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RESUMO GERAL

Filmes biodegradaveis sdo preparados com materiais bioldgicos com
funcdo de agir como barreira a elementos externos, protegendo o produto e
aumentando sua vida util. Sdo elaborados a partir de proteinas, polissacarideos,
lipideos ou da combinagdo desses compostos. Assim, novas embalagens t€m
sido desenvolvidas nos ultimos anos como resposta as preferéncias do
consumidor por produtos frescos, saborosos ¢ com um tempo de vida
prolongado. Diante disso, objetivou-se desenvolver uma embalagem ativa de
isolado proteico de soro de leite e nanoparticulas montmorilonita (MMT),
incorporadas com agente antiescurecimento acido citrico. Foram utilizados
isolado proteico de soro de leite (IPS) como base para o filme, glicerol como
agente plasticizante, nanoparticulas de argila montmorilonita sédica (MMT-Na")
e agente antiescurecimento acido citrico (AC). Os filmes foram desenvolvidos e
caracterizados em uma primeira etapa pelas seguintes andlises: permeabilidade
ao vapor de agua (PVA), propriedades mecanicas, propriedades Opticas,
calorimetria diferencial de varredura (DSC), analise termogravimétrica (TGA),
difracdo de raios X (DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV) e
espectroscopia de infravermelho (FTIR). Na segunda etapa os melhores filmes
foram caracterizados quanto & permeabilidade ao vapor de 4gua e foram
selecionados para avaliar seu efeito ativo (antiescurecimento) em magas
minimamente processadas. Os resultados indicaram que a utilizagdo do filme
com 3 % de argila montmorilonita e 5% de acido citrico foi eficaz na reducao da
permeabilidade ao vapor de 4gua, no escurecimento enzimatico e manutengdo da
qualidade de macds minimamente processadas durante armazenamento por 8
diasema5+2 °Ce 85+3% UR.

Palavras-chave: Polimeros. Proteinas. Nanotecnologia.



GENERAL ABSTRACT

Biodegradable films are prepared with biological materials which
function to act as a barrier to external elements which protect the product and
increasing its shelf life. They are made from proteins, polysaccharides, lipids or
their combinations. Thus, new packages have been developed in recent years as
a response to consumer preferences for fresh, tasty and with a longer service life.
Thus, the objective of this study was to develop a package active of whey
protein isolate and nanoparticles montmorillonite (MMT), incorporated with
citric acid for prevent browning. Were used whey protein isolate (IPS) as a basis
for the film, glycerol as a plasticizer, nanoparticles of clay montmorillonite
(MMT), antibrowning citric acid (CA). The films were developed and
characterized in a first step with the following analyzes: water vapor
permeability (WVP), mechanical properties, optical properties, differential
scanning calorimetry (DSC), thermogravimetric analysis (TGA), X-ray
diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM) and infrared
spectroscopy (FTIR). In the second stage the best films were characterized for
water vapor permeability and were selected to evaluate their effect on
antibrowning in minimally processed apples. The results showed that the use of
the film MMT3ACS5 was effective in reducing the permeability to water vapor at
enzymatic browning and maintenance of quality of minimally processed apples
during storage for 8 days at 5 + 2 °C e 85 + 3% UR.

Keywords: Polymers. Proteins. Nanotechnology.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Polimero biodegradavel tem sido alvo de estudo em busca de solugdes
favoraveis ao meio ambiente. Porém, tecnologias atualmente aplicadas a esses
polimeros requerem melhorias em suas propriedades. Um dos primeiros filmes
plasticos biodegradaveis utilizados foi o celofane (obtido a partir do xantato de
celulose), material flexivel, transparente e com boas propriedades mecanicas,
porém, sensivel a umidade (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Dentre os materiais pesquisados para elaboracdo de filmes
biodegradaveis, o soro de leite bovino tem apresentado destaque por se tratar de
um subproduto da industria do queijo, apresentando-se como uma nova
aplicacdo com intuito de agregar valor aos residuos dos laticinios. Possui alto
valor nutritivo e devidamente processado, seja como concentrado ou isolado
proteico, constitui-se como bom ingrediente na fabricagdo de varios alimentos
industrializados. Além disso, a produgdo de filmes de proteinas de soro de leite
pode representar uma aplicagdo significativa para agregar valor a um residuo
descartavel, sem valor comercial, com vantagem na formacdo de filmes
transparentes, flexiveis e sem odor e sabor (YOSHIDA; ANTUNES, 2009).

No entanto, a fim de tornar biopolimeros capazes de competir com os
polimeros tradicionais como o polietileno ou polipropileno, ainda hé necessidade
de melhorar suas propriedades, incluindo a estabilidade térmica, propriedades
mecanicas e propriedades de barreira (WANG et al., 2005). Assim, a
nanotecnologia tem recebido grande atengfo, visando a sua aplicago na area de
embalagens para alimentos, uma vez que embalagens constituidas a partir de
materiais poliolefinicos ou biodegradaveis, incorporadas com nanocompostos,

apresentam propriedades mecanicas, Opticas, antimicrobianas e de barreira
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melhorada. O desenvolvimento de novos materiais, novos produtos e processos
baseados na incorporacdo de nanocompostos na matriz polimérica ¢ visto como
a mais importante das nanotecnologias na area de alimentos (BAO; TJONG,
2008; BOUWMEESTER et al., 2009; CHO et al., 2009; VARTIAINEN et al.,
2010). Varias nanoparticulas inorgénicas tém sido reconhecidas como aditivos
para melhorar o desempenho do polimero (SORRENTINO; GORRASI;
VITTORIA, 2007). Dentre elas destaca-se a nanoargila montmorilonita, a qual
apresenta elevada razio de aspecto, boa capacidade de delaminacdo, particulas
resistentes a solventes, as temperaturas empregadas em polimerizacdo e as
temperaturas ¢ atrito do processo de extrusdo. Em seu estado natural tende a ser
hidrofilica e apresenta baixo custo (AVELLA et al., 2005; CHOULIARA et al.,
2007; SIMON; CHAUDHRY; BAKO, 2008; SOTHORNVIT; RHIM; HONG,
2009).

A demanda por vegetais minimamente processados tem aumentado
devido a sua conveniéncia, frescor ¢ beneficios a satde. Porém, manter a cor
representa aspecto critico, pois a maioria deles € susceptivel ao escurecimento
enzimatico.

O uso de agentes antiescurecimento, como acido ascorbico, cisteina,
acido citrico e alguns acidos contendo amino-enxofre tém sido utilizados como
substitutos do sulfito, a fim de prevenir o escurecimento enzimatico, sozinhos ou
combinagdo com algum agente de firmeza ou agentes antimicrobianos (QI et al.,
2011). Poucos estudos tém demonstrado que a utiliza¢do de acido citrico pode
evitar escurecimento enzimatico de frutos, melhorando assim a aparéncia do
produto, sem alterar a sua condi¢do de minimamente processado (ANDRES;
GIANNUZZI; ZARITZKY, 2002; CHIUMARELLI et al., 2011; MODA et al.,
2005). Assim, filmes de polimeros naturais incorporados com compostos t&ém
despertado interesse, pois, além de reduzir o impacto sobre o meio ambiente,

proporciona, de maneira saudavel e eficaz, qualidade aos alimentos. O principio
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de atuacdo desse tipo de embalagem ¢ a adigdo de substincias ao filme que sdo
liberadas de maneira controlada e, por isso, estdo presentes em menores
quantidades no alimento (GUCBILMEZ; YEMENICIOFLU; ARSLANOFLU,
2007).

Nesse contexto, objetivou-se com este trabalho desenvolver uma
embalagem ativa com acdo antiescurecimento de isolado proteico de soro de
leite e nanoparticulas de argila montmorilonita sédica (MMT-Na"). Os objetivos
especificos deste estudo foram: caracterizar a embalagem ativa quanto as
propriedades mecanicas, Opticas, de barreira e estruturais (artigo 1 e 2).
Aplicar a embalagem ativa em fruta minimamente processada e avaliar a
influéncia do filme na inibi¢do do escurecimento e manutencdo da qualidade

do fruto (artigo 3).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Embalagens ativas

Embalagens de alimentos s3o tradicionalmente utilizadas para permitir a
comercializagdo do produto e fornecer protecdo passiva contra agentes
ambientais que afetam a vida 1til, assegurando a qualidade do produto. Durante
muito tempo, as embalagens adquiriram a fung¢do de comunicagdo do produto
com o consumidor, levando a area de marketing a desenvolver embalagens que
permitissem aumentar o interesse do consumidor pelo produto. Varias pesquisas
apontam a importancia da embalagem na decisdo de compra dos consumidores,
visto que a maioria das pessoas associa embalagem a qualidade do produto em si
(MESTRINER, 2005; PEREIRA DE ABREU et al., 2007).

Embora as embalagens tradicionais tenham contribuido grandemente
com os primeiros desenvolvimentos do sistema de distribuicdo de alimentos,
elas ndo sdo suficientes para atender as novas exigéncias dos consumidores por
produtos mais proximos ao natural, contendo menos conservantes e que sejam
seguros. Assim, novas tecnologias de embalagens vém sendo desenvolvidas em
resposta a essa demanda (DAINELLI et al., 2008; YAM; TAKHISTOV; MILT,
2005).

Dentre essas tecnologias, destacam-se as embalagens ativas, que visam
interagir com o produto alimenticio, modificando, de maneira desejavel,
caracteristicas sensoriais, nutricionais e¢ de seguranca microbioldgica do
alimento, prolongando assim, sua vida util e mantendo sua qualidade. Esses
sistemas possuem fungdes como adsor¢do e liberacdo (por exemplo,
eliminadores de oxigénio, captadores de etileno, absorvedores de liquidos e
umidade, sabor ou odor e absorventes liberadores, agentes antimicrobianos,

etc.).
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Sdo diversas as aplicacdes das embalagens ativas, dependendo da
exigéncia do produto embalado: redugdo do nivel de umidade (em casos de alto
grau de umidade relativa entre o alimento e ambiente); controle dos niveis de
etileno para inibir o amadurecimento e senescéncia das frutas; liberacao de
aditivos para prevenir o crescimento de micro-organismos como bolores;
controle das trocas gasosas com o ambiente, no caso de alimentos frescos;
controle de O,, no caso de alimentos oxidaveis, entre outros (MORAES, 2006;
PONCE; BUENO; LUGAO, 2009).

Essa técnica consiste na incorporagdo e/ou imobilizacdo de certos
aditivos a embalagem em vez da incorporagdo direta no produto, por meio da
liberacdo controlada, durante a comercializagdo, aumentando a qualidade do
alimento. Alguns sistemas de embalagens ativas ja foram desenvolvidos e
encontram aplicagdo em produtos disponiveis no mercado (KERRY;
O’GRADY; HOGAN, 2006; GUCBILMEZ; YEMENICIOFLU;
ARSLANOFLU, 2007). Embalagens com atmosfera modificada ¢ um sistema de
embalagens ativas que vém sendo utilizados em frutas e hortali¢as para manter a
qualidade e assegurar o tempo de armazenamento. A atmosfera no interior de
uma embalagem selada que contém um produto que respira, muda com o tempo,
devido ao consumo de oxigénio ¢ produgdo de dioxido de carbono que ocorre
como um resultado do processo de respiragdo, até uma concentracdo de
equilibrio desses gases dentro da atmosfera da embalagem. Assim,
concentragdes de gases sdo injetadas dentro da embalagem em funcao da taxa de
respiracdo e peso do produto na embalagem, e caracteristicas de permeabilidade
da embalagem para esses gases, a fim de melhorar a atmosfera da embalagem e
aumentar a vida util desses vegetais (JIANG et al., 2010; WILSON, 2008; XING
etal., 2010).

Embalagens ativas com suas propriedades melhoradas tém surgido com

os avancos da nanotecnologia e melhoria de nanomateriais. Essas embalagens
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proporcionam grandes beneficios para a industria de alimentos com o objetivo
de melhorar o frescor, vida util, € permitir o monitoramento para controlar as
condi¢des de armazenamento do local de produgdo até o consumo pelo

consumidor final (PEREIRA DE ABREU; CRUZ; PASEIRO LOSADA, 2012).

2.2 Polimeros biodegradaveis

De acordo com a American Society Standad Testing and Materials -
ASTM — D883-00, norma que padroniza as terminologias relativas aos plasticos,
polimero degradavel “é um plastico projetado a submeter-se a mudancas
significativas em sua estrutura quimica sob circunstancias ambientais especificas
tendo por resultado perda de algumas propriedades”. Segundo a mesma norma,
pléstico biodegradavel “é um plastico degradavel em que a degradacdo resulta
da agdo de micro-organismos naturais tais como fungos, bactérias e algas”
(AMERICAN SOCIETY STANDARD TESTING AND MATERIALS -
ASTM, 2000).

Os polimeros biodegradaveis podem ser classificados de acordo com a
sua fonte: polimeros diretamente extraidos ou removidos de biomassa, por
exemplo, polissacarideos, proteinas, polipeptideos e polinucleotideos; polimeros
produzidos por meio de sinteses quimicas usando mondmeros de origem natural
ou misturas de mondmeros obtidos de biomassa e petroleo; polimeros
produzidos por micro-organismos ou bactérias geneticamente modificadas, tais
como polihidroxibutirato (PHB), celulose, entre outros (SORRENTINO;
GORRASI; VITTORIA, 2007).

O interesse em polimeros biodegradaveis tem crescido muito nos
ultimos anos e varias pesquisas relacionadas a esse assunto vem sendo
desenvolvidas. Atualmente, existem varios materiais ja descritos na literatura

que podem ser produzidos, pelo menos em parte, a partir de matérias-primas
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renovaveis e que sdo biodegradaveis, ou parcialmente biodegradaveis. Assim
pode-se citar alguns polimeros biodegradaveis como polimeros de amido,
polilactatos (PLA), polihidroxialcanoatos (PHAs), poliésteres alifaticos
aromaticos (PAA), poliuretanas (PURSs) e nylon (PRADELLA et al., 2006).
Visando a necessidade em substituir os materiais poliméricos
convencionais por materiais que sejam mais compativeis com a preservacao
ambiental e desenvolvimento sustentavel, os polimeros biodegradaveis sdo uma
alternativa importante, principalmente aqueles desenvolvidos a partir de recursos

renovaveis (CRIPPA, 2006).

2.3 Soro de leite

O soro do leite ¢ um subproduto resultante da fabricacdo de queijos, por
coagulacdo da caseina, obtido por adi¢do de acido ou de enzima constituido de
agua, proteinas de elevado valor biologico, lactose e sais minerais. Possui alto
valor nutricional, conferido pela presenga de proteinas com elevado teor de
aminoacidos essenciais, destacando-se no conteido em sulfurados (CAPITANI,
2005; NEVES, 2001; ZADOW, 1997). Pode ser definido como a fracdo aquosa
do leite que ¢ separada da caseina durante a produgdo de queijos,
correspondendo a cerca de 90% do volume do leite, com aproximadamente 20%
das proteinas soluveis do leite, quase todo o acticar do leite (lactose) e cerca de
50% de todos os nutrientes consumidos normalmente no leite permanecem no
soro (FURTADO; LOURENCO NETO, 1994). Quando concentrado, implica na
obtencdo de varios ingredientes proteicos de alta funcionalidade e valor
nutricional (SILVA; BOLINI, 2006).

E um liquido opaco, amarelo-esverdeado causado pela presenga de
riboflavina (vitamina B2), que pode ser obtido em laboratorio ou na industria

por trés processos principais: coagulacdo enzimdtica (enzima quimosina),
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resultando no coagulo de caseinas, matéria-prima para a producdo de queijos e
no soro doce; por precipitagdo acida no pH isoelétrico (pl), resultando na caseina
isoelétrica, que ¢ transformada em caseinatos e no soro acido; e por separagdo
fisica das micelas de caseina por microfiltra¢ao, obtendo-se um concentrado de
micelas e as proteinas do soro, na forma de concentrado ou isolado proteico. No
Brasil, a producao de soro ¢ constituida quase que exclusivamente de soro doce,
rico em lactose (DE WIT, 2001; PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012;
SGARBIERI, 2004).

O soro de leite tem sido descartado, diretamente no meio ambiente e
representa um problema em termos de poluicdo ambiental. Devido a sua elevada
carga organica (lactose responsavel por aproximadamente 90%) e grande
volume gerado, deve possuir um adequado tratamento antes de ser descartado,
visando aplicagdes que lhe agregariam maior valor comercial (ANTUNES,
2003; FLORENTINO, 2004; GHALY; KAMAL, 2004; RIVAS; PRAZERES;
CARVALHO, 2011). Normalmente, os processos bioldgicos e fisico-quimicos
sdo utilizados para tratar esee efluente da industria de lacteos (KUSHWAHA;
SRIVASTAVA; MALL, 2010).

A proteina do leite ¢ composta de 80% de caseina e 20% de proteinas de
soro. Estas sdo obtidas a partir do soro de queijo e separadas da lactose por
ultrafiltragdo, sendo evaporadas e liofilizadas. As proteinas do soro apresentam
uma estrutura globular contendo algumas pontes de dissulfeto, que conferem
certo grau de estabilidade estrutural sendo formadas por cinco fragdes: a-
Lactoalbumina (o-La), p-Lactoglobulina (B-Lg), albumina sérica bovina (BSA),
imunoglobulinas (Ig) e peptona-protease, sendo a B-Lg o componente de maior
concentragdo, representando 50 a 60% das proteinas. Comercialmente, sdo
produzidas proteinas de soro concentradas (CPS) com 80% de proteina e

proteinas isoladas de soro (IPS) com um conteudo de proteina maior que 90%
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(CHEN, 1995; SORTHORNVIT; KROCHTA, 2001; VILLADIEGO et al.,
2005).

2.3.1 Isolado proteico de soro de leite

Proteinas extraidas da porcdo aquosa do leite, também chamadas de
whey protein, geradas no processo de fabricagdo do queijo, sdo estudadas em
razdo da qualidade nutricional, alto teor de aminoacidos essenciais, calcio e
pepetideos que oferecem (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006;
LONNERDAL, 2003). O soro de leite, quando concentrado, apresenta
ingredientes proteicos de alta funcionalidade e valor nutricional (SMITHERS,
2008; ZADOW, 1997). Pesquisadores vém usando as proteinas do leite, como
caseina, e do soro, na elaboracao de filmes comestiveis e biodegradaveis. Essa é
uma nova aplicacdo dos ingredientes derivados do leite, fornecendo uma
alternativa a industria de produtos lacteos, agregando, assim, valor aos seus
residuos (VILLADIEGO et al., 2005).

