos o controle eficaz e a foitécdo na germinagéo dos
esporos (WANG et al., 2012). O efeito da LF, endocat microencapsulada,
sobre Escherichia coli na fabricagdo de salsicha promoveu redugdo do
microrganismo durante a fabricacdo, porém, a maiducdo foi obtida com a
LF em caldo (AL-NABULSI; HOLLEY, 2007). A inibicaale Penicillium
commune pelo compdsito comestivel de isolado proteico d® swcorporado
com LF, LF hidrolisada e sistemas de lactoperoxidasorreu com
concentragbes 10 mg/mL em 1% de &gua peptonada, mas ndo emngepto
caldo dextrose de batata (MIN; KROCHTA, 2005).

2.4 Nanocompadsito: polimero/argila motmorilonita ¥IMT)

As principais pesquisas e aplicacdes comerciaisadecompadsitos tém
sido na area automobilistica e de embalagem. Nwemd caso, o enfoque é na
melhoria de propriedades mecanicas dos polimeitizadbs nas pecas dos
carros, sem comprometimento do custo e permitindedaicdo de peso do
produto. Na area de embalagem, o principal motigaelhoria de propriedades de

barreira a gases de nanocompdsito ou de embalégjdas (GARCIA, 2003).
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Silicatos como a MMT tém recebido grande atencds alimas
décadas, como material de refor¢o para polimemsdad a area superficial, &
alta razdo de aspecto (comprimento/espessura)tedstico deste material e a
possibilidade de intercalacdo/esfoliacdo das casnafta silicato na matriz
polimérica. A MMT tem uma camada estrutural, tipiemte com 1 nm de
espessura, que, se propriamente esfoliada, podedegwroducdo de uma matriz
polimérica com grande numero de particulas finaemerdispersas
(aproximadamente im de dimensfes laterais) (RAY et al., 2005 citapias
MAGALHAES, 2008).

Os detalhes sobre a estrutura da MMT em camadas esiresentados
na Figura 4. Ela apresenta particulas de tamanimgadem variar de 2m a
bastante pequenos, como Quh em didmetro. Essa argila pertence ao grupo
estrutural dos filossilicatos 2:1, sendo compostadpas folhas tetraédricas de silica e

uma folha central octaédrica de alumina (MORAES920
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Figura 4 Representagdo esquemética da MMT.
Fonte: Hussain et al. (2006).
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Desenvolvimento de nanocompdésitos de polimerotdakgiuma das
etapas revolucionérias da tecnologia de polimd?o=paracdes de misturas ou
nanocompositos utilizando fibras inorganicas ownrséé estdo entre as rotas
para melhorar algumas das propriedades dos pokmedegradaveis. Os
nanocompositos obtidos pela adicdo de baixos per@isn de argila em
polimeros apresentaram melhora nas propriedadeso dmrreira térmica e
oxidativa, quando comparados com os compositosioadis. MMT € um dos mais
comumente silicatos em camadas usado, pois é adaffriente correto e disponivel
em grandes quantidades com custo relativamenie (@2%RAS et al., 2008).

As propriedades de um nanocomposito sdo fortemiafiiteenciadas
pelo tamanho dos componentes de suas fases e dayraistura entre as duas
fases, sendo dependente da natureza dos compone#gss (camadas de
silicato ou de nanofibras, capacidade de trocémiat e matriz polimérica) e do
método de preparacdo. Quando o polimero é incapa#etrcalar (ou penetrar)
entre as folhas da argila, uma composicdo de fgsarada € obtida. Em uma
estrutura intercalada ocorre uma morfologia benemada com alternancia de
camadas poliméricas multiplas e inorganicas e wtratara esfoliada, quando
as camadas da argila estdo dispersas uniformememteum polimero
(HUSSAIN et al., 2006).

Cyras et al. (2008), em experimento referente aprigdades fisicas e
mecanicas do nanocompésito amido/argila (MMT) ecegbl, observaram
melhora na resisténcia térmica do amido com a adigéargila, por meio de
analise termogravimétrica. Este resultado indicae @ argila atua como
barreira de calor, aumentando a estabilidade térnglobal do sistema.
Também, um incremento na distancia interlamelardéa no nanocompésito foi
observado por difracdo de raios X, fornecendo pde/aue a argila hanocamada

forma uma estrutura intercalada sem chegar aagsfolicompleta.
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Magalhaes (2008), em experimento com bioplasti@mestruturados
de amido de milho e argilas, concluiu que a adi#oargilas MMT N§ MMT
Ccd" e Cloisit€ 30B & matriz polimérica de amido contribui pareeforco do
material, contudo, as argilas favoreceram a medlgas propriedades mecéanicas
dos termoplasticos, quando bem dispersas na npafiiitnérica e, quanto maior
o0 teor de argila e menor o teor de glicerol, mehakofilicos ficam os
nanocompositos.

Slavutsky e Bertuzzi (2012), em estudo fenomenotbgie
termodindmico do processo de permeacdo de Aguananuscompdsitos de
amido de milho/MMT, verificaram que a incorporag nanoargila produziu
diminuicdo de absorcdo de agua em todas as tempeastudadas (5 °C, 25
°C, 35°C e 45 °C) e a analise do efeito da forga atividade de 4gua (aw) nos
valores de conducéo de cada lado do nanocompésite a permeabilidade e os
coeficientes de difusividade foi significativa apema faixa média e inferior da
aw, favorecendo o efeito da via tortuosa (caminifigsibnal de um penetrante
através do nanocompdsito) gerada pela incorpocda&oMT.

Humairah et al. (2014), em experimento com caraetgdio de amido
termoplastico (TPS) e amido de sagu reforcado agitadVIMT, relataram que
a preparacdao de nanocompdsitos com carga inorgéoica MMT é um dos
meios para melhorar algumas propriedades do biopodi de amido. O grau de
cristalinidade do TPS-MMT foi analisado por difragde raios X (DRX), que
demonstraram que a estrutura cristalina TPS faaddéepela integracdo MMT,
enquanto ambos, DRX e infravermelho (FTIR), sugemira ocorréncia de
intercalacdo matriz-reforgo.

Varios compdsitos biodegradaveis tém sido explaadoa desenvolver
materiais ecoldgicos para embalagens de alimemosentanto, o uso de
compoésitos biodegradaveis tem sido limitado devidsua propriedade de

barreira mecéanica ser, geralmente, pobre, a qu per melhorada pela adigédo
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de refor¢o (cargas), formando compostos. A utiizagle cargas com pelo
menos uma dimensdao a escala nanométrica (nanofeEsjic produz
nanocompositos. As nanoparticulas tém area prap@ichente maior do que
suas contrapartes em microescala, 0 que favoreoéeaacdes carga-matriz e o
desempenho do material resultante. As nanoparsipddem ter outras funcoes,
quando adicionadas a um polimero, tal como atiédashtimicrobiana,
imobilizacao de enzimas e biossensoriamento, BAEREDO, 2009).

Os nanocompésitos sdo materiais inovadores com ripdaples
drasticamente melhoradas, devido & incorporacdgetpienas quantidades
(menos de 10% em peso) de cargas nanométricas emmatniz polimérica.
Nanoparticulas podem ser classificadas de acordo sz@ morfologia, como
particulas (i) em camadas (por exemplo, argilag)e¢féricas (por exemplo,
silica) ou (iii) aciculares, ou bigodes (por exempmls nanotubos de carbono). O
comportamento final pode ser melhorado por forteextensa interacdo
nanoparticula-polimero, bem como boa dispersao pdasculas (BORDES;
POLLET; AVEROUS, 2009).

2.5 Amido

O amido é um polimero biodegradavel produzido emndéncia e
advém de recursos renovaveis. Como consequénéailgente disponivel e
muito barato. A maior parte das pesquisas é foeataubstituir os plasticos
baseados em petr6leo por materiais biodegradaverm @ropriedades
semelhantes, baixo custo e de maneira eficaz (CY&A&S, 2008).

Devido ao baixo custo de producéo e a exceleoebradabilidade, o
amido constitui matéria-prima promissora para adpgédo de compdsitos
biodegradaveis (THIRE et al., 2004). As principistes de amido s&o 0s

cereais, as raizes, os tubérculos e as leguminosas.
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O granulo de amido natural é essencialmente toitkii de dois
polissacarideos, a amilose e a amilopectina, qif® essociadas entre si por
ligacdes de hidrogénio entre os grupos hidroxiswhidades de glicose unidas
entre si por ligacdes glicosidicas, formando assareristalinas radialmente
orientadas.

A amilose é formada por moléculas de glicose unigas ligacdes
glicosidicaso, 1-4, que Ihe proporcionam a conformagéo heliddidear, e o
teor de amilose, na maioria dos amidos, varia éti$é a 30%. A amilopectina
€ um polimero de maior peso molecular, em que déamas de glicose estédo
unidas por ligacdes, 1-4 e, 1-6, proporcionando configuracdo espacial
ramificada (CEREDA, 1996). A cristalinidade dos rgrids de amido é
atribuida, principalmente, a amilopectina e ndonidlose que, embora seja
linear, apresenta uma conformac¢édo que dificulta associacdo regular com
outras cadeias (BLANSHARD, 1987).

Nessas areas cristalinas, existem regifes amogaguais as moléculas
nao tém orientacdo particular. Na regido amorfa,maééculas sdo menos
fechadas, o que permite a entrada de agua paramad@o de ligacdes de
hidrogénio com os grupos hidroxilas livres das muliés de amido. As areas
cristalinas mantém a estrutura do granulo e ppatici do comportamento do
amido na Agua. Por esse motivo é que o granulonddoanativo exibe
capacidade limitada de absorcdo de agua, emb@asegtituido de polimeros
soltveis ou parcialmente solGveis neste liquiddQQO; CRUZ, [1982]). Ndo existe
demarcag&o especifica entre as regides cristalmamrfas (MAGALHAES, 2008).

O principio de obtengcdo dos compdsitos e nanocatopdsaseiam-se
em duas das principais caracteristicas tecnolégicasnido: a gelatinizacédo e a
retrogradacao.

Uma suspensdo aquosa de amido € aquecida, atéteewperatura

critica, sendo denominada temperatura de gelat@iza (importante
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caracteristica tecnoldgica do amido). Nesse proceass granulos incham e,

simultaneamente, perdem suas caracteristicas darizagfo cruzada,

ocasionando a perda da birrefrigéncia (LEACH, 1965pm a perda da

birrefrigéncia, o granulo perde a organizacdo madéecpois ocorre a destruicdo
das areas cristalinas e a suspensao inicial fiseosa (gel), dependente da
concentracdo do amido.

A gelatinizacdo também pode ser descrita como fus@o dos cristais
de amido, a qual pode ser demonstrada por analseaodindmicas
(KARAPANTSIONS; SAKONIDOU; RAPHAELIDES, 2000).

A suspensdo gelatinizada pode ser considerada @mustura de
granulos inchados e seus fragmentos, juntamente moléculas de amilose
dispersa. Esses elementos exibem uma pronunciadéntga para se associar
ou retrogradarem-se, quando a suspensdo (gel)féadas Muitos fatores
influenciam a retrogradacéo, os trés mais impataiséio: a concentracdo de
amilose, o comprimento das moléculas de amiloseestado de dispersédo das
cadeias lineares (LEACH, 1965). A retrogradacdodd¢era aumentar a
viscosidade de gel (VILELA; FERREIRA, 1987). A wjradacdo é outra
importante caracteristica tecnoldgica do amido.

A velocidade de retrogradacdo de pastas de amidende de fatores
inerentes ao granulo ou seus componentes. Ents tsres destacam-se tipo
de amido, peso molecular e linearidade (CIACCO; €R{1982]). Um
esquema do que ocorre no granulo de amido durargelatinizacdo e a
retrogradacao pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 Influéncia do tratamento hidrotérmicancexcesso de dgua sobre o estado do
amido.
Fonte: Magalhdes (2008 extraido de BORNET, 1991).

2.6 Glicerol

O glicerol é um subproduto e sua principal formaadeisicdo é por
meio da obtencdo do biodiesel. O aproveitamentagldmrol é de grande
importancia econdmica e ambiental (MOTA; PESTANA12), sendo utilizado
em diversos setores industriais.

O glicerol, também chamado de glicerina ou propgaipg um liquido
viscoso, inodoro e incolor, de sabor levemente igddo. E um tridlcool com
um grupo hidroxila em cada um dos trés atomos deonas adjacentes e a sua
formula € CHOH — CHOH — CHOH (Figura 6) (UNDERKOFLER, 1954). Em
sua forma pura anidra, o glicerol tem densidad#&, 281 mg mL* (20 'C/4'C),
ponto de fusdo de 18,Z e ponto de ebulicdo de 290, acompanhado de
decomposicdo (PATURAU, 1969).
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Figura 6 Estrutura quimica do glicerol.
Fonte: http://isite.Ips.org/sputnam/Biology/U2Biechistry/lipid_lab.htm.

Os plastificantes devem ser compativeis com o ésittpbiodegradavel
e 0s mais estudados em combina¢do com os compdsitrmido sao os polidis,
como o glicerol e o sorbitol, materiais que interagcom as cadeias de amido,
aumentando a mobilidade molecular e, consequentemanflexibilidade das
cadeias poliméricas. Outro efeito € o aumento di@filicidade e permeabilidade ao
vapor de agua dos compositos plastificados (MABRIL.e2004).

Plastificante € uma substancia n&o volatil guendoadicionada a um
material, altera suas propriedades mecénicas eisicad (ALLEONI,
JACOMINO; ROSA, 2006). Dependendo da concentragéldstificante, a
origem botanica do amido e as condi¢cdes de armamsma, materiais com
diferentes propriedades mecéanicas podem ser pamu@iALI et al., 2006).

2.7 Caracterizacdo dos compdsitos e nanocompositos
2.7.1 Propriedade dtica
As propriedades oticas dos compésitos influencigrimcipalmente, a

apresentacdo do produto embalado e estdo relaemraador, ao brilho e a

transparéncia dos compésitos. Compésitos & basenddo, geralmente,
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apresentam certa opacidade ou barreira a transmidedluz (JENSEN;
GROSSMAN; MALL, 2009).

Os compdsitos poliméricos exibem boas propriedadieas, além de
apresentarem propriedades superiores as dos podimsuros ou as dos
compositos convencionais (PINTO et al., 2005).

2.7.2 Propriedade mecéanica

As propriedades mecanicas que determinam a respostenateriais as
influéncias mecénicas externas sao manifestadas papacidade desses
materiais desenvolverem deformacdes reversivaigeeisiveis e resistirem a
fratura (CASARIN, 2004).

Algumas propriedades mecanicas de compésitos paggnavaliadas
por ensaios de tracdo que sdo Uteis para a ideghid e a caracterizacdo de
compositos flexiveis, com aplicacéo no desenvolubmena especificacdo e na
avaliacdo da qualidade desses materiais (MORAHER)20

Boonprasith, Wootthikanokkhan e Nimirsiriwat (2018balharam com
composito de amido de mandioca termoplastico (T€$oli (succinato de
butileno), em diferentes concentracdes e tiposrgiéagCloisite Na e Cloisite
30B). Com 5% de argila e 75% de TPS, o mddulo dstieldade mudou
significativamente.

No experimento de Faria, Vercelheze e Mali (20&8)qual trabalharam
com compésito a base de amido de mandioca, alotigirglico (PVA) e MMT,
houve aumento na resisténcia maxima a tracdo, quaditionados PVA e
MMT; aumento da elongacdo, quando se adicionou RVAiminuicdo da

elongacao, quando a MMT foi adicionada.
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2.7.3 Propriedade de barreira ao vapor de agua

O conhecimento da permeabilidade ao vapor de agogpréscindivel
para se definir as possiveis aplicacfes dos cotnpdsin embalagens. A taxa de
permeabilidade ao vapor de agua € uma analiseareeno campo que abrange
0s materiais poliméricos. Segundo a norma ASTM &%6a permeabilidade é a
taxa de propagacéo do vapor de agua por unidadesdede um material plano
de espessura unitéria induzida por uma diferengaetesdo de vapor entre duas
superficies especificas, sob condicBes fixas depdeatura e umidade
(MCHUGH; KROCHTA, 1994 citados por MORAES, 2009xdE transporte de
vapor de agua através de compositos poliméricosr@a@m quatro etapas:
primeiro, acontece a adsorcdo do vapor de aguauperficie do polimero;
segundo, solubilizacdo do vapor de agua na mattimgrica; terceiro, difusdo
do vapor de agua através do polimero e quartopdgss do vapor de agua na
outra superficie do polimero (ROY et al., 200aits por MORAES, 2009).

A presenca de particulas nanoestruturadas mellsopgopriedades de
barreira dos materiais. Essa melhoria revela-sedacdo da permeabilidade a
gases e no aumento da resisténcia a solventesjaspmnte em embalagens. A
justificativa para o decréscimo da permeabilidane estruturas nanométricas
sob forma lamelar seria a de que, quando elasestm dispersas no polimero,
criariam uma espécie de labirinto, o que dificidtar difusdo de gases através
do material polimérico. E muito provavel que a fitispersdo de nanoparticulas
sob forma de placas aumente o percurso para o leandim difusdo do gas ou
solvente (RAY et al., 2005 citado por MAGALHAES, 0%). O modelo do
caminho difusional de um penetrante através doammpdésito esté ilustrado na

Figura 7.
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Figura 7 Modelo do caminho difusional de um pemg&através do nanocompaésito.
Fonte: Alexandre e Dubois (2000).

Muller, Laurindo e Yamashita (2011) incorporararmanoargila em
compositos & base de amido de mandioca e vertfficaignificativa diminui¢céo
da permeabilidade ao vapor de &gua, comportameritiiido ao caminho
tortuoso criado pelas lamelas da nanoargila.

Esse mesmo comportamento foi observado no trabdtoFaria,
Vercelheze e Mali (2012), com compdsitos biodegradaa base de amido de
mandioca, PVA e MMT.

