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RESUMO

A producdo de filmes biodegradaveis baseados em recursos renovaveis,
fazendo uso de matrizes biopoliméricas de baixo custo, vem aumentando
consideravelmente. A pesquisa e o desenvolvimento de novos materiais neste
segmento possibilitam a substituicdo, ainda que parcial, dos plasticos sintéticos
derivados do petrdleo, além de agregar valor a residuos agroindustriais e commodities
agricolas. Os purés de frutas (ou polpa) representam uma alternativa viavel para a
obtencdo destas matrizes, podendo ser empregados a prépria fruta ou rejeitos
provenientes de seu processamento. Dentre os frutos adequados para este fim esta o
mamao papaia (Carica papaya), fartamente disponivel no pais. O Brasil € seu maior
produtor mundial e, devido a sua alta perecividade, € uma fonte rica de rejeitos
adequados a producao de polpas e ao processamento de filmes comestiveis. Embora
os filmes processados a partir de puré de frutas apresentem limitacdes mecanicas e
de permeabilidade, estas caracteristicas podem ser minimizadas pela formacédo de
compositos através da insercao de nanoestruturas de reforco e associacdo com outros
biopolimeros com caracteristicas filmogénicas. Assim, avaliar o uso de polpas de
mamao papaia, em adiantado estado de maturacao no processamento de filmes em
Sistema Mathis (no modo batelada) e o efeito da insercdo de estruturas de reforco,
foram os principais objetivos deste trabalho. Os filmes foram caracterizados quanto as
suas propriedades mecanicas, térmica, de permeabilidade, colorimétrica e
antimicrobiana. Os melhores resultados foram obtidos para as composi¢cdes em que
a pectina foi adiciona em 0,5 % (m/v), elevando a tensdo maxima de ruptura (Omax),
em 12 vezes quando comparada aos filmes de polpa sem aditivos (controle). A adi¢ao
de nanofibras de celulose e a nanoparticulas de quitosana também melhoraram Gmax,
mas em valores inferiores (6,2 e 5 vezes respectivamente). A insercdo da pectina
também foi favoravel na reducdo das taxas de permeabilidade (WVP) com valores
77,72 % inferiores aos filmes controle. Com relacdo as medidas colorimétricas, as
maiores alteracdes registradas foram para os filmes processados com os reforcos
(quitosana em conjunto com o glicerol), os quais resultaram em uma maior variagao
total de cor (AE). A presenca de nanoparticulas de quitosana também acelerou o
escurecimento superficial (IE). A adicdo de pectina nas formulagbes atuou
positivamente na preservacdo das caracteristicas colorimétricas iniciais. Os testes
antimicrobianos indicaram que a quitosana na forma de nanoparticulas inseridas na
matriz biopolimérica ndo apresentou atividade antimicrobiana. A polpa de mamao
papaia, na condicdo sobremadura, mostrou ser uma matéria-prima adequada ao
processamento de filmes comestiveis biodegradaveis e a adicdo de nanoreforcos e
de pectina necessarias para a melhoria das propriedades mecéanicas e de barreira e
para a preservacao das caracteristicas colorimétricas iniciais dos filmes.

Palavras-chave: filmes biodegradaveis; filmes comestiveis; nanoparticulas de
guitosana; pectina; nanofibras de celulose; processamento por batelada; Mathis.



ABSTRACT

The production of biodegradable films based on renewable low cost resources
has increased considerably. The research and development of new materials in this
segment make possible to replace, even still partially, the synthetic plastics derived
from petrol and to add value to agro-industrial waste and agricultural commodities. The
fruit purees (or pulp) represent an alternative for obtaining these low-cost arrays. It can
be obtained from the fruit itself or from its processing wastes. Amongst the suited fruits
for this purpose is the papaya (Carica papaya), largely available. Brazil is the largest
producer of this fruit and, due to its high perishability, is a rich source of waste material
for pulp and edible film processing. Although the films prepared from fruit puree lacks
in mechanical and permeability properties, such features may be minimized by the
addition of nanofillers associated to film forming biopolymers. Thus, the evaluation of
papaya puree, in over-ripe stage, as raw material for film processing using a Mathis
System (in batch mode) with reinforced nanostructure was the main aim of this study.
The films were characterized considering mechanical and thermal properties,
permeability, colorimetric and antimicrobial activity. The best results were recorded to
formulations in which the pectin was added at 0.5 % (w/v), increasing the maximum
fracture strength (omax), in 12 times when compared to neat puree films (control). The
insertion of cellulose nanofibers and chitosan nanoparticles also promoted a Omax
increasing, nevertheless in inferior proportion (6.2 and 5 times respectively). The
presence of pectin also was positive in reducing the permeability rates (WVP) with
values of 77.72 % lower than those measured to the control films. Concerning the
colorimetric properties, the films with filler additions (chitosan nanoparticles with
glycerol) suffered the greater color changes (AE). The addition of chitosan
nanoparticles also speed the surface browning index (Bl). Again the pectin acted
positively in preserving the original color characteristics. The antimicrobial essays
indicated that the chitosan in nanoparticle format inside the polymeric matrix did not
present any antimicrobial activity. The over-ripe papaya pulp showed to be a raw
material suitable for edible biodegradable film processing and the addition of
nanofillers and pectin necessary to improve the barrier and mechanical properties and
to preserve the original colorimetric features.

Keywords: biodegradable films; edible films; chitosan nanoparticles; pectin; cellulosic
nanofibers; batch mode; Mathis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Produto para revestimento de minimamente processados (NatureSeal)..........cccccvcveeennns 14
Figura 2 — Aplicagtes de filmes biodegrada@veis. ............ocei i 15
Figura 3 — Perdas mundiais de frutas € VEQETAIS ..........ceeiiiiiiiiiiiiie et 20
Figura 4 — Gelatinizacéo da quitosana e tripolifosfato de SOdio (TPP) .......cccoiiiieiiiiiniieniee e 23
Figura 5 — Estrutura idealizada da quitosana, sendo “n” o grau de polimerizagao.............ccccccocvveeene 25
Figura 6 — Estrutura quimica da CEIUIOSE...........coiiiiiiiie ittt 25
Figura 7 — Estrutura quimica da PECHING .......coiuiiiiiiiiii ettt b e 27
Figura 8 — Aspecto interno de amostra de mamao sobremaduro utilizado no preparo do puré .......... 30
Figura 9 - Etapas do preparo do pUré de Mama0 ...........uuuereieeiiiiiiiirireee e e siiieireer e e e e s ssnrerreeeeeeeessnneneeees 31
Figura 10 — Maquina Mathis — Sistema em Batelada ...........ccccoocciiiiiiiii e 37
Figura 11 — Maquinas de processamento MathiS ..........cuueeiieiiiiiiiiiiecc e 38
Figura 12 — Diagrama colorimétrico de acordo com o Sistema Cie/Lab..........cccccccoevviiivieereeeeniiccinnnenn, 41
Figura 13 — Distribuicdo de tamanhos de nanoparticulas de quitoSana............ccceeeviivieeeiiieeeeiiiieeeeenns 44
Figura 14 — Caracterizacio da morfologia das NAN0ESIUIUIaS .........ccceeuviiiiiiiiiieeee e 45
Figura 15 — Efeito da adigdo de nanoparticulas sobre a tensdo maxima de ruptura ..........cccccecveeeens 51
Figura 16 - Tensdo maxima na ruptura para filmes com quitosana e nanofibras............ccccceeviieeenns 53
Figura 17 — Tens&o méxima na ruptura para filmes com quitosana, nanofibras e pectina.................. 55
Figura 18 — Curvas de TG de todos os filmes avaliados e da quitosana pura (em pd)............cccuvvveenn. 57

Figura 19 — Curvas de TG de filmes com adi¢des de quitosana (ch) e da quitosana pura (em pg) .... 59

Figura 20 — Curvas de TG filmes com 15 % (d.b.) de puré de mamao em suas formulag@es............. 60
Figura 21 — Termogramas 08 DSC .......cooi ittt e et e e s aba e e s abb e e e e sbreeeeaaes 62
Figura 22 — Comparacéo das taxas de permeabilidade ao vapor de dgua (WVP) .......cccocvveeiiiiieennns 66
Figura 23 — Variac&o da coloragao total (AE) e dos indices de Escurecimento (IE) .........cccccovvvernnnnn. 69

Figura 24 — Agdo antimicrobiana (contra Staphylococcus aureus) da quitoSaNa............cocveeeeriieeeeanns 73



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Propriedades MECANICAS..........c.uuuiiiiiee et iiiiee e e e e s s st e e e e e s e st r e e e e e s e snanbeaeeeeeeeseannnrenneees 18
Tabela 2 — Composicdes das formulacdes filmogénicas avaliadas............cccccceeveeiviiiciiiieece e, 36
Tabela 3 — Variacdo dos valores de Grau Brix nas etapas de preparo do puré...........ccccceeeevvieeeeennn. 46
Tabela 4 — Propriedades mecéanicas de filmes sem reforgadores ...........ccveevrieeeiiiiie e 47
Tabela 5 — Propriedades mecéanicas de filmes com nanoparticulas de quitosana...........cc.ccceevcveeenen. 49
Tabela 6 — Propriedades mecénicas de filmes com nanoestruturas ...........cc.eeeeveeeinniiiiieeeee e, 52
Tabela 7 - Propriedades mecénicas de filmes com nanoestruturas € pecting ..........ccccovcvvveeinvieeennnnne. 54
Tabela 8 — Temperatura dos principais eventos eNdOtEIMICOS .........cocverrreeerieeiiieee e eiee e 62
Tabela 9 — Propriedades de barreira de filmes com nanoestruturas e pectina ..........cccoeceveevvvieeennnnn. 65

R o L= R O AN o T= [ E SO0 ] (o] [0 1 1<) £ £ [or= TN 68



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

“Mx” — X representa a porcentagem de polpa de mamao utilizada para a solucao
filmogénica.