As proteinas do soro de leite tém sido utilizadas devido as suas
propriedades funcionais, como a gelatinizagdo, emulsificagdo, solubilidade,
formagdo de espuma, viscosidade, valor nutricional, sendo uma excelente fonte
de aminoacidos essenciais. Os ingredientes do soro de leite sdo encontrados sob
diferentes formas, e ap6s o processamento do queijo ou caseina, o soro de leite
contém 93% de agua e apenas 0,6% de proteina. Assim, o soro de leite ¢
concentrado por ultrafiltragdo e diafiltragdo e classificado conforme sua
composicao, geralmente relacionada ao teor de proteina, conforme Tabela 1

(HUFFMAN, 1996; SMITHERS, 2008; YOSHIDA; ANTUNES, 2009).
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Tabela 1 Classificacdo de ingredientes de soro de leite

Tipo Teor de Teor de Cinzas (%) Teor de
proteina (%) lactose (%) gordura (%)
Soro em p6 13 76 10 1
WPC 35* 34-35 53 8 4
WPC50 53 35 7 5
WPC 80 80 7 4-7 4-7
WP|** 90 1 3 1

Fonte: Huffman (1996)
* WPC, Whey protein concentrated (concentrado proteico de soro de leite)
** WPI, Whey protein isolated (isolado proteico de soro de leite)

O concentrado proteico de soro de leite (CPS 80) e o isolado proteico de
soro de leite (IPS) apresentam maior potencial de aplicacdo quanto as
propriedades funcionais e sdo obtidos por concentragdo através de ultrafiltracao
utilizando uma membrana com porosidade que permite a separacdo da lactose,
sais ¢ minerais (permeado) das proteinas e gorduras (retentado) seguida de
secagem por atomizacdo, concentrando até 35-50% de proteina. Para a obtencao
de um concentrado com maior teor de proteina o processo de diafiltragcdo é
aplicado. Esse processo consiste na adicdo de dgua no retentado, seguida por
uma nova ultrafiltracdo, sendo o produto seco por atomizagio atingindo 80% de
proteinas e reduzindo o teor de lactose do produto. Para a obtencdo do isolado
proteico de soro de leite (IPS), aplica-se mais um processo: a purificacdo por
troca id6nica aumentando o teor de proteina e reduzindo o teor de lactose e sais
minerais (BRYANT; MCCLEMENTS, 1998; PEREZ-GAGO; KROCHTA,
2002; YOSHIDA; ANTUNES, 2009). A diferenca entre o CPS ¢ o IPS na
formacao de filmes esté relacionada com a maior quantidade de impurezas (tais
como lactose) presentes no CPS, que poderia gerar descontinuidades na matriz
de proteina e como consequéncia aumentar a permeabilidade a gases e diminuir
propriedades mecanicas (KHWALDIA et al., 2004; OSES et al., 2009; RAMOS
et al., 2012).
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Os filmes proteicos podem ser utilizados como um complemento a
embalagem sintética, prolongando a vida util e garantindo maior qualidade ao
produto final, além de apresentar um potencial econdémico, pois sua matéria-
prima ¢ de baixo custo e biodegradavel (YOSHIDA; ANTUNES, 2009).

Diversas aplicagdes para as proteinas do leite t€ém sido relatadas, mas
nada foi muito investigado. Filmes a base de proteinas do soro de leite tém sido
estudados devido as suas propriedades de formacdo de filmes comestiveis e/ou
biodegradaveis e por apresentarem boa resisténcia mecanica e apresentam
excelentes barreiras ao oxigénio, lipideos e aromas. Porém, como outros filmes a
base de proteinas, devido a sua natureza hidrofilica, apresentam baixa barreira a
umidade (CHICK; USTUNOL, 1998; KIM; USTUNOL, 2001; MILLER;
KROCHTA, 1997; OSES et al., 2009; PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2002). Suas
propriedades de barreira a umidade podem ser melhoradas com a incorporacao
de substancias hidrofébicas, como os lipideos (KIM; USTUNOL, 2001). A
inclusdo de plasticizantes auxilia na melhoria da fragilidade dos filmes,
oferecendo flexibilidade e aumentando sua permeabilidade ao vapor de agua
(OSES et al., 2009; RAMOS et al., 2012; SHAW et al., 2002).

Kim e Ustunol (2001) obtiveram bons resultados com filmes a base de
isolado proteico de soro de leite, ressaltando a formagao de filmes transparentes,
o que favoreceu sua aplica¢do. Filmes obtidos a partir de proteinas de soro de
leite caracterizam-se pela transparéncia, flexibilidade, auséncia de odor e sabor,
favorecendo sua aceitabilidade para consumo.

Pesquisadores afirmam que os filmes a base de proteinas de soro de leite
ndo apresentam aroma e sabor, possuem flexibilidade e, dependendo da
formulagao, variam de transparente a translicidos. Isso favorece a aplicagdo em

tecnologia de alimentos (KIM; USTUNOL, 2001; SABATO et al., 2001).



22

2.4 Nanotecnologia e nanoparticulas

A nanotecnologia abrange a ciéncia, engenharia e tecnologia na escala
nano, além de envolver o projeto, a produgdo, a caracterizacao e a aplicagdo de
estruturas, dispositivos e sistemas controlando a forma e o tamanho nessa escala.
Um nandmetro equivale a um milionésimo de um milimetro ou a um
bilionésimo de um metro. O prefixo “nano” tem origem grega e significa ando.
(KUMAR et al., 2009).

A incorporagdo de cargas (particulas) inorganicas em polimeros origina
materiais com maior resisténcia mecanica, maior estabilidade térmica, estrutural
e propriedades Opticas, magnéticas ou elétricas superiores (BRADLEY;
CASTLE; CHAUDHRY, 2011; MORAIS et al., 2003; OU; YU, 1998). Com a
evolucdo da tecnologia nos processos de fabricagdo de novos materiais, houve o
surgimento de diferentes tipos de nanocargas empregadas na area de polimeros,
as quais proporcionam caracteristicas unicas a matriz em fun¢do de seu grau de
dispersdo, orientagdo na matriz, adesdo interfacial matriz-refor¢o, sua
morfologia controlada e pequeno volume, por consequencia grande area
superficial (TZONG-MING; CHENG-Y ANG, 2006).

As nanocargas sdo classificadas de acordo com o niumero de dimensdes
que ela possui na escala nanométrica, conforme Figura 1, correspondendo aos
grupos lamelares, no qual uma das trés dimensdes da particula de reforco é na
escala nanométrica (grafeno e argila montmorilonita); fibrosas, possui duas
dimensdes nanométricas (nanocristais de celulose e nanotubos de carbono) e
isodimensionais ou esféricas, no qual todas as dimensdes encontram-se na escala
nanométrica (nanoparticulas metalicas, negro de fumo e nanocarga de silica)

(BRADLEY; CASTLE; CHAUDHRY, 2011; TIDJANI; WILKIE, 2001).
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Particulas Fibras e Particulas
lamelares nanotubos esféricas

Figura 1 Tipos de Nanoparticulas
Fonte: Liberman (2005)

Apesar do potencial da nanotecnologia revolucionar o setor de alimentos
desde a producdo até processamento, embalagem, transporte ¢ armazenagem, a
seguranca do consumidor, ambiental, politica e ética sdo assuntos muito
discutidos. A principal preocupacdo ¢ sobre a falta de conhecimento sobre os
potenciais efeitos das nanoparticulas sobre a satide humana e meio ambiente.
Isso ocorre porque as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos materiais
em tamanho nanamétrico podem ser substancialmente diferentes dos
convencionais, € seus efeitos e impactos ndo podem ser previstos a partir do
conhecimento existente de materiais convencionais (BRADLEY; CASTLE;
CHAUDHRY, 2011; SIMON; CHAUDHRY; BAKO, 2008). Outra questdo
seria 0 uso de nanomateriais e nanotecnologias em embalagens de alimentos,
especialmente a migracdo de qualquer composto no produto, ter um impacto
negativo sobre a seguranga ou qualidade do alimento (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY - EFSA, 2009). Com relagdo ao impacto ambiental, a
preocupagdo diz respeito a eliminagdo dos materiais de embalagem e como
afetaria a reciclagem desses materiais, ou seja, se comprometeria o desempenho
dos sistemas de reciclagem ja existentes (BRADLEY; CASTLE; CHAUDHRY,
2011). Com relag@o a migracao desses compostos, mais estudos sdo necessarios
para chegar a uma afirmag@o conclusiva. Sdo poucos os dados disponiveis sobre

a possivel migragdo de nanocompostos em alimentos, principalmente em funcgéo
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da escassez de métodos para a deteccdo de nanoparticulas em matrizes de

alimentos (BOUWMEESTER et al., 2009).

2.4.1 Montmorilonita

Matérias-primas formadas pela alteracdo de silicatos componentes de
rochas, constituidas por aluminossilicatos hidratados (argilominerais), com
resquicios de feldspato e quartzo sdo chamados de argilas. Entre os
nanomateriais utilizados na preparagdo de nanocompdsitos, 70% do volume
utilizado sdo argilas organofilicas também conhecidas como nanoargilas obtidas
a partir de bentonitas. As bentonitas sdo uma mistura de argilas, geralmente
impuras, de graos muito finos, compostas essencialmente por argilominerais do
grupo das esmectitas, sendo mais comum a montmorilonita em concentra¢des
que podem variar de 60 a 95%. Pode ainda conter minerais acessorios como:
quartzo, cristobalita, feldspato, pirita, carbonatos, clorita, caulinita, mica e ilita
(GONZAGA et al., 2005; SOUZA SANTOS, 1989; VARTIAINEN et al., 2010).

A argila montmorilonita é composta de varias camadas individuais que
sdo mantidas juntas por forgas de Van der Walls e eletrostaticas, devido a
substitui¢des isomorficas nas camadas. Assim a dgua e outras moléculas polares
podem entrar entre as camadas levando & expansdo da estrutura da rede.
Pertence ao grupo dos filossilicatos (2:1), cujas camadas estruturais (lamelas)
sdo caracterizadas por estruturas constituidas por duas folhas tetraédricas de
silica com uma folha central octaédrica de alumina, que sdo unidas entre si por
atomos de oxigénio, comuns a ambas as folhas (VARTIAINEN et al., 2010).
Sdo silicatos em camadas, resultante do arranjo empilhado das camadas de
silicato de carga negativa sendo que as plaquetas contém cerca de 1 nm
espessura e prolongamento das lamelas de aproximadamente 1000 nm., perfeita

estrutura cristalina, com uma propor¢ao elevada (relacdo entre o comprimento e
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espessura) (SIMON; CHAUDHRY; BAKO, 2008; SOTHORNVIT; RHIM;
HONG, 2009).

Dentre as nanocargas na preparagdo de nanocompdsitos poliméricos, a
argila montmorilonita ¢ a mais utilizada, pois apresenta elevada razdo de
aspecto, boa capacidade de delaminagdo, particulas resistentes a solventes, as
temperaturas empregadas em polimerizagdo e as temperaturas de atrito do
processo de extrusdo, e em seu estado natural tende a ser hidrofilica. Polimeros
nanocompositos sdo preparados pela dispersdo das nanocargas na matriz
polimérica. Devido a presenga de cations de sddio entre os espacos das
camadas, a MMT natural é hidrofilica, sendo miscivel com material hidrofilico
(MAJDZADEH-ARDAKANI; NAZARI, 2010).

No entanto, essas nanoparticulas ndo sdo facilmente dispersas na maioria
dos polimeros devido a sua preferéncia de empilhamento e aglomeragdo. Assim,
a dispersdo de nanoargilas em monocamadas ¢ dificultada ainda mais pela
incompatibilidade intrinseca de hidrofilicidade dos silicatos em camadas e
plasticos hidrofobicos. Como os polimeros sdo organofilicos é necessaria a
modificagdo superficial da argila por meio de reagdes de troca i6nica com
surfactantes cationicos, como alquilamoénio ou alquilfosfonio, onde ocorre a
substituigio dos cations trocdveis, geralmente Na' presentes em lacunas
existentes entre as camadas estruturais por cations organicos de cadeias longas, o
que torna a argila organofilica, além de proporcionar a expansdo entre as
galerias, facilitando assim a incorporacdo das cadeias poliméricas
(ALEXANDRE; DUBOIS, 2000; GIANNELI et al., 2005; GORASSI et al.,
2003). A substituicdo de cations inorganicos nas cavidades ou "galerias" nas
estruturas da argila por surfactantes alquilaménio pode compatibilizar a quimica
da superficie da argila e uma matriz polimérica hidrofobica. Os hibridos
resultantes do polimero-silicato em camadas possuem propriedades Unicas que

sdo atribuidos as suas caracteristicas de tamanho nanométrico e elevada area
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superficial da argila dispersa (KORNMANN; LINDBERG; BERGLUND,
2001).

Normalmente o uso de pequenas quantidades da nanoparticulas nos
nanocompdsitos na ordem de 3-5%, em massa, gera melhorias equivalentes entre
20-30% nas propriedades fisicas em relagdo a compoésitos convencionais. A
montmorilonita (MMT), hectorita e saponita sdo silicatos que tém sido utilizados
como materiais refor¢antes para polimeros, devido as excelentes propriedades
que possuem, tais como: pequenas dimensdes dos cristais que proporcionam
uma elevada 4rea especifica podendo chegar a 80 m?/g, capacidade de
inchamento que pode atingir 20 vezes o volume inicial quando colocada em
contato com agua, capacidade de sorgdo, resisténcia a temperatura e solventes,
elevada capacidade de troca de cations entre 80 a 150 meq/100 g de argila,
possibilidade de intercalacdo/esfoliagdo das camadas do silicato na matriz
polimérica e baixo custo. Tais argilominerais por possuirem uma camada
estrutural, tipicamente com 1 nm de espessura, quando propriamente esfoliada
pode levar a formagdo de uma matriz polimérica com grande numero de
particulas finamente dispersas (aproximadamente 1 um de dimensdes laterais)
(CHEN; YOON, 2005; LAVORGNA et al., 2010; PARK et al., 2002).

As propriedades dos nanocompdsitos sdo fortemente influenciadas pela
forma em que a argila estd dispersa no polimero. Existem trés formas bésicas
que definem a estrutura de um nanocomposito: as camadas da argila podem estar
no estado aglomerado, caracterizando um microcomposito, semelhante a um
compdsito convencional; podem ser intercaladas, ou seja, separadas por cadeias
poliméricas, porém com ordem estrutural, que faz com que o nanocompdsito
adquira propriedades superiores as de um composito convencional e
delaminadas, onde as camadas estruturais estdo totalmente desorientadas na

matriz aumentando as interagdes polimero-argila, levando a significantes
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melhorias nas propriedades fisicas e mecanicas (ZHENG et al., 2006). A Figura

2 representa um esquema das estruturas de nanocompositos.

Composito
Convencional

Polimero

-4

Lamelasda argila
Figura 2 Diferentes niveis de dispersdo do silicato através da matriz polimérica
Fonte: Tidjani e Wilkie (2001)

Essas nanoparticulas incorporadas melhoram as propriedades de barreira
dos materiais de embalagem (BOUWMEESTER et al., 2009) pois devido a sua
estrutura unica de chapa e proporcdo elevada, as nanoargilas podem
efetivamente aumentar a tortuosidade do caminho de moléculas em difusdo.
Assim, uma melhora significativa nas propriedades de barreira pode ser
alcancada com a adi¢do de quantidades relativamente pequenas de argilas
montmorilonita (VARTIAINEN et al.,, 2010). Entretanto, o teor de argila
superando um limite além do qual ocorre a aglomeragdo de preenchimento,
também chamado de limite de solubilidade de enchimento (SANCHEZ-
GARCIA; LAGARON, 2010) geralmente resulta em criagdo de caminhos
preferenciais para os permeantes e consequentemente difundem mais
rapidamente, obtendo assim um desempenho de barreira reduzido (SANCHEZ-
GARCIA; LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2010). Além disso, algumas

nanoargilas sdo capazes de dispersar radia¢do ultravioleta devido a reflexdo e
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absor¢do reduzidas causada pelas nanocamadas de argila altamente dispersas
(SANCHEZ-GARCIA; LAGARON, 2010).

Geralmente, a intercalacdo entre biopolimeros e nanoargila depende da
compatibilidade e da polaridade da superficie de ambos os componentes. A
ordem no grau de hidrofobicidade de algumas argilas é Cloisite Na" < Cloisite
30B < Cloisite 20. A dispersdo incompleta de nanoargila Cloisite 20A por
exemplo, em matriz polimérica hidrofilica, foi causado pela incompatibilidade
de nanoargila hidrofobicas com biopolimero hidrofilico sendo necessario o
tratamento ultrassom para melhorar a dispersdo (SOTHORNVIT; RHIM;
HONG, 2009).

A esfoliagdo completa das nanoargilas em plaquetas individuais muitas
vezes ndo ¢ alcancada e, portanto, uma morfologia mista constituida por
particulas de tamanho reduzido juntamente com estruturas intercaladas e
esfoliadas sdo obtidos. O método de casting nido conduz a morfologia
completamente esfoliada, uma vez que alcancar sistemas totalmente esfoliados ¢é
raramente obtido independentemente do método de processamento, mas ainda
assim tem-se interesse em nanobiocompoésitos com propriedades melhoradas,
(SANCHEZ-GARCIA; LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2010).

Recentemente, constatou-se que nanocompésitos de quitosana e MMT
organicamente modificados, tais como Cloisite 30B, exibiu atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas. A a¢ao antimicrobiana veio do
sal de amodnio quaternario da nanoargila organicamente modificada
(SOTHORNVIT; RHIM; HONG, 2009)

Outros trabalhos realizados incluem compositos poliméricos com
nanoargila para melhorar a barreira a gas (SANCHEZ-GARCIA; GIMENEZ;
LAGARON, 2007) e propriedade mecanica (LAVORGNA et al., 2010).

Compdsitos de polimeros e nanoargila estdo entre os primeiros nanocompdsitos
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a emergir no mercado como materiais embalagens (SIMON; CHAUDHRY;
BAKO, 2008).

2.5 Desenvolvimento de nanobiocompadsitos pelo método casting

Os métodos de producdo de filmes sdo divididos em “processos imidos”
ou casting e “processos secos” que utilizam o comportamento termoplastico
apresentado por algumas proteinas e polissacarideos em baixos niveis de
umidade, incluindo as técnicas de extrusdo, moldagem por compressao, inje¢ao
e sopro (LIU; KERRY; KERRY, 2006; VERBEEK; VAN DEN BERG, 2010).

A técnica denominada casting utilizada na produgéo de filmes, apresenta
baixo custo e consiste em uma solugdo que é despejada sobre um suporte de area
conhecida e deixada em repouso até que haja a evaporagdo do solvente e
consequentemente desidratagdo do material, ocorrendo a formagdo do filme,
sendo uma técnica mais usada em pequena escala e para pesquisa
(ANDREUCCETTI, 2010).