2.7.4 Caracterizacdo morfoloégica por meio da micrampia eletrbnica de

varredura

A microscopia eletrénica é a técnica indicada paestudo das formas
dos cristais individuais (ALBANEZ, 2008). A micragtia eletrbnica de
varredura (MEV), em especial, permite a visualivag@ formato e do tamanho
dos granulos, bem como das estruturas da supegfidéesecdo transversal dos
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mesmos, possibilitando, assim, a investigaco sieiyis imperfeicbes, porosidades
e separacfes dos componentes que compdem os compasestudo.

Humairah et al. (2014), em experimento com caraetgfio de amido
termoplastico (TPS) e amido de sagu reforcado cajita &IMT, verificaram,
com a eletromicrografia de varredura fase continoa,aderéncia do nanocompésito
TPS-MMT, com concentracao inferior de argila.

Faria, Vercelheze e Mali (2012), com o uso da nsiwopia eletrbnica de
varredura, obtiveram eletromicrografias com caréstteas homogéneas,
continuas, sem rachadura ou poros nos compoésitaedriadaveis a base de
amido de mandioca, alcool polivinilico (PVA) e MMT.

De acordo com Melo et al. (2011), que realizarapedrmento com
nanocompoésitos goma xantana-amido-argila, o MEV dasocompdsitos
obtidos por extrusdo de amido-xantana mostrou Hujgereticulada e interior
liso, indicando que a goma foi, principalmente, aamirada na superficie dos
nanocompositos, enquanto os nanocompdésitos de Aandana/nanoargilas
mostraram superficie mais homogénea, o que sugegeaqintroducdo de
nanoargilas proporcionou melhor interacao biopaiicaé

2.7.5 Propriedade fisico-quimica

A espectroscopia no infravermelho é, certamentea was mais
importantes técnicas analiticas disponiveis atuatne A introducdo de
espectrémetros de infravermelho com transformadeodeier (FTIR) melhorou
drasticamente a qualidade dos espectros no infreleo e minimizou o tempo
necessario para a obtencdo de dados. A radiacdavenielha (IR)
corresponde, aproximadamente, a parte do espelghmmeagnético situada

entre as regides do visivel e micro-ondas. A podgimaior utilidade na analise



35

e na identificacdo de materiais esta situada do®@0 cnt e 400 crit (2,5um e
25um), o chamado infravermelho médio.

A espectroscopia no infravermelho é baseada nascgébs dos atomos
numa molécula. Um espectro no infravermelho é, coemie, obtido pela
passagem de radiacao infravermelha através de mostra e da determinacdo
da fracdo da radiacdo incidente que é absorvideagla frequéncia (energia) ou
comprimento de onda. Ao absorverem radiagéo infraetha, as moléculas sédo
excitadas a estados de energia maiores. Esse gwoéequantizado, ou seja,
apenas certas frequéncias (energias) sdo absoevielsa absor¢do corresponde
a variacdes de energia na ordem de 8 a 40 KI(MAACK, 2010).

A difracdo de raios X (DRX) é uma técnica que foménformacdes
mais amplas, precisas e detalhadas quanto a qaefif, & caracterizacéo e a
guantificagdo dos constituintes de um material (ANEZ, 2008).

Os difratogramas obtidos da difracdo de raios Xnjgem determinar se
ocorreu ou ndo intercalacdo das cadeias polimépgasneio da determinacao
da distancia interplanar. De acordo com a lei degByr a intercalacdo devera
provocar mudanca do pico de difracdo para um m&ngulo. No entanto, se o
espacamento entre as camadas se torna muito gessds, picos desaparecem
nos difratogramas, o que implica completa esfotiagds lamelas na matriz
polimérica (MORAES, 2009), ja que as camadas sen&iam tao separadas entre Si
gue nao tém nenhuma organizacao cristalina eag€hello amorfo).

Cyras et al. (2008) elaboraram nanocompositos darigita e glicerol
como plastificantes, os quais foram preparadosspspensdes aquosas pelo
processaasting, a partir da fécula de batata e trés cargas difesede MMT,
para estudar o efeito da nanoargila nas proprisdddeamido. Um incremento
na distancia interlamelar da argila nos nanoconmssioi observada por
difracdo de raios X, fornecendo evidéncias de quearmargila formou uma

estrutura intercalada, sem chegar a esfoliacdo letmmpUma melhora na
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resisténcia térmica do amido com a adi¢do da afgjilabservada por meio de

analise termogravimétrica (TG).

2.7.6 Analises térmicas (DSC e TG)

Andlise térmica € o termo que abrange um grupcédadas nas quais
uma propriedade fisica ou quimica de uma substaauaiale seus produtos de
reacdo, é monitorada em funcdo do tempo ou temparaenquanto a
temperatura da amostra, sob uma atmosfera especfficubmetida a uma
programacao controlada (ALBANEZ, 2008).

Efeitos endotérmicos e exotérmicos correspondem ualantas de
energia térmica na amostra. Quando uma amostrade,fenergia em forma de
calor € necesséria para romper as interacfes quEma amostra no estado
soélido. A energia aplicada corresponde a um efeitdotérmico (fusédo). Por
outro lado, o congelamento € um processo exotérmpimis energia térmica é
liberada enquanto a substancia se cristaliza (DOBINGE, 1987 citados por
NASSU, 1994).

As andlises de calorimetria diferencial de varradiDSC) fornecem
informacfes sobre os efeitos térmicos que séoteairdos por uma mudanca
na entalpia (maxima energia de um sistema termodatd, como a
determinacdo das temperaturas de transicdes emmguol (transicdo vitrea,
temperatura de cristalizacdo e temperatura de Yes@s medidas quantitativas
(calor especifico, calor de fusdo, calor de cisigbio e calor de reacao)
(LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

A investigacdo das propriedades térmicas de meteribase de amido
por meio de andlise termogravimétrica (TG) € mimtportante para a avaliacéo

do comportamento e das transices térmicas do arkfka analise avalia a
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estabilidade térmica dos compésitos e fornece dadbse a temperatura de
degradac&o térmica (MAGALHAES, 2008).

No experimento de Boonprasith, Wootthikanokkhan ienitdiriwat
(2013) com blenda de amido de mandioca termoptéétieS) e poli (succinato
de butileno) (PBS) e diferentes concentracdesas tife argila (Cloisite Na e
Cloisite 30B), a estabilidade térmica do nanocorntpd$S/PBS/Cloisite Na foi

maior, indicando que a argila Closite Na proporoiotal aumento.
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3 CONCLUSAO

A intercalagdo da montmorilonita (MMT) na matriz 2(T-
nanocomposito amido de milho + glicerol + MMT) dimi a taxa de
permeabilidade ao vapor de agua e aumenta a ekadeil térmica. Nas
condi¢Bes em que foi realizado o trabalho, a adit@tactoferrampina bovina
(Lfampin) nao foi detectada nos nanocompaositos{hanocompésito amido de
milho + glicerol + MMT + Lfampin), porém, altera gwopriedades oéticas,
morfologicas e térmicas, bem como a colora¢do dme@mposito, com maior
saturacdo de cor e menor tonalidade, além da rogiéocom aspecto poroso,
menor temperatura de pico da fusdo e diminuicdestabilidade térmica. Nos
nanocompositos adicionados de Lfampin, ndo h& agéimicrobiana para os
fungos Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus e Penicillium roqueforti. O
melhor efeito antibacteriano da Lfampin em relagdeoncentragdo minima
inibitéria (CMI) é para aEscherichia coli, seguida pelaPectobacterium
carotovora e, por ultimo, @ectobacterium chrysanthemi.

Neste trabalho, a ac¢do antibacteriana da soluciimodgénica
incorporada com Lfampin no revestimento de mandidguisalsa, armazenada
a temperatura ambiente, apresenta baixa eficiénda. adicdo de
montomorilonita e Lfampin (T3 — mandioquinha-salsavestida com
nanocomposito amido de milho + glicerol + MMT e F¥4nandioquinha-salsa
revestida com nanocompaosito amido de milho + ghicerLfampin) diminui o
pH, favorecendo o aumento da estabilidade das wquidhas-salsa revestidas.
Apesar do aumento da perda de massa nos tratam&Btos T4 e do
aparecimento de pontuacdes escuras ao longo dozemaraento, as

mandioquinhas-salsa apresentam a mesma firmeza.
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RESUMO

A adicdo de reforco na matriz polimérica tem sakiudada com a
finalidade de melhorar as propriedades dos nanogsitog. Este trabalho foi
realizado com os objetivos de incorporar a MMT redrin de amido, adicionar
a Lfampin ao sistema criado e caracterizar algumpespriedades dos
nanocompositos elaborados. A partir de trés difesetempos de sonicacgédo, a
incorporacdo da MMT & matriz de amido foi deterrdag@or meio de ensaios
mecanicos. Foram caracterizadas as propriedadsss 6thecénicas e fisicas, a
taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) ecasateristicas
morfologicas e térmicas, em trés diferentes nanpésitos (amido + glicerol,
amido + glicerol + MMT, amido + glicerol + MMT + hfmpin). Os
nanocompositos amido + glicerol + MMT (T2) tiverasimelhores resultados para
TPVA (177,417 g 4gua fndia’) e anélise termogravimétrica, aumentando sua
estabilidade térmica (344,66 °C), do que para asgmnpositos T1 (293,696 g
agua nf dia' e 341,73 °C) e T3 (261,956 g agud dia* e 279,25 °C). Nas
condicBes que foram realizadas as anadlises, acadigalLfampin ndo foi
detectada nos nanocompdsitos (T3), porém, elaaadterpropriedades oticas,
morfologicas e térmicas, e também a coloracdo doammpdsito, com maior
saturacdo de cor e menor tonalidade, além de rogiéocom aspecto poroso,
menor T, (temperatura de pico da fuséo) e diminui¢éo rebéstade térmica.

Palavras-chave Embalagem ativa. Propriedade mecéanica. MEV. FATR.
difracdio de raios-X. Analises térmicas.
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo com o impacto ambiental devido acdesordenado de
materiais ndo biologicamente degradaveis impulsiosargimento de pesquisas
com materiais que causem menor prejuizo ao ambierjee sejam de fontes
renovaveis e de baixo custo.

O amido vem sendo utilizado na forma dos denommanmnpdsitos
biodegradaveis, justamente por ser um materiavéamd, abundante e de baixo
custo. Porém, os compa@sitos produzidos mostrara fagilidade em relacdo a
resisténcia e a permeabilidade.

Plastificantes, como, por exemplo, o glicerol, sfticionados nos
compositos de amido com a finalidade de melhofeagilidade e a flexibilidade
dos mesmos.

O uso da nanotecnologia por meio da incorporacaopeguenas
guantidades de cargas nanométricas na matriz patenpossibilita melhoras
nas propriedades fisicas, quimicas e estruturais danocompositos
biodegradaveis. Esse tipo de tecnologia baseia®e ingorporacdo de
nanocomposto na matriz, buscando criar novos rageriprocessos.

O nanocompdsito formado a partir do amido, glicershontmorilonita
(MMT, um tipo de argila que, quando bem dispersapotimero, reduz a
permeabilidade, formando lamelas que dificultanifasdo dos gases por meio
da matriz polimérica) apresenta perspectivas bspgomissoras.

As propriedades de um nanocompoésito sdo fortemafligenciadas
pelo tamanho dos componentes de suas fases e dayraistura entre as duas
fases, sendo dependentes da natureza dos commonesa@os (camadas de
silicato ou de nanofibras, capacidade de troc@miat e matriz polimérica) e do
método de preparacdo. Trés estruturas que podemeonc@pos a mistura

polimero-argila sdo mostradas na Figura 1. Quangwoliomero é incapaz de
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intercalar (ou penetrar) entre as folhas da argilaa composicdo de fase
separada é obtida. Em uma estrutura intercaladaeoama morfologia bem
ordenada, com alternancia de camadas poliméricdisplagl e inorganicas e
uma estrutura esfoliada, quando as camadas da aégildispersas e uniformes
em um polimero (HUSSAIN et al., 2006). A MMT ¢ uargila que pertence ao
grupo estrutural dos filossilicatos 2:1, sendo amstgopor duas folhas tetraédricas de

silica e uma folha central octaédrica de alumin@RMES, 2009).

[l
A\

Camadas de silicato Polimero

\

l
s

[, st 1§ o ) "'"--.. > .
(a) (b) -— (<) )
Separagdo de fases Hanocompésito Hanocompésito
(compésito convencional) intercalado esfoliado

Figura 1 Estruturas que podem ocorrer apés a raigiiimero-argila.
Fonte: Hussain et al. (2006).

A camada de silicato atua como refor¢o mecénicamioo, reduzindo a
flexibilidade do polimero. A principal razdo passa melhoria nas propriedades
mecanicas é a forte interacdo entre a matriz emmda de silicato, devido a
grande superficie exposta dessas camadas (CYRAS 2008).

Devido a potencial resisténcia dos microrganisnassamtimicrobianos
classicos, os peptideos antimicrobianos tém se ragmstuma ferramenta

importante para diminuicdo dessa resisténcia.
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A lactoferrampina bovina (Lfampin) € um peptidediraitrobiano que
esta localizado no dominio N1 da lactoferrina, eoximidade da lactoferricina,
a qual desempenha papel crucial nas atividades efabrana mediana da
lactoferrina (VAN DER KRAAN et al., 2004). Sabe-qae a quantidade de
aminoacidos, ou seja, a sequéncia deles, é queniledea acdo do peptideo em
questao.

De acordo com o fabricante (GenScript USA Inc. argfai, China), a
Lfampin 268-284 apresenta a formula quimica CO93MNEBO24 e tem sua

estrutura demonstrada na Figura 2.
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Figura 2 Estrutura quimica da Lfampin 268-284
Fonte: GenScript USA Inc. (Shangai, China).

Sendo assim, este trabalho foi realizado com dtiebjee investigar a
incorporacdo da MMT na matriz polimérica & basead@do, adicionar a
Lfampin ao sistema matriz de amido + MMT e ava#iarpropriedades Gticas,
mecanicas, fisicas, morfoldgicas e térmicas, alértaga de permeabilidade ao

vapor de agua dos compositos e dos hanocompésitdszidos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

O amido de milho foi fornecido pela Corn ProduBmmzil S.A.; o
glicerol foi obtido da Vetec Quimica Fina Ltda. §SRaulo, Brasil); a MMT
(Cloisite® — nanofil 116) foi fornecida pela Southem Clay derts, Inc.
(Gonzales, TX) e a Lfampin (aminoacidos 268-284jacsequéncia é
WKLLSKAQEKFGKNKSR e pureza 95%) foi obtida na emgmeGenScript

USA Inc. (Shangai, China). Agua destilada foi méiia como solvente.

2.2 Delineamento experimental

As concentragbes de glicerol, MMT e Lfampin utiias nesse
experimento foram determinadas mediante pré-testejo estas calculadas em
relacéo a matriz amido.

Foram elaborados trés tratamentos, sendo eles:

Tratamento 1 (T1) — 3% de amido de milho (3 g) %620e glicerol
(0,48 mL) + agua destilada (completou para 100mL).

Tratamento 2 (T2) — 3% de amido de milho (3 g) %620e glicerol
(0,48 mL) + 5% de MMT (0,15 g) + agua destiladanfptetou para 100 mL).

Tratamento 3 (T3) — 3% de amido de milho (3 g) %620e glicerol
(0,48 mL) + 5% de MMT (0,15 g) + 10% de Lfampind@) + agua destilada

(completou para 100 mL).
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2.3 DeterminagBes do melhor tempo de sonicagéo

Para possibilitar a esfoliacio e/ou a intercalacda MMT
(argilosilicato), foram elaborados compésitos (amide milho + glicerol)
incorporados com o argilosilicato em diferentespgesnde mistura (5, 10 e 15
minutos) por sonicacéo, com amplitude de 30%. Qpaguento utilizado para
sonicar foi um Sonicador (Branson Ultrasonics Cdgl. LModelo Digital
Sonifief’ 450, Shanghai, China).

Para determinar o tempo de sonicacdo a ser dilina elaboracdo dos
nanocompositos foram realizadas analises de pozutés mecéanicas (forca
maxima, resisténcia a tracdo e alongamento na re)ptmos quais foram

testados os diferentes tempos de mistura.

2.4 Elaboracdes dos compdsitos e nanocompadsitos

Os compositos e 0s nanocompdsitos foram elabonaiil@sando-se o
processo ‘“casting”, que consiste na desidratacdonue solucdo filmogénica
(gel) aplicada sobre placa de Petri (HENRIQUE; CBRE SARMENTO,
2008).

Para a elaboracdo de compdsitos e nanocompoésitas fotilizados
amido de milho, glicerol, MMT, Lfampin e agua diexta.

Foi feita uma solucdo por meio da dispersdo da MidTmatriz amido
de milho + glicerol + agua destilada, conforme &nsaterior, com diferentes
tempos de sonicagdo. A solucdo foi mantida em gigtaconstante e
aquecimento até 75 °C. O peptideo (Lfampin) foeseentado apos a formacao
do gel na temperatura entre 35 °C e 40 °C, perraadecsob agitacdo constante

por uma hora.
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Para cada solucao (T1, T2, T3) foi medido o pH poreio do
potencidmetro TEC-3MP (Tecnal, Brasil). Posteriantee o gel foi vertido em
placas de poliestireno e acondicionado em estufdifitadora com circulagéo
de ar constante (model 435314, Hotpack, EUA), 2Q% 50% UR, para a
perfeita secagem dos compdésitos e nanocompositmmi®de secos, eles foram
retirados das placas e acondicionados em dessecadi@ndo solucdo salina

saturada (NaCl), a 75% de UR, para analises posgsri

2.5 Andlises estatisticas

Para determinar o melhor tempo de sonicacéo, assdaxperimentais
foram submetidos a analise de variancia e a anddiseegressao para variavel
tempo, a 5% de probabilidade, por meio do progr&mwgar, versdo 5.3 Build
77 (FERREIRA, 2011). Os critérios adotados paratajda equacéo foram 6 R
ser maior que 70% e o coeficiente de regressasigeficativo.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casudhbzéDIC) composto
por trés tratamentos (T1, T2, T3) e trés repeticPpesém, para as analises
mecanicas foram utilizadas seis repeticdes.

