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RESUMO

Pesquisas sobre biofilmes a base de polimeros surgiram devido ao impacto ambiental
aliado a necessidade de reduzir os residuos sélidos. Atualmente, varios estudos estédo
voltados ao desenvolvimento de tecnologia que controle o crescimento indesejavel de
microorganismos, através de embalagens ativas. O objetivo deste trabalho foi obter as
melhores formulagdes para o desenvolvimento de biofilmes ativos e avaliar sua aplicagao
no acondicionamento de paes de forma. Filmes simples e compostos a base de gelatina,
gluten e amido (mandioca, mandioca modificado, milho ceroso e milho ceroso modificado)
foram desenvolvidos e caracterizados quanto a permeabilidade ao vapor de agua (PVA),
permeabilidade ao oxigénio (PO,), solubilidade em agua (SOL) e propriedades mecénicas
(resisténcia a tragao - RT e porcentagem de elongagéo - ELO), variando a concentragao
da macromolécula e do plastificante (glicerol). Os filmes contendo 10 g de gelatina com
5% de glicerol (em relacdo a massa seca da proteina) e o filme com 5 g de gluten, 32,5
mL de etanol/100 mL de solugao, pH 5 e 20% de glicerol (em relagdo a massa seca da
proteina) foram selecionados para a elaboragéo dos filmes compostos. Filmes compostos
de gluten/gelatina (GLU/GEL), amido de mandioca/gelatina (AM/GEL), amido de
mandioca modificado/gelatina (AMM/GEL), amido de milho ceroso/gelatina (AMC/GEL),
amido de milho ceroso modificado/gelatina (AMCM/GEL) em diversas proporgdes 1:1, 1:4
e 4:1 e amido/gelatina/gluten (AM/GLU/GEL; AMM/GLU/GEL, AMC/GLU/GEL e
AMCM/GEL) na proporgéo 1:1:1, também foram confeccionados e caracterizados. Os
filmes compostos apresentaram menor PVA e maior RT que os filmes simples de gelatina.
Os filmes compostos AMM/GEL, GLU/GEL e AMM/GLU/GEL, nas proporgdes 4:1; 4:1 e
1:1:1, respectivamente, foram utilizados no desenvolvimento de filmes ativos. Os filmes
compostos foram adicionados de sorbato de potassio (SP) na concentragdo de 2 e 4%
(p/v). A adigao de SP provocou aumento na PVA, na SOL e na ELO e redugdo na RT, em
relacdo aos filmes sem sorbato. A superficie dos filmes compostos mostrou-se lisa e
homogénea, com excecédo do filme AMM/GLU/GEL com 4% de SP. Para os testes de
difusdo em halo, foram isolados 5 fungos: (i) Eurotium chevalieri; (ii) Eurotium
amstelodami; (iii) Wallemia sebii; (iv) Penicillium raistrickii e (v) Cladosporium sp. Os
filmes que apresentaram maior eficiéncia na redugdo do crescimento dos fungos e
melhores propriedades de barreira e mecanicas foram: (i) AMM/GEL e (ii) GLU/GEL,
ambos com 2% de SP. Os filmes ativos selecionados no teste de difusdo em halo
apresentaram duas tangentes de perda (tan 3), indicando a existéncia de duas Tg. Os
filmes de GLU/GEL, sem e com 2% SP, foram utilizados no acondicionamento de pao de
forma, sendo que as fatias de paes justapostas foram intercaladas com os filmes ativos e
colocadas em sacos de polietileno de baixa densidade. O uso de filmes entre as fatias
provocou aumento da firmeza, diminuicdo da umidade e da atividade de agua. A analise
microbiolégica nao indicou diferenca significativa entre a estocagem com filmes ativos e o
controle. No 7° dia, os paes continham a quantidade maxima de SP permitida no produto
pela legislagéo brasileira.

Palavras chaves: gelatina, gluten, amido de mandioca modificado, sorbato de potassio,
embalagem ativa.
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ABSTRACT

In recent years the research on polymer-based biofilms has seen considerable
increase due to concern over environmental impact and the need to reduce solid residue
generation. There are several studies concerning the control of microbial activity in
prepared food using active packaging. The objective of this work was to develop the best
formulation of active biofilms and to evaluate their performance in sliced bread packaging.
Simple and composite films were developed, based on gelatin, gluten and diferent types of
starch (cassava, modified cassava, waxy maize and modified waxy maize starches). Films
were characterized for their permeability to water vapor (WVP), permeability to oxygen
(PO,), solubility in water (SOL) and mechanical properties (tensile strengh -TS and
elongation -ELO), using different concentrations of the macromolecules and plasticizer
(glycerol). Films containing 10g of gelatin and 5% of glycerol (based on protein dry mass)
and films with 5g of gluten, 32.5 mL of ethanol/mL of solution, at pH of 5 and 20% glycerol
(based on protein dry mass) were selected for the manufacture of composite films.
Composite films of gluten/gelatin (GLU/GEL), cassava starch/gelatin (CS/GEL), modified
cassava starch/gelatin (MCS/GEL), waxy maize starch/gelatin (WMS/GEL), modified waxy
maize starch/gelatin (MWMS/GEL), at 1:1, 1:4 and 4:1 ratios and starch/gelatin/gluten
(S/GLU/GEL) at 1:1:1 ratio were manufactured and characterized. Composite films
presented lower WVP and larger RT than simple gelatin film. Composite films based on
MCS/GEL, GLU/GEL and MCS/GLU/GEL at 4:1, 4:1 and 1:1:1 ratios, respectively, were
used for the development of active films usine, potassium sorbate (PS) at 2 and 4%, in
volume concentrations. Addition of PS promoted increase in WVP, SOL and ELO as well
as a decrease in TS, when compared to films with no added anti-microbial agent. Surface
of the composite films were smooth and homogeneous except for the MCS/GLU/GEL with
4% PS. Five microorganisms were selected, for the diffusion halo assay: (i) Eurotium
chevalieri, (ii) Eurotium amstelodami; (iii) Wallemia sebii; (iv) Penicillium ralstrickil e (v)
Cladosporium sp. Films that presented the best efficiency on reduction of microbial growth
as well as best permeability and mechanical properties were: (i) MCS/GEL and (ii)
GLU/GEL, both with 2% of added PS. The active films selected for the diffusion halo assay
presented two loss tangent (tand) values, an indication of two Tgs. GLU/GEL films, with no
sorbate and with 2% sorbate, were used in sliced bread packaging. Each slice was placed
between two sheets of active film and the whole bread was stored inside a low density
polyethylene bag. The active films promoted an increase in firmness and a decrease in
both moisture content and water activity of the slices. The microbial analysis, storage with
active films showed no significant difference from the control sample. By the seventh day
of storage the accumulated amout of, potassium sorbate liberated by the film achieved the
limit set by Brazilian legislation.

Key-words: gelatin, gluten, modified cassava starch, potassium sorbate, active package.
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1.0 Introducao

Nos ultimos anos, em virtude do impacto ambiental, tem crescido o
interesse em substituir os polimeros sintéticos, que hoje sdao muito utilizados como
material de embalagem, por materiais biodegradaveis e provenientes de fontes
renovaveis. O consumidor tem buscado, cada vez mais, alimentos com maior
qualidade e com vida de prateleira prolongada, sem desconsiderar os danos do

produto ao meio ambiente.

Inimeras sao as técnicas utilizadas na conservacido dos alimentos,
destacando-se dentre os processos quimicos: o uso de aditivos quimicos, a salga
e a defumacdo; e dentre os principais processos fisicos: a pasteurizagdo, a
refrigeragdo, entre outros. De modo geral, empregam-se métodos combinados,
sendo necessaria uma protegao fisica por meio de uma embalagem adequada
(SOBRAL et al., 1997).

A utilizagdo de embalagens rigidas, como latas metalicas ou recipientes de
vidro, € muito disseminada, pois possuem excelentes propriedades mecanicas e
de barreira ao vapor de agua e gases, garantindo uma protecéo estrutural
(mecanica). E comum, também, a utilizacdo de filmes flexiveis, geralmente
sintéticos (plasticos). Apesar de garantirem uma protecdo desejada para diversos
tipos de alimentos, essas embalagens acarretam sérios problemas ambientais
(SOBRAL et al., 1997).

O Brasil produz cerca de 240 mil toneladas de lixo por dia, valor inferior ao
produzido nos Estados Unidos (607.000 t/dia), mas bem superior ao de paises
como a Alemanha (85.000 t/dia) e a Suécia (10.400 t/dia). Desse total, o destino
da maior parte é o lixdo a céu aberto. Para o Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas
(IPT), sdo poucas as prefeituras do pais que possuem equipes e politicas publicas
especificas para o lixo. Quando n&o tratado, constitui-se em sério problema
sanitario. As possiveis solugbes para a questdo sao: a criacao de aterros
sanitarios em locais apropriados, o programa de coleta seletiva de lixo e
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reciclagem, entre outras. A producdo de materiais biodegradaveis oferece uma
solugédo mais viavel para materiais plasticos (VILPOUX; AVEROUS, 2001).

Estudos visando a solugcdo desses problemas vém sendo realizados desde
a década de 1970, quando surgiram as primeiras pesquisas, misturando-se
substancias biodegradaveis (como o amido) com polimeros sintéticos, tendo como
finalidade a elaboragdo de embalagens degradaveis. Apesar delas terem sido
declaradas “biodegradaveis”, o teor de amido era pequeno e este era o0 unico
componente capaz de ser consumido pelos microorganismos. Na realidade, esses
materiais eram desintegraveis e nao resolviam o problema, uma vez que o0s
fragmentos dos polimeros sintéticos continuavam a acumular-se no ambiente
(DAVIS; SONG, 2006 citado por SAKANAKA, 2007). Assim, a saida era buscar
outras fontes de polimeros que fossem 100% assimilaveis por microorganismos,
para serem considerados efetivamente biodegradaveis. Uma das alternativas tem
sido o desenvolvimento de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis, que servem
como embalagem, ou diretamente sobre os produtos, como cobertura ou
recobrimento (KESTER; FENNEMA, 1986).

Em varios paises, é possivel encontrar produtos com essa tecnologia.
Todavia, no Brasil a técnica é inovadora e esta comegando a ser utilizada por
algumas empresas do setor. Em 2004, a APOTEK, tornou-se a primeira empresa
brasileira na fabricagdo desse tipo de embalagem, servindo o setor farmacéutico.
Segundo a empresa, o plastico comum é formado por cadeias moleculares
compostas por atomos de carbono e hidrogénio ligados fortemente entre si, o que
torna o material dificil de ser digerido pelos microorganismos presentes no
ambiente. Durante o processo de fabricagdo dos plasticos biodegradaveis, é
inserido um aditivo (PQDH) que n&o modifica as propriedades do material,
entretanto, faz com que fatores como luz, umidade, temperaturas elevadas e
stress do material fragilizem as ligagdes entre os atomos. Com as ligagdes entre
os atomos enfraquecidas, as moléculas do plastico comegam a transformar-se em

fragmentos mais facilmente digeriveis por microorganismos. Apos as ligacdes se
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quebrarem, atomos de carbono e hidrogénio sao liberados no ambiente. Estes, ao
entrarem em contato com o oxigénio, formam novas moléculas de agua e dioxido
de carbono, ou seja, o plastico biodegradavel desaparece completamente sem
deixar residuos nocivos (APOTEK, 2006).

As vantagens dos filmes ou coberturas comestiveis e/ou biodegradaveis
tém despertado interesse em fungao de suas possibilidades: controlar a migragao
de vapor d’agua, a permeabilidade ao oxigénio e didoxido de carbono e a migragao
lipidica de um sistema alimenticio. Além disso, podem ser introduzidos aditivos ao
filme, como: antioxidantes, aromas e agentes antimicrobianos, melhorando assim
a integridade do produto (KESTER; FENNEMA, 1986).

Atualmente, muitas pesquisas comecam a enfocar o desenvolvimento de
tecnologias que controlam o crescimento indesejavel de microorganismos, com
garantia de seguranca por incorporagdo de substancias inibitérias dentro do
material de embalagem, denominadas embalagens ativas. Esse conceito de
embalagem é inovador. E definida como um tipo que atua nas condigbes de
armazenamento estendendo a vida de prateleira e melhorando a seguranga ou
propriedades sensoriais, ao mesmo tempo em que mantém a qualidade do
produto (SOARES et al., 2002). A adigdo de substancias antimicrobianas, visto
que causa a reducdo da taxa de crescimento de microorganismos, permite
estender a fase “lag” do microorganismo alvo, prolongando a vida de prateleira do

produto.

Com o aumento do mercado por produtos minimamente processados, de
conveniéncia, que mantenham as caracteristicas sensoriais mais proximas dos in
natura, torna-se necessario o desenvolvimento de novas embalagens com fungdes
especiais. Assim, nos ultimos anos, vém crescendo os estudos sobre embalagens
ativas, com o objetivo de estender a vida de prateleira e melhorar a seguranga e
as caracteristicas sensoriais, ao mesmo tempo em que mantém a qualidade do
produto por meio de uma interagdo desejavel entre a embalagem e o alimento
(DEVLIEGHERE; VERMEIREN; DEBEVERE, 2004).
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Os filmes comestiveis tém recebido interesse na industria de alimentos em
razdo das vantagens que os diferenciam das embalagens n&o-comestiveis. A
biodegradabilidade inerente ao filme é uma de suas vantagens. Em razdo de seus
aspectos ambientais, os filmes biodegradaveis apresentam-se como alternativas
para sistemas de embalagens, sem o0s prejuizos ambientais dos materiais
sintéticos ndo degradantes. Futuramente, substituirdo total ou parcialmente grande
parte das embalagens sintéticas (KESTER; FENNEMA, 1986).

O objetivo deste trabalho foi determinar a melhor formulagdo para a
obtencao de biofilmes a base de gelatina, gluten e amido (milho ceroso, milho
ceroso modificado, mandioca ou mandioca modificado) isoladamente e em
combinacg&o, em proporcdes diversas. A formulacdo selecionada foi adicionada o
agente antimicrobiano (sorbato de potassio) na concentragcédo de 2 e 4% (p/v). O
melhor biofilme ativo desenvolvido foi aplicado no acondicionamento de paes de

forma.
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2.1 Filmes e coberturas comestiveis e/ou biodegradaveis

Coberturas sao finas camadas de material aplicadas e formadas diretamente
na superficie do produto (Figura 2.1A), enquanto que filmes sdo estruturas
fabricadas separadamente (Figura 2.1B) e entdo utilizadas no produto
(KROCHTA; DE MULDER-JOHNSTON, 1997). Eles podem ser classificados em
comestiveis e/ou biodegradaveis, dependendo dos constituintes utilizados para
sua produgao e, também, da quantidade das substdncias empregadas (SHIN,
1996). A utilizacdo destes tipos de filmes pode ser justificada com base nas suas
possibilidades funcionais (KESTER; FENNEMA, 1986): controlar a migragcédo de
vapor d’agua, a permeabilidade ao oxigénio e ao diéxido de carbono e a migragao
lipidica em um sistema alimenticio. Além disso, podem ser introduzidos aditivos ao
filme, tais como antioxidantes, aromas e agentes antimicrobianos, melhorando

com isso a integridade do produto.

B

Figura 2.1. Desenho esquematico e foto, respectivamente, de: (A) cobertura (ASSIS e
LEONI, 2003) e (B) biofilme (SIQUEIRA, 2004).

A utilizagao de coberturas nao é recente. Nos séculos Xll e Xlll, os chineses
aplicavam revestimentos a base de ceras em laranjas e limdes com o intuito de
retardar a desidratacdo (HANDERBURG, 1967 citado por KESTER; FENNEMA,

1986). No século XVI, os europeus protegiam a carne da perda de umidade por
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meio da aplicagdo de gordura animal (LABUZA; CONTRERAS, 1981).
Atualmente, filmes e coberturas sdo usados numa variedade de aplicagdes, como:
revestimento para linguiga, coberturas de chocolate para nozes e frutas, e
coberturas de ceras para frutas e vegetais. Entretanto, as informacdes técnicas
envolvidas estdo longe das adequadas, deixando os tecnologistas de alimentos
com a incumbéncia de desenvolver filmes e revestimentos especificos para cada
tipo de alimento (DONHOWE; FENNEMA, 1994).

Coberturas e filmes comestiveis ndo pretendem, € nem sempre tém a
capacidade para, substituir uma embalagem sintética ndo comestivel com o intuito
de prolongar a estocagem dos alimentos. Sua utilizagdo esta relacionada a
capacidade de agir como um adjunto para promover maior qualidade, estendendo
a vida de prateleira, e possibilitar a economia com materiais de embalagem
(KESTER; FENNEMA, 1986).

Visto que atuam tanto como embalagens quanto como componentes do
alimento, as coberturas e filmes devem cumprir alguns requisitos especificos para
seu uso, como: boa qualidade sensorial; propriedades de barreiras e mecéanicas
eficientes; estabilidade bioquimica, fisico-quimica e microbioldgica; inocuidade,
nao poluente; e de processamento simples e de baixo custo (DEBEAUFORT;
QUEZADA-GALLO, VOILLEY, 1995).

A elaboracao de biofiimes envolve a utilizacdo de diversos componentes,
cada qual com sua finalidade especifica. Essas formulagdes séao constituidas de,
pelo menos, um agente formador de filme (macromoléculas), solvente (agua,
etanol, agua/etanol etc.), plastificante (glicerol, sorbitol, etc.), agente ajustador do
pH (acido acético, NH,OH, etc) e aditivos (aromas, vitaminas, antimicrobianos,

etc).

Para a formacao de filmes e coberturas, € necessaria a utilizacdo de, no
minimo, um constituinte capaz de formar uma matriz continua e de coeséo
adequada, sendo esse uma macromolécula (GUILBERT; CUQ; GONTARD, 1997).

Os principais constituintes utilizados sao: proteinas (caseina, proteinas do soro do
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leite, proteina do milho-zeina, proteina do trigo-gluten, colageno e gelatina),
polissacarideos e seus derivados (derivados da celulose, quitosana, amido,
alginatos, pectinas e gomas) e lipidios (monoglicerideos, acidos graxos, ceras
naturais etc.) (GUILBERT, 1986).

Os filmes elaborados a partir de polissacarideos ou proteinas possuem
excelentes propriedades mecanicas e oOpticas, porém s&o sensiveis a umidade e
apresentam alto coeficiente de permeabilidade ao vapor d’agua. Ao contrario, 0s
filmes compostos de lipidios apresentam boas propriedades de barreiras ao vapor
d’agua, mas sao opacos e pouco flexiveis (GUILBERT, 1986; GALLO et al., 2000).

Os solventes utilizados na elaboragao de filmes comestiveis, normalmente,
s&o: a agua, o etanol ou a combinacdo de ambos (KESTER; FENNEMA, 1986). A
macromolécula ao dissolver-se forma uma dispersao coloidal, isto €, um sistema
formado por moléculas dispersas que tém dimensdes muito maiores que as
moléculas do solvente (XIONG, 1994). Portanto, a solubilizagdo da macromolécula
esta relacionada a sua capacidade de interagir com o solvente utilizado, sendo
este um aspecto determinante na formacgao de filmes, visto que a total solubilidade

€ necessaria para o processo de sua formacéo.

Os plastificantes sao substancias que, quando adicionados a outro material,
provocam mudangas nas suas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas (DE
McHUGH; KROCHTA, 1994a). Além disso, em sua maioria, apresentam carater
hidrofilico e, por serem normalmente moléculas pequenas, sao facilmente
acoplados entre as cadeias poliméricas em virtude de sua habilidade de reduzir a
formagdo de pontes de hidrogénio entre as cadeias, causando um aumento do
volume livre ou da mobilidade molecular do polimero (BODMEIER; PAERATAKUL,
1997). A incorporacao de plastificante em biopolimeros modifica a organizagao
molecular tridimensional da rede, diminui as forgas de atragao intermoleculares e
aumenta o volume livre do sistema, melhorando a flexibilidade e extensibilidade
dos filmes (CUQ et al., 1996a; SOTHORNVIT; KROCHTA, 2000).
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Os efeitos do tipo de plastificante, bem como a escolha de sua
concentragdo é complexa, ja que, com o aumento da mobilidade da cadeia, os
coeficientes de difusdo também aumentam, resultando numa maior
permeabilidade aos gases e ao vapor de agua (FAIRLEY et al., 1996). Entre os
plastificantes utilizados em biofilmes, podem ser encontrados mono-, di- e
oligossarideos (glicose e sacarose), polidis (glicerol, sorbitol, derivados da
glicerina e glicerdis), lipidios (acidos graxos saturados, monoglicerideos e
derivados de éster, fosfolipidios e surfactantes) e triacetina (GUILBERT, 1986;
FAKHOURI; BATISTA; GROSSO, 2003; BERTAN et al., 2003).

Varios estudos confirmam o efeito do pH na solubilidade de diferentes
macromoléculas nos processos de formacdo de filme, sendo esse um aspecto
fundamental em suas propriedades. Por vezes, pode tornar-se necessario um
ajuste do pH da solugédo para que assim uma matriz homogénea possa vir a ser
constituida, ou seja, uma maior solubilidade da macromolécula seja atingida
(ARVANITOYANNIS; NAKAYAMA; AIBA, 1997). O pH da solugéo afeta a natureza
e a distribuicdo de cargas das proteinas, uma vez que 0s grupos polares sao, na
maioria dos casos, encontrados na regido externa das proteinas, enquanto os
apolares geralmente na regido interna (WERTZ; SCHERAGA, 1978). Em geral, o
ponto isoelétrico (pl) da proteina — quando uma molécula apresenta igual numero
de cargas positivas e negativas — constitui-se no pH de menor solubilidade
(SGARBIERI, 1996). Nesse ponto, a interagdo proteina-proteina aumenta em
razdo de as forgas eletrostaticas das moléculas serem minimas, provocando
menor interacdo da agua com as moléculas de proteina. Dessa forma, propicia
uma condi¢cdo favoravel para que as moléculas se aproximem e se agreguem
podendo ocorrer a precipitagdo (HALL, 1996). Em valores de pH acima ou abaixo
do pl, as moléculas de proteinas possuem cargas positivas ou negativas em
excesso, que interagem com as moléculas de agua contribuindo para sua
solubilizagdo (SGARBIERI, 1996).

O método de fabricacédo de filmes de materiais baseados em biopolimeros

pode ser de dois tipos: umido ou seco. O processo umido requer a dispersao da
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macromolécula produzindo uma solugdo formadora de filme e tem sido
extensivamente estudada e aplicada para produzir filmes comestiveis,
biodegradaveis e coberturas (KESTER; FENNEMA, 1986). O processo de
producao dos filmes a partir de solucdo formadora de filme envolve uma primeira
etapa de solubilizagdo da macromolécula (na agua, no etanol, em solugdo de
acido aceético e entre outros), em cujo solvente podem ser incorporados diversos
aditivos (plastificantes, agentes reticulantes, etc.); na segunda etapa, essa solugao
€ espalhada sobre um suporte e, usualmente, submetida a secagem (CUQ et al.,
1995). O processo seco, por sua vez, baseia-se nas propriedades termoplasticas
de alguns biopolimeros (principalmente amido e proteinas) em condi¢gdes de baixo
conteudo de umidade e tem sido aplicada com sucesso por usar tecnologia
comum de processo de fusdo, como a extrusao (FRITZ et al., 1994).

As caracteristicas finais dos filmes comestiveis e/ou biodegradaveis sao
resultantes de inumeros parametros, tais como: natureza quimica e concentragéo
da macromolécula e demais constituintes (solvente, plastificante, etc.); pH;
condigbes de desnaturagdo (no caso de proteinas); tipo de suporte utilizado;
condigdes de secagem e condigdes ambientais (temperatura e umidade) para
aplicagao (CARVALHO, 2002).

2.2 Caracteristicas dos filmes

Na producdo de biofilmes, diversas caracteristicas, entre as quais se
destacam a espessura, textura, sabor, aroma, cor e opacidade, sdo importantes

para a escolha da aplicagéo e também aceitagao do produto pelo consumidor.

2.2.1 Espessura

Segundo Gennadios et al. (1993), o controle da espessura dos filmes é
importante para sua uniformidade, repetibilidade das medidas e validade das
comparagdes entre as propriedades dos biofiimes. A espessura deve ser

estabelecida levando-se em conta a utilizacao final do filme, que dependera do

10
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alimento a ser embalado (SARMENTO, 1999). Esse controle € dificil, sobretudo
nos processos de produgdao do tipo casting. Quando se trabalha com alta
concentracido de proteina na solugdo formadora de filme, tal solugao se torna
muito viscosa, dificultando seu espalhamento e, conseqlentemente, o controle da
espessura, além de possibilitar a formacado de bolhas na solugdo, em razdo da
propriedade de formagao de espuma presente nas proteinas. Quando se controla
a espessura, seja fixando-se a gramatura ou a aliquota da solugdo no suporte,
deve levar-se em consideragao as caracteristicas das formulagbes (SOBRAL,
1999).

Gennadios et al. (1996) desenvolveram biofilmes a base de ovoalbumina a
partir de solugdes formadoras de filme com concentragcéo variavel de plastificante,
controlando o nivel da solugdo no suporte. Os autores observaram que a
espessura variou de 0,098 a 0,103 mm. Cuq et al. (1996b) observaram que a forga
na ruptura e a permeabilidade ao vapor de agua aumentaram linearmente com a
espessura entre 0,010 e 0,065 mm nos biofilmes de proteinas miofibrilares de
sardinha do Atlantico.

2.2.2 Aspecto visual

De forma geral, esta relacionada a aparéncia do filme e pode ser avaliada
por observacdes visuais e tacteis. O filme deve apresentar uma superficie
continua e homogénea, ou seja, ndo deve apresentar fissuras apos o processo de

secagem, nem particulas insoluveis ou poros abertos (CARVALHO, 1997).

2.2.3 Sabor e aroma

Uma vez que os filmes e/ou coberturas comestiveis estardo em contato
com os alimentos, € desejavel que apresentem caracteristicas sensoriais neutras,
de modo que nao alterem as propriedades dos alimentos. Filmes a base de
hidrocoldides possuem geralmente caracteristicas sensoriais mais neutras que os

formados de lipidios ou derivados, que podem apresentar sabor residual
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(GONTARD; GUILBERT, 1996). Atualmente, existem estudos sobre filmes que
interagem de maneira desejavel com o alimento, melhorando suas propriedades

sensoriais.

Pires et al. (2006) desenvolveram filmes de base celulésica, ao qual foi
adicionado aroma de morango em diversas concentragdes (25, 50 e 75%). Esses
filmes, em suas diversas concentragdes, foram colocados em contato com 1 litro
de leite pasteurizado. Os autores realizaram analises fisico-quimicas (gordura,
densidade, acidez titulavel, pH, extrato seco total e desengordurado),
microbiolégicas (contagem de meséfilos aerdbicos totais, coliformes totais,
coliformes termotolerantes e presenca/auséncia de Listeria sp) e andlise sensorial,
nos tempos 0, 1, 2, 3 dias de armazenamento. N&o houve diferenga significativa
(p<0,05) entre as amostras quanto as analises fisico-quimicas e microbioldgicas
em nenhum dos tempos avaliados. Na analise sensorial, as amostras
aromatizadas nao diferiram entre si (p= 0,05) para os atributos aroma e impressao

global, sendo estas mais aceitas que a amostra controle.

Gouveia et al. (2006) desenvolveram filmes ativos a base de acetato de
celulose incorporados com aroma de azeite, limao, pizza e bacon com o objetivo
de melhorar as propriedades sensoriais da ricota e torna-la um produto de maior
aceitacdo. Os autores avaliaram a aceitabilidade das amostras por 82 provadores
apos 12 horas (1/2 dia) e 264 horas (11 dias). Os resultados mostraram que, apos
12 horas de armazenamento, 95,1% dos provadores consideraram existir
diferenca entre as amostras em relacdo a impressao global e 4,9% nao
discriminaram as amostras em relagao a aceitacéo, considerando-as semelhantes.
Na analise realizada apos 264 horas, 97,6% diferiram as amostras entre si e
apenas 2,4% consideraram-nas semelhantes, sendo as amostras mais aceitas
aquelas aromatizadas com pizza e bacon, enquanto a ricota controle foi a menos
aceita. Os autores concluiram que os filmes aromatizados sao inovadores e tem
grande potencial de aplicagdo na area de alimentos para criagcdo de novos

produtos.
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2.2.4 Cor e opacidade

Os filmes devem apresentar opacidade e coloragao atrativas e ndo devem
sofrer alteracdo de cor com o tempo de armazenamento, a fim de que a aceitagao
do produto acondicionado nao seja prejudicada. A transparéncia e a opacidade do
polimero sdo consequéncias da morfologia ou estrutura quimica (CHEN, 1995).
Quando a transparéncia € essencial para a aplicacdo de cobertura na superficie
de um determinado produto, o uso de material lipidico, como cera de carnauba ou
cera de abelha, deve ser limitado (GONTARD et al., 1994).

Akin e Hasirci (1995) observaram a mudanga da coloragdo de amarelo
palha para laranja vivo nos primeiros minutos de reacéo entre o glutaraldeido e a
solugdo de gelatina. Butler et al. (1996) observaram que os filmes a base de
quitosana apresentam uma coloracdo amarelada, que é acentuada a medida que
a espessura aumenta. Cao, Fu e He (2007) desenvolveram filmes compostos de
isolado protéico de soja e gelatina (respectivamente) nas proporgdes 10:0; 8:2;
6:4; 4:6; 2:8 e 0:10. Os autores observaram que os compostos desenvolvidos com
maior propor¢ao de isolado protéico de soja apresentaram-se mais opacos, em

virtude da presencga de particulas insoluveis.

2.2.5 Propriedades dos filmes

Os filmes comestiveis podem apresentar diferentes caracteristicas e
propriedades fisico-quimicas e mecanicas dependendo da formulagdo e do

processo de fabricacao.

2.2.5.1 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A protecdo do alimento contra alteragdes provocadas pelo meio ambiente,
desde a sua obtengao até chegar ao consumidor, € uma das preocupagdes mais
importantes na atualidade (MARTIN-POLO et al., 1992). A migragdo de vapor de
agua € um dos principais fatores de alteragdo da qualidade sensorial e da
estabilidade da estocagem (KAMPER; FENNEMA, 1984; GONTARD et al., 1994;

13
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CHEN, 1995). A cinética enzimatica ou rea¢des quimicas, propriedades de textura
e estabilidade microbiana e fisica de produtos alimenticios sado fortemente
influenciadas pelo conteudo de umidade e podem mudar drasticamente a
qualidade do alimento durante o processamento e estocagem. Assim, muitas
vezes, € necessario limitar a migragdo de umidade com substancias capazes de
prevenir a transferéncia da molécula de agua, com o intuito de maximizar a vida
uatil do produto (MARTIN-POLO et al., 1992; GONTARD et al., 1996).

A transferéncia de agua em materiais poliméricos ocorre por difusao
molecular. Esse processo envolve trés etapas: (i) movimento do permeante para a
superficie da estrutura do filme e sua absorgdo na matriz polimérica; (ii) difusdo
através de “espagos livres” formados pelo movimento da cadeia polimérica do
filme ou na prépria fabricagéo e (iii) dessor¢ao a partir da superficie do filme e sua
consequente dispersao no ar (KESTER; FENNEMA, 1986).

O processo de difusdo em um sistema polimero/solvente depende do
tamanho, natureza quimica, configuragdo da molécula penetrante e do movimento
molecular da cadeia do polimero na matriz do filme (KESTER; FENNEMA, 1986).
Em geral, moléculas lineares difundem mais rapidamente que as ramificadas ou
ciclicas. Pequenas diferencas na forma causam mudangas importantes na
permeabilidade (TORRES, 1994).

Diversos fatores podem afetar a permeabilidade ao vapor de agua em
biofilmes, incluindo-se a concentragao de plastificante, a morfologia do biofiime, as
caracteristicas das moléculas permeantes, as interagdes entre cadeias poliméricas
e o grau de reticulagdo (KESTER; FENNEMA, 1986).

Zactiti e Kieckbusch (2006) desenvolveram filmes a base de alginato, em
que foram adicionadas quantidades diferentes de calcio (2, 3, 4, 5 e 7%). Os
autores observaram uma diminuigdo significativa na permeabilidade ao vapor de
agua a medida que aumentava a concentragdo de calcio de 2% (11,93
gmm/m?diakPa) para 3% (6,89 gmm/m?diakPa). Os autores explicaram que os

ions calcio promovem uma reticulacdo na matriz, a mobilidade das cadeias de
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alginato diminui, reduzindo dessa maneira a difusibilidade da agua através do
filme, levando a uma diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua. Rhim
(2004) estudou o efeito da reticulagdo de filmes de alginato por meio da imers&o
em solucbes de cloreto de calcio em diversas concentragbes (1, 2, 3 e 5% g
célcio/mL de solugdo). Com excecado da primeira condigdo (1%), as demais
causaram uma diminui¢gdo da permeabilidade ao vapor de agua. Talja et al. (2007)
estudaram o efeito da variagdo no teor de diferentes polidis (glicerol, xilitol e
sorbitol) nas propriedades fisicas e mecéanicas de filmes de amido de mandioca.
Os autores observaram que o aumento da concentracdo dos polidis causou
aumento na permeabilidade ao vapor de agua. Eles explicaram que o aumento da
concentracio de plastificante leva a uma elevagao da permeabilidade ao vapor de
agua em virtude do aumento da difusdo da agua através do filme, ocasionado por
sua maior hidrofilicidade. Os mesmos autores também observaram que a elevagao
da umidade relativa (33, 54 e 76%) durante os testes, causou aumento na

permeabilidade ao vapor de agua.

