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RESUMO GERAL

Neste trabalho foi desenvolvida uma embalagem ativa de isolado proteico de
soro de leite (IPS) e nanofibra de celulose (NFC) incorporada com Gleo essencial
de tomilho (OET). O IPS foi utilizado como base polimérica para os filmes,
glicerol como agente plastificante, NFC como agente de reforco e OET como
agente antioxidante. Na primeira etapa do estudo foi selecionada a melhor
concentragdo de NFC com base nos resultados obtidos pelas andlises de
espessura, solubilidade, morfologia (MEV), propriedades mecanicas, de
permeabilidade (PVA) e Optica. Na segunda etapa, os filmes foram adicionados
de diferentes concentracdes de OET e caracterizados quanto as propriedades
morfoldgicas (MEV), térmicas (DSC e TGA), estruturais (DRX e FTIR),
mecanicas, de PVA e Opticas. Na ultima etapa foram avaliadas as atividades
antioxidantes do OET e dos nanobiopolimeros ativos e realizada a aplicacdo dos
filmes em carne moida (Biceps femoris) com o objetivo de se avaliar a
capacidade de prevencdo da oxidagdo das carnes pelos filmes ativos, através da
andlise do indice de TBARS e da cor objetiva, durante 0o armazenamento a
4°C+1°C por 4 dias. Como resultados, a adicdo de NFC nas concentracdes
intermediérias (2 e 4% p/p) permitiu a formacdo de filmes mais resistentes a
agua, menos permeaveis, mais rigidos e menos elasticos, com boa dispersao da
nanoparticula pela matriz polimérica. Para o filme adicionado da maior
concentracdo de NFC (6% p/p), observou-se a tendéncia de aglomeracdo da
nanoparticula, com manutencdo das propriedades analisadas. N&o houve
diferenca na cor e transparéncia dos nanobiopolimeros adicionados de NFC. A
adicdo de 4% (p/p) de NFC foi selecionada para posteriores estudos e
aplicacGes. A incorporacdo de diferentes concentracdes de OET permitiu a
formacéo de filmes com boa interacdo entre seus constituintes, elevado indice de
cristalinidade e aumento da temperatura de transicéo vitrea (Tg), diminuicdo da
permeabilidade e aumento da estabilidade térmica (TGA). Os filmes ficaram
menos amarelos, com tendéncia ao verde, mais palidos e menos transparentes
com a adigdo de OET. As propriedades mecénicas foram reduzidas e a disperséo
das NFC foi diminuida com a adicdo de OET. A presenca dos compostos timol e
carvacrol no OET e nanobiopolimeros foram confirmadas por CG, assim como
suas atividades antioxidantes por meio das metodologias de analise de sequestro
de radicais livres DPPH e sistema B-caroteno/acido linoleico. Houve diminuigéo
dos valores de oxidacdo para as amostras de carne moida acondicionadas pelos
nanobiopolimeros adicionados de OET (TBARS) e o tratamento incorporado de
20% (p/p) de OET foi capaz de manter a cor vermelha das carnes demonstrados
pelos resultados de indice de cor a*, saturacdo (c*) e angulo de tonalidade (h*).
Os resultados indicaram que a utilizacao de filmes com 4% (p/p) de NFC e 20%



(p/p) de OET foi capaz de melhorar as propriedades dos filmes e prevenir a
oxidagdo da carne moida com consequente manutencéo de sua qualidade durante
0 periodo de tempo e condicGes estudadas.

Palavras-chave: Nanobiopolimeros. Embalagem ativa. Caracterizacéo.



GENERAL ABSTRACT

In this study, an active packaging was developed with whey protein isolate
(WPI) and cellulose nanofiber (CNF) incorporated with thyme essential oil
(TEO). The WPI was used as base polymer for the films, glycerol as a
plasticizer, CNF as a reinforcing material and TEO as an antioxidant agent. In
the first stage of the study, the best concentration of CNF was select based on
the results obtained by the analysis of thickness, solubility, morphology (SEM),
mechanical, permeability (WVP) and optical properties. In the second stage, the
films were added with different concentrations of TEO and characterized as the
morphological (SEM), thermal (DSC and TGA), structural (XRD and FTIR),
mechanical, optical and WVP properties. In the last step, the antioxidant
activities of TEO and active nanobiopolymers were evaluated and the
application of the films in ground beef (Biceps femoris) was conducted in order
to evaluate the ability of the active films in preventing the oxidation of meat by
the analysis of TBA and color of the samples during storage at 4°Cx1°C for 4
days. As results, the addition of the intermediate concentrations of CNF (2 and
4% w/w) allowed the formation of films more resistant to water, less permeable,
more rigid and less flexible, with good dispersion of the nanoparticle along the
polymer matrix. For the higher concentration of CNF (6% w/w), there was a
tendency to agglomeration of nanoparticles by the polymer matrix, with
maintenance of the properties analyzed. There was no difference in color and
transparency of nanobiopolymers added with CNF. The addition of 4% (w/w) of
CNF was selected for further studies and applications. The incorporation of
different concentrations of TEO (20; 30 and 40% w/w) allowed the formation of
films with good interaction between its components, high crystallinity index and
increased the glass transition temperature (Tg) and thermal stability (TGA) with
also a decreased in the permeability. The films were less yellow, with a tendency
to green, paler and with less transparency with the addition of TEO. The
mechanical properties were reduced and the dispersion of the CNF was
decreased. The presence of the compounds thymol and carvacrol in TEO and
nanobiopolymers added with the oil, were confirmed by gas cromatography, as
well as its antioxidant activities through analysis of kidnapping free radicals
DPPH and B-carotene/linoleic acid system. A decrease of the oxidation values
was observed for ground beef samples aconditionated by nanobiopolymers
added with TEO (TBA) and the treatment added with 20% (w/w) of TEO was
able to maintain the red color of the meat shown by the results of color a*,
saturation (C*) and hue angle (h*). The results indicated that the use of films
with 4% (w/w) of CNF and 20% (w/w) of TEO was able to enhance film



properties and prevent the oxidation of ground beef with a consequent
maintenance of quality during the time and conditions studied.

Keywords: Nanobiopolymers. Active packaging. Characterization.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As embalagens plasticas para alimentos se tornam cada vez mais
importantes para a inddstria, sendo caracterizadas como ndo biodegradaveis e
ainda, derivadas de recursos fosseis ndo renovaveis. O descarte e acumulo
desses residuos na superficie terrestre é motivo de crescente preocupacdo
ambiental, sendo uma das solugGes para o problema, o estudo e desenvolvimento

de novos materiais, obtidos por meio de fontes renovaveis e biodegradaveis.

Os polimeros biodegradaveis séo capazes de sofrer decomposi¢édo pela agao
de microrganismos. Os mais comuns e estudados hoje em dia sdo derivados de
polissacarideos e de proteinas, e sua utilizacdo na producdo de embalagens para
alimentos cresce a cada dia. Como exemplos desses compostos utilizados na
producdo de embalagens alimentares pode-se citar: amido, quitosana, celulose,
isolado proteico de soro de leite, concentrado proteico de soro de leite, proteina

de soja e de milho, dentre outros.

O isolado proteico de soro de leite (IPS) tem sido amplamente empregado
como base polimérica para a producdo de embalagens biodegradaveis, sendo
obtido principalmente como um subproduto da industria de queijos. Filmes
produzidos a partir desse material geralmente apresentam excelentes
propriedades de barreira ao oxigénio e a aromas, transparéncia e boa capacidade
em formar filmes. Porém, o IPS apresenta limitacbes em suas propriedades
mecéanicas, de permeabilidade ao vapor de &gua, solubilidade, e formam filmes
com reduzida barreira a luz quando comparados as embalagens plésticas, o que

pode dificultar sua utilizacdo em alimentos. Como maneira de solucionar esses
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problemas, estudos vém sendo realizados com a adi¢ao de nanoparticulas a esses
materiais, com resultados promissores sobre a melhoria dessas propriedades.

Dentre as nanoparticulas adicionadas a filmes biodegradaveis tem-se a
nanofibra de celulose (NFC). Quando incorporada na matriz, ela é capaz de
conferir alta rigidez, boa flexibilidade e diminuicdo da permeabilidade ao vapor
de &gua e solubilidade dos materiais devido a alta interagdo que essas

nanoparticulas apresentam com a matriz polimérica dos filmes.

Ainda, devido ao crescente interesse dos consumidores por alimentos que
sejam cada vez mais proximos ao “natural”, tem-se a necessidade de se buscar
alternativas aos conservantes sintéticos comumente adicionados aos alimentos.
O oleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) é amplamente conhecido,
principalmente, devido a sua atividade antibacteriana e antioxidante, e quando
incorporado a filmes alimentares permite a formacdo de embalagens ativas,

sendo essas capazes de prolongar a vida Gtil do alimento acondicionado.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi de desenvolver uma embalagem
ativa biodegradavel de IPS e NFC incorporadas com agente antioxidante 6leo
essencial de tomilho. Os objetivos especificos foram: selecionar uma
concentracdo 6tima de NFC para o filme de IPS de acordo com as propriedades
de espessura, solubilidade, morfol6gicas, mecanicas, de barreira e Opticas dos
filmes (Artigo 1); caracterizar as embalagens ativas de IPS e NFC contendo 6leo
essencial de tomilho quanto as propriedades morfoldgicas, estruturais, térmicas,
mecénicas, de barreira e Opticas (Artigo 2); e avaliar as propriedades
antioxidantes do 0leo essencial de tomilho e das embalagens ativas, além de
aplicar os filmes ativos em carne moida, avaliando sua influéncia sobre a

prevencéo da oxidacdo e manutencdo da qualidade da carne (Artigo 3).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Embalagens plésticas e 0 meio ambiente

Os materiais plasticos sdo amplamente utilizados pela industria de
embalagens de alimentos, apresentando caracteristicas desejaveis como prego,
versatilidade de uso, maciez, leveza, transparéncia e alta durabilidade
(SIRACUSA et al., 2008). Segundo o ultimo levantamento feito pela Associagdo
Brasileira da Industria do Plastico - ABIPLAST, por meio de dados obtidos da
Tabela de Recursos e Usos do IBGE, no ano de 2009 o setor de alimentos e
bebidas ocupou a primeira posicdo no hanking de principais setores
consumidores de plastico no pais, com uso de 16% do total de plastico
produzido e utilizado pelos diversos setores de servigos (ABIPLAST, 2016).

As embalagens plasticas de alimentos podem se apresentar na forma
rigida, como garrafas e caixas, e também na forma de materiais flexiveis como
os filmes e sacolas. Os filmes pléasticos vém ganhando grande espago no
mercado devido a sua variedade de utilizagdo como no recobrimento de frutas,
produtos de confeitaria, embalagens de manteiga e margarina, produtos
minimamente processados ou ja porcionados como carnes e vegetais;
possibilitando assim, a reducdo da troca de umidade entre o alimento e o
ambiente, a absorcdo de oxigénio, migracdo de lipideos e melhorias nas
propriedades de barreira e protecéo fisica do alimento (SARANTOPOULOS et
al., 2002; SOUSA et al., 2002).

Porém, além de serem considerados como polimeros ndo biodegradaveis
devido ao longo periodo que necessitam para serem decompostos pelo meio

ambiente, os materiais plasticos também sdo derivados do petréleo, um recurso



17

ndo renovavel. Seu descarte inadequado é causa de poluigdo ambiental, com
efeito prejudicial sobre a vida selvagem, florestas e cidades (SHAH et al.,
2008).

A consciéncia sobre esses residuos e seu impacto sobre 0 meio ambiente
tem despertado a preocupacdo da populacdo mundial e também um grande
interesse acerca dos polimeros biodegradaveis, sendo diversos estudos e projetos
realizados e propostos com o objetivo de se buscar alternativas vidveis a
substituicdo desses materiais (AZEVEDO et al., 2015; KROCHTA; MULDER-
JOHNSTON, 1997; SIRACUSA et al., 2008).

2.2 Polimeros biodegradaveis

O termo “material biodegradavel” é usado para descrever materiais que
sdo degradados pela acdo enzimatica de organismos vivos, tais como bactérias,
leveduras e fungos, obtendo como produtos finais da degradacéo o dioxido de
carbono (CO,), agua, biomassa, hidrocarbonetos e gas metano (CH4) (AVELLA
etal., 2005).

Os polimeros biodegradaveis sdo geralmente divididos em dois grupos
com base em sua origem: 0s sintéticos e 0s naturais. O primeiro grupo pode ser
produzido a partir da sintese quimica de monémeros naturais; pela mistura
destes com mondmeros de petroleo; ou ainda produzidos por microrganismos. Ja
0s naturais sdo diretamente extraidos da biomassa, como 0s polissacarideos e
proteinas (DOPPALAPUDI et al., 2014).

Esses materiais naturais vém sendo muito estudados e considerados

como potenciais substitutos aos polimeros sintéticos por apresentarem



18

principalmente dois beneficios: biodegradabilidade e por serem derivados total
ou parcialmente de fontes renovaveis (AZEVEDO et al., 2015; DIAS et al.,
2014; GUERRERO et al.,, 2014). Como exemplo de materiais que podem
originar filmes biodegradaveis tem-se: amido, quitosana, celulose, albumina,
gelatina, isolado proteico de soro de leite, poliésteres, poliaminoacidos,
polihidroxibutirato, e varios outros (DOPPALAPUDI et al., 2014).

Sendo assim, 0 uso de materiais biodegradaveis na producdo de
embalagens alimentares pode contribuir para a solugdo do problema ambiental
relacionado a producdo e descarte inadequado das embalagens sintéticas,
contribuindo para a preservacdo e desenvolvimento sustentavel (JIMENEZ et
al., 2012).

2.3 Soro de leite

A Portaria de nimero 53/2013 (MAPA — Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento) cria o “Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Soro de Leite” e define esse produto como sendo “o liquido obtido
a partir da coagulagdo do leite destinado a fabricagdo de queijos, caseina ou
produtos lacteos similares” (BRASIL, 2013, p. 6).

O soro de leite € um liquido de cor amarelo-esverdeado, considerado
rico nutricionalmente por conter grande variedade de macro e micronutrientes
como carboidrato (lactose), lipideos, proteinas, calcio, magneésio e vitaminas do
complexo B (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006).

Dos nutrientes presentes, destacam-se principalmente as proteinas, pois

cerca de 20% de seu total no leite permanecem no soro ap6s o0 processamento,
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sendo consideradas de grande valor nutricional por apresentarem em sua
constituicdo alta concentracdo e variedade de aminoécidos essenciais. Esses
aminoacidos sdo necessarios ao metabolismo humano, mas nao sdo sintetizados
por ele, sendo entdo supridos por meio da alimentacdo. As principais proteinas
presentes no soro de leite sdo as B-lactoglobulinas, a-lactalouminas, aloumina de
soro bovino, imunoglobulinas e proteose-peptonas, que quando adicionadas aos
produtos alimenticios, acrescentam valor nutricional e propriedades funcionais
tecnologicas muito desejaveis como solubilidade, emulsificacdo e formacdo de
espuma (HARAGUCHI; ABREU; PAULA, 2006; ORDONEZ, 2005; PAGNO
etal., 2009).

Em média, para cada quilo de queijo produzido, sdo gerados 9 kg de
soro de leite. Ha alguns anos, a grande maioria desse subproduto era descartada
em rios, mares e esgoto, causando um grande problema ambiental devido a alta
taxa de demanda bioguimica 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 (GHALY; KAMAL, 2004; ZACARCHENCO et al.,
2013).

Porém, hoje em dia, inUmeros produtos ja estdo sendo desenvolvidos
pela industria de alimentos a fim de aumentar sua utilizacéo e aproveitamento.
Dentre eles podemos citar: soro de leite em p6, concentrado proteico de soro de
leite (CPS), isolado proteico de soro de leite (IPS), bebidas l&cteas, doce de leite,
sorvetes, lactose, entre outros (GIROTO; PAWLOWSKY, 2001).

Assim sendo, tendo em vista seu alto valor nutricional, variedade de
aplicacdo e o grande impacto que seu descarte inadequado acarreta a0 meio
ambiente, o estudo de sua utilizacdo e aplicagdo na industria de alimentos torna-

se muito interessante.
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2.3.1 Filmes biodegradaveis de isolado proteico de soro de leite

Os produtos CPS e IPS sdo obtidos a partir da concentracdo do soro de
leite por filtracdo e diferem entre si basicamente pelo teor de proteinas e lactose
presentes. Nesses produtos, observamos uma relacdo inversa entre esses dois
nutrientes, onde na medida em que o teor de proteina aumenta, o de lactose
diminui. Para o CPS o teor proteico pode variar de 35% a 80% e para o IPS essa
concentracdo deve ser acima de 90% (KRESIC et al., 2008; PAGNO et al.,
2009).

Filmes biodegradaveis geralmente sdo produzidos pelo método casting
(“processo imido”), onde a base do filme ¢ dissolvida em solvente e depois
seca. A escolha da base polimérica € importante para a obtencdo de filmes
facilmente removiveis de suas superficies de secagem sem apresentar
enrugamento ou rasgamento do material (THARANATHAN, 2003).

O IPS tem sido utilizado com muito sucesso como base polimérica na
producdo de filmes biodegradaveis em virtude de essas embalagens serem
capazes de impedir mudangas na qualidade de alimentos processados,
aumentando sua vida Util por apresentarem excelentes propriedades de barreira
ao oxigénio, odores e aromas. Além disso, também apresentam elevada
transparéncia, sdo facilmente removidos durante o processo de producdo por
casting e altamente disponiveis como subproduto da inddstria de queijos
(AZEVEDO et al., 2015; GOUNGA; XU; WANG, 2007; HERNANDEZ-
IZQUIERDO; KROCHTA, 2008; SABATO et al., 2001; SEYDIM; SARIKUS,
2006).

Em contrapartida, devido a natureza hidrofilica das proteinas, esses

filmes apresentam alta permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade
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(KOKOSZKA et al., 2010; RAMOS et al., 2013), além de se apresentarem
frageis e pouco maleaveis, necessitando da adi¢cdo de materiais de reforco que
sejam capazes de incrementar essas propriedades (AZEVEDO et al., 2015;
GOUNGA; XU; WANG, 2007; RAMOS et al., 2013; SOTHORNVIT; RHIM;
HONG, 2009).

2.4 Nanoparticulas em embalagens

A nanotecnologia pode ser definida como a ciéncia que estuda materiais
com particulas que apresentem pelo menos uma de suas dimenses em escala
nanométrica, na ordem de 1-100 nm. Esses materiais sdo chamados de
nanoparticulas e por apresentarem grande area superficial, frequentemente
exibem propriedades fisicas e quimicas diferentes do mesmo material em escala
macroscépica (AZEREDO, 2009).

A produgdo de nanoparticulas pode ser realizada utilizando-se duas
metodologias: “top down” e “bottom up”. A mais utilizada em escala industrial
se refere a abordagem top-down, onde 0s materiais em escala nanométrica sdo
obtidos a partir do cisalhamento do material em maior escala. JA para a
abordagem bottom-up, as nanoparticulas sdo obtidas através da juncdo de
atomos ou moléculas que possuam capacidade de se auto agregarem
(AZEREDO, 2009; SOZER; KOKINI, 2009).

As aplicagfes da nanotecnologia estdo mais comumente presentes nas
ciéncias médicas e de diagnosticos, producdo de energia, computacdo molecular
e materiais estruturais. A industria de alimentos, por outro lado, apresenta lenta
adaptacdo a essa &rea da ciéncia que pode ser explicada pela crescente

preferéncia dos consumidores a produtos “naturais” e uma ligeira preocupagao
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em relagdo as nanoparticulas no que diz respeito a falta de conhecimento sobre
seus possiveis efeitos sobre a salde humana e o meio ambiente, j& que suas
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas podem ser diferentes dos materiais
convencionais, e por isso seus efeitos e impactos ndo podem ser previstos
(CHAU; WU; YEN, 2007; DUNCAN, 2011; SOZER; KOKINI, 2009). Ainda,
existem poucos regulamentos e sdo referentes a nanoparticulas especificas. Esse
fato estd associado a falta de ferramentas legais e cientificas e informagdes de

forma a se controlar o crescimento desse mercado (ASSIS et al., 2012).

Porém, pesquisadores e industria confirmam o grande potencial de
utilizagdo da nanotecnologia em todos os segmentos da inddstria de alimentos:
agricultura, processamento, embalagens e suplementos alimentares, e ainda,
destacam o setor de embalagens como 0 mais promissor devido a uma maior
aceitacdo dos consumidores por essa juncéo, visto que a nova tecnologia estaria
presente “fora do alimento” e ndo adicionada diretamente ao produto. Como
exemplos dos beneficios que as nanoparticulas podem trazer as embalagens de
alimentos, citam-se o auxilio na producdo de sensores de microrganismos
patdgenos, de gases ou de violagdo do produto e de protecdo contra raios U.V,
além da formacéo de filmes poliméricos mais fortes e impermedveis e liberacéo
controlada de compostos (AZEVEDO et al., 2015; BOUWMEESTER et al.,
2009; DIAS et al., 2014; DUNCAN, 2011).