O controle da espessura dos filmes produzidos por casting é uma etapa
que exige atencdo e €, ainda, um pardmetro pouco estudado. De acordo com
Mali, Grossmann e Yamashita (2010) e Sobral (2000) esse pardmetro influencia
largamente as propriedades mecanicas, principalmente a forga na perfuragdo e a
permeabilidade ao vapor de agua de filmes hidrofilicos. Quanto maiores as
espessuras, mais resistentes a perfuragao sao os filmes e menor a permeabilidade
ao vapor de agua.

Polissacarideos, proteinas e lipidos tém sido utilizados como materiais
para a elaboracdo de filmes biodegradaveis. As propriedades funcionais de
nanobiocompdsitos dependem da sua composi¢do e desenvolvimento do filme.
Assim, o conhecimento de como cada componente interage com o0 outro

(fisicamente ou quimicamente) facilita o desenvolvimento de filmes com
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propriedades de barreira, estruturais e mecanicas, especificas (OSES et al.,
2009).

Estudos sobre filmes baseados em hidrocoloides com incorporagdo de
lipidos com o objetivo de aumentar sua hidrofobicidade, para melhorar a sua
permeabilidade ao vapor de agua t€m sido realizados (MORILLON et al., 2002,
RYU et al., 2005). Existem poucos estudos sobre filmes elaborados com
diferentes tipos de proteinas, ou a mistura das mesmas ou diferentes tipos de
carboidratos ou a combinagdo de carboidratos e proteinas (PARK et al., 2001;
POL et al., 2002; RYU et al., 2005).

Isolado proteico de soro de leite (IPS) ¢ um material a base de proteinas
que vem sendo estudado na formagao de filmes por apresentar excelente barreira
ao oxigénio em baixa ou intermediaria umidade relativa. Porém, em ambientes
com alta umidade relativa apresentam elevada permeabilidade ao vapor de agua
(PVA), devido a sua natureza hidrofilica (PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2002).
A adicdo de plasticizantes torna-se necessario devido a fragilidade de filmes a
base de IPS, fornecendo flexibilidade e aumentando a sua PVA (SHAW et al.,
2002).

Devido a grande necessidade de desenvolvimento de novos materiais em
contato com alimentos, com propriedades melhoradas, propriedades mecanicas,
térmicas e de barreira, e ao fato dos polimeros ndo apresentarem o
comportamento ou as propriedades necessarias para determinadas fungdes,
novos materiais comecaram a ser estudados (BRADLEY; CASTLE;
CHAUDHRY, 2011; CHAUDHRY et al., 2008; TIDJANI; WILKIE, 2001).

As nanocargas ou nanoparticulas podem ser compostos organicos ou
inorganicos, tais como: argilas, nanotubos de carbono, silica, carbonato de
calcio, alumina, Oxido de zinco entre outros. Todos esses aditivos sdo

caracterizados por possuir a0 menos uma das suas dimensdes na escala
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nanométrica (BRADLEY; CASTLE; CHAUDHRY, 2011; LIBERMAN, 2005;
SMOLANDER; CHAUDHRY, 2010).

2.6 Processamento minimo e escurecimento enzimatico

O processamento minimo de alimentos oferece praticidade ao
consumidor, pois em virtude do pré-preparo proporcionado pela desinfeccio e
cortes diferenciados, dispensam essas etapas de processamento no cotidiano e
servigos institucionais. Sendo assim, o usuario reduz o tempo de preparo de
alimentos, com consequente redugdo de custos (SOARES; FONSECA, 2008). A
adocdo da tecnologia de processamento minimo de vegetais resulta em produtos
de valor agregado pela conveniéncia, seguranca ¢ manuten¢do da qualidade
sensorial e nutricional nas frutas e hortalicas (CENCI, 2011).

O processamento minimo torna os produtos vegetais mais pereciveis
devido as operagdes de descascamento e corte. Assim, deve-se considerar a
seguranca do vegetal como ponto importante a fim de minimizar a0 maximo o
risco de contaminagdo microbioldgica, pois, mesmo apds a colheita continuam
realizando inimeras reagdes metabdlicas para manter a integridade dos tecidos.
Os processos de pré-lavagem, processamento (corte, fatiamento), sanitizagdo,
enxague, centrifugacdo e embalagem sdo fundamentais para a preservagao das
caracteristicas sensoriais do produto em questdo. Esses procedimentos, quando
mal executados, ativam reagOes enzimaticas, ocasionando o inicio de reagdes
deteriorativas (CENCI, 2011; DURIGAN, 2004).

O escurecimento enzimatico, modificacdes na coloracdo original e
amaciamento, constitui-se fatores limitantes na comercializagdo de frutas
minimamente processadas. Durante o fatiamento de vegetais minimamente
processados, o rompimento das células € responsavel pela perda de liquidos

intracelulares, afetando a cor, flavor, e textura desses produtos. Assim, a cor
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torna-se parametro critico de qualidade de magds minimamente processadas,
limiando a vida util desse produto consideravelmente (OLIVAS; MATTINSON;
CANOVAS, 2006).

A comercializacdo de macds minimamente processadas ¢ altamente
influenciada pelas alteragcdes que ocorrem na cor dessa fruta, resultante de
reacdes enzimdticas, de compostos fendlicos e da difusdo do oxigénio
atmosférico nos tecidos do fruto (PEREZ-GAGO; SERRA; RIO, 2006). O
escurecimento envolve a ag@o de polifenoloxidases que consistem na
hidroxilagdo de monofenois a ortodifenois ¢ a oxidagdo de ortodifenois a
ortoquinonas. As ortoquinonas sdo compostos altamente reativos, cuja
polimerizagdo ocorre de forma ndo enzimatica, promovendo a formacdo de
pigmentos marrons, negros ou vermelhos, conhecidos como melaninas
(SOARES; FONSECA, 2008).

A polifenoloxidase (PPO) pode ser inativada através do calor, exclusdo
de um ou ambos os substratos (O, e fenois), reducdo do pH, reacdes de
inativacdo da enzima, ou adi¢do de componentes que diminuem a atividade
enzimatica da PPO ou formagio de melanina (ALZAMORA; TAPIA; LOPEZ-
MALO, 2000). A eficacia de um agente antiescurecimento depende fatores tais
como a cultivar, concentragdo, sinergia com outros antioxidantes, pH, sistemas
de aplicagdo, dentre outros (CABEZAS-SERRANO et al., 2009; DOGAN et al.,
2005; TODARO et al., 2010).

A avaliagdo do escurecimento enzimatico baseia-se na medigdo de
reflectancia (L*, a*, b*), na superficie de frutos e vegetais recém-cortados
durante a armazenagem (em estudos in vivo) (GARCIA; BARRETT, 2002;
GHIDELLI et al., 2013).

Em minutos, reagdes enzimaticas, levando ao aparecimento de cor de
rosa, cinzento ou castanho, podem aparecer, se os tecidos ndo sdo tratados com

inibidores (CACACE; DELAQUIS; MAZZA, 2002; ROCCULI et al., 2007).
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Varios inibidores quimicos de escurecimento em diferentes concentragdes e
combinagdes tém sido estudados para essa finalidade. Entre eles, o 4cido citrico
(AC), acido ascorbico (AA) e L-cisteina (LC), em concentragdes variando de 0,5
a 2%. O acido ascorbico, um agente redutor, ¢ a alternativa mais frequentemente
estudada em substituicdo ao sulfito para inibir o escurecimento enzimatico. O
acido ascorbico possui a capacidade de reduzir as quinonas de volta para os
compostos fendlicos, antes da reagdo de formagdo de pigmentos (LAURILA;
KERVINEN; AHVENAINEN, 1998; MCEVILY; IYENGAR, 1992; ROCCULI
et al,, 2007). O agente acidulante mais amplamente usado na industria de
alimentos para a prevencdo do escurecimento é o acido citrico. Agentes
quelantes e complexantes tais como o acido citrico, hexametafosfato (HMP) e
ciclodextrina (CD) (GHIDELLI et al., 2013; PILIZOTA; SAPERS, 2004), ou
compostos que inibem diretamente as polifenoloxidases, como cloreto de 4-
hexilresorcinol (Hexyl) e célcio (CaCl,) possuem seu efeito inibitdrio sobre a
polifenoloxidase (PPO), reduzindo o pH e atuando como agente quelante do
cobre (ARIAS et al.,, 2007; GHIDELLI et al., 2013; LUO; BARBOSA-
CANOVAS, 1997; MONSALVE-GONZALEZ et al., 1993).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Baseado no estudo dos efeitos da nanoargila montmorilonita sédica
(MMT) e do acido citrico (AC) no desenvolvimento de filmes biodegradaveis de
isolado proteico de soro de leite observou-se que a adicdo de MMT isoladamente
aumentou a estabilidade térmica dos nanocompositos. Porém a combinac¢do com
AC reduziu a estabilidade térmica, sendo que o filme com 3% de MMT e 5% de
AC apresentou a menor reducdo quando comparado aos demais filmes.

O moédulo de elasticidade (ME), resisténcia a tragdo (RT), alongamento
(AL) e resisténcia a punctura aumentaram com um teor de MMT crescente de 0
a 3% em peso, com consequente reducdo da deformacdo na punctura. A
combinagdo de MMT e AC apresentou diminui¢ao na RT ¢ ME e aumento no
AL tornando os filmes menos rigidos, mais fracos e mais extensos devido ao
efeito de plasticizagdo. Assim, os filmes com 1% de MMT combinado com 5 e
10% de AC e 3% de MMT combinado com 5% de AC apresentaram as melhores
propriedades mecénicas.

A adicdo de acido citrico e montmorilonia provocaram pequenas
alteragdes das propriedades Opticas sem afetar a aparéncia dos filmes. A
microscopia eletronica de varredura apresentou possiveis resultados de dispersao
para os filmes com 1% de MMT; 5 ¢ 10% AC. Os picos de espectroscopia no
infravermelho apresentaram uma interagdo entre acido citrico, montmorilonita e
IPS. O filme com 3% de MMT e 5% de acido citrico apresentou a menor
permeabilidade ao vapor de agua com interacdo de MMT e AC.

A partir da andlise de permeabilidade ao vapor de dgua, escolheu-se a
melhor combinagdo entre MMT e AC para avaliar a possivel atividade
antiescurecimento presente no filme devido a adi¢do de acido citrico. Verificou-
se que o escurecimento enzimatico das rodelas de magas foi reduzido para todos

os filmes durante o armazenamento. Porém, os filmes contendo acido citrico
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mantiveram as menores oscilagdes de cor, reduzindo a perda de qualidade
associada a manuten¢do da acidez, solidos soluveis, atividade de adgua e reducgao
da polifenoloxidase e peroxidase, prolongando a vida tutil de macas 'Gala’.

Assim, sugere-se a aplicagdo de filmes contendo argila montmorilonita e
acido citrico a fim de diminuir a perda da qualidade e aumentar a vida util de
minimamente processados. Com a interagdo entre MMT e AC, foi possivel a
obtencdo de nanocompoésitos homogéneos com boas propriedades térmicas,

mecanicas e estruturais para aplica¢cdo como materiais de embalagem.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1

EFEITO DO ACIDO CITRICO/MONTMORILONITA NAS
PROPRIEDADES ESTRUTURAIS, TERMICAS E MECANICAS DE
NANOCOMPOSITOS DE PROTEINAS DO SORO DE LEITE

RESUMO

A utilizacdo de nanocompésitos para liberagdo de substancias ativas ¢
uma das interessantes alternativas para preservacdo de alimentos de forma
gradual e segura. Foram estudados os efeitos do teor de montmorilonita (MMT)
e acido citrico (AC) sobre as propriedades térmicas, estruturais e mecanicas dos
nanocompdsitos de isolado proteico de soro de leite (IPS) pelo método casting.
Houve interacdo significativa entre MMT e acido citrico (p<0,05). A analise
termogravimétrica e calorimetria diferencial de varredura revelou que a adigdo
de MMT isoladamente aumentou a estabilidade térmica dos nanocompositos,
porém a combinagdo com AC reduziu, sendo que o filme com 3% de MMT e
5% de AC apresentou a menor redugdo quando comparado aos demais filmes. O
moédulo de elasticidade, resisténcia a tragdo, alongamento e resisténcia a
punctura aumentaram com um teor de MMT crescente de 0 a 3% em peso, com
consequente redugdo da deformagao na punctura. A combinagdo de MMT e AC
apresentou diminuicdo na RT e ME e aumento no alongamento tornando os
filmes menos rigidos, mais fracos e mais extensos devido ao efeito de
plasticiza¢do. A melhoria dessas propriedades pode ser atribuida a boa dispersao
/ esfoliagdo de MMT na matriz de IPS conforme visto nos difratogramas de raios
X com concentragdes de até 1% de MMT. Assim, com a intera¢do entre MMT e
AC, foi possivel a obten¢do de nanocompositos homogéneos com boas
propriedades térmicas, mecanicas e estruturais para aplicagdo como materiais de
embalagem.

Palavras-chave: Dispersao. Isolado proteico de soro de leite. Caracterizag@o.
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1 INTRODUCAO

As embalagens sintéticas geram problemas ambientais provocados pela
dificuldade de reciclagem e decomposi¢do. A poluicdo ambiental provocada
pelo descarte dessas embalagens como sacos, copos e garrafas de plastico a base
de polimeros sintéticos tornou-se um fator de risco ao ambiente nos ultimos
anos.

A aplicagdio de polimeros biodegradaveis, derivados de fontes
renovaveis, em substituicdo aos polimeros sintéticos tornou-se um caminho
promissor no desenvolvimento de novas embalagens a fim de solucionar
problemas de polui¢do ambiental causados por residuos de polimero sintéticos
(TUNC; DUMAN, 2010; WANG et al., 2005; ZHANG et al., 2007).

Por ser um residuo dos laticinios, o interesse pelo soro de leite na
elaboracdo de filmes comestiveis e biodegradaveis, recentemente despertou
interesse como uma forma de agregar valor a esse residuo e contribuir para
reducdo do impacto ambiental.

O isolado proteico de soro de leite, (IPS) ¢ a forma mais pura das
proteinas do soro (MULVIHILL; ENNIS, 2003). Filmes a base de isolado
proteico de soro de leite (IPS) tém sido estudados devido as suas propriedades
de formacdo de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis e por apresentarem boa
resisténcia mecanica e excelentes barreiras ao oxigénio, lipideos e aromas.
Porém, como outros filmes a base de proteinas, devido sua natureza hidrofilica,
apresentam baixa barreira a umidade que podem ser melhoradas com a
incorporacdo de substincias hidrofobicas, como os lipideos (KIM; USTUNOL,
2001; MCHUGH; AUJARD; KROCHTA, 1994; RAMOS et al., 2012).

Embalagens biodegradaveis provenientes de materiais naturais
apresentam baixa propriedade de barreira, mecanicas e térmicas. Filmes de

nanocompositos a base de silicatos em camadas podem melhorar essas



52

propriedades do material de embalagem (KACZMAREK; PODGORSKI, 2007;
TUNC; DUMAN, 2010; WANG et al., 2007). A montmorilonita sédica (MMT-
Na') ¢ a argila mais utilizada em nanocompdsitos de polimeros naturais. Pode
ser usada como componente em embalagens para alimentos sendo um material
de reforco, natural, ndo toxico, quimicamente e termicamente estavel
(MARTUCCI; VAZQUEZ; RUSECKAITE, 2007, RAO, 2007; TUNC;
DUMAN, 2010). Devido a sua estrutura lamelar e alta razdo de aspecto, as
nanoargilas podem efetivamente aumentar a tortuosidade do caminho de
moléculas em difusdo. Assim, uma melhora significativa nas propriedades de
barreira pode ser alcancada com a adig@o de quantidades relativamente pequenas
de argilas montmorilonita (VARTIAINEN et al., 2010). Além disso, por ser
hidrofilica, a MMT-Na" pode formar suspensdes estiveis em agua, o que facilita
sua dispersdo em polimeros soliveis como o isolado proteico de soro de leite.

O acido citrico (AC) é um acido organico natural presente em alimentos
citricos. E utilizado como um aditivo alimentar em diversos processos de
produgdo de alimentos pelo seu efeito antibacteriano e acidulante; reforga a acdo
antioxidante e antiescurecimento de outras substancias e melhoria de sabores e
aromas (PARK et al.,, 2005). Em filmes de embalagens, o acido citrico ¢
adicionado a fim de aumentar o efeito antimicrobiano, a plasticizagdo e
dispersdao da montmorilonita em nanocompdsitos além de melhorias nas
propriedades mecanicas e permeabilidade ao vapor de 4gua (CAGRI;
USTUNOL; RYSER, 2004; NING et al., 2009; SHI et al., 2007).

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da adicao de acido citrico
e nanoparticulas montmorilonita sdédica em filmes de isolado proteico de soro de
leite produzidos por casting, quanto as propriedades mecéanicas, térmicas e

estruturais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Isolado proteico de soro de leite (IPS 9400), com 90% de proteina, foi
obtido pela Hilmar Ingredients (Hilmar, CA, USA). Glicerol pela Sigma Aldrich
(Brasil), acido citrico anidro granulado pela Cargill (Uberlandia, MG, Brasil) e
argila montmorilonita (Cloisite Na") foi fornecida pela Southern Clay Products,
Inc (Gonzales, TX, USA).

2.2 Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em um planejamento fatorial completo,
com os seguintes fatores e niveis: montmorilonita sodica (MMT-Na") e 4cido
citrico (AC), sendo 0; 1 ¢ 3% e 0; 5 e 10%, respectivamente. Utilizou-se um
delincamento inteiramente casualizado com trés repeticdes. Os filmes

elaborados de IPS foram codificados conforme Tabela 1.

Tabela 1 Filmes desenvolvidos

Filmes MMT (g:100g™ IPS) AC (g-100g™" IPS)
IPS 0 0
MMTOACS 0 5
MMTOAC10 0 10
MMTIACO 1 0
MMTIAC5 1 5
MMTI1ACI10 1 10
MMT3ACO 3 0
MMT3AC5 3 5
MMT3ACI10 3 10
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Os resultados das propriedades mecanicas foram avaliados utilizando-se
analise de varidncia (ANOVA), com nivel de 5% de significancia utilizando-se o
software SPSS Estatistics 17 (SPSS STATISTICS, 2007). Calorimetria
diferencial de varredura, analise termogravimétrica e difracdo de raios X foram

submetidos a analise descritiva.