Talja et al. (2008) estudaram o efeito da incorporagcé&o de varias misturas
binarias (1:1) de polidis (glicerol, sorbitol e xilitol) na concentracdo de 20-50%, nas
propriedades fisicas e mecanicas de filmes a base de amido de batata (50-80% de
sélidos), armazenado em ambientes com diferentes umidades relativas (33; 54 e
76%). Os autores observaram uma diminui¢do da resisténcia a tracdo e aumento
na porcentagem de elongagdo com o aumento da concentragdo da misturas dos
polidis nos filmes, sendo esse efeito intensificado com a elevagdo da umidade

relativa.

2.2.5.2 Permeabilidade a gases (PO.)

A transferéncia de oxigénio do meio ambiente para o alimento tem grande
importancia na qualidade deste e em sua vida de prateleira. O oxigénio €&
responsavel por varias reagdes degradativas nos alimentos, modificando as
caracteristicas sensoriais e nutricionais (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2000), e pode

influenciar de forma significativa a sua estabilidade durante o armazenamento. A
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deterioragdo em razao da permeabilidade ao oxigénio ocorre em muitos produtos
alimenticios, envolvendo a oxidacao de lipidios, vitaminas, compostos de sabor e
pigmentos (KESTER; FENNEMA, 1986).

A deterioracdo dos alimentos promovida pela oxidagcdo e respiracao pode
ser controlada por meio do uso de filmes comestiveis e/ou biodegradaveis,
estando diretamente relacionada a permeabilidade ao oxigénio e ao gas
carbbnico. Oxigénio e gas carbbnico sdo dois gases que estdo ligados a
conservagao de frutas frescas e de vegetais, bem como alimentos contendo
lipidios (CHEN, 1995). O desenvolvimento de filmes e coberturas comestiveis com
permeabilidade seletiva a gases é potencialmente interessante no controle da
respiracdo causando um efeito de atmosfera modificada, promove um aumento na
preservacgao das frutas (GONTARD et al., 1996).

Dole et al. (2004) estudaram as propriedades de transferéncia de gases em
filmes a base de amido de batata. Os autores observaram que o aumento da
umidade relativa (O para 50%) causou aumento na permeabilidade ao oxigénio
(0,04 para 5%) e ao gas carbdnico (0,08 para 5,5%). Os autores justificaram esse
comportamento em virtude do efeito plastificante da agua, que aumentou o
numero de espagos livres e, consequentemente, propiciou aumento da difusdo de
gases. Sothornvit e Pitak (2007) estudaram a permeabilidade ao oxigénio e
propriedades mecénicas de filmes de compostos de farinha de banana (4; 6 e 8%)
e pectina (0 e 1%) plastificados com glicerol (30 e 50%). Os autores observaram
que apesar de os filmes confeccionados com biopolimeros hidrofilicos
apresentarem boas barreiras ao oxigénio, 0 aumento na concentragédo de farinha
de banana provocou aumento na permeabilidade ao oxigénio. Os autores
explicaram que com o aumento do conteudo de farinha de banana, ha um
aumento do conteudo de pectina e amido nos filmes, o que teoricamente por
apresentar um carater hidrofilico, causaria diminuicdo na permeabilidade ao
oxigénio, fato que ndo ocorreu. Esse fato pode ter ocorrido pela presenca de
agucar na composi¢cao da farinha de banana, que funciona como plastificante e,

provavelmente, influenciou nas propriedades finais dos filmes.
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2.2.5.3 Propriedades mecéanicas

As principais propriedades mecanicas dos filmes sao a resisténcia a tragcao
e a porcentagem de elongacdo. A primeira é expressa pela tragcdo maxima
desenvolvida pelo filme no teste. A segunda é a habilidade do filme em se
estender. Os filmes obtidos devem ser resistentes a ruptura e a abrasao, fazendo
com que o alimento n&o perca sua integridade e protegcdo por manuseio e
transporte. Além disso, ele deve possuir flexibilidade suficiente para adaptar-se a

eventuais deformacgdes no alimento sem dano mecanico (GONTARD et al., 1994).

Filmes comestiveis preparados a base de polissacarideos e hidrocoldides
sao resistentes, enquanto que os filmes de lipidios se caracterizam por apresentar
baixa resisténcia mecanica (KESTER; FENNEMA, 1986). As propriedades
mecanicas estdo diretamente relacionadas a natureza do material formador de
filme utilizado e a coesédo da estrutura da matriz polimérica, que esta ligada a
distribuicdo e concentracdo inter e intramoleculares na estrutura formadora de
filme entre as cadeias (CUQ; GONTARD; GUILBERT, 1998).

Fama et al. (2005) desenvolveram filmes de amido de mandioca contendo
sorbato de potéassio, plastificados com glicerol. Os autores concluiram que as
propriedades mecanicas desse tipo de filme foram afetadas pela adicdo do
sorbato, que causou desestruturacdo da rede. Talja et al. (2007), em pesquisa
com o mesmo tipo de filme, observaram que o aumento da concentragado de
plastificante (20-50%) e da umidade relativa (33, 54 e 76%) causou diminui¢cao da
resisténcia a tragao. Zactiti e Kieckbusch (2006) desenvolveram filmes de alginato,
que foram submetidos ao tratamento com calcio utilizando diversas concentracdes
de ions na solugdo. A tensdo na ruptura apresentou melhora significativa ao
aumentar a concentragao de calcio, sendo menor com 2% do ion (85.67 MPa) e
maior com 7% (160,26 MPa). A elevagado da tensao na ruptura apés o tratamento
com calcio pode ser explicada pelo desenvolvimento de crosslinking entre os

grupos carboxilicos presentes no alginato e os ions calcio. Os mesmo autores
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observaram uma diminuigdo na porcentagem de elongacgédo dos filmes tratados

com calcio.

2.2.5.4 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua é uma propriedade importante para os filmes
comestiveis no que se refere ao seu emprego, pois a maioria das aplicagoes
requer insolubilidade nesse solvente para manter a integridade do produto
(PEREZ-GAGO; KROCHTA, 2001). Porém, no caso de produtos desidratados que
devem sofrer uma hidratagdo prévia ao consumo (arroz semi-prontos, sopas
instantaneas, entre outros) a solubilidade em agua é requerida (PEREZ-GAGO;
KROCHTA, 2001).

A solubilidade dos filmes depende dos componentes de sua estrutura.
Proteinas com alta massa molecular sdo geralmente insoluveis ou pouco soluveis
em agua. Em virtude disso, essas moléculas sao interessantes, uma vez que
podem formar filmes resistentes a agua (CUQ et al., 1995). A solubilidade das
proteinas depende muito do numero e do arranjo de cargas na molécula, que

dependera da composigao de aminoacidos (SGARBIERI, 1996).

Cuq et al. (1996b) estudaram a influéncia da umidade relativa e temperatura
sobre as propriedades de barreira, mecanica e de cor dos biofiimes de proteina
miofibrilar de sardinha plastificados com sacarose. Os autores ndao observaram
diferencga significativa na solubilidade dos biofilmes em agua. Zactiti e Kieckbusch
(2006) desenvolveram filmes de alginato tratados com diversas concentragdes de
célcio, nao observando diferenga significativa na solubilidade em agua dos filmes
tratados. Vicentini (2003), em estudo com filmes de fécula de mandioca, observou
que o aumento na espessura dos filmes provocou reducdo da solubilidade em

agua.
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2.3 Filmes ativos

Atualmente, ha no setor alimenticio, uma busca crescente por métodos de
conservagao que provoquem menos alteragdes nas qualidades fisico-quimicas e
sensoriais dos alimentos e que contenham uma quantidade minima de aditivos. A
resposta da industria tem sido investir em novas tecnologias que atendam a essa
demanda, principalmente com o desenvolvimento de novas embalagens. Ha
poucos anos atras, as embalagens nos alimentos exerciam somente a fungéo de
marketing e de protegao passiva. Entretanto, esse conceito vem se modificando e
o papel da embalagem como fator ativo na conservagdo, na manutencdo da
qualidade e na seguranga dos alimentos vem aumentando nos ultimos anos.
Exemplos disso s&o as embalagens antimicrobianas, que s&o aquelas capazes de
eliminar ou inibir microorganismos deteriorantes e/ou patogénicos, atuando como
mais uma barreira (VERMEIREN et al., 1999).

As embalagens ativas tém sido utilizadas em uma variedade de produtos,
como paes, biscoitos, bolos, pizzas, massas frescas, queijos, carnes, frutas, entre
outros. Cada um desses produtos tem mecanismos diferentes de deterioragao,
sendo necessario seu conhecimento para que se possa selecionar a embalagem
ativa (VERMEIREN et al., 1999).

A embalagem antimicrobiana € uma forma promissora de embalagem
comestivel ativa. Embora, a maioria dos produtos alimenticios pereciveis
embalados seja esterilizada por meio de processos térmicos ou possuam um
sistema de auto-protecdo, a contaminagao microbiana pode ocorrer na superficie
ou em area danificada por defeitos na embalagem ou durante o armazenamento
apods sua abertura. A incorporagao das substancias antimicrobianas no material da
embalagem pode controlar a contaminagdo por meio da redugdo da taxa de
crescimento e do maximo crescimento populacional, permitindo, estender a fase
‘lag” do microorganismo alvo, prolongando a vida de prateleira e mantendo a
segurancga do produto (HAN, 2000). Desse modo, filmes e coberturas com agentes

antimicrobianos fornecem uma barreira ativa adicional como obstaculo ao

19



Revisao Bibliografica

crescimento desse tipo de microorganismo (OZDEMIR; FLOROS, 2001). Essas
embalagens apresentam-se de varias formas: (i) adicdo de sachés no interior da
embalagem contendo antimicrobianos; (ii) adsor¢do de antimicrobianos na
superficie do polimero; (iii) imobilizagdo do antimicrobiano nos polimeros por
ligagbes ibnicas ou covalentes e (iv) uso de polimeros com atividade
antimicrobiana (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

A liberagdo de aditivos por intermédio de embalagens ativas aumenta a
seguranga do consumidor, pois esses compostos, em vez de serem diretamente
adicionados ao alimento, sao liberados de forma controlada em menores

quantidades, e apenas onde sua presencga € requerida (SOARES et al., 2002).

As substéncias quimicas com atividade antimicrobiana geralmente
incorporadas no material de embalagem s&o: acidos e sais organicos (sorbato de
potassio e calcio, acido propidnico, acido acético, benzoato de sddio, etc); sulfitos;
nitritos e antibidticos. Os agentes antimicrobianos podem ser incorporados
inicialmente dentro do material de embalagem e migrar para o alimento por meio
de difusdo, sendo, um aspecto importante, o controle da liberagdo e da migragao

da quantidade de substancia antimicrobiana (HAN, 2000).

Na escolha do antimicrobiano, deve-se considerar o tipo de alimento, método
de processamento, armazenamento e microorganismo envolvido, bem como
outras propriedades como constante de dissociagdo (pKa) e niveis toxicos (JAY,
1992). Por razdo de solubilidade, sabor e baixa toxicidade, os propionatos,
sorbatos e benzoatos sdo mais utilizados que os acidos dos quais eles provém
(ANTUNES; CANHOS, 1985).

Soares et al. (2002) desenvolveram filmes de acetato de celulose contendo
propionato de sddio em diversas concentragdes (0, 2 e 4%) para embalar paes de
forma. Os autores observaram que os filmes ativos desenvolvidos causaram um
efeito inibitdério no crescimento microbiano, sendo mais evidente na maxima
concentragéo, pois apds 14 dias de estocagem, a fatia de pdo em contato com o

filme contendo 4% de propionato de sodio mostrou 70% menos perda por
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deterioracdo do produto quando comparada com as fatias em contato com filme
sem propionato de sédio. Siragusa e Dickinson (1993) também observaram que
coberturas de alginato contendo acidos organicos foram efetivas na conservagao
de carne, reduzindo os niveis de Listeria monocytogenes, Salmonella
thyphimurium e Escherichia coli. Ming et al. (1997) reportaram que coberturas
ativas de celulose com pediocina também inibiram o crescimento de Listeria

monocytogenes em carnes.

Fraga et al. (2005) desenvolveram embalagens ativas para a conservagao do
queijo tipo gorgonzola e verificaram a migragcdo da substancia antimicrobiana
natamicina incorporada. Os queijos envolvidos com o filme apresentaram boa
inibicdo do crescimento superficial de fungos quando comparados ao filme sem
natamicina, durante todo periodo de maturagdo avaliado. Porém, os queijos
apresentaram um aspecto externo diferente do habitual, com uma coloracao
esbranquicada e sem a formacao de casca. Pereira et al. (2005) desenvolveram
filmes laminados, incorporados de natamicina, e avaliaram sua eficiéncia
antimicrobiana no crescimento de fungos pelo método de formagao de halo. Os
filmes incorporados de natamicina apresentaram efeito inibitério que aumentava
com a concentracdo do antimicrobiano no filme, em virtude da maior liberagao do
antifungico para o meio de cultura. O fungo Penicillium roqueforti apresentou maior
susceptibilidade a acdo da natamicina que os fungos Aspergillus niger e

Penicillium sp, com halo de inibicdo maior em todas as concentragdes estudadas.

Silveira et al. (2007) desenvolveram filmes de base celulésica com 25 e 70
Mm de espessura, incorporados com 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6% de acido sérbico, que
foram produzidos e intercalados com massa de pastel sem conservante para
avaliar sua ac¢ao antimicrobiana. As massas com filmes de 25 ym de espessura,
contendo 6% de acido sérbico apresentaram contagem de psicotroficos inferior a
massa controle (sem conservante). Ye et al. (2008) estudaram a eficacia de filmes
de Surlyn ® recobertos com quitosana e incorporados com nisina (500 Ul/cm?);
lactato de sédio (0,01 g/cm?); diacetato de sodio (0,0025 g/cm?); sorbato de
potassio (0,003 g/cm?) ou benzoato de sédio (0,001 g/cm?) no controle de Listeria

21



Revisao Bibliografica

monocytogenes em presunto, armazenados primeiramente em temperatura
ambiente por 10 dias. A cobertura contendo lactato de sédio foi mais eficiente no
controle de Listeria monocytogenes. Kristo et al. (2008) estudaram as
propriedades térmicas, mecéanicas e de barreira ao vapor de agua em filmes de
caseinato de sddio contendo sorbato de potassio, nisina e lactato de sédio e sua
acado contra Listeria monocytogenes. Os autores concluiram que os filmes
desenvolvidos atenderam ao objetivo de liberarem os compostos antimicrobianos,

que foi superior quando a nisina foi utilizada.

2.4 Proteinas do trigo

Gluten é o termo geral adotado para as proteinas da farinha de trigo
insoluveis em agua. Ele € composto por uma mistura de moléculas polipeptidicas,
consideradas proteinas globulares. A coesividade e a elasticidade sé&o
caracteristicas do gluten que facilitam a formacéao de filme (POMMET et al., 2003).
Tratamentos fisicos, quimicos e enzimaticos tém sido aplicados na modificagao
dos materiais formadores de filmes de gluten. Os sitios reativos da proteina do
gluten séo susceptiveis a varias modificagdes que possibilitam a formacado de uma
rede tridimensional com forte influéncia nas propriedades mecanicas e funcionais
(SUN; SONG; ZHENG, 2007).

O gluten pode ser separado em 2 fragdes de quantidades aproximadamente
iguais: gliadina e glutenina (KASARDA; NIMMO; KOHLER, 1971). A gliadina é
soluvel em etanol 70% e em outros alcoois como metilico, benzilico e ainda fenol.
J4, a glutenina é insoluvel em agua e etanol, ligeiramente soluvel em etanol a
quente. Essa diferengca de solubilidade traz problemas na obtencdo de filmes,
tornando-os opacos e com particulas insoluveis (GONTARD; GUILBERT; CUQ,
1992). De acordo com Gennadios e Weller (1990), a massa molecular da gliadina
esta na faixa de 20.000 a 40.000 Da e da glutenina entre 50.000 a 1.000.000 Da.
As moléculas de gluteninas apresentam-se como espirais longas, enquanto as da

gliadina séo esferas pequenas.
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A composicdo de aminoacidos do gluten determina suas propriedades
funcionais. Uma caracteristica importante é seu alto conteudo de acido glutadmico
(cerca de 37%), existindo principalmente como glutamina. Os grupos amina
terminais da glutamina provocam extensivas pontes de hidrogénio entre as
cadeias polipeptidicas do gluten. A cistina, outro aminoacido presente, liga duas
cadeias polipeptidicas (ligacédo intermolecular) ou porgdes de uma mesma cadeia
polipeptidica (ligagdo intramolecular) com ligagbes dissulfeto (S-S) (KRULL;
WALL, 1969 citado por GENNADIOS; WELLER, 1990).

Os filmes de gluten sdo usualmente preparados pelo processo de casting,
em que varios fatores — incluindo tipo de gluten, plastificante (tipo e
concentragdo), pH, umidade relativa, solvente e concentragdo da proteina —
podem influenciar as propriedades finais do filme (SUN; SONG; ZHENG, 2007).
As ligagbes dissulfeto sdo importantes durante a formagcao de filmes de gluten.
Segundo Roy et al. (1999), o mecanismo de formagédo dos filmes comestiveis a
base de gluten corresponde a desnaturagao da proteina por meio do aquecimento
das solugdes protéicas, reduzindo as ligagdes dissulfidicas (S-S) existentes e
expondo grupos SH, que formam zonas de interagcéo intramoleculares. Durante a
secagem, pela eliminacdo parcial do solvente, as proteinas interagem
intermolecularmente por pontes de hidrogénio, ligagdes hidrofobicas e ligagdes
dissulfidicas que sao formadas novamente por meio da oxidagdo pelo ar,
interigando as cadeias de proteinas e promovendo o aparecimento da matriz
filmogénica (Figura 2.2). Essa rede pouco hidratada forma entdo o filme, cujas
propriedades sao, sobretudo, fungcdo do tipo, das atribuicbes e da intensidade das
ligacdes estabelecidas (GONTARD, 1991 citado por VICENTINI, 2003).
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Figura 2.2. Desenho esquematico da formacao de filmes de gluten (VICENTINI, 2003).

Diversos autores vém realizando pesquisas envolvendo filmes simples e
compostos a base de gluten do trigo. Gennadios et al. (1993) estudaram o efeito
do pH em filmes de gluten e de isolado protéico de soja e sua influéncia em suas
propriedades. Os autores observaram que filmes de gluten preparados em pH de
1 a 3 e filmes de isolado protéico de soja em pH de 6 a 11 apresentaram maiores
valores de resisténcia a tracdo. Cherian et al. (1995) estudaram o efeito
plastificante da sacarose, glicerina e sorbitol nas propriedades termodinamicas
dos filmes de gluten. Observaram melhor miscibilidade do sorbitol em relagdo aos
demais plastificantes utilizados. Pommet et al. (2003) propuseram a utilizagdo de
diversos acidos graxos para plastificar filmes de gluten. Esses autores perceberam
que, ao adicionar acidos graxos com cadeia de carbono menor que 10, o efeito
lubrificante mostrou-se mais eficiente, enquanto a utilizagado de acidos graxos com
cadeias maiores resultou em separacdo de fases e sua exsudacdo da matriz
protéica. Nos termogramas obtidos por analise dinamico mecénica (DMA), os
mesmos autores verificaram que os filmes plastificados com acido laurico,

miristico e palmitico apresentaram um pico menor antes do maior pico referente a
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temperatura de transigéo vitrea (Ty) do gluten, em raz&o da heterogeneidade do

material.

Hernandez-Munoz, Villalobos e Chiralt (2004) avaliaram o efeito do
tratamento térmico (40, 55, 70, 85, 95 e 115°C) nas propriedades funcionais de
filmes elaborados com fragdes de gluten de trigo (gliadina e glutenina) com e sem
glicerol. Os autores observaram que apenas os filmes desenvolvidos com gliadina
com e sem glicerol a 70, 85, 95 e 115°C nao se desintegram totalmente em agua.
Acima de 70 °C, ha formacado de ligagbes intermoleculares (S-S), levando a
criacdo de uma rede mais coesa pela formagdo de ligagbes cruzadas e
promovendo, assim, a integridade do filme em agua. Paz et al. (2005) estudaram a
permeabilidade ao etileno em fungcédo da umidade relativa (25 a 75% UR) de filmes
de gluten de trigo. Os autores perceberam que a elevagao da temperatura e da
umidade relativa promove um aumento da permeabilidade ao etileno. Esse
comportamento foi atribuido ao efeito plastificante da agua ao aumentar a

umidade relativa do ensaio

Sun; Song e Zheng (2007) investigaram a utilizagdo de L-cisteina,
formaldeido e glutaraldeido na termo-moldagem de filmes biodegradaveis de
gluten de trigo contendo glicerol como plastificante. Os autores observaram
aumento da resisténcia a tracdo e diminuicdo da porcentagem de elongagdo com

a utilizagdo desses agentes.

2.5 Gelatina

Entre os hidrocoloides disponiveis, a gelatina é o mais popular. E utilizada
largamente nas industrias alimenticia e farmacéutica em raz&o de suas
propriedades funcionais, sendo produzida em grande escala e a pregos
relativamente baixos (POPPE, 1987).

A gelatina € uma proteina animal, soluvel em agua e resultante da hidrélise
acida ou basica do colageno (POPPE, 1987), cujas propriedades (distribuigdo de

massa molecular, estrutura e composicdo em sub-unidades) dependem do
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processo de obtengcdo e da matéria-prima (BELL, 1989). Em sua composigao
quimica, estdo presentes todos os aminoacidos com exce¢ao do triptofano e da
cisteina. O conteudo e sequéncia dos aminoacidos variam de uma fonte para
outra, no entanto, geralmente, glicina, prolina e hidroxiprolina, encontram-se em
maior quantidade (POPPE, 1987).

O processo de obtengcdo da gelatina comercial pode ser dividida em duas
etapas. Primeiramente, o colageno é desnaturado a 40°C e, posteriormente,
submetido a hidrélise (acida ou basica) para quebra das ligagbes covalentes.
Basicamente, existem dois tipos de gelatinas: gelatina tipo A e gelatina tipo B, as
quais diferem quanto ao tipo de preparagao. Gelatina tipo A recebe pré-tratamento
acido antes da desnaturagao térmica, obtendo um ponto isoelétrico (pl) entre 7 e
9; enquanto que a gelatina tipo B recebe pré-tratamento alcalino, obtendo um pl
entre 4,6 a 5,2 (GENNADIOS et al., 1994).

Em sua estrutura, a gelatina diferencia-se das demais proteinas pela
auséncia de ordem interna e pela configuracdo aleatéria das cadeias de
polipeptidios em solugdo aquosa (GENNADIOS et al., 1994). Do ponto de vista
pratico, as caracteristicas mais marcantes da gelatina sdo a solubilidade em agua
e a capacidade de formar gel termo-reversivel apds ser aquecida, solubilizada e
resfriada. O mecanismo de formagao envolve interligagdes ibnicas entre grupos
amino e carboxil dos aminoacidos com a ajuda de pontes de hidrogénio (KESTER;
FENNEMA, 1986).

Comercialmente, a gelatina é encontrada na forma de cristais de coloragao
amarelo-palha (BIGI et al., 1998). Ela possui muitos aminoacidos nao polares, o
que a torna insoluvel em agua fria, mas intumesce e tem capacidade de absorver
muitas vezes sua massa em agua (LEINER DAVIS GELATIN, 1994). A gelatina
pode ser dissolvida indiretamente, mantendo suas particulas em agua, em
repouso, até formar uma massa homogénea, sendo entédo levada ao aquecimento
(50-60°C) até a sua dissolugao completa. A dissolugao direta € obtida com a

adicdo de agua quente (60-80°C) sob forte agitagdo. O método direto, em razéo
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da agitagao, pode provocar a formagao de espuma (JOHNSTON-BANKS, 1990), o

que se torna inconveniente na elaboracao de filmes comestiveis.

A gelatina tem sido utilizada com sucesso na formagao de filmes, servindo
como carreador de antimicrobianos e de antioxidante, assim como para diminuir a
absorcdo de O6leo em alimentos para fritura (KROCHTA; DE MULDER-
JOHNSTON, 1997). Na literatura, existem varios trabalhos relatando propriedades
de filmes elaborados a base de gelatina. Carvalho (2002) avaliou as mudancgas
provocadas nos filmes de gelatina modificados enzimatica e quimicamente em
relacdo as suas propriedades funcionais, observando uma diminuicdo da
porcentagem de matéria soluvel em agua e da permeabilidade ao vapor de agua
dos filmes tratados em relacdo aos filmes sem tratamento. A mesma autora
observou aumento da resisténcia a ruptura, indicando maior grau de
intercruzamento da matriz polimérica, sendo mais evidente por meio da

modificagdo quimica.

Carvalho e Grosso (2006a) avaliaram o efeito da temperatura (40, 50, 60 e
70°C/15 minutos) na reagdo de modificacdo enzimatica em relacdo as
propriedades funcionais dos filmes a base de gelatina. A temperatura de reagao
nao afetou fortemente a solubilidade ou as propriedades mecénicas dos filmes. Os
autores verificaram, entretanto, que os filmes produzidos com a reticulagao
enzimatica a 50°C apresentaram permeabilidade ao vapor de agua
significativamente inferior aos produzidos nas demais temperaturas. Esse
resultado pode estar relacionado a uma melhor estruturagdo da matriz polimérica
apos a reticulagdo enzimatica. Carvalho e Grosso (2006b) verificaram o efeito da
modificagdo quimica (formaldeido e glioxal) nas propriedades dos fiimes de
gelatina. Observaram que ambos os tratamentos causaram redugdo na

permeabilidade ao vapor de agua.

Cao; Fu e He (2007) estudaram as propriedades fisicas de filmes compostos
de isolado protéico de soja e gelatina, em diversas proporgdes (10:0; 8:2; 6:4; 4:6;
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2:8 e 0:10). Os autores observaram que o aumento da proporcédo de gelatina

provocou a elevacgao da resisténcia a tragao e da transparéncia.

2.6 Amido

O amido é um polissacarideo natural encontrado na forma de granulos em
cereais, raizes e tubérculos. A maior parte desses granulos é composto por duas
macromoléculas: a amilopectina, que é ramificada e de elevada massa molecular
(5000-30000 kg/mol), e a amilose, que é essencialmente linear e de menor massa
molecular (20-800 Kg/mol) (PERESSINI et al., 2003).

O amido é considerado a matéria-prima mais promissora na elaboracdo de
filmes biodegradaveis, gragas a sua capacidade de formar uma matriz apropriada
(GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000a), além da grande produgdo mundial e do
baixo custo (DOANE, 1992). Os filmes de amido podem ser homogéneos e suas
propriedades mecanicas dependem da propor¢ao de amilose e amilopectina que,
por sua vez, esta relacionada a espécie vegetal (LOURDIN; DELLA-VALLE;
COLONNA, 1995). A amilose é considerada a responsavel pela capacidade de
formagao do filme de amido (GARCIA; MARTINO; ZARITZKY, 2000a), sendo suas
propriedades influenciadas pelas condi¢des ambientais, principalmente umidade
relativa (PERESSINI et al., 2003).

Quando o granulo de amido €& aquecido em excesso de agua (>60%), as
ligacbes de hidrogénio presentes nas areas amorfas s&do rompidas, permitindo o
intumescimento do grénulo, iniciando, dessa forma, o processo de gelatinizagéo
(BILIADERIS, 1991). As ligagdes fortes possibilitam que o granulo permaneca
intacto até que se rompam em algum ponto. Nessa condicdo, a expansao do
granulo torna-se irreversivel e a ordem estrutural desaparece (GARCIA et al.,
1997). Caso os granulos continuem a expandir-se, a amilose é lixiviada para a
fase aquosa entre os granulos (BILIADERIS, 1991). Ap6s a gelatinizagéo, as
moléculas de amilose, em virtude de sua linearidade, orientam-se paralelamente,

aproximando-se suficientemente para formar pontes de hidrogénio entre as
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hidroxilas de polimeros adjacentes (fenbmeno de retrogradagao). Ocorre redugéo
do volume livre, diminuindo a afinidade do polimero pela agua, podendo o amido
gelatinizado formar filmes estaveis e flexiveis conforme esquematizado na Figura
2.3 (WURZBURG, 1986).

griinulo de amido Rede de

urmlose

: Amilopectina : .
Amilose Amilopectina Amilopecina
Inchago do Rede de
wriinulo
GELIFICAGAD
TIVO cmmep GELATINIZACAQ ey AMIDO — ey GEL DE AMIDO
AMIBOHATIVG. GELAT INIZA(‘ GFIATINIZADO E RETROGRADACAQ FILME

Figura 2.3. Esquema de formagéo do filme de amido (VICENTINI, 2003).

Lourdin; Della-Valle e Colonna (1995) estudaram o efeito do conteudo de
amilose nas propriedades dos filmes, observando que a resisténcia a tracdo se
eleva com o aumento do teor de amilose. Garcia; Martino e Zaritzky (2000a)
estudaram a adicdo de lipidios em filmes de amido e observaram que esses, com
alto teor de amilose, se mostraram menos permeaveis ao vapor de agua e a
gases. Arvanitoyannis; Nakayama e Aiba (1997) estudaram filmes elaborados a
partir de uma mistura de gelatina e amido de batata e observaram que um elevado
conteudo de gelatina (maior que 20% p/p) conduziu a um aumento na resisténcia

a tracao dos filmes.

Flores et al. (2007) avaliaram a influéncia da adigdo de sorbato de potassio e
das condi¢des de gelatinizagdo e secagem nos filmes de amido de mandioca em
suas propriedades fisicas. A presenca de sorbato de potassio afetou as

propriedades de solubilidade em agua, cor e propriedades mecanicas. Esses
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autores também observaram que a técnica de gelatinizagéo e secagem afetam as

caracteristicas da rede, modificando as caracteristicas dos filmes.

Bertuzzi, Armada e Gottifredi (2007) estudaram a caracterizagao fisico-
quimica de filmes de amido de milho. Os autores observaram reducdo da
opacidade e solubilidade em agua com a utilizagdo de um pré-tratamento com
alcali no amido. Alves et al. (2007) estudaram a influéncia de uma solugéo rica em
amilose e glicerol, em diversas propor¢des, nas propriedades de barreira e
mecanicas de fiimes de amido de mandioca. Os autores observaram que o
enriquecimento da solugdo formadora de filme com solugdo de amilose originou
filmes mais fortes e permeaveis. A adicdo de glicerol provocou aumento da

permeabilidade ao vapor de agua.
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3.0 Material e Métodos

3.1. Material

As matérias-primas utilizadas na elaborag¢ao dos filmes foram:

(i)
(i)
(iii)

(iv)

(v)

(vii)
(viii)
(ix)
(x)

Gluten, fornecido pela Roquette (Franga);
Gelatina tipo A, fornecida pela Leiner Davis Gelatin (Cotia, Brasil);

Amido de mandioca (AMILOGILL® 1500), fornecido pela Cargill (Sao

Paulo, Brasil);

Amido de mandioca modificado (AMIDOMAX® 5500), fornecido pela
Cargill (Sao Paulo, Brasil);

Amido milho ceroso (AMISOL® 4000), fornecido pela Corn Products

(Jundiai, Brasil);

Amido milho ceroso modificado quimicamente (FLUIDEX® SS-22),

fornecido pela Corn Product (Jundiai, Brasil);

Sorbato de potassio (Chemco, Brasil), como agente antimicrobiano;
Glicerol (Synth, Brasil), como plastificante;

Acido acético glacial (Synth, Brasil), como ajustador de pH;

Etanol (Stynth).

Os paes-de-forma foram obtidos a partir das seguintes matérias-primas:

(i)
(ii)
(iii)
(iv)
(v)
(vi)
(vii)

Farinha de trigo, fornecida pela Cargill (Tatui, Brasil);
Margarina (Amélia, Brasil);

Acucar (Uniao, Brasil);

Leite em p¢ integral (Nestlé, Brasil);

Sal (Cisne, Brasil);

Fermento biologico instantaneo seco (Fleischmann, Brasil);

Melhorador ZEA 500 (Emulzint, Brasil)
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3.2. Elaboracao dos filmes

3.2.1. Filme a base de gelatina (GEL)

A solucéo formadora de filme foi obtida hidratando-se 10 e 15 g de gelatina
em 100 mL de agua destilada, por 1 hora/25°C. Posteriormente, a solugao foi
solubilizada a 55°C, em banho termostatico, por 10 e 15 minutos para os filmes de
10 e 15 g de gelatina, respectivamente. Apos completa solubilizagao, adicionou-se
glicerol (5% e 10% em relagdo a massa seca de gelatina) sob agitacdo magnética,
sendo mantido o pH natural da solugdo. A solugcédo (14 mL) foi aplicada sobre
placas de polipropileno (14 cm de didmetro e 1,2 cm de altura) e seca a

temperatura ambiente por aproximadamente 24 horas.

3.2.2. Elaboracao de filme a base de gluten (GLU)

A solucdo formadora de filme foi preparada utilizando-se gluten (2,5; 5,0;
7,5; 10,0 e 12,5 g /100 mL solucéo); etanol (20; 32,5; 45; 57,5 e 70 mL/100 mL de
solugdo); agua destilada (30; 42,5; 55; 67,5 e 80 mL/100 mL de solugao) e acido
acético para ajustar o pH (2; 3; 4; 5 e 6). O glicerol foi adicionado na concentragao
de 20% (em relagdo a massa seca de gluten). Todos os componentes foram
misturados sob agitagdo magnética até atingir a temperatura de 70°C,
permanecendo nessa temperatura por 5 minutos. A seguir, a solugao formadora
de filme foi centrifugada a 5000 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. A
solugédo limpida resultante foi colocada em placas de polipropileno (14 cm de
didametro e 1,2 cm de altura) previamente aspergida com spray de silicone (LIM;
MINEY; TUNG, 1998) e seca a temperatura ambiente por, aproximadamente, 24-
48 horas (GONTARD; GUILBERT; CUQ, 1992).
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3.2.3 Filmes a base de amido de mandioca (AM) ou mandioca modificado
(AMM)

A solugado formadora de filme foi preparada utilizando amido (2 e 4% p/v),
agua (100 mL) e glicerol (10% em relagdo a massa seca do amido), sob agitagao

e aquecimento em banho-maria (75°C) por 15 minutos.