A nanotecnologia aplicada a polimeros ¢é 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. O fato de as nanoparticulas apresentarem maior
superficie de contato que o material em escala macroscdpica favorece a

interacdo desse material com a matriz polimérica dos biopolimeros
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incrementando as caracteristicas finais do filme (AZEREDO, 2009;
SILVESTRE; DURACCIO; CIMMINO, 2011).

Dentre as inUmeras vantagens de se ter nanoparticulas misturadas as
matrizes poliméricas de filmes biodegradaveis ressaltam-se vantagens
econdmicas e ambientais, a seguranca de ndo se ter nenhuma interacao critica
(direta) entre as nanoparticulas e os alimentos acondicionados, diminuigdo do
gasto de energia necessario para a reciclagem, aumento da biodegradabilidade,
incremento da barreira ao vapor de dgua e propriedades mecanicas, entre outros
(AZEVEDO et al., 2015; DIAS et al., 2014; SANTOS et al., 2014
SILVESTRE; DURACCIO; CIMMINO, 2011).

Apesar da sua ampla variedade de aplicagdo, pouco se sabe acerca dos
efeitos das nanoparticulas sobre 0 meio ambiente e sade humana, visto que os
materiais apresentam elevada superficie de contato e propriedades quimicas e
fisicas diferentes dos materiais em escala macroscépica (ASSIS et al., 2012),
sendo necessérios estudos sobre a migracdo dessas particulas adicionadas as

embalagens para os alimentos e seus efeitos toxicologicos (MUNK et al., 2015).

2.4.1 Nanofibra de celulose

Além de ser amplamente distribuida pelo planeta, a celulose é derivada
de fontes renovaveis e tida como biodegradavel, sendo considerada como uma
substituta promissora as matérias-primas derivadas do petrdleo (JONOOBI et
al., 2015; SIRO; PLACKETT, 2010). Além disso, o fato de serem subprodutos

da industria e apresentarem baixo custo sdo atrativos a sua utilizagao.
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Ela é produzida por plantas, arvores e bactérias através da polimerizagdo
e condensacao de moléculas de glicose oriundas do processo de fotossintese. Em
sua forma nativa, a celulose se apresenta principalmente na forma cristalina, mas
também sdo encontradas regifes amorfas na estrutura, que permitem a quebra da
molécula em porcdes menores, por exemplo, durante a hidrélise &cida
(EICHHORN, 2011).

A nanofibra de celulose pode ser obtida por meio da hidrélise éacida,
onde se originam estruturas puramente cristalinas, chamadas na literatura de
whiskers de celulose; ou ainda por meio do processamento mecanico que podem
incluir metodologias de cisalhamento, microfluidizagdo, sonificagdo, dentre
varias outras, e que vao originar estruturas de nanocelulose que apresentam
regibes cristalinas e amorfas (BUFALINO, 2014; EICHHORN, 2011). E elas
também podem ser obtidas a partir de diversos materiais celul6sicos como:
eucalipto, algodao, beterraba, banana, cana de agucar, celulose bacteriana, palha,
entre outros (JONOOBI et al., 2015; MORAIS et al., 2013).

Diversos estudos tém demonstrado a eficacia da adi¢do de nanofibra de
celulose a polimeros biodegradaveis com o objetivo de melhorar as propriedades
mecanicas e de barreira, resultando em nanocompdsitos com alta rigidez, boa
ductilidade e com excelentes propriedades de permeabilidade ao vapor de agua,
devido principalmente & alta interagdo que essas nanoparticulas apresentam com
a matriz polimérica dos filmes. Estudos relatam que a adi¢do de pequenas
concentragdes € suficiente para se obter o resultado desejado, e que existe uma
tendéncia em se obter uma baixa concentracdo para a melhoria das propriedades,
visto que a adicdo de concentracfes elevadas pode provocar a reducdo ou
manutencdo das propriedades iniciais (ABDULKHANI et al., 2014; AZEREDO
et al., 2010; SANCHEZ-GARCIA; GIMENEZ; LAGARON, 2008; SANTOS et
al., 2014; REDDY; RHIM, 2014).
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2.5 Embalagens ativas antioxidantes

As funcdes béasicas de uma embalagem sdo a de isolar o alimento do
ambiente externo e protegé-lo das a¢bes de microrganismos, poeira, luz, gases,
forcas mecéanicas e odores que podem vir a modificar as caracteristicas
esperadas para aquele produto. Também é atribuida a ela a funcdo de venda,
visto que a maioria dos consumidores associa a embalagem a qualidade do
produto acondicionado (SUNG et al., 2013).

Porém, com as mudangas continuas nas tendéncias do mercado e
demandas dos consumidores atuais, as embalagens de alimentos passam a
adquirir novas funcbes atreladas as ja existentes. As exigéncias dos
consumidores e as tendéncias da producdo mundial demandam produtos frescos,
saborosos, convenientes e com prazo de validade prolongado, associados a uma
qualidade controlada e satisfatéria (DAINELLI et al., 2008).

Para suprir essa demanda, surgem no mercado as embalagens ativas e
inteligentes. Essas embalagens apresentam como principal caracteristica a
interacdo embalagem-produto e/ou embalagem-meio. Nas embalagens
inteligentes tem-se 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 sdo aquelas que tém por
objetivo a extensdo da vida Util do produto, mantendo ou até mesmo melhorando
sua qualidade (DAINELLI et al., 2008; DUTTA et al., 2009).

Dentre as embalagens ativas mais estudadas e j& disponiveis no mercado
temos as que atuam na absor¢do de oxigénio, de etileno, no controle de umidade,
eliminacdo ou emissdo de CO,, sobre o controle de sabores e odores e as que

liberam de forma progressiva agentes antimicrobianos, antioxidantes, etanol e
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preservadores de cor, dentre outros (AZEVEDO et al., 2015; AZEREDO;
FARIA; AZEREDO, 2000; CHI; ZIVANOVIC; PENFIELD, 2006; DIAS et al.,
2014; PIRES et al., 2013; VERMEIREN et al., 1999).

Dessa forma as embalagens ativas tém ganhado espaco e atencdo, pois
além de oferecerem as protecfes basicas de uma embalagem de alimentos
também acrescentam funcBes que permitem a extensao da vida Util e a melhoria
da qualidade do produto, com consequente aumento da intencdo de compra pelos

consumidores.

A oxidagao € o principal fator de deterioracdo de alimentos que contém
lipideos, provocando reducédo de seu valor nutritivo pela perda de &cidos graxos
essenciais e pela formacéo de substancias secundarias potencialmente toxicas ao
organismo. O principal substrato da oxidacdo sdo os acidos graxos insaturados,
sendo suas duplas ligacdes, centros ativos que podem reagir com o oxigénio
(MOURE et al., 2001; ORDONEZ, 2005).

A oxidacédo lipidica pode ocorrer por meio das vias de fotoxidagéo,
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 intermediério reativo, com formacéo de
hidroperéxidos (produtos primarios da degradacdo) e aldeidos, alcoois e
hidrocarbonetos (produtos finais da degradacdo) (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

A autoxidacao é um processo que evolui ao longo do tempo, podendo-se
distinguir trés etapas (CHLOE; MIN, 2006): iniciacdo, propagagdo e término
(Figura 1).
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Iniciacdo RH > R*+H*

Propagacdo R*+0, > ROO*
ROO*+RH > ROOH +R*

Término ROO*+R* > ROOR
ROO®*+ RO0O* > ROOR + O,
R*+R*® > RR

Figura 1 Etapas de desenvolvimento da autooxidacéo. (RH = 4cido graxo insaturado; R*
= radical livre; ROO® = radical peréxido; ROOH = radical hidroperéxido).

Na etapa de iniciacdo ocorre a formacao de radicais livres resultantes da
retirada do atomo de hidrogénio do carbono alilico da molécula de acido graxo,
sendo a reacdo acelerada na presenca de catalisadores metélicos como o cobre e
ferro, e na presenca de enzimas, luz e calor. Na etapa de propagacéo, os radicais
livres (susceptiveis ao ataque de oxigénio) atuam como propagadores da reacao
e sdo convertidos em produtos priméarios da oxidagdo lipidica (perdxidos e
hidroperdxidos). No final da reagdo, os radicais combinam-se formando
produtos estaveis, chamados produtos secundarios (alcanos, alcenos, aldeidos e

cetonas), obtidos por ciséo e rearranjo dos peréxidos (CHLOE; MIN, 2006).

Para a oxidacdo enzimética tem-se a atuacdo da enzima lipoxigenase,
com formac&o de peroxidos e hidroperoxidos com duplas ligacdes e semelhante
ao processo de autooxidacdo, podendo formar diversos produtos, com a
diferenca de ser mais especifico quanto ao substrato e produtos da oxidagdo
(SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Antioxidantes podem ser definidos como substdncias que em

concentragdes menores que as do substrato oxidavel, retardam a oxidagdo
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(rancificagdo), diminuindo a velocidade da reagdo e, consequentemente, a
deterioracdo do produto (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os antioxidantes podem ser classificados em dois grupos: primarios e
secundarios. Os primarios atuam interrompendo a cadeia de radicais por ceder
hidrogénio ao radical lipidico livre ou aos produtos gerados durante a fase de
propagacao, fazendo com que estes assumam a forma de radical estavel,
conforme Figura 2 (APAK et al., 2013).

R*+ AH > RH+A®
ROO*+AH > ROOH + A°*

Figura 2 Mecanismo de atuacdo de antioxidantes primarios. (R*® = radical livre; AH =
antioxidante primario; ROO® = radical peréxido).

Como exemplo de antioxidantes pertencentes a esse grupo tem-se 0s
polifendis, como o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT),
terc-butil-hidroguinona (TBHQ) que sdo sintéticos, e os tocoferdis que sdo
naturais (RAMALHO; JORGE, 2006).

Ja os antioxidantes classificados como secundarios atuam na diminuigédo
da etapa de iniciacdo da oxidacdo, por serem, por exemplo, agentes quelantes de
catalisadores metalicos como o ferro e o cobre; sequestradores de oxigénio, por
atuarem na decomposi¢do de hidroperoxidos formando espécies ndo radicais,
absorvendo radiacdo UV, dentre outros (APAK et al., 2013; LUZIA; JORGE,
2009).
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Como forma de retardar o processo de oxidacdo dos alimentos, a
indlstria opta por adicionar antioxidantes sintéticos diretamente sobre os
produtos, sendo os mais comuns utilizados atualmente, o BHT, BHA e TBHQ.
Porém, devido a crescente preocupacdo da sociedade por alimentos mais
“naturais” e que a0 mesmo tempo ndo deixem de ser praticos no preparo e
consumo, abre-se uma nova demanda no mercado por antioxidantes naturais que
apresentem a mesma eficécia dos sintéticos (COSKUN et al., 2014; NERIN et
al., 2006; NISA et al., 2015).

Antioxidantes naturais sdo extraidos de vegetais e plantas. Sua acgdo é
proveniente pincipalmente dos diversos compostos fendlicos que podem
apresentar, 0s quais podem conferir outras propriedades interessantes, como
antimicrobiana e antifingica (ANDREO; JORGE, 2006).

Embalagens ativas incorporadas com antioxidantes naturais também é
uma alternativa interessante a nova demanda da populacdo, pois a adicdo do
composto antioxidante na matriz polimérica do filme que entrara em contato
com o alimento, e ndo diretamente no produto, é capaz de trazer o beneficio de
retardo da oxidagdo, com consequente aumento da vida atil do produto, assim
como de diminuir as possiveis mudangas sensoriais resultantes da aplicacdo
direta do antioxidante no alimento (CHI; ZIVANOVIC; PENFIELD, 2006;
KIM; USTUNOL, 2001; NERIN et al., 2006; PIRES et al., 2013).

Pesquisas sobre a aplicacdo de embalagens ativas antioxidantes e seus
efeitos sobre a oxidacdo dos alimentos estdo disponiveis na literatura. Camo,
Beltran e Roncalés (2008) avaliaram o efeito de filmes ativos de alecrim e
orégano sobre a oxidagao de bifes de carne de cordeiro e observaram uma maior
estabilidade oxidativa em ambos os tratamentos quando comparados ao filme
controle. Lorenzo, Batlle e Gomez (2014) avaliaram o efeito de filmes ativos de

poliestireno contendo 2% de Oleo essencial de orégano sobre a prevencdo da
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oxidacdo de bifes de carne bovina durante 15 dias de armazenamento a
temperatura de 2 + 1°C, e também encontraram reducéo dos valores do indice de
oxidacdo das carnes acondicionadas pelo filme ativo comparado ao controle

durante o tempo de armazenamento.

Sendo assim, embalagens ativas antioxidantes apresentam grande
potencial para aplicagfes comerciais, principalmente aquelas onde séo utilizados

antioxidantes naturais.

2.6 Oleo essencial de tomilho

Oleos essenciais podem ser definidos como os Oleos extraidos de
plantas, sendo utilizados dois métodos principais de extracdo: por arraste a vapor
ou através da prensagem do pericarpo para 0s casos onde a matéria-prima é
citrica. Sd0 compostos principalmente por mono e sesquiterpenos e de
fenilpropandides que lhes conferem suas caracteristicas sensoriais. As matérias-
primas para sua producdo incluem folhas, flores, cascas, rizomas e frutos e suas
principais aplicacGes estdo na area de perfumaria e cosméticos, alimentos e
medicamentos (BI1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

O tomilho (Thymus vulgaris L.) é uma erva aromatica originéria da
Europa e amplamente consumida no Brasil. E utilizado como erva medicinal e
também na culinéria, sendo parte de varios pratos tradicionais, intensificando o

sabor de preparacdes a base de carne, peixe e cozidos (DEL RE; JORGE, 2012).

Nos ultimos anos, o 6leo essencial de tomilho (OET) vem sendo
amplamente estudado devido principalmente as suas caracteristicas antioxidante
e antimicrobiana (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008; LEE et al.,
2005; SOLIMAN; BADEAA, 2002). Dentre os principais compostos com
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atividade antioxidante encontrados no OET destacam-se o timol e o carvacrol,
pertencentes a classe dos fenilpropandides (LEE et al., 2005; MIRANDA, 2010),

cujas estruturas quimicas estdo apresentadas na Figura 3.

OH

OH

H,C CH, H,C CH,

Timol Carvacrol

Figura 3 Estrutura quimica dos principais compostos antioxidantes presentes no OET.
Fonte: Ramos et al., (2012).

Como antioxidantes, esses compostos podem atuar de varias formas:
ligando-se aos radicais livres, tornando-os estaveis; quelando metais de
transicdo, que atuam como catalisadores da reacdo de oxidagéo; interrompendo a
fase de propagacgdo; reparando a lesdo das moléculas atacadas pelos radicais
livres; dentre muitos outros mecanismos (DEL RE; JORGE, 2012).

Além disso, o OET apresenta acdo antimicrobiana efetiva contra uma
ampla variedade de microrganismos, como as bactérias gram-positivas Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus, gram-negativas Escherichia coli e
Salmonella sp, e ainda contra leveduras e fungos (WU; LIN; ZHONG, 2014).
De modo resumido, os compostos antimicrobianos do OET podem atuar
degradando a parede celular do microrganismo por afetar a dupla camada

fosfolipidica da membrana e suas proteinas, com consequente aumento de sua
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permeabilidade e perda dos constituintes celulares. Também podem agir
alterando o fluxo de elétrons e 0 mecanismo de transporte ativo, coagulando as
estruturas internas da célula e ainda, inibir uma ampla variedade de enzimas ao
inativar ou destruir seu material genético (JAYASENA,; JO, 2013).

O uso de OET como agente antioxidante em embalagens ativas de
alimentos vem sendo amplamente estudado e os resultados sdo positivos. Jouki
et al. (2014) avaliaram o efeito antioxidante de filmes de mucilagem de semente
de marmelo adicionados de diferentes concentracfes de 6leo de tomilho e
observaram um aumento da atividade sequestradora de radicais, pelo método
DPPH, dos filmes que apresentavam o OET em sua constitui¢cdo. Coskun et al.
(2014) estudaram a efichicia do OET na diminuicdo da oxidacdo de
hamburgueres de carne moida e observaram menores concentragdes de peroxido,

comprovando que o 6leo foi capaz de retardar a oxidacéo.

2.7 Carne moida

A carne bovina é um dos alimentos mais consumidos pela populacéo
mundial devido a seu elevado valor nutricional, sendo fonte de proteinas de alto
valor bioldgico, vitaminas, minerais e outros nutrientes (MELO, 2010). O Brasil
ocupa o segundo lugar no ranking de producdo de carne bovina do mundo,
sendo ultrapassado apenas pelos Estados Unidos. Em relacdo aos valores de
exportacdo do produto, o pais se consolida em primeiro lugar ja ha alguns anos,
com valor total de exportacdo de mais de 1,3 milhdo de toneladas no ano de
2015 (ASSOCIAQAO BRASILERIA DA INDUSTRIA EXPORTADORAS DE
CARNE - ABIEC, 2015; BRASIL, 2015).

Ela é normalmente comercializada in-natura, sendo nessa condicao

altamente perecivel devido & sua composicdo quimica, ao elevado teor de
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nutrientes e a elevada atividade de 4gua, que favorece o crescimento microbiano,
principal fator de deterioragdo do produto (TORNUK et al., 2015). Além deste
fator, a oxidacdo lipidica e de pigmentos também é causa de sua deterioracéo,
inclusive em armazenamento sob refrigeracdo, interferindo em suas
caracteristicas de odor, sabor, aroma, cor e textura, com consequente diminuicdo
da aceitabilidade do produto pelo consumidor (BARBOSA-PEREIRA et al.,
2014; RAMOS; GOMIDE, 2007).

A carne bovina moida é definida como “o produto carneo obtido a partir
da moagem de massas musculares de carcagas de bovinos, seguido de imediato
resfriamento ou congelamento” (BRASIL, 2003, p. 29) e oferece grande risco de
contaminagdo e oxidacdo devido a sua maior superficie de contato e grande
manipulagdo (NASCIMENTO et al., 2014).

Um dos atributos mais observados pelos consumidos na hora da escolha
da carne para compra € a cor do produto (LIMA JUNIOR et al., 2011). Esse
pardmetro esta associado principalmente a natureza e conteldo do pigmento
mioglobina (Mb), sendo a oxidagdo um fator que interfere na coloragdo final.
Assim, estratégias que minimizem a formacao dos radicais livres e a propagacao
da reacdo de oxidacdo podem ter efeito sobre a coloragdo da carne bovina e a
aceitacdo do produto por parte do consumidor (RAMOS; GOMIDE, 2007).

Alguns métodos sao utilizados para a avaliacdo da oxidacdo lipidica das
carnes, podendo ser usadas as analises de substancias reativas ao &cido
tiobarbitarico (TBARS) e de cor objetiva da carne (RAMOS; GOMIDE, 2007).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O uso da nanotecnologia atrelado a criacdo de embalagens que
favorecam a extensao da vida atil do alimento acondicionado por meio da adicédo
de agentes antioxidantes aumenta consideravelmente o nimero de possibilidades

de novos estudos na area de embalagens alimentares.

O desenvolvimento desses novos tipos de materiais e a caracterizacao de
suas propriedades pelas diversas técnicas existentes sdo a base para a futura
aplicacdo dessas novas embalagens alimentares, visando a melhoria da qualidade

dos alimentos ofertados pelo mercado.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1

EFEITO DA NANOFIBRA DE CELULOSE COMO MATERIAL DE
REFORCO EM BIOPOLIMEROS DE ISOLADO PROTEICO DE SORO
DE LEITE

RESUMO

A adicdo de nanoparticulas em filmes biodegradaveis € uma alternativa
interessante para o refor¢o de suas propriedades. Foram estudados os efeitos da
adicdo de diferentes concentragdes de nanofibra de celulose (NFC) (0; 2; 4 e 6%
p/p) sobre as propriedades de espessura, solubilidade, morfoldgica (MEV),
mecanica, de permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) e Optica de biopolimeros
de isolado proteico de soro de leite (IPS) pelo método casting de produgdo. O
experimento foi conduzido em trés repeticbes e houve diferenca significativa
entre os filmes adicionados de NFC e o filme controle (p<0,05). O filme com
2% (p/p) de NFC apresentou o menor valor de solubilidade. A analise de MEV
indicou aglomeracdo das nanoparticulas no filme adicionado da maior
concentracdo de NFC (6% p/p). A resisténcia a perfuragdo, resisténcia a tracao e
0 médulo de elasticidade aumentaram com a adi¢cdo de NFC nas concentracdes
de 2 e 4% (p/p), com diminuicdo da deformagdo (exceto para NFC4) e
porcentagem de alongamento na ruptura, caracterizando filmes mais rigidos e
menos elésticos. O biofilme NFC4 apresentou menor valor de PVA. A adi¢éo de
NFC ndo resultou em mudangas significativas em suas propriedades Opticas. A
partir dos resultados, conclui-se que a adicdo de 4% (p/p) de NFC originou
filmes com melhores propriedades mecéanicas e de barreira, caracteristicas
importantes para sua aplicagdo em alimentos.

