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RESUMO GERAL

Neste trabalho foi desenvolvido um biopolimero ativo de isolado proteico de soro de leite (IPS)
e microparticula de lignina (MPL). O IPS foi utilizado como base polimérica tendo glicerol
como plastificante e MPL como material de reforgo e antioxidante. Na primeira etapa do estudo
a MPL foi produzida e caracterizada pelas andlises de difracdo de raios-X (DRX), potencial
zeta, infravermelho (FTIR), tamanho de particula, microscopia eletronica de varredura (MEV),
analise termogravimétrica (TGA), teor de compostos fendlicos e potencial antioxidante. Na
segunda etapa, a MPL foi adicionada em diferentes concentracdes a filmes de IPS produzidos
por casting e os biopolimeros foram caracterizados quanto as propriedades estruturais (DRX e
FTIR), morfoldgicas (MEV), fisicas (TGA e calorimetria diferencial de varredura - DSC,
mecanica, barreira ao vapor de agua e cor) e antioxidante. Na ultima etapa foram realizadas
analises antioxidante dos biopolimeros ativos e a aplicacdo dos filmes em carne moida (Biceps
femoris) com objetivo de se avaliar a capacidade de prevencdo da oxidacao lipidica das carnes
pelos filmes ativos, atraves das analises de identificacdo de compostos volateis por
cromatografia gasosa (CG-MS), indice de especies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e
cor (L*, a*, b*, C*, h*), durante o armazenamento a 4°C + 1°C por 4 dias. Os resultados da
primeira etapa demonstraram que nao houve modificacdo na natureza quimica da lignina apos
diminuicdo de seu tamanho em MPL. Além disso, a diminui¢do do tamanho da particula reduziu
0 potencial zeta da suspensdo de lignina, aumentando a dispersdo e a estabilidade térmica,
houve exposicdo de maior nimero de compostos fendlicos com aumento da concentracao de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante, confirmando o potencial de utilizacdo da
MPL em biopolimeros ativos. A segunda etapa demonstrou que a adicdo da MPL também
preservou as ligacdes quimicas presentes nos filmes, porém houve reducéo da cristalinidade dos
filmes, caracteristica da molécula de MPL. Concentra¢des intermediarias de MPL (a 0,25 e 0,50%
p/p) promoveram boa dispersdo das MPL pela superficie e interior dos filmes. Tal dispersao
permitiu melhor resisténcia térmica (aumento da Tg e temperatura de inicio da degradacéo),
aumento das propriedades mecanicas e de barreira ao vapor de agua. A adi¢cdo de MPL também
permitiu a formacéo de filmes mais escuros, avermelhados e transparentes e com manutencdo
da atividade antioxidante observada para a MPL. A terceira etapa demonstra que hd uma
tendéncia de aumento da atividade antioxidante dos filmes com o aumento da concentracao de
MPL. Houve diminuicdo no indice de TBARS com o tempo de armazenamento. Além disso, a
identificacdo de 30 compostos fendlicos nas amostras de carne sendo 7 deles presentes em todos
0s tempos e amostragem: pentadecano, octadecano, hexanal, heptanal, octanal, nonanal de
decanal, com diminuicdo das areas dos picos relativos - hexanal, heptanal, octanal e decanal
das amostras acondicionadas nos filmes ativos. A cor das carnes apresentou comportamento
esperado variando de vermelho brilhante & marrom durante o armazenamento, sem diferenca
entre os tratamentos. Pelo trabalho, sugere-se que a adicdo de 0,50% (p/p) de MPL seja a
concentracdo ideal para sua atua¢do como material de reforco e antioxidante em filmes de IPS
produzidos por casting.

Palavras-chave: Lignina. IPS. Embalagem de alimentos. Caracterizacdo. Filme ativo.



GENERAL ABSTRACT

In this work, an active biopolymer of whey protein isolate (WPI) and lignin microparticle
(LMP) was developed. WPI was used as a polymeric base with glycerol as plasticizer and LMP
as reinforcement and antioxidant material. In the first stage of the study, LMP was produced
and characterized by the analysis of X-ray diffraction (XRD), zeta potential, infrared (FTIR),
particle size, scanning electron microscopy (SEM), thermogravimetric analysis (TGA), content
phenolic compounds and antioxidant potential. In the second stage, LMP was added in different
concentrations to WPI films produced by casting and the biopolymers were characterized in
terms of structural (XRD and FTIR), morphological (SEM), physical (TGA and differential
scanning calorimetry - DSC, mechanical properties, water vapor barrier and color) and
antioxidant activity. In the last stage, antioxidant analyzes of the active biopolymers and the
application of the films in ground meat (Biceps femoris) were carried out in order to evaluate
the ability to prevent lipid oxidation of meat by active films, through the analysis of
identification of volatile compounds by gas chromatography (GC-MS), thiobarbituric acid
reactive species index (TBARS) and color (L*, a*, b*, C*, h), during storage at 4°C + 1°C for
4 days. The results of first stage showed that there was no change in the chemical nature of
lignin after its size was reduced in LMP. In addition, the decrease in particle size reduced the
zeta potential of the lignin suspension, increasing dispersion and thermal stability, there was
exposure of a greater number of phenolic compounds with increased concentration of total
phenolic compounds and antioxidant activity, confirming the potential for use of LMP in active
biopolymers. The second stage demonstrated that the addition of LMP also preserved the
chemical bonds present in the films, however there was a reduction in the crystallinity index of
films, characteristic of the LMP. Intermediate concentrations of LMP (at 0.25 and 0.50% wi/w)
promoted good dispersion of LMP over the surface and interior of the films. Such dispersion
allowed better thermal resistance (increase in Tg and temperature of onset degradation),
increase in mechanical properties and water vapor barrier. The addition of LMP also allowed
the formation of darker, reddish and transparent films and kept the antioxidant activity observed
for LMP. Third stage shows that there is a trend towards a increase in antioxidant activity of
films with an increase concentration of LMP. There was a decrease in TBARS index with
storage time. In addition, the identification of 30 phenolic compounds in meat samples, 7 of
which were present at all times and sampling: pentadecane, octadecane, hexanal, heptanal,
octanal, nonanal of decanal, with a decrease in the areas of the relative peaks - hexanal,
heptanal, octanal and decanal of the samples stored in the active films. The color of the meat
showed an expected behavior ranging from bright red to brown during storage, with no
difference between treatments. It is suggested that the addition of 0.50% (w/w) of LMP is the
ideal concentration for its performance as reinforcement and antioxidant material in WPI films
produced by casting.

Keywords: Lignin. WPI. Food Packaging. Characterization. Active Film.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As embalagens plasticas apresentam diversas caracteristicas desejaveis tanto para a
indUstria quanto para os consumidores, sendo as principais: baixo custo, versatilidade e
resisténcia. Porém, elas também séo derivadas de fonte ndo renovavel (petr6leo) e consideradas
como ndo biodegradaveis devido ao longo periodo que necessitam para serem decompostas
pelo meio ambiente. Sendo assim, diversos estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo
de se otimizar novos materiais de embalagens que supram a demanda sustentavel. As principais
vias exploradas hoje em dia compreendem o uso de polimeros biodegradaveis obtidos através
de fontes renovaveis ou de materiais reciclaveis, contribuindo dessa forma para a diminuigédo
do impacto ambiental decorrente do uso em grande escala das embalagens pléasticas.

Polimeros biodegradaveis sdo capazes de sofrer rapida decomposicdo pelos micro-
organismos presentes no ambiente. Os estudos sobre a formacao de polimeros biodegradaveis
englobam uma variedade de fontes, sendo as mais estudadas: derivadas de fontes naturais como
os polissacarideos (amido, celulose, quitosana, gomas), proteinas (caseina, gelatina, colageno,
zeina, proteina de soja, gluten, isolado proteico de soro de leite) e lipideos (ceras, gorduras e
6leos) ou sintéticas produzidas a partir de mondmeros naturais e/ou monémeros sintéticos e
micro-organismos (&cido polilactico, pululana e xantana).

O isolado proteico de soro de leite (IPS) é um material promissor no desenvolvimento
de filmes biodegradaveis para aplicacdo em alimentos por ser derivado do soro de leite, um
coproduto da industria de queijos e caseina, sendo interessante do ponto de vista ambiental e
econémico. Além disso, estudos com IPS demonstram que o material apresenta facilidade na
formacdo de emulsdes, géis e filmes, contribuindo em seu processamento, e 0s polimeros
resultantes com excelentes propriedades de barreira (oxigénio e aromas), transparéncia e
elevado valor nutricional (para filmes comestiveis). Porém, esses filmes também apresentam
baixa resisténcia a tracdo e alta permeabilidade ao vapor de dgua, comparados aos plasticos
normalmente utilizados em alimentos, como o policloreto de vinila (PVC), e baixa barreira a
luz, o que pode dificultar sua utilizacdo em alimentos.

A utilizacdo de micro e nanoparticulas de diferentes tipos de materiais vem sendo
estudada na tentativa de melhorar as propriedades citadas para IPS, com resultados bastante
promissores. Dentre os materiais e propriedades estudadas tem-se: nanoargila com aumento da

barreira ao vapor de agua dos filmes; montmorilonita com aumento da barreira ao oxigénio,
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resisténcias mecénica e térmica, nanofibra de celulose, com melhoria da resisténcia mecanica,
nanoparticulas de dioxido de titdnio com aumento da elasticidade e zeina com melhoria na
resisténcia mecanica dos filmes, dentre outros (AZEVEDO et al., 2015a; CARVALHO et al.,
2018; ZUBAIR; ULLAH, 2020).

A lignina ¢ o segundo maior componente da madeira. E obtida como um coproduto da
industria de celulose e papel como fonte de energia, e por ser amplamente disponivel, apresenta
baixo custo. Por apresentar excelentes propriedades quimicas e fisicas, tem grande potencial de
substituicdo aos materiais derivados do petrdleo. A micro ou nanoparticula de lignina (MPL)
também vém sendo estudada e quando comparada a lignina em macroescala, a MPL apresenta
maior area superficial especifica e por isso sua atuacdo como material de refor¢co nas
propriedades fisicas e antioxidantes de diferentes matrizes poliméricas é intensificada. A MPL
pode ser obtida através de tratamento mecanico que possui a vantagem de ser uma metodologia
simples, rapida e com bons resultados.

A utilizagdo de MPL de lignina foi demonstrada em filmes de diferentes bases
poliméricas como PLA acarretando melhoria das propriedades Gticas, térmicas e mecanicas e
em compdsitos de borracha acarretando aumento das propriedades térmicas e mecanicas dos
materiais (JIANG et al., 2013; YANG et al., 2016a). Ela também vem sendo estudada por sua
acdo antioxidante em filmes de quitosana, celulose, PVA, PBAT, dentre outros
(CROUVISIER-URION et al., 2016; FAROOQ et al., 2019; HE et al., 2019; XING et al., 2019).
Estudos sobre o desenvolvimento de filmes de IPS e MPL ainda ndo sdo encontrados na
literatura.

Um dos problemas enfrentados pela indUstria de alimentos diz respeito a vida util de seu
produto, que pode sofrer interferéncia pela atuacdo de micro-organismos e de reacfes de
oxidacdo. O desenvolvimento de embalagens ativas de alimentos € uma alternativa para o
aumento da vida util desses alimentos, em que um material recebe um agente ativo que €
liberado quando em contato com a matriz alimenticia. A atuacdo deste agente ativo é
preferencialmente de forma prolongada devido a liberacdo controlada e linear no decorrer do
tempo, acarretando a manutencao de suas caracteristicas iniciais. A procura dos consumidores
por alimentos mais naturais tem incentivado a pesquisa e desenvolvimento de embalagens com
adicdo de antioxidantes naturais como: acido citrico, acido ascorbico, acido acético, extrato de
cha verde, semente de uva, gengibre, dleo essencial de orégano, tomilho, alecrim, alho, limao,
canela, lignina, dentre muitos outros. Sendo assim, 0 objetivo geral deste trabalho foi de
desenvolver microparticulas de lignina e com elas, filmes biodegradaveis ativos de IPS pelo

método casting e estudar o efeito antioxidante desses filmes no armazenamento de carne moida.
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Os objetivos especificos deste estudo foram: desenvolver microparticulas de lignina a
partir de lignina derivada da industria de celulose (kraft) e caracteriza-las quanto as
propriedades estruturais, morfoldgicas, térmicas e antioxidantes (artigo 1); Estudar o efeito da
adicdo dessas microparticulas de lignina como material de reforgo e antioxidante em filmes de
IPS (artigo 2) e verificar o efeito antioxidante dos biopolimeros ativos decorrente de sua

aplicacdo em carne moida (artigo 3).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Embalagens plésticas e o meio ambiente

Os materiais plasticos derivados do petréleo vem sendo amplamente utilizados desde a
metade do século XX devido a suas caracteristicas de baixo custo, versatilidade de uso e
producdo, aparéncia e elevadas propriedades fisico-quimicas como transparéncia e
durabilidade. Cerca de 20% de todo esse plastico disponivel mundialmente é utilizado na
producdo de embalagens de alimentos como filmes, folhas, garrafas, copos, bandejas, dentre
outros (RHIM; PARK; HA, 2013). Segundo o ultimo levantamento feito pela Associacdo
Brasileira da Industria do Plastico (ABIPLAST), por meio Tabela de Recursos e Usos do IBGE,
no ano de 2016 o setor de alimentos ocupou a segunda posi¢do no hanking dos principais setores
consumidores de produtos plasticos no Brasil, atras apenas do setor de construcao civil, com
uso de 20,2% do total de plastico produzido e utilizado pelos diversos setores de servicos
(ABIPLAST, 2018).

Os filmes plasticos sdo amplamente utilizados pela industria de alimentos apresentando
grande leque de utilizacdo como no recobrimento de frutas e hortalicas, alimentos minimamente
processados, produtos de confeitaria (paes, bolos, biscoitos), e alimentos ja porcionados como
carnes, queijos, frios, dentre outros. Os objetivos da utilizacdo dos filmes no recobrimento
desses alimentos incluem proteger fisicamente o alimento, reduzir trocas de umidade e gases
(como O2 e CO2) entre o produto e o ambiente, reduzir da migracéo de lipideos do alimento
para a embalagem, além de poderem atuar no aumento da qualidade e vida atil do alimento por
permitirem a incorporacdo de aditivos como antioxidantes, agentes antifingicos,
antimicrobianos, de cor e outros nutrientes (RHIM; NG, 2007).

Porém, por serem derivados de fonte féssil (petréleo), um recurso ndo renovavel, e por
apresentarem lenta degradacdo pelo ambiente (ndo biodegradaveis), os filmes e materiais
plasticos constituem um problema ambiental pois ainda sdo descartados de forma inadequada
em mares, rios e florestas, ou ainda queimados a céu aberto. Além disso, as empresas de
reciclagem desses materiais ainda sdo deficientes para o total de material descartado, apesar de
crescer em numero a cada ano (ABIPLAST, 2018). Assim, esforcos sdo realizados na busca de
materiais de fontes renovaveis e biodegradaveis e que sejam matérias primas na fabricacdo de
seus substitutos (RHIM; NG, 2007; RHIM; PARK; HA, 2013; TANG et al., 2012).

2.2 Polimeros biodegradaveis



19

De acordo com a “American Society Standard Testing and Materials” (ASTM D833-
46, 1955), polimeros biodegradaveis sdo “aqueles que apresentam quebra das ligacdes quimicas
em suas cadeias poliméricas através de agentes bioldgicos, levando a uma fragmentacdo ou
desintegragdo dos mesmos”. Sob condigdes adequadas de umidade, temperatura e
disponibilidade de oxigénio, a biodegradacdo leva a desintegracdo dos plasticos sem a formacédo
de residuos toxicos ou maléficos ao meio ambiente (RHIM; PARK; HA, 2013). Sendo assim,
polimeros biodegradaveis vém sendo amplamente estudados e considerados como potenciais
substitutos aos materiais plasticos por apresentarem os beneficios de biodegradabilidade e
serem derivados total ou parcialmente de fontes renovaveis.

Os polimeros biodegradaveis podem ser divididos em dois grupos com base em sua
origem: sintéticos ou naturais. Os sintéticos sdo aqueles produzidos através da sintese quimica,
podendo ser utilizados monémeros apenas de origem natural ou a mistura de monémeros
naturais e de petrdleo e ainda os sintetizados ou encontrados em micro-organismos. Como
exemplo tém-se os poliésteres, polianidretos, poliuretanos, poliaminoacidos, pululana, dentre
outros. Os de origem natural séo diretamente extraidos da biomassa, como os polissacarideos e
proteinas (DOPPALAPUDI et al., 2014).

Como exemplo das bases poliméricas naturais e sintéticas mais estudadas na formacéo
de filmes para alimentos podem-se citar o amido, quitosana, celulose, gelatina, poliésteres,
polilactatos (PLA), poliaminoacidos, polihidréxibutirato (PHB), isolado proteico de soja,
isolado proteico de soro de leite (IPS), entre outros (AZEVEDO et al., 2015b, 2019;
CARVALHO et al., 2018; DIAS et al., 2014; EL-NEMR et al., 2019).

2.3 Soro de leite e IPS

A Portaria de nimero 53/2013 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), que se encontra em fase de aprovagéo, cria o “Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Soro de Leite” e define esse produto como sendo “o liquido obtido a partir da
coagulacdo do leite destinado a fabricagdo de queijos, caseina ou produtos lacteos similiares”
(BRASIL, 2013, p.6).

O soro de leite € um liquido de cor amarelo-esverdeado, considerado rico
nutricionalmente por conter grande variedade de micro e macronutrientes como calcio,
magnésio, vitaminas do complexo B, lipideos, lactose e proteinas. De todos esses nutrientes

destacam-se principalmente as proteinas, pois cerca de 20% do total de proteinas presente no
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leite permanecem no soro ap6s o seu processamento (ANDERSON; MOORE, 2004;
ZACARCHENCO et al., 2013).

Em média, para cada quilo de queijo produzido, sdo gerados 9kg de soro de leite, onde
parte é aproveitada pela industria de alimentos na producdo de coprodutos e parte pode ser
descartada de forma inadequada em rios, mares e esgoto, causando um grande problema
ambiental devido a alta taxa de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) que esse material
apresenta, cerca de 100 vezes maior que a do esgoto doméstico, o que o torna entdo, um produto
muito poluente se ndo for devidamente tratado (ZACARCHENCO et al., 2013).

As principais proteinas presentes no soro de leite sdo as B-lactoglobulinas (peso
molecular de 18kDa), que contribuem com quase 57% do total de proteinas do soro de leite, a-
lactoalbuminas (peso molecular de 14 kDa), albumina de soro bovino, imunoglobulinas e
proteose-peptonas, que quando adicionadas a produtos alimenticios, acrescentam além de valor
nutricional, propriedades funcionais tecnologicas muito desejaveis como solubilidade,
emulsificacdo e formacdo de espuma (ZUBAIR; ULLAH, 2020; ORDONEZ, 2005). As
proteinas presentes no soro de leite sdo consideradas de grande valor nutricional, pois
apresentam em sua constituicdo grande variedade de aminoacidos essenciais e em excelentes
concentracdes. Aminoacidos essenciais sdo aqueles necessarios ao metabolismo humano, mas
que ndo sdo sintetizados por ele, sendo adquiridos por meio da alimentacdo. Além disso, alguns
desses aminoacidos como triptofano, prolina, histidina e tirosina podem apresentar atividade
antioxidante atuando na eliminacdo ou impedindo a formacé&o de radicais livres seja pela doacéo
de elétrons e/ou protons ou ainda pela presenca de grupamentos sulfidrilas (DE SOUZA et al.,
2019; MOHANTY et al., 2016).

Como exemplos de coprodutos derivados do soro de leite podem-se citar: soro de leite
em po, concentrado proteico de soro de leite (CPS), isolado proteico de soro de leite (IPS),
bebidas lacteas, doce de leite, sorvetes, lactose, entre outros. Dentre esses produtos, o CPS e
IPS podem ser obtidos por meio da separacdo da lactose por ultrafiltracdo, evaporacdo e
liofilizacdo com formacdo de um produto com baixa quantidade de lactose e gordura e alta
concentracdo das proteinas. O CPS pode apresentar teores de proteina de 35%, 75% e 80% e o
IPS com teor proteico variando de 85-90%, além disso, o teor de lactose no CPS é maior que o
encontrado no IPS (SMITHERS, 2008).

Por isso, levando em consideragdo seu alto valor nutricional, propriedades funcionais e
tecnoldgicas, o soro de leite e seus derivados (CPS e IPS) vem sendo amplamente estudados na
formulacdo de alimentos e de outros produtos para o setor alimenticio, como filmes

biodegradaveis. Soma-se a essas vantagens, o fato de o soro de leite apresentar baixo custo, por
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ser um coproduto da industria, e sua utilizacdo também pode atuar contribuindo para a reducéo

do impacto ambiental que o descarte inadequado desse produto pode acarretar.

2.4 Biopolimeros de IPS

As proteinas do soro de leite tém disso utilizadas como base polimérica na producéo de
filmes biodegradaveis apresentando resultados promissores. O IPS é capaz de formar filmes
flexiveis e transparentes, sendo facilmente removidos durante o processo de producdo por
casting. Além disso, seus filmes podem impedir mudancas na qualidade dos alimentos
contribuindo no aumento de sua vida til, por apresentarem boa barreira a gases, aromas e
gorduras quando comparados a filmes de polissacarideos e lipideos (ZUBAIR; ULLAH, 2020).
Em contrapartida, devido ao alto conteudo de aminoacidos hidrofilicos presentes nas proteinas
do IPS, esses filmes tendem a apresentar reduzida resisténcia mecanica e baixa barreira a
umidade. Como uma das solucdes, o glicerol é utilizado como agente plastificante ajudando a
controlar a maleabilidade, propriedades de barreira e consequente vida uatil dos filmes
(AZEVEDO et al., 20153, 2019; CARVALHO et al., 2018; KOKOSZKA et al., 2010; RAMOS
et al., 2013).