2.3 Desenvolvimento dos filmes

Foram desenvolvidos filmes de isolado proteico de soro de leite (IPS),
sendo IPS e glicerol fixados em 6% pv e 40 % pv, respectivamente, baseado em
pré-testes. O filme IPS foi preparado dissolvendo-se 6 g (m/v) de IPS com 2,4 g
de glicerol (GLY) (baseado no peso de IPS) em 44 mL e 56 mL de agua
destilada respectivamente, sendo ambos separadamente submetidos a agitagdo
continua em agitador magnético durante 30 min, em temperatura ambiente. Os
demais filmes representados na Tabela 1 foram desenvolvidos conforme filme
IPS, sendo a MMT (1 e 3 g/ 100 g de IPS) e o acido citrico (5 ¢ 10 g/ 100 g de
IPS) dispersos com glicerol. Apos agitacdo, as solugdes foram vertidas uma na
outra e manteve-se agitagdo continua durante 10 min. em temperatura ambiente.
Em seguida, o pH foi ajustado para 8 com NaOH 2N e a solu¢ao final submetida
a homogeneizador ultrassonico (Sonifier Cell Disruptor Branson - Model 450D,
Manchester, UK) durante 10 min. com poténcia de 80 W/25 °C. Posteriormente,
as solucdes foram aquecidas a 90 °C por 30 min. em banho-maria, resfriada a
temperatura ambiente e vertidas em placas de vidro. O controle de espessura foi
efetuado por volume aplicado no suporte, correspondendo a 110 mL. Em
seguida, os filmes com dimensdes 18 x 30 cm, foram secos em temperatura
ambiente durante 48 h garantindo evaporacdo lenta do solvente e formagdo do

filme.



55

2.4 Acondicionamento dos filmes e espessura

Todos os filmes foram acondicionados em temperatura controlada, 23 +
2 °C e umidade relativa 50 + 5% UR por 48 h antes das analises, conforme
método D618-00 (AMERICAN SOCIETY STANDAD TESTING AND
MATERIALS - ASTM, 2000). A espessura média dos filmes foi medida por
meio da leitura em dez pontos distintos, tomados aleatoriamente em cada corpo
de prova, utilizando micrometro digital Mitutoyo (precisdo 0,01 mm; Mitutoyo

Sul Americana, Suzano, SP, Brasil).

2.5 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizada em
calorimetro DSC modelo TA 60, (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). O
limite de deteccdo do aparelho € de 0,3 W, o peso da amostra foi de 4-6 mg e
uma capsula vazia foi utilizada como referéncia. As rampas de aquecimento e
resfriamento foram fixadas em 10 °C min™' e variaram entre -50 °C ¢ 200 °C. A
sequéncia utilizada foi: aquecimento de 25 a 200 °C para eliminar a historia
térmica; resfriamento de 200 a -50 °C; e um segundo aquecimento até 200 °C
(ASTM, 1999; ASTM, 2003). A partir das curvas de DSC, a temperatura de
transigdo vitrea (T,) foi avaliada no segundo aquecimento e a temperatura inicial
de degradacdo T,y (desnaturagdo), temperatura maxima de degradacdo, Ty,

foram avaliadas na primeira curva de aquecimento conforme Ryan et al. (2008).

2.6 Analise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica dos filmes foi avaliada por andlise

termogravimétrica em DTA-TG Shimadzu 60 H (Shimadzu Corporation, Kyoto,
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Japdo). As analises foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio a uma taxa de
fluxo de 50 mL/min., com aquecimento de 40 °C a 800 °C com uma razdo de

aquecimento de 10 °C/min. (LAVORGNA et al., 2010).

2.7 Difracao de Raios X (DRX)

As andlises de difracdo de raios x nos nanocompositos foram realizadas
em equipamento Shimadzu XRD-6000 (Shimadzu, Tokyo, Japdo) usando um cristal
de grafite como monocromador com radiacio de filtro de Cu-ky; (A = 1.5406 A). As
amostras foram fixadas em suporte de aluminio e analisadas com um passo de 0.02°
s, 20 de 4°- 60°, velocidade 1° min™ e 30 kV, 30 mA. O espagamento basal (d) nos

compositos foi calculado pela equacédo de Bragg, (Equagdo 1):

senf = Afz.i
(1)

Onde: A corresponde ao comprimento de onda utilizado (A = 1.5406 A) para
gerar a radia¢do no equipamento; d ¢ a distincia que se deseja calcular entre as

lamelas da argila; 0 (theta) é o angulo onde se detecta o pico no difratograma.
2.8 Propriedades Mecanicas

As propriedades de tracdo dos filmes, resisténcia a tracdo (RT),
alongamento na ruptura (AL) e o médulo de elasticidade (ME), foram medidos
conforme método padrao D882-02 (ASTM, 2002), em um analisador de textura
(Stable Microsystems, modelo TATX2i, Inglaterra) com célula de carga de 1 kN.
As amostras de filmes foram cortadas em tiras (100 x 25 mm) e a separagdo

inicial entre as garras foi de 50 mm com velocidade de 50 mm/min. A
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resisténcia a tragdo (RT, MPa) foi calculada dividindo a carga maxima pela area
da secdo transversal do filme. O alongamento na ruptura (AL) foi calculado pela
relagdo percentual entre o alongamento do corpo de prova e seu comprimento
inicial padrao (50 mm), na ruptura. O médulo de elasticidade (ME, MPa) pela
inclinagdo da parte linear do diagrama de tensdo-deformagdo. Foram testados
seis corpos de prova para cada filme em trés repeticdes.

O teste de punctura foi realizado utilizando um analisador de textura
(Stable Microsystems, modelo TATX2i, Inglaterra). Os filmes foram cortados em
quadrados de 9 cm” de area e fixados em um suporte com orificio central (2,1 cm
de diametro). Uma sonda esférica de 5,0 mm de didmetro (sonda A/TG) foi
deslocada perpendicularmente a superficie da pelicula a uma velocidade constante
de 0,8 mm/s até a sonda passar através do filme (CHEN; LAI, 2008). A resisténcia
a punctura/ espessura (N/mm) foi calculada dividindo o valor da forga no ponto de
ruptura pela espessura do filme para eliminar o efeito da variagdo da espessura
(PARK; ZHAO, 2004) e a deformagdo (mm) dos filmes foi determinada no ponto

de ruptura. Foram testados seis corpos de prova para cada filme em trés repetigoes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Aparéncia dos Filmes

Todos os filmes de isolado proteico de soro de leite apresentaram-se
flexiveis, homogéneos, transparentes, com superficies lisas, sem poros ou
fissuras. Os dois lados dos filmes possuiam aparéncia diferente, o lado do filme
voltado para a placa de vidro apresentou-se com aspecto brilhante, enquanto que
o outro lado era opaco. Ramos et al. (2012) sugerem que essa diferenca na
aparéncia ¢ provavelmente ligada a alguma separagdo de fases que ocorre na

solugdo durante a secagem. Resultados semelhantes em filmes de proteinas de
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soro de leite também foram encontrados por Fernandez et al. (2007) e Mchugh

Aujard e Krochta (1994).

3.2 Calorimetria Diferencial de Varredura — DSC

Observou-se que a adicdo de MMT e AC causaram mudancas nas
temperaturas iniciais ¢ maxima de degradacdo. A T4 aumentou com a adigdo de
0 a 3% de MMT sem o efeito de AC, conforme observou-se nos filmes IPS ,
MMTIACO e MMT3ACO (Tabela 2). O aumento na temperatura de
desnaturacdo indica que a adigdo de MMT favorece a reducdo da mobilidade das
cadeias do polimero ¢ melhor estabilidade térmica (AOUADA; MATTOS;
LONGQO, 2011). A adi¢do de AC nos filmes MMT1AC5 e MMT1ACI10, causou
uma diminui¢do na T4 e T, . em relacdo ao filme MMTIACO. O filme
MMT3ACS obteve a melhor interacdo de MMT e AC na T4 e ndo apresentou
reducdo da estabilidade térmica quando comparado com os demais filmes. Isso
indica que a MMT auxiliou na melhoria das propriedades térmicas. Ja o filme
MMT3ACI10 apresentou uma diminui¢do na T4. Essa reducdo esta relacionada a
menor estabilidade térmica dos filmes provocada pela presenca do acido citrico.
Esse fato ¢ atribuido a quebra das ligagdes de éster entre glicerol e acido citrico
para temperaturas mais baixas de degradacdo (STOJANOVIC; KATSIKAS;
POPOVIC, 2005). A combinagdo de 1% de MMT com 5 ou 10% de AC ndo foi
suficiente para aumentar a T, Porém, os filmes MMT3ACS e MMT3ACI10
apresentaram aumento na Ty, em relagdo ao filme MMT3ACO. A combinagao de
uma maior concentracdo de MMT com AC pode ter ocasionado esse aumento.
Ibanoglu (2005) observou uma temperatura de desnaturagdo de 74,6 °C de IPS
analisando o efeito de hidrocoloides sobre a desnaturag@o térmica de proteinas.
Kokoska et al. (2010) estudaram o efeito de diferentes concentragdes de IPS e

glicerol e encontraram valores de T4 (60,6 a 72,5 °C) e Tpax (68,7 2 77,1 °C).
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Tabela 2 Calorimetria diferencial de varredura de nanocompositos de

IPS/MMT/AC
Filmes (g-100g™) Ty (°C)* Tanax (°C) T, (°C)
IPS 60,85 75,05 143,46
MMTOACS 58,95 78,02 149,88
MMTOAC10 59,96 79,01 148,98
MMT1ACO 67,66 72,14 124,05
MMTIACS 59,82 64,41 145,34
MMTIAC10 62,69 70,25 147,28
MMT3ACO 68,02 70,29 136,50
MMT3ACS 68,13 75,10 138,87
MMT3AC10 60,70 75,14 137,64

*Abreviagdes: Ty, temperatura inicial de degradacdo (desnaturagdo); T, temperatura
méaxima de degradagdo; T,, temperatura de transi¢do vitrea

A T, é uma transicdo de segunda ordem na qual ocorre o inicio do
movimento da cadeia polimérica com a passagem do estado vitreo (moléculas
mais ordenadas) para o estado de “borracha” (maior flexibilidade ¢ menor
ordenagdo) sendo a varia¢do da linha base da curva de calorimetria diferencial
de varredura (DSC) (CANEVAROLO JUNIOR, 2003). Observou-se que a T, do
filme IPS foi de 143,46 °C (Tabela 2). A concentragdo utilizada de MMT nos
filmes MMTIACO e MMT3ACO ndo foi suficiente para aumentar a T,
ocasionando uma diminuicdo quando comparada ao filme de IPS. Conforme
Souza et al. (2012) a incorporagdo de nanoparticulas pode ser atribuida a
quantidade de intercalante dispersos na matriz do polimero, que causa um efeito
de plasticizacdo, reduzindo a T,. Além disso, esses autores citam que a
degradacdo do sal de amodnio presente em argilas organofilicas também
influencia na estabilidade térmica. Nanocompositos de resina epoxi com
concentragoes de 1, 2 e 3% de MMT foram estudados por Yang et al. (2007).

Esses autores observaram um aumento na T, com 1% de MMT e uma
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diminuicdo com 2 e 3% em relacdo ao polimero epoxi. Como visto
anteriormente, o efeito da plasticiza¢do do glicerol também diminui a T,.

A adigdo de éacido citrico nos filmes MMTOACS, MMTOACIO0,
MMTIACS e MMTIACI10 aumentou a T, diminuindo assim a mobilidade das
cadeias. Conforme Djordjevic et al. (2009) e Yang et al. (2006) o acido citrico
pode formar forte interagcdo intermolecular com as cadeias do polimero o que
resulta em menor mobilidade das moléculas, aumentando assim a T, e
melhorando a estabilidade térmica. A T, do pd de isolado proteico de soro de
leite foram reportadas por Adhikari (2009) e Zhou e Labuza (2007) que
observaram valores em torno de 75 a 119 °C contendo de 7 a 16% de agua e

153 °C, respectivamente.

3.2.2 Analise Termogravimétrica - TGA

A andlise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica
(DTG) foram realizadas para determinar a estabilidade térmica dos
nanocompositos de IPS/MMT/AC e suas curvas sao representadas nas Figuras 1
e 2. Pode-se observar 3 estagios de degradacdo dos filmes na faixa de 45 °C a
800 °C.

O primeiro estidgio de degradagdo foi observado em aproximadamente
45 a 200 °C para todos os filmes, correspondendo a perda de 4gua e materiais
volateis, antes da T; (MA; YU; MA, 2005; MARTINEZ-CAMACHO et al.,
2010). O segundo estagio foi observado a partir de 200 a 500 °C,

correspondendo & decomposi¢cdo quimica dos componentes presentes nos filmes.
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Figura 1 Curvas de TGA e DTG de filmes de IPS. a) A: IPS ; b) B: MMTOACS; ¢) C:

MMTOACI10
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O terceiro estagio, temperatura de 500 a 800 °C esta associado com a

degradagdo oxidativa de residuos de carbono formados durante o segundo

estagio (Figuras 1 e 2). Em atmosfera de nitrogénio, o material carbondceo

formado no terceiro estagio ndo é decomposto, porém, sob atmosfera de ar

ocorre a oxidagdo completa e a perda de massa ¢ de 100% (CANEVAROLO

JUNIOR, 2003).

Nas Tabelas 3 e 4 sdo representados os parametros de estabilidade

térmica dos componentes em po dos filmes (IPS, MMTNa" e 4cido citrico) e dos
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filmes, respectivamente: T; (temperatura inicial de decomposicdo); DTGpx
(temperatura maxima de decomposicdo); Ty (temperatura final de
decomposicdo); PM (porcentagem de perda de massa na faixa de
decomposi¢do); Resgg oc (porcentagem de residuo a 800 °C).

Na Tabela 4, observou-se a adi¢do de 1 e 3% de MMT nos filmes
MMTIACO ¢ MMT3ACO aumentou a T; ¢ Ty em relacdo ao filme de IPS,
indicando uma melhoria da estabilidade térmica dos filmes. Além disso, observou-se
reducdo na porcentagem de perda de massa (% PM) desses filmes, aumento do
residuo e temperatura no qual ocorre a velocidade maxima de decomposi¢do
(DTGuax). Quanto menor for o intervalo de variagdo da porcentagem de perda de
massa (% PM), mais estavel é o material a decomposi¢ao térmica (CANEVAROLO
JUNIOR, 2003). Ning et al. (2009) relataram resultados semelhantes, com melhorias
das interagdes existentes em nanocompositos de amido termoplastico e MMTNa".
Além disso, esses autores relataram que a estrutura esfoliada de MMTNa" poderia
impedir a evaporacdo da agua (efeito plasticizante). Wang et al. (2009) atribuiram o
aumento da estabilidade térmica dos nanocompésitos de amido termoplastico
extrusados com a adicdo de MMTNa" devido a intercalagio e esfoliagdo que
promove uma estrutura ("caminho tortuoso") formada na matriz, dificultando a

passagem de gases e liquidos.

Tabela 3 Estabilidade térmica dos componentes em pé dos filmes IPS/MMT/AC
obtidos por analise termogravimétrica

Ti* DTGmax Tf PM (%) ReSgoo oC
co W) (S (Ti -Tp (%)
IPS 260,5 301,57 351,0 85,2 14,6
Acido citrico 202,1 217,5 231,1 93,3 0,7
MMTNa+ 584,1 610,1 637,2 3,4 91,9

*T; (temperatura inicial de decomposi¢do); DTG (temperatura maxima de
decomposicdo); Ty (temperatura final de decomposi¢do); PM (porcentagem de perda de
massa na faixa de decomposi¢do); Resgyg oc (porcentagem de residuo a 800°)
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Tabela 4 Estabilidade térmica de nanocompositos de IPS/MMT/AC obtidos por
andlise termogravimétrica

Filme Ti* DTC}maX Tf (%) PM RCSgOO oC

(¢:100g' IPS) co W9 co (Ti -Tp (o)
IPS 255,3 301,5 366,3 74,3 16,0
MMTOACS 249.8 302,5 372,1 75,9 12,3
MMTOAC10 253,1 302,1 357,0 70,8 18,6
MMTI1ACO 261,4 304,66 368.,9 69,4 19,9
MMTI1ACS 246,4 314,1 382,2 70,7 17,9
MMTI1AC10 232,5 309,62 377,4 72,3 17,4
MMT3ACO 268,2 307,7 376,3 70,1 19,3
MMT3ACS 266,4 303,1 371,0 68,0 21,2
MMT3ACI10 237,5 308,5 368.,4 68,0 21,6

*Ti (temperatura inicial de decomposi¢do); DTG,.c (temperatura maxima de
decomposicdo); Ty (temperatura final de decomposi¢do); PM (porcentagem de perda de
massa na faixa de decomposi¢do); Resggg oc (porcentagem de residuo a 800°).

Todos os filmes que continham acido citrico tiveram sua temperatura
inicial de decomposic¢do (T;) reduzida em relagdo a presenca ou auséncia de
MMT, apresentando baixa estabilidade térmica (Tabela 4). Assim, a adi¢do de
acido citrico nos filmes resultou em menor estabilidade térmica devido a quebra
de ligagdes de éster conforme citado por Stojanovic, Katsikas e Popovic (2005).
Houve pequena variagdo de temperatura onde ocorre a velocidade maxima de
decomposi¢cdo (DTG ). Isso pode ser justificado pelo mesmo teor de glicerol e
agua presentes no filme (MA et al., 2009).

Para os filmes MMT1ACS5, MMT1AC10, MMT3ACS e MMT3ACI10, a
curva de DTG apresentou uma reagdo secundaria em 272,6; 309,62; 272,2;
308,50 °C (Figura 2b, 2c, 2e, 2f) sugerindo possivelmente a degradag¢ao de IPS
e/ou acido citrico, conforme Tabela 3. Ma et al. (2009) estudaram filmes de
amido de arroz e amido de ervilha incorporados com acido citrico e relataram
uma temperatura de degradacao de 285,7 ¢ 294,5 °C, respectivamente.

Ramos et al. (2013) estudaram filmes de IPS e CPS com diferentes

concentragoes de glicerol. Esses autores observaram perda de massa acentuada



65

entre 280 ¢ 500 °C. Essa perda esta associada com a degradacdo da proteina e
com o plasticizante glicerol, incorporado na matriz do filme. Resultados
semelhantes de degradacdo proteica para outros tipos de filmes de proteina, por
exemplo, caseinato de sddio e gelatina foram encontrados por Barreto, Pies e
Soldi (2003).

Os resultados de TGA corroboraram com as conclusdes tiradas a partir
de alguns dados de DSC. Observou-se que o filme MMT3ACS5 obteve a melhor
combinag¢do entre MMT e AC, com maior temperatura de decomposi¢do e
menor varia¢do de perda de massa apresentando-se mais estavel a decomposigao
térmica. Como observado na analise de DSC nio foi possivel obter um aumento
na T, devido a baixa concentracdo de MMT. Porém, o filme MMT3ACS
também apresentou aumento na temperatura de degradagdo indicando maior

estabilidade térmica desse filme.