3.2.4 Filmes a base de amido de milho ceroso (AMC) ou milho ceroso
modificado (AMCM)

A solugao formadora de filme foi preparada utilizando amido (2 e 4% p/v),
agua (100 mL) e glicerol (10% em relacdo a massa seca do amido), sob agitagao

e aquecimento em banho-maria (85°C) por 5 minutos.

3.2.5 Filmes compostos

Foram confeccionados os filmes compostos de GLU/GEL, AM(2 e 4%)/GEL,
AMM(2 e 4%)/GEL, AMC(2 e 4%)/GEL, AMCM(2 e 4%)/GEL em diversas
proporgoes (1:1; 1:4 e 4:1 v/v) (TANADA-PALMU; FAHKOURI; GROSSO, 2002) e
AM(2 e 4%)/GLU/GEL, AMM(2 e 4%)/GLU/GEL, AMC(2 e 4%)/GLU/GEL, AMCM(2 e
4%)/GLU/GEL (1:1:1 v/v/v). A solugao foi aplicada sobre placas de polipropileno (14
cm de didmetro e 1,2 cm de altura) e seca a temperatura ambiente por

aproximadamente 24 horas.

3.2.6 Filmes ativos

A solucdo formadora de filme de GLU/GEL e AMM(2%)/GEL, nas proporgées
1:4 viv (TANADA-PALMU; FAHKOURI; GROSSO, 2002) e AMM(2%)/GLU/GEL
(1:1:1 v/viv), foi adicionado o agente antimicrobiano sorbato de potassio nas

concentragdes de 2 e 4% (p/v) para confecgao dos filmes ativos.
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3.3 Metodologia de caracterizacao dos filmes simples e compostos

Antes das analises de caracterizagdo, todos os fiimes secos foram
acondicionados em dessecadores a 25°C e 52% UR, durante 48 horas. Os
biofilmes simples e compostos foram caracterizados quanto ao aspecto visual,
propriedades de barreira ao vapor de agua, solubilidade em agua e propriedades
mecanicas. Os filmes compostos selecionados adicionados ou nao de sorbato de
potassio (2 e 4%) foram também caracterizados quanto a permeabilidade ao
oxigénio, microscopia eletrbnica de varredura, analise dindmico-mecanica e

determinacao da efetividade antimicrobiana pelo método de halo.

3.3.1 Caracterizacao dos filmes

3.3.1.1 Aspecto visual

Para cada tipo de filme produzido, foram realizadas analises visuais e
tateis, com o intuito de utilizar apenas os filmes que fossem homogéneos
(avaliagcdo quanto a presenca de particulas insoluveis e coloragado uniforme),
apresentassem continuidade (sem a presenga de rupturas ou zonas quebradigas)
e possibilitassem o manuseio (facilidade em retirar os filmes do suporte). Os filmes

que nao apresentaram tais caracteristicas foram descartados.

3.3.1.2 Espessura (e)

A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um micrémetro digital
(resolugdo 0,001 mm), MITUTOYO (MDC-25M, Kanagawa, Japan). Ela foi
calculada como a média aritmética de cinco medidas aleatérias sobre a area do

filme. Essa medida foi obtida depois do periodo de acondicionamento dos filmes.

3.3.1.3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes foi determinada
gravimetricamente a 25°C, de acordo com o método padrdo E-96-95 da ASTM

(ASTM, 1995). O filme em forma de disco de 9,0 cm de didmetro foi selado com
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parafina em células de permeacao feitas de aluminio, contendo cloreto de calcio
em seu fundo. A selagem foi realizada para garantir que toda a transferéncia de
umidade ocorresse através do filme. As células de permeacdo foram entdo
acondicionadas em dessecadores com temperatura (25°C) e umidade relativa
controlada (por meio de uma solugdo de NaCl saturada, com umidade relativa
correspondendo a 75%). O vapor de agua transferido através do filme foi
determinado pelo ganho de massa do cloreto de calcio, medido a cada 24 horas
por 7 dias. Os testes foram realizados em ftriplicata. A taxa de permeacéao ao vapor

de agua (PVA) foi calculada por intermédio da seguinte equacéo:

e
AxAp

PVA =

xM (3.1)

Onde:

PVA & a permeabilidade ao vapor de agua (gmm/m?diakPa);
e € a espessura (mm);

A é a area da superficie exposta do filme (m?);

Ap € a diferenga de pressao parcial do vapor de agua através do filme (kPa);

M € a taxa de umidade absorvida (g)/ tempo (dia).

3.3.1.4 Solubilidade em agua (SOL)

A solubilidade em &agua dos filmes foi determinada segundo o método
proposto por Gontard et al. (1994). As amostras foram preparadas em ftriplicata,
sendo recortadas em discos de 2 cm de didmetro. A massa seca inicial dos filmes
foi obtida apdés secagem em estufa de circulagdo de ar a temperatura de 105°C
por 24 horas. Posteriormente, as amostras secas foram imersas em um recipiente
contendo 50 mL de agua destilada, e o sistema foi mantido sob lenta agitagao
mecanica por um periodo de 24 horas, a temperatura ambiente. Apds esse

periodo, as amostras solubilizadas foram submetidas novamente a secagem a
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105°C por mais 24 horas, para a obtencdao da massa seca final. A solubilidade foi

expressa de acordo com a equacaio:

M.—M
SOLz(’Tf)xloo (3.2)

Onde:

SOL  é a massa solubilizada em fungéo da massa seca inicial (%);

M; € a massa seca inicial (g);

M € a massa seca final, apds solubilizagéo (g).

3.3.1.5 Propriedades mecéanicas

A resisténcia a tracdo (RT) e a elongacdo na ruptura (ELO) foram
determinadas utilizando-se o texturbmetro TA.XT2 (Stable Micro System,
Hasleme, Inglaterra) operado de acordo com o método padrdo ASTM D 882-83
(ASTM, 1995D). As medidas foram conduzidas em temperatura ambiente (25°C).
A separagao inicial das garras e a velocidade do probe foram de 50 mm e 1 mm/s,
respectivamente. As amostras foram cortadas em tiras apresentando 100 mm de
comprimento e 25 mm de largura. Foram realizadas doze replicatas. A resisténcia
a tracédo (RT) e a porcentagem de elongagéao (E) foram calculadas pelas equagdes

(3.3) e (3.4), respectivamente:
RT =—* (3.3)

Onde:
RT  corresponde a resisténcia a tragao (MPa);
Fn  é aforga maxima no momento da ruptura do filme (N);

A é a area da secgdo transversal do filme (m?);
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ELO = dr - dinicial x100 (3.4)
inicial
Onde:
ELO € a elongacéo (%);
ar € a distancia no momento da ruptura (cm), que corresponde a diferenca

entre a distancia de separagdo no momento da ruptura e a distancia inicial
(5 cm);

Oniciar € a distancia inicial de separagao (5 cm).

3.3.1.6 Permeabilidade ao oxigénio (POy)

A taxa de transmissao de oxigénio (TTO) foi determinada utilizando-se uma
modificagdo do método padrao ASTM D 3985-81 com o aparelho OX-TRAN 2/20
(Mocon, Inc) a 25°C (ASTM, 1990). A permeabilidade ao oxigénio (PO.) foi

calculada por meio da seguinte equagao:

POZ:ZZQEE (3.5)
Ap
Onde:
PO,  é a permeabilidade ao oxigénio (cm®um/m ? diakPa);
TTO é ataxa de transmissao de oxigénio (cm*/m?dia);
e corresponde a espessura (um);
Ap € a diferenca de pressao parcial de oxigénio entre os dois lados do filme
(kPa).

A diferenca de pressao de oxigénio através do filme corresponde a pressao
atmosférica (101,3 kPa), sendo as amostras sujeitas a gas oxigénio puro (100%)
de um lado e de um gas de arraste contendo 98% de nitrogénio e 2% de

hidrogénio do outro lado. Os ensaios foram realizados em duplicata nos filmes
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acondicionados a temperatura de 25°C, 52 + 2% de umidade relativa, durante 48
horas. Para facilitar a fixagao do filme, foi utilizada uma mascara de aluminio (area

exposta fixa = 8 cm?).

3.3.1.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microestrutura da superficie e da secao transversal dos filmes foi avaliada
utilizando-se microscopia eletrénica de varredura (LEO 440i -Cambridge) a 5 kV.
Os filmes foram mantidos em dessecadores contendo silica gel (25°C) por um
periodo de 7 dias, depois dos quais foram fraturados. As amostras de filme
fraturadas foram fixadas em suportes (stubs) de aluminio, com fita adesiva de
carbono. Para conferir condutividade aos filmes, foram recobertas com uma
camada de ouro de espessura de 92 A a uma taxa de recobrimento de 0,5
A/segundo em metalizador a vacuo (Polaron SC 7620), por 180 segundos, a 3 mA.

As amostras foram observadas com aumento de 1000X.

3.3.1.8 Analise dinamico-mecéanica (DMA)

A temperatura de transig&o vitrea (Tg) dos filmes foi determinada utilizando-
se o equipamento DMA (Dynamic Mechanical Analysis DMA 2980, TA
Instruments, New Castle, DE). Os filmes foram acondicionados a 25°C e 52% de
umidade relativa por um periodo de 72 horas. As amostras foram cortadas em
tiras e fixadas em um suporte apropriado. Foi aplicado um mddulo de tens&o sobre
elas de modo simultdneo ao aquecimento. As medidas foram conduzidas
utilizando-se a frequéncia de 1 Hz, amplitude de 20 um, forga de 1 N e corrida na
faixa de —120 a 100°C, com taxa de aquecimento de 2°C/min. As medidas de
modulo de armazenamento (E’), médulo de perda (E”) e angulo de perda (tan d)
foram registradas e representadas na forma de graficos em fungéo da temperatura
para a analise de transi¢ao térmica. A Tg foi determinada no ponto de inflexdo da
curva do parametro angulo de perda (tan &) em fungédo da temperatura (CHERIAN
et al., 1995).
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3.3.1.9 Determinacao da efetividade antimicrobiana do filme pelo método de
difusdao em halo

3.3.1.9.1 Preparacao do inéculo

O preparo do indculo constituiu na inoculagdo das espécies fungicas em
agar CY20S ou CYA e incubacado a 25°C por 5 dias. Em seguida, fez-se uma
raspagem das colbnias presentes na placa com auxilio de uma alga, as quais
foram transferidas para um frasco contendo 50 mL de agua peptonada 0,1% com
0,1% de Tween 80. A suspensao foi agitada por 1 min e filtrada com auxilio de
gaze estéril. A partir desse indculo inicial, foram realizadas diluicdes decimais e
escolhida a suspenséao para o teste de difusdo de acordo com as caracteristicas
de crescimento de cada espécie.

3.3.1.9.2 Teste de difusao em halo

Os filmes ativos foram colocados na superficie dos meios de cultura CY20S
(Agar Czapek Extrato de levedura 20% de sacarose) e CYA (Agar Czapek Extrato
de levedura), ja solidificados e com 0,1 mL de suspensdo de esporos preparada
(tem 3.3.1.9.1): (i) Eurotium chevalieri (CY20S); (ii) Eurotium amstelodami
(CY20S), (iii) Wallemia sebi (CY20S); (iv) Penicillium raistrickii (CYA) e (v)
Cladosprium sp (CYA). Cortes circulares dos filmes ativos (2,5 cm de didmetro)
foram colocados assepticamente sobre a superficie do meio solidificado e com o
microorganismo teste. As placas foram incubadas a 25°C por 120 horas. A
eficiéncia do agente antimicrobiano foi avaliada pela formagao de halo ao redor
dos filmes (PEREIRA et al., 2005) e pela quantificagdo da unidade formadora de
coloénia (UFC/mL). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Como

controle foi utilizado filme sem o agente antimicrobiano
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3.4 Producao de pao de forma

Os péaes-de-férma foram produzidos segundo a formulagcédo apresentada na
Tabela 3.1.

Tabela 3. 1. Formulagao padréo do pao de forma.

Ingredientes Quantidade
(% em relacao a massa de farinha)
- farinha de trigo 100
- agua 58*
- sal 2
- acucar 6
- fermento bioldgico instantaneo seco 1,3
- melhorador de farinha (ZEA 500) 0,3
- margarina 8
- leite em po integral 4

* depende da caracteristica de absorgéo de agua da farinha de trigo.

Os ingredientes foram misturados em amasseira (Hypo,modelo HAE 10) por
5 minutos em velocidade lenta (900 rpm) e 8 minutos em velocidade rapida (1800
rom). A massa foi, entdo, separada em pedacgos de 530 g, deixada descansar por
10 minutos, modelada e, a seguir, mantida em camara de fermentagao
(Thermopao Maquip, Klimaquip, modelo 20B) a 30°C, com umidade relativa de
80%, por 2 horas. Apos a fermentagao, os paes foram levados ao forno (Hypo,
modelo HF 4B) para serem assados a 180°C, por 35 minutos e depois, resfriados

por 24 horas, fatiados e embalados em sacos de polietileno.

3.4.1 Método de analise microbioldogica para isolamento de fungos

Os paes de forma foram produzidos e armazenados em temperatura
ambiente até crescimento visivel de fungos, para posterior identificacdo e

determinagao da efetividade antimicrobiana do filme pelo método de halo.
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3.4.1.1 Analise microbioldgica

Para a analise microbiologica, uma amostra de 25 g de p&do de forma foi
homogeneizada com 225 mL de agua peptonada 0,1% em stomacher por 2
minutos. Em seguida, procedeu-se as diluicbes decimais seriadas e o
plagueamento por superficie (0,1 mL) em meio Dicloran 18% glicerol Agar (DG18).
As placas foram incubadas a 25°C por 5 dias. Os resultados foram expressos em
Unidades Formadoras de Coldnias por grama (UFC/g) (DOWNES; ITO, 2001).

3.4.1.1.1 Identificacao das espécies fungicas

Todos os fungos foram inicialmente isolados e purificados em &agar de
extrato de malte (MEA) e incubados a 25°C por 7 dias. Espécies de Penicillium
foram inoculadas em Agar Czapek extrato de levedura (CYA) incubados em trés
temperaturas (5, 25 e 35°C) por 7 dias e identificados conforme chave de
identificacdo de Pitt (1988). Os demais fungos foram identificados de acordo com

Pitt e Hocking (1999), Samson et al. (1996) e outras chaves de identificac&o.

3.5 Aplicacao do biofilme no acondicionamento de pao de forma

Os filmes com e sem sorbato foram usados para embalar os paes de forma,
sendo utilizadas trés fatias de paes para cada tratamento selecionado. As fatias
justapostas foram intercaladas com os filmes ativos selecionados (trés fatias e
dois filmes) e colocadas em sacos de polietileno de baixa densidade (PEBD)
(Figura 3.1) (SOARES et al., 2002) e selados. Ao mesmo tempo foram embaladas
e seladas trés fatias apenas com PEBD, sem filmes em seu interior. Os péaes
foram estocados a temperatura controlada (25°C) durante 7 dias. As avaliagbes

foram feitas de trés em trés dias (1°; 4° e 7° dia).
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Figura 3.1. Foto das fatias de pdo de forma intercaladas com os biofilmes ativos
(SOARES et al., 2002).

3.5.1 Analises dos paes de forma embalados

3.5.1.1 Perda de peso

A perda de peso foi medida anotando-se o peso inicial do pdo, pesando-se
o produto junto com o filme em balanga semi-analitica (Toledo PB 3002, Suica).

As pesagens foram feitas em quintuplicatas.

3.5.1.2 Determinacgao Instrumental da textura

A medida instrumental de textura dos paes (forgca maxima aplicada para
pressionar duas fatias de pao de forma) foi determinada pelo analisador de textura
TAXT2, segundo método no 74/09 da AACC (1995a). Os resultados foram
expressos em gf (grama-forga). As condigdes empregadas nesse teste foram as
seguintes: Sonda: P/35R — cilindro de acrilico; modo: forga em compresséao;
velocidade de teste = 1,7 mm/s; medida na situagdo de 40% de compressao da
amostra; velocidade de pré-teste = 1,0 mm/s e velocidade de pds-teste = 10,0

mm/s. As analises foram feitas em nove replicatas.
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3.5.1.3 Determinacao do conteudo de umidade

A determinacdo do conteudo de umidade dos pées de forma foi efetuada,
em triplicata, por dessecagcdo no ambiente por 24 horas, seguida de secagem em
estufa a 130°C, até peso constante conforme o método da AACC 44-15A (1995b).

As analises foram feitas em triplicata.

3.5.1.4 Determinacao de atividade de agua

A determinacgéo da atividade de agua foi realizada utilizando-se o aparelho
modelo AqualLab Cx 2T, marca Decagon Devices Inc. (USA), operando-se a
temperatura de 25°C. As amostras eram fatias de 3 mm de espessura colocadas

em capsulas. As analises foram feitas em triplicata.

3.5.1.5 Analise microbioldgica

Para a analise microbiologica, uma amostra de 25 g de p&do de forma foi
homogeneizada com 225 mL de agua peptonada 0,1% em stomacher por 2
minutos. Em seguida, procedeu-se as diluicbes decimais seriadas e o
plagueamento por superficie (0,1 mL) em meio Dicloran 18% glicerol Agar (DG18)
para determinacio de bolores e leveduras. As placas foram incubadas a 25°C por
5 dias. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colbnias por
grama (UFC/g). (DOWNES; ITO, 2001). As analises foram feitas em triplicatas.

3.5.1.6 Extracao e quantificacao de sorbato de potassio

A extracdo de sorbato de potassio dos pades de forma foi realizada de
acordo com a metodologia de SILVEIRA (2005), com algumas modifica¢des. Dois
gramas de pao de forma previamente triturado foram adicionados a 40 mL de
etanol e, apdés 3 horas de agitacdo a 90 rpm, o volume foi completado para 100
mL com agua pura (18,2 ohm). Apds 15 minutos de agitagcédo, o sobrenadante foi
filtrado em membrana de 0,22 ym (SILVEIRA, 2005).
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Aliquotas de 20 uL foram utilizadas para quantificacdo de sorbato de
potassio em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A analise foi
conduzida em cromatografo SHIMADZU (modelo 10 AVP), coluna X-Terra
(Wartes) RP18 (4,6 X 150 mm X 5 um) e sistema de detecgdo UV. A fase mével
constituiu de 60% de acetonitrila; 39% de agua e 1% de acido fosférico 0,1%, com
fluxo de 1 mL/min, sendo a detecg&o realizada em 260 mm (SILVEIRA, 2005).

3.6 Analise Estatistica

A analise estatistica de varidancia (ANOVA) foi realizada utilizando-se o
programa Statistica® 5.0 (Stasoft; USA). As diferengas significativas entre as
médias foram identificadas por meio do teste de Tukey (p<0,05).

Para a avaliagcao estatistica dos resultados obtidos com os biofiimes de
gluten, utilizou-se o programa computacional Statistica® 5.0 realizando a analise
do planejamento experimental completo, ajuste dos pontos experimentais a
modelos matematicos, tratamentos estatisticos e construcdo das superficies de
resposta. O ajuste dos modelos testados e sua significancia foram analisados por

intermédio dos coeficientes de correlacédo e do Teste F.
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4.0 Resultados e Discussao
4.1 Filmes simples a base de gelatina plastificado com glicerol
4.1.1 Caracterizacao dos filmes

4.1.1.1 Aspecto visual

De modo geral, os filmes elaborados com gelatina e glicerol, em todas as
concentragbes, apresentaram-se transparentes e homogéneos. Aspecto
semelhante foi obtido por Fakhouri; Batista e Grosso (2003) e Bertan et al. (2005)
em filmes de gelatina e triacetina. Sobral (1999) elaborou filmes com gelatina de
couro bovina e suina, que também se mostraram manuseaveis, transparentes e
visualmente homogéneos. Os elaborados com menor quantidade de gelatina (10
g) mostraram-se mais maleaveis em ambas as concentragdes de plastificante
utilizadas, enquanto o aumento na concentragao do teor de gelatina (de 10 para
15 g) resultou em filmes mais rigidos.

4.1.1.2 Espessura

As espessuras dos filmes desenvolvidos variaram entre 0,075 mm (gelatina
10 g/glicerol 5%) e 0,128 mm (gelatina 15 g/glicerol 10%). Essa diferenca
relaciona-se ao aumento na quantidade de matéria seca. Resultado semelhante
foi encontrado por Ayranci e Cetin (1995). Os autores adicionaram concentragdes
crescentes de proteina de pistache em solugdes com concentracdo constante de
celulose, e observaram espessuras variando de 0,014 a 0,045 mm. Bertan et al.
(2005) observaram que a adigdo de substancias hidrofobicas promoveu aumento
na espessura dos biofilmes, sendo necessario utilizar aliquotas diferentes (10 a 16
mL) para cada formulagdo com o objetivo de controlar as espessuras para a
repetibilidade das medidas e validade das comparacdes entre as propriedades
analisadas. Fakhouri; Batista e Grosso (2003) observaram que a adigao de acido

graxo aos filmes de gelatina e triacetina causou aumento na espessura (0,019
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para 0,068 mm). Sobral (1999) ao estudar o efeito da espessura nas propriedades
funcionais de biofilmes de gelatina de couro bovino e suino contendo sorbitol,
observou que, ao elevar a concentragao da proteina, houve um aumento linear da

espessura dos biofilmes.

4.1.1.3 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua encontrados para as
diferentes formulacdes dos biofilmes estdo apresentados na Tabela 4.1. Pode-se
observar que houve um aumento significativo (p<0,05) nos valores de
permeabilidade ao vapor de agua com a elevagao da concentragédo gelatina (10
para 15 g), provavelmente em funcdo do aumento da espessura dos filmes.
Segundo Park e Chinnan (1995), a permeabilidade ao vapor de agua pode variar
com a espessura dos filmes em virtude de mudancas estruturais causadas pelo
inchamento da matriz, o que afeta a estrutura dos filmes e provoca tensdes
internas que podem influenciar a permeacdo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Sobral (1999), que correlacionou essa permeabilidade dos filmes
de gelatina bovina e suina plastificados com sorbitol linearmente com a espessura.
Fakhouri; Batista e Grosso (2003) também notaram que o aumento da espessura
causou elevagdo na permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de gelatina
plastificados com triacetina. Estes encontraram valores menores de
permeabilidade ao vapor de agua (3,49 e 4,38 gmm/m?diakPa) para os filmes de
gelatina (10 g) e triacetina (5 e 10%, respectivamente) que os desenvolvidos no
presente estudo, possivelmente em decorréncia da utilizacdo de filmes menos

espessos (0,018 e 0,035 mm) ou em razao do tipo de plastificante utilizado.
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Tabela 4.1. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes de gelatina e
glicerol (25°C).

Filmes Espessura PVA
(mm) (gmm/m?diakPa)*
GEL (109)/GLI 5% 0,075 + 0,009 5,38 % 0,54°
GEL (10g)/GLI 10% 0,078 + 0,030 5,49 + 0,10
GEL (159)/GLI 5% 0,115+ 0,048 8,34 £ 0,01°
GEL (159)/GLI 10% 0,128 + 0,022 8,45 + 0,47°

Média e erro padro das replicatas. * Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre as
;neégsusaobtidas por meio do teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLI= glicerol e PVA = permeabilidade ao vapor

Nao foi possivel observar diferenga significativa (p>0,05) nos valores de
permeabilidade ao vapor de agua ao elevar a concentracéo de glicerol (5 para
10%), tanto para os filmes de 10% quanto para os de 15% de gelatina. Resultados
semelhantes foram encontrados por Fakhouri; Batista e Grosso (2003), em que o
aumento da concentragdo de triacetina (10 para 15%) ndo causou diferenga
significativa na permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de gelatina em ambas
as aliquotas estudadas (8 e 14 mL). Contrariamente, Sobral (1999) verificou que o
aumento na concentragdo de plastificante, de 30 a 50% de glicerol, elevou a
permeabilidade ao vapor de agua de 8,64x10® para 12,24x10~® gmm/m?diakPa.
Gontard; Guilbert e Cuq (1993) também notaram aumento na permeabilidade ao
vapor de agua de filmes de gluten paralelamente a elevagdo da concentragao de
glicerol. Os autores atribuiram esse fato as modificagbes estruturais da rede
protéica, que pode ter se tornado menos densa, e, sobretudo, a hidrofilicidade da
molécula de glicerol. Vicentini (2003) verificou o crescimento da permeabilidade ao
vapor de agua de 7,44x10 para 11,28x10° gmm/m?diakPa nos filmes de gluten,

em razdo do aumento da concentragao de glicerol de 12 para 20%.

Muitos estudos enfocam a influéncia do aumento da concentracdo de
plastificante nas propriedades funcionais dos filmes, como na permeabilidade ao
vapor de 4gua. E bem conhecido que essa permeabilidade tende a elevar-se com
o aumento do teor de plastificante hidrofilico (SOBRAL, 2000). Possivelmente,

esse comportamento ndo foi elucidado nesse estudo em virtude da baixa
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concentragédo do plastificante nos filmes de gelatina. Segundo Banker (1966), as
propriedades de barreira dos filmes podem ser influenciadas pela selecdo e

concentracao de plastificante.

4.1.1.4 Solubilidade em agua (SOL)

A solubilidade em agua (Tabela 4.2) variou de 30,34 a 33,50%. Nao foi
observada diferengca significativa (p<0,05) com relagdo a elevagdo da
concentragdo de gelatina (10 para 15 g), mas o aumento da concentracéo de
glicerol (5 para 10%) provocou elevagédo na solubilidade em agua para os filmes
com 10% de gelatina, variando de 30,34% (5% de glicerol) para 33,50% (10% de

glicerol).

Tabela 4.2. Solubilidade em agua (SOL) dos filmes de gelatina e glicerol.

Filmes SOL (%)*
GEL (10g)/GLI 5% 30,34 +0,58°
GEL (10g)/GLI 10% 33,50 +0,27
GEL (159)/GLI 5% 30.93+0,24 ™
GEL (15g)/GLI 10% 32,56 + 0,45 ®

Média e erro padrdo das replicatas. * Letras diferentes representam diferenga significativa (p< 0,05) entre as
médias obtidas por meio do teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLI= glicerol e SOL= solubilidade em agua.

Sarmento (1999) verificou que a solubilidade do biofime de gelatina
reticulada cresceu de 40 para 50% com o aumento da concentragdo de glicerol
(de 55 g a 85 g de plastificante por 100 g de gelatina). O autor atribuiu esse
comportamento a migracdo do sorbitol para a agua, em virtude do carater
hidrofilico e pelo fato de o sorbitol ndo estar ligado quimicamente a gelatina,

podendo, entdo, deslocar-se com relativa facilidade da rede protéica.

4.1.1.5 Propriedades mecanicas

Os valores de resisténcia a tragdo e porcentagem de elongacgao dos filmes
de gelatina (10 e 15 g)/glicerol (5 e 10%) sao apresentados na Tabela 4.3.

50



Resultados e Discussao

Tabela 4.3. Propriedades mecanicas dos filmes de gelatina e glicerol (25°C).

Filmes Espessura RT ELO

(mm) (MPa)* (%) *
GEL (10g)/GLI 5% 0,076 + 0,009 90,73+0,89 % 6,85+2,32°
GEL (10g)/GLI 10% 0,080 + 0,026 80,98 + 1,57 ° 7,17+0,19°
GEL (15g)/GLI 5% 0,112 £ 0,021 93,50+ 1,82° 5,30+ 0,27 ®
GEL (15g)/GLI 10% 0,118 £ 0,012 85,41 +243" 554 +243°

Média e erro padrdo das replicatas. * Letras diferentes representam diferenga significativa (p< 0,05) entre as
médias obtidas por meio do teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLI= glicerol; RT= resisténcia a tracdo e ELO=
elongacgao.

Observa-se que o0 aumento da concentragcéo de plastificante (5 para 10%),
diminuiu significativamente (p<0,05) a resisténcia a tracdo dos filmes.
Provavelmente, isto ocorreu pelas alteracdes causadas na rede protéica com a
incorporacdo do plastificante. A incorporagao de plastificante em biopolimeros
modifica a organizagdo molecular tridimensional da rede protéica, diminuindo as
forcas de atracdo intermoleculares e eleva o volume livre do sistema.
Consequentemente, a rede torna-se menos densa (SOTHORNVIT; KROCHTA,
2000). A forgca na ruptura é influenciada pela interagdo entre as proteinas na
matriz filmogénica, em diversos sitios ativos das cadeias protéicas e os
plastificantes reduzem o numero dessas ligagbes por meio da solvatagao de sitios
ativos polares (LIM; MINEY; TUNG, 1998).

A resisténcia dos filmes plastificados com 5% de glicerol mostrou-se maior
que os plastificados com 10%, sendo maior no filme GEL (15g)/GLI 5% (93,50
MPa). Comportamento semelhante foi observado por Sobral (2000) em estudo
sobre as propriedades funcionais de biofilmes de proteina de origem animal em
funcdo do plastificante. O autor verificou que o aumento da concentracdo de
sorbitol numa faixa de 15 a 65% gerou uma queda da for¢ca de ruptura de 16,0
para 8,2 N e de 16,2 para 9,0 N, no caso dos filmes de gelatina de couro bovina
(GCB) e gelatina de pele suina (GPS), respectivamente. Cuq et al. (1997), ao
trabalharem com biofilmes de proteina miofibrilar, observaram diminui¢do da forca
na ruptura de 5,1 para 2,6 N, com o aumento da concentragdao de glicerol.

Monterrey-Quintero (1998) elucidou a diminuigdo da for¢a de ruptura de 6,67 para
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2,94 N ao aumentar a concentrac&o de glicerol de 30 para 70% (g de plastificante

por g de proteina) nos filmes a base de proteina miofibrilar de carne bovina.

Apesar de 0 aumento da concentragdo de gelatina (10 para 15g) néo ter
alterado de maneira significativa (p<0,05) a resisténcia a tracdo dos filmes
plastificados tanto com 5 quanto com 10% de glicerol, os de maior concentragéo
de gelatina mostraram valores de resisténcia a tracdo maiores. Provavelmente, o
aumento na concentracdo de gelatina provocou uma elevagao das interagdes
moleculares entre as cadeias adjacentes, elevando as interagdes entre as

macromoléculas, consequentemente elevando a resisténcia a atragao dos filmes.

Yoshida (2002) observou que a resisténcia a tracdo foi maior para altas
concentracdes de proteina do soro do leite, que relaciona-se com o aumento do
numero de ligagbes covalentes S-S na matriz flmogénica, em virtude da maior

quantidade de grupos sulfidrilicos na superficie protéica.

Os valores de porcentagem de elongagao (Tabela 4.3) ndo apresentaram
diferenga significativa (p<0,05) tanto na variagdo da concentragcdo de gelatina,
quanto no plastificante. Ela variou de 5,30% para o filme de gelatina (15 g)/glicerol
5% a 7,17% para o de gelatina (10 g)/glicerol 10%. A incorporacéo de plastificante
torna a rede menos densa com o decréscimo das forcas, melhorando a
flexibilidade e extensibilidade (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2000). Provavelmente,
nesse estudo, a concentragcdo de plastificante utilizada nao foi suficiente para

alterar a elongacgao dos filmes.

Fakhouri, Batista e Grosso (2003) ndo observaram diferencga significativa na
porcentagem de elongagdo em fungcdo da espessura e da concentragdo de
triacetina. Sobral (1999) verificou que a elevagao da concentracéo de plastificante
de 30 para 100%, provocou aumento de 1,8 para 8,5% na porcentagem de
elongacédo dos filmes de gelatina. Yoshida (2002) notou efeito semelhante em
relagao aos filmes de proteina de soro de leite bovino.

A melhor formulagdo de filmes de gelatina, determinada neste caso,
visando manter boas propriedades de barreira ao vapor de agua e resisténcia

mecanica, foi a elaborada com 10% de gelatina e 5% de glicerol. Essa formulag&o
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foi selecionada para ser utilizada na elaboragcdo e caracterizagdo dos filmes
compostos.

4.2 Caracterizacao dos filmes a base de gluten e glicerol

Um delineamento experimental composto central rotacional foi realizado
contendo 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central,
perfazendo um total de 17 ensaios. Os valores correspondentes aos diferentes

niveis das variaveis sdo apresentados na Tabela 4.4.

As variaveis independentes analisadas foram: (i) concentragdo de gluten
(2,5; 5,0; 7,5; 10,0 e 12,5 g/100mL de solugédo); (ii) concentracdo de etanol (20;
32,5; 45; 57,5 e 70 mL/100mL de solugao); (iii) pH (2; 3; 4; 5 e 6) (GONTARD;
GUILBERT; CUQ, 1992). As variaveis dependentes, isto €&, as respostas
analisadas, foram: (i) permeabilidade ao vapor de agua; (ii) solubilidade em agua;
(iii) resisténcia a tragao e (iv) porcentagem de elongagéo.

Tabela 4.4. Niveis das variaveis independentes do planejamento fatorial completo

2% usado para filmes de gluten plastificados com glicerol.

-2 -1 0 +1 +2

Gluten (g/100Lde solucao) 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5
Etanol (mL/100mL de solucao) 20 32,5 45 57,5 70
pH 2 3 4 5 6

* O valor de a utilizado foi igual a 2,segundo Gontard, Guilbert; Cuq (1992).

Para essa caracterizagao, utilizaram-se diferentes aliquotas de solugao
formadora de filme para cada formulagédo (de 1 a 15, Tabela 4.5). Esse
procedimento foi realizado com o intuito de controlar as espessuras para a
repetibilidade das medidas e efeito das variaveis (concentragao de gluten, etanol e

pH) estudadas nas propriedades analisadas.