Outro caminho utilizado em pesquisas para se aumentar ndo s0 as propriedades
mecanicas e de barreira, mas incluir propriedades antioxidante e antimicrobianas aos filmes de
IPS é a utilizacdo de agentes de reforco. Como exemplo de agentes de refor¢o capazes de
melhorar propriedades mecanicas, de barreira ao vapor de agua, térmicas, solubilidade, dentre
outras, em filmes de IPS, tem-se a montmorilonita, acido citrico, nanofibra de celulose, lactato
de sodio, goma de mesquita, dioxido de titanio, argila, 6leos essenciais de diferentes espécies,
etc (AZEVEDO et al., 2015a; CARVALHO et al., 2018; OSES et al., 2009; SEYDIM;
SARIKUS, 2006; SOTHORNVIT et al., 2010; ZINOVIADOU; KOUTSOUMANIS;
BILIADERIS, 2010; ZOLFI et al., 2014).

2.5 Lignina

A palavra lignina vem do latim lignum que significa madeira. Depois da celulose, a
lignina é o segundo maior componente da madeira, compondo cerca de 10 a 25% da massa
lignocelulésica total. A lignina faz a juncao entre a celulose e hemicelulose nas plantas e € de
origem renovavel, com excelentes propriedades quimicas e fisicas sendo obtida a um custo
acessivel como subproduto da industria de celulose, papel e biorefinarias de etanol.
Ultimamente vem sendo estudada como substituta de produtos derivados de fonte féssil. Dentre

as vérias areas em que ela vem sendo usada, destacam-se aplicacdes em: combustiveis, biocidas,
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produtos quimicos, aditivos para papel e concreto, dispersantes, cosméticos, tintas, polimeros,
dentre outros (DOMENEK et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2001; SPIRIDON et al., 2018;
WATKINS et al., 2015).

A lignina é uma macromolécula tridimensional (Figura 1) altamente reticulada
composta de trés principais mondmeros fendlicos: alcool coniferilico, &lcool sinapilico e alcool
p-cumarilico, unidas entre si através de polimerizacdo enzimatica com formacdo de ligacdes
aromaticas e alifaticas e também ligacBes ndo aromaticas C-C (VANHOLME et al., 2010;
WATKINS et al., 2015). Sua estrutura é complexa, contendo polimeros fendlicos reticulados,
numerosos grupos funcionais como hidroxilas alifaticas e fendlicas e grupamentos metoxi.
Assim, ela se apresenta como um composto fendlico amorfo, altamente ramificado e sua
estrutura quimica pode variar bastante de acordo com sua origem boténica, periodo de colheita
e processo de extracdo (RAMEZANI; SAIN, 2018; SATHAWONG; SRIDACH; TECHATO,
2018).

Oliveira et al. (2001) cita a classificacdo da lignina proposta por LaPierre (1993) que
tem como base sua susceptibilidade a hidrélise. Segundo o autor, a lignina pode ser classificada
em core e ndo core, sendo a core constituida de polimeros fenilpropandides da parede celular,
altamente condensados e muito resistentes a degradacao e a ndo core constituida de compostos
fendlicos de baixo peso molecular, liberados da parede celular por hidrolise, representada por
acidos p-hidroxicindmico éster-ligados.

Outros estudos também classificam a lignina em trés grupos dependendo da sua origem:
lignina de coniferas (softwood), de folhosas (hardwood) ou de grama ou capim (grass). A
primeira é chamada de lignina guaiacil e consiste majoritariamente de alcool coniferilico e
pequenas quantidades de alcool sinapilico, como exemplo tem-se a lignina de pinheiro. A
segunda é conhecida como lignina guaiacil-siringil e é constituida de alcool coniferilico e alcool
sinapilico, mas em proporcoes diferentes, como exemplo tem-se a lignina derivada de eucalipto.
E a terceira também pode ser chamada de lignina guaiacil-siringil porém é constituida em sua

maioria de unidades derivadas de alcool p-cumarilico (NASEEM et al., 2016).
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Figura 1 - Representacdo esquematica das estruturas das unidades da lignina (a) e da molécula

de lignina (b).
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Fonte: Watkins et al. (2015).

A lignina pode ser extraida por diferentes métodos (enzimatico, quimico e mecanico),
por exemplo, processo sulfito, soda, kraft, por hidrélise, dentre outros. Os principais tipos de
lignina disponiveis sdo a lignina kraft, lignosulfonatos, lignina organosolvidas e ligninas
derivadas de biorefinarias. Cada uma difere em sua estrutura quimica, peso molecular e pureza,
que vao determinar sua solubilidade e caracteristicas sensoriais (SIPPONEN et al., 2019). A
lignina obtida através de processamento kraft corresponde a cerca de 85% do total produzido e

normalmente é utilizada como combustivel, sendo queimada para a producéo de energia. Ela é
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obtida por fragmentacdo e condensacdo quimica durante o processamento de celulose
(NASEEM et al., 2016).

Por ser natural, biodisponivel e apresentar baixo custo, a utilizagdo de lignina como
constituinte da matriz polimérica de biopolimeros para aplicacdo em alimentos vem sendo
estudada com resultados positivos em suas propriedades.

Diversos estudos demonstram a eficacia da utilizacdo de lignina na producéo de filmes
biodegradaveis, com reforco sobre suas propriedades mecanicas (KOVALCIK et al., 2015; LE
DIGABEL; AVEROUS, 2006; SHANKAR; REDDY; RHIM, 2015), aumento da barreira a luz
U.V (SIPPONEN et al., 2019), diminuicdo da permeabilidade a agua, oxigénio e diéxido de
carbono (KOVALCIK et al., 2015; SHANKAR; REDDY; RHIM, 2015), aumento da
estabilidade térmica (SAMAL et al., 2014), atuagdo como agente plastificante (MIRANDA et
al., 2015) e também incorporacéo de atividade antioxidante aos filmes (DOMENEK et al.,
2013).

Apesar de a maioria das ligninas ser soluvel em &gua apenas em pH alcalino (BEISL;
MILTNER; FRIEDL, 2017), sendo uma limitacdo em sua aplicacdo, estudos demonstram
melhoria das propriedades fisicas dos filmes pela adicdo de lignina provavelmente devido a
afinidade que esse composto apresenta a uma variedade de bases poliméricas. Dentre elas
podemos citar: agar, acido polilactico (PLA), amido, 3-hidroxibutirato-co-3-hydroxivalerato
(PHBHV), polietileno, dentre outros (DOMENEK et al., 2013; KOVALCIK et al., 2015;
MIRANDA et al., 2015; NAIK; ROZMAN; BHAT, 2013; SAMAL et al., 2014; SHANKAR,;
REDDY; RHIM, 2015; YANG et al., 2016b).

A acdo antioxidante da lignina pode ser explicada pela sua estrutura aromatica e residuos
fendlicos que ddo a ela a capacidade de sequestro de radicais livres, seguindo o mecanismo
geral dos compostos fendlicos, onde os grupamentos hidroxila fendlicos em presenca de
radicais livres, atuam como doadores de prétons, estabilizando esses radicais (DOMENEK et
al., 2013). Estudos confirmam a atividade antioxidante da lignina proveniente de diferentes
fontes vegetais como o bambu (GONG et al., 2016), palma (CORAL MEDINA et al., 2016),
choupo (PAN et al., 2006), casca de arroz (SALANTI et al., 2010) dentre outros. Ainda, parece
Ser um consenso entre as pesquisas de que a atividade antioxidante da lignina esta relacionada
positivamente a maior quantidade dos grupamentos hidroxila e baixo peso molecular sendo
afetada negativamente pelo aumento da heterogeneidade da molécula e por sua dispersao, pois
quanto mais heterogénea for a molécula, como por exemplo com a presenca de hemicelulose,

menor a exposicdo dos grupamentos fendlicos com atividade antioxidante na superficie da
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mesma, e quanto maior a concentracao de lignina, maior a atracao entre suas proprias moléculas

e menor sua disperséo.

2.5.1 Lignina em escala reduzida

A producdo de lignina em micro e nanoescala ganhou interesse dos pesquisadores nos
ultimos anos principalmente por esses materiais oferecerem propriedades Unicas pelo aumento
de sua area superficial. Isso acontece pois as interagdes quimicas e fisicas da estrutura séo
governadas por suas propriedades de superficie. Sendo assim, um material em escala micro ou
nanomeétrica pode apresentar propriedades consideravelmente diferentes do mesmo material em
maior dimensédo (BEISL; MILTNER; FRIEDL, 2017).

De modo geral, nanoparticulas séo classificadas como estruturas que possuem pelo
menos uma de suas dimensdes entre 1 — 100 nandémetros, porém o que se vé na pratica é uma
falta de consenso entre pesquisadores, sendo comum a utilizacdo de valores que vao de poucos
nandmetros a poucos micrometros no estudo e caracterizacdo dessas particulas (BEISL;
MILTNER; FRIEDL, 2017; JELINEK, 2015).

Micro e nanoparticulas de lignina podem ser classificadas de acordo com sua geometria
em particula, lamela ou material fibroso e no caso da lignina, o tipo de metodologia utilizada e
fonte da lignina serdo capazes de desenvolver tipos diferentes de geometria (BEISL;
MILTNER; FRIEDL, 2017). Elas podem ser produzidas a partir de diferentes fontes de lignina
como palha de trigo, grama, madeira de eucalipto, dentre outros (GILCA; POPA; CRESTINI,
2015; YANG et al., 2016b) e também com utilizacdo de diferentes metodologias como
mudanca de solvente ou pH, polimerizacdo, tratamento mecanico, segregacao por gelo, dentre
outros (BEISL; MILTNER; FRIEDL, 2017; GILCA; POPA; CRESTINI, 2015). Frangville et
al. (2012) utilizaram a hidrdlise acida da lignina a partir da adicdo de HCI e observaram a
diminuicdo progressiva do tamanho das particulas da escala micrométrica para menos de 100nm
quando o total de HCI foi adicionado. Gilca et al. (2015) utilizaram método fisico para a
obtencdo de nanoparticulas de lignina através de irradiacdo ultrassdnica e obtiveram como
resultado a diminuicdo do tamanho das particulas de lignina de 1-10um para 10-50nm,
confirmando a eficacia do método.

A utilizacdo de método fisico pela utilizacdo de ultrassom para diminuicdo do tamanho
de particula da lignina apresenta algumas vantagens como ser uma metodologia rapida, simples
e de baixo custo. Segundo Gilca et al. (2015), o desenvolvimento de quebras e reaces quimicas

durante o processo de ultrassom esté fortemente relacionado ao fenémeno chamado cavitagéo.
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A cavitacdo € induzida por frequéncias de ondas ultrassonicas altas (16KHz-100MHz) passando
pela massa do liquido. Durante esse processo, ha a formacgéo de milhGes de bolhas de ar em um
determinado liquido, e o ultrassom, apresentando intensidade adequada, permite o
desenvolvimento de cavidades. O colapso ou a inclusdo dessas cavidades cria locais de alta
temperatura e pressao em um curto periodo de tempo, formando pontos quentes no liquido frio.
O estado de transicdo desses locais de alta pressao e temperatura é o ativador para as primeiras
reacOes quimicas que ocorrem durante e apds o colapso das microbolhas. Na presenca de agua
e ar, os radicais hidroxila e superdxidos sdo formados, porém, se a intensidade e a duracdo do
ultrassom ndo atingirem os niveis necessarios, ndo havera a formagdo de cavidades e em
consequéncia a ocorréncia de reagdes quimicas no liquido. Alguns fatores influenciam a
formacdo de radicais durante o processamento da lignina por ultrassom, sendo eles: pressao,
temperatura, configuracdo técnica do aparelho e tipo de liquido utilizado na solug¢éo. Ainda, os
radicais formados durante o processo de sonicacdo dependem do nimero de cavidades formadas
e de radicais formados por cavidade. No caso de polimeros, o ultrassom leva a formacéo de
fraturas homoliticas das cadeias macromoleculares resultando em radicais pares ou na
polimerizacdo de mondmeros.

E possivel a aplicacdo desses nanomateriais em varias areas como na substituicdo de
nanoparticulas toxicas, ciéncias médicas e de diagndsticos, producédo de energia, computacao
molecular e refor¢co de polimeros (BEISL; FRIEDL; MILTNER, 2017; SIPPONEN et al.,
2019). A industria de alimentos, por outro lado, apresenta lenta adaptacao a essa area da ciéncia,
0 que pode ser explicado pela crescente preferéncia dos consumidores a produtos “naturais” e
uma ligeira preocupacdo em relacdo as nanoparticulas (DUNCAN, 2011). Porém, micro e
nanoparticulas de lignina apresentam a vantagem de poderem ser potencialmente inofensivos
aos seres humanos além de benignos ao meio ambiente por se tratar de um material natural,
favorecendo a agregacdo de valor significativo aos materiais da industria alimenticia
(FRANGVILLE et al., 2012). Alem disso, pesquisadores e industria confirmam o grande
potencial de utilizacdo da micro e nanotecnologia no processamento de alimentos, destacando-
se 0 setor de embalagens como 0 mais promissor, devido a maior aceitacdo dos consumidores,
visto que a nova tecnologia ndo entra em contato direto com o alimento (DUNCAN, 2011).

A nanotecnologia aplicada a polimeros € definida como uma grande area de pesquisa,
desenvolvimento e atividade industrial que envolve o projeto, fabricacdo, processamento e a
aplicacdo de materiais de base polimérica preenchidos por nanoparticulas (AZEREDO, 2009;
SILVESTRE; DURACCIO; CIMMINO, 2011). Devido a sua grande disponibilidade, estudos

vem sendo realizados avaliando a capacidade de melhora das propriedades fisicas,
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antioxidantes e antimicrobianas de polimeros a partir da adicdo de lignina em diferentes
tamanhos com resultados promissores (FORTUNATI et al., 2016; SIPPONEN et al., 2019).

Yang et al. (2016a) observaram melhoria das propriedades dpticas, térmicas e mecanicas
de filmes biodegradaveis de PLA com nanoparticulas de lignina, com aumento do bloqueio da
luz ultravioleta e elevada transparéncia, aumento da tendéncia a cristalizacdo e do grau de
cristalizacdo e ainda, aumento da resisténcia a tragdo e mddulo de Young dos biopolimeros.
Jiang et al. (2013) também encontraram melhorias nas propriedades térmicas e mecéanicas em
compdsitos naturais de borracha incorporados com nanoparticulas de lignina. Eles observaram
0 aumento da temperatura maxima de degradacdo térmica (consequente aumento da
estabilidade térmica) e melhora da resisténcia a tracdo e porcentagem de alongamento na
ruptura a partir do aumento da concentracdo da nanoparticula. Nufiez-flores et al. (2013)
avaliaram a propriedade antioxidante de filmes de gelatina incorporados com lignina com
tamanho de particula < 210 micra e observaram o aumento da atividade antioxidante dos
biopolimeros de acordo com o aumento da concentragdo de lignina. Ojagh et al. (2011)
encontraram inibicdo da oxidacdo lipidica de filés de salm@o embalados com biopolimeros de
gelatina e lignina.

Sendo assim, a utilizacdo de particulas de lignina em tamanho reduzido pode agregar
valor ao biopolimero por ser um material derivado de fonte renovavel, biodegradavel e de baixo
custo. Além disso, quando utilizado em alimentos, pode favorecer sua seguranca alimentar,
trazer seguranga ao consumidor no que se diz respeito a interacdo da particula com o alimento,

além de melhorar as propriedades fisicas, antioxidantes e antimicrobianas dessa embalagem.

2.6 Embalagens ativas

As funcdes basicas de uma embalagem de alimentos sdo a de isolar o alimento do
ambiente externo protegendo-o de possiveis contaminacdes e degradacdo por micro-
organismos, poeira, luz, gases, forcas mecanicas e odores, que podem vir a modificar as
caracteristicas esperadas para aquele produto. Também € atribuida a ela a funcéo de informar o
consumidor sobre o tipo de produto acondicionado, ingredientes, valor nutricional, modo de
preparo, dentre outros e de venda, visto que a maioria dos consumidores associa a embalagem
a qualidade do produto em si (UL, 2005). Além disso, a indUstria exige como propriedades
basicas de uma embalagem de alimentos boas caracteristicas mecanicas, épticas, térmicas, de
barreira & aromas, vapor de agua e gases (como O e CO>) e que tenha nulo ou reduzido impacto
ao meio ambiente (RHIM; PARK; HA, 2013).
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Porém, com as mudangas continuas nas tendéncias do mercado e na demanda dos
consumidores atuais, exigindo cada vez mais produtos frescos, saborosos, convenientes e com
prazo de validade prolongado, associados a uma qualidade controlada e satisfatéria, as
embalagens de alimentos passam a adquirir novas fungdes atreladas as ja existentes (UL, 2005;
YILDIRIM et al., 2018).

Comegam a ser pesquisadas e desenvolvidas no mercado as embalagens ativas e
inteligentes. Essas embalagens apresentam como principal caracteristica a interacdo entre
embalagem e produto e/ou embalagem e meio. Nas embalagens inteligentes temos o
monitoramento das condi¢des do alimento armazenado ou do ambiente externo a embalagem
que indicam ao consumidor a qualidade do produto acondicionado. Ja as embalagens ativas tém
por objetivo a extensdo da vida util do produto, mantendo ou até mesmo melhorando sua
qualidade (DAINELLI et al., 2008).

Dentre as embalagens ativas com maior potencial de utilizacdo pela industria de
alimentos estdo as absorvedoras e emissoras de compostos. Como absorvedoras estdo as de
oxigénio, umidade e gas etileno e temos como emissoras as de antioxidantes, dioxido de
carbono e antimicrobianos (YILDIRIM et al., 2018).

Dessa forma, atualmente as embalagens ativas tém ganhado espaco e atencédo, pois além
de oferecerem as protecdes basicas de uma embalagem de alimentos também acrescentam
funcbes que permitem a melhora da qualidade do produto e de sua vida Gtil, aumentando o
interesse dos consumidores e consequente compra do produto (PEREIRA DE ABREU; CRUZ;
PASEIRO LOSADA, 2012).

2.6.1 Embalagens ativas antioxidantes

As embalagens ativas com propriedades antioxidantes sdo estudadas e aplicadas em
alimentos que apresentam alto teor de lipideos como peixe e carnes in natura, alimentos
desidratados com alto teor de lipideos, sementes, oleaginosas, 0leos e produtos fritos
(YILDIRIM et al., 2018). Isso porque a oxidacdo é um dos principais fatores de deterioracédo
de alimentos que contenham lipideos, provocando reducéo de seu valor nutritivo pela perda de
acidos graxos essenciais e ainda levando a formacdo de substancias possivelmente toxicas ao
organismo. O principal substrato da oxidacao sdo os acidos graxos insaturados, sendo as duplas
ligagOes, centros ativos que podem reagir com o oxigénio (ORDONEZ, 2005).

A oxidacdo lipidica pode ocorrer por meio das vias de fotoxidacdo, autoxidacdo e
oxidacdo enzimatica. A fotoxidacdo se da pela reacdo de acidos graxos insaturados com a

radiacdo UV na presenca de sensibilizadores (ex: clorofila, mioglobina) e oxigénio como
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intermediario reativo, com formacéo de hidroperdxidos (produtos primérios da degradacao) e
aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos (produtos finais da degradagdo) (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

A autoxidagdo é um processo que evolui ao longo do tempo, podendo-se distinguir trés
etapas (CHLOE; MIN, 2006): inicia¢do, propagacdo e término (Figura 2).

Figura 2 Etapas de desenvolvimento da autooxidagao.

Iniciacdo RH > R*+H*

Propagacio R* + 0O, > ROO*®
ROO*+RH = ROOH +R*
Término ROO*+R* > ROOR
ROO®*+RO0O* > ROOR + O,
R*+R* 2> RR
Fonte: Chloe & Min (2006).
(RH = &cido graxo insaturado; R" = radical livre; ROO" = radical peroxido; ROOH =

radical hidroperoxido).

Na etapa de iniciagdo ocorre a formacao de radicais livres resultantes da retirada do
atomo de hidrogénio do carbono alilico da molécula de acido graxo, sendo a reagédo acelerada
na presenca de catalisadores metalicos como o cobre e ferro, e na presenca de enzimas, luz e
calor. Na etapa de propagacao, os radicais livres (susceptiveis ao ataque de oxigénio) atuam
como propagadores da reacdo e sdo convertidos em produtos priméarios da oxidacdo lipidica
(peroxidos e hidroperdxidos). No final da reacdo, os radicais combinam-se formando produtos
estaveis, chamados produtos secundarios (alcanos, alcenos, aldeidos e cetonas), obtidos por
cisdo e rearranjo dos perdxidos (CHLOE; MIN, 2006).

Para a oxidacdo enzimatica tem-se a atuacdo da enzima lipoxigenase, com formacéo de
perdxidos e hidroperoxidos com duplas ligacGes e semelhante ao processo de autooxidagéo,
podendo formar diversos produtos, com a diferenca de ser mais especifico quanto ao substrato
e produtos da oxidacdo (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Antioxidantes sdo definidos como substancias que, presentes em concentragcdes menores
que do substrato oxidavel atuam no retardo da oxidacdo com diminuicdo da rancificacdo e

formacdo de compostos off flavors e consequente deterioragéo do produto (KAUR; KAPOOR,
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2001). Eles podem ser classificados em dois grupos: primarios e secundarios. Os primarios
atuam interrompendo a cadeia de radicais por ceder hidrogénio a um radical lipidico livre e
assumindo a forma de radical estavel e como exemplo de antioxidante deste grupo temos 0s
compostos fendlicos. Os secundarios diminuem o processo de iniciacdo, pois utilizam agentes
quelantes de metais que podem ser catalisadores da reagdo de oxidagdo, como exemplo dessa
classe de antioxidantes tem-se o acido citrico (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA,
1992).