A — Area de permeacéo.

a* — Grau de variacao entre o verde (-a) e o vermelho (+a).

ao — Grau de variagao entre o verde (-a) e o vermelho (+a) inicial.
ARS — Agricultural Research Service.

b* — Grau de variacdo entre o azul (-b) e o amarelo (+b).

bo — Grau de variacdo entre o azul (-b) e o amarelo (+b) inicial.
ch — Quitosana.

d.b. — “dry basis”, massa seca.

DSC - “Differential Scanning Calorimetry”, Calorimetria Diferencial de Varredura.
E — Médulo de Young.

gli — Glicerol.

IE — Indice de escurecimento.

L* — Luminosidade.

Lo — Luminosidade inicial.

M(palhada) — Massa da palhada.

M(supensédo) — Massa da suspensao.

MS — Percentual de massa seca.

n — Grau de polimerizacao.

nf — Nanofibras de celulose.

O2P — Permeabilidade ao oxigénio.

pec — Pectina.

PHAs — Polihidroxialcanoatos.

rpm — Rotag¢des por minuto.

T — Temperatura.

Tcelulose — Teor de celulose.

TG — Termogravimetria.

TPP — Tripolifosfato.

UR — Umidade Relativa.

w/t — Perda de massa por unidade de tempo.

WVP — Permeabilidade ao vapor d’agua.



X — Espessura dos filmes.
AE — Variagéo total de cor.
AP — Gradiente de presséo.
emax — Deformacdo maxima.

omax — Tensdo maxima na ruptura.



SUMARIO

L INEFOTUGED ... 11
1.1 Uso de polimeros sintéticos e problemas ambientais ............ccccccceiiiiiiiiiieennnnn. 11
1.2 Producéo e aplicacé@o de filmes biodegradaveis ............occcvvvveeeiieeiiiiiiiiiiiieeeeenn. 13
1.3 Filmes comestiveis produzidos a partir de puré de frutas .........ccccoeeeeeevvvveennnnnnnn. 16
1.4 Perdas poés-colheita de frutas e processamento de filmes..........cccoooeeeevevviiinnnnnn. 19
1.5 MateriaisS de REFOICO ......ocvuiiiiiii e e e e e 21
1.5.1 Reforcadores Nan0eStruturados ............iiieeeeiiiiiiiiiiii e ee e e e e e 22
1.5.1.1 Nanoparticulas de QUItOSANA ............uciiiiieeiiiiiiie e 24
1.5.1.2 Nanofibras de CeIUIOSE ...........uuuuuummiiiiiiiiiiiiiiiiii e 25
I T o T 1] 0 - 26
122 © ] o] = 1AV 0 1 PO 28
2.1 ODbjetivVoS €SPECITICOS ...ovvvieiiiiii e e e e e e e 28
S Material @ METOUOS .......cooeeeeeeeeee e 29
3.1 Preparo do PUré de Mam@0.........ccoeieeeeieeeeeee e 29
3.2 Obtencé&o das nanoestruturas de reforGo .........oooeeeeeeeeeeee e 31
3.2.1 Sintese das Nanoparticulas de QUItOSaNa .............ccoeeeeeeeeiiieeee e, 31
3.2.2 Extracao das nanofibras de CeluloSe.............ooooeeeiiiii 32
3.2.2.1 Concentracao de solidos das suspensdes de nanofibras..............ccccceeeeeen. 33
3.3 Caracterizagao das nanoestruturas de reforgo...........ccceeeeeeeieeee e 34
3.4 Preparo das solucdes filmogénicas e processamento dos filmes ............c.......... 34
3.5 Caracterizagao dos filMES .......oooeiiiieee 38
3.5.1 Determinagao da ESPESSUIA ......ccoeeeeeieee e 38
3.5.2. Propriedades MECANICAS .........ceeeeeeieeeeeeee e 39
3.5.3 Propriedades TEIMMICAS ......cceiiiiueiiiiiiiee e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e nnnaeeeeeeeeens 39
3.5.4 Permeabilidade ao Vapor de AQUAL............cccoveoueieeeee e 40
3.5.5 ANAlise COlOMMELIICA. .....cccee e e 41
3.6 Atividade ANtIMICIODIANA ........coiiiiieiieiiie e 42
4 RESUIAAOS € DISCUSSA0D ... .uuiieeeiiiiiiiiiiie e e ettt et e e e e e e e e aba e e e e 43
4.1 Caracterizacao das Nanoparticulas de Quitosana e Nanofibras de Celulose .....43
4.1.1 Tamanho de PartiCUlas..........ooovuuiiiii i e 43

4.1.2 Microscopia eletrdnica de transmissao (MET)........ccoovviiiiiiiiiii e, 44



4.2. Andlise de So6lidos SolUveis (Grau BriX) .........uuvviiiiiieeieieeeee e 45

4.3 Propriedades MECANICAS .........covvvrriiiiii e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eees 46
4.3.1 Filmes sem reforGadoresS.........couvuuiiiii e 46
4.3.2 Filmes com nanoparticulas de quitoSanNa ..........cc.eeveeeiiieeiiiiiiiiiiieee e 48
4.3.3 Filmes com nanofibras de CeluloSe ... 51
4.3.4 FiIMES COM PECHING. ....ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 53
4.4 Propriedades TEIMMICAS ........cuuiiieiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e enneeees 55
4.4.1 TermMOGraVIMETITA ....cceviiiiiiiiiiiiiiiieeiieee ettt 55
4.4.2 Calorimetria Diferencial de Varredura ..........ccccccovviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 60
4.5 Permeabilidade ao Vapor de AQUAL..........cc.ecveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 62
4.5.1 Filmes com refOrGatOreS ........cooviviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee ettt 63
4.6 Propriedades COlOMNMELIICAS .......cooviiuuiiiiiiiieee et 66
4.7 Atividade antimiCrobiana ...........ccooiiiiiiiiiiiiiii 70
I 0] g [od 110 1 P 74

Referéncias BIiblIOGrafiCas.............uuuiiiiiii e e e 76



11

1 Introducéo

1.1 Uso de polimeros sintéticos e problemas ambientais

Atualmente, os polimeros derivados de petrdleo sdo amplamente utilizados em
diversas areas, tais como: embalagens, pecas de engenharia, utensilios domésticos,
equipamentos e dispositivos mecanicos, componentes das industrias automobilistica,
aeronautica e téxtil além da producao de brinquedos, segmentos estes que dependem
amplamente dos plasticos sintéticos. O baixo custo de producdo associado a
versatilidade e a resisténcia desses materiais e a auséncia de alternativas técnicas e
economicamente viaveis, fazem dos plasticos sintéticos um dos materiais mais
empregados no mundo [1] e de dificil substituicéo.

Desde 1950, a producdo mundial de plastico vem crescendo cerca de 8,7 % ao
ano, passando de 1,7 milhdes para 288 milhdes de toneladas produzidas em 2012.
No Brasil a producéo foi de aproximadamente 65 milhdes de toneladas em 2014,
sendo a metade deste montante destinado & confec¢éo de embalagens [1].

Caracteristicas como flexibilidade e resisténcia mecéanica, associadas a
qualidade, seguranca e ao baixo custo final, motivam o uso de materiais plasticos
sintéticos como embalagens alimenticias [2]. Contudo, mudancas de habitos de
consumo, bem como o aumento da conscientizagdo ambiental demandam por uma
busca por embalagens praticas e alternativas, que além de preservarem os alimentos
sejam econdmica e ambientalmente viaveis.

Para a industria de alimentos uma embalagem tem mudltiplas fungdes: além de
diminuir os riscos de contaminagdo quimica e biologica, as embalagens tém como

objetivo a contencéo de determinada quantidade do alimento e sua protecdo contra
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injurias diversas além de garantir o reconhecimento de marcas, produtores e
informacdes relevantes ao consumidor [3].

Dentre os principais polimeros utilizados como material para embalagens estao
o polietileno (PE), o polipropileno (PP), cloreto de polivinila (PVC), poliestireno (PS) e
o polietileno tereftalato (PET). As caracteristicas mais relevantes para a escolha dos
plasticos para este fim séo sua resisténcia mecanica, rigidez, barreira a gases e vapor
de agua, flexibilidade, resisténcia quimica e termoestabilidade [3].