Para a escolha da aliquota utilizada em cada formulagdo, foram
consideradas as concentragdes de gluten. O aumento dessa concentragédo de 5

para 10% gerou a necessidade de utilizar aliquotas menores para padronizar a
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espessura final dos filmes. Para a maior concentragdo de gluten (12,5%), a
aliquota utilizada foi de 25 mL e para menor (2,5%) foi de 40 mL. As solugdes
formadoras de filmes secaram em média de 24 a 48 horas, esse tempo se
relaciona as aliquotas utilizadas, sendo que ao se utilizarem maiores valores (40
mL) o tempo elevou-se, sendo maior ao utilizar menor concentragao de gluten (2,5
g gluten/ 100 mL).

Tabela 4.5. Aliquotas utilizadas para cada formulagdo dos biofilmes de gluten e

glicerol.
Formulacao Gluten Etanol pH Aliquota
(9/100 mL) (mL/ 100 mL de solucao) (mL)
1 5 32,5 3 35
2 10 32,5 3 40
3 5 57,5 3 30
4 10 57,5 3 35
5 5 32,5 5 30
6 10 32,5 5 35
7 5 57,5 5 35
8 10 57,5 5 40
9 2,5 45 4 40
10 12,5 45 4 25
11 7,5 20 4 40
12 7,5 70 4 45
13 7,5 45 2 35
14 7,5 45 6 35
15 7,5 45 4 35

Os valores reais e codificados das 3 variaveis independentes (concentracéo
de gluten, etanol e pH), bem como os resultados obtidos (permeabilidade ao vapor
de agua, solubilidade em agua, resisténcia a tragdo e porcentagem de elongagao)

encontram-se na Tabela 4.6.
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De uma maneira geral, os filmes elaborados com gluten e glicerol, em todas
as variaveis estudadas (concentragdo de gluten, etanol e pH) apresentaram-se

visualmente levemente amarelados e extensiveis.
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Tabela 4.6. Delineamento experimental para a obtengao da elaboragao de filmes a base de gluten plastificados com

glicerol.
Variaveis Independentes Variaveis Dependentes
Gluten Etanol pH * PVA SOL RT ELO
(9/100 mL) *  (mL/100mL) * (gmm/m?diakPa)* (%)* (MPa)* (%)*
1 5(-1) 32,5(-1) 3(-1) 6,08 + 0,26 23,83+ 0,43 0,66 + 0,17 150,55 £ 1,05
2 10 (+1) 32,5 (-1) 3(-1) 12,72 + 0,21 19,55+ 0,13 0,90 + 0,20 165,67 £ 1,00
3 5(-1) 57,5 (+1) 3(-1) 6,49 + 0,24 23,79 £ 0,49 0,78 + 0,26 167,72 £ 0,47
4 10 (+1) 57,5 (+1) 3(-1) 9,11 +0,49 20,19+ 0,42 1,20 £ 0,85 188,55 £ 0,33
5 5(-1) 32,5(-1) 5 (+1) 6,28 + 0,31 23,8+ 0,22 0,45+ 0,22 150,08 + 0,81
6 10 (+1) 32,5(-1) 5 (+1) 9,31+0,55 20,55 + 0,31 1,11+ 0,34 164,36 + 0,51
7 5(-1) 57,5 (+1) 5 (+1) 8,19 £ 0,05 24,92 + 0,54 0,77 £ 0,37 159,43 + 0,30
8 10 (+1) 57,5 (+1) 5 (+1) 9,34 + 0,26 21,46 + 0,37 1,15+ 0,58 171,23 + 0,41
9 2,5 (-2) 45 (0) 4 (0) 5,44 + 0,56 24,68 + 0,41 0,36 + 0,03 145,89 + 0,62
10 12,5 (+2) 45 (0) 4 (0) 12,61 £ 0,03 18,86 + 0,37 1,35+ 0,45 190,83 £ 0,75
11 7,5 (0) 20 (-2) 4 (0) 9,61+0,16 23,28 + 0,54 0,82+ 0,29 131,81+ 0,26
12 7,5 (0) 70 (+2) 4 (0) 9,85+ 0,38 20,27 + 0,65 0,89 + 0,47 159,11 + 0,45
13 7,5 (0) 45 (0) 2(-2) 10,14 + 0,50 19,54 + 0,24 1,27 + 0,26 181,91 + 0,25
14 7,5 (0) 45 (0) 6 (2) 9,81 +0,30 22,38 + 0,42 1,09 £ 0,33 166,66 + 0,70
15 7,5 (0) 45 (0) 4 (0) 8,81+0,42 21,29 £ 0,22 0,75+ 0,02 178,11 £ 0,93
16 7,5 (0) 45 (0) 4 (0) 8,26 + 0,36 22,18 £ 0,24 0,81+ 0,31 177,01 £ 0,50
17 7,5 (0) 45 (0) 4 (0) 8,68 + 0,21 21,22 £ 0,49 0,84 + 0,32 179,62 £ 0,62

Os valores entre paréntesis s&o os codigos dos niveis das variaveis independentes. * Média e erro padrao das replicatas. Onde: PVA é a permeabilidade ao
vapor de agua; SOL é a solubilidade em agua; RT é a resisténcia a tragéo e ELO ¢é a porcentagem de elongacgéo.
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4.2.1 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Na Tabela 4.7, estdo apresentados os efeitos dos parametros estudados
(concentragao de gluten, etanol e pH) sobre a permeabilidade ao vapor de agua.
Verifica-se que a variavel concentracao de gluten , interagdo entre gluten e etanol,
gluten e pH e etanol e pH influenciaram estaticamente a permeabilidade ao vapor
de agua a 95% de confianga. Verifica-se que o efeito concentracdo de gluten é
positivo, ou seja, ao elevar a concentragao de gluten de 5 para 10 g/100mL, o
biofiilme sofreu um aumento na permeabilidade ao vapor de agua de 3,47
gmm/m?diakPa, em média. Apesar da varidvel concentracdo de gliten apresentar
um efeito positivo, a sua combinagdo com etanol ou pH apresentou um efeito
negativo, gerando diminuicdo na permeabilidade ao vapor de agua, em média, de
1,47 e 1,27 gmm/mzdiakPa, respectivamente. Enquanto a combinacdo entre
concentracdo de etanol e pH apresentou efeito positivo, aumentando a

permeabilidade ao vapor de agua em 1,28 gmm/mzdiakPa.

Tabela 4.7. Estimativa dos efeitos das variaveis independentes sobre a

permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de gluten plastificados com glicerol.

Fator Efeito Erro padrao p-valor
Média 8,2743* 0,4321 0,0000
Glaten (L) 3,4725* 0,3916 0,0000
Gluten (Q) 0,1435 0,3559 0,6987
Etanol (L) -0,9750 0,3916 0,8105
Etanol (Q) 0,4960 0,3559 0,2060
pH (L) -0,2425 0,3916 0,5554
pH (Q) 0,6185 0,3559 0,1258
Gluten x Etanol -1,4750* 0,5539 0,0323
Glaten x pH -1,2700* 0,5539 0,0555
Etanol x pH 1,2850* 0,5539 0,05340

* Efeitos estatisticamente significativos a p<0,05
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Realizando a comparacido entre os efeitos dos fatores e suas interacdes
(Tabela 4.7), observa-se que a concentragdo de gluten apresentou maior efeito
sobre a permeabilidade ao vapor de agua. Gontard; Guilbert e Cuq (1992)
estudaram os efeitos da concentragao de gluten, concentragcéo de etanol e pH da
solugédo formadora de filme em diversas propriedades, utilizando metodologia de
superficie de resposta. Os autores perceberam que a elevagédo da concentragao
de etanol, em pH>4, causou aumento da permeabilidade ao vapor de agua, o que
ocorreu em virtude da maior heterogeneidade dos filmes nas baixas
concentracdes de etanol. Em altas concentracdes de etanol, baixo pH é requerido
para obter-se uma estrutura homogénea dos filmes, pois, caso contrario, ocorre a
exposicao dos residuos hidrofilicos da superficie das proteinas, o que melhora a
afinidade de moléculas de vapor de agua com as proteinas do gluten, que gera o
aumento da permeabilidade ao vapor de agua. Tanada-Palmu e Grosso (2002)
estudaram o efeito da concentracdo de gluten, glicerol, etanol e pH em diversas
propriedades dos biofilmes de gluten. Os autores verificaram aumento da
permeabilidade proporcionalmente a elevacdo da concentracdo de etanol e

glicerol.

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes desenvolvidos variou de 5,44
a12,72 gmm/mzdiakPa. Resultados semelhantes foram encontrados por Tanada-
Palmu e Grosso (2002), que obtiveram resultados variando de 5,72 a 14,91
gmm/m?diakPa. Tanada-Palmu e Grosso (2003) desenvolveram filmes & base de
gluten proveniente de quatro tipos de farinhas de trigo brasileira (2 “fortes” e 2
“fracas”) e compararam suas propriedades mecanicas e de barreira ao vapor de
agua com filmes de gluten vital (comercial). A permeabilidade ao vapor de agua
variou de 5,72 a 14,65 gmm/m?diakPa, sendo menor para os filmes desenvolvidos

com gluten vital e maior para os filmes das farinhas “fracas”.

Apos analise dos efeitos principais e das interagdes, obteve-se os
coeficientes de regressdo do modelo de 2° ordem para a permeabilidade ao vapor
de agua (Tabela 4.8).
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Tabela 4.8. Coeficiente de regressdao do modelo quadratico multivariavel para a

permeabilidade ao vapor de agua em filmes de gluten e glicerol.

Fator Coeficiente de Erro padrao p-valor
regressao
Média 8,2743* 0,4321 0,0000
Glaten (L) 1,7336* 0,1958 0,0000
Glaten (Q) 0,0717 0,1779 0,6987
Etanol (L) -0,0487 0,1958 0,8105
Etanol (Q) 0,2480 0,1779 0,2060
pH (L) -0,1212 0,1958 0,5554
pH (Q) 0,3092 0,1779 0,1258
Gluten x Etanol -0,7375* 0,2769 0,0323
Gluten x pH -0,6350* 0,2769 0,0555
Etanol x pH 0,6425* 0,2769 0,0534

*Coeficientes estatisticamente significativos a p<0,05.

Utilizando-se os valores contidos na Tabela 4.8, obteve-se o modelo
estatistico adotado (Equacédo 4.1) que relaciona a permeabilidade ao vapor de
agua as variaveis estudadas que apresentaram coeficiente de regressao

estatisticamente significativo (p<0,05).

PVA = 8,2743 + 1,7362*gluten — 0,7375 gluten*etanol — 0,6350 gluten*pH

+ 0,6425 etanol*gluten [4.1]

A analise de variancia (ANOVA) obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da
Equacdo 4.1 é mostrada na Tabela 4.9. Pode-se observar que o modelo
alcancado apresentou um coeficiente de correlacdo (R?) igual a 0,89.
Comparando-se o F calculado (25,48) com o F tabelado (3,26), verificou-se que o
primeiro é 7,81 vezes maior que o segundo, sendo o modelo, portanto,
estatisticamente significativo, com o qual pode se obter as superficies de resposta.

59



Resultados e Discussao

Tabela 4.9. ANOVA do ajuste do modelo obtido para a permeabilidade ao vapor

de agua dos filmes de gluten plastificados com glicerol.

Fonte de Soma Graus de Media F F tabelado R®
variacao Quadratica Liberdade Quadratica calculado
Regressao 59,12 4 14,78 25,48 3,26 0,89
Residuo 6,96 12 0,58
Falta de 6,80 10
ajuste
Erro Puro 0,16 2
Total 66,08 16

As superficies de respostas e curvas de contorno, obtidas a partir do
modelo estatistico, estdo apresentada nas Figuras 4.1 a 4.3. Na Figura 4.1,
verificou-se que, com a diminuigdo da concentragdo de proteina (de 10,0 para
5,0%) e a diminuicdo da concentragdo de etanol (de 70 para 32,5 mL), a
permeabilidade ao vapor de agua se reduziu. O mesmo pode ser observado
(Figura 4.2) com a diminuigao do pH (de 6 para 3) e da concentragéo de gluten (de
10,0 para 5,0%). Analisando a Figura 4.3, conclui-se que, para obter-se menores
valores de permeabilidade ao vapor de agua, deve-se utilizar pH entre 4 e 6 e

concentracdes de etanol acima de 45 mL.
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Figura 4.1. Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variagdo da
permeabilidade ao vapor de agua em fungéo da concentracao de gluten e etanol.
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Figura 4.2. Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variagdo da
permeabilidade ao vapor de agua em fungao da concentracao de gluten e pH.
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Figura 4.3. Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variagdo da
permeabilidade ao vapor de agua em funcao da concentracao de etanol e pH.
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4.2.2 Solubilidade em agua (SOL)

Na Tabela 4.10, estdo estimados os efeitos das variaveis independentes
(concentragao de gluten, concentragao de etanol e pH) e suas interagdes sobre a
resposta solubilidade em agua. Pode-se observar que a unica variavel significativa
(p<0,05) foi a concentracéo de gluten, causando um efeito negativo, ou seja, com
0 aumento da concentragdo ocorreu a diminuigdo na solubilidade em agua dos

filmes, da ordem de 3,27%.

Tabela 4.10. Estimativa dos efeitos das variaveis independentes sobre a

solubilidade em agua dos filmes de gluten plastificados com glicerol.

Fator Efeito Erro padrao p-valor
Média 21,8221* 0,6092 0,0000
Gluten (L) -3,2787* 0,5521 0,0005
Gluten (Q) 0,1680 0,5018 0,7475
Etanol (L) -0,4237 0,5521 0,4679
Etanol (Q) 0,1705 0,5018 0,7439
pH (L) 1,1312 0,5521 0,0796
pH (Q) -0,2369 0,5018 0,6511
Glaten x Etanol 0,175 0,7808 0,8846
Glaten x pH 0,2925 0,7808 0,7190
Etanol x pH 0,3575 0,7808 0,6609

* Efeitos estatisticamente significativos a p<0,05.

Gontard, Guilbert e Cuq (1992), em estudos com filmes de gluten, relataram
que ao utilizar maiores concentragdes de etanol (70%) obtiveram maiores valores
de solubilidade em agua. Este efeito foi mais pronunciado ao trabalhar na faixa de
pH entre 5 e 6. Os autores relataram que a alta concentragao de etanol induz a
formagao de filmes heterogéneos, que podem ser desintegrados completamente e
rapidamente ao serem dispersos em agua. Tanada-Palmu e Grosso (2002) n&o
observaram influéncia significativa (p<0,05) em nenhuma das variaveis estudadas

(concentragao de gluten, de etanol, de glicerol e pH) na solubilidade em agua.
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A diminuigdo na solubilidade em agua do filme protéico esta associada a
uma estrutura mais compacta e resistente, indicando um maior numero de
ligacdes entre cadeias, ou seja, uma matriz tridimensional mais resistente. Quanto
maior o numero de grupos SH, mais ligagées dissulfidicas sao formadas durante a
secagem do filme, dificultando, dessa forma, o acesso das moléculas de agua aos
grupos hidrofilicos das cadeias, reduzindo a solubilidade (HANDA et al., 1999).

Os coeficientes de regressao obtidos, utilizando-se o programa Statistica
5.0, estdo apresentados na Tabela 4.11. Sao significativos a 95% de confianca
(p<0,05) e foram considerados para a obten¢cdo do modelo estatistico para a
solubilidade em agua (Equagéao 4.2).

Tabela 4.11. Coeficiente de regressdo do modelo quadratico multivariavel para a

solubilidade em agua.

Fator Coeficiente de Erro padrao p-valor
regressao
Média 21,8221* 0,6029 0,0000
Glaten (L) -1,6393* 0,2760 0,0005
Gluten (Q) 0,0840 0,2509 0,7475
Etanol (L) -0,2118 0,2760 0,4679
Etanol (Q) 0,0852 0,2509 0,7439
pH (L) 0,5656 0,2760 0,0796
pH (Q) -0,1184 0,2509 0,6511
Gluten x Etanol 0,0587 0,3904 0,8846
Gluten x pH 0,1462 0,3904 0,7190
Etanol x pH 0,1787 0,3904 0,6609

* Coeficientes estatisticamente significativos a p<0,05.

SOL = 21,8221 — 1,6393*gluten [4.2]

A analise de variancia (ANOVA) obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da
Equacdo 4.2 é apresentada na Tabela 4.12. Verifica-se um coeficiente de

correlacdo (R%) de 0,73, e por meio do teste F, conferiu-se a significancia
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estatistica (p<0,05) do modelo a solubilidade em agua. Comparando-se o F
calculado (41,34) com o F tabelado (4,54), notou-se que o primeiro € 9,10 vezes
que maior que o segundo. A partir do modelo obtido, pode-se gerar as superficies
de respostas em fungdo das variaveis significativas, tal como apresentado nas
Figuras 4.4 a 4.6.

Tabela 4.12. ANOVA do ajuste do modelo obtido para a solubilidade em agua dos

filmes de gluten plastificados com glicerol.

Fonte de Soma Graus de Média F F tabelado R®
variacao Quadratica Liberdade Quadratica calculado
Regressao 43,00 1 43,00 41,34 4,54 0,73
Residuo 15,71 15 1,04
Falta de 15,14 13
ajuste
Erro Puro 0,57 2
Total 58,71 16

A relagao entre a concentracdo de gluten e a de etanol pode ser observada
na Figura 4.4. A regido de valores de concentragéo de proteina, entre 10 e 12,5, e
de etanol, em toda faixa estudada (20 a 70 mL/100 mL de solug&o), apresentou
menor solubilidade. Na Figura 4.5, verifica-se que, na regido entre os valores da
concentragcédo de gluten de 10 a 12,5% e valores de pH 2 a 3, os filmes também
apresentaram menor solubilidade em agua. Com relagao a concentragao de etanol
e pH, pode ser observado (Figura 4.6) que a regido entre valores de etanol de 45
a 70 mL/100 mL de solugédo e pH 2 definiu menores valores de solubilidade dos

filmes.
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ETANOL

Figura 4.4. Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variagdo da
solubilidade em agua em fungéo da concentragéo de gluten e etanol.

Figura 4.5. Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variagdo da
solubilidade em agua em fungéo da concentragao de gluten e pH.
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Figura 4.6. Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variagdo da
solubilidade em agua em fungéo da concentragéo de etanol e pH.
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4.2.3 Propriedades mecénicas

4.2.3.1 Resisténcia a tracao (RT)

Os valores dos efeitos: (i) concentragdo de gluten, (ii) concentracdo de
etanol e (iii) pH na resisténcia a tracdo estdo apresentados na Tabela 4.13. Os

efeitos dessas variaveis sédo estatisticamente significativos a 95% de confiancga.

Tabela 4.13. Estimativa dos efeitos das variaveis independentes sobre a

resisténcia a tragao dos filmes de gluten plastificados com glicerol.

Fator Efeito Erro padrao p- valor
Média 0,7843* 0,0571 0,0000
Glaten (L) 0,4600* 0,0518 0,0000
Gluten (Q) 0,0235 0,0471 0,6319
Etanol (L) 0,1150* 0,0518 0,0620
Etanol (Q) 0,0235 0,0471 0,6319
pH (L) -0,0525 0,0518 0,3448
pH (Q) 0,1860* 0,0471 0,0055
Gluten x Etanol -0,0250 0,0733 0,7430
Gluten x pH 0,0950 0,0733 0,2360
Etanol x pH -0,0150 0,0733 0,8436

* Efeitos estatisticamente significativos a p<0,05.

Ao elevar a concentragéo de gluten de 5,0 para 10,0%, e de etanol de 32,5
para 57,5%, a resisténcia a tracdo sofreu um aumento, em média, de 0,4600 e
0,1150 MPa, respectivamente. Por outro lado, ao aumentar o pH de 2 para 6,

houve um aumento na RT de 0,1860 MPa, em média.

Gontard, Guilbert e Cuq (1992) verificaram a influéncia da concentragéao de
gluten nas propriedades mecanicas dos filmes, concluindo que o aumento na
quantidade de gluten eleva a resisténcia a tragdo. Os autores afirmam que,
durante a secagem dos filmes, o acido acético e o etanol evaporam, permitindo a

formagado de ligagbes cruzadas entre as cadeias, sendo que essa formagéo €&
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facilitada pela proximidade das cadeias em maiores concentragdes de gluten.
Observaram também que a diminuicdo do pH (menor que 4) acarretou um
decréscimo nas propriedades mecanicas dos filmes em virtude da perda da

coesividade da estrutura.

Tanada-Palmu e Grosso (2002) também verificaram que, ao aumentar a
concentragéo de gluten de 6,0 para 9,0%, ocorreu uma elevagao da resisténcia a
tracédo do biofilme. Yoshida (2002) observou que um aumento na concentragao de
proteina 5,50 para 7,50% gerou elevagdo na tensdo na ruptura da ordem de
0,4493 MPa.

A resisténcia a tragao dos filmes de gluten desenvolvidos variou de 0,45 a
1,27 MPa. Resultados similares foram obtidos por Micard et al. (2000) em estudo
da influéncia da agitagdo e varios tratamentos quimicos e fisicos em filmes de
gluten. Os autores obtiveram filmes de gluten com resisténcia a tragdo, variando
de 1,2 a 6,3 MPa, e elongacdo de 170 a 501%. Kayserilioglu et al. (2003)
estudaram o efeito da temperatura de secagem dos filmes (20, 50 e 80°C) e da
umidade relativa de secagem (35 e 70%) nas propriedades mecanicas dos filmes
de gluten e observaram que, ao aumentar a temperatura, ocorreu elevagédo da
resisténcia a tracdo (4,5 MPa/20°C, 6,3 MPa/50°C, 8,2 MPa/80°C), sendo maior
em menor teor de umidade (35%). Esse comportamento explica-se pela formagao
de ligagdes cruzadas (ligagbes covalentes) durante a secagem em altas
temperaturas (80°C). Kayserilioglu et al. (2001), em estudo da caracterizagao
mecénica e bioquimica de filmes de gluten em funcdo do pH, desenvolveram

filmes de gluten com resisténcia a tracao de 1,7 a 5,2 MPa, sendo maior a pH 11.

Gennadios et al. (1993) investigaram o efeito do pH nas propriedades de
barreira e mecanicas dos filmes de gluten. Observaram variagao da resisténcia a
tracdo de 0,7 a 4,4 MPa. Os filmes de gluten de trigo se formaram a pH 2-4 e 9-13,
sendo que essa formacao foi inibida pela fraca dispersao protéica ao redor do
ponto isoelétrico da proteina (pl igual a 7,6). Os filmes de gluten preparados em
condicbes alcalinas apresentam resisténcia a tracdo maior que os filmes

processados em condicbes acidas. Tanada-Palmu e Grosso (2002)
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desenvolveram filmes de gluten plastificado com glicerol em condigdes alcalinas,
que apresentaram resisténcia a tracdo de 0,42 a 5,38 MPa.

Os coeficientes de regressao obtidos por meio do programa Statitica 5.0
estdo apresentados na Tabela 4.14. Sao estatisticamente significativos a 95% de

confianga (p<0,05) e foram considerados para a obten¢gdo do modelo final.

Tabela 4.14. Coeficiente de regressdo do modelo quadratico multivariavel para
RT.

Fator Coeficiente de Erro padrao p-valor
regressao
Media 0,7843* 0,0571 0,0000
Gluten (L) 0,2300* 0,0259 0,0000
Glaten (Q) 0,0117 0,0235 0,6319
Etanol (L) 0,0575* 0,0259 0,6200
Etanol (Q) 0,0117 0,0235 0,6319
pH (L) -0,0265 0,0259 0,3448
pH (Q) 0,0930* 0,0235 0,0055
Glaten x Etanol -0,0125 0,0366 0,7430
Gluten x pH 0,0475 0,0366 0,2360
Etanol x pH -0,0075 0,0366 0,8436

* Coeficientes estatisticamente significativos a p<0,05.

RT = 0,7843 + 0,2300*gluten + 0,0575* etanol + 0,0930* pH2 [4.3]

A analise de variancia (ANOVA), obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da
Equacado 4.3, esta apresentada na Tabela 4.15. Verifica-se um coeficiente de
correlacdo (R?) de 0,90. Por meio do teste de F, conferiu-se a significancia do
modelo, pois o F calculado (45,25) foi 13,26 vezes maior que o F tabelado (3,41).
A partir do modelo obtido, pode-se gerar as superficies de resposta e suas

respectivas curvas de contorno em fungao das variaveis estudadas.
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Tabela 4.15. ANOVA do ajuste do modelo obtido para resisténcia a tragao dos
filmes de gluten plastificados com glicerol.

Fonte de Soma Graus de Média F F R®
variacdo Quadratica Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regressao 1,086 3 0,362 45,25 3,41 0,90
Residuo 0,109 13 0,008
Falta de 0,105 11
ajuste
Erro Puro 0,004
Total 1,195 16

A influéncia da concentragdo de gluten, de etanol e pH na resisténcia a
tracdo dos filmes de gluten pode ser analisada nas Figuras 4.7 a 4.9. Pode-se
observar que a resisténcia a tragdo foi maior utilizando altas concentragdes de
gluten (acima de 10%), em todas as faixas de etanol (20 a 70 mL) e pH (2 a 6)
(Figuras 4.7 e 4.8). Verifica-se, na Figura 4.9, que os filmes de gluten
apresentaram maior resisténcia a tragcdo na regido entre valores de etanol

superiores a 57,5 mL e pH 2 e 6.

72



Resultados e Discussao

ETANOL

GLU

Figura 4.7 Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variacédo da
resisténcia a tragdo em funcao da concentragao de gluten e etanol.
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Figura 4.8. Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variagdo da
resisténcia a tragao em fungéo da concentragao de gluten e pH.
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Figura 4.9. Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variagdo da
resisténcia a tragdo em fungao da concentragao de etanol e pH.
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4.2.3.2 Elongacao

Os valores dos efeitos das variaveis independentes estudadas sobre a
porcentagem de elongacao (ELO) sédo apresentados na Tabela 4.16. Verifica-se,
com 95% de confianga, que a concentracdo de gluten linear e quadratica,
concentracdo de etanol linear e quadratica, pH linear e a interagdo entre etanol e
pH apresentaram um efeito estatisticamente significativo sobre a porcentagem de
elongacédo. As concentragdes de gluten e de etanol apresentaram um efeito
positivo, ou seja, ao elevar-se de 5% para 10,0% (gluten) e de 32,5 para 57,2 mL
(etanol), a ELO elevou-se, em média, de 19 e 14%, respectivamente. Entretanto,
ao aumentar o pH de 3 para 5, a porcentagem de elongagéo diminuiu em média
7,2%. O efeito da interacdo entre concentracdo de etanol e pH reduziu a

porcentagem de elongagdo em média 6%, em média.

Tabela 4.16. Estimativa dos efeitos das variaveis independentes sobre a
porcentagem de elongagao dos filmes de gluten plastificados com glicerol.

Fator Efeito Erro padrao p-valor
Média 177,589* 0,7228 0,0000
Glaten (L) 18,9888* 0,6551 0,0011
Gluten (Q) -5,1076* 0,5954 0,0133
Etanol (L) 13,8588* 0,6551 0,0022
Etanol (Q) -16,5576* 0,5954 0,0012
pH (L) -7,2363* 0,6551 0,0080
pH (Q) -2,1451 0,5954 0,0691
Glaten x Etanol 0,8075 0,9265 0,4753
Gluaten x pH -2,4675 0,9265 0,1168
Etanol x pH -5,9575* 0,9265 0,0234

* Efeitos estatisticamente significativos a p<0,05.

Yoshida (2002), em estudo com filmes de proteina do soro do leite, verificou
que a elevacdo da concentragdo de proteina de 5,50 para 7,50% causou um

aumento na porcentagem de elongacgao de 5,89%. O mesmo comportamento foi
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observado variando-se o pH de 5,90 para 7,90 e a concentragdo de glicerol de
2,50 para 4,50%, que aumentaram a porcentagem de elongacdo em 26,9% e
16,4%, respectivamente. A autora explicou que para altas concentragdes de
proteinas uma maior quantidade de grupos SH sao adicionados, promovendo mais
ligagbes covalentes S-S, formando filmes mais estaveis e com maior capacidade

de alongar-se.

Gontard, Guilbert e Cuq (1992) notaram que, ao utilizar alta concentragao
de gluten (12,5g/100mL) e pH 6, os filmes de gluten obtidos eram muito elasticos.
Tanada-Palmu e Grosso (2002), trabalhando com filmes de gluten com glicerol,
alcangaram valores de porcentagem de elongagédo semelhantes aos deste estudo.
Eles observaram que a porcentagem de elongacdo aumenta com a elevagao da

concentracéo de gluten (6 para 9%), ao se utilizar 32,5 mL de etanol.

Os coeficientes de regressédo obtidos pelo programa Statistica 5.0 estéo
apresentados na Tabela 4.17. S&o estatisticamente significativos a 95% de

confianga (p<0,05) e foram considerados para a obtengao do modelo final.

Tabela 4.17. Coeficiente de regressdao do modelo quadratico multivariavel para

porcentagem de elongagao.

Fator Coeficiente de Erro padrao p- valor
regressao
Média 177,5896* 0,7228 0,0000
Glaten (L) 9,4944* 0,3275 0,0011
Gluten (Q) -2,5538* 0,2977 0,0133
Etanol (L) 6,9294* 0,3275 0,0222
Etanol (Q) -8,2788* 0,2977 0,0012
pH (L) -3,6181* 0,3275 0,0080
pH (Q) -1,0726 0,2977 0,0691
Glaten x Etanol 0,4038 0,4632 0,4753
Glaten x pH -1,2338 0,4632 0,1168
Etanol x pH -2,9788* 0,4632 0,0233

* Coeficientes estaticamente significativos a p<0,05.
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ELO = 177,5896 + 9,4944*gluten — 2,5538*gluten2 + 6,9294*etanol —
8,2788*Etanol®- 3,6181*pH - 2,9788*etanol*pH [4.4]

A Tabela 4.18 apresenta a analise de variancia (ANOVA) da Equagéao 4.4.
Pode-se observar que o modelo obtido apresentou um bom coeficiente de
correlacdo (R?=0,97). Comparando-se o F calculado (58,29) com o F tabelado
(3,22), verificou-se que o primeiro é cerca de 18,10 vezes maior que o0 segundo,
sendo o modelo, portanto, estatisticamente preditivo e significativo, com o qual

pode-se obter as superficies de resposta (Figuras 4.10 a 4.12).

Tabela 4.18. ANOVA do ajuste do modelo obtido para a porcentagem de

elongacéo dos filmes de gluten plastificados com glicerol.

Fonte de Soma Graus de Média F F R?
variacao Quadratica Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regressdo  3907,00 6 651,16 58,29 3,21 0,97
Residuo 111,72 10 11,17

Falta de 108,29 8

ajuste

Erro Puro 3,43 2

Total 4018,72 16

A analise da superficie de resposta e curvas de nivel permitiu uma melhor
visualizagao do efeito das variaveis na porcentagem de elongacédo, nas condigdes
e intervalos utilizados neste estudo. Na Figura 4.10, verifica-se o efeito provocado
pela concentragao de gluten e de etanol. A porcentagem de elongagao € maior na
faixa de concentragao de proteina entre 7,5 e 12,5% e etanol de 32,5e 57,5 mL. O
efeito da concentracédo de proteina e pH na porcentagem de elongacéo pode ser
analisado pela Figura 4.11. Ao trabalhar com concentragdes de gluten superiores
a 7,5%, pode-se utilizar valores de pH em toda faixa estudada para obter-se filmes
com altos valores de porcentagem de elongagdao. O mesmo pode ser observado
entre a concentragao de etanol e o pH e, na faixa de 45 a 57,5 mL de etanol,

pode-se utilizar toda faixa de pH estudada (Figura 4.12).
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ETANOL
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Figura 4.10 Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variagdo da
porcentagem de elongag¢ao em fungao da concentragao de gluten e etanol.
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Figura 4.11. Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variagédo da
porcentagem de elongagéo em fungao da concentragao de gluten e pH.
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Figura 4.12. Superficie de resposta e respectiva curva de contorno da variagédo da
porcentagem de elongacao em funcdo da concentragao de etanol e pH.
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4.2.4 Otimizacao das caracteristicas fisicas

O planejamento fatorial permitiu selecionar a melhor formulagao de filme de
gluten plastificado com glicerol, com a finalidade de obter um filme com baixa

permeabilidade ao vapor de agua e alta resisténcia a tragao.

Gontard, Guilbert e Cuq (1992) afirmaram que em vez de determinar um
ponto 6timo para as superficies de respostas, € melhor escolher combinacdes de
formulacdo baseada nas caracteristicas desejadas para seu uso especifico. Por
exemplo, se o filme for utilizado em coberturas superficiais para manusear o
produto, as propriedades principais para otimizar sdo as mecanicas e a aparéncia.
Porém, se for usado como barreira ao vapor de agua entre dois componentes de
produtos alimenticios heterogéneos, € necessario um filme com a mais baixa

permeabilidade ao vapor de agua.

Em virtude do exposto, optou-se por combinar formulagdes com o intuito de
obter-se filmes com menores valores de permeabilidade ao vapor de agua e
maiores de resisténcia a tragdo. Por meio do planejamento fatorial, foi possivel
verificar que, para as propriedades desejadas, as variaveis se comportaram de
maneira oposta. As variaveis significativas para a permeabilidade ao vapor de
agua foram: (i) concentracdo de gluten (efeito positivo), (ii) interagdo entre
concentragcdo de gluten e de etanol (efeito negativo), (iii) interacdo entre
concentragédo de gluten e pH (efeito negativo) e (iv) interagdo entre concentragao
de etanol e pH (efeito positivo). As variaveis expressivas para resisténcia a tragao
foram: (i) concentracdo de gluten (efeito positivo), (ii) concentracdao de etanol

(efeito positivo) e (iii) pH (efeito positivo).