Palavras-chave: Nanobiocompdsitos. Propriedades mecanicas. Permeabilidade
ao vapor de agua.
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1 INTRODUCAO

Embalagens produzidas a partir de plasticos sintéticos estdo se tornando
um problema cada vez maior para 0 meio ambiente devido a sua resisténcia a
degradacdo natural, descarte inadequado, tratamentos pds-consumo que geram
poluicdo (incineracdo e aterros sanitarios) e utilizacdo de recursos nao
renovaveis como matéria-prima para sua producdo (FRANCHETTI;
MARCONATO, 2006).

O uso de polimeros biodegradaveis para a produgdo de embalagens é
uma alternativa interessante ao problema ambiental, pois esses materiais ao
serem descartados no meio ambiente serdo passiveis de decomposicdo sendo
também derivados de fontes renovaveis (PEELMAN et al., 2013; SIRACUSA et
al., 2008; TANG et al., 2012).

O isolado proteico de soro de leite (IPS) vem sendo estudado na
producdo de embalagens alimentares do tipo filme, e desperta grande interesse,
pois além de ser um material biodegradavel é obtido como um subproduto da
industria de queijos, sendo também um produto comestivel (KOKOSZKA et al.,
2010; OSES et al., 2009; AZEVEDO et al., 2015).

Filmes produzidos a partir de IPS como base polimérica apresentam
excelente barreira ao oxigénio, caracteristica importante, pois quando em
contato com o alimento, o oxigénio pode provocar degradacdo e perda de suas
caracteristicas sensoriais e nutritivas por meio do processo de oxidagdo. Além
disso, esses biopolimeros também apresentam boa barreira a aromas, elevada
transparéncia, capacidade de formar filmes e podem ser usados como

embalagens ativas, transportando aditivos alimentares, antioxidantes,
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antimicrobianos, nutrientes, dentre outros (HONG; KROCHTA, 2003; RAMOS
etal., 2012, AZEVEDO et al., 2015).

No entanto, devido as cadeias de aminoacidos presentes na base
proteica, esses biopolimeros apresentam natureza hidrofilica, caracteristica que
influencia diretamente em suas propriedades de barreira ao vapor de agua e
solubilidade (KOKOSZKA et al., 2010). O parametro de solubilidade pode ser
desejavel ou ndo, dependendo da finalidade do material a ser empregado no
alimento. Para valores de permeabilidade ao vapor de &gua, biopolimeros
destinados & aplicacdo em alimentos devem possuir reduzidos valores de
permeabilidade, de modo a minimizar as trocas de umidade entre 0 ambiente e 0
produto acondicionado (RAMOS et al., 2013). Além disso, filmes produzidos a
partir de IPS sdo frageis e pouco maleéveis, necessitando da adi¢do de outros
materiais de reforco que sejam capazes de incrementar suas propriedades
mecanicas (OSES et al, 2009; RAMOS et al, 2013; GOUNGA; XU; WANG,
2007).

Uma alternativa bastante utilizada a fim de se obter a melhoria do
desempenho de biopolimeros ¢é a adi¢cdo de materiais em escala nanométrica a
sua formulacdo (OYMACI; ALTINKAYA, 2016; AZEVEDO et al., 2015;
ZOLFl et al., 2014). Esses materiais apresentam uma maior area de superficie de
contato por peso de material quando comparados com 0 mesmo em escala
macrométrica, permitindo uma maior interagdo com a matriz polimérica do
filme e levando ao melhor desempenho do material estudado (ANDRADE;
TAPIA; MENEGALLI, 2011).

Dentre os materiais em escala nanométrica adicionados como material
de reforco as solugbes filmogénicas de biomateriais temos as nanofibras
derivadas de celulose (NFC). A celulose estd amplamente distribuida na

natureza como componente das fibras vegetais. E derivada, principalmente, de
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subprodutos da industria, podendo ser obtida a partir de diferentes fontes como:
algodao, eucalipto, madeira, linho, bagago de cana de agucar, beterraba, dentre
outros; o0 que torna sua utilizacdo ainda mais vantajosa do ponto de vista
ambiental e econdmico (ANDRADE; TAPIA; MENEGALLI, 2011). Possui
natureza hidrofilica, fato que leva a alta afinidade com formulacdes poliméricas
de base proteica e também com a maioria dos polimeros naturais (EICHHORN,
2010). Quando adicionadas as embalagens, sdo capazes de conferir alta rigidez,
diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade (AZEREDO et
al., 2008; SANTOS et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito da adi¢do de nanofibra
de celulose (NFC) como material de reforco em filmes de isolado proteico de
soro de leite (IPS), produzidos por casting, sobre as propriedades de espessura,
solubilidade, morfoldgica, mecénicas, de permeabilidade ao vapor de agua e

Opticas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Isolado proteico de soro de leite (IPS - 9400) fornecido pela Hilmar
Ingredients (Hilmar, CA, EUA), glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
e nanofibra de celulose (NFC) cedida pelo Departamento de Engenharia
Florestal — UFLA. A NFC foi obtida por meio da agitagdo mecénica de uma
solucdo contendo 1% de polpa branqueada comercial de eucalipto em agua
destilada durante 20 minutos com posterior desfibrilacdo realizada com 30
passagens em moinho Super Mass Coloider (Masuko®, Jap#o), obtendo-se,
assim, uma suspensdo de nanofibra de celulose com teor de sélidos de 1,76%

(p/v). A nanofibra apresentou didmetro médio de aproximadamente 25nm,
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medido por microscopia eletronica de transmissdo, conforme descrito por
Bufalino (2014).

2.2 Planejamento experimental

O experimento foi conduzido usando um delineamento inteiramente
casualizado (DIC). As concentracGes de NFC testadas foram de 2, 4 e 6% (p/p)
em relacdo ao polimero base. As codificagOes utilizadas para os tratamentos
foram NFCO, NFC2, NFC4 e NFC6, de acordo com a porcentagem de

nanoparticula adicionada. O experimento foi conduzido em trés repeticoes.

2.3 Desenvolvimento dos filmes

Os biopolimeros de IPS e NFC foram produzidos no Laboratério de
Embalagens da Universidade Federal de Lavras (UFLA), pelo método casting e
desenvolvidos de acordo com Azevedo et al. (2015), com algumas modificagoes.
IPS e glicerol foram fixados nas quantidades de 6% (p/v) em relagdo ao volume
de solucdo e 30% (p/p) em relacdo ao polimero base. Para a producédo do filme
NFCO (controle), IPS e glicerol foram dissolvidos separadamente em agua
destilada e mantidos sob agitacdo durante 30 minutos. Para os filmes
adicionados de NFC (2; 4 e 6¢/100g de IPS), esta foi colocada junto ao glicerol
para agitagdo. Depois disso, as duas solugdes foram misturadas e agitadas
novamente por 10 minutos, o pH foi corrigido para 8,0 com solu¢do de NaOH
IN e a solugdo foi agitada em homogeneizador ultrassdnico para dispersdo das
nanoparticulas (Sonifier Cell Disruptor Branson — Modelo 450D, Manchester,
UK) por 10 minutos com amplitude de 80% a 25°C. Posteriormente, as solugdes

foram levadas a banho-maria a 90°C por 30 minutos, resfriadas e vertidas em
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placas de vidro com dimens@es de 18 x 30 cm onde permaneceram por 48 horas
até que o solvente fosse evaporado, com formacdo dos filmes. O volume final

para cada solucdo vertida foi de 125mL.

2.4 Condicionamento, espessura e solubilidade dos filmes

Apos a retirada dos filmes das placas, fez-se o condicionamento a 23 +
2°C e 50 + 5%, respectivamente, durante 48 horas antes do inicio das analises
(ASTM D618-00, 2000).

A espessura média dos filmes foi medida por meio da leitura de 15
pontos distintos, utilizando micrémetro digital Mitutoyo (precisdo 0.01 mm;
Mitutoyo Sul Americana, Suzano, SP, Brasil).

A solubilidade dos filmes em &gua foi determinada por meio da
porcentagem de matéria soltvel da amostra de biofilme, segundo Gontard et al.
(1992), com algumas modificagdes. As amostras foram cortadas em quadrados
de 3x3cm e colocadas em estufa de secagem por 24 horas a 105°C, com
posterior resfriamento e pesagem. Em seguida, cada corpo de prova foi
mergulhado em 70mL de &gua destilada e mantidos sob agitacdo a 175 rpm, a
25°C por 24 horas. Apo6s este periodo, as amostras foram novamente secas sob
as mesmas condicOes utilizadas inicialmente e pesadas. A solubilidade dos

filmes em agua foi entdo determinada conforme Equacédo 1.

Solubilidade (%) = Minicial — Mfina| / Minicial X 100 (l)
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Onde: Minicia € @ massa (g) da amostra seca no inicio da analise € Mgj,q € @ massa
(9) no final da analise.

2.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada
no Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Microestrutural (LME) da
UFLA, em microscépio LEO EVO 40 XVP (Zeiss, Cambridge, Inglaterra), com
voltagem de aceleragdo de 20 kV. As amostras dos filmes apresentavam
aproximadamente 2x2mm e anterior a andlise, foram fixadas a stubs por fita
adesiva dupla face de carbono, e revestidas por banho de ouro sob vécuo

(metalizagao).

2.6 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 pardmetros utilizados durante o teste foram: sonda esférica de
5,0mm de didmetro (sonda A/TG), 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, 2001). A
resisténcia a perfuracao/espessura (RP, N/mm) foi calculada por meio da divisdo

do valor da for¢ca méaxima obtida no ponto de ruptura pela espessura do filme,
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com o objetivo de se eliminar o efeito da variacdo da espessura sobre 0s
resultados. J& a deformacdo (D, mm) foi determinada por meio do ponto de

ruptura dos corpos de prova.

Para o teste de tragdo, 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 parametros utilizados durante a analise foram: separagdo
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 méaxima a tracdo (RT, Mpa) foi calculada pela divisdo da forca
méaxima pela area transversal do corpo de prova. A porcentagem de alongamento
na ruptura (ALR) é calculada pela relacdo entre o alongamento do corpo de
prova e seu comprimento inicial. Para 0 modulo de elasticidade (ME, Mpa)
tragou-se uma tangente a curva tensdo de tragdo x deformagdo na regido linear
(regido elastica), calculando a razdo entre a tensdo e a deformagdo
correspondente (SARANTOPOULOS et al., 2002).

2.7 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de &gua foi realizada no Laboratério de
Embalagens da UFLA, pelo método gravimétrico. Os corpos de prova de cada
tratamento foram cortados em discos de 8cm de didmetro e fixados em cépsulas
contendo silica-gel em seu interior. Estas foram acondicionadas em dessecadores
com solugéo saturada de NaCl e umidade relativa de 75 + 3% sob temperatura
de 23 + 1°C. Apds a montagem das capsulas, fez-se a pesagem em intervalos de
1 hora durante 8 horas para se obter o ganho de peso relacionado a transferéncia
de vapor de agua através do filme (ASTM E96-00, 2002). A taxa de
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permeabilidade ao vapor de agua e a permeabilidade ao vapor de agua foram
calculadas segundo as Equagéo 2 e 3, respectivamente:

TPVA=G/t. A )

Onde: TPVA é a taxa de permeabilidade ao vapor de agua (g
agua/(mz2.dia)); G/t é o coeficiente angular da reta (g agua/dia) e A é a area de
permeacéo do corpo de prova (m?).

TPVA. e
PVA= ————— (3)
ps (UR1-UR2)

Onde: PVA é a permeabilidade ao vapor de 4gua (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 pressdo de saturacdo de vapor de agua a temperatura de ensaio
(2809 Kpa); UR; umidade relativa da camara e UR, umidade relativa do interior

da cépsula.

2.8 Propriedades opticas

Os pardmetros obtidos pela anélise de cor foram: L*, a*, b* e indice de
saturagdo (C*), calculado através da formula: C* = [(a** + b*?) *?]. A andlise de
cor dos filmes foi realizada no Laboratorio de Embalagens da UFLA, e medida

utilizando um colorimetro espectrofotométrico modelo CM-700 (Kénica
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Minolta,Japdo), com fonte de luz D65, angulo observador de 10° e reflectancia
especular incluida (SCI). As leituras foram realizadas com os filmes sobrepostos

em papel de coloracdo branca.

A transparéncia dos filmes foi medida em espectrofotémetro Bel
SPECTRO S-2000 (Monza, Itdlia) a 600nm, retirando-se a medida de
porcentagem de transmitancia (%T), segundo ASTM D1746-03 (ASTM D1746-
03, 2003). Os filmes foram cortados em pedagos 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 Equacao
4:

T = (Log %T)/d (@)

Onde: § € a espessura do filme (mm).

2.9 Analise estatistica

Os dados de espessura (mm), solubilidade (%), RP (Mpa), D (mm), RT
(Mpa), ALR (%), ME (Mpa), PVA (g m™ s™ Pa™) e de propriedades 6pticas
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o software SAS®
(Cary, SC) (p<0,05) e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste

de Tukey. Para os resultados de MEV foram realizadas analises descritivas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Espessura e solubilidade

Houve diferenca significativa (p<0,05) para os resultados de espessura e
solubilidade quando os filmes de IPS foram adicionados de NFC, conforme
Tabela 1.

O controle dos valores de espessura dos filmes é dificil principalmente
quando se utiliza metodologia de producdo do tipo casting. Variagdes nesse
pardmetro podem levar a mudancas nas propriedades mecénicas, de
permeabilidade ao vapor de agua e Opticas dos materiais, sendo seu controle
importante também para se avaliar sua uniformidade (GALDEANO et al., 2013;
PARK; CHINNAN, 1995; HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008). A
concentracdo do material polimérico proteico é um ponto chave no processo de
controle da espessura, onde a formacao de solugdes filmogénicas diluidas deve
ser acompanhada do conhecimento do volume total de solugdo, area do suporte
onde o filme sera formado e nivel da mesa utilizada para secagem do material,
evitando desniveis e formacgdo de diferentes espessuras durante a secagem dos
filmes (SOBRAL, 2000).

Tabela 1 Espessura e solubilidade de biopolimeros de IPS adicionados de NFC

Filmes Espessura (mm) Solubilidade (%)
NFCO 0,1607 + 0,04 28,37+ 0,02
NFC2 0,147%+ 0,06 25,77+ 0,49
NFC4 0,135+ 0,08 28,14+ 0,16
NFC6 0,133°+ 0,01 29,56+ 0,53

* Médias observadas em colunas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente
(p<0,05).
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Para filmes ativos em que se deseja a liberagcdo controlada de alguns
compostos, valores razoaveis de solubilidade s&o interessantes, pois vdo auxiliar
na difusdo e atuacdo do componente ativo no alimento. Da mesma forma, um
filme com fraca resisténcia a agua, ou seja, com solubilidade elevada, dissolve-
se rapidamente perdendo o composto ativo. De forma oposta, para filmes em que
se deseja diminuir os valores de permeabilidade ao vapor de agua e a
manutenc¢do da integridade do produto, serdo necessarios reduzidos valores de
solubilidade, de forma a impedir a dissolucdo do material no alimento
(KROCHTA; BALDWIN; NISPEROS-CARRIEDO, 1994; OZDEMIR;
FLOROS, 2008).

A variacdo da espessura dos filmes de IPS adicionados de NFC foi
pequena, com diferenga significativa (p<0,05) apenas para o tratamento NFC6,
com reducdo do pardmetro comparado ao filme controle (Tabela 1). Os
resultados de espessura encontrados estdo préximos aos obtidos por Machado et
al. (2014) em biopolimeros de amido e nanocelulose de fibra de coco verde,
onde, para os filmes adicionados da maior concentracdo de nanoparticula a
espessura encontrada foi de 0,147 + 0,02mm. Maté & Krochta (1996) também
reportaram espessuras variando de 0,135 a 0,127mm para filmes produzidos com

diferentes concentragdes de IPS e glicerol pelo método casting.

Todos os filmes avaliados apresentaram-se intactos, inteiros e
maleédveis apds o ensaio de solubilidade. No aspecto visual, os biopolimeros
ficaram menos transparentes apresentando-se ligeiramente opacos. O tratamento
NFC2 apresentou diferenga significativa (p<0,05) em relagéo aos demais filmes,
com reducdo de 9,16% da solubilidade em agua quando comparado ao controle
(NFCO0), indicando que os filmes de IPS alcancaram a maior resisténcia a dgua
com a adicdo de 2% (p/p) de NFC (Tabela 1). Para os tratamentos com maior

porcentagem de NFC (4 e 6% p/p), o parametro de solubilidade se manteve igual
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ao encontrado para o filme controle. A reducdo da solubilidade com a adigéo de
baixa concentracdo de nanoparticula pode ser explicada pela atuacdo da NFC
como uma barreira fisica junto a matriz polimérica de IPS, dificultando de forma
direta a absor¢do e a solubilizacdo dos filmes (MACHADO et al, 2014). Ainda,
baixos valores de solubilidade foram encontrados para biopolimeros de IPS por
diversos autores (GOUNGA et al, 2007; OZDEMIR; FLOROS, 2008; RAMOS
et al, 2012) o que pode ser explicado pela alta interacdo entre as moléculas

proteicas e pela intensidade das ligacGes dissulfeto entre as cadeias do polimero.

3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 1 representa as micrografias das superficies dos biopolimeros
de IPS adicionados de NFC por meio da analise de MEV.

O biofilme controle (Figura 1a) apresentou superficie lisa e homogénea.
A NFC, nos demais tratamentos, caracteriza-se como irradiacdes na superficie
dos biopolimeros (MULLER; LAURINDO; YAMASHITA, 2009). Para os
biopolimeros adicionados da nanoparticula nas concentragbes de 2 e 4% (p/p),
observa-se uma distribuicdo homogénea das nanoparticulas pela superficie dos

filmes (Figura 1b e 1c), sem rachaduras.



57

Figura 1 Micrografias de superficie de biopolimeros de IPS adicionados de NCF
analisadas por MEV. Aumento de 1000x. a) NFCO; b) NFC2; c) NFC4; d) NFC6.

Para a maior concentracdo testada (NFC6, Figura 1d) ndo se tem a
mesma distribuicdo e sim uma aglomeracdo das NFC em partes distintas da
superficie. Resultado semelhante foi encontrado por Santos et al (2014) que
estudou o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de NFC em biopolimeros
de proteina de peixe. Estes autores também observaram a tendéncia de
aglomeracdo das nanoparticulas para o tratamento adicionado de 15% (p/v) de
NFC.

A explicagdo para o encontrado estd relacionada a uma possivel
caracteristica da NFC em apresentar uma concentragdo ideal para a adicdo como

material de refor¢o e cujo aumento da concentracdo esta relacionado & maior
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interacdo entra as nanoparticulas do que com a matriz polimérica, com
consequente aglomeragdo. Essa formagdo de pontos de defeito pela matriz esta
relacionada & manutencéo ou piora das propriedades analisadas (SANTOS et al.,
2014).

3.3 Propriedades mecanicas

A adicdo de NFC aos filmes de IPS foi significativa (p<0,05) tanto para
0s parametros avaliados pelo teste de perfuracdo (RP e D) quanto para o teste de
tragdo (RT, ALR e ME), conforme Tabela 2.