Diferentemente das embalagens passivas comumente utilizadas, as quais se
limitam em isolar os alimentos das condi¢cbes externas, um novo segmento em
desenvolvimento no setor sdo as embalagens denominadas ativas e inteligentes.
Estas proporcionam uma abordagem integrada entre a protecdo e uma integracao
com seu entorno. As embalagens ativas interagem com o produto e tem como objetivo
o controle de algumas caracteristicas [4], como por exemplo, proporcionar acao
antimicrobiana ou antioxidante [5] por meio da presenca de agentes reativos, como
oxido de magnésio, cobre ou prata [2], proporcionando uma reducdo da carga
microbiana ou a minimizacao da oxidagao de seus nutrientes.

J4& as embalagens inteligentes monitoram as condicbes do produto
acondicionado ou de seu ambiente externo [4], comunicando, normalmente de forma
visual, alteracdes ndo recomendaveis, como flutuacbes de temperatura [6], liberacéo
de substancias quimicas relacionas a deterioracdo [7] ou da presenca de teores
inaceitaveis de contaminantes [2].

Das 65 milhdes de toneladas de material plastico utilizado na producdo de
embalagens convencionais no Brasil, apenas 5 milhdes de toneladas foram
destinadas corretamente a reciclagem e o restante foi descartado como lixo, o que

configura um grande problema ambiental [1]. Esses dados refletem as dificuldades da
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gestao de residuos plasticos no pais que, embora seja extremamente necessaria, tem
um preco elevado, podendo variar entre US$ 20 e US$ 250 por tonelada recolhida, de
acordo com a regido. Ja o descarte em aterro consome entre US$ 10 e US$ 100 por
tonelada, ficando entre US$ 40 a US$ 200 a tonelada incinerada [8].

Desse modo, € dispensavel enfatizar a necessidade premente do
desenvolvimento de novos materiais, provenientes de fontes renovaveis que possam
substituir, ainda que parcialmente, estes polimeros sintéticos.

Neste contexto, o uso de residuos e rejeitos da agroinddstria no
processamento de plasticos biodegradaveis apresenta um enorme potencial de
aplicacoes e exploracdo comercial no Brasil. Além disso, a possibilidade de agregar
valores a residuos e produzir materiais de usos funcionais e que causem menos

impactos ambientais, torna-se, portanto, uma linha de pesquisa estratégica.

1.2 Producéo e aplicacédo de filmes biodegradaveis

Assim, ndo s6 no Brasil, mas mundialmente, a busca por novos materiais
biodegradaveis que apresentem qualidades minimas necessérias para substituir os
plasticos sintéticos derivados do petrdleo vem aumentando consideravelmente. A este
fator, soma-se a demanda por alimentos frescos e saudaveis por uma parcela cada
vez maior de consumidores, aspectos estes que estimulam o desenvolvimento de
novos materiais além de agregar valor a residuos agroindustriais e a commodities
agricolas.

Uma alternativa neste sentido € o emprego de membranas ou coberturas

comestiveis para protecdo de produtos alimenticios. Essas coberturas podem ser

processadas na forma de filmes para posterior aplicacdo ou formadas diretamente
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sobre o alimento, estabelecendo uma fina pelicula protetora [9]. Paises como o Japao,
Estados Unidos e Canada ja utilizam essa tecnologia [10], principalmente na
conservacao de frutas e hortalicas minimamente processadas.

A empresa norte-americana NatureSeal, por exemplo, comercializa féormulas
(Figura 1) indicadas para coberturas comestiveis protetoras aplicaveis a diversas
frutas e hortalicas minimamente processadas como macads, peras, mangas e
cenouras. Segundo os fabricantes, essas coberturas estendem a vida de prateleira
destes alimentos em até 21 dias, aléem de manter sua textura natural, inibir seu

escurecimento enzimatico e evitar desidratacdo decorrente do processamento [11].

ﬂ‘.

-
«

For Fresh-Cut Produce
Inhibits browning

Figura 1 — Produto para revestimento de minimamente processados (NatureSeal) [11].

Além das coberturas comestiveis indicadas ao revestimento de frutas, como o
da Figura 1, a producao de filmes continuos biodegradaveis baseados em recursos
renovaveis também tem sido amplamente estudada [10, 12, 13], ainda que, apesar
dos avancos, apresente um custo de producéo superior aos plasticos sintéticos.

Atualmente, as aplicacOes deste tipo de material estdo voltadas essencialmente

para a protecdo de alimentos [10]. No entanto, com 0s avanc¢os das técnicas de
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processamento e da formacao de materiais compdsitos, a tendéncia é que ocorra a
diversificacao destas aplicacdes. Ha potencial de aplicacbes como embalagens na
area de cosméticos, flores, medicamentos ou em substituicdo a alguns alimentos,

como algas em sushi (Figura 2).

Figura 2 — Aplicac8es de filmes biodegradaveis. (A) Caquis revestidos com filmes biodegradaveis
de quitosana [14]. (B) Uvas embaladas com filme biodegradavel produzido a partir de amido, uva e acai
[15]. (C) Possivel aplicacdo para filmes biodegradaveis no ramo de embalagem flores. (D) Sushis
envoltos por filmes comestiveis processados a partir de polpa de frutas.

Mesmo com a desvantagem em relacdo aos custos, tem-se registrado um
crescimento no mercado de polimeros biodegradaveis. Em valores absolutos, a
producéo saltou de 28 mil toneladas em 2000 para 94,8 mil toneladas em 2005 [16,
17] e com a perspectiva de atingir 6,7 milhdes de toneladas em 2018 [18].

Os polihidroxialcanoatos (PHAS), que séo biopoliésteres na forma de granulos
produzidos por algumas espécies de bactérias [12], sdo os que tém tido uma maior

aceitacao comercial, embora tais polimeros sejam comercializados ao pre¢co médio de
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US$ 16,00/kg, muito superior ao polipropileno sintético, vendido a US$ 1,00/kg [13,
19, 20].

Outras matérias-primas renovaveis também tém sido avaliadas na producéo de
polimeros biodegradaveis como as proteinas (glaten [21] e zeinas [22]), 0s
polissacarideos (amido [23], quitosana [22] e celulose [24]) e os lipidios [25],
frequentemente processados na forma isolada ou em blendas, membranas
biocompativeis, aditivos em compdésitos, filmes continuos e como matriz de insercao
de insumos quimicos para aplicacdo no campo ou na industria alimenticia e

farmacéutica [23, 26].

1.3 Filmes comestiveis produzidos a partir de puré de frutas

Os purés (ou polpa) de frutas representam uma alternativa para o
desenvolvimento de filmes biodegradaveis, podendo ser obtidos a partir da propria
fruta [24, 27] ou provenientes de rejeitos de seu processamento [28].

Por terem em sua composi¢cdo substancias pécticas e celulésicas, os purés
apresentam capacidade de agregacao e, por estabelecerem interacdes entre seus
compostos, tém propriedades filmogénicas que resultam em matrizes nas quais 0s
proprios agucares atuam como plastificantes naturais [10]. Além disso, atributos
sensoriais provenientes do fruto como aroma, cor e sabor podem ser preservados e,
em determinadas aplicacdes, serem atrativos adicionais para o consumidor.

Os filmes obtidos a partir do puré de frutas tiveram seu inicio de
desenvolvimento em 1996, atraves do processamento de peliculas elaboradas a partir
da polpa de macda, as quais resultaram em membranas com excelente barreira ao

oxigénio [29] e com propriedades mecanicas aceitaveis. Esses filmes foram sugeridos
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como uma alternativa ao uso de embalagens sintéticas e aos revestimentos
comestiveis obtidos por imerséo.

Desde entdo, varias frutas e hortalicas tém sido avaliadas em relacdo a
capacidade filmogénica, como o péssego [29], a banana [27, 28] o tomate [30], a
manga [31] e a cenoura [32]. A Tabela 1 agrupa os resultados das caracterizacdes

mecanicas e de permeacéao de alguns filmes, conforme dados obtidos na literatura.
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Tabela 1 — Propriedades mecénicas (tensdao maxima na ruptura: ona.. deformagdao maxima: emax; moédulo de elasticidade ou moédulo de Young: (E) e
de barreira (permeabilidade ao vapor d’agua — WVP) para alguns de filmes a base de polpa, conforme dados apresentados na literatura.