Os filmes de gluten desenvolvidos, de uma maneira geral, tiveram baixos
valores de resisténcia a tragdo, sendo o maior valor de 1,27 MPa e, portanto, esta
propriedade foi excluida como parametro de definicdo da melhor formulagéo,

baseando-se a escolha somente na permeabilidade ao vapor de agua.
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A melhor formulagcdo determinada, nesse caso, visando manter baixos
valores de permeabilidade ao vapor de agua, foi a concentragao de gluten de 2,5 e
5 g/100 mL, concentragédo de etanol 20-32,5 ou 57,5-70 mL/100 mL e pH 2-3 e 5-
6. Como para ajustar o pH da solugédo formadora de filme utiliza-se acido acético,
que exala um aroma muito forte durante o processo de secagem, optou-se por
utilizar pH mais elevados (5-6), em razdo da menor quantidade adicionada de

acido acético para o ajuste da solugéo.

Sendo assim, trabalhou-se com a seguinte formulagéo: gluten 2,5 e 5 g/100
mL, etanol 20 e 32,5 mL/100 mL e pH 5 e 6. As solugbes formadoras de filme
produzidas com 20 mL de etanol apresentaram pH préximo de 6, sendo
necessario adicionar uma pequena quantidade de acido acético para ajustar o pH
para 6, quando a concentragdo de gluten era de 5 g, e nenhuma quantidade de
acido acético foi necessaria quando a quantidade era igual a 2,5 g de gluten, pois
o pH da solugéo era 6. As solugdes nas quais o pH nao foi ajustado ndo formaram
filme. Isso ocorreu provavelmente em fungdo da insolubilizagdo da glutenina, que
€ insoluvel em etanol, ligeiramente em etanol a quente e soluvel em solugbes
alcalinas (KASARDA; NIMMO; KOHLER, 1971). As solugbes com 5 g de gluten,
as quais se adicionou maior quantidade de acido acético formaram filmes
extremamente frageis que eram rompidos ao serem retirados do suporte, mesmo
utilizando altas aliquotas (acima de 50 mL). Assim sendo, optou-se por fixar o pH

em 5.

Portanto, foram elaborados filmes com 2,5 e 5 g de gluten/100 mL,
concentracdo de etanol de 20 e 32,5 mL/100 mL e pH 5. Nas formulacbes
desenvolvidas com 2,5g de gluten, foi utilizada a aliquota anteriormente estudada
de 40 mL, mas os filmes obtidos se apresentaram frageis. Dessa forma, testou-se
aliquotas superiores (50 a 60 mL), o que provocou a formacédo de filmes
extensiveis que sofriam deformacbes ao serem retirados do suporte. Além do
inconveniente na retirada dos filmes do suporte, eles necessitavam, no minimo, de
72 horas para secarem, principalmente ao utilizar a menor concentragédo de etanol

(20 mL). Assim, foi descartada a concentracao de gluten de 2,5 g.
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Fixada a concentragao de gluten, foram elaboradas duas formulagdes, com
5 g de gluten/100 mL de solugao e variando o teor de etanol de 20 e 32,5 mL/100
mL, o pH constante e igual a 5. O filme desenvolvido com menor concentragao de
etanol demorou a secar e a aliquota precisou ser alterada, enquanto a outra
formulacdo (idéntica a Formulagcdo 5 do planejamento, Tabela 3.6) manteve-se
nas mesmas condigdes, ou seja, aliquota de 30 mL e tempo de secagem de 24
horas.

A Formulacdo 5, que corresponde ao filme produzido com 5% de gluten,
32,5/100mL etanol, pH 5 e glicerol 20% (em relagédo a quantidade de proteina), em
virtude da sua facilidade de obtencéo (aliquota utilizada e tempo de secagem) e as
suas propriedades, foi escolhida para a elaboracédo e caracterizacdo de todos os

filmes compostos.

4.3 Filmes simples a base de amido plastificados com glicerol

Os filmes simples a base de amido (mandioca, mandioca modificado, milho
ceroso ou milho ceroso modificado) foram confeccionados a partir de solugao
formadora nas concentragdes de 2 e 4%, plastificados com glicerol (5 e 10% em
relacdo a massa seca de amido), e preparados com aliquotas variando de 20 a 35
mL. O plastificante foi incorporado a suspensédo aquosa de amido antes de sua
gelatinizagdo em banho-maria, pois, com esse procedimento, observou-se
(aparentemente) uma melhor incorporagdo do plastificante a matriz filmogénica.
Larotonda et al. (2004), em biofiimes a base de fécula de mandioca, e Mali et al.
(2002 e 2004), em biofilmes a base de amido de inhame, também adicionaram o

plastificante antes do tratamento térmico da solugao formadora de filme.

Os filmes de amidos, em todas as aliquotas estudadas, se mostraram
levemente opacos, em alguns casos quebradigos (Figura 4.13) em outros
extremamente aderidos as placas de acrilico, sobre as quais foram submetidos a

secagem, ndo sendo possivel a sua retirada.
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Figura 4.13. Rachaduras no filme de amido apds o processo de secagem.

Com a finalidade de facilitar o desprendimento dos filmes das placas de
acrilico, foram avaliados: (i) o uso de spray de silicone e (ii) 0 aumento da aliquota
da solugdo formadora de filme (40 a 80 mL). O silicone foi aplicado apenas nas
bordas das placas, retirando-se seu excesso com papel absorvente. Mesmo
assim, os filmes rachavam na tentativa de sua retirada do suporte. Os biofilmes
resultantes mostraram-se muito desuniformes, como se o silicone aplicado tivesse
interagido com a solugdo formadora, com consequente surgimento de bolhas
muito grandes, chegando, muitas vezes, a transformar-se em perfuragbes. O
aumento da aliquota n&o causou efeito no desenvolvimento dos filmes simples de

amidos.

Em razdo desses problemas detectados durante o desenvolvimento da
pesquisa, nao foi possivel elaborar e caracterizar os filmes simples de amido de
mandioca, de mandioca modificado, de milho ceroso e de milho ceroso

modificado, plastificados com glicerol.
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4.4 Filmes compostos

Os filmes simples que obtiveram melhores resultados, quanto as
propriedades de permeabilidade ao vapor de agua e resisténcia a tragao, foram
utilizados na confeccédo de filmes compostos. A solugdo formadora de filme de
gelatina foi preparada com 10% de gelatina plastificada com 5% de glicerol, e a
solucdo formadora de filme de gluten foi elaborada com 5% de gluten e 32,5 mL
de etanol a pH 5, plastificada a 20% de glicerol. Como a caracterizagao dos filmes
simples de amidos nao foi possivel, optou-se pela avaliagdo do efeito dos

diferentes amidos diretamente nas propriedades dos filmes compostos.

Foram utilizadas aliquotas fixas de 20 mL para a confeccdo de todos os
filmes compostos, a fim de se avaliar a influéncia da mistura das solugdes
formadoras nas diversas proporgdes estudadas (1:1, 1:4, 4:1 e 1:1:1) nas
propriedades dos filmes. Essa aliquota foi selecionada por ser o menor volume

necessario para formagao dos filmes compostos.

4.4.1 Caracterizacao de filme composto de gluten e gelatina, plastificados

com glicerol.

4.4.1.1 Aspecto visual

De um modo geral, os filmes elaborados com gluten e gelatina

apresentaram-se manuseaveis e visualmente homogéneos.

4.4.1.2 Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes compostos de
gluten e gelatina (Tabela 4.19) foram iguais a 3,91, 4,46 e 4,81 gmm/m?diakPa,
para proporcao de 1:1, 1:4 e 4:1, respectivamente. Ndo se observou diferenca
significativa (p<0,05) entre os filmes. Os valores obtidos de permeabilidade ao

vapor de agua dos filmes compostos foram inferiores aos alcangados nos filmes
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de gelatina pura (5,38 gmm/m?diakPa) e gluten puro (6,28 gmm/m?diakPa), ou
seja, a combinacgdo das duas proteinas propiciou uma melhora na permeabilidade
ao vapor de agua dos filmes. Baldwin et al. (1997) comentam que cada grupo dos
materiais utilizados na formulagao dos filmes tem suas vantagens e desvantagens,
e muitas coberturas e filmes, atualmente, sdo produzidos por meio da sua

combinagao.

Tabela 4.19. Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua dos filmes

de compostos gluten de trigo e gelatina, plastificados com glicerol (25°C).

Filmes Proporcées Espessura PVA SOL
(mm) (gmm/m?diakPa)* (%)*
GLU/GEL 1:1 0,062 + 0,009 3,91 +0,19° 33,58 + 0,29°
GLU/GEL 1:4 0,058 + 0,009 4,46 + 0,28° 30,20 £ 0,11°
GLU/GEL 4:1 0,051 + 0,008 4,81 + 0,222 30,34 £0,17°

*Média e erro padrédo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenga significativa (p<0,05) entre
as médias obtidas por meio do teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, PVA= permeabilidade ao vapor
de agua e SOL= solubilidade em agua.

A solubilidade em agua dos filmes variou de 30,20 a 33,58%, ndo sendo
observada também diferenga significativa (p<0,05) entre os filmes. A solubilidade
em agua dos filmes compostos manteve-se na mesma ordem de grandeza dos

simples de gelatina (30,34%) e maiores que os simples de gluten (23,80%).

Tanada-Palmu, Fakhouri e Grosso (2002) desenvolveram filmes compostos
de gelatina e gluten e verificaram a influéncia da mistura nas propriedades. A
permeabilidade ao vapor de agua variou de 4,35 a 6,86 g.mm/mzdiakPa, sendo
menor no filme GLU/GEL na propor¢cao 1:4. Os autores observaram que a
permeabilidade ao vapor de agua de todos os filmes compostos da mistura de
gelatina e gluten diminuiu em relagdo aos filmes simples de gluten. Os resultados

deste estudo foram semelhantes aos obtidos pelos autores.
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4.4.1.3 Propriedades Mecanicas

Os valores de resisténcia a tragcdo e a porcentagem de elongagao
encontrados para filmes compostos de gelatina e gluten encontram-se na Tabela
4.20.

Tabela 4.20. Propriedades mecéanicas dos filmes compostos gluten de trigo e

gelatina, plastificados com glicerol (25°C).

Filmes Proporcoes Espessura RT ELO
(mm) (MPa)* (%)*
GLU/GEL 1:1 0,055 + 0,006 22,43 + 1,65 4,99 + 0,24°
GLU/GEL 1:4 0,051 + 0,020 34,11 £1,53° 4,89 + 0,14°
GLU/GEL 4:1 0,062 + 0,031 12,60 + 0,70° 26,51 + 1,60°

*Média e erro padrédo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenga significativa (p<0,05) entre
as médias obtidas por meio do teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, RT= resisténcia a tragéo e
ELO= elongacéo.

A resisténcia a tracdo dos filmes de gluten e gelatina 1:4 (34,11 MPa)
mostrou-se maior que os valores obtidos para os demais. Estes foram menores
que os obtidos para o filmes simples de gelatina (90,73 MPa) e maiores que para
os simples de gluten (0,45 MPa). Resultados semelhantes foram encontrados por
Tanada-Palmu, Fakhouri e Grossol (2002). Estes autores relataram que a adigao
de gelatina nas misturas aumentou sensivelmente a resisténcia a tracdo em
relacdo aos filmes simples de gluten, no entanto, a porcentagem de elongagao
sofreu um decréscimo. Os valores de resisténcia a tragcao dos filmes compostos
(33,93 a 69,94 MPa) obtidos por aqueles autores foram superiores ao deste

estudo.

A maior porcentagem de elongacgao foi alcangada para o filme de maior
concentragdo de gluten (Tabela 4.20). As proteinas do gluten apresentam a
caracteristica de formacdo de uma matriz viscoelastica, resultando em filmes
flexiveis e elasticos. Vicentini (2003) verificou que a adi¢do de gluten ao filme de

fécula de mandioca alterou as curvas de forga versus deformagéo, que passaram
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de uma curva tipica de materiais rigidos e quebradigos para outra tipica de

matérias flexiveis.

Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que o filme GLU/GEL
1:4 foi o composto com essas misturas que obteve melhores resultados de

permeabilidade ao vapor de agua e resisténcia a tracao.

4.4.2 Filmes compostos a base de amido e gelatina

Em virtude da impossibilidade de caracterizagdo dos filmes simples de
amido (mandioca, mandioca modificada, milho ceroso e milho ceroso modificado)
nas concentragdes formadas a partir de uma solugdo contendo 2 e 4%, a
influéncia da adicdo de amido foi verificada diretamente na confec¢do dos filmes
compostos. Foram desenvolvidos filmes compostos com a solugao formadora de
gelatina previamente definida (gelatina 10% e glicerol 5%) e dos amidos (2 € 4%
de amido de mandioca, de mandioca modificada, de milho ceroso ou de milho
ceroso modificado) plastificados com 5 e 10% de glicerol (em relacdo a massa

seca de amido).

Os filmes produzidos com essa formulagdo foram caracterizados em
relacdo a suas propriedades fisicas. Na determinacao da permeabilidade ao vapor
de agua, os filmes que continham a concentracao de plastificantes igual a 5% (em
relacdo a massa de amido) na solugao formadora de filme de amido, romperam-se
no processo de selagem das células com a parafina, indicando que essa
concentragao de plastificante era insuficiente para tornar o filme manuseavel. O
mesmo ocorreu no ensaio de propriedades mecanicas, em que, ao fixar o filme ao
probe, ele se rompia, impossibilitando a analise. O tipo e a concentragcéo de
plastificante interefem diretamente nas caracteristicas do filme a ser obtido
(FAIRLEY et al., 1996). Dessa forma, conclui-se que a concentracédo de glicerol
(5%) utilizada na suspensdo de amido era insuficiente para o desenvolvimento dos

filmes compostos com gelatina, independente do tipo de amido utilizado.
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Como consequéncia, nao foi efetuada a caracterizacdo dos filmes
compostos confeccionados com a solugéo de amido contendo 5% de glicerol (em
relacdo a massa seca), mas apenas aqueles obtidos com a concentragdo de 10%

na solugao.

4.4.2.1 Caracterizacao dos filmes compostos de amido de mandioca nativo e
modificado e gelatina, plastificados com glicerol.

A composi¢cdo dos filmes compostos de amido de mandioca nativo ou
modificado (2 e 4%) e gelatina elaborados e sua respectiva caracterizagao estao

apresentados na Tabela 4.21 e 4.22.

4.4.2.1.1 Aspecto visual

Visualmente, todos os filmes obtidos se apresentaram integros,
homogéneos, opacos, com auséncia de particulas insoluveis e faceis de
manusear. Os com maiores proporcdes de solugcdo formadora de filme de amido
de mandioca nativo ou modificado se mostraram mais flexiveis, finos e mais
opacos. Vicentini (2003) também obteve filmes de fécula de mandioca opacos, em
razao da influéncia da espessura e da concentracdo de amido na solugao

formadora de filme.
4.4.2.1.2 Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua e a solubilidade em agua
dos filmes compostos elaborados encontram-se na Tabela 4.21.
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Tabela 4.21. Permeabilidade ao vapor de agua e a solubilidade em agua dos
filmes de compostos de amido de mandioca nativo e modificado e gelatina

plastificados com glicerol (25°C).

Filmes Proporcoes Espessura PVA SOL

(mm) (gmm/m?diakPa)* (%)*
AM 2%/GEL 1:1 0,058 + 0,006 5,13 +0,12%° 23,92 + 0,33
AM 2%/ GEL 1:4 0,066 + 0,014 6,42 + 0,04° 26,21+ 0,33%
AM 2%/ GEL 4:1 0,046 + 0,008 4,51 +0,32% 28,80 + 0,01
AM 4%/ GEL 1:1 0,057 + 0,015 5,37 + 0,06 20,61 + 0,28°
AM 4%/ GEL 1:4 0,065 + 0,013 6,15+ 0,19% 26,21+ 0,13%
AM 4%/ GEL 4:1 0,055+ 0,007 4,35+ 0,28 27,32 + 0,26
AMM 2%/ GEL 1:1 0,052 + 0,035 4,20 + 0,09% 32,68 + 0,29"
AMM 2%/ GEL 1:4 0,064 + 0,050 4,98 + 0,06*° 38,63 + 0,24°
AMM 2%/ GEL 4:1 0,044 + 0,010 3,11+ 0,27% 23,51+ 0,03
AMM 4%/ GEL 1:1 0,052 + 0,021 2,86 +0,16° 29,48 + 0,20°
AMM 4%/ GEL 1:4 0,069 +£0,056 4,56 + 0,25%* 29,75 + 0,06°
AMM 4%/ GEL 4:1 0,046 + 0,024 3,87 +0,11° 18,35 + 0,229

*Média aritmética e erro padrdo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenga significativa
(p<0,05) entre as médias obtidas por meio do teste de TUKEY. AM= amido de mandioca nativo; AMM= amido
clie mandioca modificado; GEL= gelatina, PVA= permeabilidade ao vapor de agua e SOL= solubilidade em
agua.

A permeabilidade ao vapor de agua variou de 2,86 a 6,42 gmm/mzdiakPa.
Pode-se observar que os filmes compostos com maior propor¢do de amido de
mandioca (proporgéo 4:1) obtiveram menores valores de permeabilidade ao vapor
de agua, em ambas as concentragdes avaliadas (2 e 4%). Esse fato pode ocorrer
em virtude de sua menor espessura, ou seja, a adigdo de amido produz filmes
mais finos. Varios autores observaram o aumento linear da PVA em fungao da
espessura (PARK; CHINNAN, 1995; SOBRAL 1999; FAKHOURI; BATISTA,;

GROSSO, 2003).

Mali et al. (2004), entretanto, observaram que a elevagao da concentracéo
de amido de cara nos filmes simples causou aumento da permeabilidade ao vapor

de agua. Os autores justificaram esse comportamento em razao do aumento dos
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grupos hidroxil, favorecendo a ligagdo com a agua, e, consequentemente, o

aumento da permeabilidade ao vapor de agua gragas a maior higroscopicidade.

Pode-se observar (Tabela 4.21) que a maioria dos filmes desenvolvidos
com amido de mandioca modificado e gelatina mostraram se menos permeaveis
ao vapor de agua que os filmes compostos confeccionados com amido de
mandioca nativo. Isso se deve, provavelmente, a formagdo de uma rede mais

densa e coesa com a utilizagédo desse tipo de amido.

A utilizagdo de maior propor¢ao de gelatina nos filmes compostos com
amido de mandioca nativo e modificado, tanto com 2 quanto com 4% provocou
aumento da permeabilidade ao vapor de agua. Isso resulta, possivelmente, do
carater hidrofilico da gelatina, que induz a interagdo com a agua, ou ao fato de os

filmes possuirem maiores valores de espessura.

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua dos filmes compostos de
amido mandioca modificado (2 e 4%) e gelatina, em todas as proporgcdes
estudadas, foram menores que os filmes de gelatina pura (5,38 gmm/m?diakPa).
Assim visto, a adicdo de amido de mandioca modificado propiciou melhora nessas
propriedades. Em contrapartida, pode-se observar que os filmes compostos de
amido de mandioca nativo, 2 e 4%, com gelatina, 1:4, obtiveram resultados
superiores ao filme simples de gelatina, sendo iguais a 6,42 e 6,15
gmm/m?diakPa, respectivamente. Os valores alcangados também foram menores
que os obtidos por Vicentini (2003) para filmes de fécula de mandioca (11,76

gmm/m?diakPa).

A elevacédo da concentragdo (2 para 4%) de amido mandioca nativo e
modificado n&o causaram diferenga significativa (p<0,05) em nenhuma das

proporgdes estudadas.

A solubilidade em agua variou de 18,35 a 38,63%. Valores semelhantes
foram obtidos por Mali et al. (2002) ao desenvolver fiimes com 4% de amido de
cara plastificado com glicerol, que apresentaram solubilidade em agua de 26,37%.

Vicentini (2003) encontrou valores de solubilidade em agua de 0 a 40% em funcéo
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da espessura para os filmes de fécula de mandioca. O aumento na concentracao
de amido de mandioca modificado (2 para 4%), em todas as proporgdes, causou
um diminui¢cdo estatisticamente significativa (p<0,05) na solubilidade em agua. O
mesmo comportamento foi observado ao utilizar amido de mandioca nativo, na

proporcao 1:1.

4.4.2.1.3 Propriedades mecanicas

Os valores de resisténcia a tragdo e a porcentagem de elongacdo dos
filmes compostos de amido de mandioca nativo e modificado com gelatina estéao

lancados na Tabela 4.22.

Tabela 4.22. Propriedades mecanicas dos filmes de compostos de amido de
mandioca nativo e modificada e gelatina, plastificados com glicerol (25°C).

Filmes Proporcao Espessura RT ELO

(mm) (MPa)* (%)*
AM 2%/GEL 1:1 0,051 + 0,006 96,08+ 1,02° 3,95+ 0,19°
AM 2%/GEL 1:4 0,068 +0,014 104,98 + 1,70 517 +0,28%°
AM 2%/GEL 4:1 0,040+ 0,008 73,94 + 2,04° 2,73 +0,20°
AM 4%/GEL 1:1 0,053+0,015 82,71+240°  3,52+0,23"
AM 4%/GEL 1:4 0,061+0,013  110,5+1,94° 4,76 +0,17®°
AM 4%/GEL 4:1 0,049+ 0,007 74,21 +2,00° 3,07 +0,17°
AMM 2%/GEL 1:1 0,050 £ 0,061 126,32 +3,02° 6,27 +0,17°
AMM 2%/GEL 1:4 0,069 + 0,050 158,62+ 1,20° 5,75+ 0,23
AMM 2%/GEL 4:1 0,041 +0,010 81,84 +2,52° 2,13 £ 0,24¢
AMM 4%/GEL 1:1 0,050 £0,021 102,65+ 1,68* 547 + 0,31
AMM 4%/GEL 1:4 0,071 +0,056 143,78 +1,24° 578 +0,37°
AMM 4%/GEL 4:1 0,042 +0,024  8515+2,83" 4,79 +0,67*°

*Média aritmética e erro padrdo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenga significativa
(p<0,05) entre as médias obtidas por meio do teste de TUKEY. AM=amido de mandioca nativo; AMM=amido
de mandioca modificado; GEL=gelatina; RT= resisténcia a tragdo e ELO= elongagao.

A resisténcia a tragc&o variou de 73,94 a 158,62 MPa. Os filmes compostos

de amido de mandioca nativo ou modificado e gelatina, em todas as
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concentragdes estudadas, tiveram comportamento similar, ou seja, a resisténcia a

tracao foi maior para os filmes na proporcao de 1:4 e menor para 4:1.

A adicdo de gelatina na mistura aumentou sensivelmente a resisténcia a
tracdo dos filmes compostos, ndo sendo estaticamente significativo (p<0,05)
apenas para o filme com 2% de amido de mandioca nativo. Esse efeito foi maior
nos fabricados com 2% de amido de mandioca modificado. Segundo Cuq et al.
(1996a), a forga na ruptura pode aumentar com o aumento da quantidade de
matéria seca na superficie, que propicia o incremento superficial do numero de
cadeias de proteinas, que conduz ao aumento do numero potencial de interacdes
intermoleculares. A espessura é outro fator que pode ter contribuido para
aumentar a resisténcia a tragao. Park et al. (1993) observaram que a tenséo e a
deformacédo na ruptura aumentaram com a espessura de filmes de hidroxipropil-

celulose.

Os filmes compostos desenvolvidos com amido de mandioca modificado
mostraram-se mais resistentes que os com amido de mandioca nativo, isso pode
confirmar os resultados alcangados para a permeabilidade ao vapor de agua, que
possivelmente ocorreu em virtude da formagao de uma rede mais densa e coesa

com a utilizacao desse amido.

A elevacgéao da concentragdo de amido de mandioca modificado (2 para 4%)
causou uma diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,05) na resisténcia a
tracdo dos filmes compostos. No caso dos de amido de mandioca, esse
comportamento apenas ocorreu nos filmes com proporgao 1:1; nos demais nao

houve diferencga significativa.

Mali et al. (2004), em estudo das propriedades de barreira mecénica e
optica em filmes de amido de cara, obtiveram filmes com resisténcia a tracao
variando de 6,03 a 15,96 N e elongacéo de 3,44 a 4,78%. Os autores observaram
que a resisténcia a tragdo melhora com a elevagao da concentragcdo de amido.
Durante a secagem da solugdo formadora, a agua € evaporada, permitindo o

surgimento de uma rede de amido e, durante esse estagio, a aproximacao das
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cadeias do amido é favorecida pela sua alta concentragao, facilitando a formacao
de uma matriz mais densa. Xu et al. (2005) desenvolveram e caracterizaram filmes
compostos de quitosana e amido. Verificaram que a propor¢cdo 1:1 apresentou
maior valor de resisténcia a tragcado (40,25 MPa). Os autores atribuiram esse
comportamento a formacao de ligagbes de pontes de hidrogénio intermoleculares
entre NH3" da quitosana com OH™ do amido. O grupo amino (NH>) da quitosana é
protonado para NHs3" no solvente acido lactico, enquanto a ordem cristalina da
molécula de amido é destruida com a gelatinizacdo, resultando a exposi¢céo de
grupos OH e formacéo de ligagdes cruzadas com NH3* da quitosana. Observaram,
também, que essa é uma proporcéao critica, pois a elevagdo da concentracdo de
amido acima deste valor nos filmes compostos causa uma reducéo na resisténcia
a tragdo. Eles argumentaram que essa diminui¢do possivelmente ocorreria porque
as pontes de hidrogénio intramoleculares sao formadas antes das
intermoleculares, gerando a separagao de fase entre os dois componentes.
Chang, Cheah e Seow (2000) desenvolveram filmes de fécula de mandioca com
resisténcia a tragao de 20 MPa.

A porcentagem de elongacgao dos filmes compostos variou de 2,13 a 6,27%,
sendo menor para o filme composto de amido de mandioca modificado 2% e

gelatina (4:1) e maior para o mesmo, porém na propor¢ao de 1:4.

A elevacgao da concentragao de amido de mandioca modificado (2 para 4%)
causou um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) na porcentagem de
elongacao do filme na proporcao 4:1; nos demais nao foi observado. Os filmes
compostos desenvolvidos mostraram menor porcentagem de elongacdo que o
filme simples de gelatina (6,85 + 0,42%).

Xu et al. (2005) observaram que a adi¢gao de amido (>1,5 g) causa perda da
flexibilidade dos filmes compostos de quitosana e amido. Romero-Batista et al.
(2005) estudaram a caracterizagédo fisico-quimica e microestrutural dos filmes
preparados por gelatinizagdo a quente e a frio de fontes n&o convencionais de
amido (Okenia, banana e manga). Verificaram que, quando os filmes de amido

foram preparados por método de gelatinizagédo térmica, o médulo de elasticidade
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foi maior, independentemente da fonte utilizada. Petersson e Standing (2005)
estudaram as propriedades mecanicas de filmes compostos de amido de batata e
monoglicerideo, observando filmes com porcentagem de elongag¢do variando de
2,2 a10,3%.

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que o filme de amido
de mandioca modificado 2% e gelatina (1:4) foi o filme composto que obteve
melhores resultados de permeabilidade ao vapor de agua e porcentagem de

elongacéao.

4.4.2.2 Caracterizacao dos filmes composto de amido de milho ceroso nativo
ou modificado e gelatina, plastificados com glicerol.

A composic¢ao, permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua de
filmes compostos de amido de milho ceroso nativo ou modificado (2 e 4%) e

gelatina em suas diversas proporgdes estao apresentados na Tabela 4.23 e 4.24.

4.4.2.2.1 Aspecto visual

Os filmes obtidos se apresentaram com coloracdo levemente opaca,
integros, homogéneos, com auséncia de particulas insoluveis e faceis de
manusear. Os com menores proporgdes de solugdo formadora de gelatina se

mostraram mais flexiveis.

4.4.2.2.2 Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua dos

filmes compostos desenvolvidos encontram-se na Tabela 4.23.
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Tabela 4.23. Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua dos filmes
de compostos de amido de milho ceroso nativo ou modificado e gelatina
plastificados com glicerol (25°C).

Filmes Proporcao [Espessura PVA SOL

(mm) (gmm/m?diakPa)* (%)*
AMC 2%/GEL 1:1 0,069 + 0,014 3,64 +0,12° 34,80 + 0,50°
AMC 2%/GEL 1:4 0,074 + 0,021 4,30 + 0,42 31,96 + 0,44°
AMC 2%/GEL 4:1 0,052 + 0,038 2,23 + 0,34¢ 32,27 +0,10°
AMC 4%/GEL 1:1 0,051 + 0,013 3,81+ 0,38° 28,42 +0,15'
AMC 4%/GEL 1:4 0,066 + 0,002 5,67 + 0,39%° 27,42 +0,10'
AMC 4%/GEL 4:1 0,044 + 0,015 4,66 + 0,16 23,70 + 0,58°
AMCM 2%/GEL 1:1 0,076 + 0,021 4,32 £ 0,16 46,86 + 0,58°
AMCM 2%/GEL 1:4 0,083 + 0,003 6,31 +0,11° 50,35+ 0,56"
AMCM 2%/GEL 4:1 0,062 + 0,005 4,03 +0,28° 45,41 £ 0,50°
AMCM 4%/GEL 1:1 0,075 + 0,008 4,57 +0,12° 51,82 + 0,53°
AMCM 4%/GEL 1:4 0,088 + 0,011 6,29 + 0,03° 57,02 + 0,677
AMCM 4%/GEL 4:1 0,061 + 0,003 4,43 + 0,06 38,01 + 0,30°

*Média aritmética e erro padrdo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenga significativa
(p<0,05) entre as médias obtidas por meio do teste de TUKEY. AMC=amido de milho ceroso; AMCM=amido
de milho ceroso modificado; GEL=gelatina; PVA= permeabilidade ao vapor de agua e SOL= solubilidade em
agua.

A permeabilidade ao vapor de agua variou de 2,23 a 6,31 gmm/mzdiakPa,
sendo menor nos filmes de 2% amido de milho ceroso e gelatina (4:1) e maior nos

filmes de amido de milho ceroso modificado 2% e gelatina 1:4.

Garcia, Martino e Zaritzky (2000a) estudaram o efeito da adigao de lipidios
(6leo de girassol) nas propriedades de barreira de filmes de amido de milho
plastificado com glicerol ou sorbitol. Obtiveram filmes com permeabilidade ao
vapor de agua variando de 1,22 a 3,68 10" gm™'sec”-Pa™, sendo os valores mais
baixos obtidos com a adi¢do de lipidios. Isso ocorreu em virtude do aumento da

hidrofobicidade do biofilmes.

O aumento da propor¢cao de gelatina nos filmes compostos elevou a

permeabilidade ao vapor de agua em toda faixa estudada, bem como nos tipos de
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amidos utilizados. Isso resulta da adicao de proteina que aumenta a espessura, 0
que é afirmado por Chen (1995), quando verificou que a permeabilidade ao vapor
de agua de biofilmes varia com a espessura. Park e Chinnann (1995) estudaram o
efeito da espessura nos biofilmes a base de zeina, gluten e derivados de celulose
sobre a permeabilidade ao vapor de agua, e observaram comportamento

proporcional linear entre essa propriedade e a espessura.

A substituicdo do amido de milho ceroso nativo por amido de milho ceroso
modificado nas misturas causou aumento estatisticamente significativo (p<0,05)

nos filmes com concentragao de 2%, nas proporgdes 1:4 e 4:1.

Os resultados de permeabilidade ao vapor de agua alcangados para o filme
simples de gelatina (5,38 + 0,09 gmm/m?diakPa) foram maiores que a maioria dos
filmes compostos desenvolvidos, com excegdo dos com 4% de amido de milho
ceroso e gelatina e amido de milho ceroso modificado (2 e 4%) e gelatina, ambos
nas proporgdes 1:4. Com isso, a mistura das solugdes formadoras de filmes
melhorou as propriedades de barreira ao vapor de agua dos filmes simples de
gelatina. A elevagao da concentracdo de amido (2 para 4%) causou um aumento
estatisticamente significativo (p<0,05) na permeabilidade ao vapor de agua dos
filmes compostos de amido de milho ceroso e gelatina e amido de milho ceroso

modificado e gelatina, na proporg¢ao 4:1.

A solubilidade em agua, dos filmes compostos desenvolvidos, variou de
23,70 a 57,02%. O aumento da concentracado de amido de milho ceroso (de 2 para
4%) diminuiu de maneira estatisticamente significativa (p<0,05) a solubilidade em
agua dos filmes compostos, em todas as proporgdes estudadas. O mesmo
ocorreu para o filme com 4% de amido de milho ceroso modificado e gelatina
(4:1). Ao contrario, nos filmes compostos de amido de milho ceroso modificado (2
e 4%) e gelatina nas proporgdes 1:1 e 1:4 néo foi observada diferenca estatistica

(p<0,05) para a solubilidade em agua.

Kim e Lee (2002) perceberam que o aumento da concentragdo de

plastificante provocou diminuigdo da solubilidade em agua em biofiimes de amido
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altamente carboximetilado. O valor minimo obtido foi de 59,08%, utilizando glicerol
como plastificante. Tapia-Blacido, Sobral e Menegalli (2005) desenvolveram
biofilmes de amido de amaranto com solubilidade em agua de 39,80 a 62,70%.

Os valores obtidos de permeabilidade ao vapor de agua se mostraram
semelhantes aos obtidos com a utilizacdo de amido de mandioca nativo ou

modificado, porém a solubilidade em agua mostrou-se superior.