Para resolver o problema de oxidacdo dos alimentos embalados de forma convencional,
ou seja, utilizando-se embalagens que ndo interagem com o produto, a industria de alimentos
opta por adicionar antioxidantes sintéticos diretamente ao alimento. Como exemplo dos
antioxidantes sintéticos utilizados tem-se o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno
(BHT) e terc-butilhidroquinona (TBHQ) (AMARAL; SOLVA; LANNES, 2018; KAUR;
KAPOOR, 2001). Porém, a procura dos consumidores por alimentos mais naturais aumenta a
pesquisa e desenvolvimento de antioxidantes naturais que possam ser adicionados a esses
alimentos e também a suas embalagens, tais como: acido citrico, acido ascdrbico, acido acético,
extrato de cha verde, semente de uva, gengibre, 6leo essencial de orégano, tomilho, alecrim,
alho, limdo, canela, dentre muitos outros (AZEVEDO et al., 2019; CARVALHO et al., 2019;
GOMEZ-ESTACA et al., 2014; YILDIRIM et al., 2018).

Antioxidantes naturais sdo aqueles extraidos de vegetais, plantas, micro-organismos e
tecidos animais. Sua acdo é proveniente dos diversos compostos fenolicos presentes, que alem
se serem antioxidantes também podem exibir acdes fisiologicas interessantes como anti-
alergénica, anti-arteriogénica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, vasodilatadora, entre outras
(ANDREO; JORGE, 2007; KAUR; KAPOOR, 2001).

Sendo assim, as embalagens ativas antioxidantes apresentam grande potencial para

aplicaces comerciais, principalmente aquelas onde séo utilizados antioxidantes naturais.

2.7 Carne bovina moida

A carne bovina é um dos alimentos mais consumidos pela populacdo mundial e
apresenta elevado valor nutricional, sendo fonte de proteinas de alto valor biolégico, vitaminas
hidrossoliveis como as vitaminas do complexo B, minerais e compostos bioativos
(FAUSTMAN et al., 2010). Desde o fim de 2018, o Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking
de exportacédo de carne bovina do mundo, com valor total de exportacdo de mais de 1,5 milh&o
de toneladas no ano de 2017 (ASSOCIACAO BRASILERIA DAS INDUSTRIAS
EXPORTADORAS DE CARNE - ABIEC, 2017; BRASIL, 2017).



31

A carne in-natura é a definida como a carne de animais abatidos recentemente, bem
como carnes embaladas a vacuo ou sob atmosfera modificada, que ndo possuem nenhum outro
tratamento além de resfriamento para garantir sua preservagdo (ZHOU; XU; LIU, 2010). A
carne in-natura € um alimento altamente perecivel devido & sua composi¢do quimica com alto
teor de nutrientes e atividade de &gua, favorecendo o crescimento microbiano, principal fator
de sua deterioracdo (TORNUK et al., 2015). Além deste fator, a oxidacdo lipidica e de
pigmentos também ¢é causa de sua deterioracdo, podendo ocorrer inclusive em carnes
armazenadas sob refrigeracdo, contribuindo para a diminuicao de suas caracteristicas sensoriais
como odor, sabor, aroma, cor e textura, com consequente diminuicdo da aceitabilidade do
alimento pelo consumidor (RAMOS & GOMIDE, 2017; FAUSTMAN et al., 2010).

Segundo a Instrucdo Normativa n° 83 de 21 de novembro de 2003 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003, p. 29), a carne bovina moida pode ser
definida como o produto carneo obtido a partir da moagem de massas musculares de carcacas
de bovinos, seguido de imediato resfriamento ou congelamento. Quando resfriado, o produto
deve ser mantido a temperatura de 0°C a 4°C e congelado a temperatura maxima de -18°C. A
moagem da carne aumenta seu risco de contaminacdo, oxidacdo e consequente degradacédo
devido ao aumento de sua superficie de contato, liberacdo de exudado celular durante a
fragmentacdo do tecido e maior manipulagéo durante o preparo (DE OLIVEIRA et al., 2008).

A oxidacdo lipidica da carne comega no momento do abate, quando o fluxo sanguineo
é interrompido e 0s processos metabolicos cessados e se mantém durante sua cadeia de
producdo e consumo. Ela pode ser induzida por varios fatores que dizem respeito a estrutura
lipidica e ambiente, como: grau de insaturacdo dos acidos graxos, exposicdo a luz e calor,
presenca de oxigénio molecular e substancias pré e antioxidantes. Ainda, substancias
encontradas naturalmente no tecido animal como ferro ndo heme, ferro heme (pigmentos) e
peréxido de hidrogénio e alguns fatores externos como radiacdo e luz podem atuar como
catalisadores ou promover a formacdo de espécies reativas ao oxigénio contribuindo para o
desenvolvimento da oxidacdo lipidica. Sendo assim os lipideos presentes na membrana celular
e tecido adiposo podem sofrer oxidacdo através de trés mecanismos diferentes: foto-oxidacéo,
oxidacao enzimatica e auto-oxidacdo (AMARAL; SOLVA; LANNES, 2018; FAUSTMAN et
al., 2010).

A foto-oxidagdo € estimulada pela energia de radiacéo, principalmente ultravioleta, na
presenca de sensibilizadores como a mioglobina e resulta na formacdo de hidroperdxidos
diferentes dos formados na auséncia de luz. A auto-oxidacdo depende da acdo catalitica da

temperatura, pH, ions metalicos e radicais livres e envolve trés etapas: consumo dos substratos
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acidos graxos e oxigénio; formacdo dos produtos primarios da oxidagdo peroxidos e
hidroperdxidos; e formacdo de produtos secundarios da oxidagdo como aldeidos, alcoois,
hidrocarbonetos, e outros compostos volateis e ndo-volateis. A oxidacdo enzimatica € catalisada
pela enzima lipoxigenase que adiciona um oxigénio a cadeia de hidrocarboneto do &cido graxo
e formacdo de peroxidos e hidroperoxidos que podem sofrer diferentes reagdes degenerativas
(AMARAL; SOLVA; LANNES, 2018; FAUSTMAN et al., 2010).

A natureza e proporcdes relativas dos compostos formados durante a oxidacao lipidica
dependem da composicdo lipidica do animal, do método de processamento, condigdes de
armazenamento e presenca e concentracdo de substancias pré e antioxidantes (AMARAL;
SOLVA; LANNES, 2018).

Os lipideos presentes na carne podem influenciar suas caracteristicas de sabor e
contribuem para sua maciez e suculéncia. Porém, como visto, a oxidacéo lipidica também é
responsavel pela deterioracdo da qualidade desse alimento, com reducdo de seu prazo de
validade e interferéncia na cor, textura, valor nutricional, sabor e aroma, levando ao ranco e
consequente rejeicdo do consumidor. Sendo assim, o controle ou minimizagdo do processo de
oxidacao lipidica das carnes é de grande interesse da industria de alimentos (AMARAL,;
SOLVA; LANNES, 2018).

2.8 Producdo de filmes por casting

Filmes biodegradaveis podem ser produzidos pelo método de casting ou extrusdo. O
método casting, também chamado de processo umido, é utilizado em pesquisas e consiste na
solubilizacdo da base polimérica do filme em solucdo aquosa que depois espalhada pela forma
de moldagem para evaporacéo do solvente e formacéo do filme. Pelo método de extrusdo ou
processo seco sao levados em consideracdo as propriedades termoplasticas que algumas
proteinas e polissacarideos apresentam em baixos niveis de umidade, sendo a moldagem dos
filmes realizada pelos processos de extrusao e compressdo desses materiais. A escolha da base
polimérica é importante para a obtencdo de filmes facilmente removiveis de suas superficies de
secagem sem apresentar enrugamento ou rasgamento do material (HERNANDEZ-
IZQUIERDO; KROCHTA, 2008; THARANATHAN, 2003).

A técnica de casting € um processo bastante difundido na preparacdo de filmes. O
biopolimero e demais ingredientes utilizados devem possuir a capacidade de formar uma matriz
coesa e continua e de facil remocéo do suporte utilizado para a secagem do solvente. Para filmes
de IPS produzidos por casting, a desnaturacdo das proteinas do soro de leite é essencial para a

producéo dos filmes. Geralmente ela é alcangada pela utilizacdo de calor em solucbes aquosas
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que envolvem principalmente a quebra de ligagdes dissulfeto. Consequentemente, novas
ligagOes dissulfeto intermoleculares e as interagdes de Van der Waal sdo criadas com o
plastificante e/ou particulas de reforco (ZUBAIR; ULLAH, 2020).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

O desenvolvimento de biopolimeros proporciona a industria de alimentos uma
alternativa para reduzir o volume de plastico sintético descartado no meio ambiente
contribuindo para o desenvolvimento sustentavel do planeta. O estudo do comportamento
desses polimeros biodegradaveis antioxidantes é importante por possibilitar o entendimento e
desenvolvimento de novos materiais que possuam propriedades de desempenho melhores que
seus biopolimeros puros, além de poder contribuir para a melhora da vida atil do alimento

acondicionado.
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4 CONCLUSAO GERAL

A utilizacdo de método fisico (ultrassom) foi eficaz na producéo de MPL, com reducéo
do tamanho da particula inicial e melhoria de suas propriedades fisicas e antioxidantes, se
tornando um material promissor para a utilizagdo em biopolimeros. Quando aplicada aos filmes
de IPS, as concentragdes de 0,25 e 0,50% (p/p) foram capazes de formar filmes com melhores
propriedades de desempenho e antioxidantes, e quando aplicados em carne moida mantida sob
refrigeracdo, os filmes ativos foram eficazes na manutencdo de sua vida til. Pelo trabalho,
sugere-se que a adiacdo de 0,50% (p/p) de MPL seja a concentracdo ideal para sua atuacao
como material de reforgo e antioxidante em filmes de IPS produzidos por casting.
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Abstract: As the largest aromatic polymer of natural origin, lignin arouses the interest of researchers
and industries worldwide. Its three-dimensional polymeric aromatic structure, besides being complex,
varies depending on its botanical origin and extraction process, which makes its use as a raw material
difficult. Currently, the main destination for lignin is burning for energy production. This study presents
the characterization of lignin and lignin microparticles after processing by ultrasonic irradiation.
Analyzes were performed to verify the dimensional, morphological and antioxidant characteristics of
the particles as well as changes in their structure after sonication. A sample of eucalyptus wood lignin
isolated from kraft black liquor was used and the modifications were analyzed by X-ray diffraction
analysis, zeta potential, FTIR spectroscopy, particle size, scanning electron microscopy, TGA
thermogravimetric analysis, phenolic compounds total by Folin-Ciocalteau and antioxidant analysis by
DPPH. The results demonstrate that there was no change in the chemical structure of lignin with the
application of ultrasonic radiation, but the reduction in particle size was able to reduce zeta potential
with a lower probability of agglomeration between them, and consequent greater stabilization in
solution. Also, the ultrasound treatment was able to increase the thermal stability of the lignin
microparticle with a decrease of the mass loss rate with the time. The reduction in particle size was also
able to expose a larger number of phenolic compounds and thereby increase the total phenolic content
and lignin antioxidant activity making the lignin microparticle a promising material to study and
application on food-active biodegradable polymers.

Keywords: microlignin; packaging; ultrasound; microscopy; thermal behavior.
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1. Introduction

Lignin, after cellulose, is the second most abundant component of wood, thus it is widely found
in nature and is produced at a rate of 70 million tons per annum. It is a natural polymer compound with
a phenylpropane structure. The abundance and potential for use in various sectors, such as fuels,
biocides, chemicals, additives for paper and concrete, dispersants, cosmetics, paints, among others, have
led to an increase in the academic research and industry interests [1-8].

The primary precursors for lignin synthesis are hydroxycinnamic alcohols (monolignols),
including coniferyl alcohol and synaphyl alcohol, with small amounts of p-coumary! alcohol, joined by
aromatic and aliphatic bonds and also by non-aromatic C-C bonds. Lignin exhibits a complex structure,
containing cross-linked phenolic polymers and numerous functional groups such as aliphatic and
phenolic hydroxyls and methoxy groups [9,7,10]. These functional groups affect the chemical and
reactivity properties of lignin, thus determining its characteristics. Moreover, it is characterized as a
highly branched amorphous phenolic compound, and its structure is considerably variable depending on
the botanical origin, harvest period, and extraction process [11].

Recently, lignin micro- and nanoparticles have gained interest from researchers due to the
improvement of their properties when compared to those of standard lignin, with several studies reported
in the literature such as entrapping and encapsulation of pesticides, drugs, enzymes, sunscreen,
surfactant, mechanical reinforcement material, and antioxidant activity of polymers [12,13].

The use of biodegradable materials for film and packaging production has also been extensively
studied, mainly aiming at reducing the environmental impact caused by the improper disposal of plastic
packaging and as an alternative to the use of petroleum, a non-renewable source [14,15]. Thus, the use
of lignin at a micro or nanoscale may be an interesting alternative, once it has a biodegradable structure,
and can be obtained as a co-product of the cellulose industry. When used in the production of films,
these structures have a positive effect on the increase in UV barrier, besides the mechanical, thermal,
antimicrobial, and antioxidant properties and the biocide effect in packaging materials [16-18].

Several methods of production of lignin micro- and nanoparticles have been reported in the
literature, such as solvent or pH shifting, polymerization, ice-segregation, aerosol processing,
mechanical processing, among others [1]. Mechanical processing is a simple method of producing lignin
microparticles (LMP) and can be done using ultrasound. During the process, the occurrence of breakages
and chemical reactions in the lignin structure is strongly related to the cavitation phenomenon, and in
the case of polymers, ultrasound leads to the formation of homolytic breakage of chains, yielding a pair
of radicals or polymerization with the formation of lignin monomers [19].

Therefore, this study aims to produce and characterize lignin microparticles (LMP) for later
application as a biopolymer enhancement material. The LMP were produced by mechanical
modification with ultrasound using the kraft black liquor technique. Then, the LMP were characterized

for X-ray diffraction, zeta potential, Fourier transform infrared (FTIR) spetroscopy, particle size,
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scanning electron microscopy (SEM), thermogravimetric analysis (TGA), determination of phenolic
compounds by Folin-Ciocalteau reagent, and the antioxidant potential by the DPPH free radical
sequestration method.

2. Material and methods
2.1. Materials

Lignin isolated from black kraft liquor was kindly donated by the Laboratory of Bioactive
Products and Technological Solutions at Federal University of Vigosa (Rio Paranaiba Campus).

2.2. Synthesis of lignin microparticles

An aqueous suspension of lignin (0.7%, w/v) was used. The suspension was sonicated for 60
min, resulting in a stable microdispersion, which was dried under mild conditions (60 ° C /24h) before
characterization. A sonicator (Sonifier Cell Disruptor Branson model 450D, Manchester, UK) was used
at a frequency of 20KHz and 400W [19].

2.3. Characterization of the particles
2.3.1. X-Ray Powder Diffraction (XRD)

The X-ray powder diffraction was performed in an XRD-6000 (Shimadzu) diffractometer with
Cu-kal filter radiation (A = 1.54062\), operating at 30kV and 30mA. The samples were fixed in
aluminum support and analyzed at a scanning rate of 4° / min, with 26 ranging from 5 to 70° at room

temperature. The curves were analyzed using the software Origin® 9.0.
2.3.2. Zeta potential

Zeta potential is a measure of the electrical charge of the material, from the interaction between
a suspended colloidal solid material and a given liquid, using a Zetasizer Analyzer (Nano ZS ZEN 36000
- Malvern Instruments). The results of zeta potential were expressed in mV, and an average of 5 readings

was performed for data analysis.

2.3.3. FTIR analysis
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Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy was performed using an FTS 3000 Excalibur
Digilab (United States) spectrometer equipped with ATR detector, 4000 — 400 cm™ spectral range, 64

scans, and 4 cm™ resolution.

2.3.4. Particle size

The particle size distribution of the samples was performed using the Zetasizer Analyzer (Nano
ZS ZEN 36000 - Malvern Instruments). The equipment allows the determination of the particle size of
the samples by the dynamic light scattering technique.

2.3.5. Scanning Electron Microscopy

The samples were mounted on aluminum stubs using double-coated carbon, gold-coated (SCD
050) and observed on the Scanning Electron Microscope (LEO Evo 40) in the Electron Microscopy and

Ultrastructural Analysis Laboratory.

2.3.6. Thermogravimetric analysis

The thermal stability and degradation profile of the samples were determined by
thermogravimetric analysis (TGA) in DTG60H-SHIMADZU apparatus (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan). The analysis was performed under a nitrogen atmosphere with a flow rate of 50mL/min, heating

from 25 to 800 °C, at a ratio of 10 °C/min, using 5 mg of sample.

2.3.7. Antioxidant behavior

The antioxidant behavior of samples was evaluated according to the methodology described in
previous work [20]. The total phenolics compounds (TPC) was determined spectrophotometrically by
the Folin-Ciocalteau method. Briefly, a 0.2 mL aliquot of the extract was thoroughly mixed with 0.8 mL
of 0.2 N Folin—Ciocalteu reagent and allowed to stand for 20 min in the dark. Then, 1 mL of 8.5% (w/v)
sodium carbonate was added to the mixture and mixed gently. After a 30-min incubation, the mixture
was centrifuged at 12,000 rpm for 10 min. The supernatant was measured spectrophotometrically at 760
nm. A standard gallic acid solution was used for the construction of a calibration curve. TPC was
calculated from the calibration curve, and the results were expressed as mg gallic acid equivalents
(GAE)/g.

The radical scavenging activity (RSA) of lignin, lignin microparticles (MPL), and butylated
hydroxytoluene (BHT synthetic antioxidant used as a reference) were determined by spectroscopy at

517 nm, measuring the reduction of the free radical 2,2-diphenyl- 1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-
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Aldrich) by the antioxidant compound. The assay was performed by adding lignin aqueous solution in
2 mL DPPH solution in methanol (25 mg/L) to give a final lignin concentration of 30, 50, and 100 mg/L.
After 30 minutes of reaction, the absorption was measured at 517 nm using a Bel SPECTRO S-2000
spectrophotometer (Monza, Italy). The antioxidant activity of the samples was expressed as follows:

(RSA%) = (Acontrol — Asample / Acontrol) x 100

where Acontrol corresponds to the absorbance values of the control (methanol) at time zero and Asample

corresponds to the absorbance values of the samples at different reading times.

2.4. Statistical analysis

The total phenolics compounds and antioxidant activity by DPPH were analysed using Statistica
software (ver. 8, Stat Soft Inc., Tulsa, USA). The analysis of variance test was used and the treatment

means were compared by Tukey test.

3. Results and discussion

3.1. X-Ray Powder Diffraction (XRD)

X-ray powder diffraction analysis was performed to study the morphology of lignin and LMP
in more detail. For both the lignin and LMP samples, the diffractograms showed a wide area under the
curve, which confirms the amorphous characteristic of both samples (Figure 1). The maximum 26 values
were 20.26 and 22.94 for lignin and LMP, respectively.

The mean size of the ordered domain influences the process of incorporation of controlled-
release agents to lignin. In order to identify ordered domains, peak fitting was performed by Gaussian,
Loretzian, Pearson VII and Pseudo-Vigot models. The best model fitting for lignin and LMP was
Pseudo-Vigot at both diffractograms. Goudarzi et al. [21] found an average peak for hardwood located
at 21.2 £+ 0.15° while Kubo, Kadla [22] reported the acid lignin from hardwood average peak at 22.7°.
Differences in chemical structures of lignins, method of isolation and type of sources may explain the
variation observed above. The mean size of the ordered domains is usually estimated by Scherrer’s
equation: d = BA/Bcos6, where d is the mean size of the ordered domains, B = dimensionless shape factor
(value of 0.9 is used), A = X-ray wavelength (0.154nm for Cu Ka), and B = full width at half maximum
(FWHM) [21]. Table 1 shows the results of the calculated mean size of the ordered domains (“d” in

Scherrer’s equation) for lignin and LMP.
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Figure 1. XRD patterns of lignin and lignin microparticle (LMP)
* Peaks corresponding to the aluminum sample holder.

Table 1. Location of the maximum peak for lignin and LMP in XRD patterns and mean size of the
ordered domain from Gaussian method.

Sample Fitting 20 (%) R? FWHM* Mean size of
method the  ordered
domain (hm)
Lignin Pseudo-Vigot 20.26 0.94798 14.21961 0.59nm
MPL Pseudo-Vigot 22.94 0.93344 13.91517 0.60nm

*FWHM is obtained via Gaussian regression parameters set.

Lignin and LMP present almost the same values for the mean size ordered domains. This prove
that amorphous behavior can be observed in both materials, being independent of sonication treatment.
Thus, the reach of micrometers dimensions on lignin particles after sonication may not change the

chemical composition, neither the spatial structure.

3.2. Zeta Potential

Zeta potential analysis of colloidal suspensions provides an overview of the stability and
organization of particles in the medium, as it evaluates the repulsive or attractive electrostatic forces
between the particles. For smaller sized materials, such as the lignin microparticles, the more negative
the zeta potential value, the greater the electrostatic repulsion between particles and the greater the

stability of the suspension, due to the little formation of aggregates when applied to nanocomposites.
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The mean zeta potential values of lignin and lignin microparticles were 0.056 and -40.0 mV,
respectively. The results found for lignin, close to zero, indicate no surface charge, and therefore a
tendency for particle agglomeration on a larger scale. For the lignin microparticles, the negative values
indicate a repulsion characteristic of the lignin microparticles, with a lower probability of agglomeration
between them, and consequent greater stabilization [23].

The negative zeta potential value found for the LMP sample can be partially explained by the
presence of negative phenol group charges and the possible adsorption of hydroxyl ions on the
hydrophobic part of the microparticle. Moreover, the charges found may be associated with other
functional groups such as carboxyls and sulfonic groups, in which oxygen atoms would be negatively
charged [23].