Os dados experimentais obtidos foram submetidoteste de média
(teste de Scott-Knott) para a variavel tratameat®% de probabilidade, por
meio do programa Sisvar, versao 5.3 Build 77 (FERRE2011).

2.6 Analises

2.6.1 Cor

A cor dos compdsitos e dos nanocompdsitos foi oetexda com

aparelho colorimetro Konica Minolta modelo CM-5¢@a), trabalhando com
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Dss (luz do dia), de acordo com Sobral (1999) e utilidaos padrées CIE Lab,
em que L* (corresponde a luminosidade) varia derét¢) a 100 (branco), a*
varia do -60 (verde) ao +60 (vermelho) e b* vare -#0 (azul) ao +60
(amarelo). Para calibracdo foi utilizada uma planca, cuja leitura foi L =
92,40, a* = 0,3162 e b* = 0,3326. Posteriormengyalores de L*, a* e b*
foram mensurados nas amostras de compdésitos eampositos. A partir dos
valores, a* e b*, calcularam-se o indice Cromarfaticidade — saturacéo de

cor — C*) (Equacéao (1)) e o angulo Hue (tonalidad® (Equacéo (2)).

C*= (&*b*?)” (1)

h = arctaviaty 2

A percentagem de opacidade (Op) foi calculada @ g Equacéo (3),
em que kp € a luminosidade do compésito e do nanocompdsticeposto no
padrdo preto e dg € a luminosidade do compodsito e do nanocompdsito

sobreposto no padréao branco.

Op (%) = (Lep/ Lpe) x 100 3)

2.6.2 Taxa de permeabilidade ao vapor de agua

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA)abmpdsitos e
dos nanocompésitos foi determinada utilizando-se Rermatran-W, modelo
1/50 G (USA), com sensor infravermelho, de acordm @ método padrdo
E398 — 03 da ATSM (ASTM, 2003 A amostra do compésito e do
nanocompdsito foi inserida entre duas mascaradudeirao, com area interna

de 12,6 crhe colocada na célula de difusdo do equipamentopa@&metros
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utilizados na analise foram temperatura de 37,8 8@iidade relativa controlada
de 50% (permeante) e 10% (lado seco). O resultaidexpresso em g agua/

(m? dia).

2.6.3 Propriedades mecanicas

A forca méxima, a resisténcia a tragédo (RT) e agdmento na ruptura
(AR) foram determinados utilizando-se texturém@tfoXT2plus (Stable Micro
System, UK — Reino Unido). O tamanho da célula aga foi de 50 kg. Os
corpos de prova para as analises foram cortadderemato de fita (80 mm de
comprimento e 20 mm de largura). Os parametroodfiguiracdo da andlise de
todos os compdsitos e hanocompésitos foram osrgeguivelocidade pré-teste
0,8 mm &, velocidade de teste 0,8 mm & velocidade pés-teste 10,00 mm s
A probe utilizada foi a A/TG (Tensile Grips), coristdncia das garras de 50
mm. A resisténcia a tracao foi calculada dividirsdoa forca maxima pela area
seccional do compdsito e do nanocompoésito (largdea compdsito e
nanocomposito x espessura inicial). Ja o alongamaatruptura foi calculado
dividindo-se o diferencial de extensdo pela se@aragicial das garras. Para
cada repeticdo foram utilizados seis corpos degorov

2.6.4 Espessura
As medidas de espessura foram tomadas com um n@tn@mxterno

digital (Instrutemp, Brasil), com resolucéo 0,00t ra escala de 0 a 25 mm. Os

resultados foram expressos em milimetros (mm).



57

2.6.5 Microscopia eletrdnica de varredura

As imagens de compésitos e nanocompdésitos forardasbtie acordo
com a metodologia proposta por Bengtsson, Koch terfBalm (2003), com
algumas modificacdes. Para isso, compdsitos e pammisitos foram
congelados em nitrogénio liquido, quebrados emguexdde ~2 mm e fixados na
sec¢do transversal, sob fita metélica adesiva d®pardupla face em “stubs” e
banhadas com ouro (metalizador SCD 050 — BalzermnJrAlemanha).
Posteriormente, estes foram analisados em micrasefgtronico de varredura
LEO EVO 40 XVP (Electron Microscopy Ltda, Inglat@yr 20kV e 500x de
aumento.

O amido de milho, a MMT e a Lfampin liofilizada thém foram
observados no MEV. As amostras em p6 foram “saflpisaem “stubs” sob fita
de carbono dupla face, secas a 70 °C, por 24éaeas seguida, banhadas com ouro.

Para melhorar a visualizacdo da Lfampin foi feitraudispersdo em
agua destilada. Uma gota da solucdo foi colocaddaemna de vidro fixada
sobre fita de carbono dupla face em “stubs”, sesaestufa, a 30 °C, por 48
horas, banhada com ouro e analisada em microsetgionico de varredura.

2.6.6 Espectroscopia de absorcao no infravermelho

Foi utilizado o equipamento FT-IR Nicolet 6700 (filhe Scientific,
EUA) com 32 varreduras e 1 ¢rde resolucéo na faixa de comprimento de onda
de 4.000 cml a 650 crif, para a caracterizacdo dos compésitos e
nanocompdsitos e amostras secas (amido, MMT e lifgmm regido do

infravermelho médio.
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2.6.7 Raios X

Andlises da estrutura cristalina de compositos rmec@mpositos e das
amostras (amido, MMT e Lfampin) foram determinadas difratdmetro de
raios X da marca Panalytical (modelo X PERT PROahida), com variagédo
angular de 10-80° @, radiacdo de Coi (A=1.78897 A) e velocidade de
exposicdo de 5 °C/min minsob tensdo de 40 kV (MORAIS et al., 2013).

2.6.8 Calorimetria diferencial de varredura e analke termogravimétrica

A propriedade térmica de compésitos e nanocongmsitda amostra
seca (amido, MMT, Lfampin) foi determinada por caietria diferencial de
varredura (DSC) (Model DSC 60A, Shimadzu, Germamyg analise térmica
diferencial (DTA) para determinar a perda de mdssaealizada por meio da
analise termogravimétrica (TG) (Model DTG — 60H,infsdzu, Germany).
Foram utilizados cerca de 5 mg de cada amostragpegalizacdo das analises,
sendo os compdsitos e 0s nanocompositos cortadqeedatos pequenos. As
amostras foram colocadas em cadinho e a referéracia cadinho vazio. Ambas
as analises utilizaram o fluxo de nitrogénio a 90 por minuto e uma taxa de
aquecimento de 10°C minde 30 °C a 300 °C, para o DSC e de 30 °C a 600 °C
paraa TG.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinag¢fes do melhor tempo de sonicacao

Foram realizadas analises mecanicas, com a fidalide avaliar qual
foi o melhor tempo efetivo de sonicacdo para acestfio dos nanocompa@sitos.

A andlise de variancia esta representada na Tabela

Tabelal Quadrados médios da ANOVA e respectigaificancias para forca méaxima
(FM), resisténcia a tracdo (RT) e alongamento d#ura (AR), para os
nanocompa@sitos elaborados com diferentes tempssrideacao.

Fonte de variacdo Graus de liberdade Quadrados médios
FM (N) RT (MPa) AR (%)
Tempo 2 262,522 130,577 0,967°
Residuo 15 25,279 24,327 0,336
CV (%) 17 22,40 19,02 19,89

significativo, a 5% de probabilidade, pelo testd-de
"S ndo significativo, a 5% de probabilidade, peltaek F.
FM = forca méxima; RT = resisténcia a tracdo; ARlsngamento na ruptura; CV =

coeficiente de variacao.

Para as variaveis FM e RT houve diferenca sigtifia, porém, os
dados ndo se ajustaram aos modelos matematicassprsfFigura 3A e 3B). J&
a variavel AR nao apresentou diferenca signifieatatre os tempos estudados,

sendo a média geral igual a 2,91%.



60

30 - .
= 25
Z 20 *
15 M
10 . . .
0 5 10 15
Tempo (min)
s
30 - .
7 25 *
=
=~ 20 - *
15
10 : : -
0 5 10 15

Tempo (min)

Figura 3 Tempos de sonicacao para as variaveiforga maxima (FM) e B) resisténcia
atracao (RT).

De acordo com as Figuras 3A e 3B, o tempo de spiicajue
apresentou 0s maiores valores para as propriedaele@nicas (FM e RT) foi o
de 15 minutos, tempo este adotado para a sonic@g@Eicnanocompdsitos. A
sonicacdo foi utilizada no intuito de auxiliar gertalacdo da MMT com a

matriz de amido de milho.



61

3.2 Caracterizacdes da matéria prima

Observam-se, na Figura 4, as eletromicrografiasvaleedura da
matéria-prima (amido de milho, da MMT, da Lfampiofilizada e isolada)
utilizada na elaboracdo dos compdsitos e nanocatoppsendo possivel a
visualizacdo do formato de cada material.

Figura 4 Eletromicrografias de varredura observadgasviEV: A — amido de milho, B —
MMT, C — Lfampin liofilizada, D — Lfampin isolada.

3.3 Andlises

Foram mensurados os valores de pH em cada sdilmagénica (gel),
referente a cada tratamento. O valor encontrad® gé&matamento 1 foi de 5,42;
para o tratamento 2, de 8,83 e, para o tratamenmte 3,28.

A incorporacéo da Lfampin acidificou o gel, fateegsugere que ocorreu
a precipitacdo dessa proteina (Lfampin). Esse tipo comportamento é
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verificado com a proteina do soro de leite, quahdoacidificacdo do meio
(SILVA; SILVA; FERREIRA, 2012).

Na Figura 5 estdo representados os materiaigattds na elaboracéo
dos compdsitos e nanocompositos elaborados. Viemddmpode-se notar que o
tratamento 3 (T3) apresentou coloracdo mais pitpdendo que os demais
tratamentos, pois a adicdo da Lfampin proporciocaoracdo mais escura no
nanocomposito, quando comparado aos tratamentesi?1

Figura 5 Fotos dos materiais utilizados na elatimralps compdsitos e nanocompositos
elaborados, T1 = amido + glicerol, T2 = amido €gtol+MMT, T3 = amido +
glicerol + MMT + Lfampin.
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Os resultados da caracterizagdo dos compésitasceampositos (T1, T2 e

T3), cor e taxa de permeabilidade ao vapor desgaacontram nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 Quadrados médios da ANOVA e respectigrsfgancias para indice croma
(C*), a&ngulo hue (h), opacidade (Op) e taxa de pabitidade ao vapor de

agua (TPVA).
Fonte de Graus de Quadrados médios
variagao liberdade C* h Op TPVA (g 4gua
m? dia®)
Tratamento 2 20,851 5129,048 1,584°  10837,556
Residuo 6 0,041 8,927 2,325 529,054
CV (%) 8 9,84 2,30 5,32 9,41

significativo, a 5% de probabilidade, pelo testd-de
"S ndo significativo, a 5% de probabilidade, peltaet F.
C* = indice croma; h = angulo hue; Op = opaciddd®/A = taxa de permeabilidade ao

vapor de agua.

Tabela 3 Valores médibpara as variaveis indice croma (C*), angulo hjeqpacidade
(Op) e taxa de permeabilidade ao vapor de agua&JPV

Tratamento c* h Op TPVA (g 4guadia’)
T1 0,387 b 167,068 a 28,459 a 293,696 a
T2 0,668 b 137,277 b 28,098 a 177,417 b
T3 5,087 a 85,363 ¢ 29,498 a 261,956 a

T Média de trés observacdes. Médias seguidas pamanketra, na coluna, néo diferem
entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de pritidade.

T1 = tratamento 1; T2 = tratamento 2; T3 = tratatmé&, C* = indice Croma; h = angulo
Hue; Op = opacidade; PVA = permeabilidade ao vdpaigua.

Para as variaveis C*, h e TPVA houve diferencaifi@ativa (p < 0,5)

entre os tratamentos. O T3 apresentou maior val@ @* e menor valor para h
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e 0 T2 obteve o menor valor para TPVA. J4 pararéawa Op ndo houve
diferenca significativa (g 0,5).

A adicao da Lfampin (T3) alterou a cor dos nangudsitos, resultando
em maior saturacdo da cor (indice croma — C*) eoméonalidade (angulo
hue — h). Este fato era esperado, uma vez que rapirfiaapresenta coloracao
alaranjada.

A taxa de permeabilidade ao vapor de agua € aandessapor de 4gua
transmitida por meio de uma unidade de area emumtade de tempo sob
condi¢Bes especificas de temperatura e umidadevae{fd AMPEERAPAPPUN
et al., 2007).

Kampeerapappun et al. (2007); Muller, Laurindoam¥éshita (2011) e
Ibrahim (2011), em seus trabalhos com nanocompdsitamido + MMT, assim
como neste trabalho (T2), encontraram reducdo mmgabilidade quando
adicionaram MMT ao compdsito de amido. O Gltimooauwttribuiu esse fato a
grande quantidade de camadas de silicato dispeasasitriz e ainda relatou que
essa diminuicdo é importante para o uso em embaade alimentos, para
revestimento e outras aplicacfes em que sdo neessbarreiras poliméricas
eficientes.

Assim como foi verificado neste trabalho, Fariagrdélheze e Mali
(2012); Slavutsky, Bertuzzi e Armada (2012) e Siskyi et al. (2014) também
observaram diminuicdo na permeabilidade dos congsysjuando adicionados
de MMT e mencionaram que as lamelas da argila poddgam caminhos
tortuosos que dificultam a passagem dos vaporesngindo a permeabilidade
ao vapor de agua dos nanocompoésitos obtidos.

Na Tabela 4 e 5 sdo apresentados os resultadasardaterizagéo

mecanica e espessura dos compoésitos e dos nanaitoadl, T2 e T3).
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Tabela 4 Quadrados médios da ANOVA e respectigasfisdncias para forga maxima
(FM), resisténcia a tracdo (RT), alongamento naurap(AR) e espessura

(Es).
Fonte de Graus de Quadrados médios
variagdo liberdade FM (N) RT (MPa) AR (%) Esym)
Tratamento 2 32,243 92,258° 3,525 192,728
Residuo 6 20,435 35,822 0,539 176,511
CV (%) 8 29,83 29,96 33,28 38,69

*significativo, a 5% de probabilidade, pelo testd-de
"S n&o significativo, a 5% de probabilidade, peltdek F.
FM = forca maxima; RT = resisténcia a tracdo; ARAlengamento na ruptura; Es =

espessura.

Tabela 5 Valores médihspara as variaveis forca maxima (FM), resistérci@acio
(RT), alongamento na ruptura (AR) e espessura (Es).

T FM (N) RT (MPa) AR (%) Esum)

T1 14,903 a 18,670 a 2,808 a 28,179 a
T2 17,590 a 24,381 a 2,467 a 35,500 a
T3 12,974 a 16,871 a 1,343 b 39,333 a

! Média de seis observacg6es. Médias seguidas pelaariefra, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de prdidallie.
T1 = tratamento 1; T2 = tratamento 2; T3 = tratatme3) FM = forca méaxima; RT =

resisténcia a tracdo; AR = Alongamento na rupthsas espessura.

Isoladamente, os maiores valores para forca mé&dmasisténcia a
tracdo foram para o T2, em que foi adicionado MM nompdsitos de amido,
porém, ndo houve diferenca estatistica (p5) entre os tratamentos. O aumento
na resisténcia a tracdo com a adicdo de MMT foeaslo no trabalho de
Kampeerapappun et al. (2007) (~19 MPa a 21,2MPa).
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Cyras et al. (2008); Chung et al. (2010); Mullesurindo e Yamashita
(2011); Faria, Vercelheze e Mali (2012) e Slavutskgl. (2014) encontraram o
mesmo comportamento para propriedade mecéanica,demraar MMT aos
compositos de amido. A resisténcia a tracdo aurmneet@ alongamento na
ruptura diminuiu. Os autores informaram que essepootamento era esperado
e o atribuiram a resisténcia da prépria argila quéstdo da intercalagdo das
camadas de silicato com matriz, por meio das ligagie hidrogénio formadas
entre as hidroxilas do amido e da MMT, denotandsjna boa dispersdo da
MMT na matriz de amido, levando, portanto, a unongd da matriz polimérica.

Faria, Vercelheze e Mali (2012), em experimenton coompositos
biodegradaveis a base de amido de mandioca, afmdolinilico e MMT,
constataram que a MMT atua como agente de refagm g matriz de amido e
essa adicdo pode ter levado a formagéo de essuhais resistentes e rigidas.

Apenas foi encontrada diferenca estatistica (P<Pdra a variavel
alongamento na ruptura, para a qual T3 obteve ammeailor entre os demais
tratamentos.

N&o foi observada diferenca nos valores de espesom adicdo de
MMT e Lfampin, nos compdésitos de amido. O mesmorreecono trabalho de
Kampeerapappun et al. (2007), no qual a espessosacdmpdsitos nao
apresentou diferenga com a adicdo de diferentaegiqades de MMT na matriz

de amido.
3.3.1 Microscopia eletrdnica de varredura
Na Figura 6 observam-se as eletromicrografiasageesiura das secfes

transversais de compésitos e nanocompdsitos eidmiom amido de milho,
glicerol, MMT e Lfampin (T1, T2 e T3).
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Figura 6 Eletromicrografia de varredura de seciiessversais dos compdsitos e
nanocompdsitos: T1 — amido + glicerol, T2 — amidglieerol+MMT, T3 —
amido + glicerol + MMT + Lfampin.
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Nos compdésitos e nos nanocompésitos nao foi pelsserificar a
presenca isolada de cada material. No geral, op@sitos e 0s hanocompoésitos
apresentaram aparéncia homogénea e nao foi posdisetvar evidéncia de
separacdo entre os componentes de compdsitos eonamisitos.