4.4.2.2.3 Propriedades mecanicas

Na Tabela 4.24, sdo apresentados os valores de resisténcia a tragdo e a
porcentagem de elongagao dos filmes compostos de amido de milho ceroso nativo

ou modificado (2 e 4%) e gelatina, nas proporgdes de 1:1, 1:4 e 4:1.

Tabela 4.24. Propriedades mecanicas dos filmes compostos de amido de milho
ceroso nativo ou modificado e gelatina, plastificados com glicerol (25°C).

Filmes Proporcao Espessura RT ELO

(mm) (MPa)* (%)*
AMC 2%/GEL 1:1 0,065 + 0,055 65,45 + 2,41° 2,71+ 0,66
AMC 2%/GEL 14 0,079 £ 0,032 87,88 + 2,42 4,19 +0,31%°
AMC 2%/GEL 4:1 0,050 £ 0,041 47,55 £ 2,48° 3,46 + 0,26%°
AMC 4%/GEL 1:1 0,059 + 0,010 69,62 + 1,58 4,96 + 0,25°
AMC 4%/GEL 1:4 0,071 + 0,011 79,73 + 1,78 2,01 £0,23°
AMC 4%/GEL 4:1 0,049 + 0,003 31,75 + 3,04" 4,68 + 0,39°
AMCM 2%/GEL 1:1 0,062 + 0,006 82,33 £ 2,12%° 4,15+ 0,26%
AMCM 2%/GEL 1:4 0,078 + 0,033 98,43 + 2,22° 4,36 + 0,20%°
AMCM 2%/GEL 4:1 0,051 + 0,026 54,05 + 2,02 3,18 + 0,33%°
AMCM 4%/GEL 1:1 0,070 + 0,001 73,81 +£2,13% 3,23 + 0,38%°
AMCM 4%/GEL 1:4 0,078 £ 0,013 82,64 + 2,00* 3,80 +0,38%°
AMCM 4%/GEL 4:1 0,057 + 0,009 49,93 + 2,35° 2,82 + 0,22

*Média aritmética e erro padrdo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenga significativa
(p<0,05) entre as médias obtidas por meio do teste de TUKEY. AMC=amido de milho ceroso; AMCM=amido
de milho ceroso modificado; GEL=gelatina, RT= resisténcia a tracdo e ELO= elongacéo.
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A resisténcia a tragao dos filmes compostos elaborados variaram de 31,75
a 98,43 MPa e a porcentagem de elongacdo de 2,01 a 4,96%. Os filmes
compostos de amido de milho ceroso nativo ou modificado e gelatina
desenvolvidos na propor¢ao 1:4 mostraram maiores valores de resisténcia a
tracdo, seguido pelas proporgdes 1:1 e 4:1. Portanto, como ocorrido nos filmes
compostos de gelatina e gluten, amido de mandioca e gelatina e amido de
mandioca modificado e gelatina, a adicdo de gelatina propiciou o aumento da

resisténcia a tracao dos filmes.

Arvanitoyannis, Nakayama e Aiba (1997) estudaram filmes elaborados a
partir de uma mistura de gelatina e amido de batata. Observaram que um elevado
conteudo de gelatina (>20% p/p) conduziu a um aumento na resisténcia a tracéo e
na porcentagem de elongagdo dos filmes. Arvanitoyannis, Psomiadou e
Nakayama (1996), em estudo com filmes a base de amido de milho, observaram
aumento no modulo de elasticidade de 23,8 para 29,5 MPa com a elevagao da
concentragédo de caseinato de sédio de 0 a 40%. No mesmo trabalho, quando os
autores fixaram a propor¢cdo de amido de milho e gelatina (1:1) e variaram a
concentracdo de glicerol de 0 para 26%, verificaram redugdo no modulo de
elasticidade de 37,5 para 18,3 MPa.

O aumento da concentragdo de amido milho ceroso nativo ou modificado
(de 2 para 4%) diminuiu a resisténcia a tracao dos filmes compostos de amido de
milho ceroso e gelatina, na proporgao de 4:1, e amido de milho ceroso modificado
e gelatina, nas proporgao de 1:1 e 1:4. A substituigdo do amido de milho ceroso
por amido de milho ceroso modificado causou um aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) na resisténcia a tracdo dos filmes compostos na

concentracéo de 2% e propor¢ao 1:1 e nos filmes a 4% e proporgao de 4:1.

Os filmes compostos desenvolvidos com amido de milho ceroso nativo ou
modificado mostraram-se menos resistentes que os produzidos com amido de
mandioca nativo ou modificado. Isso pode ser explicado, provavelmente, pelo fato
de o primeiro tipo possuir maior concentracdo de amilopectina. Lourdin; Della-

Valle e Colonna (1995) produziram biofilmes de amilopectina, amilose e amido e
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observaram que uma maior concentracdo de amilose aumentou a resisténcia a
tracdo e a porcentagem de elongacgéao, atingindo, para biofilmes de amilose pura,
valores de 60 MPa e 6%, respectivamente.

Nao foi possivel observar diferenga estatisticamente significativa (p<0,05)
na porcentagem de elongagdo com a substituicdo dos amidos. A variacdo nas
propor¢gdes dos dois polimeros s6 foi estatisticamente significativa (p<0,05) para
os filmes elaborados com AMC 4%/GEL 1:4

Com base nos resultados obtidos pela Tabela 24 e 25, conclui-se que o
filme composto que apresentou melhores valores de permeabilidade ao vapor de
agua e a resisténcia a tracao foi o com 2% de amido de milho ceroso e gelatina,
na proporgao 1:4.

4.4.3 Filmes compostos a base de gluten e amido, plastificados com glicerol

Nao foi possivel o desenvolvimento dos filmes compostos de gluten e
amido, pois, ap6s sua secagem, permaneceram muito aderidos as placas de
acrilico, impossibilitando sua retirada. Além disso, os filmes apresentaram a borda
quebradica e rachavam com facilidade. Esse comportamento ocorreu com todos
os amidos e em todas as proporcdes estudadas. O aspecto desses filmes, apos o

periodo de secagem, pode ser observado nas Figuras 4.14 e 4.15.

Na impossibilidade do desmolde dos filmes, tentou-se um recobrimento por
pulverizagdo de silicone no suporte, utilizando o mesmo procedimento realizado
para os filmes simples de amido. O silicone foi aplicado na superficie das placas
de acrilico, sendo, posteriormente, retirado seu excesso com papel absorvente.
Porém, apds a secagem, constatou-se um efeito semelhante ao observado para
os filmes simples de amido, ou seja, houve formacéo de bolhas e orificios. E
provavel que esse fato tenha ocorrido por alguma reagao em virtude da presenca
do amido e ndo do gluten, uma vez que os filmes simples de gluten nao

apresentaram esta reacao na presencga do silicone.
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Figura 4.14. Filmes compostos de amido e gluten apds processo de secagem.

Figura 4.15. Borda dos filmes compostos de amido e gluten apds o processo de

secagem.

Desta forma, em razdo dos problemas detectados durante o

desenvolvimento desse filme, nao foi possivel sua obtencao e caracterizacao.
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4.4.4 Caracterizacao dos filmes compostos de amido, gelatina e gluten,
plastificados com glicerol

As proporgdes dos polimeros formadores de filmes: (i) amido de milho
ceroso (2 e 4%), gelatina e gluten; (ii) amido de milho ceroso modificado (2 e 4%),
gelatina e gluten; (iii) amido de mandioca (2 e 4%), gelatina e gluten; e (iv) amido
de mandioca modificado (2 e 4%), gelatina e gluten, na proporgdo 1:1:1
plastificados com glicerol, estdo apresentados na Tabela 4.25 e 4.26.

4.4.4.1 Aspecto visual

Os filmes compostos desenvolvidos apresentaram-se manuseaveis,
visualmente homogéneos e com coloragédo levemente esbranquigada, em funcao

da presenca de amido.

4.4.4.2 Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua

Os valores de permeabilidade ao vapor de agua e a solubilidade em agua

dos filmes compostos encontram-se na Tabela 4.25.
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Tabela 4.25. Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em &agua dos

diferentes tipos de filmes compostos a base de amido, gelatina e gluten (25°C).

Filmes Proporcoes Espessura PVA SOL

(mm) (gmm/m?diakPa)* (%)*
AMC 2%/GEL/GLU 1:1:1 0,058 + 0,008 3,27 £ 0,37%® 27,90 + 0,08%
AMC 4%/GEL/GLU 1:1:1 0,059 £ 0,011 4,07 +0,48% 31,02 £ 0,37%°
AMCM 2%/GEL/GLU 1:1:1 0,056 + 0,003 4,03 + 0,05 21,54 £ 0,31°
AMCM 4%/GEL/GLU 1:1:1 0,054 + 0,004 3,83 +0,10® 35,42 +0,23°
AM 2%/GEL/GLU 1:1:1 0,037 £ 0,004 3,22 +£0,13% 32,35 £ 0,24°
AM 4%/GEL/GLU 1:1:1 0,044 £ 0,035 4,48 +0,11° 27,21 + 0,45°
AMM 2%/GEL/GLU 1:1:1 0,053 + 0,006 3,09 + 0,40° 29,97 + 0,24
AMM 4%/GEL/GLU 1:1:1 0,051 £ 0,002 3,73+0,17® 30,11+ 0,43°

*Média aritmética e erro padrdo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenga significativa
(p<0,05) entre as médias obtidas por meio do teste de TUKEY. AMC= amido de milho ceroso; AMCM= amido
de milho ceroso modificado; AM= amido de mandioca nativo; AMM= amido de mandioca modificado; GEL=
gelatina, GLU= gluten; PVA= permeabilidade ao vapor d eagua e SOL= solubilidade em agua.

A permeabilidade ao vapor de agua variou de 3,09 a 4,48 gmm/mzdiakPa.
Apenas entre os filmes compostos de 4% amido de mandioca, gelatina e gluten e
os de 2% amido de mandioca modificado, gelatina e gluten foi observada
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na permeabilidade ao vapor de

agua.

A substituicdo de amido de mandioca por amido de mandioca modificado
diminuiu a permeabilidade ao vapor de agua. A elevagdo da concentracédo de
amido (2 para 4%) causou aumento na permeabilidade ao vapor de agua, com
excecgao dos filmes compostos de amido de milho ceroso modificado, gelatina e
gluten. A adigdo de gluten diminuiu a permeabilidade ao vapor de agua dos filmes
compostos com excegdo do 4% de amido de milho ceroso e gelatina (1:1). Os
filmes compostos desenvolvidos apresentaram menor permeabilidade ao vapor de
agua que os filmes simples de gelatina (5,38 gmm/m?diakPa) e os filmes simples
de gluten (6,28 gmm/m?2diakPa). Pode-se verificar, entdo, que a mistura dos trés
biopolimeros resultou em filmes com boas propriedades de barreira ao vapor de

agua.

106



Resultados e Discusséao

Os filmes elaborados com 2% de amido de mandioca, gelatina e gluten e os
preparados com 4% amido de mandioca, gelatina e gluten apresentaram
espessuras de 0,037 e 0,044 mm, respectivamente, sendo menores que as dos
demais. Apesar de esses filmes apresentarem as menores espessuras, elas nao

influenciaram na permeabilidade ao vapor de agua.

A solubilidade em agua (Tabela 4.25) variou de 21,54 a 35,42%. A elevagao
da concentragcdo de amido (2 para 4%) causou aumento na solubilidade em agua
dos filmes compostos de amido de milho ceroso e ceroso modificado. Os filmes
compostos desenvolvidos com amido de mandioca nativo ou modificados
mostraram maior SOL que os produzidos com amido de milho ceroso nativo ou
modificados. A adi¢do de gluten na mistura de gelatina e amido causou aumento
na solubilidade em agua dos filmes de 4% de amido de milho ceroso e gelatina;
2% de amido de mandioca e gelatina; 4% de amido de mandioca e gelatina e 4%

de amido de mandioca modificado e gelatina, todos nas proporgdes 1:1.

4.4.4.3 Propriedades mecanicas

A Tabela 4.26 apresenta os valores de resisténcia a tragdo e a
porcentagem de elongacgéo dos filmes compostos de amido (milho ceroso; milho
ceroso modificado; mandioca e mandioca modificado), gelatina e glaten,

plastificados com glicerol.
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Tabela 4.26. Propriedades mecanicas dos filmes compostos a base de amido
(milho ceroso, milho ceroso modificado, mandioca e mandioca modificado),
gelatina e gluten, plastificados com glicerol (25°C).

Filmes Proporgcao Espessura RT ELO

(mm) (MPa)* (%)*
AMC 2%/GEL/GLU 1:1:1 0,062 + 0,058 65,74 + 1,89° 3,38 +£0,41°
AMC 4%/GEL/GLU 1:1:1 0,055 + 0,029 66,50 + 0,98° 3,37 £ 0,36°
AMCM 2%/GEL/GLU 1:1:1 0,059 £ 0,033 54,81 + 0,45° 4,17 £0,22°
AMCM 4%/GEL/GLU 1:1:1 0,049 £ 0,021 49,29 + 0,46° 4,33+0,11°
AM 2%/GEL/GLU 1:1:1 0,041 £ 0,021 73,64 +1,37° 4,46 +0,45°
AM 4%/GEL/GLU 1:1:1 0,046 £ 0,022 75,92 + 2,242 3,79 £ 0,34°
AMM 2%/GEL/GLU 1:1:1 0,050 £ 0,019 76,35 + 2,14° 4,26 +0,29°
AMM 4%/GEL/GLU 1:1:1 0,056 + 0,013 75,75 + 2,00° 4,00+0,75°

*Média e erro padrédo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenga significativa (p<0,05) entre
as meédias obtidas por meio do teste de TUKEY. AMC= amido de milho ceroso; AMCM= amido de milho
ceroso modificado; AM= amido de mandioca nativo; AMM= amido de mandioca modificado; GEL= gelatina,
GLU= gluten, RT= resisténcia a tragdo e ELO= elongacgao.

A resisténcia a tragdo variou de 49,29 a 76,35 MPa. A substituicdo de
amido de milho ceroso por modificado, em ambas as concentragdes (2 e 4%) na
mistura de gluten e gelatina, causou uma diminui¢ao estatisticamente significativa
(p<0,05) na resisténcia a tracdo. A substituicdo de amido de mandioca por
modificado n&do causou diferenga significativa (p<0,05) no mesmo quesito dos
filmes compostos desenvolvidos. O aumento da concentragdo de amido (de 2 para

4%) nao alterou a resisténcia a tragao, em todos os filmes estudados.

A mistura dos trés biopolimeros causou diminuicdo na resisténcia a tracao
dos filmes simples de gelatina (90,73 MPa), assim como dos filmes compostos de
amido de mandioca ou amido de mandioca modificado ou amido de milho ceroso

modificado (2 e 4%) e gelatina, na propor¢ao 1:1.

A porcentagem de elongacao variou de 3,37 a 4,46%. Os valores de
porcentagem de elongacgéao (Tabela 4.26) ndo apresentaram diferenga significativa
(p=<0,05).
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Com base nos resultados apresentados nas Tabelas 4.25 e 4.26, o filme
composto com os trés biopolimeros que apresentou melhor propriedade de
barreira ao vapor de agua e resisténcia a tracdo foi o de amido de mandioca

modificado (2%), gelatina e gluten.

4.5 Filmes compostos selecionados

Com base nos resultados obtidos, foram selecionados filmes compostos
para serem utilizados na elaboragdo dos filmes ativos, sendo eles: (i) GLU/GEL,
(i) 2% de AMM/GEL, na proporcao de 1:4 e (iii) 2% de AMM/GEL/GLU na
proporcao 1:1:1.

Esses filmes foram escolhidos em fungdo das suas caracteristicas. O filme
composto de GLU/GEL (1:4) em funcdo de possuir baixos valores de
permeabilidade ao vapor de agua (4,46 gmm/m?diakPa) e das caracteristicas de
sua propria formulagao, sendo um dos solventes utilizado o etanol e o pH ser 5.
Essas condi¢cdes sdo recomendadas para producdo dos filmes ativos, contendo
sorbato de potassio, pois esse agente antimicrobiano € mais ativo em pH abaixo
de 5. O filme de AMM/GEL (1:4), por apresentar os maiores valores de resisténcia
a tragao (158,62 MPa) e baixos valores de permeabilidade ao vapor de agua (4,98
gmm/m?diakPa). E, por fim, o fime composto de 2% de AMM/GEL/GLU (1:1:1),
em funcdo de estudos com trés tipos de biopolimeros serem pouco conhecidos,
além desse filme apresentar os menores valores de permeabilidade ao vapor de

agua (3,09 gmm/m?diakPa).

4.5.1 Permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade em agua, resisténcia a
tracao e porcentagem de elongacao

A Tabela 4.27 representa os valores de permeabilidade ao vapor de agua,
solubilidade em agua, resisténcia a tragao e porcentagem de elongacéao obtidos na

determinacao com os trés biofilmes selecionados.
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Tabela 4.27. Permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade em &gua e

propriedades mecanicas de filmes simples e compostos selecionados.

Filmes PVA SOL RT ELO
(gmm/m?diakPa) * (%) * (MPa) * (%) *
GLU/ GEL 1:4 4,46 + 0,28° 30,20 £ 0,11° 34,11+ 1,53° 4,89 +0,14°
AMM 2%/ GEL 1:4 4,98 + 0,06° 38,63 £ 0,24° 158,62+ 1,20° 5,75+ 0,23°
AMM 2%/GEL/GLU 3,09 + 0,40° 29,97 £0,24° 76,35+2,14° 4,26 +0,29°
1:1:1

*Média aritmética e erro padrdo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenga significativa
(p=0,05) entre as médias obtidas por meio do teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, AMM= amido de
mandioca modificado, PVA= permeabilidade ao vapor de agua; SOL= solubilidade em agua; RT= resisténcia a
tracdo e ELO= elongacéo.

A permeabilidade ao vapor de agua variou de 3,09 a 4,98 gmm/mzdiakPa.
Nado foi observada diferenca significativa (p<0,05) nos filmes compostos de
GLU/GEL (1:4) e AMM/GEL (1:4). O filme de AMM/GEL/GLU (1:1:1) apresentou o
menor valor de permeabilidade ao vapor de agua, diferindo estatisticamente dos

demais.

A solubilidade em agua (Tabela 4.27) variou de 29,97 a 38,63%, sendo
maior para o filme composto AMM/GEL (1:4). N&o se verificou diferenca
significativa (p<0,05) quanto a solubilidade em agua para os filmes compostos de
GEL/GLU (1:4) e de AMM/GLU/GEL (1:1:1).

A resisténcia a tragao variou de 34,11 a 158,62 MPa e a porcentagem de
elongacédo de 4,26 a 5,75%. Notou-se diferenga significativa (p<0,05) em relacéo a
resisténcia a tracdo entre todos os filmes compostos selecionados. A maior
resisténcia a tragao foi a do filme composto de AMM/GEL (1:4) e a menor a do de
GLU/GEL (1:4). O filme de AMM/GLU/GEL (1:1:1) apresentou valor inferior de
porcentagem de elongagao, diferindo (p<0,05) dos demais filmes.
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4.6 Caracterizacao dos filmes ativos incorporados de sorbato de potassio

4.6.1 Aspecto visual

Os filmes ativos elaborados com 2 e 4% (p/v) de sorbato de potassio na
solucdo formadora de filme mostraram-se manuseaveis e visualmente
homogéneos. A adigdo de sorbato gerou uma coloragdo amarelada e um sensivel
incremento da plasticidade nos filmes, que era maior com o aumento da
concentragdo do agente antimicrobiano de 2 para 4%. O fiime de GLU/GEL
adicionado com 4% de sorbato apresentou, em sua superficie, algumas manchas,

provavelmente oriundas da segregagao do agente antimicrobiano.

A incorporagao de 4% sorbato de potassio a solucdo formadora de filme
com os trés biopolimeros (amido de mandioca, gelatina e gluten) promoveu a
precipitacdo do sorbato (Figura 4.16), deixando-os esbranquigados, opacos e
dificeis de serem retirados inteiros da placa de acrilico. Esse aspecto nao foi
observado nos filmes com maior propor¢do de gelatina, que provavelmente
contribui para a dissolugdo do sorbato. A pequena concentracdo de gelatina no
filme elaborado com os trés biopolimeros, possivelmente, ndo consegue evitar a

formacao de cristais na estrutura.

Figura 4.16. Aspecto visual do filme de AMM/GLU/GEL (1:1:1) adicionado de 4% de

sorbato de potassio.
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Silveira (2005) observou que a incorporagao de acido soérbico acima de 9%
na matriz celulésica deixou os filmes quebradigos e opacos, o que foi atribuido a
formacédo de cristais na estrutura do filme em razdo da precipitacdo do acido.
Zactiti e Kieckbusch (2006) desenvolveram filmes de alginato com sorbato de
potassio. Observaram que uma das limitacbes observadas durante a confecgao
dos filmes ativos foi a quantidade maxima de sorbato que poderia ser adicionada a
solugdo formadora de filme. Quando eram superiores a 2000 mg/L, os filmes
apresentavam-se opacos e com coloragdo esbranquigcadas, sendo possivel
verificar que parte do sorbato de potassio encontrava-se na sua superficie. Han e
Floros (1997) observaram que a adigdo de sorbato de potassio provocou uma

perda da transparéncia dos filmes de polietileno de baixa densidade.

4.6.2 Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes sem e com sorbato de
potassio (2 e 4%) variou de 3,09 a 11,46 gmm/m?diakPa (Tabela 4.28). A adigdo
de sorbato de potassio gerou um aumento estatisticamente significativo (p<0,05)
na permeabilidade ao vapor de agua de todos os filmes, quando comparados com

os filmes sem sorbato, sendo maior naquele composto de AMM/GLU/GEL (1:1:1).
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Tabela 4.28. Permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade em agua dos filmes

compostos ativos incorporados de sorbato de potassio (25°C).

Filmes Espessura PVA SOL

(mm) (gmm/m?diakPa) (%)
AMM/GEL (1:4) 0,069 + 0,028 4,98 +0,10¢ 38,63 + 0,29°
AMM/GEL (1:4) + 2% SORB 0,067 +0,023 7,78 £ 0,43 40,49 +0,13°
AMM GEL (1:4) + 4% SORB 0,066 + 0,021 8,87 +0,17° 50,81 + 0,37°
GLU/GEL (1:4) 0,051 + 0,028 4,46 + 0,24° 30,20 + 0,10
GLU/GEL (1:4) + 2% SORB 0,052 + 0,025 7,07 £ 0,16° 40,73 + 0,08°
GLU/GEL (1:4) + 4% SORB 0,051 +0,011  11,02+0,17%° 48,11+ 0,42°
AMM/GLU/GEL (1:1:1) 0,056 + 0,013 3,09 +0,32° 29,97 + 0,24
AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 2% SORB 0,055+ 0,022 11,46 +0,23° 35,75+ 0,08°

*Média aritmética e erro padrdo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenca significativa
(p=0,05) entre as médias obtidas por meio do teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, AMM= amido de
mandioca modificado, SORB= sorbato de potassio, PVA= permeabilidade ao vapor de &gua e SOL=
solubilidade em agua.

A adigdo de 2% de sorbato gerou um aumento de 56; 58 e 270% na
permeabilidade ao vapor de agua dos filmes compostos de amido de AMM/GEL
(1:4); GLU/GEL (1:4) e AMM/GLU/GEL (1:1:1), respectivamente. A elevacéo na
concentragcdo de 2 para 4%, de sorbato nos filmes n&o causou diferencga
estatisticamente significativa (p<0,05) nos filmes com AMM/GEL (1:4), porém,
proporcionou um aumento estatisticamente significativo nos de GLU/GEL gluten e
gelatina (1:4). Os filmes de AMM/GLU/GEL (1:1:1) com 4% de sorbato, como
comentado anteriormente, ndo foram caracterizados pela impossibilidade de

formac&o de uma matriz continua com tamanho apropriado para ser avaliada.

Zactiti e Kieckbusch (2006) desenvolveram filmes de alginato (2%) com
sorbato de potassio (150, 450; 750 e 1050 mg/L). Verificaram que a elevagao da
concentracdo de sorbato de potassio nesses filmes ocasionou aumento na
permeabilidade ao vapor de agua. Eles relataram que um dos fatores que
influencia a permeacédo do agente ativo € a estrutura do filme de alginato, que
segundo Skjak-Braek et al. (1980) citado por Zactiti e Kieckbusch (2006), é
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governada ndo somente pela concentragao e estrutura quimica, mas também por
sua cinética de formagao, dependendo da concentracido de cations, das condi¢cdes
de armazenamento, da forga i6nica e do pH.

Kristo; Koutsoumanis e Biliaderis (2008) observaram que o aumento da
concentracdo de sorbato de potassio e de lactato de sodio nos filmes de
caseinado de sodio provocaram aumento na permeabilidade ao vapor de agua. Os
autores atribuiram esse comportamento a habilidade que ambos os agentes
possuem em absorver moléculas de agua, particularmente em altas umidades
relativas (maior que 75%), aumentando, assim, a constante de difusdo de vapor
de agua e, portanto, a permeabilidade ao vapor de agua. Além disso, o sorbato e o
lactato, em razdo da presengca de grupamento OH, poderiam competir mais
fortemente pela agua na rede do polimero, contribuindo para maior absorgéo de
agua que, por sua vez, causa um aumento do volume livre e, conseqientemente,

da permeabilidade ao vapor de agua.

Por meio dos resultados alcangcados no presente estudo, constatou-se que,
possivelmente, a adigdo de sorbato de potassio funcionou como plastificante.
Estes sdo, normalmente, moléculas pequenas, facilmente acopladas entre as
cadeias poliméricas, podendo, quando adicionadas a matriz polimérica, gerar
mudangas nas propriedades fisicas, quimicas e mecénicas (DE McHUGH;
KROCHTA, 1994b). A incorporagao de plastificante em biopolimeros modifica a
organizagao molecular tridimensional da rede protéica, diminuindo as forgcas de
atracao intermoleculares e aumentando o volume livre do sistema (SOTHORNVIT;
KROCHTA, 2000).

A solubilidade em agua (Tabela 4.28) variou de 29,97 a 50,81%. A adi¢cao
de sorbato de potassio provocou um aumento estatisticamente significativo
(p<0,05) na solubilidade em agua em todos os filmes estudados. Isso ocorreu,
provavelmente, pela prépria dissolugdo do sorbato em agua, solvente no qual ele
€ soluvel. Resultados semelhantes foram obtidos por Flores et al. (2007) que
estudaram a influéncia da adicdo do sorbato de potassio nas propriedades fisicas

dos filmes de amido de mandioca.

115



Resultados e Discusséao

Além disso, os filmes elaborados com sorbato de potassio, ao serem
colocados em agua, intumesciam consideravelmente. A presengca do agente
antimicrobiano, atuando como um plastificante adicional aumenta o volume livre
na rede polimérica, deixando-a mais vuneravel e o filme, em contato com a agua,
a absorve facilmente ou facilita a liberacdo do sorbato. Esse mesmo mecanismo
se reflete na permeabilidade ao vapor de agua, aumentando consideravelmente

seu valor.

4.6.3 Propriedades mecéanicas

A Tabela 4.29 apresenta os valores de resisténcia a tragdo e a
porcentagem de elongacao dos filmes compostos ativos incorporados de sorbato
de potassio, nas concentragcdes de 2 e 4% no filme final. A resisténcia a tracao
variou de 1,83 a 158,62 MPa e a porcentagem de elongagao de 4,26 a 169,27 %.

Tabela 4.29. Resisténcia a tragdo e porcentagem de elongagdo dos filmes

compostos ativos incorporados de sorbato de potassio (25°C).

Filmes Espessura RT ELO
(mm) (MPa)* (%)
AMM/GEL (1:4) 0,068 + 0,017 158,62+ 1,20° 5,75+ 0,23°
AMM/GEL (1:4) + 2% SORB 0,070 £ 0,030 104,68 +3,09° 58,11 + 3,05°
AMM/GEL (1:4) + 4% SORB 0,069 £ 0,021 38,09 +2,59 169,27 + 1,852
GLU/GEL (1:4) 0,050 + 0,009 34,11 +1,88" 4,89%0,17°
GLU/GEL (1:4) + 2% SORB 0,050 + 0,037 14,76 £0,62° 45,18 + 2,24¢
GLU/GEL (1:4) + 4% SORB 0,050 £ 0,011 1,83+0,25° 102,06 + 2,14°
AMM/GLU/GEL (1:1:1) 0,055+ 0,028 76,35+2,14° 4,26+ 0,29°

AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 2% SORB 0,055+ 0,035 15,85+ 0,49° 101,55 % 2,28"

*Média aritmética e erro padrédo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferencga significativa (p<0,05) entre as
médias obtidas por meio do teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, AMM= amido de mandioca modificado, SORB=
sorbato de potassio, RT= resisténcia a tragdo e ELO= elongacgéo.

A incorporagdo de sorbato de potassio causou um decréscimo

estatisticamente significativo (p<0,05) na resisténcia a tragcdo dos filmes
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compostos em relagédo ao controle, sendo maior com o aumento da quantidade de
sorbato adicionada de 2% para 4%. O acréscimo de 2% de sorbato causou a
diminuicdo aproximadamente de 34; 56 e 79% na resisténcia a tragao dos filmes
com AMM/GEL (1:4); GLU/GEL (1:4) e AMM/GLU/GEL (1:1:1), respectivamente. A
elevagdo da concentragcédo (de 2 para 4%) reduziu, aproximadamente, em 64 e
88% a resisténcia a tragdo dos filmes com amido de mandioca e gelatina (1:4) e
gluten de trigo e gelatina (1:4), respectivamente.

Esses resultados estdo de acordo com os observados em literatura.
Pranoto; Rakshit e Salokhe (2005) estudaram o efeito da incorporagao de nisina e
sorbato de potassio na atividade antimicrobiana de filmes de quitosana.
Observaram que a adicdo de 150 mg/g de sorbato de potassio reduziu, de 37,03
para 13,97 MPa, a resisténcia a tragao dos filmes de quitosana. Fama et al. (2005)
estudaram as propriedades mecéanicas dos filmes a base de amido de mandioca
contendo sorbato de potassio. Eles também observaram uma redugédo no mesmo
quesito. Han e Floros (1997) nao verificaram alteragbes significativas nas
propriedades de resisténcia a tragdo em filmes de polietileno incorporados com
sorbato de potassio. Limjaroen et al. (2003) observaram a redugdo dessa
propriedade a medida que se aumentou a concentragdo de sorbato de potassio

nos filmes de cloreto de polivinilideno.

Kristo; Koutsoumanis e Biliaderis (2008) estudaram as propriedades
mecéanicas de filme de caseinato de sodio contendo sorbato de potassio.
Observaram diminuicido na resisténcia a tracdo com a adicdo do sorbato de

potassio e atribuiram esse resultado ao efeito plastificante da agua e do sorbato.

A incorporagéo de sorbato de potassio gerou um aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) na porcentagem de elongagdo de todos os filmes (Tabela
4.29). O aumento na concentragdo de sorbato de potassio (de 2 para 4%)
intensificou esse aumento, sendo maior para o fiime de AMM/GEL (1:4) com 4%
de sorbato. Esse comportamento pode ter sido ocasionado pelo efeito plastificante

do sorbato.
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Pranoto; Rakshit e Salokhe (2005) verificaram uma elevagédo na
porcentagem de elongagao dos filmes de quitosana ao ser adicionado 100-150
mg/g de sorbato de potassio. Han e Floros (1997) ndo observaram diferenca
significativa nessa propriedade com a adi¢gao crescente, em filmes de polietileno,
de sorbato de potassio, assim como Limjaroen et al. (2003) com filmes de cloreto

de polivinilideno incorporados de 2 e 3% de sorbato de potassio.

As melhores formulacdes de filmes compostos ativos foram AMM/GEL e
GLU/GEL, ambas com 2% de sorbato de potassio.

4.6.4 Permeabilidade ao oxigénio

A permeabilidade ao oxigénio dos filmes compostos com e sem a adigao de
sorbato esta apresentada na Tabela 4.30. Essa propriedade variou de 16,30 a
28,21 cm3pm/m2diakPa, sendo menor para o filme de GLU/GEL 1:4 e maior para
AMM/GEL 1:4.

Tabela 4.30. Permeabilidade ao oxigénio dos filmes compostos sem e com

sorbato de potassio.

Filmes PO;
(cm*um/m?dkPa)

AMM/GEL (1:4) 28,21 + 2,50°
AMM/GEL (1:4) + 2% SORB 27,50 + 1,56°
AMM/GEL (1:4) + 4% SORB 28,05 + 3,85°
GLU/GEL (1:4) 16,30 + 3,67°
GLU/GEL (1:4) + 2% SORB 17,78 + 0,04°
GLU/GEL (1:4) + 4% SORB 19,51 + 0,36°
AMM/GLU/GEL (1:1:1) 25,47 + 2,212
AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 2% SORB 28,17 + 2,95°

*Média aritmética e erro padrdo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenca significativa
(p=0,05) entre as médias obtidas por meio do teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, AMM= amido de
mandioca modificado, SORB= sorbato de potassio, PO,= permeabilidade ao oxigénio.
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A adicao de sorbato de potassio, independentemente da concentracio
adicionada (2 e 4%) e da formulacdo utilizada, ndo causou diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) na propriedade em questéo.

Limjaroen et al. (2003) desenvolveram filmes de cloreto de polivinilideno
incorporados com diversas concentracdes de acido sorbico, sorbato de potassio
ou nisina. Eles observaram que o aumento da concentragédo (de 2 para 3%) de
acido sorbico e sorbato de potassio causou elevacdo na permeabilidade ao
oxigénio. Segundo os autores, os resultados demonstraram que os filmes
contendo agentes antimicrobianos tiveram aumento dessa propriedade quando
comparados ao filme controle, exceto nos que contém sorbato de potassio (2%) e
acido sorbico (1,5%).