Puré (filme) Omax(MPa)  emax(%)  E (MPa) (g_mrm;zh_mz) Con‘z\i,%f\’fs g‘rgkz’:f)”tais
Mamaéao e HPMC [33]* 20,1 2,9 - 2,0 UR=80 % e T=25°C
Tomate + Pectina [30] 11,4 11,2 248 2,4 UR=81 % e T=25 °C
Cenoura [32] 75-219 4,4-46,2 - 0,26 — 0,99 UR=81 % e T=23 °C
Farinha banana [27] 6,0 8,2 1,8 - UR=50 % e T=25 °C
Acerola, manga e amido [34] 4,51 68,67 - - UR=60 % e T=23 °C
Manga [24] 4,1 44,1 19,9 2,7 UR=83 % e T=25 °C
Banana [28] 3,2 23 21 3,95 UR=80 % e T=25°C
Maca e Alginato [35] 2,9 51,1 7,1 4,95 UR 83 % e T=25°C
Acerola e amido [36] 0,775 23,11 - 0,208 UR=50 % e T=25°C
Péssego [29] - - - 4,2 UR=80 % e T=25 °C
Damasco [29] - - - 4,3 UR=80 % e T=25 °C
Maca [29] - - - 5,8 UR=76 % e T=25 °C
Pera [29] - - - 7,8 UR 74 % e T=25°C

*Os numeros entre colchetes correspondem as referéncias bibliograficas.
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7

O processamento basico de filmes de puré de frutas é relativamente
simples e consiste na remocéo inicial das sementes e da casca, seguida da
homogeneizag¢do da polpa por meio de atividade mecanica em meio aquoso.
ApOs isso, podem ser conduzidos tratamentos térmicos para inativagédo
enzimatica e, por fim, a remocéao da fragdo ndo homogeneizavel é conduzida por
separacao (filtragem).

Uma grande vantagem do processamento de filmes de puré € a
disponibilidade de matéria-prima, podendo ser utilizadas frutas descartadas em
estagio avancado de amadurecimento e impréprias ao consumo, ou aquelas
provenientes de perdas que ocorrem desde a colheita até o consumo final ou
processamento [28]. Neste sentido, 0 emprego desses descartes como matéria-
prima para a obtencao do puré pode ser considerado uma boa estratégia para
diminuir as perdas pdés-colheita, principalmente de produtos tropicais de alta

perecividade.

1.4 Perdas po6s-colheita de frutas e processamento de filmes

As perdas poés-colheita de frutas ocorrem por varias razdes, como
doencas, injurias mecanicas causadas por manipulacdo inadequada ou
excessiva, auséncia da cadeia de resfriamento, processamento de baixa
tecnologia, além de armazenamento e transporte inapropriados [37].

Em paises industrializados, como os da Europa, América do Norte e boa
parte da Asia, cerca de 40 % das perdas totais de alimentos ocorrem no comércio
e nos domicilios dos consumidores. A fracdo perdida por esses paises (em torno

de 222 milhdes de toneladas) € quase equivalente ao total de alimentos
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produzido em locais menos privilegiados, como a Africa Subsaariana, que
produz, em média, 230 milhdes de toneladas ao ano [38].

Mais especificamente em relacdo a frutas e hortalicas, nos paises
industrializados, as perdas ocorrem principalmente no consumo final e apenas
uma pequena parcela no processamento. Nas regides menos industrializadas,
as perdas se dao principalmente no campo e nas etapas de distribuicdo e
processamento [38]. Na Figura 3 temos o balanco das ocorréncias de perdas

mundiais segundo levantamento apresentado por Gustavsson e colaboradores

[38].
Perdas de alimentos — Frutas e vegetais
60%
50% T— I o -
40% I B Consumidor

30% H | O Distribuigdo
[ Processamento

20% — - - l B Pés-colheita

10% - | O Agricultura

0%\ T T T T T T 1

Europa América Asia Africa Norte da Sule América
do Norte Industrializada Subsaariana Africa e Asia Sudeste da Latina
e Oceania Central Asia

Figura 3 — Perdas mundiais de frutas e vegetais [38].

Em 2013, a producdo mundial de frutas frescas foi de aproximadamente
640 milhdes de toneladas, sendo o Brasil o terceiro maior produtor mundial,
responsavel por aproximadamente 40 milhdes de toneladas. No entanto, estima-
se que no minimo 9 milhdes de toneladas da producéo brasileira (22,5 %)
tenham sido descartadas [39].

O mamao (Carica papaya) € uma cultura nativa da América Tropical, e 0s
altos indices de perdas de sua producdo sédo essencialmente decorrentes de

problemas logisticos, gerando um elevado descarte. Atualmente, o Brasil é o
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maior produtor mundial de mamao, respondendo por 30 % do total da producéo,
e o terceiro maior exportador, atras apenas de México e Malasia. Além disso, o0
Brasil detém uma &rea de cultivo de 32 mil hectares, com uma producdo em
torno de 1,6 milhdes de toneladas [27]. No Brasil, as perdas totais pos-colheitas
para 0 mamao sao estimadas em 40 % [40], o que representa uma rica fonte de

rejeitos adequados a producéo de polpas e ao processamento de filmes [33, 41].

Embora a matéria-prima seja farta, o maior desafio na producdo e
utilizacdo dos filmes biodegradaveis de origem agricola é a obtencdo de
caracteristicas no minimo mais préximas aos convencionais sintéticos [25, 42-
45].

Assim, a aplicacéo deste tipo de material deve ser avaliada em funcéo de
suas limitagdes, como baixas propriedades mecanicas e alta permeabilidade ao
vapor de &gua, caracteristicas decorrentes da estrutura hidrofilica dos
polissacarideos constituintes da polpa. Uma maneira de minimizar esses efeitos
€ pela formacdo de compdésitos, inserindo estruturas celuldsicas diversas
(canhamo [46], sisal [21], casca de ervilhas [47], palha do arroz [48]), além de
fibras [24, 49]) e particulas organicas (quitosana [50]), como elementos de

reforco.

1.5 Materiais de Reforcgo

Diversos aditivos sdo passiveis de serem empregados como materiais de

refor¢co na formulacéo de solugdes filmogénicas a base de puré de frutas.
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Entre os mais citados estéo as fibras celuldsicas (nas dimensdes micro e
nano) e as nanoparticulas processadas a partir de quitosana ou alginatos [24,
28, 35, 51].

Entretanto, ainda € pequeno o niumero de estudos sobre o processamento
de filmes de polpa e o real efeito da adicdo de componentes nanoestruturados

na alteracao das propriedades dos filmes obtidos.

1.5.1 Reforgadores nanoestruturados

A Nanociéncia e a Nanotecnologia ganharam importancia significativa no
final do século XX, quando a manipulacdo de materiais cujas dimensodes
encontram-se na faixa de nanémetros (1x10° m), ou seja, um bilionésimo de
metro, tornou-se possivel em decorréncia do avanco tecnoldgico [52]. O
crescente interesse nos materiais nesta escala decorre principalmente das
propriedades fisicas e quimicas distintas que os materiais apresentam nessas
dimensoes [53].

Tais mudancas estéo relacionadas a maior area superficial dos materiais
nanomeétricos, fazendo com que os a&tomos presentes na superficie estejam mais
acessiveis para participarem de interagfes fisicas e quimicas com o meio nos
quais estdo inseridos [24, 53, 54]. Em matrizes poliméricas, estas interacfes
podem influenciar a dindmica molecular das cadeias, resultando em alteracdes
de propriedades mecanicas, de barreira [55] e de estabilidade térmica [56].

Particulas organicas, fibras e lamelas ceramicas de dimensdes
nanomeétricas séo consideradas como “fillers” para emprego em reforco matricial

e podem ser classificadas genericamente como “nanoparticulas” [57].



23

As nanoparticulas organicas de origem biopoliméricas podem ser obtidas
por dois principios béasicos: i) por reacdo de polimerizacdo do mondmero
principal ou ii) por interagdo ibnica entre dois polieletrolitos, como usualmente
empregado no caso da obtencdo de nanoparticulas de quitosana [58], processo
este conhecido como “gelatinizacdo ionotrépica”. Nanoparticulas obtidas por
gelatinizagdo ionotropica vém sendo avaliadas em diferentes aplicacdes nas
areas de materiais, médica, farmacéutica e alimenticia [59-61].

Basicamente, para a producdo de nanoparticulas de quitosana pelo
método de gelatinizacdo ionotropica, faz-se uso da adicdo de um polianion
especifico, o tripolifosfato (TPP), que atua como um contra-ion provocando a
coagulacéao da mistura pela formacgéao de ligagdes intra e intermoleculares entre
os fosfatos negativamente carregados do TPP e 0s grupos amino positivamente
carregados da quitosana. Para que ocorram as ligacbes, o TPP é diluido em
condicdes alcalinas (pH 7-9) e interagido com a quitosana diluida em meio acido
(pH 4-6) [62, 63]. A Figura 4 ilustra os grupos funcionais que promovem a

interacdo idnica nos dois compostos.

NH3* OH OH OH
Tripolifosfato de Sodio (TPP)

Quitosana Quitosana

Figura 4 — Gelatinizagdo da quitosana e tripolifosfato de sédio (TPP) por interacéo entre
grupos idnicos e catibnicos [64].

As fibras de origem celulésica séo regularmente extraidas de palhas ou

rejeitos agroindustriais por processos que envolvem reducdo mecanica
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(moagem) e tratamentos quimicos &cidos e alcalinos, com o auxilio ou ndo de
temperaturas elevadas [65].