De acordo com Mali et al. (2002), a matriz homa&géa compacta dos
compoésitos é um bom indicador da sua integridadérutesal e,
consequentemente, boa propriedade mecénica s@eésada. O T3, entre 0s
demais, foi 0 que se mostrou menos compacto, sulperima estrutura mais
fragil, com aspecto poroso, fato que corroboraessiltados das propriedades
mecanicas (Tabela 5). Esse aspecto pode ser a@lmpar meio da possivel
precipitacdo ocorrida na formacao desse nanocotopd@svido a acidificacédo

do pH.

3.3.2 Espectroscopia de absorcdo no Infravermelho

A espectroscopia de absorcdo na regido do infreatap foi utilizada
para a caracterizacdo de compdsitos e nanocompdsiteeus componentes
(amido, MMT e Lfampin). De acordo com Lengowski 120 uma alteracdo na
organizacgdo cristalina faz com que o perfil espéctas amostras seja alterado
por meio da reducdo ou do aumento da intensidade noesmo, o
desaparecimento e o surgimento de picos caragtesigias regides cristalinas
das amostras.

Como mostrado nas Figuras 7A, 7B e 7C, os trattorell, T2 e T3
mostraram aumento na intensidade da banda extrementerga do grupo
hidroxila, relacionada as ligagbes de hidrogénia égua remanescente do
processo de secagem (SCHLEMMER, 2011), sendo 42,3327 e 3.335 chn
respectivamente, em comparacdo com o amido puB21(3cni). Amostras

amorfas apresentam bandas mais nitidas e com metemsidade, em



69

comparacdo com as amostras com maior cristalinidade podem ser
correlacionadas com a cisdo de ligacdes de hidim@éna e intermoleculares
(LENGOWSKI, 2012).

Na Figura 7A estao representados os espectros #d IRL, juntamente
com um dos componentes do compdsito, o amido, cbnalidade de verificar
a modificacdo do espectro apds a producdo do cétmpdsbanda 2.928 cih
do T1 aumentou em relacdo ao amido (2.889"gnDe acordo com Liu et al.
(2012), os quais trabalharam com modificacdo neutesd e na propriedade
fisico-quimica de amido de milho por meio de traatos de irradiacdo, essa
banda é vinculada ao estiramento C-H dos atomasidiegénio do anel de
metano; quanto maior a cristalinidade da amostenomé a intensidade da
banda (LENGOWSKI, 2012). De acordo com Magalha@9g&®, as bandas de
forte intensidade na regidao 1.200 a 1.000* coaracteristicas do amido, sdo
atribuidas a vibra¢des de deformacéo axial de @@leodis e a vibracdes de
deformacdo axial do sistema C-O-C. Essas bandacgpam com maior
intensidade nos tratamentos T1, T2 e T3, quandgaradas com 0 amido puro.
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Figura 7 Espectro FTIR, sendo: A = tratamento &inédo de milho; B = tratamento T2,
amido de milho e MMT; C = tratamento T3, amido déhay MMT e Lfampin.
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O espectro FTIR do tratamento T2 e os componemtemdocompoésito
(amido e MMT) estéo representados na Figura 7BinAesmo no experimento
de Magalhaes (2008), que trabalhou com bioplastiaosestruturados de amido
de milho e argilas, pode ser observada a banda.989 znt, atribuida a
deformacéo axial de ligagbes C-H. Na MMT, a banda3d18 cril indica
grupos O-H livres e a absor¢do méaxima a 1.013 émtribuida ao alongamento
e a flexdo da vibragdo Si-O-Si (SLAVUTSKY et al012). O desaparecimento
da banda em 3.618 ¢nmo espectro da MMT também foi observado por outros
autores (SLAVUTSKY et al., 2014; LIU et al., 201CHAUDHARY; LIU,
2013), indicando a substituicdo de moléculas da &igucamada intermédia da
MMT e a formacgéo de novas ligacdes de hidrogénin oopolimero, ou seja,
interacdo entre o amido e a MMT.

Ja& a Figura 7C representa o espectro FTIR do tesmmT3 e
componentes do nanocompoésito (amido, MMT e Lfampid® acordo com
Lishda (2006), a presenca do grupo carboxilico CQOdtb grupo amina NH
indica a presenca de aminoacidos, consequentemgmesenca de proteinas. A
Lfampin apresentou bandas de 3.276, 2.960, 1.62329 cni que, de acordo
com o0 mesmo autor, sdo indicativas da funcao a(ditd,), do grupo funcional
carboxilico (-COOH) e as Ultimas duas bandas (cegjiéire 1.500 a 1.800 &in
referem-se a banda de amida | e Il (FABIAN etE93). No espectro FTIR do
tratamento T3 também apareceu a banda atribuidefarnthcdo axial de
ligacdes C-H (2931 cil). Porém, nesse espectro de infravermelho ficaeatéd
a interacdo apenas do amido e da MMT. Pela metgdolte analise ndo foi
possivel quantificar a presenca da Lfampin incagamo nanocompoésito.
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3.3.3 Raios X

A difracdo de raios X é uma ferramenta valiosaapdeterminar e
estudar a forma de organizacdo estrutural de unpasto. Na Figura 8 estéo
representados os difractogramas de raios X dasta@sa@sn po: amido, MMT e
Lfampin e dos compésitos e nanocompoésitos (T1, T3k Foi realizada a
analise no amido, na MMT e na Lfampin, no intuite comparar com os
resultados dos raios X dos compdésitos e nanocotopps verificar qual a

alterac@o dos compdsitos e nanocompositos caustaladgicdo dos materiais.

"' Amido
MMT
~u.am--4r’”‘~k\uﬁ__w e Mot Lfampin
Mm
T1
T2
\\wk*"”“*“-‘--_~ T3

1 - 1 - 1 1 1T 1T 1T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

2 Theta (graus)

Figura 8 Difractograma de raios X das amostras damMMT, Lfampin) e dos
compositos e nanocompositos (T1, T2, T3).

Na Figura 8 observam-se os difractogramas de caaterial. Para o
amido de milho foram observados quatro picos cpamgentes ao angula2
(17,5% 19,9° e 20,9° — dublete; 26,7°). Para a Mbfam observados quatro
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picos referente ao angulal28°; 23,1°; 33,4°; 40,8°). Ja para a Lfampin foram
observados cinco picos para o angulo(23,9°; 22,2°; 51,3°; 52,4°; 60,2°). Para
0 T1 nédo foi observado nenhum pico, demonstranddamto, uma estrutura
amorfa. Em T2 foi observado um pico correspondantéangulo 2 (5,8°) com
d-espacamento igual a 1,77 nm, sendo este deslomadoelacdo ao pico
principal da MMT (21 = 8° e d-espacamento = 1,28 nm). Em T3 foi observa
um pico préximo de 2 (4,6°), d-espagamento igual a 2,25 nm e também
deslocado em relagdo ao pico principal da MMT. BEompmgaracao com a
Lfampin, o T3 ndo apresentou nenhum pico que detramse a interacdo com o
peptideo. Esse comportamento da Lfampin tambénoldeervado na andlise
FTIR-ATR.

Ibrahim (2011) trabalhou com nanocompdésito de amid®MT e
também verificou pico menor para os nanocompésijosndo comparados
somente com a MMT e sugeriu que, durante o procdsselaboracdo do
nanocomposito, o amido seria capaz de penetrae estrlamelas da argila,
aumentando, assim, o espacamento entre as lardedapdcamento), denotando
uma estrutura intercalada. Esse fato indica umerdgfio entre o amido e a
MMT, assim como observado nas analises de pernsdsl ao vapor de agua e
de FTIR-ATR.

A diminuicdo do angulo 2 e o aumento do d-espacamento nos
nanocompositos de amido + MMT, quando comparadoseste a MMT,
também foram observados nos trabalhos de SlavuB&ytuzzi e Armada
(2012) e Cyras et al. (2008). Estes ultimos autcekzgaram que esse resultado
deve indicar que o glicerol ou o amido, ou ambodtaeam nas camadas de
silicato, formando um nanocompoésito amido/MMT intdado, sem atingir a
completa esfoliagdo. De acordo com Park et al. Ap@Fse fato pode ser devido
as fortes interacBes polares entre o grupo hidgrakil amido e a camada de
silicato da MMT.
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3.3.4 Calorimetria diferencial de varredura e analse termogravimétrica

Na Tabela 6 podem ser visualizados os resultaal®amnilises de DSC e
TG, para os materiais (amido de milho, MMT e Lfamm@ para os compdsitos e
nanocompositos (T1, T2 e T3). As amostras forantiamas no intuito de dar

suporte aos resultados dos tratamentos elaborados.

Tabela 6 Calorimetria diferencial de varredura (DSCtemperaturas de transicéo,
mostrando as temperaturas de picg),(mperatura inicial J e temperatura
final (Ty); TG (analise termogravimétrica), mostrando aspematuras iniciais
de degradacéo (J, temperatura maxima de degradacédg.jTe a perda de

massa (PM).
Amostra DSC TG
1° estagio 20 estagio

Tp To Tt To Trmax PM To Tmax PM

G (6 (O (°C) (°C) (%) (°C) (°C) (%)
Amido 97,52 28,30 150,33 40,65 63,08 10,606 211,836,22 77,872
MMT 103,89 26,06 148,93 46,27 56,62 14,960 - - -
Lfampin 92,00 33,12 129,90 222,67 312,68 87,755 - - -
T1 87,50 27,27 160,27 50,04 62,89 10,296 301,731,783 77,492
T2 85,42 32,74 128,61 48,61 80,74 10,735 291,434,686 73,882
T3 75,49 33,92 145,66 40,10 76,86 10,493 268,749,256 75,232

T1 = compésito de amido + glicerol; T2 = nanoconipéde amido + glicerol+MMT;
T3 = nanocompdésito de amido + glicerol + MMT + Lfaimy DSC = calorimetria
diferencial de varredura;,F temperatura de pico da fusag;temperatura inicial da
fusdo; T = temperatura final da fusdo; TG = andlise termognétrica; | =
temperatura inicial de degradacaq;,J= temperatura maxima de degradacédo; PM =

perda de massa.

Em relacdo ao DSC, a adi¢cdo da Lfampin diminuiteraperatura do
pico da fuséo (gelatinizac¢&o), para o T3. ;&Aol menor para o T2, com a adi¢édo
da MMT ao compdsito de amido. Liu et al. (2011)bairam essa diminuicdo a

by

reducdo do tamanho dos cristais e a presenca derfaigbes nos cristais,
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devido a compatibilidade da MMT com o amido, a qualpediu a
cristalinizagdo, em que o silicato se op6s a retrggado das cadeias de amilose.

De acordo com Huang et al. (2004), a adicdo daTMMpediu a
formacéo de ligacGes de hidrogénio entre as maséald amido, restringindo a
cristalizacéo.

A analise termogravimétrica foi utilizada paraestigar a estabilidade
térmica dos compdsitos e dos nanocompdsitos, fenmtecinformacgdes sobre a
temperatura de degradacgéo térmica. Foram consakerdois estagios para a
TG, sendo o primeiro relacionado & perda de dgossegundo, a degradacdo
(pirdlise) dos materiais. A perda de massa dos Oeitgs e dos
nanocompositos, tanto para o 1° quanto para otagiesfoi semelhante. A
temperatura inicial () e maxima de degradacaq,f) do T3, para o 2° estagio,
foi menor, em comparagdo aos outros tratamentosseja, houve uma
diminuicdo na resisténcia térmica dos nanocompsigso pode ter ocorrido
devido a mudanca que a Lfampin proporcionou nosammpoésitos amido + MMT,
como sugerido nos resultados de alongamento naawgMEV.

No T2 foi detectada a maior temperatura de degéaaios dois
estagios; dessa forma, a adicdo de MMT ao compd@st@mido provocou
aumento da estabilidade térmica. Esse comportantanibém foi observado
por lbrahim (2011) e Schlemmer (2011), que trabalinacom nanocompdésitos
amido/MMT. No entanto, o primeiro autor relatou gese aumento pode ser
devido a MMT, que € um mineral inorganico com a@saabilidade térmica e
excelentes propriedades de barreira, podendo impgdi o calor transmita
rapidamente e limite a continua decomposicédo degmmpdsito. Ja o ultimo
autor afirma que quanto maior o grau de delaminag@&or o aumento na
resisténcia térmica. Esse fato corrobora a andleseraios X, em que foi
detectado aumento no d-espacamento para 0s handsitmspde amido +

MMT. De acordo Slavutsky et al. (2014), o aumeradaemperatura de pico em
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todos os estdgios da degradagcdo nos nanocompdsitims que a MMT
apresenta dispersdo homogénea na matriz.

Schlemmer (2011) sugere que 0 compdsito que aypees@enor
absorcdo de agua e maior valor de estabilidadeicgrindica um compésito
com melhor interacdo polimero-argila, como verdizgara o T2 no presente
trabalho, conforme dados das Tabelas 3 e 6.

A adicdo de Lfampin em nanocompdsitos amido + MNII3)
proporcionou aumento na taxa de permeabilidadeaporvde agua e menor
valor para alongamento na ruptura, quando compaadb2. Uma explicacdo
para esse fato é que, mesmo a Lfampin ndo tendalsigéctada nas andlises de
FTIR-ATR e raios X, ela teria aumentado a hidrofilade na matriz, devido aos
grupos hidroxilas presentes na estrutura da Lfarfifigura 2), possibilitando a
formacdo de uma estrutura fragil, menos compacta, &specto poroso, como
observado no MEV, aumentando, assim, a permeatidida

Vale ressaltar que, apesar de a Lfampin ndo thr ditectada em
algumas caracterizac6es realizadas, devido a metpaale analise utilizada é
possivel que tenha ocorrido interacdo, pois alguprapriedades avaliadas
foram alteradas, sugerindo que esse peptideo fErtieipado das reacdes que
envolvem a elaboracao dos nanocompdésitos.
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4 CONCLUSAO

Dentre os tempos avaliados, 15 minutos de sorocagd melhor para
promover a incorporacdo da MMT na matriz amidoigeegbl. A intercalacéo da
MMT na matriz (T2) melhora a taxa de permeabilidadevapor de agua e as
propriedades térmicas, diminuindo a permeabilidagle aumentando a
estabilidade térmica. Nas condi¢des que foi reddiza trabalho, a adicdo da
Lfampin ndo foi detectada nos nanocompodsitos (T®)rém, altera as
propriedades o6ticas, morfolégicas e térmicas, aids a coloragdo do
nanocompdésito, com maior saturacdo de cor e memalidade, morfologia
com aspecto poroso, mengy (femperatura de pico da fuséo) e diminuicdo na

estabilidade térmica.
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RESUMO

A mandioquinha-salsa é uma raiz nobre com baixa vitl pos-
colheita. O revestimento dessa raiz com soluc&aofiEnica (gel) a partir de
polissacarideos, proteinas, lipideos e derivadoesprporados com agente
antimicrobiano, pode proporcionar aumento na ceaséo pos-colheita. Os
objetivos, neste trabalho, foram: incorporar a lganmos compésitos e medir a
acdo antifangica por meio do teste de halo; queatifa concentracdo minima
inibitéria (CMI) do peptideo a bactérias e aval@amcao antibacteriana nas
mandioquinhas-salsa revestidas com o gel, armaaer@attmperatura ambiente.
Para os fungo#\spergillus flavus, A. ochraceus e Penicillium roqueforti foi
realizado o teste de difusdo em agar, nos comgdiit@amido incorporados com
Lfampin em diferentes concentracdes (32 pg'me4 pg mr*, 174 pg mt,
348 pg mLt, 1.740 pg mt* e 3.480 ug mt) e, para as bactérias, foi realizada a
CMI de Pectobacterium chrysanthemi (halo de inibicdo com 10% de peptideo,
7,6 mm de diametrop. caratovora (halo de inibicdo com 10% de peptideo, 7,5
mm de didmetro e 5%, 7,1 mm de didmetr&peherichia coli (halo de inibicao
com 10% de peptideo, 8,1 mm de didmetro; 5%, 7,4dexdliametro e 2,5% ,7,2
mm de didmetro) e verificada a acdo antibacteriglaa Lfampin nas
mandioquinhas-salsa revestidas. Nas condi¢bes een fgjurealizado este
experimento, a Lfampin ndo apresentou a¢do antdféng apresentou baixa
eficiéncia antibacteriana para os microrganismuaglasos.

Palavras-chave Batata-baroa. “Amarela de Senador Amaral’. Lfampi
Montmorilonita. Peptideo antimicrobiano.
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1 INTRODUCAO

A mandioquinha-salsaAfracacia xanthorrhiza Bancroft) é conhecida
por diversos nomes, como batata-baroa, batata-tmneenoura-amarela e
batata-filza, entre outros. No Brasil, a mandidgaipalsa € cultivada e
consumida, principalmente, nas regibes sudestk e su

As mandioquinhas-salsa sdo consideradas nobresmpaeao frageis,
sendo suscetiveis a doencas e a ferimentos naofitesta. Com isso, cada vez
mais estudos relacionados a extenséo da sua Vitlariiam-se necessarios.

A microbiota dos alimentos, em geral, é associaian o0s
microrganismos presentes no alimento cruimwatura, bem como aqueles
contaminantes que ocorrem durante 0 manuseio, cegsamento e dos
sobreviventes aos tratamentos de preservacao,ais germanecem durante o
armazenamento dos produtos (CHITARRA; CHITARRA, 200

Os microrganismos séo considerados “deteriorantggando se
desenvolvem no alimento, obtendo energia a paodr @mponentes basicos
desse alimento. Sdo considerados “patogénicos” dguasob determinadas
condicBes, produzem substancias téxicas (toxinas)gqusam danos ao vegetal
ou a salde do consumidor, por promoverem intoxeEacfCHITARRA;
CHITARRA, 2005).