4.6.5 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias dos biofilmes elaborados, neste estudo, sem e com sorbato
de potassio, obtidas por microscopia eletrénica de varredura, sao apresentadas
nas Figuras de 4.17 a 4.19, sendo possivel visualizar tanto a superficie quanto a
seccao transversal apos fratura. Esta ultima foi promovida para evitar
compactagao da matriz com a utilizagado de instrumentos cortantes. Em algumas
micrografias (Figura 4.17B; 4.18B e 4.19F), observa-se o aparecimento, na parte
inferior, da fita de carbono que da conducdo ao filme para sua visualizagao
(representadas nas figuras pela letra “f"). Para observar-se a secgéo transversal
dos filmes, foi necessaria a inclinagao do suporte em que estavam os stubs e, com
isso, foi possivel visualizar, em alguns casos, além da estrutura da espessura dos
filmes, também a fita de carbono, na qual os filmes eram aderidos para posterior
aplicagado da camada de ouro e visualizagdo ao microscépio.

A morfologia da superficie e secc¢ao transversal dos filmes compostos de
GLU/GEL (1:4) sem e com a adigdo de sorbato de potassio (2 e 4% p/v) estéo
representadas nas Figuras 4.17A-F.
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As superficies do filme controle (Figura 4.17A) e do adicionado de 2% de
sorbato de potassio (Figura 4.17C) apresentaram-se lisas e continuas. Ao elevar a
concentragdo do agente antimicrobiano, foi possivel visualizar manchas na
superficie do filme, provavelmente em virtude da precipitagdo do sorbato de

potassio (representada pela letra “m”).

A seccédo transversal (Figura 4.17B, 4.17D e 4.17F) apresentou-se
compacta, com pequenas estrias (representada pela letra “e”) de colorag&o branca
inseridas na matriz polimérica. O mesmo comportamento foi observado por
Carvalho e Grosso (2004) nos filmes de gelatina nativa. Esses autores verificaram
que o aparecimento dessas estrias pode estar relacionado com a separagao de
fases do plastificante (glicerol) na matriz. As mesmas manchas observadas na
superficie dos filmes com 4% de sorbato também foram verificadas na seccao
transversal (Figura 4.17F). Essas manchas observadas microscopicamente na
superficie do filme também foram macroscopicamente visualizadas apods a
secagem dos filmes. Resultado semelhante foi verificado por Silveira (2005), em
que a autora notou que a incorporagao de acido sérbico acima de 9% na matriz
celulésica deixou os filmes quebradigos e opacos, sendo esse comportamento
atribuido a formacao de cristais na estrutura do filme em razdo da precipitagcao do
acido sorbico, confirmado por microscopia. De modo geral, os filmes compostos
de GLU/GEL (1:4) apresentaram uma secc¢ao transversal (Figura 4.17B, 4.17D e
4.17F) com estrutura fibrilar em fungdo da formagdo de um emaranhado,
possivelmente causado pela presenga da gelatina. O arranjo da gelatina em tripla
hélice parece favorecer a formacgao de superficie com uma estrutura mais continua
da matriz filmogénica, bem como uma secgdo transversal com estas
caracteristicas (CARVALHO; GROSSO, 2004).
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Figura 4.17. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura para os filmes
compostos de GLU/GEL (1:4): (A) Controle-superficie (0% de sorbato); (B) Controle-
seccao transversal (0% de sorbato); (C) adicionados com 2% sorbato de potassio-
superficie; (D) adicionados com 2% sorbato de potassio secgédo transversal; (E)
adicionados com 4% sorbato de potassio superficie; (F) adicionados com 4% sorbato de
potassio secgao transversal. (Onde: e= estria de plastificante; f = fita de carbono e
m=mancha de sorbato de potassio).
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A morfologia da superficie e sec¢do transversal dos filmes compostos de
2% de AMM/GEL (1:4), sem e com a adigdo de sorbato de potassio (2 e 4% p/v),
estdo representadas nas Figuras 4.18 A-F. A superficie dos filmes controle (Figura
4.18A) e com sorbato em ambas as concentra¢des estudadas (2 e 4%) mostrou-
se (Figura 4.18C e 4.18E) lisa, continua e homogénea. A utilizacdo de sorbato de
potassio na maxima concentragao (4%) ndo provocou as manchas observadas
nos filmes de GLU/GEL (Figura 4.18F).

A seccao transversal (Figura 4.18B, 4.18D e 4.18F) dos filmes de
AMM/GEL 1:4 apresentou aspecto semelhante ao dos filmes de GLU/GEL, sendo
compacta, com a presencga de pequenas estrias de coloracdo branca inseridas na
matriz polimérica, estrutura fibrilar e emaranhada e sem poros. A estrutura interna
dos filmes de AMM/GEL com 2% de sorbato apresentou um aspecto mais regular

(Figura 4.18D) que o das demais.
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Figura 4.18. Micrografias obtidas por meio de microscopia eletrénica de varredura para os
filmes compostos de AMM/GEL (1:4): (A) controle-superficie (0% de sorbato); (B) controle-
seccao transversal (0% de sorbato); (C) adicionados com 2% sorbato de potassio-
superficie; (D) adicionados com 2% sorbato de potassio-secgdo transversal; (E)
adicionados com 4% sorbato de potassio-superficie; (F) adicionados com 4% sorbato de

potassio-secgao transversal. (Onde: e= estria de plastificante; f = fita de carbono)
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Nas Figuras 4.19A e 4.19B, sdo apresentadas as imagens de superficie e
espessura dos filmes compostos de AMM/GLU/GEL (1:1:1) sem adicdo de
sorbato. Observa-se que a mistura dos trés biopolimeros nao causou diferenca na
superficie dos filmes em relacido aos demais filmes compostos com apenas dois
biopolimeros, que se manteve lisa. Na Figura 4.19B, verificou-se também
pequenas estrias com coloragcdo branca inseridas na matriz polimérica,
provavelmente provocadas pela separacdo de fase do plastificante. A adicdo de
2% de sorbato ndo causou alteracdo na superficie (Figura 4.19C) do filme,
mantendo-a lisa, continua e homogénea, porém o aumento da concentragdo de
sorbato para 4% gerou irregularidades na superficie, com a presencga de pequenos
precipitados (Figura 4.19E). Esses precipitados também foram observados
macroscopicamente, sendo que a superficie dos filmes se apresentou opaca e
esbranquicada (Figura 4.16). A seccéo transversal (Figura 4.19D) dos filmes com
2% de sorbato apresentou-se compacta e irregular e ndo foi possivel visualizar as
estrias observadas nos filmes controle. A elevacédo da concentracido de sorbato de
potassio (4%) causou aumento da irregularidade da estrutura interna do filme, em
que € possivel verificar menor orientacéo e o aparecimento de pequenos pontos
brancos, que podem ser oriundos de particulas de sorbato insoluveis, pela

saturacao do sistema.
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Figura 4.19. Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura para os filmes
compostos de AMM/GLU/GEL (1:4): (A) controle-superficie (0% de sorbato); (B) controle-
seccao transversal (0% de sorbato); (C) adicionados com 2% sorbato de potassio-

superficie; (D) adicionados com 2% sorbato de potassio-secgdo transversal; (E)
adicionados com 4% sorbato de potassio-superficie; (F) adicionados com 4% sorbato de

potassio-secgao transversal. (Onde: e= estria de plastificante; f = fita de carbono).
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4.6.6 Analise dinamico mecanica

A analise dinamico mecanica (DMA) é capaz de fornecer informagdes sobre
o comportamento viscoelastico dos materiais. As propriedades mecanicas mais
importantes em polimeros, como tensdo-deformacado, resisténcia, tensao-
relaxamento, entre outras, decorrem de processos onde existem grandes
relaxacbes moleculares e sdo dependentes da temperatura, habilidade de
desenvolver deformacdes reversiveis e da intima correlagdo entre os processos
mecanicos e quimicos (MOTHE; AZEVEDO, 2002).

Através da analise dinamico mecanica, foi possivel obter o médulo de perda
(E”) e o modulo de armazenamento (E’) e, por conseguinte, a razao entre estes
dois parametros que € denominada tangente de perda (tan §). A diminuicdo do
modulo de armazenamento e o aumento do pico da tangente de perda (tan d)
correspondem a transigao tipica de um material rigido (vitreo) para um estado
borrachoso, ou seja, a transig¢ao vitrea (GALLIETTA et al., 1998).

Os critérios para a selecdo dos dados de analise dindmico mecanica sao
geralmente as curvas do médulo de perda (E”) ou da tangente de perda (tan d).
Os meétodos dinamicos mecanicos sdo muito sensiveis a transformagdes ou
movimentos que ocorrem em nivel molecular, sendo capazes de detectar nao
somente movimentos significativos, como o caso da temperatura de transi¢cao
vitrea (Tg), mas também movimentos mais discretos, conhecidos como relaxagdes
secundarias (LUCAS, SOARES; MONTEIRO, 2001; MOTHE; AZEVEDO, 2002;).

Inicialmente, foram realizadas analises dinamico mecénica nos filmes
compostos selecionados na primeira etapa (sem adigdo de sorbato de potassio),
ou seja, GLU/GEL (1:4); 2% de AMM/GEL (1:4) e 2% de AMM/GEL/GLU (1:1:1).
Posteriormente, os filmes ativos selecionados no teste de caracterizacao:
GLU/GEL (1:4) e 2% de AMM/GEL (1:4), ambos com 2% de sorbato, foram

caracterizados quanto as analises dinamicos mecanicas.

Os gréficos tipicos de analise dindmico mecanica dos filmes compostos de
GLU/GEL (1:4); 2% de AMM/GEL (1:4); 2% de AMM/GEL/GLU (1:1:1), GLU/GEL
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(1:4) com 2% de sorbato e 2% de AMM/GEL (1:4) com 2% de sorbato, mostrando
a tangente de perda (tan 5), o0 modulo de armazenamento (E’) e o modulo de
perda (E”) em fungcdo da temperatura, estdo representados nas Tabelas 4.31 e
4.32 e nas Figuras 4.20 a 4.24.

Os termogramas da andlise dindmica mecéanica dos filmes compostos
elaborados sem sorbato de potassio (Tabela 4.31 e Figuras 4.20 a 4.22)
mostraram a presenga de duas temperaturas de transicdo vitrea para todos os

filmes.

Tabela 4.31. Temperatura de transicdo vitrea média e umidade dos biofiimes

compostos.
Filmes Umidade Tangente Delta (tan 6),
Tgs Tg:
GLU/GEL 1:4 9,11 £ 0,01 -67,57 + 3,13? 16,92 + 0,07°
2% AMM/GEL 1:4 11,45+ 0,25 -66,46 + 3,16° 8,22 + 0,26°
2%AMM/GEL/GLU 1:1:1 9,44 + 0,75 -59,90 + 2,512 15,85 + 3,56°

Nota: letras diferentes, representam diferengas significativas (p< 0,05) entre as médias obtidas pelo teste de
Tukey. GEL= gelatina; GLU= gluten, AMM= amido de mandioca modificado, Tg= Temperatura de transi¢ao
vitrea.

Para o filme de GLU/GEL (1:4), 2% de AMM/GEL (1:4) e 2% de
AMM/GEL/GLU 1:1:1, a primeira transi¢ao foi observada na faixa de -67,67; -66,46
e -59,90°C e a segunda na faixa de 16,92; 8,22 e 15,85°C, respectivamente. As
temperaturas de transigdo negativas observadas na primeira transigao,
possivelmente, estdo relacionadas com a fragao rica em plastificante indicando
separacao de fase entre a macromolécula e o plastificante (glicerol). Cherian et al.
(1995) encontraram valor em torno de -62°C para o glicerol puro. Vanin et al.
(2005) observaram valores de transig&o vitrea para o glicerol em torno de -54°C.
Dessa forma, € possivel concluir que a temperatura (-67,57; -66,46 e -59,90°C)
das primeiras transigbes esteja mesmo relacionada a fragdo rica em plastificante,

ou seja, o glicerol.
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Pode-se observar, por intermédio da tangente de perda (Figuras 4.20 a
4.22), que a primeira transicdo se encontra com menor intensidade tendendo a
linearidade e com o pico bem alargado (variando aproximadamente em uma faixa
de -120 a -20°C), isso se deve principalmente a divisdo entre o médulo de perda
(E”), que se encontra em uma escala que varia de 8000 a 12000 MPa, pelo
modulo de armazenamento (E’), que esta em uma escala que varia de 400 a 600
MPa, para se obter o valor da tangente de perda e, consequentemente, a

temperatura de transicao vitrea.

A segunda transicdo observada esta relacionada com a temperatura de
transicdo da fase rica da mistura das macromoléculas. Apesar dos biofilmes
compostos serem elaborados com mais de uma macromolécula, os mesmos
apresentaram apenas uma transigcdo. Provavelmente, isso ocorreu pela
miscibilidade entre os componentes utilizados: gluten/gelatina, amido de mandioca
modificado/gelatina e amido de mandioca modificado/gelatina/gluten.

Segundo Lucas, Soares e Monteiro (2001), sistemas misciveis apresentam
uma unica Tg, intermediaria aos valores de Tg's dos componentes puros. A
utilizagdo do DMA para estudos de miscibilidade é baseada na observagéo de que
sistemas misciveis apresentam apenas um pico o combinado, cuja localizagéo é
dependente da composi¢do (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).
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Figura 4.20. Termogramas de analise dindmico mecanica do biofilme composto de gluten

e gelatina 1:4.
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Figura 4.21. Termogramas de analise dindmico mecanica do biofilme composto de 2% de

amido de mandioca modificado e gelatina 1:4.
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Figura 4.22. Termogramas de DMA dos biofilmes compostos de 2% de amido de

mandioca modificado/gelatina e gluten 1:1:1.

Bertan et al. (2005) observaram por analise dindmico mecanica que filmes de
gelatina apresentaram uma temperatura de transi¢ao vitrea de 32,34°C e para os
filmes de gelatina plastificados com triacetina duas temperaturas de transi¢cao
vitrea (-61,01°C e 28,45°C), a primeira resultante do plastificante e a segunda
referente a fase rica em gelatina. Sobral e Menegalli (2002) verificaram transigao
vitrea de 50,8°C para filmes de gelatina de couro bovino obtidos por DSC
(Differencial scanning calorimetry). Tanada-Palmu (2003) constatou uma
temperatura de transigéo vitrea dos filmes de gluten plastificados com glicerol de
29,07°C. Vicentini (2003) observou duas temperaturas de transicéo vitrea para os
filmes de fécula de mandioca plastificados com glicerol ou sorbitol, variando de -
73,32 a 53,88°C. O autor percebeu, ainda, que esse comportamento s6 ocorreu
quando a concentragao de plastificante utilizada variou de 15 a 25%. Mali et al.
(2006) observaram apenas um Tg nos filmes de amido de mandioca plastificados

com glicerol, sendo a mesma 29,96°C.
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Essa separacdo de fase, observada em todos os biofiimes compostos
desenvolvidos sem sorbato, pode ser confirmada por microscopia eletrbnica de
varredura dos mesmos (Figura 4.17B; 4.18B e 4.19B), em que se verificou a
presenca de pequenas estrias de coloragao branca inseridas na matriz polimérica,
sendo que essas podem estar relacionadas com a separacdo de fases do
plastificante (glicerol) na matriz.

A separagao de fase entre a macromolécula e o plastificante também foi
observada nos filmes de gelatina plastificados com glicerol (CARVALHO, 2002),
em fiimes de metilcelulose plastificado com polietileno glicol 400
(DEBEAURFORT; VOILLEY, 1997) e gluten com glicerol (CHERIAN et al., 1995).
Arvanitoyannis; Nakayama e Aiba (1997) ndo observaram separagao de fases em
filmes de uma mistura de gelatina e amido, plastificados com glicerol ou sorbitol,
porém os termogramas apresentados comegaram em 0°C, acima da Tg dos
plastificantes. Tanada-Palmu (2003) verificou apenas uma temperatura de
transigéo vitrea (29,07°C) em filmes de gluten plastificados com glicerol, porém os

termogramas comegaram a -20°C.

Segundo a teoria classica dos polimeros polares, a agua atua como
plastificante diminuindo a Tg dos polimeros completamente amorfos e
parcialmente cristalinos. A agua forma pontes de hidrogénio com as hidroxilas dos
polimeros naturais polares, inserindo-se entre as cadeias e aumentando o volume
livre. A plastificacdo, a nivel molecular, acarreta um aumento do espaco
intermolecular ou volume livre, diminuindo a Vviscosidade local, e,

concomitantemente, elevando a mobilidade (FERRY, 1980).

Pelo fato de o biofime de AMM/GEL (1:4) apresentar maior umidade
(11,45) (Tabela 4.31) e, consequentemente, maior quantidade de agua, a mesma
pode ter contribuido para o filme apresentar menor valor de Tg. Segundo Biliaderis
(1992) citado por Tapia-Blacido; Sobral e Menegalli (2005), um aumento no
conteudo de agua do polimero produz uma diminui¢do do valor de Tg de forma

notoria.
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Os termogramas da analise dinamica mecanica dos fiimes de AMM/GEL
(1:4) com 2% de sorbato de potassio e GLU/GEL (1:4) com 2% de sorbato s&o
apresentados nas Figuras 4.23 e 4.24 e Tabela 4.32.

Tabela 4.32. Temperatura média de transi¢do vitrea e umidade dos biofiimes

compostos ativos.

Filmes Umidade Tangente Delta (tan 6),

Tg, Tg.
GLU/GEL 1:4 9,11 + 0,01 - 67,57 + 3,132 16,92 + 0,072
GLU/GEL 1:4 +2% SORB 10,44 +0,44  -81,70+0,79" 13,65 + 0,33°
AMM2% /GEL 1:4 11,45+0,25  -66,46 + 3,162 8,22 + 0,26¢
AMM2% /GEL 1:4 + 2% SORB 13,51 +0,11  -74,46 + 2,35 12,50 + 0,05°

Nota: letras diferentes, representam diferengas significativas (p< 0,05) entre as médias obtidas pelo teste de
I;#(eeay.. GEL= gelatina; GLU= gluten, AMM= amido de mandioca modificado e Tg= temperatura de transigdo

E possivel observar a presenga de duas temperaturas de transicdo vitrea nos
termogramas dos filmes compostos de GLU/GEL (1:4) e AMM 2% /GEL (1:4),
ambos adicionados de sorbato de potassio a 2% (Figuras 4.23 e 4.24). Para o
filme de GLU/GEL (1:4) com 2% de sorbato e amido de mandioca 2% /gelatina
(1:4) com 2% de sorbato a primeira transi¢céo foi observada na faixa de -81,70 e -
74,46 e a segunda transicdo na faixa de 13,65 e 12,50, respectivamente. As
temperaturas de transicdo negativas como nos filmes sem sorbato, possivelmente,

estdo relacionadas com a fase rica em plastificante (glicerol).
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Figura 4.23. Termogramas de analise dindmico mecéanica do biofilme composto de gluten

e gelatina 1:4 com 2% de sorbato de potassio.
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Figura 4.24. Termogramas de analise dindmico mecanica do biofilme composto de 2% de

amido de mandioca modificado e gelatina 1:4 com 2% de sorbato de potassio.
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O uso de sorbato de potassio (2%) provocou um deslocamento na primeira
temperatura de -67,57 para -81,70 e de -66,46 para -74,46 para os filmes de
GLU/GEL (1:4) e 2% AMM/GEL (1:4), respectivamente. Provavelmente, esse
deslocamento ocorreu em virtude do efeito plastificante adicional provocado pela
adicdo do sorbato, que enfraqueceu as forgas intermoleculares entre as cadeias
poliméricas adjacentes, influenciando, dessa forma, no aumento da
permeabilidade ao vapor de agua (Tabela 4.28) e redugéo na resisténcia a tragao
(Tabela 4.29), como também na diminuicdo da temperatura de transicédo vitrea.
Aliado ao efeito plastificante do sorbato, que pode ter provocado o deslocamento
da primeira temperatura de transig¢ao vitrea, esta o conteudo de agua. A adigéo de
sorbato nos filmes compostos provocou aumento no conteudo de umidade para os
filmes GLU/GEL (1:4) com 2% de sorbato (de 9,11 para 10,44%) e AMM 2%/GEL
(1:4) com 2% de sorbato (de 11,45 para 13,51%).

A segunda temperatura de transicdo vitrea esta relacionada com a
temperatura de transicdo da fase rica da misturas dos biopolimeros utilizados:
gluten/gelatina e amido de mandioca modificado/gelatina. Mesmo com a adicéo de
sorbato de potassio (2%) no sistema, ha o aparecimento de apenas uma
transicéo, indicando miscibilidade entre os componentes.

A adicao de sorbato de potassio provocou uma reducao de 16,92 para 13,65
na segunda temperatura de transicdo para o fiime de GLU/GEL. O mesmo
comportamento ndo foi observado para os fiimes de AMM/GEL (1:4), onde a
adicdo de sorbato provocou um aumento nesta propriedade de 8,22 para 12,50
(Tabela 4.32).

No caso do filme de GLU/GEL 1:4, provavelmente, esse comportamento foi
causado pela maior facilidade de incorporagao (miscibilidade) do sorbato e glicerol
na matriz deste filme, acarretando maior plastificagdo do filme, fato evidenciado
pela presenca de picos mais largos e integrados, tendendo a ser um unico pico no
termograma desse filme (Figura 4.23). A maior facilidade de plastificagdo dos
filmes de GLU/GEL (1:4) pode ter sido a causa da redugdo da segunda

temperatura de transicio vitrea, observada com a adigao de sorbato de potassio.
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A adicéo de sorbato causou um aumento na Tg, de 8,22 para 12,50 (Tabela
4.32) nos filmes de AMM/GEL (1:4). Esse comportamento ocorreu, provavelmente,
pelo fato de o sorbato de potassio, nesse filme, ndo estar totalmente miscivel com
AMM, fazendo com que o0 mesmo ocupasse lugar ou ficasse “solto” na matriz do
biopolimero, provocando, dessa maneira, o impedimento da movimentagéo
molecular. Com isso, houve um deslocamento da temperatura de transi¢ao vitrea

para valores mais altos.

Comparando-se os termogramas dos filmes de GLU/GEL (1:4) e AMM/GEL
(1:4), ambos sem sorbato (Figura 4.20 e 4.21) com os mesmos filmes adicionados
de sorbato de potassio (Figura 4.23 e 4.24), observa-se que a adigdo do agente

antimicrobiano provocou alargamento do pico relativo a transicao.

Segundo Lucas, Soares e Monteiro (2001), a largura do pico que ocorre na
transigcéo vitrea relaciona-se com a homogeneidade da fase que esta sofrendo o
processo. Em sistemas parcialmente misciveis, € comum ocorrer solubilidade das
cadeias de uma fase na outra, o que pode ser acompanhado pelo alargamento do
pico relativo a transicdo vitrea da fase na qual cadeias da outra fase estido
solubilizadas. Arvanitoyannis, Nakayama e Aiba. (1997) discutem a questéo de ser
muito  dificil detectar transicbes de sistemas complexos, como
gelatina/amido/polidis/agua, em particular em baixo conteudo de umidade. O efeito
do sinergismo entre os componentes pode resultar em um alargamento da

transicao.

Fama et al. (2006) estudaram o efeito da concentracdo de sorbato de
potassio (0; 1000; 2000 e 3000 ug/g) e pH (5 ou 6,7), na cor, umidade,
cristalinidade e propriedades dinamicos mecanicas de biofimes de amido de
mandioca. Os autores observaram duas temperaturas de transicdo vitrea nos
filmes, sendo elas -62°C e outra entre -30 e 10°C. A primeira foi atribuida a fracao
rica em plastificante (glicerol) e a segunda, mais larga e em menor intensidade, foi
dependente do nivel de acidez e concentragao de sorbato de potassio. Os autores

observaram, ainda, que o aumento na concentracdo do antimicrobiano produziu

144



Resultados e Discussao

um deslocamento para baixo nas temperaturas de transi¢cao vitrea dos filmes de

amido de mandioca a pH 5 e 6,7.

Kristo et al. (2008) estudaram as propriedades térmicas, mecanicas e
barreira ao vapor de agua dos filmes de caseinato de sddio contendo agentes
antimicrobianos (lactato de sodio e sorbato de potassio). Os autores observaram
que o aumento da concentragdo de lactato de sédio (0; 10 e 20%) e sorbato de
potassio (0; 10 e 25%) nos filmes de caseinato de sddio, provocou deslocamento
da temperatura de transicdo vitrea para temperaturas mais altas, sendo esse

comportamento mais pronunciado com o uso do lactato de sédio.

Observou-se, em todos os termogramas (Figura 4.20 a 4.24), a presenga de
uma fase andmala em torno de 75°C, que ocorreu pelo aquecimento e rompimento
do filme durante a analise, impedindo que a faixa de temperatura fosse

completada até o valor desejado.

Uma das caracteristicas necessarias do plastificante é que seja compativel e
soluvel no biopolimero. A separagao de fase nos biofilmes indica a n&o ocorréncia
de 100% de mistura entre o plastificante e biopolimero (GONTARD; RING, 1996).
Por outro lado, como os filmes sdo materiais de baixa umidade, os plastificantes
encontram-se relativamente concentrados, podendo causar problemas (SOBRAL,
2000). Desse modo, a separagdo de fases deveria implicar na perda da
flexibilidade do filme, porém, segundo Debeaurfort e Voilley (1997), os
plastificantes podem atuar, também, como lubrificantes das cadeias dos

biopolimeros, facilitando a flexibilidade do filme.

Assim sendo, com base nos dados obtidos, € possivel verificar que,
independente dos tipos de filmes compostos elaborados, sem e com sorbato, ndo
houve uma mistura homogénea dos componentes utilizados, informacéo essa
ratificada pela andlise de microscopia eletrbnica de varredura (item 4.6.5). A
presenca de duas temperaturas de transicdo vitrea, assim como de pequenas
estrias resultantes da adicdo de plastificante, podem ter sido provocadas por

saturagao do sistema causada pela concentracao utilizada de glicerol.
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Acima da Tg, a estrutura polimérica é pouco ordenada e viscosa, assim
como abaixo da Tg, a conformacgdo polimérica € mais rigida. A taxa de
permeabilidade ao vapor de agua do filme no estado borrachoso (acima de Tg) &
muito maior que a permeagdo da mesma barreira no estado vitreo (KOELSH;
LAMBUZA, 1992). Em virtude desse fato, aconselha-se a estocagem dos filmes a
temperaturas abaixo da Tg, para que ndo haja movimentagcdo molecular,
impedindo a reorganizagdo das moléculas e consequente alteragdo nas
propriedades dos filmes, como, por exemplo, aumento na permeabilidade ao vapor

de agua e diminuigao da resisténcia a tragao.
4.6.7 Ensaio de difusao em halo

4.6.7.1 Isolamento e identificacao das espécies fungicas

Os paes produzidos foram armazenados a temperatura ambiente em sacos
de polietileno. Apds 7 dias, foi observada a presenga de microorganismos e
efetuada a analise para enumeragédo e classificagdo dos fungos isolados. Foi
observado um crescimento de 2,6 x 10 ® UFC/g. Os fungos identificados foram
(Figura 4.25): (A) Eurotium chevalieri; (B) Eurotium amstelodami; (C) Wallemia
sebii, (D) Cladosporium sp e (E). Penicillium raistrickKii
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Figura 4.25. Fungos isolados para o teste de difusao do halo. (A) Eurotium chevalieri, (B)
Eurotium amstelodami; (C) Wallemia sebii, (D) Cladosporium sp e (E) Penicillium

raistrickii.

4.6.7.2 Determinacao da efetividade antimicrobiana dos filmes compostos
contendo sorbato de potassio

O ensaio de difusdo em halo para determinagcdo da efetividade
antimicrobiana foi realizado com todos os filmes compostos selecionados

adicionados com 2 e 4% de sorbato de potassio (p/v) em solugao.

A concentracdo da suspensdo estdo apresentadas na Tabela 4.33. Os

resultados obtidos estdo demonstrados nas Tabelas 4.34 a 4.38.
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Tabela 4.33 . Concentracdo da suspensao de esporos utilizada em ensaio de

difusdo em halo.

Espécie fungica

Concentracao da suspensao

(esporos/mL)
Eurotium chevalieri 3,1 x 102
Eurotium amstelodami 1,8 x 10°
Wallemia sebii 3,7x10°
Penicillium raestrickii 5,4 x 102
Cladosporium sp. 2,1x10°

A Tabela 4.34 apresenta o perfil microbiolégico dos filmes sem e com

sorbato de potassio (2 e 4%) sobre o fungo Eurotium chevalieri. A adigdo de
sorbato de potassio (2 e 4%) aos filmes de AMM/GEL (1:4); GLU/GEL (1:4) e
AMM/GLU/GEL (1:1:1) ndo causou diferenga significativa (p<0,05) na reducéo do

numero de unidades formadoras de colénia.

Tabela 4.34. Perfil microbiolégico da eficiéncia dos filmes ativos pelo teste de

difusdo em placa para Eurotium chevalieri.

Filmes UFC/ mL * Diametro da zona de
inibicao (mm)**
AMM/GEL (1:4) 3,10 x 10?2 0°
AMM/GEL (1:4) + 2% SORB 2,20 x 10%° 0,66 +0,18 ®
AMM/GEL (1:4) + 4% SORB 1,90 x 10%° 3,33+0,57 %
GLU/GEL (1:4) 3,10 x 10%°? 0P
GLU/GEL (1:4) + 2% SORB 1,90 x 10?2 1,66 +0,38 %
GLU/GEL (1:4) + 4% SORB 2,00 x 10%° 3,66 + 0,58 °
AMM/GLU/GEL (1:1:1) 3,30 x 10%°? 0P
AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 2% SORB 2,30 x 10?2 0°
AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 4% SORB 2,60 x 10%° 0°

UFC: Unidade formadora de colénia. *Média aritmética das replicatas. ** Média aritmética e erro padrao das replicatas.
Nota: letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias obtidas através do teste de TUKEY.
GEL= gelatina; GLU= gluten, AMM= amido de mandioca modificado, SORB= sorbato de potassio.
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Juntamente com a contagem das unidades formadoras de colénia (UFC)
por placa, foi realizada a medida do halo de inibicdo formado ao redor do filme.
Pelo fato desse halo nao ter sido formado de maneira homogénea, foi medido
como a menor distancia entre o filme e a UFC mais proxima. Pode-se observar
(Tabela 4.34) que o halo variou de 0 a 3,66 mm. Nao foi observada diferenca
significativa (p<0,05) entre o filme controle (sem sorbato de potassio) e os
adicionados de sorbato (2 e 4%) para os filmes AMM/GEL e AMM/GEL/GLU
quanto o didmetro do halo. A adigdo de 4% de sorbato no filme GLU/GEL
promoveu um aumento significativo no diametro do halo em relacdo ao filme

controle, porém nao em relagdo ao adicionado de 2% do agente antimicrobiano.

Pela Figura 4.26, pode-se visualizar o efeito inibitério promovido pela adicéo
de sorbato de potassio nos filmes, principalmente em GLU/GEL e AMM/GEL e em
menor intensidade para o AMM/GEL/GLU. Ha crescimento de fungos sobre a
superficie dos filmes controles em todos os casos, ndo sendo este efeito
observado nos filmes com sorbato. E possivel visualizar nitidamente a reducéo do
crescimento do fungo Eurotium chevalieri com a adigédo de sorbato por meio da

formagao do halo
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Figura 4.26. Avaliagdo da sensibilidade microbiana aos diferentes filmes ativos em

presenga de Eurotium chevalieri, pela técnica da difusdo em agar.

A Tabela 4.35 apresenta o perfil microbiolégico da eficiéncia dos filmes
ativos em relagcdo ao fungo Eurotium amstelodami. Pode-se observar que nao
houve diferenga significativa (p<0,05) quanto o numero de unidades formadoras
de colbnias (UFC) com a adigdo de sorbato de potassio em nenhuma

concentracao, assim como no tipo de filme utilizado.
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Tabela 4.35. Perfil microbiolégico da eficiéncia dos filmes ativos pelo teste de

difusdo em placa para Eurotium amstelodami.

Filmes UFC/ mL* Diametro da zona de
inibicao (mm)**

AMM/GEL (1:4) 1,80 x 10%° 0°

AMM/GEL (1:4) + 2% SORB 1,20 x 1022 1,33+0,18°
AMM/GEL (1:4) + 4% SORB 1,20 x 10%? 8,33+0,83°
GLU/GEL (1:4) 1,50 x 10?2 0°

GLU/GEL (1:4) + 2% SORB 1,50 x 1022 1,33+0,17°
GLU/GEL (1:4) + 4% SORB 1,30 x 10%° 7,00 £ 1,25 %
AMM/GLU/GEL (1:1:1) 1,60 x 1022 0°

AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 2% SORB 1,40 x 10%° 2,33+0,44"
AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 4% SORB 1,30 x 10%° 3,33 £ 0,44

UFC: Unidade formadora de col6nia. *Média aritmética das replicatas. ** Média aritmética e erro padréo das
replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias obtidas por do
teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, AMM= amido de mandioca modificado, SORB= sorbato de
potéassio.

Por outro lado, a adicao de sorbato de potassio provocou um aumento
significativo (p<0,05) no halo de inibigdo formado. Tanto para o filme de AMM/GEL
como para GLU/GEL, esse aumento (de 2 para 4%) causou uma elevagao
significativa (p<0,05) no halo de inibicdo. No caso do filme com os trés
biopolimeros (AMM/GLU/GEL), ndo promoveu diferencga significativa (p<0,05) no
tamanho do halo. A adicdo de 2% de sorbato ndo causou diferenca significativa

em relagdo ao controle para todos os filmes estudados.