3.2.3 Difracio de Raios X — DRX

Para melhor compreensdo do efeito da adicdo da MMT, nas
propriedades mecanicas dos filmes, a analise de raios X foi realizada para
determinar o espago entre as lamelas de nanoargila e a matriz polimérica.

A Figura 3 representa os padrdes de difragdo de raios X de isolado
proteico de soro de leite (IPS), argila montmorilonita sédica (MMT-Na") e acido

citrico.
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montmorilonita sédica; ¢) AC: acido citrico em po.

Observou-se na Figura 3a, auséncia de picos que poderiam indicar a
presenca de cristais de lactose no IPS. Durante o processo de secagem do soro
de leite liquido, a lactose presente transforma-se em um estado amorfo
(NIJDAM et al., 2007). Assim, a remogao da lactose e consequente secagem do

soro de leite liquido durante o processo de concentragdo a IPS ou CPS torna
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esses produtos amorfos. A MMT-Na' apresenta o pico mais acentuado em
20=6,82°; e espagamento entre as lamelas de doo= 12,97 A (Figura 3b). Na
literatura, o espagamento minimo dyo; entre as lamelas de argila montmorilonita
sodica completamente seca é de cerca de 10 A, ou seja, 1,00 nm (FORNES;
PAUL, 2003). O acido citrico apresenta cristais e seu pico foi detectado em
20=14,22°; d= 6,23 (Figura 3c).

Na figura 4, a presenca de um pico em torno de 26 = 17,04° ¢ 20 =
14,08° em todos os filmes pode estar relacionada com a adigdo de glicerol. Além
disso, todos os filmes contendo AC também apresentaram um pico de difragdo
em aproximadamente 20 = 14,22°. Lavorgna et al. (2010) estudaram filmes de
quitosana e avaliaram o efeito da presenca do plasticizante glicerol encontrando
um pico de difragdo em torno de 26 = 20°.

Com a adigdo de MMT nos filmes MMT1ACO e MMT3ACO os picos de
difracdo deslocam-se para 5,78 e 5,84°, (dopy = 15,30 e 15,14 1&)
respectivamente. Esse fato corresponde a uma possivel expansdo das lamelas de
MMT, com consequente intercalagdo das macromoléculas de IPS nas lamelas de
MMT decorrente da combinagdo entre MMT e glicerol (Figura 4b e 4c¢). Uma
nova regido cristalina surgiu nos filmes, com um pico em torno de 26 = 11,20°
(espagamento d = 7,91 A). O deslocamento dos picos de MMT para angulos
inferiores indica a formac¢do de uma nanoestrutura intercalada, enquanto que o
alargamento do pico indica uma estrutura desordenada intercalada ou esfoliada
(WANG et al., 2005). Esse resultado pode ser explicado pela facilidade de
dispersdao da MMT quando adicionadas em pequenas quantidades na matriz do
filme. Tung e Duman (2010) estudaram concentragoes de 10 a 60% pv de
MMTNa" em filmes de metilcelulose e encontraram uma diminuigdo nos valores
doo1. Esses autores relatam que com o aumento da concentragio de MMTNa " na
solucdo filmogénica a dispersdo torna-se dificil, pois a concentragdo de outros

componentes do filme sdo constantes. Em estudos com filmes de quitosana e
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montmorilonita, Lavorgna et al. (2010) citaram que a auséncia de glicerol
mantém as lamelas de MMTNa" em estruturas ordenadas, assim, a presenca do
glicerol nos filmes também auxilia na dispersao da argila.

Os filmes MMT1ACS5 e MMTI1ACI10, apresentaram picos de difragdo

em 20 = 5,60° ¢ 5,28°; com espagamento d = 15,79 e 16,75 A, respectivamente

(Figura 4b). Em relagdo ao filme MMT1ACO, esses picos, apresentaram maior
amplitude, diminuiram, e, possivelmente uma intercalagdo e,ou esfoliacdo da
MMT pode ter ocorrido devido a baixa concentracdo de MMT e interagdo entre
AC e MMT. Ning et al. (2009) estudaram o efeito do acido citrico e glicerol em
nanocompositos de amido termoplastico e montmorilonita soédica. Esses autores
afirmaram que a montmorilonita possui caracteristicas hidrofilicas e facilidade
para se dispersar em agua e demonstraram que o glicerol e o 4cido citrico podem
aumentar a plasticizagdo ¢ o espacamento d, favorecendo a intercalagdo ou
esfoliacdo de nanocompositos. Zhong, Song e Li (2011) atribuiram a existéncia
de um pico largo as interagdes intermoleculares entre os componentes, limitando
os movimentos das cadeias do polimero impedindo o processo de cristalizagdo.
Além disso, a solugdo filmogénica foi submetida a agitador ultrassdnico com

possibilidade de dispersdo das lamelas de MMT.
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O aumento na concentragdo de MMT nos filmes MMT3ACS e
MMT3ACI10 apresentou picos estreitos em 26 = 5,72° e 5,60° com espagamento
d=15,46 ¢ 15,79 A, respectivamente (Figura 4c). Esses picos indicaram a ndo
esfoliacdo da MMT, com possibilidade de intercal¢do e presenga de estruturas
cristalinas no filme devido a adig¢do de acido citrico e aumento da concentragdo
de MMT, dificultando assim a dispersdo. Esse resultado também pode ter sido
influenciado pelo tempo em que a solugdo filmogénica foi submetida a agitador
ultrassonico, ndo sendo suficiente para dispersar uma maior concentragdo de
MMT.

Ma et al. (2009) estudaram a adig@o de acido citrico em filmes de amido
de ervilha preparados por extrusdo, os difratogramas apresentaram um pico
cristalino estreito, advindo da presenca de cristais de acido citrico. Aouda et al.
(2011) estudaram o efeito de diferentes concentracdes de MMTNa', em filmes
de amido. Esses autores relataram uma esfoliagdo nas lamelas de argila com
concentragdes de 1 e 2%, e ndo obtiveram um grau de esfoliacdo eficiente a
partir de 3% de MMTNa'" na matriz do amido e afirmam que os picos de
difragdo podem ser causados pelo teor elevado de argila o que poderia levar a
formagdo de agregados de MMT. Segundo Chivrac et al. (2008) o grau de
agregacdo da argila dependera da intensidade do pico (alto ou baixo).

Resultados mais precisos quanto a possivel intercalagdo ou esfoliagdo da
argila montmorilonita podem ser concluidos com microscopia eletronica de

transmissdao (MET).

3.2.4 Propriedades Mecanicas

A interacdo dos fatores MMT e AC foi significatica (p<0,05) para RT,
ME, AL, RP, DP. A Tabela 5 representou o desdobramento da interagdo dos

pardmetros de tragdo e punctura, respectivamente.
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Resisténcia a tragdo (RT), alongamento (AL) e médulo de elasticidade
(ME) s@o parametros mais frequentemente utilizados para descrever as
propriedades mecénicas de filmes. A RT ¢ a forca de tensdo maxima que um
filme pode sustentar. O alongamento mostra a capacidade que o filme possui de
esticar antes do rompimento. Modulo de Young ou mddulo de elasticidade ¢ a
razao entre a tensdo de tragdo e a deformagdo, na regido linear da curva tensao-
deformagdo (conhecida como regido elastica), sendo uma medida da rigidez do
filme (ASTM, 2008).

Os filmes MMT1ACO e MMT3ACO apresentaram melhorias em relacao
ao filme IPS nas propriedades de tracdo, com aumento da RT, ME e AL. Esse
aumento pode estar relacionado com uma possivel intercalacdo e, ou esfoliacdo
da MMT na matriz do IPS e menor movimento das cadeias poliméricas. Assim,
os filmes apresentaram uma menor elasticidade (maior rigidez), maior forga na
tragdo e maior estiramento (Tabela 5). Gutiérrez et al. (2012) estudaram filmes
de carboximetilcelulose (CMC) com adigdo de 10 g MMT/100 g CMC e
relataram melhorias na resisténcia a tracdo de 54% e o modulo de elasticidade de
122%, respectivamente, quando comparado com o filme controle. Neste
trabalho, a adi¢do de 1 g MMT/100g IPS e 3 g MMT/100g IPS apresentaram um
aumento de 35,65 e 71,45% no ME, respectivamente ¢ aumento de 24,80 e
49,31% na RT, respectivamente quando comparados ao filme sem argila. Essa
melhoria do ME e RT pode ser atribuida ao refor¢co devido a elevada razao de
aspecto e area de superficie das camadas de silicato, a uma boa dispersdo das
camadas de argila na matriz de IPS, e fortes interagdes entre eles.

A adi¢do de 4cido citrico em combinacdo com o glicerol ¢ MMT
apresentou um efeito de plasticizacdo nos filmes com diminui¢do na RT ¢ ME
tornando os filmes menos rigidos e mais fracos. Também se observou efeito de
plasticizagdo com o aumento da extensibilidade no AL com até¢ 1% MMT

combinado com 4cido citrico e glicerol e redu¢do com 3% MMT causado pela
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presenca da argila e consequente diminuigdo do efeito plasticizante e capacidade
do filme para esticar (Tabela 5). A formacdo de filmes a base de proteinas em
geral, requer a incorporacdo de uma quantidade minima de plasticizante a fim de
reduzir sua fragilidade. Os plasticizantes enfraquecem as forgas intermoleculares
entre as cadeias adjacentes do polimero, assim, ocorre um aumento da
extensibilidade e flexibilidade do filme, com uma diminuicdo no modulo de
elasticidade, resisténcia a tracdo (ALVES et al., 2007; SOBRAL et al., 2001). O
glicerol é um plasticizante com alto ponto de ebuli¢do, soluvel em agua, polar e
miscivel em proteinas, sendo adequado para o uso com polimeros soluveis em
agua (KOKOSZKA et al., 2010). A presenca de dgua em filmes hidrofilicos
também possui efeito plasticizante, em condi¢des de baixa umidade, os filmes
tornam-se mais quebradigos devido a diminuig¢do de agua residual no interior do
filme (COUPLAND et al.,, 2000). CHABRAT et al. (2012) encontraram
diminui¢do no ME ¢ RT e aumento no AL com a adi¢do de acido citrico em
filmes de acido polilatico. Esses autores relataram que ndo poderia existir uma
competicdo entre glicerol e acido citrico na plastificacdo, pois a resisténcia
diminuiu muito com o aumento da adi¢do de acido citrico.

A forca de punctura (resisténcia a punctura) ¢ a forca maxima necessaria
para penetrar através de um material. E a medida da dureza do filme sob a tenséo
aplicada perpendicularmente a sua superficie. A deformag¢do no teste de
punctura ¢ a medida da elasticidade do filme sob tens@o verticalmente aplicada.
Ambos os valores de resisténcia a tragdo e a punctura podem ser utilizados como

medida da dureza dos filmes (PARK; ZHAO, 2004).



Tabela 5 Tracdo (ME, RT e E) e punctura (RP e DR) de filmes de IPS/MMTNa'/AC

+ Mobdulo de Resisténcia a Resisténcia a Deformagéo na
?gl\l/[()];)l\g]%) (@ ﬁ)gg ) Elasticidade (ME) tracao (RT) Alongar(r(l)zr)lto (AL) punctura / Espessura puncturac(DP)
(MPa) (Mpa) (RP) (N/mm) (mm)
0 106,53 £ 0,30 a 3,63£0,40a 60,46 £ 837 a 113,65+4,25¢ 4,65+0,38b
0 5 102,95+ 6,02 a 3,85+0,81a 89,80 +2,71b 97,78 +£9,43 b 4,78 +£0,36b
10 101,33 £9,38 a 3,95+£0,56a 78,67 + 10,62 ¢ 92,23 £6,60 a 4,04 +0,38a
0 144,51 £8,36 b 453+0,04b  74,92+928a 115,50 £ 11,06 ¢ 4,17+0,59 a
1 120,0+ 11,73 b 2,88+0,90 a 93,15+ 7.81b 84,73+ 11,58 b 4,62+0,39b
10 80,37+0,0a 3,14+£0,02a 87,24+580b 74,81 + 10,12 a 4,94+0,36b
182,64 +0,0b 542+0,19¢ 101,86 £2,37b 122,43 £8,59 ¢ 390+0,36a
3 5 62,08+ 0,0 a 2,95+ 0,06 a 56,46 +592a 99,45+791b 4,88+0,70 b
10 90,10 £ 6,07 a 391+0,08b  62,58+10,06a 94,76 = 7,45 a 4,07+0,37a

* Médias observadas na coluna com mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05)

€L
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Observou-se aumento da RP ¢ menor DR dos filmes MMT1ACO e
MMT3ACO quando comparado aos demais filmes. Isso indica menor
deformacgdo dos filmes e uma maior forga seria necesséaria para perfuragdo. A
adicdo de acido citrico causou uma diminui¢do da RP e aumento da DR (Tabela
5). A combinagdo do efeito plasticizante do glicerol com o acido citrico podem
ter aumentado a mobilidade das cadeias do polimero resultando em filmes
menos resistentes e mais elésticos. A reducdo da for¢a de punctura e o aumento
na deformagdo sdo influenciados pelo efeito da concentracdo de plasticizantes
como o glicerol (MARAN et al., 2013). Pelos difratogramas de raios X,
observou-se que a adi¢do de AC aumentou a cristalinidade do filme
MMT3ACI10. A presenga de cristais resultou em um filme menos resistente e
com menor deformagdo na ruptura (menor elasticidade). O filme MMT3ACS
também apresentou cristalinidade pela analise de raios X, porém, a combinagdo
de 3% de MMT com uma menor concentra¢do de AC (5%) tornou o filme mais
resistente e mais elastico quando comparado aos filmes MMTI1ACS,

MMTI1AC10 e MMT3ACI10.
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4 CONCLUSAO

O efeito da combinacdo de MMT e AC apresentaram melhorias das
propriedades mecanicas, térmicas e estruturais dos filmes de isolado proteico de
soro de leite. O filme MMT3ACS5 apresentou-semais estavel com aumento da
temperatura inicial de decomposi¢do e menor perda de massa quando comparado
aos demais filmes.

Os filmes MMT1ACO e MMT3ACO apresentaram aumento do modulo
de elasticidade e resisténcia a tracdo, quando comparados ao filme sem argila.
Os filmes MMTI1ACS5, MMT1AC10 ¢ MMT3ACS apresentaram melhores
propriedades mecénicas com diminui¢do na resisténcia a tragdo e modulo de
elasticidade, tornando os filmes mais elasticos, porém mais fracos.

Observou-se aumento da extensibilidade no alongamento com até 1%
montmorilonita combinado com &cido citrico e uma redugdo com 3% MMT
devido a presenga da argila e consequente diminuicdo do efeito plasticizante e
capacidade do filme para esticar. O filme MMT3ACS apresentou-se mais
elastico e com maior resisténcia a punctura.

Os difratogramas de raios X apresentaram possivelmente uma
intercalagdo e, ou esfoliacgilo da MMT para os filmes MMTIACS e
MMTI1ACI10.

Como reportado na literatura, o acido citrico ¢ utilizado como aditivo
alimentar, pelo seu efeito antibacteriano, antioxidante (antiescurecimento) e
melhoria de sabores e aromas. Assim, a utilizacdo do filme MMT3ACS5 como
carreador de substincias ativas seria uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de filmes ativos visando aplicagdes na forma de embalagens

para alimentos.
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ARTIGO 2

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, ESTRUTURAL, OPTICA E DE
BARREIRA DE FILMES DE ISOLADO PROTEICO DE SORO DE
LEITE

RESUMO

Filmes de nanocompositos de isolado proteico de soro de leite
(IPS)/montmorilonita sédica (MMTNa")/4cido citrico (AC) foram preparados
pelo método casting. O efeito do teor de argila e do 4cido citrico foi estudado
quanto as propriedades de barreira ao vapor de agua, opticas, morfoldgicas e
estruturais. O filme com 3% de MMT e 5% de acido citrico sofreu interagdo
significativa entre MMT e AC apresentando menor PVA. A adicdo de AC e
MMT provocou pequenas alteragdes das propriedades Opticas sem afetar a
aparéncia com filmes mais opacos em relacao ao IPS. A microscopia eletronica
de varredura apresentou possiveis resultados de dispersdo para os filmes com
1% de MMT, 5 e 10% de AC. Os picos de espectroscopia no infravermelho
apresentaram uma interacao entre acido citrico, montmorilonita e IPS.

Palavras-chave: Filmes biodegradaveis. Nanoargilas. Acido citrico.
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1 INTRODUCAO

Existe um crescente interesse da sociedade pela reducdo do impacto
ambiental causado pelo excesso de embalagens de alimentos descartadas apds
sua utilizacdo. Esse fato, poderia se unir ao interesse dos consumidores que
buscam maior qualidade e vida util dos produtos com aumento em novas
pesquisas sobre desenvolvimento de embalagens ativas. Assim, pesquisas sobre
biopolimeros baseado em materiais de embalagens estdo sendo cada vez mais
exploradas (JUVONEN et al., 2011; VERBEEK; VAN DEN BERG, 2010).
Biopolimeros, como polissacarideos, proteinas, lipidios e suas misturas sdo
considerados promissores como matrizes em sistemas de embalagens ativas
devido a sua biodegradabilidade, sustentabilidade e abundancia (SOTHORNVIT
et al.,, 2010). Outra tendéncia em pesquisas sobre embalagens ativas visa ao
estudo das interagdes entre os materiais da embalagem e os alimentos, a fim de
avaliar a migracdo controlada de substincias ativas (ARRIETA et al., 2013;
PELTZER; WAGNER; GIMENEZ, 2009). As proteinas, por exemplo, so
adequadas para a preparacio de filmes pela sua elevada plasticidade,
elasticidade (PEREDA; ARANGUREN; MARCOVICH, 2008; PEREDA et al.,
2011) e seus filmes podem carrear aditivos alimentares como antioxidantes,
antimicrobianos, corantes, saborizantes entre outros (SALMIERI; LACROIX,
2006).

Um aditivo que pode ser adicionado as embalagens ativas visando sua
liberagdo controlada com objetivo de inibir reagdes deteriorativas nos alimentos,
como o escurecimento enzimadtico ¢ o acido citrico. O &cido citrico ndo ¢ um
agente antioxidante, ¢ um acido orgéanico, naturalmente encontrado nos vegetais
que age como quelante do cobre ¢ atua em sinergia com acido ascorbico,

eritorbico e seus sais neutros. Apresenta efeito inibitdrio sobre as enzimas
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polifenoloxidases inibindo escurecimento enzimatico (DEL AGUILA et al.,
2008).