A resisténcia a perfuracdo (RP) é definida como a medida da dureza do
filme quando este € submetido a uma forca aplicada perpendicularmente a sua
superficie, e a deformagdo (D) como a elasticidade que o filme apresenta na
mesma situagdo (DIAS, 2013). Como demonstrado pelos resultados encontrados
(Tabela 2), a adicdo de NFC provocou aumento da RP (N/mm) para 0s

biopolimeros
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Tabela 2 Valores de RP, D, RT, ALR e ME de biopolimeros de IPS adicionados de NFC
Filmes RP (N/mm) D (mm) RT (MPa) ALR (%) ME (MPa)
NFCO 80,114% + 0,756 6,012% + 0,836 5,569% + 0,001 36,373% + 2,623 34,219% + 3,188
NFC2 83,683+ 4,827  4,214* +0,193 7,474° 0,001 28,499°+ 1598  48,101" + 2,362
NFC4 88,725" + 2,893 9,931° + 0,367 6,877°+ 0,001 37,032% + 0,681 45 447° + 4,105
NFC6 82,199% + 4,158 3,537+ 0,011 6,060% + 0,006 30,500™ + 1,816 35,643 + 3,216

* Médias observadas em colunas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (P<0,05).
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de IPS adicionados das concentragdes intermediarias da nanoparticula (2 e 4%
p/p), sendo a maior resisténcia encontrada para o tratamento NFC4; 10,75% a
mais que o resultado obtido para o filme controle. Para o tratamento adicionado
da maior concentracdo de NFC (6% p/p) observou-se que o resultado ndo diferiu
estatisticamente do filme controle, e quando comparado ao tratamento NFC4,
houve redugdo de aproximadamente 7,5% do valor. Essa tendéncia de
comportamento também foi relatada por outros autores a partir da utilizagdo de
diversas bases poliméricas e adicdo de NFC (AZEREDO et al.,, 2009;
ABDULKHANI et al., 2014; SANCHEZ-GARCIA; GIMENEZ; LAGARON,
2008) e pode ser atribuido a dificuldade de se obter uma dispersdo adequada da
nanoparticula pela matriz polimérica dos filmes quando se tem uma
concentracdo elevada do composto. Eles ainda ressaltaram que uma das
vantagens da utilizacdo de nanoparticulas como material de reforgo em filmes é
a necessidade de se utilizar baixas concentracbes para de obter excelentes
resultados, sendo que ao se adicionar concentracGes acima da ideal, podem
ocorrer aglomeracdes devido a elevada atracdo entre as nanoparticulas, com
formacdo de ligacBes de hidrogénio e consequente reducdo do efeito desejado.
Essa tendéncia também foi observada para o presente trabalho, podendo ser
confirmada pelos resultados de MEV (Figura 1). A deformacdo (D/mm) dos
filmes quando uma forga vertical é aplicada a sua superficie, ou seja, a distancia
que o material percorre até 0 momento de sua ruptura, nos remete a sua
elasticidade (SARANTOPOULOS et al., 2002). Para os resultados de D,
observa-se um comportamento de diminuicdo dos valores exceto para o
tratamento NFC4. Esse tratamento apresentou os maiores valores de RP e D,
caracterizando um filme com maior resisténcia a perfuracdo e elasticidade.
Reddy; Rhim (2014) relacionam a diminuicdo da elasticidade dos filmes a uma
maior concentracdo de nanocelulose, restricio da mobilidade das cadeias do

polimero e aumento de sua rigidez.
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A resisténcia a tracdo (RT) é a resisténcia méxima oferecida pelo
material quando este é submetido a tracdo (SARANTOPOULOS et al.,
2002). Para os filmes adicionados de NFC observa-se um comportamento de
crescimento nos valores, porém apenas o filme NFC2 apresentou média com
diferenca significativa dos demais, sendo que a partir da adicdo de 4% (p/p)
de NFC o0 aumento ndo se mostrou tdo expressivo, ndo diferindo do filme
NFCO. Esse resultado € semelhante ao encontrado para o teste de perfuracéo,
podendo também ser explicado pela tendéncia de aglomeracdo das
nanoparticulas quando adicionadas em concentrages elevadas. A alta
concentragcdo de NFC pode reduzir a interagdo desta com a matriz proteica
dos filmes levando a uma distribuigdo ndo uniforme da tensdo aplicada nos
filmes, com consequente reducdo da resisténcia desses materiais (REDDY
RHIM, 2014). O filme NFC2 apresentou um aumento médio de 34,22%
guando comparado ao controle. Santos et al (2014) analisaram o efeito de
diferentes concentracdes de nanocristais de celulose em filmes a base de
proteina de peixe, encontrando resultados de RT de aproximadamente 16,9;
17,0 e 16,8 MPa para as concentragdes de 5; 10 e 15% (p/v) de nanocristais,
respectivamente, observando também a diminui¢do do valor para o filme
adicionado da maior concentragdo da nanoestrutura. A melhoria da
resisténcia a tracdo do filme de IPS incorporado com 2% (p/p) de NFC pode
ser explicada devido a uma efetiva dispersdo da NFC pela matriz polimérica
proteica, com a formacéo de uma rede rigida e continua da nanoparticula ao
longo do filme (SANCHEZ-GARCIA; GIMENEZ; LAGARON, 2008); esse
resultado também pode ser confirmado pelas imagens de MEV obtidas da
superficie dos filmes (Figura 1). A porcentagem de alongamento na ruptura
(ALR) demonstra a capacidade de o filme esticar antes de seu rompimento
durante a analise de tracio (SARANTOPOULOS et al., 2002). Os valores de
ALR diminuiram com a adicdo de NFC, indicando um menor alongamento
do material antes da ruptura. Esse resultado demonstra que a adi¢do de NFC
aos filmes diminuiu o efeito plastificante dos materiais e sua capacidade em

esticar, interferindo em sua flexibilidade. Esse fato também pode ser
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explicado pela diminuicdo da mobilidade das cadeias poliméricas com o
aumento de sua resisténcia, confirmado pelos resultados de RP e RT e
corroborando com os valores encontrados para D no teste de perfuracdo
(GOUNGA; XU; WANG, 2007; REDDY; RHIM, 2014). O médulo de
elasticidade (ME) ou M6dulo de Young € a razdo entre a tensdo de tracdo e a
deformacdo na regido linear da curva tensdo-deformacéo (regido elastica) do
filme, sendo uma medida que expressa sua rigidez (SARANTOPOULOS et
al., 2002). Os biopolimeros de IPS adicionados de NFC apresentaram
aumento do ME (Mpa) conforme aumento da concentragdo da nanoparticula,
exceto para o tratamento NFC6. Esse aumento significa aumento da rigidez e
também corroboram com os resultados encontrados para RP e RT. O valor
obtido para o filme NFC6 (que ndo diferiu do controle) também esta
relacionado a aglomeracao e dificuldade de dispersdo da nanoparticula em
concentracdo elevada. Resultados semelhantes foram encontrados por Muller
et al. (2009) que ao estudarem o efeito da adicdo de fibras de celulose sobre
as propriedades mecanicas de biopolimeros a base de amido, encontraram
aumento dos pardmetros de RT e ME e diminui¢do de ALR comparados ao
filme controle. O aumento de RT chegou a 18 vezes o valor do filme
controle para o tratamento adicionado de 0,59 de fibra de celulose/ g de
amido e 34 vezes para o parametro de ME para o mesmo tratamento. No
presente estudo, o biofilme adicionado de 2% (p/p) de NFC apresentou o
maior valor de ME, com aumento de 40,56% quando comparado ao filme

controle.

3.4 Permeabilidade ao vapor de agua

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

parametro de permeabilidade ao vapor de agua (Tabela 3).



63

Tabela 3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) de biopolimeros de IPS
adicionados de NFC

Filmes PVAXx 10" (gm™'s'Pa’)
NFCO0 8,75+ 0,061
NFC2 8,592 + 0,052
NFC4 6,08 + 0,040
NFC6 9,092 + 0,064

* Médias observadas em colunas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente
(P<0,05).

O aumento do teor de umidade em alguns produtos alimenticios
pode dar origem a problemas em sua vida Util, pois pode favorecer o
crescimento de microrganismos indesejaveis, alteracbes de cor e sabor,
perdas nutricionais e das caracteristicas sensoriais esperadas para aquele
produto. Sendo assim, as embalagens alimentares devem diminuir ou
minimizar a troca de umidade entre o alimento e o ambiente, visando a
diminuico desses efeitos (SARANTOPOULOS et al, 2002).

A espessura dos biopolimeros pode interferir de forma direta em
suas propriedades de permeabilidade, porém, a relagcdo entre esses dois
pardmetros ainda ndo estd totalmente definida. Teoricamente, a taxa de
permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) varia com o inverso da espessura
do filme e a permeabilidade ao vapor de 4gua (PVA) deve ser constante.
Como apresentado na Tabela 1, o tratamento com maior espessura (mm) foi
NFCO (controle) e o de menor espessura NFC6 e ambos, neste estudo, ndo
apresentaram diferenga estatistica nos resultados de PVA (Tabela 3).

As limitac6es de filmes produzidos a partir de base proteica sdo bem
conhecidas, principalmente aquelas referentes as suas propriedades de
barreira. Por apresentarem caracteristica hidrofilica, geralmente filmes
proteicos apresentam elevados valores de PVA e inimeros estudos vem
sendo conduzidos com o objetivo de se resolver esse problema, seja por
mudancas nas conformacdes e ligacdes proteicas (aquecimento e radiacéo)
ou pela adicdo de materiais de refor¢co (SABATO et al., 2001; PIRES et al.,
2011; SANTOS et al., 2014). Gounga et al (2007) estudaram o efeito de
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diferentes concentracdes de IPS e plastificante glicerol sobre as propriedades
de barreira dos biopolimeros e concluiram que para PVA, quanto maior a
concentracdo de IPS maior os valores desse parametro. Segundo os autores,
0 aumento estd relacionado ao maior numero de bolhas de ar formadas
durante a preparacdo dos filmes, devido a propriedade funcional das
proteinas de formacgdo de espuma, com consequente aumento do nimero e
tamanho de poros no filme final que serviriam de local de armazenamento
para as fases liquidas do filme (dgua e plastificante), sendo assim, as
moléculas de vapor de &gua interagiriam facilmente com essas porcOes
hidrofilicas na matriz do biofilme, aumentando a PVA.

O filme NFC4 apresentou grande reducdo na PVA comparado aos
outros tratamentos, com diminuicdo de aproximadamente 30,51% em sua
permeacdo em relacdo ao filme controle. A adicdo de NFC as solucdes
filmogénicas produzidas a partir de bases poliméricas biodegradaveis é
capaz de permitir a formagéo de filmes mais coesos, e quando a interacéo
entre elas e o polimero é uniforme, também é capaz de diminuir a formacéo
de poros pelos filmes. A restricdo da PVA também pode ocorrer pelo fato de
as NFC atuarem como verdadeiras barreiras a passagem do vapor de agua,
diminuindo, assim, a velocidade de difusdo das moléculas de agua pelo filme
(REDDY; RHIM, 2014; AZEREDO et al., 2009). A dispersdo da
nanoparticula pelo tratamento NFC4 foi eficaz como demostrado pelos
resultados de MEV (Figura 1). Babaee et al. (2015) estudaram o efeito da
adicdo de NFC e NFC acetilada em biopolimeros de amido de milho sobre a
PVA e observaram a redugdo de aproximadamente 14% da PVA para os

filmes adicionados de 10% (p/v) de NFC comparado ao filme controle.

O tratamento NFC6 apresentou pequeno aumento no valor de PVA
em comparagdo ao filme controle, sem diferenca significativa (p<0,05).
Porém, quando comparado ao filme NFC4, onde houve diminuicdo da
permeabilidade, sendo o aumento da medida de 49,50%. Esse resultado

também pode ser explicado e confirmado pela aglomeragédo da nanoparticula
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quando adicionada em excesso a matriz polimérica (Figura 1). Abdulkhani et
al, (2014) também observaram comportamento similar para o estudo de
filmes elaborados a partir de acido polilatico adicionado de NFC, em que
para a adicdo de concentracdes intermediarias da nanoparticula (1 e 3% p/v)
o0s valores de PVA se mantiveram préximos ao controle, porém para a maior
concentracdo adicionada, 5% (p/v), a PVA aumentou em cerca de 38,5%. O
autor reforca que ha a interferéncia de fatores como a propor¢do entre as
estruturas hidrofilicas e hidrofébicas na matriz polimérica, o processo de
producdo do filme, o tipo, quantidade e distribui¢do dos aditivos, presenga
de vaos e rachaduras pelo filme e o arranjo final da estrutura do polimero
sobre as propriedades de TPVA e PVA.

3.5 Propriedades Opticas

A andlise das propriedades Opticas de filmes é essencial para auxiliar
em sua escolha para aplicacdo em alimentos. A adi¢do de NFC aos filmes de
IPS ndo foi significativa para o parametro cor (p<0,05), com média dos
valores de L*, a*, b*, C* e transparéncia de 88,46; 0,15; 2,16; 2,17 e 14,35,

respectivamente.

Filmes produzidos a partir de IPS como base polimérica sdo
conhecidos por se manterem incolores e transparentes, caracteristicas
interessantes para a aplicagdo em alimentos onde se objetiva a visualiza¢do
do produto por parte do consumidor (GOUNGA; XU; WANG, 2007). A
adicdo de NFC a esses biopolimeros poderia interferir nessas propriedades,
visto que a solucdo da nanoparticula é opaca e de coloracdo esbranquigada,
podendo funcionar como verdadeiros obstaculos a passagem da luz pelo
interior dos biopolimeros (REDDY; RHIM, 2014). No entanto, a adi¢do de
até 6% (p/p) de NFC aos filmes de IPS estudados neste trabalho ndo gerou

mudancas em nenhuma de suas propriedades Opticas, ndo sendo responsavel,
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assim, por variagbes em seus indices de luminosidade (L*), cor
verde/vermelha (a*), cor azul/amarela (b*), saturagdo (C*) e transparéncia
(log(%T)/mm).

A luminosidade (L*) indica o grau de claridade da cor, ou seja, se a
cor estudada é clara ou escura. Para o sistema CIELAB utilizado na medida
desse parametro, a escala de luminosidade varia de O (preto puro) a 100
(branco puro). Para os parametros 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, 2002). Os
valores de L*, a* e b* dos filmes de IPS adicionados de NFC caracterizam
materiais claros, com tendéncia ao verde e amarelo. Osés et al (2009)
reportaram valores semelhantes para filmes de IPS sem adicdo de goma de
algaroba para L* (98,7), a* (-0,2) e b* (1,1).

Os resultados da transparéncia estdo de acordo com trabalhos
encontrados na literatura para filmes adicionados de diferentes
concentracdes de NFC. Santos et al. (2014) ndo encontraram diferenca na
transparéncia de biopolimeros feitos a partir de proteina de peixe e
adicionados de até 15% (p/p) de NFC. Ao contrario do encontrado por este
estudo, Reddy; Rhim (2014) relataram diminuigdo linear da transparéncia de
filmes de &gar adicionados de NFC com valores variando de 87,7% de
transparéncia para o filme controle e 55,9% para o filme adicionado de 10%
(p/v) de NFC. O autor atribui essa reducéo a diminuicdo da passagem da luz

pelo filme devido as particulas de NFC impermeaveis a luz.

O indice de saturacdo (C*) também pode ser chamado de intensidade
da cor e é o pardmetro que nos permite distinguir cores fracas de fortes.
Sendo assim, reduzidos valores de saturagdo nos permitem relacionar o
objeto de estudo a palidez ou coloragdo acinzentada, enquanto aqueles com
altos valores de saturacdo sdo denominados saturados (RAMOS; GOMIDE,

2002). Os valores de saturagdo encontrados para os filmes de IPS
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adicionados de NFC variaram de 1,97 a 2,43 caracterizando a falta de
coloracdo dos materiais, ou seja, sua palidez.

4 CONCLUSAO

A adicdo de NFC aos filmes de IPS provocou diminuicdo da
espessura do filme adicionado da maior concentracdo da nanoparticula (6%
p/p). Para a solubilidade, o tratamento NFC2 se apresentou mais resistente a
agua. As propriedades mecanicas dos filmes foram melhoradas para os
tratamentos NFC2 e NFC4, deixando-0s mais resistentes e elasticos. Para a
anélise de PVA, a adicdo de 4% (p/p) de NFC foi capaz de diminuir a
permeabilidade em cerca de 30% em relagdo ao controle, diferindo dos
demais tratamentos. A adicdo da maior concentracdo testada (6% p/p) ndo
acarretou em mudancas nas propriedades mecanicas e de PVA, sendo
relacionada a aglomeracéo da nanoparticula quando adicionada em excesso a
matriz polimérica. Este resultado foi confirmado pela anélise da superficie
dos filmes por MEV. Para as propriedades dpticas ndo houve diferenca
significativa para nenhum dos valores analisados (L*, a*, b*, C* e

transparéncia).

Levando em consideragdo os resultados obtidos, o tratamento NFC4
foi escolhido para estudos posteriores e aplicacdes, devido as melhorias nas

propriedades mecéanicas e de PVA apresentadas.
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ARTIGO 2

CARACTERIZACAO DE NANOBIOPOLIMEROS ATIVOS DE
ISOLADO PROTEICO DE SORO DE LEITE E NANOFIBRA DE
CELULOSE ADICIONADOS DE OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO

RESUMO

A adicdo de agentes antioxidantes naturais a embalagens alimentares é uma
alternativa para se atender a demanda do consumidor atual. Foram avaliados
os efeitos da adicao de diferentes concentragGes de 6leo essencial de tomilho
(OET) (20; 30 e 40% p/p) sobre as propriedades morfoldgicas, estruturais,
térmicas, mecénicas, de permeabilidade ao vapor de &gua e Opticas de
nanobiopolimeros de isolado proteico de soro de leite (IPS) e nanofibra de
celulose (NFC), pelo método casting de produgdo. O experimento foi
conduzido em trés repeticdes e houve diferenca significativa (p<0,05) entre
os filmes adicionados de OET e o filme controle. A microscopia eletrnica
de varredura revelou ma dispersdo da NFC para todos os filmes. A
incorporacgdo de 30 % de OET resultou na formacéo de bolhas na superficie
do filme. A adigdo de OET foi capaz de diminuir a PVA dos materiais,
aumentar a estabilidade térmica (DSC e TGA) e o indice de cristalinidade,
podendo ser explicado pela boa interacdo entre os componentes dos filmes,
confirmado pela andlise de FTIR. Para as propriedades mecanicas houve
diminuicdo dos parametros, caracterizando filmes menos rigidos e elasticos.
A andlise das propriedades épticas mostrou que os filmes ficaram menos
amarelos (b*), tendendo ao verde (a*), mais palidos (c*) e menos
transparentes com a adigdo do OET. A adicéo de até 40% de OET permitiu a
formacdo de filmes com boa interacdo entre os constituintes da matriz
polimérica e melhoria de varias de suas propriedades.

Palavras-chave: Propriedades térmicas. indice de cristalinidade. FTIR.
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1 INTRODUCAO

Embalagens produzidas a partir de biopolimeros encontrados na
natureza como o0s polissacarideos (amido, quitosana, galactomanana,
pectina) e as proteinas (caseinato, gelatina, proteina de soro de leite) vém
recebendo grande atengdo por ser uma alternativa as embalagens sintéticas
produzidas a partir de recursos ndo renovaveis e consideradas como néo
biodegradaveis (SIRACUSA et al., 2008; OYMACI; ALTINKAYA, 2016).

O isolado proteico de soro de leite (IPS) é um subproduto da
industria de queijos ou caseina e estd sendo amplamente estudado na
producdo de embalagens biodegradaveis para alimentos, obtendo excelentes
resultados quanto a suas propriedades de formacdo de filmes e barreira ao
oxigénio (FANG et al., 2002; HONG; KROCHTA, 2006; AZEVEDO et al.,
2015). Porém, suas propriedades mecanicas sdo reduzidas (baixa resisténcia
a tracdo e rigidez) assim como sua barreira ao vapor de agua (RAMOS et al.,
2013).

Como forma de superar as deficiéncias inerentes a esses materiais de
embalagem, a adicdo de diferentes tipos de nanoparticulas tem sido
amplamente estudada (AULIN; GALLSTEDT; LINDSTROM, 2010;
AZEVEDO et al., 2015; OYMACI; ALTINKAYA, 2016). A adicdo de
nanofibra de celulose (NFC) a biopolimeros é uma alternativa interessante
devido ao seu baixo peso, biodegradabilidade e renovabilidade, e alta
resisténcia e diminuicdo da permeabilidade ao vapor de dgua dos materiais
formados (SANCHEZ-GARCIA; LAGARON, 2010; SPENCE et al., 2010).
Além disso, sua caracteristica de hidrofilicidade permite a combinagdo com
polimeros hidrofilicos como o IPS (SIRO; PLACKETT, 2010).

As embalagens de alimentos tradicionais sdo limitadas quanto a

capacidade em prolongar a vida UGtil dos alimentos acondicionados
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(DAINELLI et al., 2008). Embalagem ativa € um novo conceito em
embalagens de alimentos que surgiu com o objetivo de atender a demanda
dos consumidores atuais e as tendéncias do mercado e pode ser explicada
como um tipo de embalagem que tem por objetivo aumentar o prazo de
validade do produto acondicionado, ou melhorar sua seguranga ou
propriedades sensoriais, com manutencdo da qualidade do alimento
(SOARES et al., 2009).

Antioxidantes sdo normalmente adicionados a alimentos que
apresentam em sua constituicdo alto contetido de lipideos, como forma de
melhorar sua estabilidade a oxidagdo, prolongando sua vida atil. Porém, a
incerteza dos consumidores sobre os efeitos toxicoldgicos da adicdo de
antioxidantes sintéticos (BHT, BHA e TBHQ), mesmo que incorporados a
embalagens ativas e ndo adicionados diretamente aos alimentos, tem levado
a procura de substituintes naturais que apresentem atividade antioxidante
sem oferecer risco ao consumidor (SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010).