Na Figura 4.27, € possivel visualizar o aumento do halo de inibigdo com a
adicado crescente de sorbato de potassio em todos os filmes estudados. No filme
controle (sem agente antimicrobiano), observa-se crescimento do fungo por toda
extensao da placa e por toda superficie dos filmes. Os fiimes de AMM/GEL e

GLU/GEL, ambos com 4% de sorbato, apresentaram maior halo de inibig&o.
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Figura 4.27. Avaliacdo da sensibilidade microbiana ante os diferentes filmes ativos em
presencga de Eurotium amstelodami, pela técnica da difusdo em agar.

A Tabela 4.36 indica o efeito dos filmes ativos desenvolvidos sobre o
crescimento de Wallemia sebii. A adicéo de 2% de sorbato de potassio promoveu
uma reducéo significativa (p<0,05) no crescimento de Wallemia sebii para o filme
de AMM/GEL e AMM/GLU/GEL em relagdo ao controle, porém o aumento da
concentracdo de 2 para 4% nesse filmes ndo causou diferenga na inibicdo do
crescimento do fungo quanto as unidades formadoras de colbnia. A incorporagao
de sorbato de potassio diminuiu o nimero de unidades formadoras de col6nia de
Wallemia sebii para o filme de GLU/GEL, sendo essa inibicdo potencializada com

a elevacao da concentracao de sorbato de 2 para 4%.
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Tabela 4.36. Perfil microbiolégico da eficiéncia dos filmes ativos pelo teste de

difusdo em placa para Wallemia sebii.

Filmes UFC/mL* Diametro da zona de
inibicao (mm)**

AMM/GEL (1:4) 3,72 x 1032 0°

AMM/GEL (1:4) + 2% SORB 2,82 x 10%° 1,33+0,19"
AMM/GEL (1:4) + 4% SORB 2,93 x 10%%° 3,67 + 0,51 2
GLU/GEL (1:4) 3,76 x 1032 0°

GLU/GEL (1:4) + 2% SORB 2,52 x 103¢ 4,67 +0,83 %
GLU/GEL (1:4) + 4% SORB 2,10 x 10%° 5,67 +1,01°
AMM/GLU/GEL (1:1:1) 3,74 x 1032 0°

AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 2% SORB 2,59 x 10% 1,33+0,19
AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 4% SORB 2,55 x 10%¢ 1,66 + 0,19 *°

UFC: Unidade formadora de col6nia. *“Média aritmética das replicatas. ** Média aritmética e erro padréo das
replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenga significativa (p<0,05) entre as médias obtidas pelo
teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, AMM= amido de mandioca modificado, SORB= sorbato de
potéassio.

O halo de inibigdo formado variou de 0 a 5,67 mm, sendo maior para o filme
de GLU/GEL (1:4) contendo 4% de sorbato, o qual também apresentou menos
unidades formadoras de coldnia (2,1 x 10° UFC/mL). A adigdo de sorbato em
ambas as concentragdes nado causou diferencga significativa (p<0,05) nos filmes de
AMM/GEL e AMM/GLU/GEL com relagdo ao controle. Foi observada diferenca
significativa (p<0,05) no diametro do halo de inibicdo com a adicdo de sorbato de
potassio para os fiimes de GLU/GEL, porém a elevagdo da concentragdo de

sorbato de 2 para 4% néo interferiu no tamanho do halo.

Pela fotografia da Figura 4.28, é possivel visualizar o crescimento de
Wallemia sebii por toda a extensao da placa, inclusive sobre a superficie do filme
controle. A adicdo de sorbato de potassio provocou a formacdo de um halo de
inibicdo na placa, sendo maior na maior concentragcéo utilizada (4%). O filme de

GLU/GEL com 4% de sorbato de potassio apresentou maior halo de inibigao.
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Figura 4.28. Avaliagdo da sensibilidade microbiana frente aos diferentes filmes ativos em

presenca de Wallemia sebii pela técnica da difusdo em agar.

A Tabela 4.37 apresenta o efeito dos filmes ativos sobre o fungo Penicillium
raistrickii. A adicdo de sorbato de potassio em ambas as concentragdes (2 e 4%)
nao provocou diferenga significativa nos filmes de AMM/GLU/GEL. Nos de
AMM/GEL (1:4), a adicdo provocou uma redugao significativa (p<0,05) no numero
de unidades formadoras de colbnias, porém o aumento de 2 para 4% nao causou
diferenca nessa reducao. Comportamento semelhante ocorreu com o filme de
GLU/GEL, no qual a elevagao da concentracao de sorbato de 2 para 4% néao

interferiu na redugao do crescimento do fungo.
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Tabela 4.37. Perfil microbiolégico da eficiéncia dos filmes ativos pelo teste de

difusdo em placa para Penicillium raistrickii.

Filmes UFC/mL* Diametro da zona de
inibicao (mm)**
AMM/GEL (1:4) 5,40 x 10%2° 0°
AMM/GEL (1:4) + 2% SORB 3,70 x 102° 0°
AMM/GEL (1:4) + 4% SORB 3,30 x 102° 2,33+0,18°
GLU/GEL (1:4) 5,50 x 1022 0°
GLU/GEL (1:4) + 2% SORB 4,50 x 10?2 0°
GLU/GEL (1:4) + 4% SORB 4,10 x 10%"° 2,66 +0,51°
AMM/GLU/GEL (1:1:1) 5,40 x 10%2° 0°
AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 2% SORB 5,10 x 10%2° 0°
AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 4% SORB 5,30 x 1022 0°

UFC: Unidade formadora de col6nia. *“Média aritmética das replicatas. ** Média aritmética e erro padréo das
replicatas. Nota: letras diferentes representam diferenga significativa (p<0,05) entre as médias obtidas pelo
teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, AMM= amido de mandioca modificado, SORB= sorbato de
potéassio.

O halo de inibicao formado variou de 0 a 2,66 mm. Os unicos filmes ativos
que apresentaram a formagao de halo de inibicdo foram AMM/GEL e GLU/GEL,
ambos com 4% de sorbato de potassio. Nao foi observada diferenca significativa

entre o tamanho dos halos dos dois filmes.

A Figura 4.29 apresenta a formacédo do halo de inibigdo, principalmente
para os filmes de GLU/GEL e AMM/GEL, ambos com 4% de sorbato. Os filmes
controles (sem a adi¢do de sorbato) apresentaram crescimento em toda extensao
da placa, independentemente do tipo de filme. A adicdo de 2% n&o induziu a

formagao do halo de inibigdo, porém diminuiu o crescimento sobre a superficie.
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Figura 4.29. Avaliacdo da sensibilidade microbiana ante os diferentes filmes ativos em

presencga de Penicillium raistrickii pela técnica da difusdo em agar.

A Tabela 4.38 apresenta resultados do efeito dos filmes ativos
desenvolvidos sobre o crescimento de Cladosporium sp. A adigdo de sorbato de
potassio gerou reducgéao significativa (p<0,05) no crescimento de Cladosporium sp
para todos os filmes, sendo maior para o de GLU/GEL. A elevagdao da
concentracdo de sorbato de potassio de 2 para 4%, gerou uma reducao
significativa (p<0,05) no crescimento de Cladosporium sp para o filme de
AMM/GLU/GEL. O mesmo comportamento nao foi observado para os demais
filmes (AMM/GEL e GLU/GEL), em que o aumento da concentragdo do agente

antimicrobino (2 para 4%) ndo causou redug¢ao no crescimento.
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Tabela 4.38. Perfil microbiolégico da eficiéncia dos filmes ativos pelo teste de

difusdo em placa para Cladosporium sp.

Filmes UFC/mL* Diametro da zona de
inibicao (mm)**

AMM/GEL (1:4) 2,15x 1032 0°

AMM/GEL (1:4) + 2% SORB 1,52 x 10°® 8,33 +0,39 °
AMM/GEL (1:4) + 4% SORB 1,49 x 103 9,33+0,14°
GLU/GEL (1:4) 2,10 x 1032 0°

GLU/GEL (1:4) + 2% SORB 1,05 x 10%° 4,33+0,54°
GLU/GEL (1:4) + 4% SORB 1,02 x 10°° 8,67 + 0,39 °
AMM/GLU/GEL (1:1:1) 2,10 x 1032 0°

AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 2% SORB 1,41 x 10%° 2,33+0,14 >
AMM/GLU/GEL (1:1:1) + 4% SORB 1,20 x 10°¢ 1,66 + 0,14

UFC: Unidade formadora de colbnia. *Média aritmética das replicatas. ** Média aritmética e erro padrao das replicatas.
Nota: letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre as médias obtidas por meio do teste de TUKEY.
GEL= gelatina; GLU= gluten, AMM= amido de mandioca modificado, SORB= sorbato de potassio.

O halo de inibigdo formado variou de 0 a 9,33 mm, sendo maior para o filme
de AMM/GEL contendo 4% de sorbato. A adicdo de sorbato em ambas as
concentragdes (2 e 4%) néo causou diferenca significativa (p<0,05) nos filmes de
AMM/GLU/GEL, quanto ao tamanho do halo. A adicdo de 2% de sorbato provocou
um aumento significativo (p<0,05) nos filmes de AMM/GEL quanto ao tamanho do
halo, porém o aumento na concentracéo do agente antimicrobino (2 para 4%) néo
alterou de maneira significativa o tamanho do halo. O mesmo comportamento nao
foi observado para o fiime de GLU/GEL, o qual o aumento da concentragdo de
sorbato provocou um aumento significativo (p<0,05) no tamanho do halo.

Na Figura 4.30, é possivel visualizar o crescimento de Cladosporium sp por
toda a extensao da placa, inclusive sobre a superficie do filme controle. A adi¢cao
de sorbato de potassio provocou a formacdo de um halo de inibicdo na placa,
sendo maior na maior concentragao de sorbato utilizada (4%), principalmente para
o filme de GLU/GEL.
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CONTROLE

AMM/GEL/GLU

GLU/GEL | |

]
k

Figura 4.30. Avaliacdo da sensibilidade microbiana ante os diferentes filmes ativos em

presencga de Cladosporium sp. pela técnica da difusdo em agar.

Varios autores avaliaram a eficiéncia de filmes ativos contra
microorganismos por meio do teste de difusdo em halo. Pranoto; Rakshit e
Salokhe (2005) estudaram a atividade antimicrobiana de filmes de quitosana
incorporados de nisina e sorbato de potassio contra Escherichia coli;
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium; L. monocytogenes e Bacillus
cereus. Os autores observaram a formacdo de halo apenas nos testes com
Staphylococcus aureus; L. monocytogenes e Bacillus cereus. Somente o filme
confeccionado com nisina apresentou diferenga significativa no tamanho do halo
com o aumento de concentragdo do agente antibactericida. Chen, Yeh e Chiang
(1996) avaliaram a atividade de filmes de metilcelulose e quitosana contendo
benzoato de sddio ou sorbato de potassio, onde observaram em todos os filmes

desenvolvidos a formagao de zonas de inibicdo representativas.
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Em estudo realizado por Pereira et al. (2006), filmes antimicrobianos
laminados, incorporados com natamicina, foram avaliados quanto a eficiéncia
antimicrobiana. Os autores observaram a formag¢do de halos de inibicdo em
presenca de Penicillium roqueforti, Aspergillus niger e Penicillium sp, mostrando
que existiu eficiéncia antimicrobiana dos filmes testados. A elevacdo da
concentragdo de natamicina proporcionou aumento da atividade antimicrobiana do
filme, provocando maior liberacdo do antifungico para o meio de cultura. O
Penicillium roqueforti apresentou maior susceptibilidade a agédo da natamicina que
os Aspergillus niger e Penicillium sp. Limjaroen et al. (2003) desenvolveram filmes
de cloreto de polivinilideno incorporados de diversos agentes antimicrobianos
(lactoferrina, diacetato de sdédio, nisina, sorbato de potassio e acido sorbico) e
verificaram sua atividade pelo teste de difusdo em halo contra L. monocytogenes.
Os autores nao observaram atividade antimicrobiana para os filmes contendo
lactoferrina e diacetato de sdodio, que nao apresentaram halo de inibicdo. A
elevagdo da concentragcédo de nisina (2 para 2,5p/v) e acido sorbico (1,5 para 2%
p/v) no filme aumentou o didmetro do halo de inibi¢do. Os filmes contendo sorbato
de potassio (1; 2 e 3%) apresentaram zona de inibigdo, porém nao diferiram entre
Si.

O teste de difusdo em halo tem como objetivo verificar a eficiéncia dos
filmes ativos ante um microorganismo alvo, neste caso, cinco espécies de fungos.
Com base nos resultados obtidos por meio desse teste, o fiime com maior

eficiéncia antimicrobiana foi o GLU/GEL com 2% de sorbato.

4.7 Aplicacao de biofilmes ativos em fatias de pao-de-forma

Com base nos resultados de caracterizagao fisica e do perfil microbiolégico,
os filmes de GLU/GEL 1:4, sem e com 2% de sorbato foram selecionados para
avaliar seu potencial de uso como embalagem ativa no acondicionamento de pao

de forma.
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As fatias de pao de forma, justapostas, foram intercaladas com os filmes
(fatia/filme/fatia/filme/fatia) (Figura 3.1), colocadas em sacos de polietileno de
baixa densidade (PEBD) e seladas. A amostra controle consistiu no mesmo
conteudo, mas sem o biofilme entre as fatias. Foram realizadas as seguintes
determinagdes: perda de peso; textura; umidade, atividade de agua, andlise
microbiolégica e extragdo e quantificagcdo de sorbato de potassio. As analises
foram realizadas no 1°; 4° e 7° dia de armazenamento a 25°C e umidade relativa
de 63%.

4.7.1 Perda de peso

A Tabela 4.39 apresenta a perda de peso das fatias para os trés

tratamentos estudados.

Tabela 4.39. Perda de peso de fatias de pao-de-forma acondicionadas, durante o

armazenamento.
DIAS PEBD GLU/GEL 1:4 GLU/GEL 1:4 + 2% SORB
Perda de Peso (g)*
1° 4594 £ 0,25 49,45 £ 0,30* 50,63 +0,41**
4° 4570+ 0,24°®® 49,16 £ 0,31* 50,35 + 0,42%*
7° 4550 + 0,25 48,76 + 0,297 50,14 + 0,42%*

*Média aritmética e erro padrao das replicatas. Nota: letras diferentes na mesma linha representam diferenca
significativa (p<0,05) entre as médias obtidas na mesma amostra, enquanto letras diferentes na mesma
coluna representam diferenga significativa (p<0,05) entre médias obtidas de diferentes amostras, por meio do
teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, SORB= sorbato de potassio, PEBD= polietileno de baixa
densidade.

N&o foi observada diferenga significativa (p< 0,05) quanto a perda de peso
entre os tratamentos isolados durante o tempo de armazenamento (7 dias). Em
contrapartida, foi observada diferenga significativa (p< 0,05) entre as amostras, ou
seja, as fatias embaladas com filmes em seu interior apresentaram maiores pesos
em sua embalagem final quando comparadas as fatias embaladas apenas com o

saco de polietileno. Esta diferenca, provavelmente, foi causada pelo acréscimo
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promovido pela inclusdo de filmes no interior da embalagem e nao propriamente

dito pela alteracdo do peso das fatias durante o armazenamento.

4.7.2 Textura dos paes

Conforme pode ser observado na Tabela 4.40, os valores de forca de
compressao dos paes variaram de 220,10 a 225,91 gf (no 1° dia); 433,58 a 480,27
gf (no 4° dia) e 626,80 a 726,97 gf (no 7° dia). Durante o decorrer do tempo de
vida de prateleira (1° para 7° dia), houve um aumento na forga de compresséo (gf)
de 285; 315 e 321% para os tratamentos, PEBD, GEL/GLU 1:4 e GLU/GEL 1:4 + 2
SORB, respectivamente. Esse aumento na forca de compressao dos paes durante
0 armazenamento ocorreu devido ao processo de retrogradagao do amido, que faz
com que as moléculas de amido comecem a perder para o meio ambiente a agua
que haviam absorvido durante a formagado da massa. Segundo Bobbio e Bobbio
(2001), o aumento de firmeza de paes durante o armazenamento é atribuido,

quase que exclusivamente, a retrogradacéo do amido.

Tabela 4.40. Firmeza das fatias de paes-de-forma acondicionadas, durante o

armazenamento.
DIAS PEBD GLU/GEL 1:4 GLU/GEL 1:4 +
2% SORB
Firmeza (gf)*
1° 220,10 + 1,85 228,88 + 1,35% 225,91 + 1,26%°
4° 433,58 + 1,95 461,45 + 1,14 480,27 + 1,89
7° 626,80 + 1,65°C 719,32 + 1,61%®° 726,97 + 2,36

*Média aritmética e erro padrao das replicatas. Nota: letras diferentes na mesma linha representam diferenga
significativa (p<0,05) entre as médias obtidas na mesma amostra, enquanto letras diferentes na mesma
coluna representam diferenga significativa (p<0,05) entre médias obtidas de diferentes amostras, por meio do
teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, SORB= sorbato de potassio, PEBD= polietileno de baixa
densidade.

No 4° e 7° dia de andlise, a alteragdo no tipo de tratamento (fatias

embaladas sem ou com filmes, bem como o tipo de filme utilizado) gerou uma
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diferenca significativa (p<0,05) no perfil de textura das fatias. De modo geral, os
tratamentos nos quais foi observada maior forca de compressao das fatias foram
GLU/GEL 1:4 + 2 SORB; GEL/GLU 1:4 e PEBD, respectivamente. Os filmes que
foram adicionados entre as fatias sdo elaborados com substancias de natureza
hidrofilica, ou seja, possuem alta afinidade pela agua. Assim, provavelmente, esse
aumento ocorreu em virtude da perda de umidade das fatias para o filme e para o
meio ambiente, potencializando o aumento de sua rigidez. Isso é confirmado pela
variagao das caracteristicas fisicas dos filmes que se apresentavam mais

plastificados e pegajosos chegando a aderir e envolver as fatias.

4.7.3 Conteudo de umidade

O conteudo de umidade das fatias de pdo de forma durante o
armazenamento esta apresentado na Tabela 4.41. E possivel observar que os
valores de umidade variaram de 28,74 a 33,60% durante o armazenamento. Os
resultados de umidade observados, neste estudo, estdo de acordo com valores
informados na literatura, e que se situam proximos a 30% (ESTELLER; LANNES,
2005).

Tabela 4.41. Conteudo de umidade das fatias de paes-de-forma acondicionadas,

durante o armazenamento.

DIAS PEBD GLU/GEL 1:4 GLU/GEL 1:4 + 2%
SORB
Umidade (%)*
1° 33,60 £ 0,50 32,54 + 0,37%° 30,60 + 0,47%°
4° 32,55+ 0,412* 30,59 + 0,45"° 29,07 £ 0,51%®
7° 32,28 + 0,172 30,27 + 0,32"® 28,74 £ 0,51

*Média aritmética e erro padrao das replicatas. Nota: letras diferentes na mesma linha representam diferenca
significativa (p<0,05) entre as médias obtidas na mesma amostra, enquanto letras diferentes na mesma
coluna representam diferenga significativa (p<0,05) entre médias obtidas de diferentes amostras, por meio do
teste de TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, SORB= sorbato de potassio, PEBD= polietileno de baixa
densidade.
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Para as fatias embaladas em sacos de polietiieno sem filmes e para as
embaladas com filme de GLU/GEL 1:4 contendo 2% de sorbato, n&o foi observada
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05), durante o periodo de
armagenagem. O unico ensaio que registrou reducao significativa, do 1° para o 4°
dia, foi o com GLU/GEL 1:4. Essa tendéncia de perda de umidade provoca o
endurecimento das fatias e explica os resultados observados na analise de textura
(item 4.7.2). Segundo Labuza e Hyman (1998), a migracdo de umidade, em um
alimento, vai ocorrer continuamente, de uma regidao para outra, como forma de

equilibrio dindmico entre os componentes e 0 meio.

Comparando-se o efeito do tipo de armazenamento na umidade, € possivel
observar que as fatias em que ndo se usaram os filmes intercalados apresentaram
maior teor de umidade quando comparados as fatias com filmes. No primeiro e
quarto dia (Tabela 4.41), houve uma reducgao significativa no teor de umidade das
fatias sem filmes quando comparadas a dos filmes de GLU/GEL 1:4 com 2% de
sorbato. No sétimo dia, essa diferenca se estendeu também para o

armazenamento com o filme sem sorbato.

Segundo Esteller e Yoshimoto (2004), o envelhecimento do pdo néo esta
relacionado a perda de umidade da massa. Um pao analisado apds 5 dias
(armazenado em “condi¢cdes apropriadas”) possuiria a mesma umidade que um
pao “fresco”, embora apresentasse ao paladar a sensacdo de estar mais seco,
detectado em analise de textura.

Soares et al. (2002) desenvolveram filmes ativos de acetato de celulose que
foram submetidos a ensaios iguais aos usados neste trabalho. Observaram que,
durante o periodo de estocagem (14 dias), o conteudo de umidade inicial de
32,5% atingiu 36% no ultimo dia. Os autores justificaram esse comportamento em

funcdo da permeabilidade ao vapor de agua da embalagem.
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4.7.4 Atividade de agua

A Tabela 4.42 apresenta a variagdo do valor da atividade de agua das fatias
de paes de forma durante o periodo de armazenamento. Os valores obtidos estao

de acordo com os observados na literatura (SOARES et al., 2002).

Tabela 4.42. Valores de atividade de &agua das fatias de péaes-de-forma

acondicionadas, durante o armazenamento.

DIAS PEBD GLU/GEL 1:4 GLU/GEL 1:4 + 2%
SORB
Atividade de agua (ay)*
1° 0,97 + 0,00* 0,95 + 0,017 0,94 + 0,00%°
4° 0,96 + 0,00 0,94 +0,01°* 0,94 + 0,00*
7° 0,94 + 0,00 0,94 + 0,00 0,92 + 0,00

*Média aritmética e erro padrao das replicatas. Nota: letras diferentes na mesma linha representam diferenca
significativa (p<0,05) entre as médias obtidas na mesma amostra, enquanto letras diferentes na mesma
coluna representam diferenga significativa (p<0,05) entre médias obtidas de diferentes amostras, por meio do
teste TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gliten, SORB= sorbato de potassio, PEBD= polietileno de baixa
densidade.

O uso de filmes de GLU/GEL 1:4, assim como apenas a embalagem de
polietileno, provocou uma reducgéao significativa (p<0,05) na atividade de agua das
fatias durante o periodo de armazenamento, principalmente do 1° para o 4°dia,
nao apresentando diferengca do 4° para o 7° dia. Essa diferenga (do 4° para o 7°
dia) so foi observada para as fatias embaladas com filme ativo (GLU/GEL 1:4 + 2%

SORB).

A alteragdo no tipo de embalagem utilizada provocou uma diferencga
significativa (p<0,05) na atividade de agua no 1° e 7° dia. No primeiro dia, foi mais
intensa, sendo observada atividade de agua de 0,97; 0,95 e 0,94 para os
tratamentos de PEBD, GLU/GEL 14 e GLU/GEL 14 + 2% SORB,
respectivamente. Ja, no 7° dia foi observada diferenca apenas entre os
tratamentos de PEBD e GLU/GEL + 2% SORB e GLU/GEL e GLU/GEL + 2%
SORB. A reducao na atividade de agua das fatias ocorreu em razdo da migragao
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de agua das fatias para os filmes, como também para o ambiente de estocagem.
Soares et al. (2002), no estudo ja mencionado anteriormente, observaram o
mesmo fendmeno de reducgao de 0,95 para 0,92.

Mesmo com a reducado da atividade de agua durante o periodo de 7 dias,
esse indice ainda permaneceu alto, independentemente do tipo de tratamento
utilizado, propiciando o crescimento de microorganismos. Segundo Taniwaki e
Silva (2001), a atividade de agua é um fator dominante no controle da deteriorac&o
dos alimentos, pois o crescimento dos microorganismos € absolutamente
dependente da disponibilidade de agua livre. Assim, quanto menor for a atividade
de agua, menor sera o numero de grupos microbianos capazes de crescer nesse
produto e menor sera sua velocidade de multiplicacado, retardando a deterioracao.
Adambounou et al. (1983) relata que o valor 6timo de atividade de agua para o

crescimento de microrganismos encontra-se entre 0,92 e 0,99.

4.7.5 Analise microbioldgica

Um dos fatores limitantes na vida de prateleira de muitos produtos € o
crescimento microbiano. Pela Figura 4.31, é possivel visualizar as fatias de paes
de forma acondicionadas em trés tipos embalagem (PEBD; GLU/GEL (1:4) e
GLU/GEL (1:4) + 2 SORB) no 1°; 4°; 7° e 9° dia de armazenamento. Ao atingir o
9° dia, observou-se o aparecimento visivel de fungos em todos os tratamentos,

sendo entdo, encerrado o experimento.

175



Resultados e Discussao

Figura 4.31. Aspecto das fatias de pdes de forma acondicionados, durante a vida de

prateleira.
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Segunda a legislacao vigelente RDC 12 (ANVISA, 2001), atualmente, néo
existe limite para contagem de bolor e levedura em pao. Entretanto, baseada na
legislac&o anterior a Portaria 451 (ANVISA, 1997), o limite de toleréncia para paes
¢ 5 x 10° UFC/g de bolores e leveduras. Os resultados das analises
microbiolégicas (Tabela 4.43), obtidos no tempo inicial (1°dia) para todos os
tratamentos e no 4° dia para o tratamento PEBD e GLU/GEL 1:4 + 2% SORB,
apresentam-se dentro dos padrbes da legislagdo vigente. No 7° dia, para todos os
tratamentos, a contagem obtida de bolores e leveduras foi superior ao limite de

tolerancia permitido.

Tabela 4.43. Contagem total de bolores e leveduras em fatias de paes-de-forma

acondicionadas, durante o armazenamento.

DIAS PEBD GLU/GEL 1:4 GLU/GEL 1:4 + 2%
SORB

Contagem de bolores e leveduras (UFC/g)*

1° 1x10° 1x10° 1x10°A
4° 4,57 x 10%°A 9,33 x 10° ** 1,54 x 10% B
7° 5,24 x 10° @ 6,02 x 10° @A 9,12 x 10* @

*Média aritmética das replicatas. Nota: letras diferentes na mesma linha representam diferenga significativa
(p<0,05) entre as médias obtidas na mesma amostra, enquanto letras diferentes na mesma coluna
representam diferencga significativa (p<0,05) entre médias obtidas de diferentes amostras, por meio do teste
TUKEY. GEL= gelatina; GLU= gluten, SORB= sorbato de potassio, PEBD= polietileno de baixa densidade.
Durante os sete dias de monitoramento, foi observado (Tabela 4.43) um
aumento significativo (p<0,05) no numero de unidades formadoras de colénias
(UFC/g), para os tratamentos de PEBD e GLU/GEL 1:4. Para o tratamento
GLU/GEL 1:4 + 2% SORB, n&o foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre

o 1e4°dia.

O aumento do tempo de armazenamento provocou uma elevagdo na
contagem de bolores e leveduras dos paes, sendo maior no ultimo dia de analise
(7° dia), porém nao diferindo (p<0,05) entre si com relagédo ao tipo de tratamento
utilizado. O unico dia em que foi observada diferenga significativa foi no 4° dia,
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quando o tratamento GLU/GEL 1:4 + 2% SORB apresentou uma redugao no
numero de bolores e leveduras quando comparado aos demais.

Soares et al. (2002) estudaram o efeito do sorbato de potassio em filmes de
acetato de celulose em retardar o crescimento microbiano de paes. Os autores
observaram crescimento inicial de 4 log UFC/g e, ao final de 14 dias, um
crescimento em torno de 7 log UFC/g. Os filmes elaborados com 4% de sorbato
de potassio tiveram um desempenho um pouco melhor que os demais. Nao foi
possivel verificar se o resultado observado no uso de filmes com 4% de sorbato foi
significativamente melhor que os demais, pois os autores nao fizeram anadlise
estatistica dos dados. Porém, pelo aspecto visual foi possivel observar uma
inibicdo do crescimento de bolores com o uso dos filmes ativos.

Apesar do filme de GLU/GEL + 2% SORB ter se mostrado eficiente no
ensaio de difusdo em halo, ao ser usado no acondicionamento de paes de forma
nao apresentou o mesmo desempenho. Isso provavelmente ocorreu em virtude
das variaveis adicionais envolvidas na etapa de acondicionamento, as quais nao
estavam presentes no teste de difusdo em halo, tais como: manipulagdo do
padeiro, contaminagdo das matérias-primas utilizadas e do préprio ambiente de
preparo e acondicionamento, variagao de temperatura durante a vida de prateleira,

diversidade de microbiota presente no péo, etc.

4.7.6 Extracao e quantificacao de sorbato de potassio

Na Tabela 4.44, é possivel observar a quantidade de sorbato de potassio
liberada em 45 g de pao de forma. Segundo a resolucéo n°4 (ANVISA, 1988), a
quantidade de sorbato permitida em produtos de panificagdo € de 0,1%
(sorbato/100g), ou seja, € permitido 0,045 g de sorbato de potassio em 45 g de

pao.
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Tabela 4. 44. Quantificacdo de sorbato de potassio em 45 g de pao de forma,

durante o armazenamento.

DIAS GLU/GEL 1:4 + 2% SORB

Gramas de sorbato de potassio/45g de pao de forma

1° 0,000585 + 0,000001 ©
4° 0,004027 + 0,000005 °
7° 0,045225 + 0,00010 °

*Média aritmética e erro padrdo das replicatas. Nota: letras diferentes representam diferencga significativa
(p<0,05) entre as médias obtidas na mesma amostra, por meio do teste TUKEY. GEL= gelatina; GLU=
gluten, SORB= sorbato de potassio.

A quantidade de sorbato de potassio presente na embalagem (45 Q)
apresentou um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) durante a vida de
prateleira, variando de 0,000585; 0,004027 e 0,045225, no 1°, 4° e 7° dia de
armazenamento, respectivamente. Assim, a quantidade de sorbato liberada no 7°
dia chegou ao limite permitido pela legislagao.

Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que, apesar dos
filmes ativos terem apresentado um bom desempenho no teste de difusdo, ao
serem aplicados no produto, mesmo liberando a maxima concentragcado permitida

na legislacéo, ndo propiciaram extensao na vida de prateleira.
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5.0 Conclusoes

A metodologia desenvolvida neste trabalho de pesquisa permitiu a
elaboragdo e a caracterizacdo de filmes compostos ativos, bem como sua

aplicagao no acondicionamento de paes-de-férma.

A seguir, sdo apresentadas as principais conclusdes envolvendo essas

caracteristicas.

1. Entre os biofilmes simples de gelatina desenvolvidos, o elaborado com 10 g de
gelatina e 5% de glicerol apresentou menores valores de permeabilidade ao vapor

de agua (5,38 gmm/m?diakPa) e maior de resisténcia a tragdo (90,73 MPa).

2. Utilizando a metodologia de superficie de resposta, foi possivel selecionar a
formulacdo formadora de filme simples a base de gluten elaborada com 5 g desse
biopolimero, 32,5 mL de etanol/100mL de solugao, pH 5 e 20% glicerol, para as
etapas posteriores, que apresentou facilidade de elaboracdo e melhores

propriedades de barreiras que as demais.

3. Os filmes compostos selecionados em relagdo a permeabilidade ao vapor de
agua e resisténcia a tracdo foram: (i) GLU/GEL 1:4 (4,46 gmm/m?diakPa e 34,11
MPa); (i) AMM/GEL 1:4 (4,98 gmm/m?diakPa e 158,62 MPa); (iii) AMC/GEL 1:4
(4,30 gmm/m°diakPa e 87,88 MPa) e (iv) AMM/GEL/GLU 1:1:1 (3,09
gmm/m?diakPa e 76,35 MPa).

4. Os fungos isolados e identificados no pédo de forma foram: (i) Eurotium
chevalieri; (i) Eurotium amstelodami; (iii) Wallemia sebii, (iv) Penicillium raistrickii e

(v) Cladosporium sp.
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5. Os filmes ativos elaborados com 2 e 4% (p/v) de sorbato de potassio em
solugdo mostraram-se manuseaveis e visivelmente homogéneos. A adicdo de
sorbato de potassio provocou aumento na permeabilidade ao vapor de agua, na
solubilidade em agua e na porcentagem de elongacdo e uma reducdo na
resisténcia a tracdo de todos os filmes compostos. A adicdo de sorbato de

potassio ndo provocou alteragdo na permeabilidade ao oxigénio dos filmes.

6. As superficies dos filmes compostos ativos desenvolvidos mostraram-se lisas e
homogéneas, com excec¢ao dos filmes de GLU/GEL e AMM/GLU/GEL, ambos com
4% de sorbato de potassio. A secgao transversal apresentou-se compacta, com a
presenca de estrias. O filme de AMM/GLU/GEL com 4% de sorbato revelou uma

seccgao transversal irregular e descontinua.

7. O filme que apresentou maior eficiéncia na redugdo do crescimento dos fungos
isolados foi: GLU/GEL com 2% de sorbato.

8. A aplicacdo do filme GLU/GEL 1:4 sem e com 2% de sorbato — intercalados
entre as fatias de pao justapostas e colocadas em sacos de polietileno de baixa
densidade (PEBD) — provocou um aumento da dureza (gf); diminuicdo da
umidade e atividade de agua, quando comparado ao controle (apenas PEBD). No
ultimo dia de verificagdo (7° dia), a analise microbioldégica (contagem total de
bolores e leveduras) extrapolou o limite maximo permitido para todas as
aplicagoes. Portanto, estes filmes ndo foram eficientes na extensao da vida util do

produto.
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6.0 Sugestoes para trabalhos futuros

- Avaliar outros agentes antimicrobianos.

- Testar outros tipos de materiais poliméricos para avaliar a difusdo do agente

antimicrobiano.

- Estudar a aplicacao dos filmes ativos em outros alimentos.
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