Pesquisas tém sido realizadas avaliando o efeito da interacdo entre acido
citrico e argila montmorilonita nas propriedades estruturais, mecéanicas,
morfoldgicas e de barreira de filmes biodegradaveis.

O 4cido citrico pode aumentar a plastificacdo, dispersdo da argila
montmorilonita em nanocompo6sitos de amido e melhorar a permeabilidade ao
vapor de agua (NING et al., 2009). A argila montmorilonita possui camadas de
silicato que combinadas com polimeros fornecem refor¢o nas propriedades
mecanicas, de barreira e térmicas, além de outras propriedades fisico-quimicas
quando comparada com polimeros (UYAMA et al., 2003).

O isolado proteico de soro de leite (IPS) consiste principalmente de -
lactoglobulina (B-Lg, 44 - 70%) e a-lactoalbumina (a-La, 14 - 22%), juntamente
com as imunoglobulinas e albuminas do soro bovino (BSA,1-5%)
(FOEGEDING; LUCK, 2002; KINSELLA; WHITEHEAD, 1989).E um
biopolimero que tem recebido atencéo para uso como material de embalagens de
alimentos comestiveis ou biodegradaveis por produzir filmes transparentes e
revestimentos que podem atuar como barreira ao oxigénio e fornecer certas
propriedades mecanicas (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2000, 2005).

Objetivou-se avaliar o efeito do 4acido citrico combinado com
montmorilonita sddica nas propriedades morfologicas (microscopia eletronica de
varredura), estruturais (espectroscopia na regido do infravermelho), Opticas e
resisténcia ao vapor de agua de filmes de isolado proteico de soro de leite

visando futuras aplicagdes como embalagens ativas.
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2 MATERIAL E METODOS

Material, delineamento experimental, desenvolvimento dos filmes,

acondicionamento e espessura estdo descritos no artigo 1.
2.1 Permeabilidade ao Vapor de Agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes foi determinada
por meio do método acumulante, conforme ASTM E398-03, (AMERICAN
SOCIETY STANDARD TESTING AND MATERIALS - ASTM, 2003b), com
equipamento Permatran W 1/50 G (Minneapolis, MN, USA). O equipamento
foi calibrado com filme de referéncia fornecido pelo fabricante e a pressdo do
gas de nitrogénio utilizada foi 200-300 kPa durante os testes. Os testes foram
realizados em trés repeti¢des ¢ a PVA (gm™.s'.Pa™) foi calculada conforme

equagdo 1:

PVA =iTFFA Sif
AR €))

Em que: o ¢ a espessura dos filmes, e AP representa a diferenca de pressao de
vapor entre as faces do filme: AP = S:(R; — R,); S € a pressdo de vapor saturado
na temperatura do teste (6,5537 kPa), R; ¢ a UR no lado timido da capsula
(50%) e R, € a UR no lado seco da cépsula (10%).

2.2 Propriedades opticas

A cor dos filmes foi medida usando um colorimetro Color Quest XE,
Hunter Lab (Reston, VA, USA) e sistema CIE (L*, a*, b*) com uma fonte de
luz D65, angulo observador de 10° e modo reflectincia. Os pardmetros

analisados foram: (L*, a*, b*), indice haze, e indice de saturagdo chroma (C*).
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Os resultados foram expressos como a média de trés leituras. A transparéncia
dos filmes foi determinada medindo a porcentagem de transmitancia (%T) a 600
nm usando um espectrofotdometro GBC UV/VIS 918 (Shimadzu, Tokyo, Japao)
conforme método D1746-03 (ASTM, 2003a). A transparéncia (Tg) foi

calculada pela equagdo 2:

Toop = 09 %T}fg

2

onde 0 ¢ a espessura do filme (mm).
2.3 Microscopia Eletronica de Varedura (MEV)

Filmes de aproximadamente 2 mm foram utilizados para obter as
micrografias na microscopia eletronica de varredura (MEV). A andlise foi
realizada em microscopio LEO 1430 VP (Zeiss, Cambridge, Inglaterra) com
voltagem de aceleragdo de 20 kV. As amostras foram colocadas em “stubs” com
fita de carbono e revestidas em ouro, sob vacuo por 180 segundos (metalizacao),

fixados ao microscopio e fotomicrografados.
2.4 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) dos filmes foi medida em espectrofotometro Thermo Scientific Nicolet
6700 equipado com um detector KBr-DTGS e um divisor de feixe KBr (Vernon
Hills, Illinois, USA). Amostras de cada filme foram utilizadas para a realizago
de 64 varreduras na faixa média do infravermelho (4000 a 400 cm™), com
resolugio espectral de 4 cm™ para obtengdo dos espectros.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Permeabilidade ao vapor de agua

A intera¢do dos fatores MMT e AC foi significatica (p <0,05) para
permeabilidade ao vapor de agua (PVA).

O controle de espessura ¢ uma varidvel importante em estudos de
propriedades de barreira. Com o aumento da espessura, ocorre uma reducdo da
resisténcia a transferéncia ao vapor de agua e menor PVA (MCHUGH; AVENA-
BUSTILLOS; KROCHTA, 1993). Neste trabalho, a espessura dos filmes nao
apresentou diferenca significativa (p<0,05) e variaram de 0,18 a 0,25 mm.

Para serem utilizados como embalagens, filmes & base de proteinas, ou
materiais biodegradaveis necessitam possuir baixa permeabilidade ao vapor de
agua ou a gases. Conforme Tabela 1, a PVA em filmes de isolado proteico de
soro de leite (IPS) diminuiu com o aumento de MMT. O IPS ¢ um polimero
hidrofilico que possui grupos hidroxilicos, assim, a agua poderia facilmente
permear o filme. Na presenca de MMT, um caminho tortuoso ¢ formado com a
dispersdo das lamelas de MMT na matriz polimérica dificultando a passagem de
vapor de agua (NING et al., 2009; RAY; OKAMOTO, 2003).

Li et al. (2011) estudaram filmes de isolado proteico de soro e
nanoparticulas de diéxido de titdnio e observaram uma redugdo em torno de 2,89
x 10" gm™.s".Pa’ na permeabilidade ao vapor de 4gua com uma concentragio
acima de 0,25% de dioxido de titdnio. Filmes contendo apenas IPS e diferentes
quantidades de glicerol foram estudados por Kokoszka et al. (2010). Esses
autores encontraram baixa PVA em umidade relativa entre 30-53% e relataram
que um aumento na concentragdo de IPS, aumenta a PVA devido a presenca de
grupos hidroxilicos em maior quantidade. Ozdemir e Floros (2008) estudaram a
otimizacdo de formulagdes de filmes de IPS com sorbitol, cera de abelha e

sorbato de potassio e demonstraram que a PVA diminui com o teor de proteina
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quando ocorre a incorporagdo de lipideos na matriz resultando em filmes de
mesma espessura.

A adigdo de AC também diminuiu a PVA dos filmes em relagdo ao
filme MMTOACO. Observou-se que a combinagdo MMT3ACS apresentou a
menor PVA (Tabela 1). Park et al. (2005) relataram que o acido citrico também
pode ser utilizado como plasticizante em substituicdo ao glicerol. Esses autores
citam que na presenga de acido citrico, a ligacao de hidrogénio formada com um
grupo hidroxila e um grupo carboxilico aumenta a interagdo inter/intramolecular
entre aditivos presentes no filme. Ning et al. (2009) estudaram o efeito do acido
citrico no processamento de nanocompositos de amido termoplastico e
montmorilonita sodica. Esses autores relataram que o acido citrico auxilia na
dispersdo da MMT com redugio da PVA em torno de 2 x 10" gm™.s".Pa’’. Ma
et al. (2009) estudaram filmes de amido de arroz e amido de ervilha

incorporados com acido citrico e também encontraram uma reducdo na PVA.

Tabela 1 Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) de filmes de

IPS/MMTNa'/AC

MMT AC PVAx 10"
(2:100g™'IPS) (g:100g™" IPS) (gm’l.s"' Pa)
0 4,29+ 0,00 ¢

0 5 2,61 £0,00 a
10 3,83+0,24b

0 2,16+ 0,00 a

1 5 3,19+ 0,00 b
10 3,40 + 0,00 ¢

0 2,11+ 0,01 b

3 5 1,60 + 0,00 a
10 1,95+ 0,00 b

* Médias observadas na coluna com mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05)
3.2 Propriedades Opticas
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As propriedades Opticas de transparéncia, indice haze e a* sofreram
interacdo significativa (p <0,05) dos fatores MMT e AC (Tabela 2). O parametro
luminosidade (L*) ndo apresentou diferenca significativa (p <0,05) entre os
tratamentos variando de 90,87 a 92,29. Esse resultado pode ser atribuido a baixa
concentragdo de MMT presente nos filmes ndo sendo suficiente para redugdo da
luminosidade.

Conforme ASTM D1003-00 (2000), a dispersdo da luz através de um
objeto € responsavel por uma redugdo na sua visualizacdo, sendo mensurada
pelo indice haze. A luz que ¢ dispersa ao passar através de uma pelicula ou filme
de um material pode produzir um campo nebuloso ou esfumacado quando os
objetos sdo vistos através do material.

O indice haze apresenta as irregularidades da superficie refletiva do
filme, influenciada por parametros especificos durante a formagéo do filme, tais
como o grau de dispersdo e tipo de argila, e compatibilidade entre constituintes
do filme. E uma medida da irregularidade e da heterogeneidade da superficie
(SOTHORNVIT et al., 2010).

Observou-se um aumento do indice haze com aumento das
irregularidades dos filmes MMT3ACS e MMT3AC10 em relagdo aos filmes
MMTIACS e MMTIACI10 (Tabela 2). Esse fato pode ser explicado por
possiveis aglomerados e maior concentracdo de MMT, e formag¢do de uma
estrutura cristalina pela presenca de cristais de acido citrico que ndo foram
dispersos nos filmes MMT3ACS e MMT3ACI10 conforme os difratogramas de
raios X mostrados no artigo 1. Porém, o filme MMT1AC10 apresentou redugdo
do indice haze, com diminuig¢do de irregularidades caracterizando-se por uma
superficie lisa ¢ homogénea (Tabela 2). A transparéncia dos filmes MMTOACS e
MMTOAC10 nao apresentou diferenca significativa em relacdo ao IPS. Os
filmes MMT3ACS e MMT3ACI10 apresentaram reducdo da transparéncia em
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relagdo aos filmes MMTIACS5 ¢ MMTI1ACI10 (Tabela 2). Sothornvit et al.
(2010) estudaram filmes de IPS incorporados com diferentes concentragdes de
montmorilonita sdédica e também encontraram uma reducdo na transparéncia de
14,38 (filme de IPS) para 4,22 (filme com 20 g de MMT) com o aumento do
teor de argila. Esses autores relataram que a diminuicdo pode ser ocasionado por
uma aglomeragdo das nanoparticulas de MMT. Rhim (2011) encontrou uma
diminuicdo da transparéncia de 70,3% - 51,9% em filmes de nanocompdsitos
com o aumento da concentragdo de montmorilonita sodica.

O parametro (-a*) que corresponde a uma tendéncia ao verde aumentou
com a adigdo de MMT. Quando ocorreu a adi¢do de AC esse parametro
diminuiu em concentragdes de 0 a 1% de MMT. J4 a adi¢do de 3% de MMT
combinado com acido citrico ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05)
(Tabela 2).

Os parametros hue, chroma e b* sofreram influéncia significativa apenas
quanto ao teor de MMT (Tabela 3). Chroma é a medida da saturacdo da cor
(ZHONG; SONG; LI, 2011). Assim, cores palidas ou acinzentadas apresentam
baixo valor de saturagdo (RAMOS; GOMIDE, 2007). Observou-se baixos
valores de chroma caracterizando-se por filmes mais palidos, ou seja com pouca
intensidade de cor. O pardmetro b* (amarelo) aumentou com a concentragdo de
MMT. Hong e Rhim (2008) relataram que o aumento nos pardmetros a* e b*
poderiam ser devido a uma incompleta dispersio da MMT em um polimero
hidrofilico, como o IPS. Os valores do angulo hue sdo atribuidos a tonalidade de
cor e através deles pode-se estimar a posicdo da amostra no soélido de cor
(RAMOS; GOMIDE, 2007). Observou-se uma diminuigdo significativa de hue
apenas com a adi¢ao de 3% de MMT sendo os valores apresentados situados em

uma tonalidade amarela dentro do so6lido de cor no sistema Cielab.

Tabela 2 Transparéncia, indice haze e a* de filmes de IPS/MMTNa/AC
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@100 (@100 ogoeTymmy  ndice haze (%) @
0 1236+ 1,03a  53.41+020a 0910034
0 5 11,60+ 1,26 a 5493+ 0,48 b -0,86 +£0,03 a
10 12,01 +145a 53,93+0,56 a -0,88+0,02 a
0 12,06 £ 0,90 b 5424+ 047D -0,94+0,02b
1 5 13,87+0,77b 5473+1,49D -0,83+0,04 a
10 11,02+ 1,10a 51,76 £ 0,36 a -0,99+0,04 b
0 12,18 +043 a 54,55+0,19a -0,99+£0,04 a
3 5 10,74 £2,68 a 58,71 +0,05b -1,02+£0,09 a
10 11,07+1,00a 55,19+0091a -1,00+£0,06 a

* Médias observadas na coluna com mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05)

Tabela 3 Hue, chroma e b* de filmes de IPS/MMTNa'/AC

FILMES
MMT Hue chroma b*
(g:100g™ IPS)
0 107,61 £1,03 a 2,04 +£0,28 a 2,80+0,19a
1 108,70, £ 1,96 a 2,93+0,35a 2,78+0,37 a
3 105,99+ 0,40 b 3,67+0,40b 3,53+£0,40b

* Médias observadas na coluna com mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05)

3.3 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

As Figuras 1 e 2 representam as micrografias de superficie obtidas por
MEYV dos filmes de IPS. O filme de IPS (Figura 1a) apresentou superficie lisa e
homogénea. A argila montmorilonita caracteriza-se como particulas brancas nas
imagens de MEV (KUMAR et al., 2010). O filme MMT1ACO apresentou-se
com porosidade, aglomerados e possivel dispersdo de MMT com particulas de

tamanho médio de 3 um (Figura 1b). O filme MMT3ACO apresentou-se mais
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homogéneo, com auséncia de porosidades e particulas aglomeradas de 2 pm na
matriz de IPS (Figura 1c). Tun¢ e Duman (2010) observaram por MEV, imagens
semelhantes de MMT com dimensdo média das particulas de MMT de 15 pum.
Na Figura 2, sdo representadas as micrografias de IPS com adigdo de
acido citrico. Nas Figuras 2a e 2b, observou-se uma aglomeracao dos cristais de
acido citrico com uma ordenacdo vertical desses cristais para o filme
MMTOACS. Quando ocorre a adicio de MMT nos filmes MMTIACS ¢
MMTI1AC10 (Figura 2c e 2d), observou-se pequena aglomeragdo com 5% de
AC e possibilidade de dispersdo com 10% de AC. Ja os filmes MMT3ACS e
MMT3AC10 (Figura 2e e 2f) apresentaram maior aglomeragdo de cristais de
acido citrico. Esse resultado corroborou com os resultados de raios X
apresentados no artigo 1 no qual os picos de difracdo apresentam possiveis

resultados de dispersao para os filmes com 1% de MMT.



Figura 1 MEV. Micrografias de superficie de filmes de IPS. a) IPS; b) MMT1ACO;
¢) MMT3ACO
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Figura 2 EV. Micrografias de superficie de filmes de IPS. a) MMTOACS
b) MMTO0AC10; ¢c) MMT1ACS5; d) MMT1AC10; ¢) MMT3ACS;
f) MMT3ACS
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3.4 Espectroscopia no Infravermelho - FTIR

A espectroscopia na regido do infravermelho ¢ utilizada na determinagao
das caracteristicas da matriz polimérica e alteracdes de interagdes
intermoleculares dos nanocompositos (ZHONG; SONG; LI, 2011). Quando
ocorre mistura dos compostos, interagdes quimicas e ligagdes fisicas refletem
em mudangas nos picos espectrais (MARTINS; CERQUEIRA; VICENTE,
2012).
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A Figura 3 representa os espectros dos filmes estudados. A vibragao
localizada na faixa espectral de 800-1150 cm™ ¢ atribuida a bandas de glicerol
correspondendo a bandas de vibragdes de C-C e C-O (GUERRERO et al., 2010).

A vibragio na regido 3600 — 3400 cm’ ¢ atribuida ao estiramento
vibracional de O-H (MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010; ZHONG; SONG;
LI, 2011) que segundo Martins, Cerqueira e Vicente (2012) sobrepde ao
estiramento vibracional de N-H. Estudos sobre proteinas nessa regido espectral
indicaram que a banda correspondente para N-H aparece geralmente em 3254
cm’ (BANDEKAR, 1992; RAMOS et al., 2013).

A regido espectral de 3000 - 3600 cm™' foi caracterizada por apresentar
uma banda larga com intensidades proximas na faixa de 3279 a 3285 cm™' para
todos os filmes de isolado proteico de soro de leite (Figura 3a, 3b, 3c). Essa
banda larga esta relacionada a ligagdes cruzadas de proteinas que foram
provavelmente derivadas a partir de um grau mais elevado de reticulagdo da rede
proteica com cadeias mais proéximas uma das outras promovidas por ligacdes de
hidrogénio e, portanto, menor quantidade de grupos -OH livres (FAIRLEY et
al., 1996; MCHUGH; KROCHTA, 1994).

Picos fortes dos grupos amida em 1650 e 1590 cm™, sdo atribuidas ao
estiramento C=0 e N-H, respectivamente (WANG et al., 2005). Todos os filmes
apresentaram um pico em torno de 1634 a 1636 cm™. Porém, a adigdo de 4cido
citrico nos filmes MMTOACS; MMTI1ACS5 e MMT3ACS apresentou redugdo da
intensidade desses picos e consequente interagdo entre moléculas (Figuras 3a;
3b; 3¢). Um pico largo em 1729 cm™ é um estiramento vibracional em C=O.
Visto que ¢ improvavel que todos os grupos carboxilicos sejam esterificados,
entdo, provavelmente, um pico de coalescéncia é causado pela ligacdo éster e
grupos carboxilicos C=0 do acido citrico (SHI et al., 2008). A redugdo da forga
de intera¢do ¢ relacionada com a frequéncia (ou comprimento de onda) no

deslocamento de estiramentos vibracionais. Assim, quanto menor a frequéncia
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do pico mais forte ¢ a interagdo (NING et al., 2007, PAWLAK; MUCHA,
2003).
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Figura 3 Espectros de FTIR. a) A: IPS; B: MMTOACS; C: MMTO0ACI10;
b) D: MMT1ACO; E: MMT1ACS; F: MMT1ACI10;
¢) G MMT3ACO0; H: MMT3ACS5; I: MMT3AC53

Uma vibragio em 1084 cm” ¢é atribuida ao estiramento do grupo

funcional -C-O (ZHONG; SONG; LI, 2011). O deslocamento para menores
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comprimentos de onda conforme visualizado em todos os filmes em torno de
1040 cm™ pode indicar um aumento da interacio entre os nanocompoésitos. Ning
et al. (2009) estudaram o efeito do acido citrico em nanocompositos de amido
termoplastico com montmorilonita soédica e encontraram um deslocamento dos
picos para baixos comprimentos de onda relatando uma possivel interacao da
MMT e 4cido citrico.