Neste trabalho, os reforcos avaliados para a melhoria das propriedades
dos filmes de polpa de maméo foram nanoparticulas de quitosana obtidas por

gelatinizacéo, as nanofibras semicristalinas de celulose e a pectina.

1.5.1.1 Nanoparticulas de Quitosana

A quitosana é um polimero natural formado por cadeias lineares de
unidades de glicosamina e N-acetil-glicosamina unidas por ligagcbes B (1>4),
obtido a partir do processo de desacetilacdo da quitina, um componente do
exoesqueleto de crustaceos e insetos (Figura 5). A quitina € o segundo
polissacarideo mais abundante na natureza, ficando atrds somente da celulose
[66], da qual, apesar de possuir semelhanc¢as na estrutura quimica, diferencia-
se devido a presenca de grupos aminicos [67].

Devido as suas caracteristicas atdxicas, facilidade na formacao de géis e
blendas, biodegradabilidade e biocompatibilidade, a quitosana vem sendo
estudada em diversos campos de pesquisa e em aplicacbes tecnolbgicas e
industriais ha mais de setenta anos [68], no desenvolvimento de filmes e como
aditivo [69-71].

Na unidade da Embrapa Instrumentacdo, quitosanas em diversos graus
de modificagdes quimicas tém sido avaliadas como material de coberturas

protetoras de alimentos e no processamento de filmes ativos [72].
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Figura 5 — Estrutura idealizada da quitosana, sendo “n” o grau de polimerizagao [64].

Além disso, a quitosana apresenta Otimas propriedades antimicrobianas,
evidenciadas por estudos nos quais sua presenca inibe o crescimento de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e de diversos fungos causadores de

podriddo em alimentos [30, 73].

1.5.1.2 Nanofibras de celulose

A celulose, assim como a quitosana, € um homopolimero de cadeias
lineares de carboidrato. Esta é formada pela repeticdo de unidades de D-
glucopiranose ligadas por ligacdes do tipo B (1>4) (Figura 6) [12]. E o
polissacarideo mais abundante da natureza e amplamente empregado em
diversas aplicagbes como embalagens, na industria téxtil e de alimentos (como
espessante ou estabilizante) e como componente fundamental na producéo de

papeis [74].

OH
O_H
H
HO H
H o —
i H OH n

Figura 6 — Estrutura quimica da celulose.
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A celulose, em diversas formas, vem sendo avaliada na formacgéao de
compositos e como reforco em filmes biodegradaveis [24, 49, 50]. Em geral, a
insercdo de fibras celulésicas eleva a estabilidade térmica e resisténcia
mecanica da matriz, além de reduzir a permeacéo a gases [75]. O uso de fibras
extraidas de palhas e residuos € altamente desejavel, considerando a
disponibilidade de fontes renovaveis [56, 75, 76], e suas caracteristicas de
biodegradabilidade, baixa densidade e baixo custo de producéo [12], colocando-
se como uma alternativa viavel a substituicdo de fibras sintéticas (vidro ou
carbono), usualmente empregadas na industria.

Nanofibras sdo usualmente extraidas por hidrélise &acida a partir de
residuos lignocelulésicos de origens diversas. Neste trabalho, foram utilizadas
nanofibras extraidas por rota enzimatica a partir de palhas de soja, um residuo
extremamente abundante no Brasil, considerando que a palha corresponde a

aproximadamente 50 % da massa da planta de soja [77].

1.5.2 Pectina

Outro material frequentemente adicionado em filmes biodegradaveis é a
pectina, um polissacarideo encontrado na parede celular de frutas e vegetais,
que contribui para a firmeza e estabilidade estrutural [28, 78-80]. Geralmente, a
pectina é obtida a partir da casca e polpa de frutas citricas, macas e sementes
de girassol.

A pectina é altamente filmogénica, antioxidante e promotora de

plasticidade. Trata-se de um polimero de cadeia linear composto por monémeros

de acido D-galacturénico unidos por meio de ligagbes do tipo a (1->4).



27

Monbémeros como D-galactose e L-arabinose também podem estar presentes na

cadeia [78, 79] (Figura 7).

COOH COOQOCH3 COOCH3 COOH
(0] 0] (0] (@]
H H H H ;
(0] HO H (0] HO H (0] HO H (@] HO H (0]
H OH H OH H OH H OH

Figura 7 — Estrutura quimica da pectina.

Por ser solavel em agua, a pectina é empregada na industria alimenticia
como agente espessante [80-82]. Além disso, ha efeitos positivos deste
polissacarideo nas propriedades mecanicas de filmes a base de polpa de frutas

[28, 83].
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2 Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a adequacéo do uso de
polpas de maméo papaia (Carica papaya) em adiantado estado de maturacéo,
sem e com a adicdo de reforgcos no processamento de filmes biodegradaveis,

utilizando a maquina Mathis no modo batelada.

2.1 Objetivos especificos

e Processar e caracterizar polpas de maméao papaia (Carica papaya) a partir de
frutos em avancado estado de maturacéo;

e Produzir e caracterizar nanoparticulas de quitosana por gelatinizacdo
ionotropica e nanofibras de celulose, extraidas da palha da soja, como
potenciais materiais de refor¢o estrutural.

e Estudar as alteragcbes decorrentes da insercdo dessas nanoestruturas
associadas ou ndo a pectina nas propriedades mecanicas, térmicas, de
barreira ao vapor de agua e de coloracéo dos filmes processados;

e Avaliar a presenca de atividade antimicrobiana proporcionada pela insercéo

de quitosana na matriz biopolimérica nos filmes de polpa de mamaéo.
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3 Material e Métodos

3.1 Preparo do puré de maméo

Mamdes do grupo papaia (Carica papaya L.) foram adquiridos em um
mercado local e reservados até um estagio avancado de maturacdo para o
preparo do puré. Para a analise do estagio de amadurecimento levou-se em
consideragao nao apenas a firmeza relativa do fruto como principalmente a cor
da casca a qual adota-se a variagdo de uma escala de amarelo de 0 a 5. O
estagio 0 de maturacédo € aquele no qual o fruto esta totalmente desenvolvido e
com 100 % da casca na coloracéo verde. Ja os estagios de amadurecimento de
1 a 5 sdo aqueles nos quais tém-se respectivamente 15, 25, 50, 75 e 100 % da
superficie na cor amarela. No estagio 5 o fruto esta plenamente amadurecido e
adequado para o consumo [84].

No presente estudo, os frutos utilizados para o preparo do puré estavam
além do estagio 5 de amadurecimento, ou seja, ja possuiam sinais claros de
decaimento como podriddo externa e baixa firmeza de textura, portanto
inadequados a aceitacdo do consumidor.

A Figura 8 apresenta o0 aspecto interno de uma amostra utilizada nestas

condicgoes.
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Figura 8 — Aspecto interno de amostra de mamé&o sobremaduro utilizado no preparo do

puré.

Inicialmente, as frutas foram higienizadas a partir da imerséo em solugéo
de hipoclorito por 15 minutos e, em seguida, as cascas e as sementes foram
removidas e descartadas. A polpa foi obtida por reducdo mecénica em
liquidificador durante 3 minutos. A cada 750 g de polpa, adicionou-se 250 g de
agua e 0,2 % (m/m) de &cido ascorbico e 0,2 % (m/m) de acido citrico (Figura
9a). Apbs a mistura, o puré foi centrifugado por 5 minutos a 12.000 rpm e o
sobrenadante removido. Na sequéncia, o puré foi autoclavado a 115 °C por 1

minuto, embalado a vacuo e preservado a -20 °C (Figura 9b) [28].
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Figura 9 - Etapas do preparo do puré de mamao. a) Polpa com &cido ascérbico e 4cido
citrico; b) Puré embalado, pronto para ser acondicionado a -20° C.

Aliquotas das frutas, da solucdo ndo centrifugada, do sobrenadante
descartado apds a centrifugacdo e do puré autoclavados foram encaminhadas
para a medida da quantidade de sdlidos soluveis (Grau Brix) em refratbmetro

digital (Atago, RX-5000aq).

3.2 Obtencéo das nanoestruturas de reforgo

3.2.1 Sintese das Nanoparticulas de Quitosana

A quitosana utilizada foi de média massa molar (400.000 g/mol), com 75-
85 % de unidades desacetiladas, segundo dados fornecidos pelo fabricante
(Sigma-Aldrich Co. - St. Louis, MO, USA).

As nanoparticulas foram obtidas pelo método de gelatinizagédo
ionotropica, seguindo a metodologia proposta por Koukaras [85]. O gel de
quitosana foi obtido por dissolu¢cdo em acido acético a 1 %, sob agitacdo intensa

ao longo de 1 hora. As concentragfes de quitosana testadas foram de 0,1, 0,2 e
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0,5 % (m/v). Em seguida, o TPP (tripolifosfato) (Aldrich) foi dissolvido em agua
destilada, na concentracdo de 0,1 % (m/v) e adicionado ao gel de quitosana por
gotejamento continuo na razdo de 1 mL.min para uma concentracdo final de
TPP de 0,05 %. No processo, a formacgéo de suspencéo opalescente indica a
formacdo das nanoparticulas no meio. Todo o procedimento foi realizado a

temperatura ambiente e umidade relativa proxima a 75 %.