Yang et al. [13] found zeta potential values ranging from -21.3 to -32.9 mV for nanolignin
samples produced from acid hydrolysis. Mattinen et al. [24] found similar zeta potential values to this
study when analyzing lignin nanoparticles treated or not with enzymes for crosslinking and consequent
improvement of their application in biomaterials. The values found by them ranged from -29 to -47mV.
They correlate the decrease in zeta potential values with the increase in lignin particle oxidation and the
formation of new carboxylic acid groups. The authors also correlate the decrease in value with the
increase of lignin nanoparticle stability in aqueous solution. Shulga et al. [25] also found zeta potential
values ranging from -51 to -19 for lignin particles from two different plant sources and at different pH
values (3.5, 5.8 and 11.0). According to the study, alkaline pH lignin particles showed the best results
for oil-in-water emulsion stability (with the most negative zeta potential values) due to the presence of

negatively charged ionic groups such as hydroxyls, carboxyls and phenolics on the surface of lignin.

3.3 FTIR analysis

The results of the FTIR analysis show the main lignin and lignin microparticle bonds in the
range of 4000 - 400cm™, which is an important tool for the characterization of the structure of these
samples. All spectra are shown in Figure 2.

In general, the abundance of peaks for both samples demonstrates the structural complexity of
lignin and LMP, probably due to the variety of vibrational modes of chemical bonds present in the
polymer structures. In addition, the similarity between the spectra indicates small chemical changes

between the samples, confirming the XRD results.
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Figure 2. FTIR spectra of lignin and lignin microparticle (LMP)

For both samples, the peaks at 2900 cm™ correspond to the vibration of the C-H bond in methyl
groups (-CH3); the peaks at 1700-1660 cm™ correspond to the C = O bond vibrations of carboxylic
groups; the peaks at 1500-1600 cm™ are characteristic of aromatic ring vibrations and C-H, O-H, C=0
bonds; the peaks at 1460 cm™ correspond to C-H bonds of methyl groups; the peaks at 1420cm™
correspond to aromatic ring vibrations; the peaks at 1370cm™ correspond to O-H bonds of phenolic and
non-ether groups and syringyl units; the peaks at 1330cm™ correspond to vibrations in guaiacil groups;
the peaks at 1160-1130cm™ refer to OH bonds of secondary alcohols; and finally the peaks at 1040cm™
characterize OH bonds of primary alcohols. In addition, LMP showed an increase in the absorption band
at 1120cm™, which is characteristic of condensed aromatic rings [21,26].

For the lignin spectrum, a shoulder length at 860cm™, characteristic of binding in
arabinogalactan polysaccharides, was observed, which was not observed in LMP. A similar result was
found by Garcia et al. [27], who attributed the disappearance to the release of this type of hemicellulosic
constituent from the main chain during sonication. The authors explain that the lateral hemicellulosic
chains are the first to be affected after ultrasonic treatment, releasing mainly glucose and arabinose
molecules from the lignin structure. The decrease in other bands intensity related to hemicellulosic
constituent, i.e. xylose at 1030cm™ and glycosidic bonding at 895cm™, were found to LMP sample being
explained for the same reason.

When comparing both spectra, a decrease in peak intensity of MPL was observed when
compared to lignin. This behavior may be due to the separation of hemicellulosic constituents from the
lignin chain, leading to a decrease in peak intensity at 1160-1130cm™ and 1040cm™. These groups
correspond to the bonds between lignin units and monosaccharide units, as well as lignin-carbohydrate

complexes, and the reduction of peak intensities is also related to the structural degradation of lignin
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and the hemicellulosic constituents, indicating that there was both removal of hemicelluloses and
breakdown of the lignin molecule.

In the region corresponding to the O-H stretching absorption of the hydroxyl groups, from 3000
cm™ to 3700 cm™, higher peak intensity was observed for lignin when compared to LMP.

3.4, Particle size distribution

The results of particle size distribution showed the occurrence of a bimodal distribution with
two mean peaks for the LMP at 605.5nm (63.3%) and 475.8nm (36.7%) while for lignin there was only
an intense peak at 4,849.0 nm (100%). It can be seen that the methodology was effective for the
reduction of the lignin particle size.

According to Gilca et al. [19], the development of broken bonds and chemical reactions during
the ultrasonic process is strongly related to the cavitation phenomenon. Cavitation is induced by high
ultrasonic frequencies (16KHz-100MHz) passing through the mass of the liquid. During the process,
millions of air bubbles form in the liquid phase, at an adequate intensity allows the development of
cavities. The collapse or inclusion of these cavities creates sites with high temperature and pressure in a
short period, forming hot spots in the cold liquid. The transition state of these sites allows the first
chemical reactions to occur during and after the microbubble collapse. In the presence of water and air,
hydroxyl and superoxide radicals are formed. Furthermore, the radicals formed during the sonication
process depend on the number of cavities and radicals formed per cavity. In the case of polymers, the
ultrasonic process treatment can lead to the formation of homolytic breakage of macromolecular chains,
yielding a pair of radicals or polymerization of monomers with a consequent decrease in size.

As explained in item 3.3, during the ultrasonic radiation process there is a removal of
hemicellulosic impurities from the lignin structure. Hemicelluloses are usually composite of the main
chain of xylose units from which come shorter branches formed by glucose, arabinose and xylose units
and the release of these monosaccharides during sonication occurs exactly from these side chains, with
the proportion between them varying according to botanical origin and lignin extraction methods. Also,
during periods of sonication longer than 30 minutes, degradation or transformation of these released
polysaccharides may occur. Studies also indicate that after the treatment of lignin with ultrasonic
radiation, there is a tendency to decrease its molecular weight, with most of the resulting components

becoming smaller monomers or hemicellulosic chains [28].

3.5. Scanning electron microscopy

The micrographs of dried lignin and lignin microparticles are shown in Figure 3 and confirm

the results obtained by dynamic light scattering, i.e., a decrease in size after the ultrasonic treatment.
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Figure 3 Micrographs obtained by scanning electron microscopy of lignin (a) and lignin microparticles
LMP (b) at 2000x magnification.

The micrographs of lignin and LMP are in accordance with those reported in the literature. Meng
et al. [29] found similar images for kraft lignin and characterized the sample by an irregular morphology.
Lu et al. [11] found similar micrographs for lignin and relate the reduction of particle size with the

increase in antioxidant activity related to the bigger surface contact area in the samples.

3.6. Thermogravimetric analysis (TGA)

Different methods and temperatures can be used in the production of biodegradable polymers.
Therefore, the study of the thermal properties of lignin and lignin microparticle was needed [30]. The
thermal properties of the samples were investigated by TGA analysis, and Figure 4 shows the TG and
DTG thermograms of lignin and lignin microparticles. For both samples, a varied thermal decomposition

was observed, characteristic of their complex structures.
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Figure 4. TG and DTG thermograms of lignin and lignin microparticles

In the range between 50 and 150°C a first mass loss was observed for both samples. This
phenomenon was associated to moisture release from the sample. A second degradation step was
detected from approximately 150 to 300°C and corresponded to the thermal decomposition of lignin-
linked hemicelluloses [28]. The non-irradiated lignin sample began to decompose at 181.0°C and
showed a maximum degradation peak at 338°C. For the lignin microparticle (all data are not shown in
Table 2) the onset of the degradation happened close to 193.0 °C and the maximum weight loss occurred
at 715.2 °C. Many authors have related this behavior to the molecular weight of lignin [2]. Therefore,
the thermal stability of the lignin microparticle was improved after ultrasonic irradiation.

Studies relate weight loss between 300 and 500 °C with thermal degradation of lignin. This
behavior was observed for both samples and an increase of the mass loss rate with the time at the
maximum degradation point of the lignin was detected, being almost constant lignin microparticle. This
fact, and the lowest degradation rate indicated a low content of hemicelluloses in lignin microparticle.
These results are in agreement with those obtained by other authors [31,28], indicating lower
hemicellulosic impurities in lignin microparticle.

Finally, an abrupt weight loss above 700 °C was observed in both samples. Such degradation
was previously ascribed to the craking of the xylan backbone. In general the lignin final residue that

remain after non oxidizing thermal degradation reaches values between 30 and 40%, which could be
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smaller when hemicellulosic contamination is detected. Garcia et al. [27] found similar values for final
residue of lignin after 60 minutes ultrasound treatment (30.7%) and relates this result to the higher purity
of these samples. This fact can be related to the removal of hemicellulosic portions during ultrasound

treatment, corroborating once more the results discussed above.

Table 2 Thermal behavior of lignin and LMP by the thermogravimetric analysis

Sample T* (°C) Toax (°C) Tt (°C) (%) PM (T—Ty) Ressooc (%)
Lignin 181.0 338.0 756.9 72.4 18.6
MPL 193.3 715.2 763.1 59.0 27.1

*Ti: initial degradation temperature; Tmax: maximum degradation temperature; T« final degradation temperature;
(%) PM (Ti—Tyx): percentage of mass loss; Resgogec: residue at 800°C.

3.7. Antioxidant behavior

Total phenolic content (TFC) of the analyzed lignin and LMP samples were 14.81% + 0.02 and
19.03% + 0.03, respectively, with statistically differ (p <0.05). Lignin sample presented low TFC, which
corroborated those reported in previous works [32].

TFC suffered an abrupt increase of 28% after 60 minutes of sonication. Garcia et al. [27] also
found the maximum amount of phenolics in sample isolated after 60 minutes of ultrasonic treatment and
correlates with the decreased in hemicelluloses content. So, this fact was probably related to inorganic
and hemicellulosic impurities release after ultrasonic treatment, wich was likewise observed in the 3.4
and 3.5 items. In this way, the removal of these interfering compounds resulted in an improvement of
TFC.

Oxygen-free radicals can be found naturally or derived from thermal processes or irradiation.
The efficiency of free radical scavenging activity of an antioxidant compound depends on the hydrogen
atoms exchange reactions and the stability of the radical resulting from the reaction. The antioxidant
activity of lignin and lignin microparticles was investigated by the DPPH assay, as it is considered an
available free radical and widely used to study the lignin antioxidant potential [33,13].

Table 3 shows the DPPH antioxidant activity of lignin, lignin microparticles, and BHT
(synthetic antioxidant) at different concentrations after 30 minutes of incubation. The results show a
more intense antioxidant activity for LMP when compared to the conventional lignin. Absorption values
at 517 nm decrease with increasing the concentration and antioxidant activity of the samples, reaching
a sequestration activity close to 50% to 100mgL* after 30 minutes of activity. The antioxidant activity
of lignin is due to its high number of phenolic groups, which passes through a proton-coupled electron
transfer mechanism. Some studies have shown that the greater antioxidant effect of lignin depends on
several factors, including a high amount of phenolic groups with or without methoxyl groups, a low
amount of aliphatic oxygen-containing groups (such as alcohols, ketones, and esters), low molecular
weight, and a narrow polydispersity. During the sonication process, the molecular weight and

polydispersity of lignin decreased, as also observed in other studies [19,13,27].
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The higher antioxidant activity of LMP when compared to lignin may also be due to possible
removal of inorganic materials and hemicellulosic impurities during sonication, exposing portions of
lignin with antioxidant activity. In addition, other factors such as increased contact surface area due to
the lower particle size of lignin may have contributed to a greater binding capacity of protons for the
phenolic groups from LMP.

Table 3. DPPH free radical scavenging activity of different concentrations (mg L™) of lignin, lignin
microparticle (LMP), and BHT in DPPH/methanol solution after 30 minutes of reaction

Sample  Concentration (mg/L) Absorbance A = 517nm RSA* (%)
Lignin 30 1,001 + 0,002** 7,91+ 0,19
50 0,847 £ 0,021 22,07°+ 1,93
100 0,679 £ 0,015 37,563°+ 1,38
MPL 30 0,888 + 0,012 18,30° + 1,10
50 0,710 £ 0,026 34,68 + 2,39
100 0,567 £ 0,024 47,837+ 2,20
BHT 30 0,859 £ 0,013 20,97 + 1,20
50 0,604 + 0,029 44,43 + 2,67
100 0,462 + 0,020 57,49°+ 1,84

*Averages observed in columns with the same letter do not statistically differ (p <0.05)
**Standard deviation

4. Conclusion

In the present work, ultrasound was applied in kraft lignin. XRD and FTIR confirmed the
amorphous behavior and probable maintenance of chemical composition and spatial structure in
samples. Zeta potential shows a repulsion characteristic of the lignin microparticles, with a lower
probability of agglomeration between them, and consequent greater stabilization. Particle size and
scanning electron microscopy confirm the efficiency of ultrasound in reduced de diameter of particles
and can be explained mainly due to inorganic and hemicellulosic impurities release after ultrasonic
treatment. Antioxidant behavior was also improved and can be explained by the removal of these
interfering compounds. The thermal behavior analysis of the samples showed that the ultrasound
treatment was able to increase the thermal stability of the lignin microparticle with a decrease in the
mass-loss rate with the time. These results show the potential use of lignin microparticles obtained by

ultrasound treatment as reinforcing the material and/or antioxidant to biodegradable polymers.
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ARTIGO 2

BIOPOLIMEROS DE ISOLADO PROTEICO DE SORO DE LEITE / MICROPARTICULAS
DE LIGNINA PARA VALORIZAGAO DE RESIDUOS

(VERSAO PRELIMINAR)
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Resumo

A lignina e o isolado proteico de soro de leite (IPS) sdo excelentes matérias-primas para a producédo de
polimeros por serem biodegradaveis, abundantes e disponiveis como coprodutos da industria. Neste
estudo, biopolimeros de isolado proteico de soro de leite incorporados com microparticulas de lignina
(MPL) foram produzidos por casting e avaliados quanto a melhoria de suas propriedades através de
analises estruturais (DRX e FTIR), morfoldgicas (MEV), fisicas (térmica — DSC e TGA, mecanica,
barreira ao vapor de agua e cor (L*, a*, b*, C* e transparéncia) e antioxidante (reducdo do complexo
fosfomolibdénio). Utilizou-se um planejamento inteiramente casualisado sendo quatro biopolimeros
variando entre si nas concentracdes de MPL (0; 0,25; 0,50 e 0,75% p/p). Pela analise estrutural (DRX e
FTIR) observou-se que a adi¢cdo de MPL aos filmes de IPS ndo acarretou mudancgas na formacéo de
novos tipos de ligacBes entre as moléculas, porém houve reducdo da cristalinidade dos filmes,
caracteristica da molécula de MPL. Foi observada uma boa dispersdo da MPL pela matriz dos
tratamentos adicionados de concentragdes intermediarias (0,25% e 0,50% MPL) de acordo com a analise
de MEV. Nestas condic¢des, houve melhoria das propriedades térmicas (aumento da Tg em até 13,46°C),
aumento da temperatura de inicio de evaporacdo de umidade e de degradacdo de glicerol, aumento das
propriedades mecanicas (35% mais resistentes) e reducdo da barreira ao vapor de agua (12 e 16%). A
cor dos filmes também foi modificada pela adi¢do da MPL, com formacdo de materiais mais escuros
(aumento de L*), avermelhados (a* e h*), amarelos (b*), mais saturados (C*) e mais transparentes. Os
filmes adicionados de MPL apresentaram potencial antioxidante com maior valor para a maior
concentracao testada (0,75% p/p). A adicdo de 0,25 e 0,50% (p/p) de MPL aos filmes de IPS resultaram
em filmes com potencial de aplicacdo em alimentos por trazer melhoria de suas propriedades fisicas e

atividade antioxidante.

Palavras-chave: blendas poliméricas; propriedades estruturais; propriedades mecanicas; propriedades

de barreira; antioxidante.

1 Introducédo

A lignina é um polimero amorfo natural, abundante e de baixo custo, sendo produzido em grande
guantidade como um coproduto da industria de celulose, papel e biorrefinarias de etanol. A lignina é o
segundo maior componente da madeira, atras da celulose, e pode representar de 18-35% de sua matéria
seca. Também pode ser encontrada em frutas e vegetais, representando cerca de 20% da biomassa no
mundo (Crouvisier-Urion et al., 2019). A defini¢do exata da composi¢do quimica da lignina é dificil
pois sua estrutura pode variar de acordo com a origem botanica que interfere na relacdo e no padrédo de
polimerizacdo dos mondmeros que a compdem: alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool

sinapilico. Além disso, método de extracdo também modifica sua estrutura pois pode haver
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contaminacdo por substancias quimicas ndo nativas. A lignina € um importante polimero estrutural para
a parede celular das plantas, promovendo protecdo antimicrobiana, baixa permeabilidade, alta
resisténcia mecénica e atividade antioxidante devido a presenca de grupamentos hidroxila nos anéis

aromaticos (Laurichesse & Avérous, 2014).

Normalmente a lignina é utilizada como combustivel de baixo custo. No entanto, estudos
recentes descrevem 0 uso desse co-produto na producdo de polimeros de alto valor agregado
(Alzagameem et al., 2019; Xing et al., 2019; W. Yang et al., 2018a). O aumento das propriedades
mecanicas e de barreira ao vapor de agua sao relatadas para filmes biodegradaveis a partir da adi¢do de
lignina (Kovalcik, Machovsky, Kozakova, & Koller, 2015; Shankar, Reddy, & Rhim, 2015). Além
disso, sua incorporacao a embalagens de alimentos também pode conferir propriedades antioxidante e
de barreira a luz UV a esses materiais, que aumenta a vida Gtil do produto acondicionado (Crouvisier-
Urion et al., 2019; He et al., 2019; Xing et al., 2019). As micro ou nanoparticulas de lignina também séo
estudadas para melhoria de polimeros biodegradaveis pois podem ser utilizadas em uma menor
quantidade, devido a sua maior area superficial especifica, apresentando propriedades superiores aos
materiais adicionados de lignina em tamanho macrométrico (Kovalcik et al., 2015; W. Yang et al.,
2018a, 2016).

A valorizacdo de materiais pela adi¢cdo de lignina ou sua microparticula pode ocorrer em
matrizes poliméricas de origem sustavel como quitosana, gelatina, amido, proteina de soja (Aadil,
Prajapati, & Jha, 2016; Alzagameem et al., 2019; Julinovd, Slavik, Vyoralova, Kalendova, & Alexy,
2018). O isolado proteico de soro de leite (IPS) é um material polimérico promissor para a substituicdo
dos plasticos convencionais devido a sua boa capacidade em formar filmes, elevada transparéncia e
excelente permeabilidade ao oxigénio (Hammam, 2019). O IPS também é um coproduto da inddstria de
queijos gque pode ser valorizado. Sua composicao depende do tipo de método de coagulacdo usado no
preparo do queijo, mas é composto principalmente por proteinas B-lactoglobulina, a-lactoaloumina,

albumina sérica e imunoglobulina (Hammam, 2019).

No entanto, o IPS e a lignina ndo sdo polimeros termodinamicamente compativeis pois o IPS é
hidrofilico e solivel em fase aquosa, enquanto a lignina na maioria das vezes ¢ hidrofébica e solivel em
fase orgénica. Devido a essa fraca compatibilidade, a incorporagéo fisica da lignina na matriz de IPS
leva a formag&o de um sistema heterogéneo onde aglomerados de lignina sdo dispersos dentro da matriz
polimérica. Porém, tratamentos fisicos como alta pressao e utilizagdo de banho ultrassénico, e utilizacdo
de agentes plastificantes, como o glicerol, podem aumentar a dispersao da lignina pela matriz polimérica

e favorecer o aprimoramento de algumas de suas propriedades (Crouvisier-Urion et al., 2019).

O objetivo deste estudo foi de investigar o uso de diferentes concentra¢es de microparticula de
lignina (MPL) na melhoria das propriedades estruturais (DRX e FTIR), morfoldgicas (MEV), fisicas

(térmica — DSC e TGA, mecanica, barreira ao vapor de agua e cor (L*, a*, b*, C* e transparéncia) e
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antioxidante (reducdo do complexo fosfomolibdénio) de filmes biodegradaveis de isolado proteico de
leite (IPS).

2 Material e métodos
2.1 Material

Lignina isolada de licor negro kraft foi cedida pelo Laboratério de Produtos Bioativos e
Solugdes Tecnologicas da Universidade Federal de Vigosa (Campus Rio Paranaiba) para a producédo da
microparticula de lignina (MPL). Isolado proteico de soro de leite (IPS9400) da Hilmar Ingredients®
com 93,8% de proteina. Glicerol da Sigma Aldrich®.

2.2 Producdo da microparticula de lignina (MPL)

Foi utilizada uma suspensao aquosa de lignina kraft (0,7% p/v) com pH ajustado para 2,0 com
solucdo de H,SO4 IN. A suspensdo foi passada em sonicador durante 60 minutos resultando em uma
microdispersdo estavel e seca sob condi¢Ges amenas (60°C/24h) antes de ser utilizada (Gilca, Popa, &
Crestini, 2015). O sonicador (Sonifier Cell Disruptor Branson model 450D, Manchester, UK) foi usado
a uma frequéncia de 20KHz e 400W. A caracterizacao das microparticulas foi realizada e apresentada

por Alvarenga et al. (2020).

2.3 Planejamento experimental

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualisado (DIC), onde as concentracdes de MPL
variaram de 0 (controle); 0,25; 0,50 e 0,75% (p/p), sendo os filmes denominados de FC, MPL2, MPL5

e MPLY7, respectivamente. O experimento foi conduzido em trés repeticoes.

2.4 Producdo dos polimeros biodegradaveis

Os polimeros biodegradaveis de IPS e MPL foram preparados utilizando o método casting
descrito por Azevedo et al. (2015), que consiste na secagem dos filmes por evaporagao do solvente. As

MPL quando adicionadas, foram incorporadas & solucéo de glicerol para agitagao.

2.5 Condicionamento e espessura dos filmes



64

Apos retirados, os filmes foram acondicionados em BOD a 25°C + 2°C e 50% + 5% de umidade
relativa por 48 horas antes do inicio das analises de acordo com o0 método D618-00 (ASTM, 2000). A
média da espessura dos filmes foi realizada a partir da medigdo de dez pontos distintos, escolhidos de
modo aleatério pelos corpos de prova usando micrometro digital Mitutoyo com precisdo de 0.01mm
(Mitutoyo, Suzano, SP, Brasil).