Pela avaliagdo da intensidade das vibragdes, os filmes com 5% de acido
citrico apresentaram reducdo do comprimento de onda e consequente interagdo

entre moléculas.

4 CONCLUSAO
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Baseado nos parametros de cor estudados, principalmente, transparéncia,
chroma e no efeito ndo significativo de L*, observou-se pequenas alteracdes das
propriedades opticas dos filmes de IPS incorporados com montmorilonita e
acido citrico resultando em filmes opacos sem afetar a aparéncia geral dos
filmes.

A microscopia eletronica de varredura apresentou possiveis resultados
de dispersao para os filmes MMTI1ACS e MMT1ACIO.

Os picos de espectroscopia no infravermelho apresentaram fortes
interac¢des entre acido citrico, montmorilonita e IPS.

O filme MMT3ACS apresentou baixa permeabilidade ao vapor de agua
com a intera¢do entre montmorilonita e acido citrico. Assim, esse filme, a base
de proteinas do soro poderia ser indicado para carrear aditivos alimentares como
o acido citrico visando sua aplicagdo em produtos que causam escurecimento

enzimatico, por exemplo.
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ARTIGO 3

EFEITO DE FILMES ATIVOS DE ISOLADO PROTEICO DE SORO DE
LEITE NA CONSERVACAO DE MACAS MINIMAMENTE
PROCESSADAS

RESUMO

Objetivou-se verificar a inibicdo da atividade polifenoloxidase e
peroxidase, em magas var. Gala minimamente processadas cobertas por filmes
nanobioativos de isolado proteico de soro de leite/montmorilonita contendo
acido citrico, na diminuigdo do escurecimento enzimatico durante o
armazenamento sob refrigeracdo. Filmes de isolado proteico de soro de leite
(IPS) incorporados com a combinacao dos aditivos 40% glycerol (GLY), 3% de
montmorilonita (MMT), 5 e 10% de &cido citrico (AC), foram intercalados as
rodelas de magas. Todas as amostras foram acondicionadas em bandejas de
polipropileno e armazenadas a 5 °C + 2 °C e umidade relativa 85 + 3% UR,
durante oito dias. A cada dois dias, as amostras de mac¢as foram avaliadas quanto
a cor, acidez, pH, solidos soluveis, atividade de agua e enzimas polifenoloxidase
e peroxidase. O filme com 3% de MMT e 5% de AC apresentou os menores
valores de umidade e solubilidade, mostrando que a adicdo de MMT influencia
nas propriedades do filme. Verificou-se que o escurecimento enzimatico das
rodelas de macas foi reduzido para todos os filmes durante o armazenamento.
Porém, os filmes contendo acido citrico mantiveram as menores oscilagoes de
cor, reduzindo a perda de qualidade associada a manutencdo da acidez, s6lidos
soluveis, atividade de 4gua e redugdo da atividade polifenoloxidase e peroxidase,
prolongando a vida util de macas "Gala’. Assim, sugere-se a aplicacdo de filmes
contendo argila montmorilonita e acido citrico a fim de reduzir a perda da
qualidade e aumentar a vida ttil de mag@s minimamente processadas.

Palavras-chave: Embalagem ativa. Escurecimento enzimatico. Conservagao.
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1 INTRODUCAO

A maga ¢ uma fruta colhida no Brasil durante os primeiros meses do ano
e grande parte da safra & armazenada durante longo periodo acarretando
aumento de custos para conservagio e perda de qualidade da fruta. E
considerada uma das frutas mais produzidas no Brasil e sua utilizagdo como
produto minimamente processado pode agregar valor e acelerar o seu consumo.
As principais variedades comercializadas no Brasil sdo a Gala e a Fuji, que
representam cerca de 95% de toda produgdo brasileira (CZELUSNIAK, 2003).
Magas da variedade Gala apresentam um aumento crescente de produgdo, pois
atendem as exigéncias do consumidor por apresentarem coloragdo da epiderme
vermelho mais intenso, tamanho médio e sabor doce (KREUZ; ARGENTA,
2003).

Apesar do crescimento de produtos minimamente processados, a vida
util de frutas e hortalicas ¢ limitada por rea¢des de degradacdo, principalmente
pelo escurecimento enzimatico, quando cortadas ou descascadas e crescimento
de micro-organismos (BOTELHO et al., 2010; LIMBO; PIRGIOVANNI, 2007).

A principal enzima envolvida nas reacdes de escurecimento de magas
sdo as polifenoloxidases (E.C. 1.14.18.1) (PPO) (SATAQUE; WOSIACKI,
1987). Essas enzimas catalisam a oxidagdo dos compostos fenolicos e produzem
pigmentos castanhos na superficie de vegetais cortados. O escurecimento leva ao
desenvolvimento de sabores desagradaveis e perdas na qualidade (HAMINIUK
et al., 2005; NUNES; VILAS BOAS; XISTO, 2011; WILSON, 2008). A
peroxidase (E.C. 1.11.1) (POD) ¢ outra enzima que participa do processo de
escurecimento enzimatico, desestruturando as membranas celulares e
promovendo reacdes em cadeia que levam a formacdo de radicais livres
alterando as caracteristicas sensoriais do produto (BOTELHO et al., 2010;
VILAS BOAS; KADER, 2006).
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Para evitar a acdo dessas enzimas no escurecimento sdo utilizados
métodos quimicos como a diminui¢do do pH, adicdo de antioxidantes (acido
ascorbico, acido citrico, cloreto de calcio e acido etileno diamino tetracetico) e
hidrolise da PPO com proteases (FAGUNDES; AYUB, 2005; RAYBAUDI-
MASSILIA et al., 2007; ROJAS-GRAU et al., 2006). O 4cido citrico ndio é um
agente antioxidante, ¢ um acido organico, naturalmente encontrado nos vegetais
que age como quelante e atua em sinergia com acido ascorbico, eritorbico e seus
sais neutros. Apresenta efeito inibitério sobre a PPO pelo abaixamento do pH,
complexando com o cobre do centro ativo da enzima (DEL AGUILA et al.,
2008).

Uma forma de minimizar reagdes de degradagdo, devido ao
processamento minimo ¢ a utilizacdo de embalagens ativas, que interagem de
maneira positiva com o alimento e ambiente, conferindo caracteristicas
sensoriais e, ou nutricionais desejaveis e aumento da vida util do produto
(ENDO et al., 2008; LACOSTE et al., 2005). O principio de atuacdo desse tipo
de embalagem consiste na incorporacdo e, ou imobiliza¢do de certos aditivos,
em menores quantidades, a embalagem em vez da incorporacdo direta no
produto por meio da liberagdo controlada, aumentando a qualidade do alimento
(GUCBILMEZ; YEMENICIOFLU; ARSLANOFLU, 2007; KERRY;
O’GRADY; HOGAN, 2006).

Filmes a base de proteinas do soro podem ser utilizados como
embalagens ativas visando a reducdao de um residuo da industria de laticinios e
substituicdo de plasticos convencionais. S0 excelentes para carrear aditivos
alimentares, tais como antioxidantes, antimicrobianos, corantes, sabores,
nutrientes fortificantes e especiarias (PRANOTO; SALOKHE; RAKSHIT,
2005; SALMIERI; LACROIX, 2006). Além disso, a liberagdo controlada do
ingrediente ativo (baixa taxa de difusdo) do material de embalagem para o

alimento ajuda a manter a concentragdo do ingrediente ativo, relativamente alta
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no decorrer do tempo (KRISTO; KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2008;
MIN; KROCHTA, 2005).

Existem poucas pesquisas sobre o efeito da combinag@o de filmes ativos
e agentes antiescurecimento para produtos minimamente processados a fim de
inibir o escurecimento enzimatico. Baseando-se no fato de que o acido citrico
atua como agente quelante no controle da atividade das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase, acredita-se que a adi¢do desse composto em um
filme ativo possa prevenir o escurecimento enzimatico e auxiliar na conservagao
de macds minimamente processadas. Assim, objetivou-se avaliar o efeito de
nanocompositos de isolado proteico de soro de leite incorporado com acido
citrico na prevencdo do escurecimento ¢ manuten¢do da qualidade de magas

minimamente processadas, armazenadas em temperatura de refrigeracao.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Isolado proteico de soro de leite (IPS 9400), com 90% de proteina, foi
obtido pela Hilmar Ingredients (Hilmar, CA, USA). Glicerol pela Sigma Aldrich
(Brasil), acido citrico anidro granulado pela Cargill (Uberlandia, MG, Brasil) e
argila montmorilonita (Cloisite Na") foi fornecida pela Southern Clay Products,
Inc (Gonzales, TX, USA). Mag¢ds da cultivar 'Gala’ foram adquiridas no

mercado varejista de Lavras (MG).

2.2 Delineamento Experimental

Para o desenvolvimento dos filmes, o experimento foi conduzido em um

planejamento fatorial completo, com os seguintes fatores e niveis:
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montmorilonita sédica (MMT-Na") e 4cido citrico (AC), sendo 0 e 3% ¢ 0; 5 e
10%, respectivamente. Essas concentragdes foram baseadas na analise de
permeabilidade ao vapor de agua (artigo 2), no qual os filmes com 3% de MMT
obtiveram os menores valores. Utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado com trés repeti¢des. Os filmes de isolado proteico de soro de leite

foram codificados conforme Tabela 1.

Tabela 1 Filmes desenvolvidos

Filmes MMT (g-100g™" IPS) AC (g-100g™ IPS)
IPS 0 0
MMTOACS 0 5
MMTOACI10 0 10
MMT3ACO 3 0
MMT3AC5 3 5
MMT3ACI10 3 10

Para avaliagdo do efeito dos filmes na macd, o experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 6 x 5, sendo seis tratamentos, conforme Tabela 1 e cinco tempos de
armazenamento (0, 2, 4, 6 ¢ 8 dias), com trés repeti¢cdes. A parcela experimental
constituiu-se de uma bandeja contendo aproximadamente 100 g de rodelas.

Os resultados foram avaliados com nivel de 5% de significancia
utilizando-se o software SPSS Estatistics 17.0 (SPSS STATISTICS, 2007) pela
analise de variancia (ANOVA), e os modelos gerados foram avaliados em

termos do coeficiente R? acima de 0,65.
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2.3 Desenvolvimento, acondicionamento e espessura dos filmes

O desenvolvimento, acondicionamento e espessura dos filmes, estdo

descritos no artigo 1.

2.4 Caracterizacio dos filmes

A umidade dos filmes foi determinada apos secagem em estufa a 105
°C, sob circulacdo for¢ada de ar por 24 h. Amostras (0,2 g) de filme foram
cortadas, colocados em placas de Petri, e pesados antes e depois da secagem. Os
valores de umidade foram determinados em relacdo ao peso inicial e o peso
perdido durante a secagem (ASTM, 2007), sendo relatados em base umida.

A solubilidade (S) em agua dos filmes foi determinada em triplicata,
conforme Rhim, Lee e Kwak (2005) e Tung ¢ Duman (2010). Os filmes (3 x 5
cm) foram colocados em béqueres de 50 mL contendo 30 mL de 4gua
desionizada, cobertos com parafilm e armazenados em incubadora 25,0 £ 0,5 °C
durante 24 h. A matéria seca ndo dissolvida foi filtrada utilizando papel de filtro
e secos a 105 °C durante 24 h. A solubilidade em agua dos filmes foi calculada

pela equagao 1:

Bolubllidads sm dgua (%) = 100{W1 - W2} W1
(1

Onde: W, e W, sdo os pesos inicial ¢ de matéria seca ndo dissolvida dos filmes,

respectivamente.
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A densidade do filme (p°) foi expressa como a média de cinco
determinagdes e calculada a partir do peso do filme e suas dimensdes

(SALGADO et al., 2010), conforme a equacao 2:

o

AxS 2

Onde: A ¢ a area do filme (15 cm?), & a espessura do filme (cm), m a massa seca

() e p* a densidade de matéria seca (g cm™).

2.5 Processamento minimo da maca

Macgas 'Gala® foram selecionadas segundo homogeneidade de cor
(epiderme vermelha) e auséncia de defeitos no més de julho. Posteriormente, os
frutos foram lavados em solugdo de dgua e sabdo neutro e sanitizadas em agua
fria (10 °C) contendo solugdo de hipoclorito de soédio 200 mg.L", durante 20
min. para evitar contamina¢do durante o processo. Em seguida, foram
submetidos a um pré-resfriamento em camara fria a 5 °C por 15 h, para redugdo
da temperatura. Apds esse periodo, os frutos foram fatiados (com casca)
manualmente com auxilio de facas afiadas, em rodelas de espessura de
aproximadamente 5 mm, em ambiente climatizado a 18 °C e imersas
rapidamente em solugio de hipoclorito a 100 mg.L™" a 4 °C/10 min. Apds essa
imersdo, o excesso de liquido foi drenado em papel absorvente e cerca de 100 g
de rodelas de macas foram intercaladas com os filmes de isolado proteico de
soro de leite conforme Tabela 1 e Figura 1. Todas as amostras foram
acondicionadas em bandejas de polipropileno e armazenadas em camara fria a
5°C £ 2°C e umidade relativa (85 £ 3% UR), por 8 dias. Rodelas de magas sem
os filmes ndo foram consideradas, visto que, a partir de estudos preliminares,

observou-se um escurecimento enzimatico em menos de 8 h apds o corte.
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Figura 1 Magds intercaladas com filme de IPS e armazenadas em bandejas de
polipropileno a 5°C + 2°C e umidade relativa (85 + 3% UR), por 8 dias

2.6 Analise das macas intercaladas nos filmes durante armazenamento

A cada dois dias, as amostras de ma¢as foram avaliadas quanto a cor,
através dos parametros L*, a*, b* e saturagdo (chroma), onde a coordenada L*
indica a luminosidade do produto (valor zero cor preta e valor 100 cor branca), a
coordenada a* esta relacionada a intensidade de verde (-80) a vermelho (+100) e
a coordenada b* estd relacionada a intensidade de azul (-50) a amarelo (+70).
Esses parametros foram medidos por refratometria, utilizando-se colorimetro da
marca Minolta, modelo CR 400, sistema CIELAB. Foram realizadas quatro
leituras em cada uma das trés repeticdes em todos os tratamentos em diferentes
pontos das rodelas. O indice de escurecimento (IE) foi calculado conforme
Buera, Lozano e Petriella (1985) e utilizado como indicador a intensidade de cor

castanha. O indice de escurecimento (IE) foi calculado conforme equagdo 3:

IE =100 (x — 0.31) (3)
0,172

Onde:
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1,757
[

¥x=a" -+ 5,645L° + a"— 301207

O pH na macd foi determinado utilizando-se um pHmetro digital
TECNAL (Tec-3MP), segundo técnica da Association of Official Analytical
Chemists - AOAC (2002). Acidez titulavel (% acido malico) foi determinada por
titulagdo em solucdo padronizada de NaOH 0,IN, tendo como indicador a
fenolftaleina, de acordo com AOAC (2002). O teor de s6lidos soluveis (SS) foi
determinado por refratometria, utilizando-se o refratometro digital PR 100-
ATAGO com compensagdo de temperatura automatica a 25°C e os resultados
expressos em °Brix, conforme AOAC (2002). A atividade de agua (Aa) foi
medida com o equipamento Aqualab (Decagon modelo 3 TE). As amostras (5 g)
foram colocadas em recipientes de plastico a temperatura de 25 °C.

A extracdo e determinacdo da atividade enzimatica da polifenoloxidase
(PPO) e peroxidase (POD) foram realizadas conforme método proposto por
Matsuno e Uritani (1972). A atividade foi expressa em unidade por minuto por

grama de tecido fresco (U min-1 g-1), segundo método de Teisson (1979).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao dos filmes

A Tabela 2 representa os valores encontrados de espessura, densidade
(p%), solubilidade (S) e teor de umidade (U), dos filmes de IPS (6%, m/v),
contendo glicerol, MMT-Na" e agente ativo antiescurecimento 4cido citrico.

Os filmes de IPS combinados com MMT e acido citrico nao

apresentaram diferenca significativa (p<0,05) quanto a densidade e espessura.
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O teor de umidade ¢ um parametro relacionado com a quantidade de
moléculas de 4gua ocupadas no volume vazio da microestrutura de rede do filme
(LT et al, 2011). Os filmes MMTOACS5 ¢ MMT3ACO ndo apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) na adi¢do de 5% de écido citrico e 3% de MMT
isoladamente. Porém, quando houve a combinac¢do desses agentes, o filme
MMT3ACS apresentou diminui¢do significativa (p<0,05) quanto ao teor de
umidade em relagdo ao IPS ¢ demais filmes.

Filmes biodegradaveis resistentes a agua sdo desejaveis quando se
utiliza alimentos com média ou alta umidade. Se o filme possui baixa resisténcia
a agua, irad dissolver-se rapidamente perdendo assim seu agente ativo, reduzindo
possivelmente sua acdo. A adigdo de MMT nos filmes MMT3ACO e MMT3ACS
apresentou diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao filme de IPS, com
reducdo de 13,4% e 6,4%, respectivamente, na solubilidade em agua. A
insolubilidade parcial dos filmes de IPS, como observado neste trabalho,
também foi encontrada por Fairley et al. (1996), McHugh e Krochta (1994) e
Ramos et al. (2012) e pode ser causada pela presenca de fortes ligagdes
intermoleculares (ligagdes de dissulfeto) entre as moléculas de proteina no
interior da matriz polimérica de filmes de IPS. Além disso, a adi¢do de argila
MMT a matriz do filme conduziu a uma redugdo da solubilidade devido a
formagao de ligagdes de hidrogénio entre a matriz de IPS e MMT. As estruturas
em camadas de silicato da argila MMT podem formar ligagdes de hidrogénio
com IPS, assim as moléculas de agua nao sdo capazes de quebrar essa estrutura
formada, portanto, o filme MMT3ACO apresentou a menor solubilidade. Tung e
Duman (2010) encontraram resultados semelhantes em nanocompésitos de
metilcelulose e argila montmorilonita sodica. Ozdemir e Floros (2008)
encontraram reducdo na solubilidade em agua com filmes de IPS e cera de

abelha. Em geral, uma diminui¢do da solubilidade dos filmes indica uma
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melhoria na resisténcia a agua, e, assim, uma menor permeabilidade ao vapor de

agua.