3.2.2 Extragé&o das nanofibras de celulose

As palhas de soja foram gentilmente cedidas pela Embrapa Soja,
Londrina-PR. A extracdo das nanofibras foi conduzida através de uma
suspensao contendo 2 % em massa de palha previamente mercerizada. A
suspensao foi aquecida a 50 °C e posteriormente adicionada ao coquetel
enzimatico Optimash™ VR (xilanase/celulase) (Dupont), com atividade de 315
CMC U/g de palha.

Apbs 42 horas de tratamento enzimatico, procedeu-se a desnaturacado
proteica e centrifugacdo (7.000 rpm, 10 °C, 10 min), conforme metodologia
proposta por Tibolla e colaboradores [86]. Posteriormente, a suspensao foi
tratada mecanicamente com Ultraturrax por 5 minutos (14.000 rpm) e com
sonificador de ponteira por 3 minutos (130 W, amplitude de 70 %) (VCX 130PB,
Sonics & Materials, EUA), seguindo procedimento adaptado de Flauzino-Neto e
colaboradores [87]. A suspensédo contendo nanofibras foi armazenada a 4 °C
com adicado de algumas gotas de cloroformio para prevencao de crescimento
microbiano. O procedimento de extracao das fibras foi realizado parte na unidade

da Embrapa Instrumentacao e parte conduzido no Departamento de Quimica da
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USP de Ribeirdo Preto, fazendo uso da infraestrutura laboratorial da Profa. Dra.

Délia Rita Tapia Blacido.

3.2.2.1 Concentracgdo de sdlidos das suspensdes de nanofibras

Para determinar a concentracéo de sélidos em cada uma das suspensoées

de nanofibras, 10 g de amostras de cada suspenséo coloidal (nanofibras em

solucdo) foram secas em estufa a 50 °C até massa constante e o0s resultados

calculados em relacao ao teor de celulose total de cada amostra, de acordo com

arelacédo 1:

Sendo:

Onde:

m(suspensio)
m(palhada) 1 00
Tcelulose )

MS (%)%

Rendimento (%) =

MS (%) = 2D 2100

m(amida)
m(imida) = m(placa + liqg) — m(placa)

m(seca) = m(placa + sol) — m(placa)

MS (%) = Percentual de massa seca,

M(supensdo) = Massa da suspensao (= 100 g);

M(palhada) = Massa da palhada (= 2 g);

(1)

(2)

®3)
(4)

Tcelulose = Teor de celulose em relacdo a massa da palha (varia de 0 a 1

dependendo do material).
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3.3 Caracterizagdo das nanoestruturas de reforgo

Amostras de nanoparticulas de quitosana-TPP foram removidas do meio
reativo e ressuspensas em agua destilada. O mesmo procedimento foi
conduzido para as nanofibras.

As morfologias das nanoparticulas e das nanofibras foram observadas em
microscoépico eletrénico de transmissédo (MET) JEM 100CXIl (JEOL).

Para a andlise das nanofibras, amostras foram retiradas da solugéo
diluida e submetidas ao ultrasonificador por 2 min para dispersdo. Em seguida,
uma gota da suspensdo foi colocada sobre suportes (‘grides”) e secas a
temperatura ambiente. Apds 24 horas, as amostras foram coradas com solucao
1,5 % de acetato de uranila, por imersédo dos grides por 2 minutos. Os valores
de didmetros das fibras foram avaliados com auxilio do programa Image J em
contagens aleatdrias na amostra fotografada.

As dimensdes das nanoparticulas de quitosana foram obtidas em sistema
Zeta Potencial Analyser (Malvern Instruments). As medidas foram realizadas a

25 °C e em triplicata para ambos os materiais.

3.4 Preparo das solugdes filmogénicas e processamento dos filmes

As solucdes filmogénicas foram obtidas através da solubilizacdo da polpa
previamente congelada em agua destilada. Essa mistura foi mantida sob
agitagdo magnética ao longo de 24 horas para garantir a solubilizagdo e

uniformidade em sua distribuicao.
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As concentracdes de puré testadas foram de 10, 15, 20 e 25 % em massa
seca. A mesma concentracao foi avaliada com inser¢éo de duas concentracdes
distintas de nanoparticulas de quitosana-TPP (0,1 e 0,2 %) e de nanofibras (0,1
e 0,2 %).

Filmes com a adicdo de pectina (0,5 g por 100 g de solugéo total) e de
glicerol (5 g por 100 g de massa seca de puré) foram também processados com
0 objetivo de avaliar o efeito plastificante desses compostos sobre as
propriedades mecéanicas dos filmes processados. No total, 48 formulacdes
distintas foram elaboradas, conforme dados dispostos na Tabela 2.

Para a identificacdo das formulacbes foram adotadas letras para os
componentes e algarismos para as porcentagens avaliadas. Em relacdo aos
componentes utiliza-se “M” para a concentragdo de massa seca de polpa de
mamao, a qual variou entre 10, 15, 20 e 25 %. As nanoparticulas de quitosana
foram identificadas como “ch”, seguido das concentragbes avaliadas (0,1 e 0,2
%), bem como as nanofibras de celulose (nf). O glicerol (gli) e a pectina (pec)

foram adicionados somente na concentragéo de 5 % e 0,5 %, respectivamente.
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Tabela 2 - Composic6es das formulagdes filmogénicas avaliadas. No codigo de identificacao dos filmes
foram utilizados M (polpa de mamao em massa seca); ch (nanoparticulas de quitosana); gli (glicerol); pec
(pectina) e nf (nanofibras de celulose) seguidos de algarismos referentes as respectivas concentragdes
avaliadas.

Cddigo de identificagédo dos Polpa N:nop_artlculas Nanofibras de Pectina Glicerol
filmes (%) e quitosana celulose (%) (%)
(%) (%)

M10 10 - - - -

M15 15 - - - -

M20 20 - - - -

M25 25 - - - -

M10_cho0,2 10 0,2 - - -
M15_ch0,2 15 0,2 - - -
M20_cho0,2 20 0,2 - - -

M25 ch0,2 25 0,2 - - -
M10_ch0,1 10 0,1 - - -

M15 ch0,1 15 0,1 - - -
M20_ch0,1 20 0,1 - - -

M25 ch0,1 25 0,1 - - -
M10_gli5 10 - - - 5

M15 gli5 15 - - - 5
M20_gli5 20 - - - 5
M25_gli5 25 - - - 5
M10_ch0,2_gli5 10 0,2 - - 5

M15 ch0,2_gli5 15 0,2 - - 5
M20_ch0,2_gli5 20 0,2 - - 5

M25 ch0,2_gli5 25 0,2 - - 5
M10_ch0,1_gli5 10 0,1 - - 5

M15 ch0,1_gli5 15 0,1 - - 5
M20_ch0,1_gli5 20 0,1 - - 5
M25_ch0,1_gli5 25 0,1 - - 5
M10_pec0,5 10 - - 0,5 -

M15 pec0,5 15 - - 0,5 -
M20_pec0,5 20 - - 0,5 -

M25 pec0,5 25 - - 0,5 -
M10_pec0,5 gli5 10 - - 0,5 5

M15 pec0,5 gli5 15 - - 0,5 5
M20_pec0,5_gli5 20 - - 0,5 5

M25 pec0,5 gli5 25 - - 0,5 5
M10_ch0,2_pec0,5_gli5 10 0,2 - 0,5 5
M15 ch0,2_pec0,5 gli5 15 0,2 - 0,5 5
M20_ch0,2_pec0,5_gli5 20 0,2 - 0,5 5
M25 ch0,2 pec0,5 gli5 25 0,2 - 0,5 5
M10_ch0,1_pec0,5 gli5 10 0,1 - 0,5 5
M15 ch0,1 pec0,5 gli5 15 0,1 - 0,5 5
M20_ch0,1_pec0,5 gli5 20 0,1 - 0,5 5
M25 ch0,1 pec0,5 gli5 25 0,1 - 0,5 5
M10_nf0,1 10 - 0,1 - -

M15 nf0,1 15 - 0,1 - -
M20_nf0,1 20 - 0,1 - -

M25 nf0,1 25 - 0,1 - -
M210_nf0,2 10 - 0,2 - -

M15 nf0,2 15 - 0,2 - -
M20_nf0,2 20 - 0,2 - -

M25 nf0,2 25 - 0,2 - -
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Como citado anteriormente, todos os filmes foram obtidos utilizando a
maquina Mathis no modo batelada. As formulacbes foram separadamente
depositadas sobre superficie de poliéster (Transparéncias Laser Folien para
impressao a jato de tinta, USA Folien) em areas aproximadas de 14 x 20 cm e
conduzidas a camara interna na temperatura de 40 °C por 140 min sob ventilacéo
(Figura 10). Estes parametros foram otimizados para os filmes de mamaé&o a partir
dos processamentos anteriores realizados por Martelli et al [28].