O oleo essencial de tomilho apresenta em sua constituicdo o0s
monoterpenos fendlicos timol e carvacrol que sdo os principais responsaveis
por seu aroma caracteristico e sua acdo antioxidante (YANISHLIEVA,
MARINOVA; POKORNY, 2006). Quando adicionados aos alimentos, s&o
capazes de prevenir a oxidacdo, prolongando a vida util do produto
(FRATIANNI et al., 2010; TOMAINO et al., 2005), porém, devido ao seu
forte aroma, a adicdo direta a esses produtos é capaz de modificar suas
caracteristicas sensoriais, interferindo na intencdo de compra dos
consumidores (SCOLLARD; FRANCIS; O’BEIRNE, 2013). Portanto, sua
adicdo ao material da embalagem (embalagem ativa) pode ser capaz de
reduzir os prejuizos sensoriais ocasionados pela adicdo direta ao produto,
protegendo e estendendo sua vida util (HOSSEINI; RAVAZI; MOUSAVI,
2009; COSKUN et al., 2014).
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O objetivo deste trabalho foi de avaliar as propriedades morfoldgicas
(MEV), estruturais (difracdo de raio-X e espectroscopia na regido de
infravermelho), térmicas (DSC e TGA), mecanicas (tracdo e perfuracdo), de
permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) e dpticas de nanobiopolimeros de
IPS e NFC adicionados de diferentes concentracdes de agente antioxidante

6leo essencial de tomilho.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Isolado proteico de soro de leite (IPS 9400) fornecido pela Hilmar
Ingredients (Hilmar, CA, EUA), glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), nanofibra de celulose (NFC) cedida pelo Departamento de
Engenharia Florestal — UFLA e 6leo essencial de tomilho (OET) (Ferquima,
Vargem Grande Paulista, SP).

2.2 Planejamento experimental

O experimento foi conduzido usando um delineamento inteiramente
casualizado (DIC). A concentracdo de NFC foi fixada em 4% (p/p) baseado
nos resultados obtidos e demonstrados no Artigo 1. As concentragdes de
OET variaram de 0 (controle); 20; 30 e 40% (p/p), sendo os filmes
denominados de OETO, OET20, OET30 e OET40. O experimento foi

conduzido em trés repeticdes.
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2.3 Desenvolvimento dos filmes

Os biopolimeros de IPS e NFC incorporados com OET foram
produzidos no Laboratério de Embalagens da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), pelo método casting e desenvolvidos de acordo com
Azevedo et al. (2015), com algumas modificacdes. IPS e glicerol foram
fixados nas quantidades de 6% (p/v) em relacdo ao volume de solucédo e 30%
(p/p) em relacdo ao polimero base. Para a producdo do filme OETO
(controle), IPS foi dissolvido separadamente em &gua destilada assim como
o glicerol e NFC, mantidos sob agitagcdo durante 30 minutos. Depois disso,
as duas solucBes foram misturadas e agitadas novamente por 10 minutos, o
pH foi corrigido para 8,0 com solucdo de NaOH 1N e a solugdo foi agitada
em homogeneizador ultrassénico para dispersdo das nanoparticulas (Sonifier
Cell Disruptor Branson — Modelo 450D, Manchester, UK) por 10 minutos
com amplitude de 80% a 25°C. Posteriormente, as solugdes 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. O OET (20; 30 e 40% em relagcdo ao
polimero base) foi adicionado apds a solucéo filmogénica ter sido resfriada,
sendo misturado em ultrassom Sonifier Cell Disruptor Branson (Modelo
450D, Manchester, UK) por 5 minutos (ZINOVIADOU;
KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2009). As solugdes permaneceram por
48 horas nas placas até que o solvente fosse evaporado, com formagdo dos

filmes. O volume final para cada solugéo vertida foi de 125mL.

2.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A andlise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi
realizada no Laboratério de Microscopia Eletrobnica e Analise
Microestrutural (LME) da UFLA, em microscopio LEO EVO 40 XVP

(Zeiss, Cambridge, Inglaterra), com voltagem de aceleracdo de 20 kV. As
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amostras dos filmes apresentavam aproximadamente 2x2mm e, anterior a
andlise, foram fixadas a stubs por fita adesiva dupla face de carbono, e

revestidas por banho de ouro sob vacuo (metalizacao).

2.5 Difracéo de raios x (DRX)

A difracdo de raios X foi conduzida em difratdmetro de raios-X D2-
Phaser (Bruker, Karlsruhe, Alemanha), com radiacdo de filtro de Cu-k, (A =
1.5406 A), operando a 30kV e 30mA. As amostras foram fixadas em suporte

de aluminio e analisadas a uma taxa de varredura de 0,02° s*

, com 20
variando de 4° — 50° e temperatura ambiente. As curvas foram tratadas com
o software Origin 8.0 e o indice de cristalinidade relativa (IC) dos
nanobiopolimeros foram calculados de acordo com a equagdo 1 (SEGAL et

al., 1959):

IC=1 — (Inin/lma) X 100 1)

Onde: IC é o indice de cristalinidade (%); I € @ intensidade minima obtida
entre os picos localizados a 20 = 9.4 ¢ a 20 = 19.,4; l.x = € a intensidade

maxima do pico cristalino localizado a 26 = 19 4.

2.6 Espectroscopia na regido do infravermelho

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) foi realizada no Departamento de Quimica da UFLA, em

espectrometro FTS 3000 Excalibur Digilab (Estados Unidos), equipado com
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detector KBr, faixa espectral de analise de 4000-50cm™, niimero de scans de
64 e resolucdo de 4cm™ para obtencéo dos espectros.

2.7 Analises térmicas

As andlises térmicas foram realizadas no Departamento de Quimica
(DQI) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

2.7.1 Temperatura de transicao vitrea (TQ)

A andlise 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 D3417-99, 1999; ASTM D3418-03, 2003). A partir das

curvas de DSC, a temperatura de transigao vitrea (Tg) foi analisada.

2.7.2 Andlise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica e perfil de degradacdo dos nanobiopolimeros
ativos foram determinados por analise termogravimétrica (TGA) em
aparelho DTG60H-SHIMADZU (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). A
analise foi realizada sob atmosfera de nitrogénio com taxa de fluxo de
50mL/min, aquecimento de 40 a 500°C, razdo de aquecimento de 10°C/min
e peso da amostra de 4-6mg (JONES; MANDAL; SHARMA, 2015).
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2.8 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
analise 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 metalico com orificio central para passagem da sonda
de forma perpendicular. Os pardmetros utilizados durante o teste foram:
sonda esférica de 50mm de didmetro (sonda A/TG), velocidade de
deslocamento da sonda de 0,8mml/s e distancia percorrida por ela ap6s tocar
a amostra de 1cm. Para cada tratamento foram analisados 15 corpos de prova
(ASTM F1306-90, 2001). A resisténcia a perfuracao/espessura (RP, N/mm)
foi calculada por meio da divisdo do valor da forga 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 deformagdo (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 parametros utilizados durante a analise
foram: separagdo 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 tracao (RT, Mpa)
foi calculada pela divisdo da forca maxima pela area transversal do corpo de
prova. A porcentagem de alongamento na ruptura (ALR) foi calculada pela
relacdo entre o alongamento do corpo de prova e seu comprimento inicial.
Para 0 modulo de elasticidade (ME, Mpa) tragou-se uma tangente a curva
tensdo de tracdo x deformacgéo na regido linear (regido eléstica), calculando a
razdo entre a tensdo e a deformagcéo correspondente (SARANTOPOULOS et
al., 2002).
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2.9 Permeabilidade ao vapor de 4gua e espessura

A permeabilidade ao vapor de agua foi realizada no Laboratdrio de
Embalagens da UFLA, pelo método gravimétrico. Os corpos de prova de
cada tratamento foram cortados em discos de 8cm de didmetro e fixados em
capsulas contendo silica-gel em seu interior. Estas foram acondicionadas em
dessecadores com solucdo saturada de NaCl e umidade relativa de 75 + 3%
sob temperatura de 23 + 1°C. Apds a montagem das cépsulas, fez-se a
pesagem em intervalos de 1 hora durante 8 horas para se obter o ganho de
peso relacionado a transferéncia de vapor de agua através do filme (ASTM
E96-00, 2002). A taxa de permeabilidade ao vapor de 4gua e a
permeabilidade ao vapor de agua foram calculadas segundo as Equagdo 2 e

3, respectivamente:

TPVA=GIt. A )

Onde: TPVA é a taxa de permeabilidade ao vapor de &gua (g
agua/(mz2.dia)); G/t é o coeficiente angular da reta (g &gua/dia) e A é a area de

permeacéo do corpo de prova (m?).

TPVA. e
PVA=z———m— 3)
ps (UR1-UR2)

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 pressdo de saturacdo de vapor de agua a
temperatura de ensaio (2809 Kpa); UR; umidade relativa da cdmara e UR,

umidade relativa do interior da capsula.
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A espessura média dos filmes foi medida por meio da leitura de 15
pontos distintos, utilizando micrometro digital Mitutoyo (precisdo 0.01 mm;

Mitutoyo Sul Americana, Suzano, SP, Brasil).

2.10 Propriedades Opticas

Os pardmetros obtidos pela analise de cor foram: L*, a*, b* e
indice de saturagdo (C*), calculado através da férmula: C* = [(a*? + b*?) ¥4,
A andlise de cor dos filmes foi realizada no Laboratério de Embalagens da
UFLA e medida utilizando um colorimetro espectrofotométrico modelo CM-
700 (Kénica Minolta,Japdo), com fonte de luz D65, angulo observador de
10° e reflectancia especular incluida (SCI). As leituras foram realizadas com

os filmes sobrepostos em papel de coloragéo branca.

A transparéncia dos filmes foi medida em espectrofotometro Bel
SPECTRO S-2000 (Monza, Itdlia) a 600nm, retirando-se a medida de
porcentagem de transmitancia (%T), segundo ASTM D1746-03 (ASTM
D1746-03, 2003). Os filmes foram cortados em pedagos 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) /6 4)

Onde: d € a espessura do filme (mm).
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2.11 Andlise estatistica

Para os resultados de MEV, DSC e TGA, DRX e FTIR foram
realizadas analises descritivas. Os dados de RP (Mpa), D (mm), RT (Mpa),
ALR (%), ME (Mpa), PVA (g m™s™ Pa™), espessura e propriedades 6pticas
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o software
SAS® (Cary, SC) (p<0,05) e as médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Tukey.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Em relacdo & NFC, observa-se que houve pior disperséo pelos filmes
a partir da adi¢do de OET (Figura 1). O filme controle, adicionado de NFC, e
isento de 6leo, apresenta distribuicdo homogénea da nanoparticula por toda a
superficie amostrada. J& para os tratamentos OET20, OET30 e OET40,
adicionados de dleo, tem-se aglomeracdo da NFC por pontos aleatorios dos
filmes, indicando que o OET interferiu em sua correta dispersdo. A NFC foi
fixada a formulacédo por ter apresentado reforgo as propriedades mecanicas e
de PVA dos filmes de IPS (Artigo 1). A aglomeracdo das NFC pode estar
relacionada a natureza hidrofébica do OET, visto que assim, as
nanoparticulas deixariam de apresentar uma interacdo homogénea por toda a
matriz polimérica; onde o Gleo estaria presente, com tendéncia de formar

ligagOes entre elas mesmas.
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Figura 1 Micrografias de superficie de nanobiopolimeros de IPS e NCF adicionados
de OET. Aumento de 1000x. a) OETO; b) OET20; c) OET30; d) OETA40.
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O filme adicionado de 30% (p/p) de OET apresentou superficie
irregular com formagdo de poros. Hosseini et al (2009) encontraram
resultado semelhante ao analisarem a superficie de filmes de quitosana
incorporados com 1% de 6leo essencial de tomilho, relacionando esse fato a
interrupcdo da cadeia ordenada de polimeros pelas goticulas de dleo.
Kavoozi et al (2014) também encontraram resultados semelhantes, com
aumento do numero de bolhas na superficie de filmes de gelatina
incorporados com Gleo essencial de Zataria Multiflora de acordo com o

aumento da concentracéo de 6leo (4; 6 e 8%).

3.2 Difracéo de raios x (DRX)

Observa-se que os filmes apresentaram dois picos de cristalinidade
em 20 = 9,4 ¢ 19,4 (Figura 2); sendo que a adi¢do de OET néo interferiu na
estrutura dos filmes no que se diz respeito a formagdo de novos picos de

cristalinidade.

Atef et al. (2015) ao estudarem o efeito da adi¢do de 6leo essencial
de segurelha em filmes de &gar e celulose, ndo encontraram diferenca na
estrutura dos filmes pelos difratogramas com a adi¢do do 6leo. Muller et al.
(2009) ao estudarem o efeito da adicdo de fibras de celulose em
biopolimeros de amido também observaram dois picos mais intensos para 0s
filmes adicionados do material celulésico com porcentagem de cristalinidade
variando de 50 a 53%. Le Tien et al. (2000) ao analisarem o efeito da
irradiacdo e aquecimento em filmes de IPS e celulose concluiram que o
aquecimento das proteinas presentes no isolado proteico de soro de leite
durante a etapa de formagdo dos filmes induz a mudangas em sua
conformacdo, tornando-as mais estaveis e ordenadas, com aumento da

intensidade do maior pico e maior cristalinidade.
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Figura 2 Difratogramas de nanobiopolimeros de IPS e NFC adicionados de OET
com seus respectivos indices de cristalinidade (Ic). a) OETO; b) OET20; c) OETA40;
d) OET30.

Os resultados de indice de cristalinidade (Ic) demonstrados na Figura
2 mostram que a adi¢do do OET levou a um aumento da cristalinidade dos
nanobiopolimeros. A cristalinidade de um polimero pode sofrer variacGes
dependendo da forma e ordenacdo de suas moléculas, sua simetria,
ramificacdo, rigidez, regularidade e pelos pardmetros de processamento
(UNGARI, 1999). Os maiores valores de cristalinidade encontrados para 0s
nanobiopolimeros adicionados de OET podem ser explicados devido ao
aumento da interacdo entre as moléculas da matriz, limitando os movimentos
da cadeia e aumentando o processo de cristalizacdo (CERQUEIRA et al.,
2012). Rubilar et al. (2013), ao estudarem o efeito da adi¢do de carvacrol e
extrato de semente de uva em filmes de quitosana, também encontraram um

aumento da porcentagem de cristalinidade para os filmes contendo carvacrol.
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3.3 Espectroscopia ha regido do infravermelho

A andlise de espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) é
realizada para determinar possiveis interacbes e mudancgas estruturais dos
compostos presentes nos biopolimeros (HAMMAN; SCHMID, 2014).

Os principais picos de absorcdo estdo localizados no intervalo de
800 a 1150 cm™, 1200 a 1700cm™ e de 3000 a 3600cm™ (Figura 3). O
primeiro pico € atribuido as bandas de absorcao do glicerol, correspondendo
as vibragdes das ligagdes C-C e C-O. O segundo pico (1200 a 1700cm™) é
atribuido & combinagéo das misturas de vibragGes de ligacbes N-H e C-N
(1200-1350cm™, amida I11), ligagbes N-H (1400-1550cm™, amida Il) e
vibragbes de ligagdes de grupos C=0 e C-N (1600-1700cm™, amida I)
(RAMOS et al., 2013). As regides chamadas de amida | e amida Il estdo
relacionadas a presenca de proteinas com estrutura secundaria. Com o
aquecimento para formacéao do filme, as proteinas perdem essa conformacéo
por se agregarem para formagdo de novas ligacOes, e assim as bandas
caracteristicas da estrutura inicial diminuem ou mesmo somem com a
formagao de novos picos relacionados as ligagdes intermoleculares do tipo 3
nos comprimentos de onda de 1612 e 1682 cm? (HAMMANN; SCHMID,
2014).

A vibracio localizada na faixa espectral de 3000 a 3600 cm™
também foi encontrada por diversos autores (LE TIEN et al., 2000; RAMOS
et al., 2013) e é atribuida a banda de estiramento dos grupamentos OH e NH
livres ou ligados. No presente estudo, para todos os nanobiopolimeros
estudados, uma banda forte foi observada a 3275cm™. Estudos sobre
proteinas demonstram que a banda de estiramento de NH geralmente esta
localizada a 3254 cm™ (RAMOS et al., 2013). Esse deslocamento da banda
pode ser explicado, segundo Le Tien et al (2000), devido a presenca de

outros compostos na formulacéo do biofilme, como o glicerol, nanofibra de
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Figura 3 Espectros de FTIR de nanobiopolimeros de IPS e NFC adicionados de
OET. a) OETO; b) OET20; c) OET30 e d) OET40.

celulose e o dleo essencial, sendo a NFC caracteristica por apresentar
elevado nimero de grupos hidroxila, capazes de se ligar a outras estruturas.

3.4 Analises térmicas
3.4.1 Temperatura de transicdo vitrea (Tg)

Materiais que apresentam estruturas amorfas ou parcialmente
amorfas passam por uma transicao de estado rigido, sélido e vitreo para um
estado semelhante a borracha ou altamente viscoso a uma temperatura
especifica chamada de temperatura de transi¢do vitrea (Tg). O estudo desse
parametro € muito importante em materiais biodegradaveis e sintéticos por
sua influéncia sobre o wuso destes polimeros (GHANBARZADEH,;
OROMIEHI, 2008). Normalmente, os valores de Tg aumentam com o
aumento de cadeias e ligacGes rigidas, grupos laterais, ligacBes cruzadas

entre as cadeias e o grau de cristalinidade dos polimeros; e diminui de
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acordo com o aumento de plastificantes de baixo peso molecular, como a
agua e glicerol (GALIETTA et al., 1998).

O valor de Tg aumentou a partir da adicdo de OET aos filmes de IPS
e NFC (Tabela 1), caracterizando filmes com estruturas mais rigidas e
ligagOes mais fortes.

Anker et al (1999) encontraram valor de Tg para filmes de IPS
variando de -17,0 a -21°C de acordo com o pH empregado para a producao
dos filmes. Shaw et al (2002), analisando o efeito de diferentes
concentracdes de 6leo de soja e glicerol sobre as propriedades térmicas de
filmes de IPS, encontraram valores de Tg variando de -79,26 a -88,07°C e
também relataram a tendéncia de aumento da Tg com o0 aumento da
concentragdo de 6leo. Ghanbarzadeh & Oromiehi (2008) também reportam
aumento da Tg de filmes feitos a partir de zeina e IPS quando adicionados de
azeite e relacionam esse aumento com a possivel melhoria nas propriedades
de barreira dos filmes, devido ao elevado peso molecular que moléculas de
6leo apresentam e também a sua hidrofobicidade. O aumento da Tg também
foi encontrado por Cerqueira et al (2012) ao estudar o efeito da adi¢do de
6leo de milho em filmes de quitosana e também de galactomanana, sendo
ambos o0s comportamentos explicados como resultado do aumento da
interacdo entre os constituintes dos filmes com consequente diminuicdo da

mobilidade da cadeia polimérica pela presenca do oleo.

Tabela 1 Temperatura de transicdo vitrea de nanobiopolimeros de IPS e NFC
adicionados de OET

Nanobiopolimeros Tg* (°C)
OETO -14,45
OET20 -7,40
OET30 -12,78
OETA40 -9,45

*Tg: Temperatura de transi¢do vitrea.
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3.4.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) e derivada termogravimétrica
(DTG) foram realizadas com o objetivo de se determinar a estabilidade
térmica dos nanobiopolimeros de IPS e NFC adicionados de OET. As curvas

resultantes da analise estdo representadas na Figura 4.

Observam-se dois estagios de degradacdo dos nanobiopolimeros na
faixa de temperatura de 45°C a 500°C. Este resultado é semelhante ao
encontrado por: Jones et al. (2014) e Pelissari et al. (2009). Estudos que
utilizam intervalos de temperatura maiores para a analise termogravimétrica
relatam trés ou até quatro estagios de decomposicdo e os relacionam a
degradacdo oxidativa de residuos de carbono formados durante o segundo
estagio (KADAM et al.; 2013; AZEVEDO et al.; 2015).
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Figura 4 Curvas de TGA e DGT de nanobiopolimeros de IPS e NFC adicionados de
OET. a) A: OETO0; b) B: OET20; c) C: OET30 e d) D: OETA40.
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O pico de degradagéo inicial observado para todos os tratamentos se
manteve proximo, variando de 93,2 a 106,8°C. Essa primeira reducdo de
massa das amostras indica a perda de umidade dos nanobiopolimeros
(KADAM et al., 2013). Um segundo pico de degradacao térmica com maior
intensidade é observado entre 160 e 380°C, estando relacionada a
decomposicdo das proteinas presentes, perda do glicerol usado como
plastificante nas formulacdes e degradacdo do 6leo nos nanobiopolimeros
adicionados de OET (BASIAK; DEBEAUFORT; LENART, 2016; KADAM
et al.,, 2013), sendo confirmado pela porcentagem de perda de peso no

periodo, conforme Tabela 2.