Assim como outras hortalicas, a mandioquinha-sakta sujeita as
deterioracdes provocadas por bactérias, fungosatoihas e virus (SOUSA,
2014).

De acordo com pesquisador Nuno Madeira, da Embkamgalicas
(Brasilia, DF), a cultura da mandioquinha-sals@sgmta potencial produtivo de
40 a 50 toneladas por hectare, mas a média brasiitiia-se em torno de 10t
ha' a 12 t ha (MACEDO, 2012). A maior causa da alta perecibiielalesta
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raiz estiq relacionada com a perda de massa frescargnspiracdo e a
deterioracdo causada por microrganismos (SOAREE, @007).

Henz, Reifschneider e Duarte (2006), em traballoon cbactéria
pectolitica envolvida na “mela” da mandioquinhasaaho Brasil, de 1998 a
2001, encontraram 227 isolados Hewinia spp., tendo 89,9% deles sido
identificados comde. chrysanthemi, 9,7% comcE. carotovora e somente 0,5%
comoE. carotovora subspatroseptica.

De acordo com Mariano et al. (2005), as bactériapdtogénicas
pectinoliticas sao patégenos radiculares e indusémomas de murcha,
podridao-mole, canela-preta, talo-oco e tombameet@lantulas. Os géneros
dessas bactérias sdo conhecidos cBmwnia, Pectobacterium e Dickeya. Em
trabalho referente a bactérias fitopatogénicasopetiticas, os mesmos autores
relatam a controversa taxondmica e de nomencledteeentes a esses géneros.

De acordo com Santos et al. (2000), o principangg causal da
podriddo-mole sdo as bactérias do gériereinia, principalmente na poés-
colheita. Os sintomas iniciais da doenca sédo dsfeesde aspecto encharcado
nas raizes, causando posterior decomposicdo doede&ao ditas podriddo-
mole, apresentando odor caracteristico extremamelggagradavel, nédo
exatamente pelo ataque da&winia, mas pela acdo de microrganismos
decompositores associados ao seu ataque (MADEIRRAZ3\, 2004).

Henz et al. (2005), em trabalho sobre danos cassaelo impacto de
gueda na qualidade poés-colheita de raizes de nwandims-salsa, a maior
incidéncia de deterioracdo naquelas que foramiagas mecanicamente era
esperada, uma vez que muitos patégenos pés-caolideitdependentes de portas
de entrada para iniciar a infec¢éo, principalmeo&nc¢as causadas por fungos.

Compdsitos antimicrobianos para embalagens podemeder um
obstaculo a mais por meio de um cenario de liberagitrolada. H& duas

categorias gerais de compdésitos antimicrobianosgelagem que o agente
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antimicrobiano migra do compdsito e aquela em gagemte permanece dentro
do material do compésito. Devido a natureza doalim se o antimicrobiano
ndo migra do composito, pelo menos na superficiealdoento, tera efeito
limitado (DAWSPM et al., 2005).

Testes de suscetibilidade em microrganismo sdaadibs para verificar
a eficiéncia ou ndo de agente antimicrobiano. Bifugm agar € um dos
métodos que permitem quantificar a migracdo daractbbiano, por meio da
formacé&o do halo de inibicdo, que é a regido ontdcoorganismo nao cresce.

No método da difusdo em agar, um disco de papekigmado com uma
quantidade conhecida de agente antimicrobianootadb na superficie de meio
de cultura sélido apropriado contido numa placa Ridri e previamente
inoculado com o microrganismo a testar. Durantealiacdo da placa de Petri a
uma temperatura adequada para o crescimento dorgacismo teste, o agente
antimicrobiano é difundido do disco de papel paran@io solido. A certa
distancia do disco, o valor de CMI é atingido. Uatoh(zona transparente) de
inibicio é formado em volta do disco, onde nado cams coldnias do
microrganismo. Assim, apés 24 a 48 horas de in@dya& medido o didmetro
do halo de inibicdo formado a volta do disco. Ordito do halo de inibicdo é
proporcional a quantidade de agente antimicrobipresente no disco, a
solubilidade do agente, ao coeficiente de difus@ioneio de cultura sélido e a
eficacia global do agente antimicrobiano (QUANTIRICAO..., 2005).

A CMI é a concentracdo do agente antimicrobianosnimixa que
impede um determinado isolado bacteriano de seiplicdr e reproduzir. A
concentracdo é determinada incubando-se uma qadetidonhecida de
bactérias com diluigbes especificadas do agenieniantbiano. Os testes de
CMI podem ser realizados utilizando-se caldo ou ég&EPHEN et al., 2005).

A escala nefelométrica de MC Farland (NEFELOBACum@ dos

métodos utilizados para padronizar a quantidadeiderganismo utilizado nos
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testes de suscetibilidade. De acordo com o fakkag@robac do Brasil Produtos
Bacteriolégicos Ltda.), essa escala é o padraaud@gio para determinar a
intensidade da multiplicacdo bacteriana em meioscwvo liquidos. Esta
multiplicacdo se manifesta nos meios de cultivoitigs por um aumento das
particulas (bactérias) que se opdem a livre passag@ luz, provocando
turvacao ou opacidade no meio. Quanto maior o ndishetbactérias, maior sera
a opacidade do meio de cultura. O NEFELOBAC é pesfzade acordo com a
férmula nefelométrica de MC Farland, que consisteuena série de 11 tubos
numerados de 0.5 a 10, com diferentes quantidaeletoceto de bario e acido
sulfdrico, para se obter diferentes concentrac@essulfato de bario, que
correspondem a diferentes contagens bacterianasimA< tubo n° 0.5
corresponde a 150 milhdes de bactérias por mL de meo tubo n® 10
corresponde a 3 bilhées por mL de meio.

Devido ao uso indiscriminado de antimicrobianodssicos, muitos
microrganismos adquiriram resisténcia ao longoedgpb. Portanto, a utilizacéo
de peptideos antimicrobianos vem sendo estudada temamenta importante
para a diminuicdo dessa resisténcia.

Estes peptideos antimicrobianos consistem de adeiatas de
aminoacidos hidrofébicos e com carga positiva, éerdo-lhes alterar a
bicamada lipidica dos microrganismos, devido a pelel ions e de substancias
metabdlicas, o leva a morte celular (DAWSPM et2Q5).

A lactoferrina é uma proteina presente na ligagddedo em fluidos
biolégicos de muitos mamiferos, como lagrimas,vaak leite, amplamente
investigados devido as suas mdltiplas atividadeatifidade antimicrobiana
direta da lactoferrina afetando a parede celular lectérias, ocorre devido a
dois peptideos antimicrobianos de uma parte N-teimida cadeia de
aminoé&cidos da proteina, chamada lactoferricirectoferrampina (PAWLIK et
al., 2009).
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Um aspecto importante ao determinar o modo de egfwegado por
um peptideo antimicrobiano é estudar a sua capbrida interagir com as
membranas (HANEY et al., 2007).

Os resultados encontrados por Haney et al. (20éf)em claramente
as contribuicbes para o modo de acdo antimicrohi@solactoferrampinas. De
acordo com os autores, o modelo proposto de atigidmtimicrobiana para
lactoferrampina bovina (Lfampin), em que os catiales regido C-terminal
participam da atracdo eletrostdtica a superficietebana carregando-a
negativamente, seguida pela inser¢cdo N-terminddiceamada, ainda é valido.
Porém, as grandes cadeias laterais hidrofobicdspml@riptofano) 268 e da Phe
(fenilalanina) 278 séo importantes porque ancorgpemiideo na superficie de
uma membrana. A Phe 278 contribui com uma partafisigtiva da forca de
interacdo entre o peptideo e as membranas, cat@gannegativamente, e o
Trp 268 €, em grande parte, responsavel pela pinfade de penetragdo do
peptideo no nicleo hidrofébico de uma bicamadaa@sres ressaltam que a
flexibilidade na regido C-terminal ndo € essencmdra a atividade
antimicrobiana da lactoferrampina bovina, mas #skébilidade pode contribuir
para a diminuicdo da atividade hemolitica desstgep

O presente trabalho foi realizado com os objetides desenvolver
composito ativo incorporado com Lfampin, medir @éacantifingica dos
compositos por meio do teste de halo (teste desdtifiem agar), quantificar a
concentragcdo minima inibitéria (CMI) do agente mitrobiano para as
bactérias em estudo e, por Ultimo, avaliar a acatibacteriana em
mandioquinha-salsa cultivar Amarela de Senador Amaevestidas com

solucdo filmogénica, armazenada a temperatura atebie
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2 MATERIAL E METODOS
O trabalho foi dividido em quatro etapas que faram

13) elaboracdo dos compoésitos amido + glicerol amdin (em
diferentes concentracdes);

2%) estudo do efeito antimicrobiano dos compésitogdo + glicerol +
Lfampin nos fungos avaliados;

3?) avaliacdo da CMI da Lfampin em bactérias;

4%) avaliacdo do efeito antibacteriano nas mandibas-salsa
revestidas com solugcdo filmogénica contendo amidglicerol e, ou
MMT ou Lfampin.

2.1 Materiais

O amido de milho foi fornecido pela Corn ProduBmazil S.A,; 0
glicerol foi obtido da Vetec Quimica Fina Ltda. ¢SRaulo, Brasil); a MMT
(Cloisite® — nanofil 116) foi fornecida pela Southem Clay d®rets, Inc.
(Gonzales, TX) e a Lfampin (aminoacidos 268-284, acigequéncia €
WKLLSKAQEKFGKNKSR e pureza 95%), foi obtida na emga GenScript
USA Inc. (Shangai, China). Agua destilada foi mtitla como solvente.

As mandioquinhas-salsa ‘Amarela de Senador Améredm adquiridas
na Ceasa do municipio de Contagem, MG, um dia degei colhidas. Em
seguida, as mandioquinhas-salsa foram seleciorjpdatamanho e auséncia de
injarias), lavadas em agua corrente e sanitizadassolucdo de 100 mg'Lde
hipoclorito de sddio, por dez minutos. As mandiofas-salsa foram secas com

auxilio de secador com jato de ar frio.
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2.2 Elaboracao dos compdsitos

Foram elaborados compésitos com 3% de amido deor(@g) + 20%
de glicerol (0,48 mL) + diferentes concentracded faenpin + agua destilada
(completou para 100 mL). As concentracbes de Lfamgilizadas foram:
32 pg mL* (0,09% em relacéo a matriz — amido + glicerol)uggmL* (0,18%
em relacdo & matriz — amido + glicerol); 174 pg™mD,5% em relagdo a
matriz — amido + glicerol); 348 pg rMl(1,0% em relacdo & matriz — amido +
glicerol); 1.740 pg mt (5,0% em relacdo & matriz — amido + glicerol) 488.
ng mL* (10,0% em relagdo & matriz — amido + glicerol).

Foi feita uma solucdo por meio da dispersdo matrzo de milho +
glicerol + agua destilada. A solucdo foi mantida agitacdo constante e
aquecimento até 75 °C. O peptideo (Lfampin) foeseentado apos a formacao
do gel, na temperatura entre 35 °C e 40 °C, soacdgi constante, por uma hora.

Posteriormente, o gel (solugcdo filmogénica) foitide em placas de
poliestireno e acondicionado em estufa umidificadoom circulacdo de ar
constante (model 435314, Hotpack, EUA), a 25 °@% R, para a perfeita
secagem dos compdésitos. Depois de secos, eles fetaados das placas e
acondicionados em dessecador contendo solucda salinrada (NaCl), a 75%

de UR, para aplica¢gBes posteriores.

2.3 Estudo do efeito antimicrobiano dos compdésitams fungos avaliados

Foram utilizados trés fungos, sendepergillus flavus e Aspergillus
ochraceus, provenientes da Colecéo de Cultura do DepartantEnt@iéncia dos
Alimentos (CCDCA) dPenicillium rogueforti, extraido de queijo comercial tipo

gorgonzola.
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Os fungos foram cultivados em meio de cultura égtato de levedura
Czapeck (CYA), por 7 dias, a 25 °C, em camara @scimento. Depois, 0
fungo do génerdlenicillium foi repicado em meio de cultura especifico para
identificacdo (malte extrato de agar, MEA) e inadaor 7 dias, a 25 °C, em
camara de crescimento. Posteriormente, foram dddasvas caracteristicas
macroscopicas e microscopicas do fungo e, por deichave de identificacéo
(PITT, 2000), foi confirmada a espécie.

Depois dos trés fungos repicados, os isolados eansezstados foram
transferidos para placas contendo o meio de cudigaa Czapeck e incubados, a
25 °C, por 7 dias, em camara de crescimento. Aesissip de esporos de cada
fungo foi preparada em agua destilada estéril adotd®,1% de Tween 80. A
camara de Neubauer foi utilizada para a determindedconcentracéo final de
esporos (10a 10 esporos mt valor aceitavel). A concentracdo de esporos foi
padronizada, sendo 1@sporos mL: paraAspergillus flavus e A. ochraceus, e
10% esporos mtt paraPenicillium roqueforti.

As etapas da metodologia utilizada no experimepdona cada fungo,
estdo representadas na Figura 1.
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Figura 1 Fotografias das etapas dos ensaios ddaate antifiingica, sendo: A = placa
com colénia dePenicillium roqueforti; B = suspensdo de esporos fangicos
com 1¢ esporos/mL; C = deposicdo de 10 pL da suspensdesperos
fungicos no centro da placa de Petri contendo cordei cultura Mueller
Hinton Agar (M-H Agar); D = deposi¢cdo de compdsimntendo peptideo
sendo colocado sobre os 10 pL da suspenséo desdpogicos.

Para cada fungo foram utilizados 10 pL da suspedsdesporos no
centro da placa de Petri (9,0 cm de diametro) colot® meio de cultura M-H

Agar. Posteriormente, foi colocado, em cima da eosfio de esporos, O
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composito, com 4,5 cm de didmetro. Foram testadas doncentracdes por vez
e foi verificado, por meio do teste de halo, semmgdsito foi ativo ou ndo. As
analises foram realizadas em duplicata. As plag@sf incubadas em camara
de crescimento, por 7 dias, a 25 °C.

Além dos compésitos, foi testado o gel com 3.480mL™" de peptideo,

ou seja, 10,0% em relacdo a matriz.

2.4 Avaliacdo da CMI da Lfampin em bactérias

Foram utilizadas trés bactérias ndo enteropatogg&riPectobacterium
chrysanthemi e Pectobacterium carotovora, ambas isoladas da mandioquinha-
salsa e pertencentes a colecéo do Laboratério cierBdogia do Departamento
de Fitopatologia da UFLA, e a cefscherichia coli (ATCC 31619).

Primeiramente, foi realizada a cultura estoque pwmio do agar
inclinado e meio de congelamento (15 mL de glicefyb g de peptona
bacteriolégica, 0,3 g de extrato de levedura, Oge dNaCl e 100 mL de agua
destilada). As cepas foram armazenadas a -18 °@ Rarealizacdo do
experimento foram realizadas repicagens para a teragdo das culturas
vidveis.

A CMI foi realizada com 12 concentragbes do peptidetoferrampina
bovina, sendo elas: 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,625%4,3%6, 0,156%, 0,078%,
0,039%, 0,020%, 0,010% e 0,005%, mais uma cong@&wraontrole com o
cloranfenicol (antibiético), totalizando 13 conaagbes. A metodologia
utilizada para a CMI foi de acordo com Stepherl.€2805).

Para realizagdo do CMI foi feito o cultivo das Baiets por meio do
caldo Brain Heart Infusion (BHI) par&. coli e caldo Meio 523 de Kado e
Heskett (1970) sem agar (sacarose (10 g), extetiewkdura (4,0 g), caseina
acida hidrolisada (8,0 g),.KPQ, (anidro) (2,0 g), MgS©(0,3 g), agar (17,0 g)
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e H0O (.1000 mL)), pardPectobacterium chrysanthemi e P. carotovora. A E.
coli foi incubada, a 37 °C, por 24 horas, em camarardecimento e as
Pectobacterium foram incubadas, a 28 °C, por 24 horas, em cardara
crescimento. Apos esse periodo, as bactérias fapitadas em agar inclinado,
parak. coli agar TSA (Tryptone Soya Agar) e, p&extobacterium, o Meio 523
de Kado e Heskett (1970) e novamente incubadashemara de crescimento, a
37 °C e 28 °C, respectivamente, por 24 horas.

Para a padronizacdo da concentracdo de bactéridilipada a escala
nefelométrica de MC Farland, padrdo 4,0°(@W&C mL?) (Kit MC Farland 0,5
até 10 — Probac do Brasil Produtos Bacteriologldds.). Para cada bactéria,
com o auxilio da alca de platina, foi retirado @dulo do tubo inclinado e
colocado em 40 mL de agua peptonada estéril. Honadgeu-se formando uma
suspensdo e esta foi ajustada até a sua turbidtezdiiocom a da suspensao
padréo. Dessa concentragdo retiraram-se 30 mLescartaram-se em 300 mL
de agar fundido. Depois, homogeneizou-se e colseoem placas de Petri
estéreis com diametro de 15 cm. Apés solidificaddaneio, foram colocados,
em cada placa, 13 discos estéreis de papel fitra 6,6 cm de diametro,
aleatoriamente. Em cada papel filtro foram adicimsa 100 pL de cada
concentracdo da Lfampin, incluindo o antibidticaseplacas foram levadas para
incubar em camara de crescimento, nas temperati#aacordo com cada
bactéria, por 24 horas. O CMI foi realizado emliggia. Do frasco contendo
agua peptonada mais o indculo foi retirado 1 mkrestentado em tubo com 9
mL de 4gua peptonada e foram feitas sucessivaeddhi 10 a 10°. A partir da
diluicdo 10° até 10 foram plaqueadas em duplicata. No intuito de covfi a
concentragdo do in6culo utilizado no CMI, incubeu-em cémara de
crescimento nas temperaturas de acordo com cadéribagor 24 horas, e
contabilizou-se a unidade formadora de colénia (UE® cada dilui¢cdo, as

quais foram transformadas em Log UFC. Apés a incubacéo, os halos
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formados para a CMI foram medidos com o auxiliaualepaquimetro e aferiu-

se o diametro (mm).