2.6 Difragéo de raio-X (DRX)

A analise de DRX foi realizada em difratdmetro Shimadzu XRD-6000 (Shimadzu Tokyo Japao)
com filtro de radiagédo de Cu-ky (A = 1.54061&), operando a 30kV e 30mA. As amostras foram fixadas
em suporte de aluminio e analisadas em taxa de varredura de 4°/min, com 20 variando de 4 a 70°, em
temperatura de 25+2°C. As curvas foram analisadas utilizando o software Origin® 8.0 e o indice de
cristalinidade relativa (Ic) dos biopolimeros foram calculados de acordo com a equacao 1 (Segal, Creely,
Martin, & Conrad, 1959):

IC: 1*(Imin/ Iméx)*loo (1)

Onde: Ic é o indice de cristalinidade (%); Imin € a intensidade minima obtida entre os picos localizados a

20 =14,0 ¢ 16,9°; Imax= ¢ a intensidade maxima do pico cristalino localizado a 26 = 16,9°.

2.7 Analise de FTIR

A andlise de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi realizada em
espectrofotdmetro FTS3000 Excalibur Digilab (Estados Unidos) equipado com detector ATR, intervalo

espectral de 400-4000cm™, 64 scans e 4cm™ de resoluco.

2.8 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

A morfologia dos biopolimeros foram realizadas em microscépio eletrdnico de varredura LEO
Evo 40 (Zeiss, Cambridge, Inglaterra) do Laboratério de Microscopia Eletrdnica e Analise
Ultraestrutural da UFLA com voltagem de aceleragdo de 20kV. Foram obtidas imagens da superficie
dos filmes e do interior por fratura criogénica. As amostras foram montadas em "stubs" de aluminio com

fita dupla de carbono e metalizadas em aparelho evaporador de ouro (SCD 050).

2.9 Analises térmicas



65

2.9.1 Analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica e perfil de degradacédo dos polimeros biodegradaveis foram determinados
por analise termogravimétrica (TGA) em aparelho DTG60H-SHIMADZU (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japdo). A andlise foi realizada sob atmosfera de nitrogénio com taxa de fluxo de 50mL/min,

aquecimento de 25 a 500°C, razdo de aquecimento de 10°C/min e peso da amostra de 5mg.

2.9.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizada em calorimetro DSC60-
SHIMADZU (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). Os parametros utilizados para a analise foram:
peso da amostra de 4-6mg e taxa de aquecimento de 10°C/min. A sequéncia utilizada foi: 1) aquecimento
de 25 a 200°C com o objetivo de se eliminar a histéria térmica; 2) resfriamento do material de 200 a -
50°C; 3) novo aquecimento até 200°C (ASTM D3417; ASTM D3418). A partir das curvas de DSC, a

temperatura de transicao vitrea (Tg) foi analisada.

2.10 Propriedades mecanicas

As analises de perfuracdo e tracdo foram realizadas no Departamento de Ciéncia dos Alimentos
da UFLA, em Analisador de Textura Stable Micro Systems (modelo TA-XT2, Inglaterra), com célula
de carga de 1kN. Para a andlise de perfuracdo, as amostras dos filmes foram cortadas em quadrados de
3x3cm, submetidas as medidas de espessura em 4 pontos distintos, e fixadas em um suporte metélico
com orificio central para passagem da sonda de forma perpendicular. Os parametros utilizados durante
o teste foram: sonda esférica de 5,0mm de diametro (sonda P/5S), velocidade de deslocamento da sonda
de 0,8mm/s e distancia percorrida por ela apds tocar a amostra de 1cm. Para cada tratamento foram
analisados 15 corpos de prova (ASTM F1306-90, 2002). A resisténcia & perfuracdo/espessura (RP,
N/mm) foi calculada por meio da divisdo do valor da for¢ca maxima obtida no ponto de ruptura pela
espessura do filme, com o objetivo de se eliminar o efeito da variacdo da espessura sobre os resultados.

J& a deformacéo (D, mm) foi determinada por meio do ponto de ruptura dos corpos de prova.

Para o teste de tracdo, as amostras foram cortadas em tiras de 10x1,5cm; medidas as espessuras
em 3 pontos distintos e fixadas no suporte da sonda pelas duas extremidades. Os pardmetros utilizados
durante a andlise foram: separacdo inicial entre as garras de 50mm e velocidade de deslocamento de
0,8mm/s. Para cada tratamento foram analisados 15 corpos de prova (ASTM D882-02, 2002). A

resisténcia maxima a tracéo (RT, Mpa) foi calculada pela divisdo da forca maxima pela area transversal
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do corpo de prova. A porcentagem de alongamento na ruptura (ALR) foi calculada pela relagéo entre o
alongamento do corpo de prova e seu comprimento inicial. Para 0 modulo de elasticidade (ME, Mpa)
tracou-se uma tangente a curva tensao de tracdo versus deformacdo na regido linear (regido elastica),

calculando a razdo entre a tensdo e a deformacédo correspondente (Sarantopoulos et al., 2002).

2.11 Propriedades de barreira ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de agua foi realizada pelo método gravimétrico. Os corpos de prova
de cada tratamento foram cortados em discos de 8cm de didmetro e fixados em capsulas contendo
solucdo saturada de NaCl e umidade relativa de 75 + 3% sob temperatura de 25 + 1°C. Estas foram
acondicionadas em dessecadores com silica-gel em seu interior. Apés a montagem das capsulas, fez-se
a pesagem em intervalos de 1 hora durante 8 horas para se obter a perda de peso relacionada a
transferéncia de vapor de agua através do filme (ASTM E96-00, 2005). A taxa de permeabilidade ao
vapor de agua e a permeabilidade ao vapor de agua foram calculadas segundo as Equagdo 2 e 3,

respectivamente:

TPVA=Glt. A )

Onde: TPVA ¢é a taxa de permeabilidade ao vapor de dgua (g a4gua/(m2.dia)); G/t é o coeficiente

angular da reta (g agua/dia) e A é a area de permeacao do corpo de prova (m2).

PVA = _ TPVA.e
ps (UR1-UR2)

3)

Onde: PVA é a permeabilidade ao vapor de agua (g m™ s Pa); TPVA a taxa de permeabilidade
ao vapor de agua; e é a espessura média do corpo de prova (um); ps a pressao de saturagdo de vapor de
agua a temperatura de ensaio (2809 kPa); UR1 umidade relativa da cdmara e UR2 umidade relativa do

interior da capsula.

2.12 Propriedades dpticas

Os parametros obtidos pela analise de cor foram: L*, a*, b*, indice de saturacdo (C*) e hue (h).
A andlise de cor dos filmes foi realizada no Laboratério de Embalagens da UFLA, e medida utilizando

um colorimetro espectrofotométrico modelo CM-700 (Kdnica 53 Minolta, Japdo), com fonte de luz D65,
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angulo observador de 10° e reflectancia especular incluida (SCI). As leituras foram realizadas com 0s
filmes sobrepostos em papel de coloragdo branca.

A transparéncia dos filmes foi medida em espectrofotdometro Bel SPECTRO S-2000 (Monza,
Italia) a 600nm, retirando-se a medida de porcentagem de transmitancia (%T), segundo ASTM D1746-
03 (ASTM D1746-03, 2003). Os filmes foram cortados em pedacos de 3x1cm e fixados de forma a
permitir que o feixe do equipamento atravessasse 0s corpos de prova sem nenhum obstaculo. A

transparéncia (T) foi calculada de acordo com a Equacéo 4:
T = (Log %T)/d 4)

Onde: & € a espessura do filme (mm).

2.13 Potencial antioxidante dos biopolimeros

Para analise do potencial antioxidante pelo método de reducdo do complexo fosfomolibdénio
foi utilizado o extrato dos biopolimeros de acordo com metodologia proposta por Yang et al. (2018)
com algumas modificagdes. 0,1g de amostra foi pesada e cortada em pequenos pedacos, adicionado de
3mL de metanol 80% e mantido sob agitacdo constante durante 3 horas em temperatura ambiente (25°C

+ 2°C) e ao abrigo de luz. Apoés esse periodo os extratos estavam prontos para serem utilizados.

2.13.2 Reducéo do complexo fosfomolibdénio

A avaliacdo da atividade antioxidante por meio do método de reducdo do complexo
fosfomolibdénio foi realizada de acordo com metodologia de Naik et al. (2013) com algumas
modificagdes. 0,4mL do extrato foram misturados a 4 mL da solugéo reagente contendo acido sulfdrico
(0,6 M), fosfato de sddio (28 mM) e molibdato de amonio (4 mM) em vértex e incubados em banho-
maria a 95°C por 60 minutos. Juntamente as amostras, também foi preparado o branco contendo 4 mL
de solucéo reagente e 0,4 mL de metanol. Em seguida, a solucdo foi resfriada & temperatura ambiente e
a absorbancia lida em 695nm (espectrofotémetro Bel SPECTRO S-2000, Monza, Italia). A atividade
antioxidante foi expressa em mg de acido ascorbico/g com utilizagdo de uma curva de calibracdo de

solucdo padrdo de &cido ascorbico (vitamina C).

3 Resultados e discussao

3.1 Difragéo de raio-X (DRX)
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A andlise de difracdo de raio-X foi realizada com o objetivo de se investigar a estrutura cristalina
dos biopolimeros e os difratogramas obtidos sdo mostrados na Figura 1.

O difratograma da MPL pura (Figura 1a), que consiste em um polimero formado por uma rede
tridimensional de ligagOes e sem estrutura molecular ordenada e regular, mostra uma banda ampla,
mostrando sua natureza amorfa (Iglesias Montes et al., 2019). O mesmo resultado foi encontrado por
outros estudos (de Melo, Fornazier Borges, Afonso Ferreira, Vicente Barbosa Silva, & Ruggiero, 2018;
Laurichesse & Avérous, 2014). O IPS puro pode apresentar cristais de lactose dando caracteristica
cristalina ao material, porém o que normalmente ocorre é o desaparecimento desses cristais durante a

secagem do soro de leite para a formacéo do produto, tornando o material amorfo (Azevedo et al., 2015).

Os difratogramas dos filmes (Figura 1b, 1c, 1d e 1e) mostram dois picos intensos localizados
em 14,0° e 16,9° para os quatro tratamentos sendo que adicdo de MPL n&o interferiu na estrutura dos

filmes no que diz respeito a formag&o de novos picos de cristalinidade.

Os picos identificados podem ser explicados por um possivel desnovelamento das proteinas
globulares do IPS durante o aguecimento e irradiacdo das solugbes filmogénicas por ultrassom e
posterior recristalizacao das moléculas do peptideo durante o resfriamento para formacao dos filmes, ja
que ocorreu a formacdo de novos picos quando comparados ao difratograma do IPS em p6 (Azevedo et
al., 2015). Ao estudarem o efeito da irradiacdo e aquecimento em filmes de IPS e celulose, Le Tien et
al. (2000) explicam que o aquecimento das proteinas do IPS induz a mudangas em sua conformacéo,
tornado as moléculas mais estaveis e ordenadas, com aumento da intensidade dos picos e maior

cristalinidade.

O indice de cristalinidade dos filmes diminuiu com o aumento da concentragdo de MPL o que
pode ser explicado pela caracteristica amorfa da MPL, que induz a uma mudanca no arranjo das
moléculas, levando a formag&o de uma estrutura menos ordenada e estavel (Iglesias Montes et al., 2019;
Le Tien et al., 2000). Comparando os tratamentos, observa-se uma diminuicdo mais intensa da
cristalinidade para o filme MPL7, com redugdo de 27,6% no Ic comparado ao C. A redugdo da
cristalinidade de um polimero pode diminuir suas propriedades mecéanicas e de reforco, que foi
confirmado para o tratamento MPL7, como sera discutido a seguir. Espinosa et al. (2019) encontraram
diminuicdo do Ic de filmes incorporados com lignina e relacionam o resultado a caracteristica amorfa

da molécula.
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Figura 1 Difratogramas da MPL (a) e biopolimeros de IPS controle FC (b) e adicionados de 0,25 (MPL2,
c), 0,50 (MPL5, d) e 0,75% (MPL7, €) de MPL com seus respectivos indices de cristalinidade (Ic).

3.2 Analise de FTIR

A andlise de espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) € realizada para determinar
possiveis interacdes e mudancas estruturais dos compostos analisados. A Figura 2 mostra 0s espectros

da anélise de FTIR do IPS puro, MPL pura e biopolimeros no alcance de 4000 a 400cm™.

Observa-se 0 aumento do nimero de picos e suas intensidades nos espectros dos biopolimeros
comparados aos espectros dos materiais utilizados para sua sintese (MPL e IPS puros), porém entre os
biopolimeros ndo houve a formagdo de novos picos, confirmando os resultados obtidos pela DRX, ou
seja, a adicdo da MPL n&o ocasionou a formagéo de novos tipos de ligagdes e/ou mudanga na estrutura
dos biopolimeros (Shankar & Rhim, 2017).

Os principais picos de absor¢do encontrados para os biopolimeros estéo relacionados a presenga
das seguintes ligac@es: os picos compreendidos entre 500 e 750cm™ as absorcdes de ligacdes de glicerol;
os picos entre 900 e 1150cm™ estdo relacionados as ligagdes N-H e ligacdes de estiramento C-H (amida
tipo 111) nos filmes; os picos entre 1400 e 1550cm™ estdo relacionados as ligaces de flexdo entre N-H
(amida tipo I1); os picos compreendidos entre 1600 e 1700cm™ estdo relacionados as vibragdes de
estiramento de ligagbes C=0 e C-N (amida tipo 1) que apresentaram diminuigéo da intensidade da banda
com a incorporacdo de MPL. Essa regido do espectro estd relacionada a presenca de proteinas
secundérias e durante o aquecimento das solucdes filmogénicas elas perdem essa conformacéao para a
formagdo de outras ligagdes com os constituintes e assim as bandas caracteristicas dessa estrutura inicial

diminuem. Outra possivel explicagdo para essa diminui¢do é o “efeito de diluicdo” da proteina pela
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substituicdo parcial do IPS pela MPL (Hammann & Schmid, 2014; Nufiez-Flores et al., 2013). Os picos
compreendidos entre 2850 e 2980cm™ estdo relacionados as ligacdes de estiramento C-H e também
observa-se uma diminuicdo da intensidade do pico compreendido entre 2930cm™ relacionado
principalmente a ligacdes de carbonos primarios e secundarios (CHs e CH.); os picos compreendidos
entre 3000 e 3600 cm™ estéo relacionados a grupos O-H e N-H livres ou ligados (Ramos et al., 2013).

4000 3000 2000 7000 0
Wavelenght (cm'1)

Figura 2 Espectros de FTIR de IPS (a) e MPL (b) puros e biopolimeros de IPS controle FC (c) e
adicionados de 0,25 (MPL2, d), 0,50 (MPLS5, e) e 0,75% (MPL7, f) de MPL.

3.3 Microscopia eletronica de varredura

A Figura 3 representa as micrografias das superficies e interior dos biopolimeros de IPS

adicionados de MPL por meio da analise de MEV.

O biopolimero controle (Figura 3a) apresentou superficie e interior lisos e homogéneos. A MPL
nos demais filmes caracteriza-se por granulos distribuidos por toda a superficie e também interior
(Tavares, Ito, Salvadori, dos Santos, & Rosa, 2018). De acordo com as imagens, observa-se uma boa
dispersibilidade das MPL por toda a superficie dos biopolimeros MPL2 e MPL5 (Figura 3b.1 e 3c.1) e
uma tendéncia de aglomeracdo das MPL, com maior presenca de superficies lisas em meio a

aglomerados de MPL e formacéao de fissuras e buracos na superficie do filme MPL7 ( Figura 3d.1).
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Figura 3 Micrografias de superficie

a.2) e adicionados de 0,25 (MPL2; b.1 e b.2), 0,50 (MPL5; c.1 e ¢.2) e 0,75% (MPL7; d.1 e d.2) de

MPL.
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Estudos também encontraram resultados semelhantes de aglomeragao das particulas de lignina
quando adicionadas em concentracdes diferentes (10; 20; 30%) a varios tipos de matrizes poliméricas e
relacionam o fato a tendéncia de formacdo de ligacGes intermoleculares entre as moléculas de lignina
do tipo Van der Waals e ligacGes de hidrogénio (Crouvisier-Urion et al., 2016; Tavares et al., 2018).
Essa formacdo de aglomerados, fissuras e buracos na superficie do filme pode interferir negativamente
nas propriedades térmicas, mecanicas e de permeabilidade ao vapor de agua.

Possiveis explicagbes para a boa dispersdo observada nos tratamentos com concentracdes
intermediarias de MPL sdo: além da concentracdo ideal para que as particulas dispersas pudessem
apresentar uma distancia entre elas que ndo favorecesse sua atragdo intermolecular, a melhor dispersdo
pode estar relacionada também a presenca de grupamentos hidroxila no plastificante glicerol, que se
uniria a por¢des hidrofilicas das moléculas de IPS e regibes de caracteristica hidrofilica na molécula de
MPL. A utilizacdo de radiacdo ultrassénica na metodologia de producdo dos filmes também pode
favorecer a miscibilidade da MPL. Além de ndo haver a formacdo de aglomerados, ndo se nota a
presenca de fissuras e buracos na superficie desses filmes o que também contribui para a o efeito positivo
no reforco das propriedades térmicas, mecanicas e de barreira ao vapor de dgua desses tratamentos

descritas a seguir.

3.4 Analise térmica
3.4.1 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica (DTG) foram realizadas com
0 objetivo de se determinar a estabilidade térmica dos biopolimeros de IPS adicionados de MPL. As
curvas resultantes das analises estdo representadas na Figura 4 e o comportamento térmico dos filmes

se encontra na Tabela 1.
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Figura 4 Curvas de TGA (a) e DTG (b) de biopolimeros de IPS controle FC e adicionados de 0,25
(MPL2), 0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7) de MPL.

Tabela 1 Comportamento térmico dos biopolimeros IPS controle (FC) e adicionados de 0,25 (MPL2),
0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7) de MPL

Filmes Ti*(°C) T e (°C) Ti(°C)  (%)PM (T-T) _ Ressowc (%)
FC 226,69 325,15 498,80 74,85 19,39
MPL2 241,84 326,77 496,50 73,03 21,75
MPL5 243,44 330,96 499,79 73,97 21,39
MPL7 230,26 324,61 499,80 68,68 27,98

*Ti: temperatura inicial de degradacdo; Tma: temperatura de degradacdo méaxima; Tr. temperatura final de
degradacdo; (%) PM (Ti—Tx): porcentagem de perda de massa; Ressooec: residuo a 500°C.
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O padréo de decomposicdo dos filmes de IPS controle e adicionados de MPL apresentaram
quatro etapas sendo elas: eliminacdo da umidade, degradacdo do glicerol, degradacdo das MPL e do
IPS.

O primeiro pico presente abaixo dos 100°C pelas curvas de DTG corresponde a perda de
umidade das amostras (variando de 84,70 a 93,88°C). A segunda etapa de perda de peso corresponde ao
inicio da degradacdo dos compostos sendo a primeira etapa correspondente a degradacdo do glicerol
utilizado como plastificante (Tabela 1). O aumento da temperatura inicial de degradacdo dos filmes
adicionados de MPL nas concentracdes intermediarias pode ser explicado pela boa dispersdo dessas
particulas pelo filme (como foi confirmado no item 3.3) se comportando como material de barreira as
degradagdes dos demais compostos da blenda polimérica (Weijun Yang et al., 2015). E da mesma forma,
o0 valor de temperatura semelhante ao FC encontrado para o tratamento MPL7 (230,26°C) pode ser
explicado pelas imperfeicdes formadas na estrutura do filme devido a aglomeragdo das MPL com
formacdo de caminhos preferenciais, fissuras e buracos, facilitando a passagem das moléculas de agua
e glicerol por evaporagao.

A degradacdo do IPS comegou em torno de 266°C para 0s quatro tratamentos, semelhante ao
encontrado por outros estudos (Azevedo et al., 2015) e acontece concomitantemente a decomposicao
das MPL que comecam a partir de 149,69°C para a amostra MPL7, 154,78 para MPL2 e 155,37 para
MPLS5 e se prolongam até o fim da temperatura testada (500°C). Essa ampla faixa de decomposicdo da
lignina decorre da complexidade estrutural da sua molécula, que apresenta grande nimero de anéis
aromaticos e ramificacGes, podendo acontecer entre 100-900°C (H. Yang, Yan, Chen, Lee, & Zheng,
2007). Ainda, a adicdo de MPL na maior concentracdo (0,75% p/p) acarretou 0 aumento do peso residual
gue pode ser explicado possivelmente pela maior quantidade desse material ainda presente no filme.

Esses resultados, junto aos obtidos na andlise de DSC demonstram que as MPL ndo apenas
podem melhorar a estabilidade térmica, mas também fornecer uma barreira de bloqueio a
permeabilidade a gases e umidade nos filmes de IPS, como sera confirmado pelos resultados da analise

de permeabilidade ao vapor de agua.

3.4.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Neste estudo, o valor de Tg aumentou a partir da adicdo de MPL aos filmes de IPS como
apresentado na Tabela 1, chegando ao maior aumento de 13,46° para o filme MPL2 comparado ao FC
(Tabela 2). Esse resultado caracteriza polimeros com estruturas mais rigidas e ligagdes mais fortes e
com diminuicdo da mobilidade de sua cadeia, que pode ser explicado pela presenca de grupamentos -
OH na matriz polimérica de IPS e glicerol que se ligam a partes hidrofilicas da molécula de MPL criando
uma forte energia de ligacdo entre a particula e a matriz polimérica. Ainda, Segundo Yang et al. (2015)

a lignina é capaz de formar uma forte interagdo intermolecular nas cadeias poliméricas, no caso de IPS,
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resultando em menor mobilidade molecular, aumentando a Tg e melhorando a estabilidade térmica do
biopolimero. O aumento da Tg de filmes de diversas bases poliméricas a partir da adicdo de
nanoparticulas de lignina ou lignina kraft também foram reportados anteriormente por alguns autores
(Duval, Molina-Boisseau, & Chirat, 2013; Klanwan, Kunanopparat, Menut, & Siriwattanayotin, 2016;
Weijun Yang et al., 2015).