As T; de decomposicdo dos filmes sofreram uma ligeira mudanca
quando adicionado o OET as formulagdes, sendo que a maior variagdo de
temperatura foi a reducdo de 5,6°C na T; para o filme adicionado de 20% de
OET comparado ao controle. As Tsx de decomposi¢do foram retiradas dos
picos méximos de degradacdo obtidos pelas curvas de DTG, sendo o0s
resultados encontrados para os filmes adicionados de dleo ligeiramente
maiores que para o filme controle, com maior aumento encontrado para o
tratamento com 20 % de 6leo, 7,4°C a mais que o controle. As T; de
decomposicdo também aumentaram ligeiramente com a adicdo de OET,
assim como a % PM que pode estar relacionada a perda adicional de 6leo
dos filmes incorporados com OET (BASIAK; DEBEAUFORT; LENART,
2016).

Tabela 2 Estabilidade térmica dos nanobiopolimeros de IPS e NFC
adicionados de OET, obtidos por analise termogravimétrica

0 o
Nanobiopolimeros ~ Ti* (°C)  Tmsx (°C)  T:(°C) (({IQ) _?'\)/' REJ;S)O
i~ 'f

OETO 173,4 302,3 375,3 56,5 22,0
OET20 167,8 309,7 379,4 57,6 21,7
OET30 168,6 304,7 380,9 62,1 19,7
OET40 173,6 308,9 381,8 62,3 18,2

*T;: Temperatura inicial de degradacédo; T Temperatura maxima de degradacao;
Ts: Temperatura final de degradagéo; PM: Porcentagem de perda de massa na faixa
de degradacdo; Ressg-: Porcentagem de residuo a 500°C.
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Azevedo et al (2015) também encontraram valores semelhantes aos deste
estudo para T, T, € residuo no periodo final de andlise de 301,5; 366,3 e
16%, respectivamente, para filmes de IPS e glicerol. Ramos et al. (2013)
encontraram valores de PM variando de 64,0 a 66,4% para biopolimeros de
IPS com diferentes concentracGes de glicerol. Cerqueira et al (2012)
relataram tanto para filmes de quitosana quanto de galactomanana
adicionados de glicerol e 6leo de milho, um pico extra de perda de massa,
encontrado no intervalo de temperatura de 400 a 430°C, sendo associado a

decomposicéao do 6leo e principalmente as suas estruturas aromaticas.

3.5 Propriedades mecéanicas

A adicdo de OET aos nanobiopolimeros de IPS e NFC foi
significativa (p<0,05) tanto para os pardmetros avaliados pelo teste de
perfuracdo (RP e D) quanto para o teste de tragdo (RT, ALR e ME),
conforme Tabela 3.

A avaliacdo dos pardmetros obtidos por meio do teste de perfuracdo
em filmes é importante por nos apresentar dados referentes a sua resisténcia
a punctura e deformacéo, por exemplo, durante sua formacéo, aplicacdo em
alimentos e transporte do produto acondicionado (COLES; MCDOWELL;
KIRWAN, 2003). A incorporacdo de OET aos nanobiopolimeros reduziu
significativamente os valores de RP e D, com diminuicdo de 53,8% na RP e
de 58,1% na D do tratamento adicionado da maior concentragdo de OET
(OET40) em relacéo ao controle. Esse resultado caracteriza materiais menos
fortes e menos elasticos quando comparados ao filme controle. Resultados
semelhantes foram encontrados por Zivanovic et al (2005), onde os filmes a
base de quitosana e incorporados com Oleo essencial de orégano
apresentaram a reducdo da RP de 300N/mm para o filme controle, para
aproximadamente 150 e 75 N/mm para os filmes adicionados de 1% e 2% de

6leo essencial.



Tabela 3 Valores de RP, D, RT, ALR e ME de nanobiopolimeros de IPS e NFC adicionados de OET

93

Nanobiopolimeros RP (N/mm) D (mm) RT (MPa) ALR (%) ME (MPa)
OETO 87,97° + 3,52 3,87 +1,43 6,00? + 0,28 22,43° + 1,48 4545° + 2,14
OET20 70,87° + 5,23 3,04+ 0,34 5,672+ 1,29 26,77%+ 2,08 37,48° + 331
OET30 54,19° + 5,57 1,69°+ 0,71 4,86+ 1,04 15,69° + 1,19 27,00° + 2,95
OET40 40,65% + 3,96 1,62 + 0,55 3,40° + 0,26 13,79+ 0,78 13,087+ 1,51

* Médias observadas em colunas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (P<0,05).
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As propriedades avaliadas pelo teste de tracdo (RT, ALR e ME)
caracterizam a resisténcia do material quando submetido & tracdo, sendo
também uma importante analise em filmes por essa propriedade estar
presente no processo de manuseio das embalagens (SARANTOPOULOS et
al., 2002). Neste estudo, observou-se a reducdo da RT e ME apenas para 0
filme incorporado com a maior concentracdo de OET (OET40) e para
%ALR houve uma tendéncia de diminuicdo do parametro para todos 0s
filmes, exceto para aquele adicionado de 20% (p/p) de OET. Resultados
semelhantes foram encontrados por Pires et al. (2013) ao analisarem o efeito
da adicdo de diferentes tipos de 0leo essencial em biopolimeros & base de

proteina de peixe.

No estudo, os autores encontraram uma redugdo dos valores de RT
para o tratamento adicionado de 0,25mL de 6leo essencial de tomilho/g de
proteina, com valor de 4,22 + 0,94 MPa. Pelissari et al. (2009) também
observaram a reducdo de RT em filmes de amido de mandioca e quitosana
incorporados com 6bleo essencial de orégano, com os valores variando de
2,54 a 1,43 MPa, para os filmes controle e adicionado da maior concentragdo
de 6leo (1%) e atribuem esse resultado a capacidade plastificante que o 6leo
apresenta sobre a matriz polimérica dos filmes. Segundo Mor et al (1999),
uma matriz proteica adicionada de lipideos pode ser classificada em dois
sistemas: interativa e ndo interativa. No primeiro caso, o 6leo emulsificado
na matriz proteica se torna uma parte integrada do sistema e as goticulas
dispersas pelo interior do polimero atuam como verdadeiras ancoras,
reforcando o material. Para os sistemas ndo interativos, as goticulas de dleo
preenchem 0s poros na matriz proteica sem interagir de forma ativa com a
rede de proteinas, ocasionando prejuizo das propriedades mecénicas. O
efeito negativo da adi¢do de OET sobre as propriedades mecénicas de RP, D,
RT e ALR dos nanobiopolimeros de IPS e NFC pode ser explicada pela falta
de sustentacdo e lubrificacdo dos lipideos dentro da matriz polimérica,

podendo haver uma interrupcdo parcial das interacGes entre as cadeias de
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polimeros devido a presenca das moléculas ndo polares dos lipideos nos
poros da matriz (LIU; KERRY; KERRY, 2006).

3.6 Permeabilidade ao vapor de agua e espessura

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) pode ser descrita como o
valor de permeacdo do vapor de &gua pelo filme a uma temperatura
constante, e depende de fatores como: estrutura quimica do filme,
morfologia e espessura, a natureza do permeante e a temperatura do ensaio
(SIRIPATRAWAN et al.; 2010). Neste estudo, a analise de PVA dos filmes
de IPS e NFC adicionados de OET foi conduzida em temperatura ambiente
(23 £ 2°C). A adicdo de OET aos nanobiopolimeros afetou os resultados de

PVA e espessura (p<0,05), conforme demonstrado na Tabela 4.

Observou-se redugdo da PVA para os filmes adicionados de OET,
com diminuigdo méxima de 46,2% no pardmetro para o filme adicionado da
maior concentracdo em relagdo ao controle. A diminui¢do dos valores de
PVA de acordo com o aumento da concentragdo de OET pode ser explicada

pela hidrofobicidade do 6leo.

Tabela 4 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e espessura de
nanobiopolimeros de IPS e NFC adicionados de OET

Nanobiopolimeros PVAx 10" (gm™s* Espessura
Pa’) (mm)
OETO 6,25% + 0,05 0,148%+ 0,01
OET20 5,27° + 0,04 0,137°+ 0,00
OET30 3,43°+ 0,05 0,137°+ 0,01
OET40 3,36° 0,04 0,151°+ 0,01

* Médias observadas em colunas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente
(P<0,05).
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A PVA geralmente ocorre atraves da porcéo hidrofilica do filme, portanto, a
taxa de permeabilidade do material depende da relagdo entre a porcéao
hidrofilica e hidrofébica dos componentes presentes. Assim, quando se tem
aumento da porcdo hidrofobica no material, as moléculas de vapor de dgua
passam a encontra-las como barreiras ao caminho a permeacao, resultando
em uma menor taxa de permeacdo e de PVA (GARCIA; MARTINO;
ZARITZKY, 2000). Resultado semelhante foi encontrado por Gennadios et
al. (1993), que estudaram o efeito da adicdo de 6leo mineral sobre a
propriedade de barreira ao vapor de dgua de biopolimeros a base de glaten
de trigo e encontraram reducdo de 25% na PVA dos filmes, de 5,6 x 10

(filme controle) para 4,1 x 10™* para o filme adicionado de 6leo.

Ojagh et al (2010) também encontraram redugdo da PVA em
biopolimeros de quitosana incorporados com 6leo essencial de canela e,
além de atribuir esse resultado a hidrofobicidade do 6leo, também citaram a
influéncia de sua estrutura fisica, demonstrando a partir da andlise de
microscopia eletrénica de varredura, que os filmes adicionados de éleo
apresentaram uma estrutura densa quando analisados superficialmente e a
partir de cortes transversais as amostras revelaram-se como folhas
empilhadas em camadas compactas, mostrando que o 6leo foi incorporado
de maneira uniforme ao longo do biofilme. As micrografias de superficie dos
filmes em estudo (Figura 1) mostraram irregularidades na dispersdo das NFC
com a adicdo do OET, com formacéo de aglomerados da nanoestrutura pelo
biofilme. Esses resultados poderiam interferir de forma a aumentar os
valores de PVA, conforme explicado no Artigo 1, porém, a caracteristica

hidrofébica do OET se sobressai, com resultado de diminuicdo da PVA.

A espessura dos filmes também pode interferir diretamente sobre
suas propriedades de permeabilidade. Teoricamente, a taxa de
permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) varia com o inverso da espessura
do material e a permeabilidade ao vapor de agua (PVA) deve ser constante.

No entanto, estudos demonstram que a PVA aumenta de acordo com a
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espessura do material, sendo esse comportamento relacionado a possiveis
mudancas estruturais na matriz dos biopolimeros (SOBRAL, 2000). Os
tratamentos OETO e OET40 ndo diferiram entre si (p<0,05) em suas
espessuras e apresentaram os maiores valores, porém, quando compararam-
se os resultados a PVA, o filme adicionado de OET apresentou reducdo da

PVA guando comparado ao controle (OETO).

3.7 Propriedades Opticas

A adicdo de OET foi significativa (p<0,05) para todas as
propriedades Opticas analisadas (L*, a*, b*, C* e transparéncia), conforme
Tabela 5.

Para os resultados de luminosidade (L*), observa-se aumento da
claridade apenas para o filme adicionado de 30% (p/p) de OET. Para o
indice de cor vermelho/verde (a*) tem-se um aumento da tonalidade verde a
medida que a concentracdo de 6leo se torna maior, caracterizada pelo
aumento do valor negativo de a*, conforme a escala de cor do sistema
CIELAB. O valor do indice de cor amarelo/azul (b*) sofreu reducdo
significativa apenas da maior concentracdo de Oleo testada (OET40)
comparada a todos os tratamentos, indicando diminuigdo da cor amarela para
esse filme. O mesmo resultado foi encontrado para o indice de saturagdo
(C*), com diminuicdo progressiva, porém significativa apenas para OET40,

caracterizando um filme mais palido e acinzentado que os demais.

A andlise do valor de transparéncia de filmes destinados a aplicacéo
em alimentos é muito importante, pois prediz sobre a sua utilizacdo. Para
produtos onde se objetiva a visualizacdo do contetdo da embalagem por
parte do consumidor, materiais transparentes sdo necessarios, e de modo
contrario, existem aqueles produtos que em contato com a luz reagem

negativamente, com perda da qualidade e/ou caracteristicas sensoriais, sendo
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Tabela 5 Valores de L*, a*, b*, C* e transparéncia (log(%T)/mm) de nanobiopolimeros de IPS e NFC adicionados de OET

Nanobiopolimeros L* a* b* C* Transparéncia (log(%T)/mm)
OETO 88,31°+ 0,11 -0,08*+ 0,05 2,21+ 0,24 2,214+ 0,23 14,15% + 0,85
OET20 88,33% + 0,05 -0,27° + 0,02 1,68" + 0,04 1,70° + 0,03 13,10° + 0,65
OET30 88,66" + 0,05 0,38 + 0,05 1,87 + 0,02 1,90® + 0,03 13,74° + 0,80
OET40 88,37%+ 0,03 -0,67° + 0,03 0,38°+0,12 0,77+ 0,08 11,68°+ 0,18

* Médias observadas em colunas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente (P<0,05).
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entdo, necessaria a utilizacdo de materiais de embalagem que protejam o
alimento da luz (ROBERTSON et al., 1992). O valor de transparéncia dos
nanobiopolimeros de IPS e NFC adicionados de OET sofreu reducdo
conforme o aumento da concentracdo de OET. Ramos et al (2012)
encontraram valores de transparéncia variando de 1,35 a 3,43 (Agg/mm)
para filmes de IPS adicionados de diferentes agentes antimicrobianos. Shaw
et al. (2002) encontraram aumento da opacidade de filmes de IPS e glicerol
conforme o aumento da concentracdo de 6leo de soja nas formulagdes,
atribuindo esse fato as gotas de 6leo dispersas pela matriz proteica, sendo
gue quanto maior o volume de emulséo presente na solucgdo de formacéo dos
filmes, maior a opacidade final. Fernandez-Pan et al (2012) avaliaram a cor
de filmes de IPS incorporados com diferentes tipos de 6leo essencial e,
concluiram que, de modo geral, a cor dos filmes aumentou (a* e b*)
enquanto a transparéncia diminuiu de acordo com 0 aumento da

concentragdo dos 6leos.

4 CONCLUSAO

A adicdo de até 40% de OET aos nanobiopolimeros de IPS e NFC
permitiu a formagdo de materiais com boa interacdo entre os constituintes da
matriz, com resultados positivos para a PVA, estabilidade térmica e
cristalinidade dos nanobiopolimeros. Em relagdo as propriedades Opticas,
verificou-se que os filmes ficaram menos amarelos (b*), tendendo ao verde
(a*), mais pélidos (c*) e menos transparentes com a adicdo do OET. As
propriedades mecénicas sofreram reducdo, caracterizando filmes menos
rigidos e elasticos e a MEV revelou prejuizo na dispersdo da NFC com a
incorporagdo de OET e formagdo de bolhas na superficie do tratamento
OET30. A adicdo de até 40% (p/p) de OET aos nanobiopolimeros de IPS e
NFC permitiu a formagdo de materiais com boa interagdo entre os

constituintes e melhoria de varias de suas propriedades.
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ARTIGO 3

EFEITO DA APLICACAO DE NANOBIOPOLIMEROS DE
ISOLADO PROTEICO DE SORO DE LEITE E NANOFIBRA DE
CELULOSE INCORPORADOS COM OLEO ESSENCIAL DE
TOMILHO NA OXIDACAO LIPIDICA E COR DE CARNE MOIDA

RESUMO

A adicdo de 6leo essencial de tomilho (OET) em filmes biodegradaveis é
uma alternativa interessante aos antioxidantes sintéticos comumente
utilizados hoje em dia. Foram investigadas as propriedades antioxidantes do
OET e o efeito de sua adicdo em diferentes concentragdes (20; 30 e 40% p/p)
sobre as propriedades antioxidantes de nanobiopolimeros de isolado proteico
de soro de leite (IPS) e nanofibra de celulose (NFC). Também foi avaliado o
efeito dos filmes ativos sobre a prevencdo da oxidacdo de carne moida
(Biceps femoris) pela andlise do indice TBARS e cor objetiva (L*, a*, b*,
C* e h*) das carnes pelo periodo de 4 dias de armazenamento a 4°C+ 1°C. O
experimento foi conduzido em trés repeticGes e houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os tratamentos estudados. A atividade antioxidante (%) dos
filmes ativos aumentou de acordo com o aumento da concentracdo de OET.
O OET apresentou atividade antioxidante. Os filmes adicionados de OET
foram capazes de reduzir os valores de oxidagdo das amostras de carne
moida medidas pelo indice TBARS ao final do experimento, comparadas ao
controle. Para a anélise da cor objetiva, a adicdo da menor concentracéo de
OET (20% p/p) foi suficiente para a manutengdo da cor vermelha das carnes
(a* e h*), assim como do indice de saturagdo da cor (C*). Sugere-se que a
aplicagdo de nanobiopolimeros de IPS e NFC contendo 20% (p/p) de OET ja
seja suficiente para reduzir a oxidagdo e manter a cor vermelha da carne
moida no periodo e condigdes estudadas.

Palavras-chave: Embalagens ativas. indice de TBARS. Oxidagdo da carne
moida.
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1 INTRODUCAO

A carne é um dos alimentos mais consumidos em todo o mundo por
ser fonte de proteinas de alto valor bioldgico, vitaminas, minerais e outros
nutrientes. Nos paises em desenvolvimento, na medida em que se aumenta o
poder aquisitivo da populacéo, ha também o aumento do consumo de carne
(MELO, 2010). O Brasil ocupa o segundo lugar no ranking de producdo de
carne bovina do mundo, sendo ultrapassado apenas pelos Estados Unidos.
Em relagdo aos valores de exportacdo do produto, o pais se consolida em
primeiro lugar j& ha alguns anos, com valor total de exportacdo de mais de
1,3 milhdo de toneladas no ano de 2015 (MAPA, 2015; ABIEC, 2015).

A carne bovina normalmente é comercializada in-natura, sendo
nessa condi¢do altamente perecivel devido a sua composicdo quimica, ao
elevado teor de nutrientes e a elevada atividade de agua, que favorece o
crescimento microbiano, principal fator de deterioragdo do produto
(TORNUK et al, 2015). Além deste fator, a oxidac&o lipidica e de pigmentos
também é causa de sua deterioracdo, inclusive em armazenamento sob
refrigeracdo, interferindo em suas caracteristicas de odor, sabor, aroma, cor e
textura, com consequente diminuicdo da aceitabilidade do produto pelo
consumidor (BARBOSA-PEREIRA et al, 2014; RAMOS; GOMIDE, 2007).

A carne moida é definida como “o produto carneo obtido a partir da
moagem de massas musculares de carcagas de bovinos, seguido de imediato
resfriamento ou congelamento” (MAPA, 2003) e oferece grande risco de
contaminagdo e oxidacdo devido a sua maior superficie de contato e grande
manipulagdo (NASCIMENTO et al., 2014).

Como modo de prevenir a oxidacdo em carnes e produtos carneos, a
adicdo de antioxidantes é bastante utilizada pela industria de alimentos,

sendo os principais de origem sintética como o butil-hidroxi-tolueno (BHT),
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butil-hidroxi-anisol (BHA) e o terc-butil-hidroxiquinona (TBHQ). Esses
antioxidantes sdo escolhidos para utilizacdo devido, principalmente, ao seu
menor custo e por serem eficientes (COSKUN et al, 2014). Contudo, o efeito
de antioxidantes sintéticos sobre a saide dos consumidores ainda ndo esta
totalmente esclarecido e por isso, estudos tém sido realizados com o objetivo
de encontrar produtos naturais que apresentem atividade antioxidante e que
possam, entdo, serem utilizados em alimentos ou associados aos
antioxidantes sintéticos, diminuindo sua concentracdo final no produto
(NISA et al., 2015; ORTUNO; SERRANO; BANON., 2015; COSKUN et
al., 2014).

A adigdo de antioxidantes naturais em carne in natura vem sendo
amplamente estudada, sendo utilizados produtos como: ervas aromaticas
(alecrim), vitaminas (o-tocoferol, acido ascorbico), bleos essenciais de
plantas e especiarias (salvia, orégano, tomilho, alho), dentre outros (SUN;
HOLLEY, 2012; HYGREEVA; PANDEY; RADHAKRISHNA, 2014).

Os oOleos essenciais sdo largamente conhecidos por sua protecéo
antioxidante, antimicrobiana e antifingica em alimentos, sendo constituidos
por uma gama de substancias ativas derivadas da planta de origem,
compostos aromaticos e volateis. O tomilho (Thymus vulgaris L.) é uma erva
aromatica, muito utilizada como tempero de pratos a base de carne, peixes e
cozidos. O Oleo essencial de tomilho apresenta atividade antioxidante
intensa, principalmente devido a presenca de compostos fendlicos e
flavonoides, sendo os principais agentes com atividade, pertencentes a classe
dos fenilpropandides, timol e carvacrol (DEL RE; JORGE., 2012; RIMINI;
PETRACCI; SMITH., 2014; PIRES et al., 2011).