2.5 Avaliagéo do efeito antibacteriano nas mandiogohas-salsa revestidas

Depois da determinacdo da CMI, foi realizada aulegdo de cada
bactéria na superficie da mandioquinha-salsa sad#i por meio da suspenséo
contendo in6culo e agua peptonada estéril. Novamenturbidez foi ajustada
com a escala de MC Farland, padrao 4,0. Dentroddsaa de fluxo laminar
(Labconco Corporation, modelo 36212/36213 Tipo A/BBUA), as
mandioquinhas-salsa foram imersas nesta suspens#éo,o0 auxilio de um
pegador universal estéril e, em seguida, transfenihra potes de polipropileno
estéril. As mandioquinhas foram incubadas em camam@rescimento, a 25 °C,
por 24 horas.

De acordo com Henz et al. (2005), é provavel goactéria responsavel
pela podriddo-mole venha do campo e permanecatdateas lenticelas das
raizes, iniciando a doenca sob condicéo favor&eeho temperaturas acima de
20 °C e umidade relativa acima de 75%. Mesmo ashiinrealizada a
inoculacédo das bactérias nas mandioquinhas-salsa.

Apds as 24 horas, as mandioquinhas-salsa inocufadam revestidas
com géis elaborados, utilizando-se os seguinte®riagt amido de milho,
glicerol, MMT, Lfampin e agua destilada.

As concentracfes utilizadas neste experimento fodmterminadas
mediante pré-teste, sendo estas calculadas erAg&lanatriz amido.

Foram considerados cinco tratamentos, sendo eles:

Tratamento 1 (T1) — raiz sem revestimento
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Tratamento 2 (T2) — raiz revestida com gel (3% ma&la de milho (3 g)
+ 20% de glicerol (0,48 mL) + 4gua destilada (catgl-se para 100 mL)).

Tratamento 3 (T3) — raiz revestida com gel (3% m&la de milho (3 g)
+ 20% de glicerol (0,48 mL) + 5% de MMT (0,15 g) agua destilada
(completou-se para 100 mL)).

Tratamento 4 (T 4) — raiz revestida com gel (3%ankdo de milho (3
g) + 20% de glicerol (0,48 mL) + 5% de MMT (0,15g)1L0% de Lfampin (0,3
g) + agua destilada (completou-se para 100 mL)).

Tratamento 5 (T5) — raiz ndo inoculada e revestiola gel (3% de
amido de milho (3 g) + 20% de glicerol (0,48 mLH% de MMT (0,15 g) +
agua destilada (completou-se para 100 mL)).

Os géis foram elaborados conforme item 2.2. O riratdo T5 foi
utilizado apenas para comparacao visual.

A seguir, as mandioquinhas-salsa revestidas foramdagionadas em
bandejas de poliestireno estéril e armazenadasnemsala higienizada e em
condicBes ambientais. A temperatura e a umidadatival no periodo do
experimento variaram de 20,9 °C a 28,9 °C e dea&9%% U.R. O experimento
foi avaliado por oito dias, sendo as analiseszaddis de quatro em quatro dias
(tempo zero, tempo 4 e tempo 8).

Em cada dia de analise foram pesados 10 g do foredadicionados,
em saco stomacher estéril, 90 mL de agua peptoestdal, colocando-se no
homogeneizador digital tiptomacher (Metroterm, modelo 1204M, Brasil), por
5 minutos, a 490 golpes por minuto. Dessa suspensfimu-se 1 mL,
acrescentou-se em tubo de ensaio com 9 mL de agpnada e foram
realizadas sucessivas diluicbes’18 10°, as quais foram plaqueadas em
duplicata, no intuito de contabilizar a concentoadé inoculo. Incubou-se em

camara de crescimento, nas temperaturas de acondacada bactéria, por 24
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horas, e contabilizou-se a UFC em cada diluicA@nsformando-as,
posteriormente, em ciclos logaritmicos (Log UFC/g).

As avaliagcdes microbiologicas foram realizadas derdo com o
Manual of Methods Analysis of Foods — MicrobiolagicTesting (FSSAI,
2012).

2.6 Andlise estatistica

Para verificar a proximidade dos valores com a mégsltre eles,
referente aos resultados Log UFC/g das mandiogsigaisa inoculadas e
revestidas, foi utilizado o desvio padréo. Foraitagetrés repeticdes para cada

tratamento.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para a inoculacdo dos esporos defwaglo no centro da
placa de Petri, contendo o meio de cultura M-H Agadicionados dos
compositos e do gel incorporados com Lfampin, eapesentados na Figura 2.
N&o foi observada nenhuma formacao do halo dec#iibnas concentracdes
estudadas. Como nao houve efeito antimicrobian® gafungos e os resultados
foram semelhantes, na figura estd representadosoltago apenas para

Penicillium.
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Figura 2 Fotografias dos resultados da atividadiéUagica doPenicillium roqueforti,
sendo: A = compésito com 32 g thile peptideo, ou seja, 0,09% em relagéo
& matriz; B = compésito com 64 pg thde peptideo, ou seja, 0,18% em
relacdo a matriz; C = compésito com 174 ug'rde peptideo, ou seja, 0,5%
em relagdo & matriz; D = compdsito com 348 pg'me peptideo, ou seja,
1,0% em relagdo & matriz; E = compésito com 174@njud de peptideo, ou
seja, 5,0% em relacdo & matriz; F = compésito coA8B ug mL* de
peptideo, owseja, 10,0% em relacdo a matriz; G = solucao filbndégp com
3.480 pg mr* de peptideo, ou seja, 10,0% em relagéo a matriz.

Bellamy et al. (1994) verificaram as propriedadegifingicas da
lactoferricina B, um peptideo derivado da regiddeiinal da lactoferrina
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bovina e as concentracdes efetivas variaram enjg 31L" a 60 pg mL,
dependendo da estirpe e da cultura utilizada. Cersmnplo para os fungos
filamentososAspergillus fumigatus JCM 1917 A. niger JCM 5546,Penicillium
pinophilum JCM 5593 &P. vermiculatum JCM 5595, os autores encontraram 45
g mL?Y 30 pg mit, 3 ug mt* e 6 pg mt de CMI, respectivamente.

Lactoferrampina bovina e lactoferricina bovina sdiois peptideos
antimicrobianos localizados no dominio N1 da laidfia bovina. De acordo
com Tang et al. (2012), a atividade bactericida pgptideo em conjunto
(lactoferrampina+lactoferricina bovina) é mais dodo que separado. Em seu
trabalho com expressdo, purificagdo e atividadeibacteriana, foram
encontrados 158,1ug riflde CMI, para o fungE€andida albicans CMCC98001
e 19,8ug mL de CMI, para a bactéria gram-negatizaoli 0149.

Guiga et al. (2010) trabalharam com compdsitos rgm@ados com
nisina e obtiveram atividade antibacteriana. Vassaltar que os compdsitos
com nisina foram colocados em contato com o agar4 oras a 4 °C, antes da
adicdo do inéculoKocuria rhizophila), com a finalidade de permitir o processo
de migracdo da nisina para o meio. Esse fato pedersa das causas da nao
formacdo do halo de inibicAo com os trés fungosidasios neste presente
trabalho, ja que nédo foi realizada a CMI.

Na avaliacdo dos resultados (CMI) da atividadéaateriana por meio
do teste de difusdo com discos em meio sélido,aapfn e o cloranfenicol
(antibidtico) apresentaram halo de inibicdo (Figgira
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Figura 3 CMI do peptideo (Lfampin bovina) em retag@s bactérias, sendo: A =
diferentes concentracdes do peptideo (da esquardadireita) 10% (3.480
pg mLY), 5% (1.740 pg mt), 2,5% (870 pg mt), 1,25% (435 pg mt),
0,625% (2.17,5 pg mt), 0,313% (108,8 ug mtb), 0,156% (54,4 pg mb),
0,078% (27,2 pg mt), 0,039% (13,6 pug mt), 0,020% (6,8 pg mtb),
0,010% (3,4 pg mt) e 0,005% (1,7 ug mb), mais uma concentracéo
controle com cloranfenicol (antibiético), totalimo 13 concentrag¢des, que
foram calculadas em relagdo a matriz; B = halos idibicdo da
Pectobacterium chrysanthemi; C = halos de inibicdo d#&ectobacterium
carotovora e D = halos de inibi¢do dzscherichia coli.

Na Figura 4 esta representada a quantidade déribactem ciclo
logaritmico, utilizadas para a realizacdo do CWi,@da repeticéo.
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Figura 4 Quantidade (Log UFC/g) de bactérias quanfoutilizadas na realizacdo do
CMI, para cada repeticéo.

Pela CMI (Tabela 1) pode-se verificar que o pemtideve maior
eficacia contra @&scherichia coli, na concentracdo de 2,5% (870 pg’nie
peptideo em solucdo), seguida pectobacterium carotovora, na concentracdo
de 5% (1.740 ug nitde peptideo em solucéo) e, por UltinRectobacterium
chrysanthemi, na concentracdo de 10% (3.480 pg'me peptideo em solucéo).
O valor encontrado de CMI paEacali, neste trabalho, € superior ao encontrado
por Tang et al. (2012) (19,8 pug ML

Para o revestimento das mandioquinhas-salsa consolacao
filmogénica, foi considerada a menor concentragdoLfampin, que inibiu

completamente o crescimento das trés bactériasgmmto, conforme Tabela 1.
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Tabela 1 Concentracdo minima inibitéria (CMI) éovanédio* do halo de inibigdo para
as bactérias utilizadas no experimento.

CMI Halo de inibicdo (&, mm)
Pectobacterium  Pectobacterium  Escherichia
chrysanthemi carotovora coli
2,5% 7,2+0,06
5,0% 7,1+0,00 7,4+0,25
10,0% 7,6+0,25 7,5+0,06 8,1+0,44
Cloranfenicol (Controle) 29,4+0,85 28,8+0,21 2mom

*Média de 3 repeticdes.

As analises foram realizadas até o tempo de 4 ddas, as raizes de
mandioquinhas-salsa ja se apresentavam imprggaiaso consumo, com sinais
de podridao e odor desagradavel. Na Figura 5 esffiesentadas as fotografias
do processo de sanitiza¢é@o e inoculacdo das lzctdms mandioquinhas-salsa,
além das mandioquinhas-salsa inoculadas e nédolauas) revestidas com a
solucédo filmogénica, conforme os tratamentos e zemedas até o 4° dia de
analise. A Figura ® representa a mandioquinha-salsa ndo inoculad® dm4
de armazenamento. Visualmente, quando comparada asmdemais
mandioquinhas-salsa inoculadas e com o mesmo tataparmazenamento,
torna-se possivel verificar que esta apresentoacaspnelhor, sem sinais de
podridao e odor desagradavel.

Henz et al. (2005), em experimento com danos Ssi(quebras,
rachaduras, rupturas, lesdes superficiais) causpelasimpacto de queda na
gualidade pés-colheita de raizes de mandioquirdlas;s tiveram sua
conservacao pos-colheita comprometida, com proldemeadeterioracao, a 24
°C, independente da incidéncia de injurias mecénita mandioquinhas-salsa
lesionadas e as intactas, mantidas a 24 °C apaesendeterioracdo apds quatro
dias, alcancando 66% nas mandioquinhas-salsa dstae 84% nas

mandioquinhas-salsa com ferimentos.
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Tratamento 1

#* Quatro dias

Peotobacterivm chrmanthon

% Fero dias

% Quatroe diaz

Pootob acterinm carotoves

% Zero dias

* Quatro dias

Tratamenio 5

Zero diasz Quatro dias

Figura 5 Fotografias do processo de sanitizacadaoeulagdo das bactérias nas
mandioquinhas-salsa; e as mandioquinhas-salsalauzs) revestidas com a
solucdo filmogénica, conforme os tratamentos e zemedas até o 4° dia de
andlise, sendo: A = sanitizacdo das mandioquinalas-£om solucdo de 100
mg L™ de hipoclorito de sédio; B = mandioquinhas-sakspois de secas com
auxilio de secador com jato de ar frio; C = mandiohas-salsa sendo
inoculadas por meio da suspensao contendo inécatpa peptonada estéril;
D = mandioquinhas-salsa incubadas em camara deirogrgo, a 25 °C, por
24 horas; E at@ = mandioquinhas-salsa inoculadag Q = mandioquinhas-
salsa ndo inoculadas; E até L = mandioquinhas-sasauladas com
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Pectobacterium chrysanthemi; M até T = mandioquinhas-salsa inoculadas
com Pectobacterium carotovora; U até = mandioquinhas-salsa inoculadas
com Escherichia cali; E, I, M, Q, U, Y = mandioquinhas-salsa inoculadas
revestidas de acordo com o tratamento 1; F, J,,N,, Z = mandioquinhas-
salsa inoculadas e revestidas de acordo com oneata 2; G, K, O, S, Xy =
mandioquinhas-salsa inoculadas e revestidas del@omm o tratamento 3;
H, L, T, W, B = mandioquinhas-salsa inoculadas e revestidasatd@com o
tratamento 4y e Q = mandioquinhas-salsa néo inoculadas e revestidas
acordo com o tratamento 5; E até H, M até P, UNjt¢ = tempo zero dia de
armazenamento; | até L, Q até T, Y #@€Q = tempo quatro dias de
armazenamento.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados médiosog UFC/g,
das bactérias que foram inoculadas nas mandiogidlaa revestidas, em
funcdo do tempo de armazenamento. Pode-se obsguear para todas as
bactérias, no tempo 4 dias houve aumento do didlse aumento na contagem
de bactérias sugere a baixa eficiéncia dos tratamelurante o0 armazenamento
dessas mandioquinhas-salsa, de acordo com a magalolie inoculacdo
utilizada. O peptideo antimicrobiano demonstrout@fem solucdo por meio da
CMI, mas, ao ser incorporado na solucao filmogéreéste efeito ndo ocorreu.
Esse fato sugere que, nas solucbes formadas poemti#s concentracdes, o
peptideo estaria ativo, pois se encontrou livra pair e, quando o peptideo foi
adicionado na solucéo filmogénica, estaria indigpEn pois teria participado
das reacdes que fazem parte da elaboracédo deksg@sespparticipando, assim,
na formacdo da sua estrutura. Foi observado vismémo crescimento das

bactérias (Figura 5).
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Tabela 2 Valores médios* das contagens (Log UFGg3 bactérias que foram
inoculadas nas mandioquinhas-salsa revestidas,orgo |do tempo de
armazenamento (0 e 4 dias).

Tempo Tratamentos Log UFC/g
Pectobacterium Pectobacterium  Escherichia coli
chrysanthemi caratovora
Zero 1 5,52+0,59 5,97+0,11 6,25+0,49
dia 2 5,63+0,40 5,60+0,75 6,09+0,61
3 5,86+0,28 5,57+0,40 6,31+0,45
4 5,51+0,38 4,98+0,12 6,04+0,05
Quatro 1 7,91+1,53 10,00+2,11 10,86+0,27
dias 2 9,72+1,11 7,81+1,14 9,22+1,99
3 10,32+0,60 7,89+1,52 10,44+0,06
4 9,48+1,48 7,79+1,12 11,05+0,45

* Média de3 repeticbes

O mesmo ocorreu com o experimento de Soares @0417), no qual os
autores trabalharam com revestimento contendo textde mostarda e
sanitizacdo na conservacdo de batata-baroa, imzcuom a bactéria
fitopatogénicaErwinia carotovora, armazenada a temperatura ambiente, por 6
dias. As contagens de fungos filamentosos e leasdemmesofilos aumentaram
durante o armazenamento na ordem de 1,5 e 5,5scidgaritmicos,
respectivamente.

A Figura 6 foi inserida com a finalidade de visgati graficamente, os
resultados médios do ciclo logaritmico das badéyize foram inoculadas nas
mandioquinhas-salsa ‘Amarela de Senador Amarakstdas, em funcdo do
tempo de armazenamento. Nessa figura ficou evidgue o tempo de
armazenamento influenciou o0 aumento do ciclo logécd, para cada bactéria.
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Figura 6 Grafico representativo dos resultadoa pa ciclos logaritmicos das bactérias
qgue foram inoculadas nas mandioquinhas-salsa réaesem funcéo tempo

de armazenamento, sendo: A Pectobacterium chrysanthemi; B =
Pectobacterium caratovora e C =Escherichia coli.
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4 CONCLUSAO

Em todas as concentracdes do peptideo avaliadamgio do teste de
halo (teste de difusdo em &gar) nos compoésitospocados com Lfampin, ndo
ha acao antimicrobiana para os fungagergillus flavus, Aspergillus ochraceus
e Penicillium roqueforti.

O melhor efeito antibacteriano da Lfampin em r@taé CMI é para
Escherichia coli, seguida porPectobacterium carotovora e, por ultimo,
Pectobacterium chrysanthemi.

Nas condigbes em que foi realizado este experimeatoagdo
antibacteriana da solucdo filmogénica incorporadam c Lfampin no
revestimento de mandioquinhas-salsa, armazenadasn@eratura ambiente,

apresenta baixa eficiéncia.
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RESUMO

Mandioquinha-salsa € uma raiz muito perecivel esidemada nobre,
sendo seu valor comercial bastante elevado, emgé®lao de outras raizes.
Contudo, tornam-se necessarios cada vez mais ssteld@ionados a extensao
da vida dtil dessas mandioquinhas-salsa. Objetseouavaliar, fisica e
guimicamente, a vida util pés-colheita das manditips-salsa armazenadas a
temperatura ambiente, por meio de analises de pidea titulavel, sélidos
solaveis, relagdo SS/AT, perda de massa, cor eefim Realizou-se um
delineamento inteiramente casualizado fatorial astpor 4 tratamentos (T1,
T2, T3, T4), 3 repeti¢cdes e 5 épocas (0 dia, 2°4%alia, 6° dia e 8° dia). Ao
final do armazenamento, todos os tratamentos tiveireducdo da perda de
massa, sendo 7,38% para T1, 18,37% para T2, 23)89&T3 e 26,99% para
T4. A adicdo de montmorilonita (MMT) e lactoferraimg bovina (Lfampin)
diminui o pH (T3 — de 6,43 para 6,3 e T4 — de &18,07), favorecendo o
aumento da estabilidade das mandioquinhas-salsastidas. Apesar da
diminuicdo da perda de massa, as mandioquinhaassamntém a mesma
firmeza (24,31 N).