Apéds o processamento, a base plastica foi removida ao exterior da camara
e, apos resfriamento natural, os filmes foram destacados e acondicionados em

dessecadores.

Figura 10 — Maquina Mathis — Sistema em Batelada. Figura ilustrativa do processamento dos

filmes de puré de mamao.

Um aspecto a ser destacado € que a unidade da Embrapa Instrumentacéo
em Sao Carlos, local de realizacédo deste trabalho, dispde de duas maquinas de
processamento de filmes (padder coating), uma de produgédo em escala
laboratorial (processo em batelada) (Figura 11A) e outra de escala semi-

industrial em processo continuo (Figura 11B).
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Figura 11 — Maquinas de processamento Mathis. (A) Processo em batelada; (B) Processo
continuo, disponiveis na Embrapa Instrumentacéo (Fonte: catalogo do fabricante).

Esses sistemas, desenvolvidos pela empresa suica Mathis
(www.mathisag.com), sdo Unicos em seus géneros e tém sido empregados com
sucesso na producédo de filmes de polpas e compdsitos. A montagem em “modo
batelada” (Figura 11A), foi a empregada neste trabalho.

A Tabela 2 apresenta as concentracdes e variacdes dos componentes das
48 solucdes filmogénicas avaliadas nos testes preliminares de formacdo de
filmes. A sintese de alguns dos filmes presentes na tabela nao foi possivel, como

serda discutido adiante.

3.5 Caracterizacéo dos filmes

3.5.1 Determinacédo da Espessura

A espessura dos filmes foi obtida pela medida de 5 pontos diferentes em
cada amostra utilizando um micrdmetro digital (Mitutoyo Manufacturing, Japan).
Tais valores foram usados para o célculo da permeabilidade ao vapor de agua e

propriedades mecanicas.
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3.5.2. Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes foram analisadas a partir de
ensaios em Texturometro TA.XT Plus (Stable Micro System, Reino Unido). Os
filmes foram cortados de acordo com a Norma ASTM D882-97. O teste padrao
de ensaio de tensdo x deformacdo, no modo tracdo, foi realizado para a
determinacao de alteracdes nas caracteristicas mecanicas. Avaliou-se a tensédo
de ruptura (Omax) € a elongacdo maxima (emax) dos filmes sintetizados em 6

replicatas.

3.5.3 Propriedades Térmicas

A andlise da estabilidade térmica dos filmes foi conduzida por meio de
termogravimetria dinamica (TG) em equipamento TGA Q-500 (TA Instruments,
EUA). Foram pesadas entre 9 e 10 mg de cada amostra seladas em recipientes
de platina e ensaiadas em rampa térmica de 30 até 700 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C/min. As medidas foram realizadas sob fluxo de nitrogénio
na vazéo constante de 60 mL/min.

A andlise de eventos térmicos de degradacéo e alteracao estrutural foi
realizada por medida de calorimetria diferencial de varredura (DSC) em sistema
Q100 DSC (TA Instruments, EUA). Nesta analise, amostras de 4 mg dos filmes
foram pesadas e seladas em recipientes de aluminio e submetidas a rampa de

aguecimento padréo de -20 a 200 °C na razao de 5 °C/minuto sob atmosfera de
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ar e N2 com vazéo de 50 mL/min. Quitosana pura (em flocos) também foi avaliada

para comparacdo do comportamento térmico.

3.5.4 Permeabilidade ao Vapor de Agua

A permeabilidade ao vapor de &gua (WVP), uma caracteristica
fundamental para a definicdo de aplicacdes de filmes biopoliméricos, foi
determinada tendo por base a metodologia descrita na norma ASTM E 96-92
(método do copo). As medidas foram realizadas em amostras de filmes cortadas
no formato circular com 6 cm de didmetro e fixados em células de acrilico ap6s
terem sido adicionados 6 mL de agua destilada.

As células foram dispostas em dessecadores com silica e estocadas em
estufa a temperatura (40 °C), umidade (50 % UR) e ventilacdo controladas. A
massa de cada conjunto foi estabelecida por medida em balanca semianalitica
em intervalos de 1 hora ao longo de 10 horas. A estimativa da permeabilidade

ao vapor de agua (WVP) foi calculada considerando a equacao 5:

wyp=%2.2
t AA.P

()

([t

Sendo: “w/t” representa a perda de massa por unidade de tempo, “x” a
espessura dos filmes, “t” a unidade de tempo, “A” a area de permeacao e “AP” 0
gradiente de presséo (diferenca de pressao entre a face superior e inferior do

filme na célula de acrilico).
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3.5.5 Anélise Colorimétrica

A medida de alteracao de cor ao longo do tempo dos filmes processados
foi realizada pela leitura em colorimetro Chroma Meter CR-410 (Konica Minolta,
EUA). As medidas foram realizadas em um periodo de 60 dias apds o
processamento, com intervalos de 2 dias, nos quais foi avaliada a evolugao de
cores nas superficies de acordo com a “escala de Hunter”, composta pelos
parametros L*, a* e b*. L* indica a luminosidade (niumero de fotons), ou seja, a
quantidade de luz refletida, variando de zero (preto) a 100 (branco). Os
parametros a* e b* quantificam a cromaticidade: a* expressa o grau de variacao
entre o verde (-a) e o vermelho (+a) e o b* entre o azul (-b) e o amarelo (+b), os

quais devem ser interpretados de acordo com o diagrama ilustrado na Figura 12.

Figura 12 — Diagrama colorimétrico de acordo com o Sistema Cie/Lab [88].

Utilizando os valores numéricos de a* e b*, é possivel determinar o indice
de escurecimento (IE), processo esse decorrente de reacdes oxidativas ou

enzimaticas que acontecem na polpa, expresso por [89]:

[E = 100(X-0,31) ®)
0,172
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sendo: X = (a*+1,75. L*) / 5,645.L + a*-3,021. b*).

A variacao total de cor (AE), foi estimada como:

AE = [(L* - Lo*)? + (a*- ao*)? + (b*- bo*)2]* (7)

L*, a* e b* representam os parametros de cor das amostras e Lo, ao e bo

0s respectivos valores iniciais. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

3.6 Atividade Antimicrobiana

A possivel acdo antimicrobiana da quitosana que compde os filmes
reforcados foi avaliada através do método de difusdo em &gar, tendo por base a
determinacdo das dimensbes de halos de inibicdo do crescimento de
microrganismos [90]. Os halos s&o zonas transparentes nas quais nao ocorre
crescimento de microrganismos e seu diametro € proporcional a acédo
antimicrobiana. O microrganismo teste empregado neste estagio do trabalho foi
a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ATCC 25923.

O meio solido foi preparado com 4 % de meio Muller Hinton (Himedia) com
agar e o meio liquido com 2 % de meio Miller Hinton (Himedia), ambos diluidos
em &gua destilada. Os meios foram aquecidos até sua homogeneizacdo e
autoclavados. O meio liquido foi entdo inoculado com 0s microrganismos e
permaneceu a 37 °C, sob agitacdo de 120 rpm durante 15 horas. Apos esse
periodo, as placas com meio sélido foram inoculadas e 3 discos de filmes

(diametro de 1 cm) foram posicionados em cada placa.
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4 Resultados e Discusséao

4.1 Caracterizagcdo das Nanoparticulas de Quitosana e Nanofibras de

Celulose

4.1.1 Tamanho de particulas

O perfil de distribuicdo das nanoparticulas de quitosana obtidas pela
técnica de gelatinizacdo i6bnica e empregadas como refor¢co de adicéo nos filmes
de polpa de mamao esta representado na Figura 13.

Trata-se de uma distribuicdo bimodal de tamanhos com uma pequena
concentracdo de particulas de menores dimensfes centradas em 25,53 nm e
uma distribuicdo predominante com centro em 194,3 nm. O didmetro médio
levando em consideracéo a quantidade de distribuicdo € dado automaticamente
pelo sistema como 161,3 nm, dimensbes médias estas superiores as
encontradas na literatura (proximas a 78 nm), para o processamento de
nanoparticulas de quitosana pela técnica aqui empregada [64], indicando que o
processo pode ser otimizado pela variagdo de alguns parametros experimentais
como vazao de gotejamento, agitacao, pH, relacdo entre massas dos polimeros,
etc. Contudo, as dimensdfes obtidas, prestam-se aos propésitos deste trabalho

de atuarem como reforgo matricial.
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Z-Average (d.nm): 161.3 Peak 1: 194.3 0.2 106,2
Pdl: 0435 Peak 2: 25,53 51 7.371

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Figura 13 — Distribuicdo de tamanhos de nanoparticulas de quitosana.