Porém, ao serem adicionados diretamente sobre os alimentos, o0s
6leos essenciais podem interferir nas caracteristicas de sabor, odor, aroma e
cor desses produtos, modificando a aceitabilidade do alimento por parte do
consumidor (HYGREEVA; PANDEY; RADHAKRISHNA., 2014; RIMINI,
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PETRACCI; SMITH, 2014; CAMO; BELTRAN; RONCALES, 2008).
Como forma de minimizar as modificacGes sensoriais decorridas da adicdo
direta do agente antioxidante sobre o alimento, tem-se estudado o
desenvolvimento de embalagens ativas adicionadas de Oleos essenciais
(CHI; ZIVANOVIC; PENFIELD, 2006; PIRES et al, 2013). O principio de
funcionamento desse tipo de embalagem consiste na incorporacdo ao
material do filme, de agentes que possuam alguma atividade sobre o
alimento, em menores concentracdes, e que vao atuar no produto por meio
de liberacdo controlada, mantendo sua vida util por mais tempo (GOMEZ-
ESTACA et al, 2014; LORENZO; BATLLE; GOMEZ, 2014; ARFAT et al,
2015).

Embalagens produzidas a partir de materiais biodegradaveis
minimizam os danos ambientais ocasionados pelas embalagens sintéticas,
podendo também ser formuladas a partir de subprodutos da industria. Filmes
ativos produzidos a partir de isolado proteico de soro de leite (IPS) tém sido
estudados, apresentando resultados positivos sobre algumas propriedades
importantes das embalagens alimentares como elevada barreira ao oxigénio,
capacidade de liberacdo de agentes antimicrobianos, antioxidantes, corantes,
dentre outros (JANJARASSKUL; TANANUWONG; KROCHRA, 2011;
VONASEK; LE; NITIN, 2014). Quando adicionados de nanoparticulas,
como as nanofibras de celulose (NFC), esses filmes sdo incrementados
quanto as propriedades mecéanicas e de permeabilidade ao vapor de agua
(SANTOS et al., 2014; AZEREDO et al., 2008), tornando-se ainda mais

interessantes a aplicacdo em alimentos.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito
antioxidante de nanobiopolimeros ativos de IPS e NFC incorporados ao 6leo
essencial de tomilho, e sua acdo na prevencdo da oxidacdo de carne moida,
para manutencdo da qualidade da carne armazenada em temperatura de

refrigeracéo (4 £ 1°C).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Isolado proteico de soro de leite (IPS 9400) fornecido pela Hilmar
Ingredients (Hilmar, CA, EUA), glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA), nanofibra de celulose (NFC) cedida pelo Departamento de
Engenharia Florestal — UFLA e 6leo essencial de tomilho (OET) (Ferquima,
Vargem Grande Paulista, SP).

2.2 Planejamento experimental

O experimento foi conduzido usando um delineamento inteiramente
casualizado (DIC). A concentracdo de NFC foi fixada em 4% (p/p) baseado
nos resultados obtidos e demonstrados no Artigo 1. As concentragdes de
OET variaram de 0 (controle); 20; 30 e 40% (p/p), sendo os filmes
denominados de OETO, OET20, OET30 e OET40. O experimento foi

conduzido em trés repeticdes.

Para a avaliacdo do efeito antioxidante dos filmes em carne moida, o
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 5 x 5, sendo quatro nanobiopolimeros (OETO,
OET20, OET30 e OET40) mais a amostra controle (sem aplicacdo de
biofilme), e cinco tempos de armazenamento (0; 1; 2; 3 e 4 dias),

condicionados a 4+1°C, com trés repeticGes.

2.3 Desenvolvimento dos filmes

Os biopolimeros de IPS e NFC incorporados com OET foram
produzidos no Laboratério de Embalagens da Universidade Federal de

Lavras (UFLA), pelo método casting e desenvolvidos de acordo com
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Azevedo et al. (2015), com algumas modificacdes. IPS e glicerol foram
fixados nas quantidades de 6% (p/v) em relacdo ao volume de solucédo e 30%
(p/p) em relacdo ao polimero base. Para a producdo do filme OETO
(controle), IPS foi dissolvido separadamente em agua destilada assim como
o glicerol e NFC, mantidos sob agitacdo durante 30 minutos. Depois disso,
as duas solucdes foram misturadas e agitadas hovamente por 10 minutos, o
pH foi corrigido para 8,0 com solucdo de NaOH 1N e a solucdo foi agitada
em homogeneizador ultrassénico para dispersdo das nanoparticulas (Sonifier
Cell Disruptor Branson — Modelo 450D, Manchester, UK) por 10 minutos
com amplitude de 80% a 25°C. Posteriormente, as solugdes 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. O OET (20; 30 e 40% em relagdo ao
polimero base) foi adicionado apds a solucao filmogénica ter sido resfriada,
sendo misturado em ultrassom Sonifier Cell Disruptor Branson (Modelo
450D, Manchester, UK) por 5 minutos (ZINOVIADOU;
KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2009). As solugdes permaneceram por
48 horas nas placas até que o solvente fosse evaporado, com formagdo dos

filmes. O volume final para cada solugéo vertida foi de 125mL.

2.4 Quantificacao de timol e carvacrol no OET e nos nanobiopolimeros

ativos

A analise de cromatografia gasosa (CG) foi realizada no
Departamento de Quimica da UFLA, com o objetivo de quantificar os teores
dos dois compostos majoritarios e com atividade antioxidante no OET e nos

nanobiopolimeros ativos: timol e carvacrol (PIRES et al, 2011).

A extracdo do 6leo essencial dos nanobiopolimeros ativos foi
desenvolvida conforme descrito por Chi et al (2006), com algumas
modificagbes. Para a extracdo, 1,0g de filme foi cortado em pequenos

pedacos e misturado a 10mL de hexano em agitador magnético durante 1



112

hora a temperatura ambiente (23 + 2°C). O extrato foi separado do filme e
novamente agitado com 5mL de hexano para méxima extragdo do Oleo.
Posteriormente, uma aliquota de 1uL do contetdo total extraido, foi levada

para a analise cromatografica.

A andlise cromatogrédfica do OET e dos extratos dos
nanobiopolimeros ativos foi realizada de acordo com Guimardes et al (2011),
com algumas modificacOes. Para realizar a quantificagdo dos constituintes,
utilizou-se o equipamento Cromatégrafo Gasoso Shimadzu GC-2010
(Kyoto, Japao) equipado com detector por ionizacdo de chamas, com
condicBes de operacdo: coluna RTX-5MS, temperatura do injetor de 250°C;
programacdo da coluna com temperatura inicial de 40°C, sendo acrescidos
15°C/min até atingir 300°C, gas carreador (fase movel) hélio; taxa de split

1:10, e volume de injecéo de 1pL.

Para a quantificacdo do timol e carvacrol, uma curva padrdo com
diferentes concentragdes conhecidas das duas substancias foi obtida, com
utilizacdo dos padrdes timol (Sigma-Aldrich, 99,5% de grau de pureza) e

carvacrol (Sigma-Aldrich, 98% de grau de pureza).

2.5 Analise da atividade antioxidante do OET e dos nanobiopolimeros

ativos
2.5.1 Analise de potencial antioxidante por sequestro de radicais DPPH*

A avaliacdo da atividade antioxidante do OET e dos
nanobiopolimeros ativos foi realizada no Laboratério de Embalagens da
UFLA, por meio do sequestro de radicais livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
— DPPH?®, foi realizada de acordo com as metodologias de Lopes-Lutz et al.
(2008) e Sousa et al. (2007), com algumas modificagdes. Foram preparadas:

solucdo de DPPH em metanol na concentracdo de 40ug mL™, mantida ao
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abrigo de luz e sob refrigeragdo até 0 momento do uso; e solucdes de OET
também em metanol nas concentrages de 4000; 3000; 2000; 1000; 500 e
100pg mL™. A mesma metodologia foi utilizada para o antioxidante sintético

BHT, com intuito de se comparar a atividade antioxidante deste com o OET.

A extragdo dos compostos com atividade antioxidante dos
nanobiopolimeros ativos foi realizada de acordo com Siripatrawan & Harte
(2010), com algumas modificacdes: 0,19 de amostra foi pesada e cortada em
pequenos pedacos, adicionado de 3mL de metanol 80% e misturado em
agitador de tubos vortex durante 3 minutos, seguido de repouso por 3 horas
em temperatura ambiente (23+2°C) e ao abrigo de luz. Apos esse periodo, 0s
tubos foram novamente agitados em vortex por mais 3 minutos e mantidos
em repouso durante 10 minutos nas mesmas condicdes citadas anteriormente

para obtencdo do extrato.

Para gerar a reacdo, 0,3mL das solucdes de OET e os extratos
obtidos por meio dos nanobiopolimeros foram misturados a 2,7mL de
solucdo de DPPH em metanol em tubo de ensaio. Apoés 60 minutos de
repouso ao abrigo de luz, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro Bel
SPECTRO S-2000 (Monza, Italia) a 515nm. A porcentagem de atividade
antioxidante (%AA) para cada concentracdo de OET testada e para oS

extratos dos filmes foi calculada de acordo com a Equagéo 1.

%AA=1- ( Aamostra/Acontrole) x 100 (1)

Onde: Aamostra S€ refere a leitura de absorvancia das solugdes com
amostras e DPPH; e Aconrole € @ leitura da absorvancia da solucéo controle

(todos os reagentes com exce¢do dos compostos avaliados).
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A partir dos valores obtidos para a atividade antioxidante do 6leo
essencial e BHT, foram obtidas as equagdes da reta de %AA e o célculo de
ICso, valor correspondente a quantidade de amostra necesséaria para se

reduzir em 50% a concentracao inicial do radical DPPH®.

2.5.2 Andlise da atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/acido

linoleico

A avaliagdo da atividade antioxidante utilizando o ensaio de
branqueamento do [3-caroteno para o0 OET e para os nanobiopolimeros ativos
também foi realizada no Departamento de Embalagens da UFLA, de acordo
com as metodologias apresentadas por Lopes-Lutz et al. (2008) e Wang et al.
(2008) com algumas modificagdes. Uma solugdo de [-caroteno em
cloroférmio foi preparada (1,0 mg mL™), em seguida, 0,4mL dessa solugéo,
40pL de &cido linoleico e 400mg de Tween 20® foram misturados e o
cloroférmio evaporado em rotaevaporador. Apos a evaporagdo, 100 mL de
agua destilada saturada com oxigénio (30 minutos sob oxigenagdo) foram
adicionados de forma lenta sobre a mistura, com agitagdo constante e
submetida a homogeneizacdo em homogeneizador ultrassénico Sonifier Cell
Disruptor Branson (Modelo 450D, Manchester, UK) por 1 minuto com
amplitude de 50% (Emulsdo A). Em seguida, 5mL da emulsdo A foram
adicionados a tubos de ensaio e acrescidos de 200uL das solugdes
metandlicas de OET nas concentragdes de 4000; 3000; 2000; 1000; 500 e
100pg mL™.

Para a andlise dos nanobiopolimeros, 4mL da emulsdo A foram
adicionados aos tubos de ensaio contendo amostras de 2x2cm dos
nanobiopolimeros cortados em pequenos pedacos (PHOOPURITHAM et al,

2011). Paralelamente, foram preparadas duas solugfes, uma sem o
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antioxidante (controle) e outra com 0s mesmos reagentes da emulsdo A, sem

o B-caroteno (emulsdo B — branco).

As leituras das amostras foram realizadas em espectrofotémetro Bel
SPECTRO S-2000 (Monza, Itdlia) a 470nm, nos tempos 0, apés adicdo do
antioxidante sobre a emulsdo A, e ap6s 60 minutos de incubagdo dos tubos
de ensaio em banho-maria a 50°C. A porcentagem de atividade antioxidante
(%AA) para cada concentragdo de OET testada e para os extratos dos filmes
foi calculada de acordo com a Equacdo 2.

%AA = 100 x (DC — DA) /DC )

Onde: DC se refere ao grau de degradacdo do controle = [In(a/b)/60];
DA é o grau de degradagdo na presenca da amostra = [In(a/b)/60]; a =
absorvancia no tempo 0; b= absorvancia final (ap6s 60 minutos de

incubacéo).

2.6 Preparacao da carne moida e acondicionamento

A preparagdo da carne moida e acondicionamento foram realizados
no Laboratério de Carnes do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
UFLA. Cortes de coxao duro (Biceps femoris) foram obtidos em acougue
local no dia do preparo. A carne foi cortada em pedagos menores e moida em
moedor de carnes elétrico (BECCARO® modelo Picador PB-22, Brasil),
utilizando-se uma placa com orificios de 8mm de diametro. A carne moida
foi dividida em cinco porgdes iguais, correspondentes aos 5 tratamentos:
amostra controle (sem nanobiofilme), filme controle (OETO0), e
nanobiopolimeros incorporados com 20; 30 e 40% (p/p) de OET: OET20,
OET30 e OET40. Em seguida, cerca de 60g de carne moida foram pesadas e
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dimensionadas sob pressdo em forma de hambirguer com o uso de formas
plasticas de 10cm de didmetro. 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.

2.7 indice de TBARS

A andlise foi realizada no Laboratério de Carnes do Departamento
de Ciéncia dos Alimentos da UFLA. A oxidacdo lipidica das amostras de
carne moida foi analisada pelo indice de TBARS e foi realizada segundo
metodologia descrita por Raharjo; Sofos; Schmidt (1992), com modificagdes
descritas por Cardoso et al. (2016).

Foram pesados 10g de amostra e adicionados de 40mL de solucdo de
acido tricloroacético 5% (TCA) e 1mL de solucdo de BHT (2,6-di-tert-butil-
4-methylphenol) 0,3% (em etanol), sendo a mistura triturada em
homogeneizador Politron até se obter um liquido homogéneo (5 minutos).
Em seguida, a solugéo foi filtrada em papel filtro e o volume filtrado
ajustado para 50mL com TCA 5%. Aliquotas de 2mL foram retiradas e
transferidas para tubos de ensaio contendo 2mL de solucdo de &cido
tiobarbitarico 0,08 M (TBA, diluido em &cido acético glacial 50%). Os tubos
foram colocados em banho-maria a 90°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), de acordo com o célculo: valor
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da absorvancia lida x 7,38 (valor de correcdo para as leituras das
absorvancias) (CARDOSO et al., 2016). Para cada repeticdo, as médias

foram obtidas por meio da média de, pelo menos, duas replicatas.

2.8 Cor objetiva

A andlise foi realizada no Laboratdrio de Carnes do Departamento
de Ciéncia dos Alimentos da UFLA. A avaliacdo objetiva da cor foi
realizada com o uso de um colorimetro espectrofotométrico modelo CM-700
(Kbnica Minolta, Japdo) com porta de abertura de 8 mm, iluminante A,

angulo de 10° para o observador e reflectancia especular excluida (SCE).

As leituras foram realizadas na superficie das carnes sem o
recobrimento dos filmes e foram retirados os valores de leitura de cinco

pontos distintos da superficie de cada amostra.

Os indices de cor: luminosidade (L*), indice de vermelho (a*) e
indice de amarelo (b*) foram obtidos pelo valor médio da leitura de cinco
pontos distintos da superficie das amostras e a partir deles, os indices de
saturagdo (C*) e angulo de tonalidade (h*; em graus) foram calculados com
utilizacdo das férmulas (RAMOS; GOMIDE, 2007): C* = [(a** + b*?) Y]] e
h* = tan™ (b*/a*).

2.9 Analise estatistica

Para as analises de quantificacdo de timol e carvacrol e analise
antioxidante do 6leo foi realizada andlise de variancia (ANOVA) utilizando-
se 0 programa SAS® (Cary, SC) (p<0,05) e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey. Para os resultados de analise antioxidante

dos filmes, indice de TBARS e cor objetiva das carnes foram realizadas a
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andlise de variancia (ANOVA) e a analise de regressdo, cujos modelos
linear, quadratico e cubico foram testados, sendo avaliados pelo coeficiente

de regressao R2. O experimento foi conduzido em trés repeticdes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Quantificacdo de timol e carvacrol no OET e nos nanobiopolimeros
ativos

A concentragdo de timol (5270,80 mg/L) foi cerca de 1,5 vezes o
valor encontrado para carvacrol (3572,82 mg/L). Pires et al. (2011)
analisaram os principais constituintes do dleo essencial de tomilho comercial
por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
MS) para aplicagdo em nanobiopolimeros de proteina de peixe e
encontraram o timol como composto majoritario, com concentracdo de
aproximadamente 14 vezes a mais que a do segundo principal constituinte, o
carvacrol. Jouki et al. (2014) utilizando a mesma metodologia de
identificacdo (CG-MS), encontraram como principais constituintes do 6leo
essencial de tomilho, o timol, p-cimeno, carvacrol e y-terpineno, sendo o p-
cimeno e y-terpineno os compostos precursores de timol e carvacrol, com a
concentragdo do timol cerca de 6 vezes maior que a de carvacrol. Hudaib et
al. (2002) analisaram a constituicdo de 6leos essenciais de tomilho obtidos a
partir de diferentes periodos e ciclos de vida da planta, encontrando
diferencas de rendimento do 6leo e na concentracdo de timol e carvacrol
entre os tratamentos. Segundo o estudo, plantas jovens (dois anos) obtiveram
maior rendimento de 6leo e maior concentragdo de timol e carvacrol do que
plantas mais velhas (cinco anos), sendo a variacdo explicada pelas diferencas

durante o cultivo e crescimento das plantas.
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Os Oleos essenciais tém sua atividade antioxidante relacionada a
natureza de seus constituintes e também a sua propria capacidade de resistir
a degradacdo oxidativa. Na maioria das vezes, sua capacidade antioxidante
esta relacionada a presenca de compostos com grupamento hidroxila (-OH)
gue atuam cedendo um atomo de hidrogénio e impedindo a oxidacdo por
cessar a producdo de radicais livres durante o processo (DIMA et al.; 2014).
Para o OET, a atividade antioxidante é determinada, principalmente, pela
presenca dos compostos fendlicos timol e carvacrol, que possuem em sua
estrutura um anel aromatico ligado a um grupamento hidroxila (DEL RE &
JORGE, 2012).

Para os nanobiopolimeros incorporados com OET, também pode-se
observar a presenca de ambos o0s constituintes (Figura 1). Tendo em vista a
guantidade de OET adicionado a cada tratamento e os valores encontrados
de timol e carvacrol para o OET puro, as concentragdes esperadas para
ambos 0s compostos nos filmes seria de, aproximadamente, 0,104; 0,148 e
0,197mg/g de filme para timol e de 0,07; 0,100 e 0,134mg/g de filme para

carvacrol, para os tratamentos OET20; OET30 e OET40, respectivamente.

Entretanto, as concentragdes encontradas foram menores que as
estimadas (Figura 1). Timol e carvacrol sdo compostos volateis, podendo
sofrer perda para o ambiente e degradacdo durante a etapa de secagem dos
filmes por casting, principalmente quando ndo se tem controle da
temperatura do ambiente (CHI; ZIVANOVIC; PENFIELD, 2006), tornando
necessaria a verificagdo da permanéncia desses compostos apds a formacao

dos nanobiopolimeros.
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Figura 1 Concentracdo (mg/g) dos compostos timol e carvacrol presentes em
nanobiopolimeros de IPS e NFC incorporados com diferentes concentracdes de
OET.

Chi et al (2006) analisaram a presenca de carvacrol em biopolimeros
de quitosana e 6leo essencial de orégano produzidos por casting, a
temperatura de 30°C, e também observaram a diminuicéo significativa dos
niveis deste composto para o valor de 2,1 + 0,5 mg/L™, relacionando este
fato a perda dos constituintes volateis do 6leo durante a etapa de secagem

dos filmes.

3.2 Analise da atividade antioxidante do OET e nanobiopolimeros ativos

3.2.1 Andlise da atividade antioxidante por sistema p-caroteno/acido
linoleico e DPPH para OET

As atividades antioxidantes (%) das diferentes concentraces de
OET e BHT avaliadas pelo sequestro de radical livre DPPH e sistema (-

caroteno/éacido linoleico estdo apresentadas na Tabela 1, com avaliagdo da
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diferenca das atividades entre os compostos para cada metodologia
separadamente (p<0,05). Observa-se que para os dois métodos testados, a
atividade antioxidante foi significativamente maior para praticamente todas
as concentracdes de BHT, que pode ser explicada pela sua maior dificuldade
em se doar um elétron para a estabilizacdo do radical livre DPPH®
(GUIMARAES et al, 2011). De modo geral, tem-se tanto para 0 OET quanto
para 0 BHT o aumento da atividade antioxidante (%) de acordo com as
concentracdes utilizadas, resultado semelhante ao encontrado por outros
estudos (PHOOPURITHAM et al, 2011; JOUKI et al, 2014; KULISIC et al,
2004; WANG et al, 2008).