Palavras-chave: Arracacia xanthorrhiza Bancroft, ‘Amarela de Senador
Amaral’. Qualidade pés-colheita. Montmorilonita. ckeferrampin.a bovina.
Peptideo antimicrobiano.
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1 INTRODUCAO

A mandioquinha-salsaAfracacia xanthorrhiza Bancroft) também é
conhecida como batata-baroa, batata-salsa, balata-fcenoura-amarela e
outras denominagées, de acordo com a regido ondkivéada. E uma hortalica
pertencente a familia Apiaceae (Umbelliferae) ginéria da regido andina da
América do Sul. Tem alto valor alimenticio e nutmal, sendo rica em minerais
e vitaminas do complexo B (CAMARA, 1990). No Brasd cultivada e
consumida, principalmente, nas regibes sudestk e su

A cultura da mandioquinha-salsa apresenta potepoigutivo de 40 a
50 t/ha, mas a média brasileira situa-se em tom@Gda 12 t/ha (MACEDO,
2012).

No Brasil, a mandioquinha-salsa é, quase exclusiméen consumida de
forma ndo industrializada, com exce¢do da produdgiqpurés desidratados
utilizados na fabricacdo de sopas instantaneas &8\ 2014). E um alimento
considerado energético, sendo recomendado parasdigt criancas, pessoas
idosas e convalescentes, principalmente pelo setedo de calcio, fésforo e
niacina. Porém, é uma espécie com vida pds-colbaitante reduzida, 0 que,
associado ao longo ciclo da cultura, promove ewaps precos pagos pelos
consumidores (PEREIRA; SANTOS, 1997).

Dependendo da regido de producdo, a mandioquinée-sem
coloracdo de raiz diferente, isto devido, em grapdde, a preferéncia do
consumidor (SANTOS; BRUNE; GIORDANO, 1993). O Ihsttb Brasileiro de
Qualidade em Horticultura (2014) classifica a maqdinha-salsa, batata-baroa
ou batata-salsa em trés grupos, de acordo com quentss caracteristicas
morfolégicas: 1) amarelo comum — raiz de cor anaargensa e formato cénico;

2) amarelo de senador amaral — raiz de cor amatelzsa e formato cilindrico e
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3) branco — raiz de cor amarelo-clara a brancandtw cbnico, podendo
apresentar comprimento maior que 18 cm.

As caracteristicas de qualidade dos produtosdotati, de modo geral,
podem ser expressas pela integridade, frescor,r,saboma e textura,
caracteristicas combinadas com outras proprieddtdsas, quimicas ou
estéticas, visando relacionar a composi¢ao quictoaos atributos sensoriais e
nutricionais (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

De acordo com Xu, Xu e Chen (2003), revestimentm compdsito
comestivel € um método de armazenagem efetivo age ipibir a troca gasosa,
controlar a taxa de respiragdo, diminuir a perdand&ientes, reduzir a
evaporacdo da agua e evitar o crescimento de mar®mo, mantendo a
aparéncia fresca e a firmeza, aumentando, assualoo comercial de frutas e
hortalicas.

Martins (2003) cita que os compdsitos biodegradaymedem ser
produzidos a partir de polissacarideos (celulosebaidratos, gomas, etc.),
proteinas (gelatina, gluten, etc.), lipideos evdelds, cujas cadeias longas sao
capazes de produzir matrizes continuas que dadwgstao compoésito. O amido
vem sendo utilizado na producdo desses compégitisser um material de
fonte renovéavel, abundante e de custo reduzido.

Os compésitos biodegradaveis utilizados em alineeptmdem ser de
dois tipos: coberturas, quando sado aplicados diestiée nas superficies dos
alimentos e compositos, que sdo peliculas finamddas sobre um suporte.
Ambos podem ser definidos como uma fina camadairagmt formada ou
depositada no alimento, preparada a partir de raegtdsioldgicos que podem
agir como barreira a elementos externos (umida@®spgases), protegendo,
aumentando sua vida util e oferecendo integridesteutaral adicional aos
alimentos (KROCHITA; MULDER-JOHNSTON, 1997). Seneles compdésitos

confeccionados a partir de polimeros que atuam cbarceira a elementos
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externos, podem proteger os produtos e aumentdda Gtil dos mesmos
(WOLFF, 2003).

A utilizacdo de materiais biodegradaveis a padivérios biopolimeros
na elaboracéo das embalagens de alimentos vem pesduisada. No entanto,
0 uso de biopolimeros a base de amido tem sidotalimj devido as
propriedades de barreira e mecanicas serem, getanmobres, as quais podem
ser melhoradas pela adicdo de plastificantes eefdecos (cargas), formando
nanocompositos.

Os compésitos sdo materiais inovadores com protes
drasticamente melhoradas, devido & incorporacdgetpienas quantidades
(menos de 10% em peso) de cargas nanométricas enmmatniz polimérica.
Nanoparticulas podem ser classificadas de aconmosc@a morfologia, como as
particulas que sdo (i) em camadas (por exemplalas)g(ii) esféricas (por
exemplo, silica) ou (iii) aciculares, bigodes (memplo, 0os nanotubos de
carbono). O comportamento final pode ser melhorpdp forte e extensa
interacdo nanoparticula de polimero, bem como pedifio das particulas
(BORDES; POLLET; AVEROUS, 2009).

A principal argila organofilica utilizada é a momtntonita (MMT).
Essa argila tem recebido grande atencéo, nas gltieadas, como material de
reforco para polimeros, devido a alta razdo de chgpearacteristico deste
material e a possibilidade de intercalacao/esfatiadas camadas do silicato na
matriz polimérica. Magalhdes (2008), em experimetm bioplasticos
nanoestruturados de amido de milho e argilas, nangue a adicdo das argilas
MMT Na', MMT C&* e Cloisit& 30B & matriz polimérica de amido contribui
para o reforco do material. O mesmo aconteceuahallro de Faria, Vercelheze e
Mali (2012), no qual a adicdo da MMT atuou comon@ na matriz de amido de

mandioca e &lcool polivinilico, formando estruturass resistentes e rigidas.
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Além da adi¢&o de refor¢o (carga) a matriz biopétioca, os compadsitos
podem ter outras propriedades melhoradas, comoexmmplo, a propriedade
antimicrobiana, pelo acréscimo de peptideo antohiano.

Os peptideos antimicrobianos sdo proteinas de ba@sw molecular,
possuindo atividade antimicrobiana contra bactériass e fungos (LISBOA, 2006).

A lactoferrampina bovina (Lfampin) é um peptidediraitrobiano
derivado da lactoferrina, que € uma proteina ptesea ligacdo de ferro em
fluidos biolégicos de muitos mamiferos, como lagsn saliva e leite
(PAWLIK; SENDER; KORWIN-KOSSAKOWSKA, 2009). A lacferrampina
estd localizado no dominio N1 em proximidade datoferricina, que
desempenha um papel crucial nas atividades de membmediana da
lactoferrina (VAN DER KRAAN et al., 2004)

Sendo assim, o presente trabalho foi realizado@olrjetivo de avaliar,
fisica e quimicamente, a vida util pos-colheitar@izes de mandioquinha-salsa,
da cultivar Amarela de Senador Amaral, a tempeaxaambiente, por meio do
revestimento com compésito de amido de milho +egiic+ MMT + Lfampin.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

O amido de milho foi fornecido pela Corn ProduBmzil S.A.; o
glicerol foi obtido da Vetec Quimica Fina Ltda. §SRaulo, Brasil); a MMT
(Cloisite® — nanofil 116) foi fornecida pela Southem Clay derts, Inc.
(Gonzales,TX) e a LFampin, aminoacidos 268-284,a csgequéncia é
WKLLSKAQEKFGKNKSR e pureza 95%), foi obtida na emga GenScript
USA Inc. (Shangai, China). Agua destilada foi méiia como solvente.

As mandioquinhas-salsa ‘Amarela de Senador Améredm adquiridas
na Ceasa do municipio de Contagem, MG, com umal@othidas. Em seguida,
elas foram selecionadas (tamanho e auséncia dea@)julavadas em agua
corrente e sanitizadas com solucdo de 100 thgé hipoclorito de sédio, por
dez minutos. As mandioquinhas-salsa foram secas aacondicionadas sobre
papel filtro, em temperatura ambiente, por 12 haassala higienizada.

2.2 Elaboracao dos géis

As solucdes filmogénicas (géis) foram elaboraddrartido-se amido
de milho, glicerol, MMT, Lfampin e 4gua destilada.

Para o experimento utilizando solucdes filmogénicascompdsitos e
nanocompositos, como revestimento da mandioquialsa-foram considerados
0s seguintes tratamentos:

Tratamento 1 (T1) — raiz sem revestimento
Tratamento 2 (T2) — raiz revestida com gel (3% héda de milho +
20% de glicerol).
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Tratamento 3 (T3) — raiz revestida com gel (3% héda de milho +
20% de glicerol + 5% de MMT).

Tratamento 4 (T 4) — raiz revestida com gel (3%adedo de milho +
20% de glicerol + 5% de MMT + 10% de Lfampin).

Na Figura 1 estdo representados os fluxogramaslateracdo das
solucBes filmogénicas referentes aos tratamentpsT 32 T4, as quais foram

utilizadas para revestir as mandioquinhas-salsa.

T2

T3

T4

Suspensio:
Amido demilho +
glicerol

Suspensio:
Amido demilho +
glicerol + MMT

Suspensio:
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l
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Figura 1l Fluxograma da elaboracéo das solucliesdénicas (T2, T3 e T4) utilizadas
para o revestimento das mandioquinhas-salsa.

2.3 Revestimento das mandioquinhas-salsa

Apés selecdo, sanitizacdo e elaboracdo dos géisardioquinhas-salsa
foram submersas, por 5 minutos, em solucéo filmiogéa drenadas. Depois de

revestidas, elas foram colocadas em bandeja derisspndo devidamente
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identificadas e armazenadas em uma sala higienizadam condigGes
ambientais. A temperatura e a umidade relativa edogdo do experimento
variaram de 20,9 °C a 28,9 °C e 49% a 77% UR, cdspmente.

2.4 Analises nas mandioquinhas-salsa

2.4.1 pH

Foram pesados 10 g da raiz, os quais foram tdtgr&m 100 mL de
agua destilada. A leitura do pH foi realizada corauailio de potenciémetro
digital (Tecnal, modelo TEC-3MP, Brasil), de acomnn a técnica da AOAC
(2012).

2.4.2 Acidez titulavel

Foi feita uma suspensao por meio da trituracdoOdg da raiz em 100
mL de agua destilada. A acidez titulavel (AT) fetefminada por titulacdo com
NaOH 0,01N, tendo como indicador a fenolftaleina f@sultados foram
expressos em mg de acido malico 100 @de acordo com a técnica da AOAC
(2012).

2.4.3 Sélidos solluveis

Para quantificar em °Brix o teor de sélidos solsiM&S), 10 g de raiz
foram triturados em 100 mL de &gua destilada. yaas da solucdo foram
colocadas no refratdmetro digital (Atago, modeloLPA Japédo) e fez-se a

leitura para cada amostra.
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2.4.4 Relacdo SS/AT

Com os resultados de mg de acido malico 10 Brix foi calculada a
relacéo entre teor de solidos sollUveis e acidgatiel (SS/AT).

2.4.5 Perda de massa

A perda de massa (PM) da mandioquinha-salsa foérmeada
utilizando-se uma balanca semianalitica (Shimadmgdelo BL3200H,
Philippines) e calculada por meio da diferenca esopnicial da raiz e o peso
obtido em cada tempo de armazenamento, dividido pes$o inicial, sendo o

valor expresso em % PM.

2.4.6 Firmeza

A firmeza foi determinada ao longo da raiz das ditaquinhas-salsa,
utilizando-se texturébmetro TA.XT2plus (Stable Micgystem, UK), programa
Exponent Lite Express versdo 4,013,0 (2007), catuleéde carga de 50 kg. Os
parametros de configuracdo da andlise para as atmidhas-salsa foram os
seguintes: velocidade pré-teste 0,8 mm/s, veloeiddd teste 0,8 mm/s,
velocidade pods-teste 10,00 mm/s, a probe utilizemaa SMS P/3, com
penetracdo de 5 mm. Os valores obtidos foram esqsemm Newton (N).

2.4.7 Parametros de coloragao
A cor das mandioquinhas-salsa foi determinada coparetho

colorimetro Konica Minolta modelo CM-5 (Japéo) bathando com B (luz do

dia), de acordo com Sobral (1999) e usando os padtdE Lab, em que L*
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(corresponde a luminosidade) varia de 0 (pretd)@(bbranco), a* varia do -60
(verde) ao +60 (vermelho), b* varia de -60 (azub) €60 (amarelo). Para
calibracédo, foi utilizada uma placa branca, cujtuda foi L* = 92,40, a* =

0,3162 e b* = 0,3326. Posteriormente, os valoresLtjea* e b* foram

mensurados ao longo das raizes de mandioquintsss-gapartir dos valores de
L*, a* e b*, calcularam-se o indice Croma (cromigidcle — saturacdo de cor —
C*), utilizando-se a férmula C*= (&¥b*?)" o angulo Hue (tonalidade — h),
utilizando-se a férmula h = arctan b*/a’A& (diferenca de cor), utilizando-se a

formulaAE = (AL*? + Aa** + Ab*?) " em relac&o ao tempo zero dia.

2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

Realizou-se um delineamento inteiramente casualizddtorial
composto por 4 tratamentos (T1, T2, T3, T4), 3tiepes e 5 épocas (0 dia, 2°
dia, 4° dia, 6° dia e 8° dia), totalizando 60 udéda amostrais, sendo 12
amostras/dia.

Os dados experimentais obtidos foram submetidosndlisa de
variancia, a analise de regressao para a variéwgld e ao teste de média (teste
de Scott-Knott) para a variavel tratamento, a 5%mbabilidade, por meio do
programa Sisvar, versao 5.3 Build 77 (FERREIRA,1300s critérios adotados
para ajuste da equacdo foram & $er maior que 70% e o coeficiente de
regressao ser significativo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca significativa (p<0,05) para pH,ceatagem de acidez
titulavel (AT), relacdo entre sélidos sollveis adaz titulavel (SS/AT) de
mandioquinhas-salsa ‘Amarela de Senador Amaraksgdas com compdsito
amido de milho/glicerol/MMT/Lfampin (Tabela 1). Raa interag¢&o tratamento
versus tempo foi realizado um desdobramento, em funcdotetopo de

armazenamento.

Tabela 1 Quadrados médios da ANOVA e respectigrifigiancias para pH, AT, SS,
SS/AT, PM e Fi, para as mandioquinhas-salsa relsesttom composito e

nanocompasito.
Fonte de GL Quadrados médios
variacdo pH AT SS SS/IAT PM Fi
T 3 0,076 0,055 0,600 27,080 881,254 6,116"™
Tempo 4 0,362 0231 21,667 386,678 189,394 7,683™
T x Tempo 12 0,072 0,078 0,933 44,605 20,055™ 2,334™
Residuo 40 0,032 0,008 0,733 15,664 39,012 6,165
CV (%) 2,76 18,99 15,57 28,13 40,05 10,22

" significativo, a 5% de probabilidade, pelo testd-de

"S ndo significativo, a 5% de probabilidade, peltaek F.

T = tratamento; CV = coeficiente de variacdo; Ghraus de liberdade; pH = potencial
hidrogenibénico; AT = acidez titulavel; SS = soélidsslliveis; SS/AT = relagdo entre

sélidos sollveis e acidez titulavel; PM = perdardessa; Fi = firmeza.

Para a variavel pH (potencial hidrogenibnico), aeracdo dos
tratamentos (T1, T3 e T4yersus tempo foi significativa (p<0,05) e esta
representada pela Figura 2. Ja para interacaoniata T2versus tempo nao

houve diferenca significativa¥p,05), sendo seu valor médio de 6,5.
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Yr,=0,0027x*-0,0735 x +6,6366 F*=T1.46 %
Yr:=-0,0211x%+0,1535x +6,4318 B =69,85 %
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Figura2 pH das mandioquinhas-salsa revestiihsI3 e T4), em funcdo do tempo de
armazenamento (dias).

A medida de pH é importante, pois determina, eatrigos fatores, a
deterioracdo do alimento com crescimento de miardsgnos e a escolha da
embalagem (CECCHI, 2003). De acordo com Azered@qRQma das formas
mais comuns de aumentar a estabilidade de aliménpos meio da reducédo do
pH, reduzindo o crescimento microbiano.

Ao final do armazenamento, todos os tratamentasaia reducdo do
pH, quando comparado com o inicio. O pH do tratam&i comegou maior e
terminou maior em relacéo a T3 e a T4. No trabdh&€armo e Leonel (2012),
com clones de mandioquinha-salsa, a cultivar Araackel Senador Amaral
apresentou pH de 6,92, valor préximo ao pH paempb zero dia, referente ao

tratamento T1.
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De acordo com Vanetti (2000 citado por FERNANDES&13), a faixa
recomendada de pH para frutas e hortalicas frelsaes 5,5 a 7, e os valores
obtidos nesse trabalho encontram-se dentro deigsaefado variaram muito ao
longo do tempo de armazenamento, situando-se &@ea%,83.