Tabela 2 Temperatura de transicdo vitrea dos biopolimeros IPS controle (FC) e adicionados de 0,25
(MPL2), 0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7) de MPL

Filmes Tg* (°C)
FC 1,21
MPL2 14,67
MPL5 4,57
MPL7 3,72

*Tg: Temperatura de transicdo vitrea.

Materiais que apresentam estruturas amorfas ou parcialmente amorfas passam por uma transicéo
de seu estado rigido, solido e vitreo para um estado semelhante a borracha ou altamente viscoso a uma
temperatura especifica chamada de temperatura de transicdo vitrea (Tg). Ela acontece quando a energia
térmica cria volume livre suficiente no sistema para permitir o0 movimento das cadeias poliméricas,
sendo que esse fendbmeno se manifesta pela mudanca na linha base da curva DSC indicando uma
alteracdo na capacidade de aguecimento do polimero (Azevedo, Silva, Pereira, da Costa, & Borges,
2015).

O estudo desse pardmetro é muito importante em materiais biodegradaveis e sintéticos por sua
influéncia sobre o uso destes polimeros. Normalmente, os valores de Tg aumentam com o aumento de
cadeias e ligacOes rigidas, grupos laterais, ligacGes cruzadas entre as cadeias e 0 grau de cristalinidade
dos polimeros; e diminui de acordo com o aumento de plastificantes de baixo peso molecular, como a
agua e o glicerol (Galietta, Di Gioia, Guilbert, & Cug, 1998).

Valores de Tg para filmes de IPS reportados na literatura podem variar dependendo do grau de
pureza do IPS, método de producdo dos filmes (casting ou extrusdo) e aditivos utilizados como
plastificantes e particulas de reforgco. Erdem et al. (2019) encontraram valores de Tg variando de 50°C
a 93°C para filmes de IPS produzidos por casting adicionados de 6leo de girassol. Ramos et al. (2013)
encontraram valores entre 36,5°C e 50,2°C para filmes de IPS e CPS (concentrado — 82% de proteina)

com diferentes concentragdes de glicerol como plastificante.

3.5 Propriedades mecéanicas

As propriedades de resisténcia de biopolimeros de IPS puro sdo um fator limitante para sua

utilizacdo. Portanto, o estudo de seu aprimoramento é imprescindivel durante o desenvolvimento de
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novos materiais. A adi¢cdo de MPL foi significativa (p<0,05) para os pardmetros avaliados pelo teste de
punctura (RP e D) e para o teste de tracdo (RT, ALR e ME), conforme Tabela 3.

Tabela 3 Valores dos pardmetros de resisténcia mecanica dos biopolimeros IPS controle (FC) e
adicionados de 0,25 (MPL2), 0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7) de MPL

Filmes RP (N/mm) D (mm) RT (Mpa) ALR (%) ME (Mpa)
FC 11,74+ 1,68  3,61°+0,46 4,75°+0,30 319,66°+ 16,46  0,50%+ 0,04
MPL2 1595°+2,09 2,23°+0,36 6,20°+0,37 301,58°+22,94 0,68°+0,05
MPL5 1520°+1,35  2,84°+0,33 6,43°+0,57 287,94°+2226 0,71°+0,08
MPL7 12,597 + 2,81 3,60°+0,62 4,93*+046 316,74*°+12,45 0,56%+ 0,07

*Meédias observadas em colunas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A resisténcia a punctura (RP) é definida como a medida de dureza do filme quando este é
submetido a uma forca aplicada de forma perpendicular a sua superficie e a resisténcia a tracdo (RT) é
a resisténcia maxima desempenhada pelo material quando este é submetido a tracdo (Sarantdpoulos et
al., 2002). Tanto para os resultados de punctura (RP) quanto para tragdo (RT), observa-se 0 aumento da
medida de acordo com a adicdo de MPL exceto para a concentracdo maxima testada (MPL7). O
tratamento MPL2 apresentou aumento de aproximadamente 35% na RP comparado ao biopolimero
controle, e a mesma porcentagem foi verificada para a RT do tratamento MPL5. Esses resultados podem
ser explicados justamente devido a uma boa interacdo entre os materiais utilizados: IPS, glicerol e MPL.
Sugere-se gque a presenca de grupamentos -OH na matriz polimérica de IPS e glicerol podem se ligar a
partes hidrofilicas da molécula de MPL criando uma forte energia de ligagdo entre a particula e a matriz
polimérica (EI-Nemr, Mohamed, Ali, Fathy, & Dhmees, 2019; Sameni, Jaffer, & Sain, 2018). Além
disso, com a utilizacdo de uma particula de lignina em tamanho reduzido (microescala) tem-se o
aumento da area superficial especifica disponivel para interacdo com a matriz polimérica, o que acarreta
0 aumento de sua dispersibilidade e compatibilidade com o IPS, confirmado pela analise morfolégica
dos filmes (Sameni et al., 2018; Tian et al., 2017). Valores de RT semelhantes foram encontrados por
Duval et al. (2013) ao estudarem o efeito da adicdo de lignina kraft em filmes de gliten como polimero

base e glicerol como plastificante, variando de aproximadamente 3,5 a 4,5 Mpa.

A deformacéo (D) é caracterizada como a elasticidade que o filme apresenta quando submetido
a forca aplicada de forma perpendicular a sua superficie e 0 modulo de elasticidade (ME) ou modulo de
Young é a razdo entre a tensdo de tracdo e a deformacdo na regido linear da curva tenséo-deformacgéo
(regido elastica) do filme, sendo uma medida que expressa sua rigidez. A porcentagem de alongamento
na ruptura (%ALR) mostra a capacidade do filme em esticar antes de seu rompimento durante a analise
de tracdo. O resultado de D diminuiu e 0 de ME aumentou para os biopolimeros MPL2 e MPLS5,
caracterizando filmes menos elasticos (D) e mais rigidos (ME). Este Gltimo corroborando os resultados
de RP e RT. MPL2 e MPLJ5 apresentaram diminuicéo de 22 e 39% na D, respectivamente, enquanto o

aumento maximo no ME se deu para 0 MPL5 com 42% a mais de rigidez. Para os resultados de %ALR
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observa-se 0 mesmo comportamento encontrado para a D, com diminuigdo de aproximadamente 5,6 e
10% para os tratamentos MPL2 e MPL5, respectivamente, indicando um menor alongamento do
material antes da ruptura. Esse resultado, assim como o encontrado para D, demonstra que a adicdo de
MPL aos filmes foi capaz de restringir a mobilidade das cadeias do polimero com aumento da sua
rigidez, confirmado pelos resultados de RT, RP e ME (Reddy & Rhim, 2014). Nufiez-Flores et al. 2013
encontraram resultados semelhantes a este estudo para filmes de proteina de peixe adicionados de

lignina, com valores de %ALR de aproximadamente 316 a 362.

O comportamento observado para o tratamento MPL7 onde ndo houveram diferencas
significativas de RP, D, RT, %ALR e ME com o filme C, pode ser explicado devido a dificuldade de
dispersdo das moléculas de MPL quando adicionadas em concentracdo elevada, com tendéncia de
atracdo e aglomeracdo e consequente formacdo de uma matriz polimérica mais heterogénea, como

comprovado pelos resultados morfolégicos (Sameni et al., 2018).

Além disso, estudos relatam dificuldade em encontrar uma tendéncia de aumento ou diminuicédo
das propriedades mecéanicas de polimeros adicionados de particulas de lignina e concluem que o
comportamento vai variar de acordo ndo s6 com o tipo de polimero base utilizado, mas também o tipo
de lignina (tamanho, fonte e método de extracdo), metodologia de producdo desses polimeros,

solubilidade e caracteristicas de reatividade entre a lignina e o polimero (Sameni et al., 2018).

3.6 Propriedades de barreira ao vapor de agua

A adicdo de MPL aos filmes de IPS foi significativa (p<0,05) para o pardmetro de

permeabilidade ao vapor de agua conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 Permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) de biopolimeros IPS controle (FC) e adicionados de
0,25 (MPL2), 0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7) de MPL

Filmes PVA x 10 (g m* s Pa?)
FC 2,61%+ 0,063
MPL2 2,29° + 0,048
MPL5 2,19° + 0,032
MPL7 2,53*+ 0,019

* Médias observadas em colunas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A propriedade de barreira ao vapor de dgua de filmes produzidos a partir de polimeros de base
proteica, como o IPS, é considerada como uma limitacdo desse material devido a caracteristica
hidrofilica que essas proteinas apresentam. Estudos investigam a utilizacdo de métodos que permitam a

melhoria da estrutura desses polimeros e consequentemente de suas propriedades como a utilizacdo de
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plastificantes, reticulacdo, desenvolvimento de filmes compdsitos e a inclusdo de diferentes tipos de
micro e nanoparticulas (Calva-Estrada, Jiménez-Fernandez, & Lugo-Cervantes, 2019).

A adicdo de MPL acarretou a diminuicdo da permeabilidade ao vapor de 4gua dos filmes de IPS.
Houve uma diminuicdo de aproximadamente 16 e 12% na permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes
MPL2 e MPLD5, respectivamente. quando comparados a FC. Porém, para o filme MPL?7 adicionado da
maior concentracdo de MPL, ndo houve diferenca significativa para este parametro.

A diminuicdo da permeabilidade também pode ser explicada pela boa dispersdao da MPL na
matriz polimérica de IPS, favorecendo a obstrugdo da passagem do vapor de agua ou possivel aumento
do caminho a ser percorrido por ele, diminuindo sua difusdo pelo filme (Dias et al., 2019). Outra possivel
explicacdo para a diminuigdo da permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes adicionados de MPL se
deve ao fato de essas particulas apresentarem caracteristica hidrofébica devido a seu esqueleto extenso

e aromatico, diminuindo a afinidade da molécula de agua pelos filmes (Duval et al., 2013).

Os resultados encontrados para o filme MPL7 corroboram os obtidos para analise mecénica e
confirmados pela analise morfol6fica dos filmes por microscopia eletrdnica, sendo explicados pela
interferéncia da alta concentracdo de MPL na morfologia dos filmes, com maior atracdo e aglomeracdo
entre as microparticulas ocasionado a formacao de filmes menos coesos que pode ter contribuido para a

passagem do vapor de agua pela matriz (Crouvisier-Urion et al., 2016).

Duval et al. (2013) também encontraram diminuicdo da permeabilidade ao vapor de dgua de
filmes de gluten de trigo adicionados de diferentes concentragdes de lignina kraft relacionando a
diminuicdo a natureza hidrofébica da lignina kraft. Zadeh et al. (2018) também encontraram diminuicao
da permeabilidade ao vapor de agua de filmes de agar incorporados com diferentes concentracdes de
lignina relacionado o resultado a atuacdo da lignina como barreira a passagem do vapor de agua pelo

interior do filme.

3.7 Propriedades Opticas

As imagens dos filmes com diferentes concentragdes de MPL e os resultados de L*, a*, b*, C*

e transparéncia dos filmes estdo apresentados na Figura 5 e Tabela 5, respectivamente.
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Figura 5 Imagem de biopolimeros de IPS controle (C) e adicionados de 0,25 (LMP2), 0,50 (LMP5) e
0,75% (LMP7) de MPL.

Tabela 5 Propriedades dpticas dos biopolimeros IPS controle (FC) e adicionados de 0,25 (MPL2), 0,50
(MPL5) e 0,75% (MPL7) de MPL

Filmes L* a* b* C* h T (%)

FC  88,38°+0,42 -0,15*+0,05 -2,68°+0,31 3,61°+0,85 0,28*+0,02 7,63*+ 0,012
MPL2 88,23°+0,27 -0,24°+0,11 0,92°+0,53 0,45°+0,60 1,20°+0,14 8,34°+ 0,007
MPL5 8565°+0,45 -0,50°+0,05 2,65°+0,35 3,65°+0,95 0,68°+0,06 9,37°+ 0,019
MPL7 83,20°+0,21 0,02°+0,10 4,40°+111 9,70°+522 3,51°+0,41 7,95+ 0,006

* Médias observadas em colunas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Visualmente os filmes adicionados de MPL aparentaram-se mais amarronzados quando
comparados ao filme controle, com aumento da intensidade da cor marrom de acordo com o aumento
da concentracdo de MPL (Figura 5).

A luminosidade (L*) indica o grau de claridade da cor, ou seja, se a cor estudada € clara ou
escura. Para o sistema CIE utilizado na medida desse parametro, a escala de luminosidade varia de 0
(preto puro) a 100 (branco puro). Para os tratamentos estudados, o valor de L* variou de 83,20 a 88,38,
caracterizando filmes claros. Entre eles, os filmes C e MPL2 obtiveram os maiores valores de L* e,
portanto, se apresentaram mais claros, quando comparados aos filmes MPL5 e MPL7, que se tornaram

mais escuros a partir da adi¢cdo das maiores concentragdes de MPL.

Para os pardmetros de a* e b* temos que: valores de a positivos (+a) indicam o vermelho, a*
negativo (-a) o verde, b* positivo (+b) indicam o amarelo e b* negativo (-b) o azul (Ramos & Gomide,
2017). Para os valores de a*, FC, MPL2 e MPL5 ndo apresentaram diferenca significativa entre eles,

com valores indicando coloracdo verde (negativo) e o tratamento MPL7 sendo o Unico com valor



80

positivo indicando uma coloragdo levemente avermelhada caracteristica da MPL. Os valores de b*
aumentaram progressivamente a partir da adi¢do de MPL, sendo o filme controle o unico com resultado
negativo indicando uma coloracéo azulada enquanto os tratamentos com a microparticula se tornaram

cada vez mais intensos na coloragdo amarela (positivo).

O indice de saturacdo (C*) também pode ser chamado de intensidade da cor e € 0 parametro que
nos permite distinguir cores fracas de fortes. Sendo assim, reduzidos valores de saturacdo nos permitem
relacionar o objeto de estudo a palidez ou coloragdo acinzentada, enquanto aqueles com altos valores de
saturacdo sdo denominados saturados (Ramos & Gomide, 2017). Os valores de saturagdo encontrados
para os tratamentos FC, MPL2 e MPLS5 caracterizaram filmes menos saturados, ou seja, mais palidos
que o tratamento MPL7, sendo confirmado visualmente pela Figura 5. Esses resultados ja eram
esperados e coincidem com resultados encontrados por outros autores (Iglesias Montes et al., 2019;

Zadeh et al., 2018). Os resultados estdo relacionados a cor tipica da MPL e a sua dispersao pelos filmes.

O angulo de tonalidade (h*) indica a qualidade da cor (vermelho, verde, azul, etc) (Ramos &
Gomide, 2017). O sdlido de cor referente aos valores encontrados para h* é dividido em quatro
guadrantes e os valores encontrados mostram que os filmes sairam de uma coloracdo esverdeada para a

cor vermelha com o aumento da concentracdo de MPL.

Para os resultados de transparéncia, os tratamentos FC e MPL7 apresentaram resultados
semelhantes com menores valores, ou seja, mais opacos, enquanto os filmes MPL2 e MPL5 se tornaram
mais transparentes. Esses resultados sdo promissores pois comprovam gue a adicdo de MPL em
concentracdes reduzidas ndo foi suficiente para diminuir o valor de transparéncia quando comparado a
FC, podendo ser explicados mais uma vez, pela boa dispersdo das MPL pela matriz polimérica dos
filmes MPL2 e MPL5 favorecendo uma maior homogeneidade e maior facilidade no deslocamento da
luz. Para o tratamento MPL7, a aglomeracdo das MPL pode ter atuado como obstaculo a essa passagem

explicando a diminuicdo da sua transparéncia.

3.8 Potencial antioxidante dos biopolimeros

A atividade antioxidante dos diferentes tratamentos de biopolimeros de IPS e MPL pelo método
de reducéo do complexo fosfomolibdénio € apresentada na Figura 6. Os filmes incorporados com MPL
(MPL2, MPL5 e MPL7Y) apresentaram aumento significativo da atividade antioxidante quando

comparado ao filme controle (FC).

O método de reducdo do complexo fosfomolibdénio é uma maneira simples de avaliar a
capacidade antioxidante total de uma amostra. A solucdo teste inicial possui coloragdo amarela

tornando-se verde a medida que a solugao de fosfato de molibdénio se reduz. O método tem a vantagem
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de avaliar a capacidade antioxidante de componentes lipofilicos e hidrofilicos (Prieto, Pineda, &
Aguilar, 1999).

O aumento da atividade antioxidante dos biopolimeros adicionados de MPL pode ser explicado
devido a estrutura quimica da molécula de lignina sendo estudada por varios autores (Beisl, Friedl, &
Miltner, 2017; Santos, Erdocia, Gatto, & Labidi, 2014; Weijun Yang et al., 2018). A presenca de
compostos fendlicos (grupamentos hidroxila), grupamentos orto-metoxi e hidroxilas alifaticas presentes
na cadeia lateral da MPL parecem ser os principais contribuintes da eliminagdo e estabilizacdo dos

radicais livres pela MPL.
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Figura 6 Atividade antioxidante pela reducdo do complexo fosfomolibdénio de biopolimeros de isolado
proteico de soro de leite (IPS) controle (FC) e incorporados de 0,25 (MPL2), 0,50 (MPL5) e 0,75%
(MPL7) de MPL. Médias observadas em barras com a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).

4. Concluséo

A adicdo de MPL aos filmes de IPS ndo acarretou mudangas em sua estrutura e formagéo de
novos tipos de ligagBes entre as moléculas de acordo com as anélises de DRX e FTIR. Houve boa
dispersdo da MPL pela matriz polimérica dos filmes incorporados das concentraces 0,25 e 0,50% (p/p),
com melhoria de sua estabilidade térmica, resisténcia e rigidez e barreira ao vapor de dgua. Esses filmes
se apresentaram mais escuros, avermelhados e transparentes e com potencial antioxidante. Ndo houve
boa dispersdo da MPL para o filme com maior concentracdo (0,75% p/p), com formag&o de fissuras e
pontos de aglomeracdo pela micrografia, resultando em prejuizo na melhoria de suas propriedades,
apesar de apresentar o maior potencial antioxidante. Assim sendo, a adi¢éo de 0,25 e 0,50% (p/p) de

MPL a biopolimeros de IPS resultaram em filmes com potencial de aplicagdo em alimentos por trazer
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melhoria de suas propriedades e atividade antioxidante, contribuindo para o aumento da utilizacdo

desses dois polimeros biodegradaveis e renovaveis e assim para o desenvolvimento sustentavel.
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Resumo

Neste trabalho, estudou-se a atividade antioxidante de biopolimeros de isolado proteico de soro de leite
(IPS) e diferentes concentraces de MPL (0; 0,25; 0,50 e 0,75% p/p) pelas analises de sequestro de
radicais livres DPPH e sistema [3-caroteno/acido linoleico, e avaliado o efeito desses filmes ativos sobre
a prevencdo da oxidacdo de carne moida (Biceps femoris) pela analise de identificagdo de compostos
volateis por CG-MS, indice de TBARS, formas redox da mioglobina e cor objetiva (L*, a*, b*, C* e
h*) pelo periodo de 4 dias de armazenamento a 4°C + 1°C. A atividade antioxidante (%) dos filmes
ativos apresentou aumento linear de acordo com a concentracdo de MPL pelos dois testes antioxidantes.
Pela analise de identificacdo de compostos volateis por CG-MS o acondicionamento pelos biopolimeros
ocasionou reducdo significativa (p<0,05) nas areas dos picos relativos aos compostos hexanal, heptanal,
octanal e nonanal nos tempos de armazenamento. Houve reducdo (p<0,05) nos valores de TBARS a
partir do tempo 1 (24 horas) para os tratamentos contendo MPL, e essa adi¢cdo também foi capaz de
manter o indice em valores baixos e préximos de 1,0 durante todo o tempo avaliado, 0 que ndo aconteceu
para os tratamentos controle (C e FC). As formas redox da mioglobina (OMb e MMb) ndo apresentaram
diferenca entre os tratamentos e pela analise de cor objetiva, apenas o tratamento C apresentou valores
de a* e C* maiores. Sugere-se gque a utilizacdo de concentragdes reduzidas de MPL (0,50% p/p) em
filmes de IPS seja suficiente para fornecer propriedade antioxidante a esse material permitindo sua

utilizacdo no controle da oxidacao lipidica de carne moida pelo periodo e condi¢des estudadas.

Palavras-chave: embalagem ativa; indice de TBARS; compostos volateis; carne bovina; hexanal.

1 Introducéo

A grande maioria das embalagens de alimentos utilizadas hoje em dia sdo produzidas a partir de
polimeros derivados do petréleo e representam uma grande ameaga ao meio ambiente por serem
derivadas de uma fonte ndo renovavel e consideradas como ndo biodegradaveis. Por isso, filmes
biodegradaveis derivados de fontes renovaveis representam uma alternativa interessante aos materiais
plasticos convencionais (Mohammad Zadeh, O’Keefe, & Kim, 2019; Sun et al., 2019). O isolado
proteico de soro de leite (IPS) é um coproduto da indlstria de queijos e caseina, renovavel,
biodegradavel, biocompativel e ndo téxico, com excelente capacidade de formar filmes, e caracteristicas
interessantes como transparéncia e boa barreira a gases, sendo assim bastante estudado. Essas
caracteristicas fazem com que o IPS seja um polimero biodegradavel interessante a ser utilizado na
formacéo de filmes a serem aplicados em alimentos (Azevedo et al., 2019; Carvalho et al., 2019; Lara
et al., 2019). A adicdo de outros polimeros ou materiais com propriedades antioxidantes aos filmes de
IPS também vem sendo estudada com o intuito de se desenvolver embalagens de alimentos

biodegradaveis e ativas, que possam atuar no aumento da vida Gtil do alimento acondicionado
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contribuindo assim para sua seguranca alimentar e ainda permitir maior valor agregado a esse material
(Azevedo et al., 2019; Carvalho et al., 2019; Lépez-Hernandez et al., 2018).