O método de analise da atividade antioxidante pelo sequestro do
radical DPPH consiste na doacdo de hidrogénio por parte do antioxidante
para a estabilizacdo do radical DPPH*® em 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-
H), com mudanca da solugdo de coloracdo purpura para amarela, sendo a
intensidade da mudanga monitorada pelo decréscimo da absorvéancia
(KULISIC et al.; 2004). J& para 0 método de oxidagdo do sistema B-
caroteno/acido linoleico, a avaliacdo é feita pela observacdo da capacidade
do antioxidante em inibir os radicais livres produzidos durante a peroxidacéao
do é&cido linoleico, protegendo o substrato p-caroteno da oxidacdo. Quando
este é oxidado pela reagcdo com os radicais formados pela oxidacéo do acido
linoleico, a solugdo perde cor (branqueamento do -caroteno), sendo que na
presenca de antioxidantes essa descoloragdo é reduzida, com manutengdo da
cor amarela da solugdo (DUARTE-ALMEIDA et al.; 2006).



122

Tabela 1 Atividades antioxidantes (%) dos compostos estudados diante as
metodologias empregadas

. Concentracgdes Compostos

Metodologia (ug.L™) OET BOT
100 3,56°+ 0,36 8,38°+ 1,43
500 9,25% + 0,43 61,982 +1,31
1.000 22,16°+1,33  68,83°+1,25
Sequestro de DPPH 2.000 3648°+136 7135°+0.71
3.000 40,72+ 1,63 82,53"+0,84
4.000 4213*+1,70 88,19°+1,72
100 2,887+ 0,35 7,36° + 0,45
Sistema - 500 15,55% + 1,11 25,33:)’1 0,50
caroteno/4cido 1.000 28,27°+0,79  31,52°+1,00
linoléico 2.000 55,13+ 0,34  56,08% + 0,68
3.000 71,03+ 059 71,05+ 0,57
4.000 78,60°+1,82 85,84°+1,18

* Médias observadas em linhas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente
(P<0,05).

Pelos resultados obtidos no sistema B-caroteno/acido linoleico, a
atividade antioxidante do OET se manteve igual a encontrada pelo BHT para
as concentragdes de 2.000 e 3.000 pg.L™. Kulisic et al. (2004) compararam a
atividade antioxidante a partir do sistema [-caroteno/acido linoleico de
varios constituintes frente ao Oleo essencial de orégano e também
encontraram uma atividade maior para 0 BHT quando comparado ao 6leo
essencial. Também concluiram, por meio da avaliacdo de diferentes fracdes
do dleo essencial (CHO, CH e compostos fendlicos) e de seus constituintes
majoritérios (timol e carvacrol), que o poder de preservagdo da coloragdo do
sistema B-caroteno/acido linoleico foi mais eficiente para a fracgdo CHO do
6leo. A maior atividade antioxidante encontrada pela fragdo CHO do 6leo,
sugere, segundo eles, que a atividade antioxidante desse 6leo também esta
relacionada aos constituintes mais polares, ampliando a area de agdo do
composto dentro do sistema, apresentando maior efetividade na prote¢éo do

acido linoleico.
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Assim sendo, a presenca de timol e carvacrol no OET utilizado na
producdo e nos nanobiopolimeros ativos (Figura 1) prediz sobre as
propriedades antioxidantes dos filmes, confirmadas pelas analises de DPPH

e B-caroteno (Tabela 1).

A partir da correlagdo entre os dados da atividade antioxidante
(%AA), resultantes da analise de DPPH, e as diferentes concentracGes
testadas para o OET e antioxidante sintético BHT, foram obtidos os valores
de ICy, (Tabela 2), sendo que quanto maior for o consumo de DPPH pela
amostra, menor sera seu valor de ICsy € maior a sua atividade antioxidante
(UGALDE, 2014). A maior concentracdo de OET necesséria para a reducao
de 50% do valor inicial de radical DPPH, quando comparado ao valor obtido
pelo antioxidante sintético BHT é encontrado em diversos estudos. Miranda
(2010) encontrou valor de ICs, de 1.379,54 e 43,95ug.mL™ para o 6leo
essencial extraido a partir de folhas frescas de tomilho e para o BHT,

respectivamente.

Tabela 2 EquacGes da reta e ICsy do OET e BHT estudados pela analise
antioxidante DPPH

Amostra Equacdo da reta ICso (g.mL™)
OET y = -0,00008x + 0,6546 2470,0
(R?=0,8393)
BHT y =-0,0001 + 0,6519 1600,0

(R*=0,9714)
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3.3 Avaliagdo do potencial antioxidante por DPPH e sistema f-

caroteno/acido linoleico para os nanobiopolimeros ativos

As atividades antioxidantes dos diferentes tratamentos de
nanobiopolimeros ativos de IPS e OET pelos métodos de sequestro de
radicais DPPH e oxida¢do do sistema [-caroteno/acido linoleico é mostrada

na Figura 2.

Os filmes com OET apresentaram maiores valores de atividade
antioxidante tanto para a metodologia de sequestro de radicais DPPH quanto

para as analises realizadas através do sistema [3-caroteno/acido linoleico.

60 -
50

40 -

Atividade antioxidante (%)

0 10 20 30 40
Amostras (% OET)

Figura 2 Atividade antioxidante (%) de nanobiopolimeros de IPS e NFC
incorporados com diferentes concentragfes de OET (0; 20; 30 e 40% p/p) de acordo
com metodologias de sequestro de radicais livres DPPH (@) e sistema [3-
caroteno/acido linoleico (o). Os pontos representam os dados observados e as linhas
representam os dados ajustados.

%AA =2,9271 + 0,7892*C R2=0,99
%AA =7,1214 + 1,1099*C R2=0,95
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O aumento da atividade antioxidante a partir da adi¢do de OET esta
relacionado a presenca dos compostos fendlicos que sdo responsaveis por
essa atividade no dleo (JOUKI et al, 2014), sendo esses resultados
confirmados pela gquantificacdo dos compostos timol e carvacrol nos filmes
(Figura 1), onde também houve aumento significativo (p<0,05) da
guantidade de ambos 0s compostos com o aumento da concentracdo de OET.
Pires et al. (2011) encontraram atividade antioxidante correspondente a 38%
da atividade do 6leo livre para filmes de proteina de peixe adicionados da
maior concentragdo de dleo essencial de tomilho do estudo (0,25ml/g de
proteina). Jouki et al. (2014) analisaram a atividade antioxidante de filmes de
mucilagem de semente de marmelo adicionados de OET por meio da
metodologia de sequestro de radicais DPPH e também observaram aumento
da atividade antioxidante dos filmes com o aumento da concentracdo de
OET.

3.4 Avaliagdo da oxidacéo lipidica pelo indice TBARS

O efeito antioxidante do filme foi determinado pela avaliagdo da
capacidade de inibir a oxidacdo dos lipideos de amostras de carne moida
durante o armazenamento a 4 + 1°C, por 4 dias, pelo método TBARS. Pela
analise de variancia, verificou-se que houve interacdo significativa (p<0,05)

entre as concentragdes de OET e o tempo.

Com base nas equacBes, os graficos foram construidos e
apresentados na Figura 3. A amostra controle e agquela acondicionada pelo
filme controle apresentaram os maiores valores de TBARS e comportamento
quadratico, com ponto maximo de oxidacdo no segundo dia de
armazenamento. A amostra OET20 apresentou reducdo do indice de TBARS

no primeiro dia.
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Figura 3 Oxidac&o lipidica da carne moida embalada em filmes de PVVC e em
nanobiopolimeros antioxidantes a 4°C por 4 dias: (®) controle; (©) filme controle
(OETO); (V) filme OET20; (A) filme OET30; (m) filme OET40. Os pontos
representam os dados observados e as linhas representam os dados ajustados.

Esse comportamento pode estar relacionado a quantidade inicial de dleo
presente na superficie dos filmes contribuindo para a reducdo do parametro.
Apbs o segundo dia, observou-se 0 aumento do indice que pode estar
relacionado a baixa difusdo do 6leo pelo polimero. Para os tratamentos
OET30 e OET40 observou-se uma menor variacao do indice de TBARS em
funcdo do tempo que pode estar relacionada justamente as maiores
concentracbes de Oleo presentes na matriz polimérica. As carnes
acondicionadas com os filmes contendo o OET apresentaram valores
estatisticamente reduzidos de indice de TBARS no udltimo dia de anélise,
comparados a amostra controle (sem filme) e ao filme controle (OETO0). Esse
resultado sugere que a oxidacdo lipidica das amostras de carne moida pode
ser minimizada com a utilizacdo dos filmes de IPS e NFC adicionados de
OET, devido a acdo antioxidante do 6leo essencial (RAMOS et al., 2012).
Outra possibilidade é a baixa barreira ao oxigénio apresentada para filmes de
IPS, ja que o filme controle também apresentou reducdo no valor (MILLER,;
KROCHTA, 1997).



127

Lorenzo et al. (2014) avaliaram o efeito de filmes de poliestireno
ativos contendo 2% de 6leo essencial de orégano sobre a prevengdo da
oxidacdo de bifes de carne bovina durante 15 dias de armazenamento e
também encontraram reducdo dos valores de TBARS do filme ativo
comparado ao controle durante as etapas de armazenamento. Siripatrawan &
Noipha (2012) analisaram o efeito antioxidante de filmes de quitosana
incorporados com extrato de cha verde durante 20 dias, observando valores
reduzidos de TBARS tanto para o filme de quitosana quanto para o
adicionado de agente antioxidante. Rimini et al. (2014) também observaram
diminuicdo nos valores de TBARS para cortes de frango fresco e
armazenados durante 12 e 90 dias quando adicionados diretamente de
mistura de 6leo essencial de tomilho e laranja e comparados ao controle,
com valores variando de 0,501 para o tratamento controle e 0,240 nmol
MDA/mg de proteina para a carne adicionada de 6leo essencial no 12° dia de

armazenamento.

Tem sido reportado que indices a partir de 1,5 mg MDA/kg de carne
estdo relacionados a mudancgas perceptiveis e inaceitaveis nas caracteristicas
sensoriais da carne (LORENZO et al, 2014). Neste estudo, nenhum dos
indices encontrados durante o armazenamento das carnes ultrapassou o valor
de 0,30mg MDA/kg de carne mostrando que ap6s o periodo de 4 dias de
armazenamento a temperatura de 4°C + 1, as carnes provavelmente ndo
apresentaram mudancas sensoriais capazes de influenciar na aceitacdo do
produto, demonstrando o potencial de utilizacdo dos filmes na prevencéao da

oxidagéo.

As equaches ajustadas para cada tratamento em funcdo do tempo
estdo apresentadas na Tabela 3, com seus respectivos valores de coeficiente

de regressao R2.
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Tabela 3 Equacfes ajustadas em fungéo do tempo para os valores de TBARS
de carne moida acondicionada em diferentes filmes antioxidantes e amostra
controle

Tratamento Equacdo R?

Controle Y =0.1249 + 0.1125t — 0,0206t2 0.95
OETO Y =0.0948+ 0.0912t — 0,0161t2 0.88
OET20 Y =0,1640 - 0.1404t + 0,0957t2 - 0,0154t3 0.93
OET30 Y =0.0860+ 0.0309t- 0,0042t2 0.99
OET40 Y =0.0869 + 0.0549t- 0,0242t2 - 0,003413 0.93

*T: tempo em dias

De forma diferente ao encontrado neste estudo, Coskun et al (2014)
avaliaram o efeito de embalagens ativas de isolado proteico de soja
adicionadas de 6leo essencial de tomilho e orégano, na concentracéo de 5%,
sobre a oxidagdo de carne moida e ndo encontraram diferenca significativa
para nenhum dos tratamentos durante o periodo de 12 dias de

armazenamento a 4°C.

3.5 Cor objetiva

O efeito dos nanobiopolimeros ativos sobre a cor das carnes durante
0 armazenamento por 4 dias a 4°C £ 1 °C foi avaliado por meio dos
parametros de cor objetiva L*, a*, b*, C* e h*. Pela analise de variancia,
verificou-se que houve interacdo significativa (p<0,05) entre as

concentragdes de OET e o tempo.

A luminosidade (L*) da carne bovina geralmente apresenta redugéo
com o tempo de armazenamento do produto (RAMOS; GOMIDE, 2007). No
presente trabalho, observou-se que para os tratamentos controle e OETO
houve comportamento diferente do esperado, caracterizado pelo aumento de
L* no primeiro dia (Figura 4a), fato que pode estar relacionado aos inimeros

fatores que podem atuar sobre esse pardmetro como: teor de agua, superficie
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Figura 4 Variagdo de L* (4%), a* (4b) e b* (4c) da carne moida acondicionada em
nanobiopolimeros antioxidantes ao longo do tempo: (@) controle; (o) filme controle
(OETO0); (V) filme OET20; (A) filme OET30; (m) filme OET40. Os pontos
representam os dados observados e as linhas representam os dados ajustados.
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de amostragem e variagdes da luz ambiente (SOUZA et al., 2004; RAMOS;
GOMIDE, 2007). Ja para os tratamentos OET20 e OET40 o comportamento
foi o esperado, com diminuicdo de L* durante o periodo de armazenamento,
corroborando os resultados encontrados para indice de TBARS, onde foram
encontrados ligeiro aumento da oxidagdo para esses tratamentos relacionado
a diminuicédo da claridade das amostras. Os valores encontrados para L* das
carnes moidas foram semelhantes aos encontrados por outros autores.
Lorenzo et al (2014) também encontraram reducdo de L*para bifes de carne
bovina acondicionados por embalagens ativas de poliestireno com 6éleo

essencial de orégano, durante estocagem por 14 dias a temperatura de 2°C.

Para o indice a*, que indica a cor vermelha/verde da superficie das
amostras, todos os tratamentos apresentaram reducdo do valor durante o
periodo de armazenamento (Figura 4b). Esse indice est4d intimamente
relacionado a carne vermelha, sendo a aceitacdo desse produto diretamente
relacionada a manutencdo de seu valor (RAMOS; GOMIDE, 2007). Ainda,
pode-se observar que o tratamento OET20 apresentou o valor mais elevado
de a* no ultimo dia de armazenamento, indicando uma maior manutencédo da
cor vermelha para as carnes acondicionadas pelos filmes adicionados da
menor concentracdo de OET testada. Gomez & Lorenzo (2012) também
encontraram reducdo dos valores de a* durante periodo de estocagem de
carne fresca de potro sob armazenamento a 2°C. Tornuk et al. (2015)
avaliaram o efeito do acondicionamento de bifes de carne bovina em filmes
ativos de polietileno de baixa densidade adicionados de nanoparticulas e dos
agentes ativos timol, eugenol e carvacrol sobre as propriedades de cor da
carne durante 7 dias a 4°C. Para os valores de a*, obtiveram aumento do
parametro no primeiro dia, fato que foi relacionado a possivel reacdo do
oxigénio residual presente na embalagem com a mioglobina da superficie
das carnes, resultando na intensificacdo da cor vermelha. Esse resultado
também pode ser observado para os tratamentos OETO (filme controle) e

OETA40, onde houve aumento do valor de a* para o primeiro dia de
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Figura 5 Variagdo de C* (5a) e h* (5b) da carne moida acondicionada em
nanobiopolimeros antioxidantes ao longo do tempo: (@) controle; (o) filme controle
(OETO0); (V) filme OET20; (A) filme OET30; (m) filme OET40. Os pontos
representam os dados observados e as linhas representam os dados ajustados.

estocagem e posterior reducdo até o ultimo dia. A partir do quarto dia, 0s

autores também encontraram reducdo dos valores de a*.

Observou-se, também, que as amostras de todos os tratamentos
apresentaram diminuicdo do indice de cor amarela/azul (b*) durante o
periodo de armazenamento (Figura 4c). Resultado semelhante foi encontrado
por Coskun et al (2014), que encontraram valores de b* variando de 10,42

(primeiro dia de armazenamento) a 09,12 para o 12° dia em bolos de carne
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bovina acondicionados em filmes de isolado proteico de soja contendo 6leo
essencial de tomilho.

O indice de saturacdo (C*) esta relacionado a intensidade de uma
tonalidade. Cores com elevado valor de C* séo consideradas saturadas e
aquelas com reduzido valor desse indice, consideradas palidas (RAMOS;
GOMIDE, 2007). O valor de C* de todas as amostras de carne moida foi
reduzido do primeiro para o Gltimo dia de armazenamento, indicando perda
da intensidade da coloragdo inicial e aumento da palidez da carne. Porém,
assim como observado para os resultados de a*, o tratamento OET20
apresentou o maior valor de indice de saturacdo no ultimo dia de
armazenamento, indicando uma prevaléncia da intensidade da cor da carne
moida para a amostra revestida pelos nanobiopolimeros adicionados da

menor concentracdo de agente antioxidante testada.

O angulo de tonalidade (h*) indica a qualidade da cor (vermelho,
verde, azul, etc.) (RAMOS; GOMIDE, 2007). O solido de cor referente aos
valores encontrados para h* é dividido em quatro quadrantes e os valores
compreendidos entre 330° e 25° referem-se a cor vermelha (RAMOS;
GOMIDE, 2007). Sendo assim, os valores encontrados para todos os
tratamentos em todos os periodos de tempo estimam a coloragdo

predominantemente vermelha das amostras de carne moida analisadas.

As equagOes ajustadas em funcdo do tempo para os parametros
avaliados e seus respectivos coeficientes de regressdo R2 estdo apresentadas

na Tabela 4.
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Tabela 4 Equagdes ajustadas em funcéo do tempo para os valores de L*, a*,
b*, C* e h* de carne moida revestida pelos nanobiopolimeros de IPS e NFC

com diferentes concentra¢fes de OET e amostra controle

L*

Tratamento Equacéo R?
Controle Y =41,89 + 4,50t + 1,64t + 0,11t° 0.88
OETO Y =41,60 + 7,93t — 4,412 + 0,643 0.99
OET20 Y =40,35 - 4,48t + 1,27t2 - 0,13t3 0.99
OET30 Né&o ajustou
OET40 Y =46,21 -1,37t 0.98

a*

Tratamento Equacéo R?
Controle Y =24,08 + 0,23t — 0,52t2 0.98
OETO Y = 24,47 + 2,88t — 3,242 + 0,4613 0.98
OET20 Y =25,27 + 0,79t — 0,61t2 0.98
OET30 Y = 26,42 — 0,81t — 0,44t? 0,99
OET40 Y =25,80 - 0,10t — 0,51t? 0.97

b*

Tratamento Equacéo R?
Controle Y =16,70 + 1,75t — 0,582 0.99
OETO Y =16,40 + 5,77t — 3,95t + 0,57t3 0.95
OET20 Y =17,60 + 3,55t — 2,11t2 - 0,27¢3 0.98
OET30 Y =18,74 + 1,18t — 1,37t2 + 0,193 0,99
OET40 Y =19,14 +1,02t — 1,22t + 0,16t3 0.99

C*

Tratamento Equacio R?
Controle Y =29,31 + 1,20t — 0,75t2 0.99
OETO Y =29,46 + 5,73t — 4,962 + 0,72t3 0.98
OET20 Y =30,68 + 3,59t — 2,342 + 0,273 0.97
OET30 Y =32,54 - 0,98t — 0,46t2 0,99
OET40 Y = 32,26 +-0,35t — 0,542 0.98

h*

Tratamento Equacéo R?
Controle Y = 34,46 + 4,62t — 1,94t2 + 0,313 0.95
OETO Y =37,79 + 5,82t — 2,602 + 0,44t3 0.99
OET20 Y =34,97 + 3,47t — 1,86t + 0,32t3 0.99
OET30 Y =35,41+ 2,30t — 1,45t> + 0,313 0,99
OET40 Y =36,40 + 3,17t — 2,46t2 + 0,47t3 0.93

*T: tempo em dias
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CONCLUSAO

Verificou-se a existéncia da atividade antioxidante (%) no OET para
ambas as metodologias de anélise empregadas. Para os filmes ativos, houve
aumento significativo (p<0,05) da concentragdo de timol e carvacrol e
aumento linear da atividade antioxidante (%) de acordo com o aumento da
concentracdo de OET. Os filmes adicionados de OET foram capazes de
reduzir os valores de oxidacdo das amostras de carne moida medidas pelo
indice TBARS. Para a andlise de cor objetiva, a adicdo da menor
concentragcdo de OET (20% p/p) foi suficiente para a manutencdo da cor
vermelha das carnes (a* e h*), assim como do indice de saturagdo da cor
(C*). Sugere-se que a aplicacdo de nanobiopolimeros de IPS e NFC
contendo 20% (p/p) de OET ja seja suficiente para reduzir a oxidagao e

manter a cor vermelha da carne moida.
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