Lopes, Castilho e Clemente (2011) trabalharam camdioquinha-salsa
minimamente processada revestida com quitosareoecapim-liméo e também
observaram essa diminui¢cdo do pH no 3°, 6° e 9tie@iarmazenamento, em
relacdo a amostra ndo revestida. Souto et al. {2886#bém encontraram valor
reduzido para pH, durante o armazenamento de dbBéasla’, a 8 °C.

Prates e Ascheri (2011) trabalharam com morangesstidos com
amido de fruta-de-lobo e sorbitol e ndo verificaiafftuéncia das coberturas de
amido no pH, mas observaram, no decorrer do terepogdo no pH dos frutos
em todos os tratamentos ao longo do armazenamest@eriram que essa
reducdo pode estar relacionada aos altos valongsrdentual de perda de massa
das amostras. Dessa forma, a perda do conteddoguk @ode ter sido
responsavel pelo aumento na concentracdo de aoig@dsicos, causando a
gueda nos valores de pH.

Os acidos organicos presentes em alimentos inflar@ng sabor, o odor,
a cor, a estabilidade e a manutencéo de qualidgaa@roporcéo relativa desses
acidos presentes em frutas e vegetais varia comaw de maturacdo e as
condictes de crescimento (CECCHI, 2003).

Para a variavel AT (acidez titulavel), a interagm tratamento T1
versus tempo foi significativa (p<0,05), sendo represdatana Figura 3. A
interacdo dos tratamentos T2, T3 e T4 também fpiifitativa, porém, ndo
houve ajuste do modelo matematico, conforme ao#ériestabelecidos

anteriormente, e os valores observados foram ogladbs na mesma Figura.
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Figura 3 Acidez titulavel (AT) das mandioquinhatsaa T1, e valores médios*
observados (T2, T3, T4), em funcdo do tempo de znmamento (dias).
*Média de 3 observacdes.

A acidez titulavel apresentou variacdo nos valodigante o
armazenamento. No tratamento T1, diminuiu até diagd°com aumento no final
do armazenamento. Para os demais tratamentos,3T8, T4, o valor de AT
oscilou durante o experimento, porém, o resultazlfiraal do armazenamento
foi maior do que no inicio.

No experimento de Carmo e Leonel (2012), que thabam com clones
de mandioquinha-salsa, a cultivar Amarela de Senad@aral obteve, para AT,
1,29 mg de &c. malico 100 gvalor maior do que a acidez do presente trabalho.

Prates e Ascheri (2011) também verificaram aumpatoteores de AT
ao longo do periodo de armazenamento, em moramg@stos com amido de
fruta-de-lobo e sorbitol.

Brackmann (1991, citado por PRATES; ASCHERI, 20Hfyma que

niveis mais elevados de acidez total titulavel poder resultantes da reducao
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da taxa respiratéria, pois os acidos sdo as suistdnmais prontamente
disponiveis para a obtencao de energia no cickreles.

Houve efeito significativo somente para a varidudependente tempo
(p<0,05), porém, ndo houve ajuste ao modelo matem&endo representados

os valores médios observados de soélidos solUvetiguaa 4.

$5 (* Brix)
in
*

a 2 4 5 g
Tempo (dias)

Figura 4Valores médios* observados para sélidos soluve®) (s mandioquinhas-
salsa revestidas, em fun¢do do tempo. *Média deotvéervacdes.

Mesmo sem um modelo matematico para represengaie caconteceu
com o teor de SS nas mandioquinhas-salsa revestaasazenadas ao longo do
tempo, pode ser observada, na Figura 4, tendéac@mento do valor de SS,
durante o armazenamento.

Os valores de SS encontrados por Botrel e Mad2@a2) (entre 4,25°
Brix e 11,25° Brix), que trabalharam com difererteadicdes de embalagem
para comercializacdo de mandioquinha-salsa, est@@ardo com os resultados

do presente trabalho.
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Assim como no presente trabalho, os valores de I88reados por
Lopes, Castilho e Clemente (2011) aumentaram derardarmazenamento de
mandioquinha-salsa ‘Amarela de Senador Amaral’ mmémhente processada
refrigerada e revestida com quitosana e 6leo esdehemos et al. (2007)
também observaram aumento no teor de sélidos ssldwedecorrer do periodo
de armazenamento de pimentdes revestidos com féeutandioca.

Esse aumento no teor de sélidos sollveis totale ger decorrente da
transformacg&o das reservas acumuladas durantemag@éo e o desenvolvimento
desses sélidos em acucares solliveis (JERONIMO; KRB, 2000 citados
por LOPES; CASTILHO; CLEMENTE, 2011)

Outra explicacdo para o aumento no valor de S® ped a perda de
massa. Andreuccetti et al. (2007) trabalharam coalidpde pés-colheita de
frutos de tomate, verificaram aumento no conteldo S5 ao final do
experimento e o relacionaram com a perda de massa.

A relacdo SS/AT é um importante indicador de sams alimentos,
principalmente aqueles destinados ao consamatura (SOARES et al., 2010).

Para a variavel SS/AT (relacéo entre sélidos sidlrecidez titulavel),
a interacdo do tratamentersus tempo foi significativa (p<0,05), porém, néo
houve ajuste ao modelo matematico, sendo reprementas valores médios

observados na Figura 5.
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Figura 5 Valores médios* observados para rel&&AT das mandioquinhas-salsa
revestidas, em funcao do tempo e dos tratamenigstZ; T3 e T4. *Média
de 3 observacoes.

Mesmo na auséncia de um modelo matematico, obsse/éendéncia
em aumentar o valor da relagdo SS/AT para os teattrs T1 e T3, uma vez
gue os valores encontrados para SS tenderam a tasmeomo verificado
anteriormente.

Fernandes et al. (2010) trabalharam com raizesltieaces de batata na
safra de inverno e encontraram valores de SS/AXimpos (22,50-29,55) aos
resultados do 4° dia de armazenamento deste toabalh

Houve efeito significativo para PM somente para \awiaveis
independentes tempo e tratamento (p<0,05). A Tabedpresenta a variavel
independente tratamento. Ja para a variavel indepés tempo nao houve
ajuste no modelo matematico, sendo representadosvatimes médios

observados na Figura 6.
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Tabela 2 Valores médios* para perda de massa (P&) miandioquinhas-salsa
revestidas, em fungéo dos tratamentos.

Tratamentos PM (%)
T1 7,38 a
T2 18,37 b
T3 23,59 ¢
T4 26,99 ¢

* média de trés observacbes. Médias seguidas pelaarlesra ndo diferem entre si,

pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

PM (%)

0 2 4 & 3
Tempo (dias)

Figura 6 Valores médios* observados para a vdriadependente tempo, sob o valor
de perda de massa (PM), das mandioquinhas-salksstidas. * Média de trés
observacdes.

As maiores perdas de massa foram observadas panaamentos T3 e
T4, justamente os que tiveram os menores valorepHlecomo discutido
anteriormente.

Assim como no experimento de Nunes et al. (200din péssegos

‘Aurora 2’ armazenados sob atmosfera modificadefiégeracéo, por dez dias,
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os frutos revestidos com fécula de mandioca a 3%saptaram maior perda de
massa do que os frutos sem revestimento. Os autonefiiram que a fécula de
mandioca a 3% nao foi eficiente em prolongar a pidis:colheita dos péssegos,
permitindo a perda excessiva de massa, tornandouims impréprios para a

comercializacdo a partir do oitavo dia de armazemam) com aspecto

enrugado. No presente trabalho, visualmente, aglioguinhas-salsa tiveram

sua aparéncia externa comprometida com a inteagHic das pontuacdes
escuras, a partir do quarto dia de armazenamento.

De acordo com Souza, Henz e Peixoto (2003), aedesperficiais
causadas pela abras@o ndo causam danos tdo drasticmandioquinhas-salsa
quanto as quebras, rachaduras e rupturas, masnafiitatamente o valor
comercial da raiz porque a aparéncia fica compridimetA medida que as
mandioquinhas-salsa vao perdendo matéria fresca amnbientes de
comercializagdo sem refrigeracéo, as lesdes sojdsfivdo se tornando mais
visiveis e diferenciadas do tecido intacto, podetmtnar-se escuras apds sua
ocorréncia.

Foi observado aumento significativo da perda de smaslas
mandioquinhas-salsa em todos os tratamentos aoo lalg periodo de
armazenamento. Esse comportamento também foi alskeno experimento de
Santos et al. (2011), que avaliaram a influénciacalmpdsitos de fécula de
mandioca e amido de milho na qualidade pés-colhditamangas ‘Tommy
Atkins'. Os autores atribuiram esse comportameatfatb de os compdsitos de
amido de milho e fécula de mandioca serem semigemsi® e permitirem que
os frutos continuem respirando e perdendo massa.

Damasceno et al. (2003) estudaram o efeito daagdio de compdsito
de fécula de mandioca na conservacgdo pds-colheitandate e concluiram que
0 uso do compdsito ndo reduziu significativamenpe@a de massa dos frutos.

O mesmo aconteceu com o experimento de Prates kerhs2011), que
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avaliaram o efeito da cobertura de amido de fretdodo e sorbitol na
conservacdo de morango e o resultado para perdaadsa ndo variou
significativamente entre os frutos sem revestimentevestidos. Portanto, o uso
das coberturas ndo foi efetivo no controle da pelelanassa dos frutos de
morango.

Tanada-Palmu (2003), em trabalho com revestimemtombrango,
também néo verificou a influéncia da cobertura ldéeg de trigo na perda de
massa dos frutos e acrescentou que a adi¢cdo dedgpés coberturas mostra um
efeito benéfico sobre a reducéo da perda de massaarangos.

Assim como no experimento de Pinto (2012), desemmehto de
compositos e revestimentos biodegradaveis a baamidi®, goma de cajueiro e
MMT, a presenca de MMT parece ndo ter aumentadieitoale barreira dos
revestimentos.

De acordo com Chitarra e Chitarra (2005), o teorudedade tem
relacéo direta com a textura do produto, pois éamfatores responsaveis pelo
turgor e pela firmeza do tecido.

Mesmo com a significancia para a variavel perdandssa (Tabela 1),
nao houve efeito significativo ¥0,05) entre tratamento e tempo, e nem sobre a
interacdo sobre eles para a variavel Fi (firmeab)endo-se, portanto, média
geral de 24,31N.

Chiebao (2008) trabalhou com estudos de conservadaéo
mandioquinha-salsa e encontrou 86,58 N a 199,08 firmleza, para a amostra
controle armazenada a 25 °C, em caixas, valor isupap obtido neste
experimento.

Ribeiro et al. (2007) avaliaram a vida util e o ametismo de
carboidratos em raizes de mandioquinha-salsa $ogeracdo e compdsito de
PVC. A perda de firmeza e a murcha aparente oeoreyuando a perda de

massa acumulada alcancou valores superiores a 8%iredente trabalho foram
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detectados alguns pontos de murcha nas mandiogusaltea na regido onde
existiam pontuacdes escuras, porém, ndo foi eviagdaa perda de firmeza.

De acordo com a analise de variancia para L*(lusittade — sistema
CIELab), b* (sistema CIELab), C* (indice croma), (Angulo hue) eAE
(diferenca de cor) de mandioquinhas-salsa ‘Amaida Senador Amaral’
revestidas com compdésito e nanocompdsito amidefglidMMT/Lfampin,
pode-se observar que ndo houve diferenca sigivéioggt-0,05) (Tabela 3). Portanto,

foi analisada separadamente cada variavel indepentt@atamento e tempo.

Tabela 3 Quadrados médios da ANOVA e respectiggsfisancias para L*, b*, C*, h
e AE, para as mandioquinhas-salsa revestidas com o pfodegradavel.

Fontede GL Quadrados médios
Variagado L* b* C* h AE
T 3 8,399"°  12,964™ 6,921 6,484" 18,444

Tempo 4 24,320 370,514  344,051° 20,592" 8,893"™
TxTempo 12 12,038 7,194 5,968™ 2,060™ 6,065"
Residuo 40 8,614 7,250 5,863 3,087 10,749
CV(%) 4,55 9,56 8,14 2,38 24,23

" significativo, a 5% de probabilidade, pelo tested

"S ndo significativo, a 5% de probabilidade, peltcek F.

T = tratamento; CV = coeficiente de variagdo; GLgraus de liberdade; L* =
luminosidade — sistema CIELab; a* = sistema CIElUab= sistema CIELab; C* =

indice Chroma; h = &ngulo hu&E = diferenca de cor.

De acordo com Botrel e Madeira (2012), a cor é ws drandes
atrativos para o consumidor e, no caso da cor dmask esta associada a
presenca de pigmentos carotenoides que se acunautarlutos e raizes de

algumas espécies vegetais, incluindo a mandiogtsalsa.
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Para a variavel L* (luminosidade — sistema CIEL.abmente a variavel
independente tempo foi significativa (p<0,05), porés valores observados ndo

se ajustaram aos modelos matematicos proposttieapsesentados na Figura 7.

4 & g
Tempo (dias)

[=1
bt

Figura 7 Valores médios* observados para a veriédependente tempo, sob o valor
de L* (luminosidade — sistema CIELab), das manditas-salsa revestidas.
* Média de trés observagoes.

Ribeiro (2005) trabalhou com estudo de estratéggaia a valorizagéo
industrial do morango e, assim como no presenbaltta, a autora relatou que
ndo se observaram diferencas significativas nonpatréd L* entre os frutos com
revestimento e sem revestimento.

Para as variaveis b* (sistema CIELab), C* (indicenw@) e h (angulo
hue), somente a variavel independente tempo faifiigtiva (p<0,05) (Figura
8). Para essas variaveis houve decréscimo nosgadté 0 6° dia, com aumento
ao final do tempo de armazenamento.
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Figura 8 Efeito do tempo sob as variaveis, sende i (sistema ClELab), B = C*
(indice croma) e C = h (adngulo hue) nas mandidwsrsalsa revestidas.
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Botrel e Madeira (2012) trabalharam com diferentesidicbes de
embalagem (bandejas de poliestireno sem PVC amebientbandejas de
poliestireno com PVC ambiente) para comercializaigionandioquinha-salsa e
encontraram o0s seguintes valores: L* (70,25 e 74/%5(32,00 e 31,50), C*
(32,00 e 31,50). Estes resultados sdo maioresapewardenada L* e semelhantes
para as coordenadas b* e C*, quando comparada®amesente trabalho (Figuras 7,
8A e 8B).

Carmo e Leonel (2012) trabalharam com clones dedibgninha-salsa
cultivar Amarela de Senador Amaral’ e os valoresoatrados para L* e b*
foram de 91,36 e 54,45, respectivamente. Os vattgds® e b* sdo superiores
aos do presente trabalho. De acordo com Nunes @(I0), a coloracdo mais
amarela da mandioquinha-salsa faz com que sejans @megitas pelos
consumidores.

Os valores encontrados para a variavel cor, poraRees (2013), em
batata-baroa minimamente processada, foram L* §58,96,22), b* (28,91 a
42,90), C* (75,0 a 81,0) e h (28,0 a 44,0). Aparmsesultados do C* e h foram
superiores aos obtidos neste experimento; ja paoaitaas variaveis, L* e b*, os
valores foram parecidos.

O croma (C*) define a intensidade de cor, ou sefgres proximos a
zero sao indicativos de cores neutras (brancoaiaa) e valores ao redor de 60
indicam cores vividas e/ou intensas (FERNANDES.£2810).

De acordo com Fernandes (2013), o decréscimodiceicolorimétrico
croma ao longo do tempo de armazenamento é umathalicda diminuicdo de
tonalidade ou matiz da coloracdo, em que menotlesegdevam a cores menos
puras. Dessa forma, o decréscimo observado pae iedice indica o
aparecimento de outras tonalidades. Foi observidgi@@io na coloracéo das
mandioquinhas-salsa devido ao surgimento das pgiggaescuras a partir do

segundo dia de armazenamento. Na Figura 9 estaesespadas as
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mandioquinhas-salsa revestidas e ndo revestidasfayaen armazenadas a
temperatura ambiente, por 8 dias.

Tempo - 6 dizs
-

Tratmuento 3 Tintmuento 2 Trutmuento |

Tratmn ero ¢

Figura 9 Mandioquinhas-salsa armazenadas a tempeahbiente, por 8 dias, sendo: A
até E = tratamento 1; F até J = tratamento 2; KOatétratamento 3; P até T =
tratamento 4; A, F, K, P =tempo zero dias; B, GQL= tempo dois dias; C, H,
M, R =tempo quatro dias; D, I, N, S = tempo skés; E, J, O T = tempo oitos
dias.

A interacdo tratamentgersus tempo para a variavélE (diferenca de
cor) ndo apresentou diferenga significativeQy@5), portanto, foi analisada
separadamente cada variavel independente, tratanmentempo. Tanto o
tratamento quanto o tempo ndo foram significatiyes0,05), apresentando,
assim, média geral de 13,53. Esse valorA#e levou em consideracdo as
condi¢des iniciais de armazenamento do produtentanto, nem os tratamentos

nem os tempos de armazenamento influenciaramrardjéede cor.
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Damasceno et al. (2003) trabalharam com o efedtoaplicacdo de
composito de fécula de mandioca na conservacaagibeita de tomate e
observaram que a utilizacdo de composito de féalda mandioca no
recobrimento dos frutos ndo melhorou a conservpgéecolheita, mas também
nao foi prejudicial.
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4 CONCLUSAO

Nas condi¢cdes deste experimento, as mandioqusdisa-da cultivar
Amarela de Senador Amaral, revestidas com compdmibido de milho,
glicerol, MMT e Lfampin, armazenadas a temperatunbiente, ndo apresentam
melhora na qualidade pd6s-colheita, quando compsrasianandioquinhas-salsa
sem revestimento. A adicdo de MMT e Lfampin nodatreentos T3 e T4
diminui o pH, favorecendo o aumento da estabibdaas mandioquinhas-salsa
revestidas. Apesar da maior perda de massa na@sngatos T3 e T4 e do
aparecimento de pontuacdes escuras ao longo dozemaraento, as

mandioquinhas-salsas apresentam a mesma firmeza.
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