A utilizacdo de lignina como um segundo polimero ou na forma de micro ou nanoparticula é
interessante e vem sendo estudada com o objetivo de incorporar propriedade antioxidante a algumas
matrizes poliméricas como: poliuretano, quitosana, celulose, isolado proteico de soja, &lcool
polivinilico, polipropileno dentre outros (Chen, Ye, Gu, & Zhou, 2018; Guo et al., 2019; He et al., 2019;
Klein, Rumpf, Alzagameem, Rehahn, & Schulze, 2019; Mohammad Zadeh et al., 2019; Sun et al.,
2019). Estudos sobre o desenvolvimento de filmes de IPS e lignina ainda ndo estdo disponiveis na
literatura. A lignina é o polifenol mais abundante na natureza apresentando diversos grupos funcionais
como hidroxilas alifaticas e aromaticas, carbonilas e carboxilas. Sua estrutura quimica, tipos e nimeros
de ligacdes variam de acordo com sua fonte e método de extracdo (He et al., 2019). Dentre as vantagens
da utilizacdo da lignina como antioxidante estdo: é natural, biodegradavel, obtida como um coproduto
da industria de papel e celulose apresentando baixo custo e boa disponibilidade e derivada de fonte
renovavel (Chen et al., 2018). A utilizacdo de um material natural se torna ainda mais interessante visto
que os consumidores estdo cada vez mais preocupados com a possivel influéncia negativa de

antioxidantes sintéticos sob sua satde (Amiri et al., 2019).

O consumo de carne e derivados vem crescendo ao longo dos anos e movimentando o setor
financeiro dos paises que exportam e importam esse alimento. Devido a seu alto conteddo em nutrientes,
as carnes estdo expostas nao sé a contaminacao e deterioracdo microbiolégica, mas também a oxidacéo
lipidica e proteica. A carne moida foi escolhida pois é uma matriz que sofre mais rapidamente a oxidacao
devido ao processo de moagem que expde a superficie muscular aos catalisadores da oxidacdo (O2) além
de liberar acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipideos da parede celular e ferro dos pigmentos
aumentando sua susceptibilidade a oxidacdo. Na presenca de oxigénio, radicais livres como por exemplo
os radicais hidroxila, abstraem um hidrogénio de &cidos graxos insaturados, levando a formacéo de
compostos de sabor e aroma indesejaveis na carne (Alnoumani, Ataman, & Were, 2017). A oxidagéo
lipidica limita a vida util desses alimentos com mudangas em suas caracteristicas sensoriais como perda
de sabor, cor e textura e em sua qualidade nutricional pela formacdo de radicais livres que podem ser
prejudiciais a satde humana (Amiri, Aminzare, Azar, & Mehrasbi, 2019; Zhou, Xu, & Liu, 2010).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi de avaliar o potencial antioxidante dos biopolimeros
de IPS com diferentes concentragdes de microparticula de lignina kraft (MPL) e aplicar os biopolimeros
ativos em carne bovina moida mantidas sob temperatura de refrigeracdo (4°C £ 1°C) avaliando seu

efeito na prevencdo da oxidagao lipidica.

2 Material e Métodos
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2.1 Material

Isolado proteico de soro de leite - IPS9400/ Hilmar Ingredients (Hilmar, CA, EUA), lignina
kraft para a producéo da microparticula de lignina (MPL) cedida pelo Laboratério de Produtos Bioativos
e Solucdes Tecnoldgicas da Universidade Federal de Vigosa (Campus Rio Paranaiba), glicerol, metanol,
DPPH, B-caroteno, acido linoleico, cloroférmio, Tween20®, acido tricloroacético, acido tiobarbitdrico e
acido acetico glacial (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Cortes de coxdo duro (Biceps femoris)

foram obtidos em acougue local na cidade de Lavras (Minas Gerais, Brasil).

2.2 Desenvolvimento da MPL e producao dos biopolimeros

As MPL foram desenvolvidas de acordo com Alvarenga et al. (2020) e os filmes pelo método
de secagem de solvente (casting) de acordo com Azevedo et al. (2015). IPS e glicerol foram fixados nas
quantidades de 6% (p/v) em relacdo ao volume de solucdo e 30% (p/p) em relacdo ao polimero base.
Para a producéo do filme FC (controle), IPS foi dissolvido separadamente em agua destilada assim como
o glicerol e mantidos sob agitacdo durante 30 minutos. Depois disso, as duas solu¢des foram misturadas
e agitadas novamente por 10 minutos, o pH foi corrigido para 8,0 com solu¢do de NaOH 1N e a solucéo
foi agitada em homogeneizador ultrass6nico para dispersdo das nanoparticulas (Sonifier Cell Disruptor
Branson — Modelo 450D, Manchester, UK) por 10 minutos com amplitude de 80% a 25°C.
Posteriormente, as solu¢Bes foram levadas a banho-maria a 90°C por 30 minutos, resfriadas e vertidas
em placas de vidro com dimensdes de 18 x 30 cm. As solucdes permaneceram por 48 horas nas placas
até que o solvente fosse evaporado, com formacao dos filmes. O volume final para cada solucéo vertida

foi de 150mL. As MPL quando adicionadas, foram incorporadas a solucdo de glicerol para agitacgéo.

2.3 Potencial antioxidante dos biopolimeros

Para a realizacdo da analise de sequestro de radicais livres DPPH" e sistema B-caroteno/acido
linoleico foi utilizado o extrato dos biopolimeros de acordo com metodologia proposta por Yang et al.
(2018) com algumas modificacGes. 0,1g de filme foi pesada e cortada em pequenos pedagos, adicionado
de 3mL de metanol 80% e mantido sob agitagdo constante durante 3 horas em temperatura ambiente

(25°C + 2°C) e ao abrigo de luz. Ap6s esse periodo os extratos estavam prontos para serem analisados.

2.3.1 Sequestro de radicais livres DPPH’
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A avaliacdo da atividade antioxidante por meio do sequestro de radicais livres 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila-DPPH’, dos biopolimeros de IPS incorporados de diferentes concentracbes de MPL foi
realizada de acordo com a metodologia de Yang et al. (2018) e Crouvisier-Urion et al. (2016) com
algumas modificacdes. A atividade antioxidante dos filmes foi medida ao longo do tempo (até 24 horas)
com objetivo de se observar o comportamento antioxidante da MPL no decorrer das horas. 1mL
sobrenadante obtido na etapa de preparo dos extratos foi misturado a 1mL de solu¢do metandlica de
DPPH (50 mg L™) resultando em uma concentracéo final de 25 mg L™ de DPPH. A mistura foi mantida
ao abrigo de luz e temperatura ambiente por 24 horas. A absorbancia das amostras foi medida a 517nm
em espectrofotdbmetro Bel SPECTRO S-2000 (Monza, Italia) nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 3, 6 e 24
horas. Solucdo de DPPH e metanol foi utilizada como controle e a atividade de sequestro de radicais

livres DPPH (RSA) foi calculada utilizando a Equagéo 1.

(RSA, %) — [Acontrole_Aamostra] * 100 (1)

Acontrole

Onde Aamostra fOi 0 valor de absorbancia da encontrado para a amostra e Acontrole & absorbancia do controle.

2.3.2 Sistema f-caroteno/acido linoleico

A avalia¢do da atividade antioxidante por meio do sistema [B-caroteno/acido linoleico foi
realizada de acordo com a metodologia de Phoopuritham et al. (2012) com algumas modifica¢fes. 10mg
de B-caroteno foi dissolvido em 10mL de cloroférmio e 0,4mL dessa solugdo foi pipetada em 40uL de
acido linoleico e 400mg de Tween20®. O cloroférmio foi evaporado da solucdo e 100mL de agua
destilada saturada com oxigénio (30 minutos sob oxigenacao) foram adicionados de forma lenta sobre
a mistura com agitacdo constante (Emulsdo A). Em seguida, 2mL da Emulsdo A foram adicionados a
2mL do sobrenadante obtido na etapa de extragdo. Paralelamente, foram preparadas duas solugGes, uma
sem o antioxidante (controle) e outra com os mesmos reagentes da Emulsdo A, sem o B-caroteno
(Emulsdo B). As leituras das amostras foram realizadas em espectrofotdmetro Bel SPECTRO S-2000
(Monza, Italia) a 470nm nos tempos 0 e ap6s 60 minutos em banho maria a 50°C. A porcentagem de
atividade antioxidante (%AA) foi calculada de acordo com a Equacgéo 2.

% AA) = [1- ] )

Onde Aoe A% sd0 as absorbancias medidas no tempo 0 de incubagao para as amostras e controle,

respectivamente, e Ace A°: sdo as absorbancias medidas apds 60 minutos de incubacgao para as amostras

e controle, respectivamente.
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2.4 Preparo da carne moida e acondicionamento

Cortes de coxdo duro (Biceps femoris) foram obtidos em agougue local no dia do preparo. A
carne foi cortada em pedagcos menores e moida em moedor de carnes elétrico (BECCARO® modelo
Picador PB-22, Brasil), utilizando-se uma placa com orificios de 8mm de didametro. A carne moida foi
dividida em cinco por¢Oes iguais, correspondentes aos 5 tratamentos: amostra controle (C), filme
controle (FC), e filmes ativos com 0,25 (MPL2); 0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7) (p/p) de MPL. Em
seguida, cerca de 60g de carne moida foram pesadas e dimensionadas sob pressdo em forma de
hambudrguer com o uso de formas plasticas de 10cm de diametro. As amostras foram colocadas em
bandejas de poliestireno, cobertas superficialmente pelos nanobiopolimeros e embalados com filmes
comerciais de cloreto de polivinila (PVC). A carne embalada foi acondicionada em camara climatica
tipo BOD (modelo EL202, EletroLab, Brasil), a temperatura controlada de 4°C £ 1°C, sendo submetidas
a fotoperiodo de 12 horas (luz/escuro). As analises de oxidacdo lipidica e cor foram realizadas nos

tempos 0; 1; 2; 3 e 4 dias.

2.5 Avaliacdo da oxidacao lipidica

A oxidacdo lipidica das amostras de carne moida foi analisada pelo indice de TBARS e foi
realizada segundo metodologia descrita por Raharjo et al. (1992), com algumas modificacdes. Foram
pesados 5g de amostra e adicionados de 20mL de solugéo de &cido tricloroacético a 5% (TCA), sendo a
mistura triturada em homogeneizador Politron até se obter um liquido homogéneo (5 minutos). Em
seguida, a solucdo foi filtrada em papel filtro. Aliquotas de 2mL foram retiradas e transferidas para tubos
de ensaio contendo 2mL de solucdo de acido tiobarbiturico 0,08 M (TBA, diluido em &cido acético
glacial 50%). Os tubos foram colocados em banho-maria a 100°C durante 10 minutos e em seguida,
resfriados a temperatura ambiente, sendo submetidos a leitura da absorvancia em espectrofotdmetro SP
2000UV (BEL Photonics) a 532nm. Os valores foram expressos em miligrama de malonaldeido (MDA)
por kilograma de amostra (mg de MDA/kg) multiplicando o valor da absorvancia lida por 3,69 (valor

de correcdo para as leituras das absorvancias).

2.6 Anélise de compostos volateis

A separacéo e identificagdo dos compostos volateis foi conduzida em um cromatografo gasoso
acoplado a um espectrémetro de massas (GC-MS QP2010 Plus, Shimadzu, Japan), equipado com injetor
automatico para liquidos e gases (AOC-5000; Shimadzu, Japan) e uma coluna SLBTM (5% phenyl-
95% dimethylsiloxane; 30m x 0.25mm X 0.25um), segundo modificag¢des do procedimento descrito por

Kim et al. (2008). Cerca de 2,5 g da amostra foi pesada em uma vial de 22 mL e selado com um septo
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de silicone/PTFE. Os compostos organicos volateis foram extraidos em headspace por microextracao
em fase sdlida (SPME), utilizando-se uma fibra DVB/CAR/PDMS (Divinylbenzene, Carboxen e
Polydimethylsiloxane, 1 cm, 50-30pum de espessura de filme; marca Supelco). Antes da extragdo dos
volateis, a fibra foi limpa a 250°C por 5 minutos para prevenir possiveis contaminagfes. As amostras
foram pré-aquecidas por 10 minuto a 60°C em bloco de agquecimento, e em seguida, a fibra SPME foi
exposta por 45 minutos no vial para a extracdo dos compostos. A fibra foi entdo, injetada no CG, onde
permaneceu por 5 minutos para a dessor¢do. A temperatura do injetor foi mantida a 250°C e operado no
modo splitless. O gés de arraste utilizado foi Hélio 5.0 com um fluxo de 1,00 mLmin™. A temperatura
do forno foi programada de 35°C (mantida por 2 minutos), a 80°C com taxa de 2 °C/min, de 80° a 150°C
a uma taxa de 4°C/min e de 150° a 230°C a uma taxa de 8°C/min. O espectrdmetro de massas utilizado
foi o de impacto de elétrons (70 eV) utilizando 0 modo scan (45 a 350Da) com um corte de solvente em
0,55 min. A temperatura da interface do detector e da fonte de ions permaneceu a 250°C e 200°C,
respectivamente. Os compostos volateis foram identificados comparando os espectros de massas obtidos
com espectros de massas fornecidos pelo banco de dados do software (Wiley 8 e FFNSC 1.2) e os indices
de retencdo obtidos experimentalmente comparados a dados reportados na literatura, por meio da injecéo

de uma série homoldga de alcanos.

2.7 Formas redox da mioglobina e analise de cor objetiva

As formas redox da mioglobina e avaliacdo objetiva da cor das carnes foi realizada com o uso
de um colorimetro espectrofotométrico modelo CM-700 (Kénica Minolta, Japdo) com porta de abertura
de 8 mm, iluminante A, angulo de 10° para o observador e luz especular incluido SCI e excluido SCE.
5 leituras de cor foram realizadas em pontos distintos na superficie das carnes apds remocao dos filmes.

Foram registrados os dados de reflectancia de 400 a 720nm em intervalos de 10nm.

O conteldo relativo dos pigmentos heme (OMb, DMb e MMb) foram estimados pelo método
matematico de Krzywicki (1979) e os indices de cor: luminosidade (L*), indice de vermelho (a*) e
indice de amarelo (b*) indices de saturacdo (C*) e angulo de tonalidade (h; em graus) foram obtidos

pelo colorimetro.

As amostras também foram fotografadas utilizando cAmara Photosimile 100 Studio (Ortery,
Irvine, CA, USA) com quatro lampadas verticais (Philips Ecotone PL-L 865/4p; 18 W, 6500 K, 1200

Im E 80 Ra) em cada canto.

2.8 Analise estatistica
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Os filmes testados foram produzidos utilizando um delineamento inteiramente casualisado
(DIC), onde as concentragdes de MPL variaram de 0 (FC); 0,25 (MPL2); 0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7)
(p/p). Para a avaliacdo do efeito antioxidante dos filmes em carne moida, o experimento também foi
conduzido em um delineamento inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 5 x 5, sendo quatro
biopolimeros (FC, MPL2, MPL5 e MPL7) mais a amostra de carne controle (C, sem o acondicionamento
pelo biopolimero), e cinco tempos de armazenamento (0, 1, 2, 3 e 4 dias), armazenados a 4°C + 1°C. O

experimento foi conduzido em trés repetigoes.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SAS® (Statistical Analysis System —
SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) em um nivel de significancia de 5%. Os principais efeitos e sua
interacdo sobre os indicadores estudados foram determinados por anélise de variancia (ANOVA), e
quando necessario, as médias foram analisadas pelo teste de Tukey. O experimento foi conduzido em

trés repeticoes.

3 Resultados e discusséo
3.1 Potencial antioxidante dos biopolimeros

A atividade antioxidante dos diferentes tratamentos de biopolimeros de IPS e MPL pelos
métodos de sequestro de radicais livres DPPH" e sistema B-caroteno/acido linoleico sdo mostradas nas
Figuras 1 e 2. Os filmes incorporados com MPL (MPL2, MPL5 e MPL7) apresentaram aumento da

atividade antioxidante quando comparado ao filme controle (FC) para as duas metodologias.
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Figura 1 Atividade de sequestro de radicais livres DPPH" dos biopolimeros de IPS controle FC e
adicionados de 0,25 (MPL2), 0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7) de MPL.

O método de sequestro de radicais livres DPPH" se baseia na reducdo das moléculas desses

radicais os tornando estaveis a partir da presenca de compostos fenolicos.

O aumento da atividade antioxidante dos biopolimeros adicionados de MPL pode ser explicado
devido a estrutura quimica da molécula de lignina sendo estudada por varios autores (Beisl, Friedl, &
Miltner, 2017; Santos, Erdocia, Gatto, & Labidi, 2014; Weijun Yang et al., 2018). Cada monémero de
lignina — alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico — € composto por dois grupamentos
hidroxila (-OH) que podem estar disponiveis para a doagdo de elétrons ao radical livre DPPH". Além
disso, o extrato utilizado na analise foi preparado com utilizacdo de metanol e agua, essa Ultima
favorecendo a solubilidade do IPS e migragdo das moléculas ativas de MPL do interior dos filmes para
a solugdo, permitindo sua atuagdo no sequestro de radicais livres. O fato das particulas de lignina
apresentarem tamanho reduzido (micro) e portanto menor peso molecular também favorecem sua

mobilidade pelo filme (Crouvisier-Urion et al., 2016; Gilca et al., 2015).

O aumento mais significativo no sequestro de radicais livres observado nas primeiras 6 horas,
mas com manutencdo do acréscimo até o periodo final analisado (24 horas) sem que um platd de
atividade fosse observado é interessante quando se pensa na aplicacdo desses filmes em alimentos, visto
gue a MPL pode vir a atuar de forma mais prolongada mesmo quando liberada do filme para a matriz

alimenticia, atuando na diminuicdo da oxidagdo do produto a longo prazo.
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Ainda, a atividade antioxidante observada no filme controle (FC) (até 11,7%) podem estar
relacionados a presenca de aminoacidos com agdo antioxidante nas proteinas presentes no IPS (ex: B-
lactoglobulina e o-lactoalbumina) como triptofano, prolina, histidina e tirosina que podem atuar
eliminando ou impedindo a formagdo de radicais livres seja pela doacgdo de elétrons e/ou prétons ou
ainda pela presenca de grupamentos sulfidrilas (Anderson & Moore, 2004; de Souza et al., 2019;
Mohanty, Mohapatra, Misra, & Sahu, 2016). Nos filmes contendo 0,75% (p/p) de MPL (MPL7), a

atividade antioxidante aumentou mais de 3 vezes em relagdo a amostra controle.

Yang et al. (2016) também encontraram aumento da atividade antioxidante por meio da analise
de sequestro de radicais livres de filmes de PVA e quitosana incorporados com 1 e 3% de nanoparticulas
de lignina. Os autores encontraram um aumento do sequestro de radicais livres de 4,5 vezes para 0s
filmes adicionados da maior concentracdo quando comparados ao controle. Crouvisier-Urion et al.
(2016) também encontraram o aumento da atividade de sequestro de radicais livres de filmes de
quitosana incorporados com 10, 20 e 30% de lignina comparados ao controle, com atividade de

sequestro de radicais de até 60%.

O extrato dos filmes contendo MPL também foi capaz de inibir a oxida¢do da emulsdo de -

caroteno/acido linoleico para todas as concentrac@es testadas (Figura 2).

18 d

=
()]

=
S

=
N

=
o

Atividade antioxidante (%)

, ]

FC MPL2 MPL5 MPL7

Figura 2 Atividade antioxidante (%) pelo sistema B-caroteno/acido linoleico de biopolimeros de IPS
controle FC e adicionados de 0,25 (MPL2), 0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7) de MPL. Médias observadas
em barras com a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A inibigdo da oxidagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico observada também pode estar
relacionada a presenca dos grupamentos hidroxila (OH) nas moléculas de MPL que vao atuar na

neutralizagdo dos radicais livres formados durante a peroxidacéo do acido linoleico, protegendo o B-
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caroteno da oxidagdo. A neutralizagdo reduz a degradagdo do B-caroteno que é responsavel pelo
branqueamento da emulsdo inicialmente laranja e assim, a presenca de antioxidantes mantém a cor
inicial do sistema (Elzaawely, Maswada, El-Sayed, & Ahmed, 2017). Toh et al. (2010) também
encontraram reducdo da peroxidagao do acido linoleico ao analisarem extratos de lignina de folhas de
cha verde e relacionam sua atividade antioxidante a atuagdo de grupamentos metoxilas localizados na

posicdo orto de grupos hidroxila na estabilizacdo dos radicais.

3.2 Avaliacdo da oxidacao lipidica

Verificou-se que houve interagdo significativa (p<0,05) entre os tratamentos e o tempo de

armazenamento (Figura 4).

TBARS (mg MDA/ kg de amostra)

0,2

0 1 2 3 4
Tempo (dias)

Figura 3 Valores de TBARS para carne moida acondicionadas sem (C) e com biopolimeros de IPS
controle FC e adicionados de 0,25 (MPL2), 0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7) de MPL.
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A avaliacdo oxidativa pelo indice de TBARS é baseada na quantificacdo do composto
malonaldeido (MDA), um produto secundario relativamente estavel derivado da degradagdo oxidativa
de &cidos graxos poli-insaturados. E um dialdeido de trés carbonos que pode existir em diferentes formas
dependendo do valor de pH do meio (Amaral, Solva, & Lannes, 2018). Para carne bovina espera-se 0
aumento de seus valores com o passar do periodo de armazenamento (Osawa, De Felicio, & Gongalves,
2005).