Tabela 2 Propriedades fisicas (média, +desvio padrdo), espessura, densidade
(p%), solubilidade (S) e teor de umidade (U), de filmes de IPS contendo
glicerol, MMT-Na'" e agente ativo antiescurecimento 4cido citrico

Filmes Espessura* p* S Umidade (U)
(g:100g™'IPS) (mm, n=5) (g.cm™, n=5) (%, n=3) (%, n=5)
IPS 020+0,0la 1,35+0,11a 6424+0,86a 33,22+0,15b
MMTOACS 0,21+£0,03a 1,23+£0,04a 61,95+024a 3048+0,83c¢
MMTOACI0  0,18+0,0la 126+0,04a 63,76+0,74a 28,07+0,20d
MMT3ACO0  020+0,0la 1,04+0,09a 55,63+0,79b 30,24+0,33¢
MMT3ACS 0,20+£0,02a 1,23+0,06a  60,15+0,30b 26,88+0,33 ¢
MMT3ACI0  021+0,04a 124+0,02a 6751+004a 37,96+088a

* Médias observadas na coluna com mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05)

3.2 Efeito dos filmes em ma¢ad minimamente processada

O escurecimento enzimatico € a causa primaria do declinio da qualidade
sensorial e vida til de magéds recém-colhidas (HE; LUO; CHEN, 2008; LU et
al., 2007). A avaliacdo do escurecimento enzimatico baseia-se na medi¢do de
reflectancia (L*, a*, b*), na superficie de frutos e vegetais recém-cortados
durante o armazenamento (GARCIA; BARRETT, 2002; GHIDELLI et al.,
2013).

Os pardmetros L*, a* indice de escurecimento, chroma e
polifenoloxidase (Tabela 3), apresentaram interacdo significativa (p<0,05) entre
0s tratamentos e tempo de armazenamento.

As macads com os filmes IPS, MMTOACS, MMT3AC0 e MMT3AC5

apresentaram-se mais estaveis quanto ao parametro (L*) durante o tempo de
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armazenamento. Observou-se uma redugdo no valor L* até o 4° dia de
armazenamento com pequeno aumento até o 8° dia (Figura 2a; Tabela 3). Esse
resultado indica ligeiro escurecimento na ma¢d nos primeiros dias de
armazenamento em decorréncia, provavelmente, de reacdes oxidativas do
escurecimento enzimatico catalisadas pela polifenoloxidase e peroxidase. As
macas que continham os filmes IPS e MMT3ACO apresentaram alta
luminosidade devido as propriedades de acdo antiescurecimento presentes no
IPS. Pérez-Gago et al. (2003) observaram que a emulsio de IPS sem
antioxidantes foram eficazes na reducdo do escurecimento enzimatico de magas
recém-colhidas. O aumento de L* pode ser relacionado a migragdo do acido
citrico do filme para a maca podendo agir como agente branqueador. Fontes et
al. (2008) estudaram macds minimamente processadas com uso de agentes
antioxidantes e branqueadores (&cido ascorbico, citrico, cloreto de sédio e
cloreto de calcio) obtendo macas com tendéncia a coloragdes mais claras ao
longo do tempo de armazenamento. Além disso, o aumento de L*,
possivelmente pode ser relacionado a presenca de agucares na fruta que
conferem maior brilho, apresentando maior claridade.

O parametro (a*) (variacdo de verde (-a*) a vermelho (+a*) mostrou que
as rodelas de macas com os filmes MMT3ACI10 e IPS apresentaram os menores
indices de coloragdo avermelhada na maca (Figura 2b). Esse resultado pode ser
explicado pela adigcdo de alta concentragdo do acido citrico combinado com o
IPS que possuem ag¢do antiescurecimento. Para o tratamento MMTOACI10, ndo
houve ajuste significativo quanto ao pardmetro a*.

A presenca de MMT nos filmes MMT3AC0, MMT3ACS5 e
MMT3AC10 provocou nas magds, um aumento dos valores de chroma (C*) a
partir do 3° dia com consequente escurecimento (Figura 2c, Tabela 3). Isso pode

ser atribuido a elevada hidrofilicidade de superficie da MMTNa" resultando
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numa mudanca de cor (SONG et al., 2013), devido a possivel migragdao da MMT
para a maca.

Luminosidade - L*

Dias de anmazenamento

= A -¢B -a-C %D - E —+F

(b)

Dias de armazenamento
A 0B D -¢ E —F

Chroma (C*)

[

) 1 6 8
Dias de armazenamento

A 0P -AC D e E =F

Figura 2 Variag@o da luminosidade (2a), de a* (2b), Chroma (2¢) em rodelas de macas
minimamente processadas durante o armazenamento (5 °C £ 85 UR). A (IPS);

B (MMTOACS); C (MMTOAC10); D (MMT3ACO); E (MMT3ACS);
F (MMT3ACI10)
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Na figura 3a observou-se que os filmes MMTOACS, MMTOACI10 e
MMT3ACS intercalados nas rodelas de magas apresentaram menor indice de
escurecimento até o 3° dia de armazenamento, quando comparadas aos filmes,
IPS e MMT3ACO. A cor de fatias de magas foi preservada com filmes a base de
carragenina e proteinas de soro de leite, com agentes antiescurecimento e cloreto
de célcio (LEE et al., 2003). Filmes de isolado proteico de soro e concentrado,
caseinato de célcio e carboximetilcelulose também diminuiram o escurecimento
em fatias de macds (OLIVAS; MATTINSON; CANOVAS, 2007; PEREZ-
GAGO et al., 2003).

No processamento minimo de magas, as células do tecido sdo quebradas
e enzimas, como polifenoloxidases (PPO) sdo liberadas e levadas em contato
com seus substratos, causando escurecimento enzimatico (GARCIA; BARRET,
2002; OLIVAS; MATTINSON; CANOVAS, 2007). Houve diminuigio
significativa (p<0,05) até o 5° dia da PPO no escurecimento das rodelas de
magas em todos os filmes, exceto o filme IPS. As macas com os filmes
MMT3ACS5 e MMT3AC10 apresentaram a menor atividade enzimatica (Figura
3b, Tabela 3). Esse efeito pode ser explicado pela presenca do acido citrico que
tem sido identificado como um agente antiescurecimento pelo seu efeito
inibitorio sobre a PPO, reduzindo o pH e atuando como agente quelante do
cobre. Além disso, a adi¢do de nanoparticulas de MMT auxilia na melhoria de
propriedades de barreira a gases (MAJDZADEH-ARDAKANI; NAZARI, 2010)
e filmes de polimeros a base de proteinas como o IPS possui boa barreira ao
oxigénio, diminuindo reag¢des de escurecimento (KIM; USTUNOL, 2001).

Assim como a PPO, as peroxidases possuem atividade na reacdo de
oxidagdo de compostos fendlicos em presenga de peroxido de hidrogénio. Como
produto da oxidacdo as quinonas sdo obtidas, as quais sdo instaveis ¢ apds a
oxidacdo ndo enzimatica na presenca de O, polimerizam-se e formam as

melaninas (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Os valores observados para
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peroxidase (POD) foram significativos (p<0,05) para tempo e tratamento,

isoladamente (Figura 3c).

indice de escurecimento(IE)

4
Dias de armazenamento
A B -A-C =D -+ E —+F

Polifencloxidase (U.g.min-1)

Dias de armazenamento
A 0B -A-C %D ~ E —F

60
- 55 _ 3
T4 y=0,5046x°-4,9151x+ 53,022
-5 R?=0,93
@ 50
=2
5 a - — . _"’,.'
2 TT— ——
240

"5 1 L L (L')

[\] 2 4 6 8
Dias de armazenamento
4 Médias observadas Meédias ajustadas

Figura 3 Variagdo do indice de escurecimento (3a), da polifenoloxidase (3b) e
peroxidase (3c) em rodelas de mag¢ds minimamente processadas durante o
armazenamento (5 °C = 85 UR). A (IPS); B (MMTO0ACS); C (MMTOAC10);
D (MMT3ACO0); E (MMT3ACS5); F (MMT3AC10)
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a* indice de
escurecimento (IE), chroma (C*), polifenoloxidase (PPO); médias
observadas de peroxidase (POD); pH; acidez, s6lidos solaveis (SS) e

atividade de dgua (Aa)

Luminosidade - L* a*
Filmes Equagdo Ajustada R? Equagdo Ajustada R?
PS L* = 02578 - 2,244t + 74,56 065 a*=-0071¢ + 0,830t - 4,037 091
MMTOACS L* = 0346¢ - 2,792t + 74,98 085 a*=0319t-3777 0,92
MMTOACI0 L*= 0,268t2 - 1,799t + 74,08 0,94 equacdo ndo ajustou -
MMT3ACO0 L*= 0,326t2 - 2512t + 74,63 0,62 a¥*=- 0,04t2 + 0,699t - 4,055 0,92
MMT3ACS5 L*= 0,2945t2 - 2,180t + 74,46 0,62 a* = 0,308t - 3,573 0,78
MMT3ACI0 L* = 0,106t3 + 1,501t2 - 5,625t + 75,69 0,86 a*=- 0,053t2 + 0,535t - 3,728 0,73
Indice de escurecimento - IE Chroma - C*
Filmes Equagdo Ajustada R? Equagdo Ajustada R?
IPS IE = 1,848t + 23,07 070  C*=0,180f - 0,702t + 1941 063
MMTOACS 1IE = 0373t - 2,212t + 2330 096 *=-0,159 + 2,106t - 6,395t + 20,67 0,88
MMTOACI10 IE = 0,313t2 - 1,721t + 25,57 0,82 C*=- 0,091t3 + 1,209t2 - 3,702t + 20,25 0,96
MMT3ACO IE =2485t+ 23,61 0,66 C*=- 0,190t3 + 2,355t2 - 6,028t + 20,67 0,92
MMT3AC5 IE = 0,526t - 2,701t + 27,14 080  C*=0359¢ - 2,244t +20,70 091
MMT3ACI10 IE = 1,358t + 23,31 0,80 C*= 0,221t2 - 1,127t + 19,76 0,83
Polifenolotidase - PPO Perotidase - POD'
Filmes Equagdo Ajustada R’ Médias Observadas
IPS PPO = 1,059t2 - 8,360t + 38,68 0,67 484 +8,12b
MMTOACS PPO = 0,725t2 - 7,467t + 40,35 0,90 4644 +779b
MMTOACI0 PPO = 0,689¢ - 7,051t + 40,44 0,90 4235+789b
MMT3ACO PPO = 0358t - 4,626t + 4337 0,87 6132+£829a
MMT3ACS5 PPO= 0,820t2 - 8,231t + 39,59 0,83 38,1 +7,86 ¢
MMT3ACI10 PPO = 0,686¢ - 7217t + 39,41 0,78 3621 8,57
pH Acidez (AT) (% acido malico)
Filmes Equagdo Ajustada R? Equagio Ajustada R?
PS pH = - 0,0235¢" + 0282t + 3,75 0,85 AT = 0,0026¢ - 0,0123¢ + 0,274 0,71
MMTOAC5 pH =- 0,021¢ + 0331t + 3,86 096 AT = 0,0047¢ - 0,0398t + 0,258 0,70
MMTOAC10 pH = - 0,033 + 0477t + 391 0,93 AT = 0,0022¢ - 0,0235t + 0,260 0,94
MMT3ACO pH = 0,154t + 3,84 095 AT =-0,001¢ + 0,0124¢ - 0,0368t + 0,258 0,77
MMT3ACS pH = - 0,018 + 0,337t + 3,82 099 AT =-0,0017¢ + 0,0238¢ - 0,0822t + 0254 0,65
MMT3AC10 pH = - 0,038¢ - 0,498t + 3,99 0,87 AT = 0,0045¢ - 0,0409t + 0,259 0,97
Atividade de agua Soélidos Soliveis (SS) (° Brit)
Filmes Equagdo Ajustada R? Equagdo Ajustada R?
IPS Aa =-0,0014t + 0,988 0,65 SS=0,75t+ 12,53 0,65
MMTOACS Aa = 0,0004¢* - 0,0042¢ + 0,988 077 SS=-0,161 + 1,837t + 11,85 0,71
MMTOACI0 Aa= 0,0004t2 - 0,0043t + 0,989 0,86 SS=- 0,292t2 +2,85t+ 11,87 0,82
MMT3ACO Aa= 0,0002t2 - 0,0029t + 0,990 091 SS=- 0,149t2 + 1,807t + 11,68 0,80
MMT3ACS5 Aa=-0,0019t+ 0,989 0,99 SS=095t+ 12 0,87
MMT3AC10 Aa = 0,0005t" - 0,0047t + 0,988 071 SS=-0345¢ + 3295t + 12,51 0,66

! Médias observadas com mesma letra nio diferem estatisticamente (p<0,05)
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As rodelas de magds que continham os filmes MMT3ACS e
MMT3ACI10 apresentaram menor escurecimento enzimatico provavelmente
devido ao sinergismo de IPS, MMT e 4cido citrico e ndo apresentaram diferenca
signficativa. Ja4 as rodelas com o filme MMT3ACO apresentaram maior
escurecimento enzimatico em relacdo aos demais devido a auséncia de acido
citrico conforme as médias observadas na Tabela 3 para o pardmetro peroxidase.
Com esses resultados, observa-se que possivelmente a presenca de MMT inibe a
acdo do IPS com a auséncia de acido citrico. A Figura 3¢ demonstra que todos
os filmes tiveram uma diminui¢do da peroxidase até o quinto dia com ligeiro
aumento até o oitavo dia.

Observou-se aumento dos valores de pH (Figura 4a, Tabela 3) para
todos os tratamentos, porém as macds com os filmes MMTOACIO e
MMT3ACI10, apresentaram pH mais alto. Este aumento pode referir-se a
diminui¢do nas concentragdes de acidos organicos (acido malico) presentes na
magd consumidos pelo processo respiratério. Segundo Chitarra e Chitarra
(2005), acidos organicos sdo precursores do “flavor” e favorecem a respiragdo
em células vegetais, assim o pH aumenta com a redugdo da acidez. O aumento
do pH refere-se a quebra de amido em agtlicares redutores € sua conversao em
acido pirtivico provocada pela respiragao das frutas. Isso pode ser verificado na
figura 4b, no qual os tratamentos MMTOACS5, MMT3ACS5 ¢ MMT3ACI10
apresentam os menores valores de acidez até o 4° dia de armazenamento (Tabela
3). O aumento da acidez, apds o 4° dia, pode ser decorrente da interrupgdo do
processo respiratdrio e migragdo do acido citrico pela liberagdo controlada do
filme para a magd. Outro fator a ser analisado é o pH ajustado para 8 no
desenvolvimento dos filmes, o que pode ter favorecido um aumento do pH

encontrados nas rodelas de maga.
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pH

Dias de armazenamento
®A #B -A-C %D = E —+F

Acidez (% acidomalico)

Dias de annazenamento
=-A B -a-C =D -« E =F

Solidos soliveis (° Brix)

1
Dias de armazenamento
oA B -A-C -wu-D -8 E =F
0,992

0,987

0,982 |

0,977

Atividade de agua (Aw)

0,972

4
Dias de armazenamento
oA B -A-C - - E =+F

Figura 4 Variacdo do pH (4a), da acidez (4b), solidos soluveis (4c) e atividade de agua
(4d) em rodelas de magds minimamente processadas durante o armazenamento
(5 °C+ 85 9% UR). A (IPS ); B(MMTO0ACS); C (MMTOAC10);
D (MMT3ACO0); E (MMT3ACS5); F (MMT3AC10)
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Magas caracterizam-se como frutos climatéricos e durante o
amadurecimento, apresentam um aumento na taxa respiratoria, estimulada pelo
etileno (BIALE, 1960; SAQUET; STREIF, 2002). Conforme Sadler ¢ Murphy
(1998) e Olivas, Mattinson e Canovas (2007), os agucares presentes nas frutas
tendem a aumentar com a maturagdo dos frutos e os acidos tendem a diminuir. A
figura 4c apresentou um aumento na concentragdo de sélidos soluveis em todos
os tratamentos, em especial as magas com os filmes MMTOACS, MMTOACI10 e
MMT3ACI10 os quais apresentaram um aumento significativo até o 5° dia, com
ligeiro declinio até o 8° dia de armazenamento. A alta concentragdo de solidos
soluveis pode ser decorrente da provavel migragdo do acido citrico presente no
filme, que pode ter sido utilizada no processo respiratdrio em substituicdo aos
agucares. O decréscimo na acidez ¢ atribuido a diluicdo da concentragdo de
acidos e consequente transformacdo desses acidos em agucares soluveis
(JERONIMO; KANESIRO, 2000). Segundo Chitarra e Chitarra (2005), a
hidrolise da protopectina em pectina soluvel e hidrélise do amido em glicose e
frutose favorecem o aumento de solidos soluveis. O aumento na concentracio de
solidos soluveis pode estar associado a desidratagcdo das magds em consequéncia
da refrigeracdo. Gongalves, Antunes e Brackmann (2000) estudaram péras
‘Nijisseiki' em atmosfera refrigerada e encontraram maior concentragdo de
solidos soluveis totais em consequéncia da desidratagdo dos frutos. Jiang, Pen e
Li (2004) estudaram fatias de castanhas tratadas com acido citrico e observaram
teores mais elevados de solidos soluveis em relagdo ao controle.

Houve diminui¢ao na atividade de agua (Aa) das rodelas de maga para
todos os filmes durante o tempo de armazenamento (Figura 4d). Porém, o filme
MMT3ACO manteve a Aa nas rodelas de macas com valores mais altos que os
demais filmes, mostrando que a presencga de argila MMT pode influenciar na

atividade de agua.



125

4 CONCLUSAO

A combinagdo entre MMT e 4cido citrico para o filme MMT3ACS
apresentou os menores valores de umidade e solubilidade.

Baseado na cor e inibi¢do da atividade enzimatica da polifenoloxidase
como pardmetros criticos de qualidade, o presente trabalho mostrou que a
aplicacdo de montmorilonita combinada com &cido citrico em filmes de isolado
proteico de soro de leite foram eficazes na conservacdo de rodelas de macgas
minimamente processadas durante o armazenamento a 5 °C + 85 UR. O filme
MMT3ACS apresentou a melhor resposta quanto a esses parametros, mostrando
que a utilizagdo de nanoparticulas de argila montmorilonita auxiliou nas
propriedades de barreira e consequente reducdo da perda de qualidade em magas

minimamente processadas.
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