Inicialmente, o valor de TBARS para a amostra de carne moida foi de 0,43 mg MDA/kg com
aumento para até 1,89 mg MDA/kg durante o estudo. Outros trabalhos também encontraram valores
iniciais reduzidos de TBARS para musculo bovino cru inteiro e moido (variando de 0,2 — 0,7 mg
MDA/kg) com aumento no decorrer do tempo de armazenamento (Olivares, Dryahina, Spanél, & Flores,
2012; Trindade, Mancini-Filho, & Villavicencio, 2010). O rapido aumento do indice de TBARS durante
0 periodo analisado pode ser explicado devido a maior manipulacdo do alimento durante o preparo
inicial de moagem que acarreta aumento da sua superficie de contato e pode favorecer a maior formacao

de produtos de oxidacdo e deterioracdo, o que justifica a escolha pelo tempo de analise de 4 dias.

Os valores de indice de TBARS apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos a
partir do dia 1 de armazenamento a 4°C + 1°C, com diminui¢do da formacdo do composto para o
tratamento MPL2. A amostra de carne moida acondicionada em filme PVC (C) e a amostra embalada
no filme de IPS controle (FC) apresentaram os maiores valores de TBARS ao final o periodo de analise
(tempo 3 e 4). Os tratamentos MPL2, MPL5 e MPL7 apresentaram valores reduzidos de oxidagéo
lipidica comparado aos dois tratamentos controle (C e FC) com menores valores de TBARS no tempo
3 e 4. Além disso, também pode-se observar que os tratamentos C e FC parecem atingir um valor
maximo de producdo do MDA no tempo 3 com inicio de sua degradacédo e consequente queda no dia 4,
que pode estar relacionado a um pico de formacao de substancias reativas ao acido tiobarbitirico e inicio
de sua degradacéo, o que ndo acontece para os tratamentos acondicionados pelos filmes ativos onde se

tem uma manutencédo da quantidade de MDA em valores reduzidos do dia 2 ao dia 4.

Valores de TBARS reduzidos no Gltimo periodo de armazenamento de carnes embaladas em
filmes de gelatina e lignina relacionando o resultado a a¢&o antioxidante da lignina. De modo contrario,
Nufez-Flores et al. (2013) ndo encontraram diferenga significativa na reducéo dos valores de TBARS
de carne embalada em filmes de gelatina e lignina ao longo do tempo de estudo, apesar de terem
encontrado uma forte atividade antioxidante in vitro dos filmes relacionando o fato a uma possivel

dificuldade de liberacdo dos compostos antioxidantes para o alimento quando comparado & agua.

Ainda, é reportado na literatura que valores a partir de 2,0 mg MDA/ kg de carne j& sdo
suficientes para ocasionar mudangas perceptiveis e inaceitaveis nas caracteristicas sensoriais da carne
(Trindade et al., 2010). E importante considerar as diferencas nas metodologias de analise de indice de

TBARS utilizadas (se a quente ou frio, reagentes, dentre outros) e como isso pode interferir nos valores
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finais de MDA, porém, para o presente estudo, as amostras de carne moida acondicionadas pelos filmes
controle (C e FC) apresentaram valores de TBARS bem préximos a 2,0 no tempo 3 de armazenamento
a 4°C £ 1°C, chegando a 1,82 e 1,46 para os filmes C e FC, respectivamente, enquanto as amostras de
filmes adicionados de MPL (MPL2, MPL5 e MPL7) se mantiveram abaixo da metade do limiar até o
tempo 4, exceto para o tratamento LMP5 que apresentou TBARS de 1,06 e 1,08mg/kg nos tempos 3 e
4, respectivamente. Esse resultado pode ser considerado de extremo interesse da indUstria, pois é uma

alternativa para o retardo da oxidacdo lipidica da carne moida, com aumento de sua vida (til.

3.3 ldentificacdo de compostos volateis

A técnica de deteccdo de compostos volateis por cromatografia gasosa (CG) € sensivel, precisa
e especifica para a identificacdo de compostos derivados da oxidacdo lipidica. Neste estudo foram
identificados 30 compostos de oxidacdo lipidica sendo sete deles presentes em todas as amostras de
carne moida em todos os tempos, sendo eles: hidrocarbonetos pentadecano e octadecano e aldeidos
hexanal, heptanal, octanal, nonanal e decanal. Os compostos volateis sdo identificados na Tabela 1,
juntamente com as médias de suas areas relativas durante os tempos de estudo. Os compostos hexanal,
heptanal e decanal foram afetados (p<0,05) pelo tratamento e tempo (Figura 4 e 5) enguanto

pentadecano, octanal e nonanal foram afetados apenas de forma separada pelas variaveis (Tabela 1).

Observa-se aumento significativo (p<0,05) da area relativa ao pentadecano de acordo com o
aumento da concentracdo de MPL adicionada ao biopolimero ativo (Tabela 1). Para o octadecano
também se observa diminui¢do da area relativa ao longo do tempo de estudo, com pico maximo ap6s 24
horas de acondicionamento. Porém, para ambos, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
testados. Os hidrocarbonetos séo resultantes da decomposic¢do oxidativa dos lipideos de cadeia longa
presentes na carne bovina crua estando relacionados ao desenvolvimento de odor caracteristico de
degradagdo da carne (Insausti, Beriain, Gorraiz, & Purroy, 2002; Maggiolino et al., 2019). Estudos
anteriores que analisaram a formagdo de hidrocarbonetos em carne bovina crua apresentaram
comportamentos variados. Lyte et al. (2016) encontraram comportamento semelhante com aumento
inicial da area do pico do octadecano e outros hidrocarbonetos e posterior diminuicdo em amostras de
carne moida acondicionada em embalagem com mondéxido de carbono durante 48 horas. Kong et al.
(2017) também encontraram reducgdo de octadecano em amostras de presunto irradiadas relacionando o

hidrocarboneto a um dos compostos volateis de maior poder odorante em carnes.
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Tabela 1 Areas dos picos relativos (103) dos compostos volateis identificados nas carnes. Cada valor é
a media de suas &reas durante os 4 dias de armazenamento.

Compostos Tratamentos

C FC MPL2 MPL5 MPL7
Alcodis
3,4-butanediol 9,11 54,81 209,96 523,05 1025,61
2-octen-1-ol 16,82 26,08 24,65 17,39 9,05
1-octen-3-ol 88,18 84,00 64,50 99,07 82,65
Hexanol 94,92 102,99 61,76 103,14 64,15
2-etilhexanol 16,81 30,62 14,72 13,57 11,42
Heptanol 20,24 39,57 27,70 35,08 31,01
1-octanol 35,94 31,15 40,63 53,37 45,40
1-nonanol 12,91 9,72 25,27 36,41 34,57
1-undecanol 7,60 9,03 10,24 5,22 9,53
1-dodecanol 17,53 4,14 61,09 81,58 46,00
Hidrocarbonetos
Estireno 45,22 47,39 34,56 31,89 21,19
Propano 11,93 7,94 10,65 n.a n.a
Pentadecano 2,74 1,85° 3,07%¢ 4,49 5,20°
Octadecano 6,90 5,67 8,22 7,07 8,36
Undecano 9,77 6,45 5,39 7,57 7,33
Aldeidos
Hexanal 62,78 35,69 20,57 9,82 8,77
Heptanal 35,59 24,96 18,35 13,69 10,43
Octanal 33,83° 31,99° 36,17° 35,09 14,64
Nonanal 117,95 89,59% 119,62° 132,462 67,78"
2-nonenal 8,78 17,60 27,82 12,97 1,47
Decanal 5,35 6,81 5,38 17,36 22,55
Dodecanal 4,30 3,77 3,63 4,15 n.a
Tetradecanal 23,91 25,12 32,72 23,62 11,42
Cetonas
2-heptanona 13,15 14,68 12,13 11,16 10,48
3-octanona n.a n.a 16,68 13,08 10,94
Fenilacetaldeido 60,20 18,52 31,68 34,41 23,17
Diversos
Hexametilciclotrisiloxano 27,01 16,39 12,79 17,42 14,67
Octametiltetrasiloxano 17,41 9,64 8,76 1,27 9,38
Pyrrolidine2,4-dione 24,92 42,71 25,07 18,47 n.a
2-pentylfuran 16,69 15,32 15,60 13,77 7,13

Letras minudsculas diferentes na mesma linha significa que houve diferenca significativa entre os resultados pelo

teste de Tukey (p<0,05).

Os aldeidos lineares saturados e insaturados com mais de cinco a&tomos de carbono podem ser

produzidos a partir da degradacéo oxidativa da gordura e do metabolismo de micro-organismos e sdo

utilizados como indicadores da oxidacgao de carne (Argyri, Mallouchos, Panagou, & Nychas, 2015). O

hexanal, heptanal e octanal sdo formados durante a oxidagdo do &cido linoleico e servem como

indicadores do estrago e rancidez da carne (Alnoumani et al., 2017). Os resultados mostram interacéo

significativa entre os tempos e tratamentos para o hexanal e heptanal com menor formagdo de ambos os

compostos apds 24 horas de acondicionamento das carnes nos filmes ativos (MPL2, MPL5 e MPLY7)

comparados aos dois controles (C e FC) (Figura 4). Também houve uma manutencdo de valores
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reduzidos dos compostos durante todo o periodo analisado para os filmes ativos, com &reas
significativamente menores ao final do estudo para o hexanal (Figura 3). O hexanal vem sendo utilizado
como um indicador da degradacdo e rancificacdo da carne bovina ja bem documentado, sendo
relacionado a sua vida atil (Insausti et al., 2002; Lyte et al., 2016). Zadeh et al. (2019) também
encontraram efeito positivo na reducdo da area dos picos relativos ao hexanal e heptanal de dleo de soja
e peixe embalados em filmes de isolado proteico de soja e lignina durante 2 e 4 semanas, relacionando-

as a acdo antioxidante da lignina e a boa compatibilidade entre ela e a matriz polimérica do filme.

Ainda, a diferenga mais pronunciada na formacdo de hexanal e heptanal ap6s 24 horas, com
reducdo de 95,6% e 90,4% de suas areas, respectivamente, para o tratamento MPL7 comparado a C,
pode ser correlacionada aos resultados encontrados para atividade antioxidante dos biopolimeros pelo
sequestro de radicais livres DPPH, onde se observou uma atividade antioxidante mais intensa nas
primeiras 6 horas de reagdo, com diminui¢do mas manutencao do crescimento da atividade de sequestro
dos radicais livres nas Gltimas 18 horas analisadas. Pode-se supor que uma vez liberadas para a matriz
alimenticia, as moléculas de MPL possuem boa eficiéncia em estabilizar os radicais livres presentes,
saturando, mas mantendo sua atividade antioxidante a partir dos momentos iniciais de contato.
Crouvisier-Urion et al. (2016) encontraram resultados semelhantes ao analisarem a atividade
antioxidante de filmes de quitosana incorporados de lignina durante 72 horas. Em seu estudo, 0s autores
observaram um aumento mais intenso da atividade antioxidante nas primeiras 10 horas de analise, com

atividade de sequestro de radicais livres proxima a 60%.
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Figura 4 Area relativa dos picos (10%) dos compostos volateis hexanal (a), heptanal (b) em amostras de
carne moida sem (C) e com biopolimeros de IPS controle FC e adicionados de 0,25 (MPL2), 0,50

(MPL5) e 0,75% (MPL7) de MPL.
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O octanal apresentou diferenca significativa na reducdo de sua area relativa entre os tratamentos
com diminuicdo da formagao do composto para a carne acondicionada por MPL7 (Tabela 1). Também
houve reducdo da area do composto ap6s 24 horas, com manutengao dos valores pelo restante do periodo

analisado.

O nonanal é derivado da oxidacdo do acido oleico e foi encontrado em boa propor¢do nas
amostras, podendo ser explicado devido ao fato de o &cido oleico ser um dos acidos graxos mais
abundantes na carne bovina o que favorece a producdo dos compostos volateis derivados de sua
oxidagdo (Alnoumani et al., 2017). Os resultados foram semelhantes ao encontrado para o octanal, com
diminuicdo da formacdo do composto para a carne acondicionada por MPL7 e reducdo da area do

composto apds 24 horas, com manutencao dos valores pelo restante do periodo analisado.

O decanal é relacionado ao odor de sabdo das carnes. Seu comportamento também apresentou
diferenca significativa entre os tempos e tratamentos testados (Figura 5), porém o que se observou foi
uma maior producdo do composto para a amostra acondicionada pelo filme MPL7 e menores valores
para MPL2 e C ap6s 24 horas. Ainda, observou-se um aumento da area relativa a esse composto no
tempo 3 para MPL5, com posterior queda no tempo 4. Esses comportamentos sdo dificeis de serem
explicados, mas também foram encontrados por outros autores. Lyte et al. (2016) também encontraram
aumento da area relativa ao decanal em amostras de carne moida embaladas sob atmosfera de O ap6s
24 horas com reducdo em 48 horas. Argyri et al. (2015) encontraram aumento da area relativa do
composto em amostras de carne moida embaladas sob atmosfera de O, ap6s 114 horas de

armazenamento a 5°C e diminuicdo apds 162 horas.
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Figura 5 Area relativa dos picos (10°%) do composto volatil decanal em amostras de carne moida sem (C)
e com biopolimeros de IPS controle FC e adicionados de 0,25 (MPL2), 0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7)
de MPL.

A diminuicdo dos hidrocarbonetos e aldeidos ao longo do periodo de armazenamento também
é encontrada por outros autores ao estudarem carne in natura moida acondicionadas sob O, (Argyri et
al., 2015; Lyte et al., 2016). O comportamento pode estar relacionado a fatores como: producdo de
compostos derivados da oxidagdo durante o processo de moagem da carne que explicaria 0 aumento
inicial, com posterior supressdo da producéo desses compostos devido a redugdo do contato das amostras
com O; pela utilizacdo das embalagens, degradacéo de compostos volateis ja formados devido a sua
volatilidade ou acdo microbiana, varia¢es na composicdo da carne e caracteristicas bioquimicas, além
da ocorréncia de mecanismos alternativos de oxidagdo como a foto-oxidagdo e oxidacdo enzimatica
durante o periodo de armazenamento.

Para este estudo, a utilizacdo da embalagem de IPS pode favorecer a supressdo da oxidacdo
lipidica por se tratar de um material com elevada propriedade de barreira ao oxigénio (Weizman, Dotan,
Nir, & Ophir, 2017). O oxigénio atua como catalisador da oxidacao lipidica, favorecendo o inicio e
propagacdo da reacdo com consequente aumento dos produtos da oxidacdo, portanto a diminuicdo de
contato da carne com o oxigénio poderia ter favorecido a diminuicdo da oxidacdo lipidica desses
tratamentos. Além disso, o IPS sozinho pode apresentar leve atividade antioxidante como discutido nos

resultados de atividade antioxidante dos biopolimeros, contribuindo para os resultados encontrados.
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3.4 Formas redox da mioglobina e andlise de cor objetiva

O efeito da utilizacdo dos biopolimeros ativos nas formas quimicas da mioglobina e na cor CIE
das amostras de carne moida estdo demonstrados na Figura 6 e Tabela 2.
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Figura 6 Valores de a* (a) e C* (b) para as amostras de carne moida sem (C) e com biopolimeros de IPS
controle FC e adicionados de 0,25 (MPL2), 0,50 (MPL5) e 0,75% (MPL7) de MPL.
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Tabela 2 Valores de L*, b*, h*, % MMb e %OMb de carne moida embalada em diferentes biopolimeros.
Cada valor é a média de cada pardmetro durante os 4 dias de armazenamento para todos os tratamentos.

R Tempo
Parametro 0 1 5 3 4
L* 46,29+ 0,20 4475° + 132  44,42°+213  46,00% + 2,42 46,38°+ 2,10
b* 17,67 £ 0,26 14,80°+ 1,27 14,16+ 141 13,51°+1,90 14,23° + 1,41
h 40,88+ 2,29 41,97°+289 47,26°+2,98 54,20°+ 4,20 51,27 + 4,56
% MMb 35,32%+ 5,60 37,79°+6,30 48,95°+527 61,30°+ 6,26 56,30° + 7,90
%0Mb 57,24* + 4,25 53,98°+509 42,11°+502 29,94°+ 546 34,78°+ 6,52

Letras minusculas diferentes na mesma linha significa que houve diferenca significativa entre os resultados pelo
teste de Tukey (p<0,05).

As formas redox da mioglobina, metamioglobina (MMb) e oximioglobina (OMb) foram
afetadas (p<0,05) apenas pelo fator tempo (Tabela 2) enguanto ndo foram observadas interacdes
significativas para deoximioglobina (DMb). De modo geral, observou-se o aumento da MMb e
diminuicdo de OMb com o aumento dos dias, comportamento esperado para esses pigmentos. Essa
alteracdo indica a oxidacdo dos pigmentos heme durante 0 armazenamento das carnes e esta relacionado
a descoloracdo das carnes e oxidacdo lipidica. Os pigmentos podem influenciar na oxidacéo lipidica de
dois modos: a mioglobina atua como fonte de ferro idnico livre ou hematina que podem catalisar a
reacdo; ou ainda, a MMb pode interagir com produtos primarios da oxidacdo (hidroperéxidos ou
peroxido de hidrogénio), dando origem a compostos intermediarios (radicais peroxil e alcoxil) que vao
atuar nas etapas de iniciacdo, propagacdo e terminacdo da oxidacdo lipidica (Amaral et al., 2018;

Faustman, Sun, Mancini, & Suman, 2010).

A interacdo entre tratamento e tempo de armazenamento afetaram (p<0,05) apenas os valores
de a* (vermelhiddo) e C* (saturacdo) do indice de cores CIE (Figura 6), sendo a média dos demais
¢ g

parametros (L*, b* e h*) afetados apenas pelo tempo e apresentados na Tabela 2.

A luminosidade (L*) da carne bovina apresenta redugdo com o tempo de armazenamento do
produto, que foi observada nos dias 1 e 2, porém também houve manutencdo da média inicial (dia 0)
para os dias 3 e 4 (Tabela 2). Diversos fatores podem influenciar na luminosidade das carnes, o que pode
ter influenciado os resultados variados encontrados, como: seu teor de agua, superficie de amostragem
com mais ou menos presenca de gordura/masculo e luz ambiente. Seu escurecimento também pode ser
explicado pela oxidagdo da OMb em MMb observada, e a formagéo de catalisadores da oxidag&o lipidica
durante esse processo, favorecendo a descoloragdo da carne como explicado anteriormente (Amaral et
al., 2018; Nufiez-Flores et al., 2013).

O indice a* esta relacionado a cor vermelha/verde da superficie das amostras, sendo a
manutencdo de seu valor ligado a aceitacdo do produto por parte do consumidor (Weizman et al., 2017).
Para as amostras analisadas, observa-se que todos os tratamentos apresentaram valores positivos, porém

com reducdo durante o periodo de armazenamento (Figura 6). Entre os tratamentos, as médias das
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amostras C e MPL5 durante o tempo foram as unicas que apresentaram diferenca significativa entre si,
com valores menores de a* para MPL5. Apesar de ndo ter havido diferenca significativa do teor de OMb
e MMb entre os tratamentos, a reducdo da cor vermelha observada durante o tempo é esperada e pode
ser confirmada também visualmente (Figura 7), estando relacionada e confirmada pela degradacgdo de
OMDb, pigmento de coloragdo vermelho brilhante e formacdo de MMb, pigmento de coloragdo marrom.

O valor de b* também apresentou reducdo com o tempo de armazenamento para todos 0s
tratamentos (Tabela 2). Sanchez-Escalante et al. (2003) também ndo encontraram nenhuma diferenca
significativa para os valores de b* entre os tratamentos de carne moida adicionada de antioxidantes

naturais e embaladas sob atmosfera modificada armazenada a 2°C durante o periodo de estudo.

O indice C* ou saturacdo indica a intensidade da cor, sendo amostras com elevado valor de C*
consideradas saturadas e as que apresentam valores reduzidos consideradas palidas. As amostras
apresentaram diminuicdo de C* ao longo do tempo (Figura 5), indicando perda da intensidade da cor
inicial e esta relacionado a degradacdo de OMb e formacdo de MMb. Ainda, o tratamento C foi capaz
de manter os valores de saturacdo mais altos comparado aos outros tratamentos. Carvalho et al. (2019)
encontraram resultados semelhantes para amostras de carne moida acondicionadas em filmes de IPS,
nanofibra de celulose e 6leo essencial de tomilho (C* variando de aproximadamente 19-32) onde houve

reducdo de C* ao longo de 4 dias de armazenamento das amostras a 4°C + 1°C.

O indice h ou angulo de tonalidade indica o tom de cor (vermelho, verde, azul, etc) sendo o
sOlido de cor referente aos valores encontrados para h dividido em quatro quadrantes. Os valores
encontrados para os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa exceto para os tempos
analisados (Tabela 2) e os valores encontrados saem de 40 e chegam a 51 no dia 4, estimando a coloracao

vermelha a alaranjada das amostras.

A Figura 7 representa as imagens das amostras de carne moida para os tratamentos durante 0s
tempos. Visualmente é claro perceber que as amostras de carne moida saem de uma tonalidade de
vermelho brilhante para marrom durante os dias de armazenamento, confirmados pelos valores de h*
(Tabela 2). Porém, também se observa a presenca de pontos mais avermelhados nos tratamentos
acondicionados pelos biopolimeros que ndo estdo presentes na amostra C a partir do tempo 3. Esperava-
se que esses pontos favorecem a manutencdo dos valores de a* das amostras o que ndo foi confirmado
através da leitura pelo colorimetro. Esse fato pode ser explicado por Girolami et al. (2013). Os autores
comprovaram que existe uma limitagcdo nos resultados das leituras de L*, a*, b*, h* e C* das carnes
realizadas por colorimetro, sendo os valores obtidos ndo apenas da superficie da amostra, mas também
oriundos da penetragdo e difusdo da luz do colorimetro pelo interior da amostra, diferindo das cores

observadas visualmente.
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Figura 7 Imagens das amostras de carne moida acondicionadas em diferentes biopolimeros.

4 Concluséo

Com este estudo, sugere-se que a utilizacdo da concentracdo de 0,50% (p/p) de MPL aos filmes
de IPS seja suficiente para fornecer atividade antioxidante a esse material permitindo sua utilizagao no

controle da oxidagdo lipidica de carne moida pelo periodo e condicfes estudadas.
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