4.1.2 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

O aspecto das nanoparticulas de quitosana e das nanofibras de celulose
obtidas ap6s tratamentos enzimaticos estd mostrado na Figura 14. Embora de
dificil distingdo individual, observa-se que as nhanoparticulas de quitosana
apresentaram morfologia de aspecto homogéneo, com boa dispersdo e com
formatos tendendo ao esférico com dimensdes inferiores a 500 nm. Algumas
aglomeracdes sao observadas (Figura 14A), sendo sdo compativeis com as
analises de tamanho de particulas realizadas em sistema zetasizer.

Com respeito as nanofibras, essas possuem configuracdes e distribuicao
de tamanhos distintos, com diametros de fibras proximos a 15 nm e

comprimentos variados.
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Figura 14 - Caracterizagdo da morfologia das nanoestruturas. Morfologia das (A)
nanoparticulas de quitosana e (B) nanofibras de celulose obtida por microscopia eletrénica de
transmissao (MET).

4.2. Analise de Solidos Soluveis (Grau Brix)

A caracterizacdo da polpa utilizada no processamento dos filmes foi
conduzida pela quantificado do teor de aglcar presente em todas as etapas do
preparo por meio da determinacgao do grau Brix. O Grau Brix indica a quantidade
de solidos soluveis presentes em uma solugdo, sendo um grau Brix (1° Brix)
equivalente a 1 % de sdlidos soluveis. Os dados numéricos obtidos nas analises
estao dispostos na Tabela 3.

Esta andlise € necessaria, considerando que a presenca de acuUcar,
apesar de atuar como plastificante, pode prejudicar o pleno processamento dos
filmes quando presente em excesso. O emprego de aquecimento no
processamento pode promover a caramelizagdo dos filmes durante seu
processamento no Sistema Mathis.

De acordo com a Tabela 3 nota-se que as frutas in natura e o puré nao

centrifugado possuem em sua composicdo uma maior concentracdo de
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acucares: 11,28 + 1,29 e 11,02 + 0,08, respectivamente. JA 0 puré pronto
apresenta uma reducao nesse valor (7,62 + 0,23), comprovando que 0 processo
de centrifugagdo e descarte do sobrenadante foi efetivo na eliminacdo do

E€XCessO.

Tabela 3 — Variacédo dos valores de Grau Brix nas etapas de preparo do puré.

Amostra Grau Brix (°)
Mam&o in natura 11,28 +1,292
Puré nao centrifugado 11,02 +£0,082
Sobrenadante 7,32+ 0,06"
Puré pronto 7,62+0,23"b

4.3 Propriedades mecanicas

Para a avaliacédo do efeito das diversas inser¢des na matriz filmogénica
(polpa), foram testadas diversas concentragdes de plastificantes e reforgadores
como nanoparticulas de quitosana, pectina e nanofibras de celulose.
Considerando que as propriedades mecanicas séo determinadas pela estrutura
final do material, diferencas s&o esperadas nos resultados de tensédo e

deformacéo para cada formulacéo.

4.3.1 Filmes sem reforgcadores

Primeiramente foram testados filmes cujas solu¢bes eram compostas

somente de agua e diferentes concentracdes de puré, que foram considerados

como controle para comparacdo com os demais filmes.
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N&o foi vidvel a formacéo de filmes com menos de 20 % (d.b) de polpa
(M10 e M15). Filmes com essas concentracbes (10 e 15 %) somente foram
possiveis de serem processados com a adicao de glicerol (5 %). Em geral, na
sintese de filmes biopoliméricos a adi¢do de plastificantes se faz necessaria para
a obtencdo de minima flexibilidade e elongacéo, facilitando a manuseabilidade e
a realizacao de ensaios.

Ainda que os filmes a base de puré de frutas apresentem em sua
composicdo natural aclicares simples que podem apresentar efeito plastificante,
como o processo de preparo envolve a centrifugacdo e o descarte do
sobrenadante e, consequentemente, de parte do agucar presente, a adicdo de
plastificantes torna-se necessaria em algumas formulagées [91].

Os resultados de espessura, deformacdo maxima e tensdo maxima na

ruptura dos filmes sem nanoreforgadores estéo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4 — Propriedades mecéanicas de filmes sem reforcadores. Espessura, deformacdo
maxima (emax) e tensdo maxima na ruptura (omax) de filmes biodegradaveis com 20 e 25 % de
puré de maméao papaia (M) adicionados de agua e 10, 15, 20 e 25 % de puré adicionados de
agua e 5 % de glicerol (gli).

Filmes* Espessura (mm) Deformacéo Tensdo maxima:
maxima: &max (%) Omax (MPa)
M20 0,04 £0,012 9,95+ 1,41abcd 8,40+0,742
M25 0,04 + 0,001 &b 9,54 +0,83ab.cd 6,18 £+ 0,95 a.b.¢c
M10_gli5 0,05+ 0,01 &b .c.d 6,62+ 1,244 1,76 + 0,58 d.¢
M15 gli5 0,04 +0,0120b 10,07 + 1,18 ab.c.d 1,12+ 0,254d¢
M20_gli5 0,04 + 0,00 & b.c.d 6,37 + 2,36 ¢ 0,6 £0,46°¢
M25 gli5 0,05+ 0,012b¢ 9,35+0,52abcd 1,32+0,624d¢

Letras diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca estatisticamente significativa
(Tukey, p <0,05).
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Pode-se observar que ndo ha diferencas significativas nas propriedades
mecanicas em relacdo ao aumento da concentracdo de puré. No entanto, para
uma mesma concentragao (20 e 25 %), nota-se uma diminuigdo nos parametros
de tensédo e deformacdo nos filmes com a adicdo de glicerol. Ao adicionar o
plastificante ocorre, como esperado, a reducdo da tenséo de ruptura. Para os
filmes com 25 % de polpa, praticamente ndo ha alteracdes significativas
estatisticamente na elongacdo (deformacdo maxima). Por outro lado, a
formulag&o com 20 % de polpa teve sua média reduzida em 26 % na deformacao
na presenca de plastificante, o que nado era inicialmente esperado.

De um modo geral, o plastificante enfraquece as forgas intermoleculares
entre as cadeias adjacentes do polimero, aumentando seu volume interno livre.
Essa acéo facilita a deformacéo a baixas tensdes (diminui a tensdo de ruptura),
pois minimiza suas interagfes intermoleculares, devido a seu carater
higroscépico [92]. A auséncia de efeito ou a reducdo de elongacdo observada
para os filmes de polpa podem ser caracteristicas da composicédo matricial e do
rearranjo das fibras celul6sicas especificas deste composto.

Segue a discussao dos resultados com os aditivos, na qual sera dada
énfase a tensdo maxima (Omax), considerando que este € o parametro que
caracteriza a capacidade de sustentacdo de um filme até sua ruptura, sendo

fundamental para a definicdo de potenciais aplicacdes.

4.3.2 Filmes com nanoparticulas de guitosana

Duas concentracdes de nanoparticulas de quitosana foram avaliadas
como reforcadores: 0,1 e 0,2 % e, novamente, comparadas aos filmes do

controle. N&o foi possivel a formagéo de filmes com a solu¢éo de nanoparticulas
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de quitosana com 0,5 %. O processamento dos filmes foi prejudicado, devido a

sua alta viscosidade.

A adicdo de plastificante (glicerol) também foi avaliada na mesma

concentracédo (5 %) conduzida nos filmes sem nanoparticulas. Os resultados dos

ensaios mecanicos nestas diversas condi¢cdes estdo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5 - Propriedades mecanicas de filmes com nanoparticulas de quitosana. Espessura,
deformagéo maxima (emax) € tensdo maxima (omax). No cddigo de identificacdo dos filmes foram
utilizados M (polpa de mamao em massa seca); ch (hanoparticulas de quitosana) e gli (glicerol)
seguidos de algarismos referentes as respectivas concentra¢cdes avaliadas.

Filmes* Espessura (mm) Deformacéo Tensdo maxima:
maxima: €max (%) Omax (MPa)
M10_gli5 0,05 £+ 0,01 efah 6,62 +1,24¢ 1,76 £ 0,58 & f
M10_ch0,1 0,16 + 0,00 ¢4 588+1,98°¢ 1,97 +£1,03¢f
M10_ch0,2_gli5 0,06 + 0,01 &9 591+484¢ 1,93 + 0,058 & f
M15_gli 0,04+0,019h 10,07 + 1,18 bede 1,12 +0,25¢f
M15_ch0,1_gli 0,07 + 0,01 feh 9,06 + 1,81 2,50 + 1,01
M15 ch0,2 0,18+ 0,012 6,86 £ 3,17 ¢ 2,79+1,92¢f
M15_ch0,2_gli 0,04 + 0,01 foh 7,38+ 4,372 593+0,76 2
M20 0,04 +0,01"h 9,95 + 1,41 bede 8,40+ 0,74°"
M20_gli 0,04 + 0,00 efe.h 6,37 £ 2,36 ¢ 0,6+0,46°
M20_ch0,1 0,16 + 0,01 bed 6,22 + 0,69 ¢© 1,71+0,57 &f
M20_ch0,1_gli 0,07 + 0,00 ¢ 13,45 + 3,42 abcd 1,016 £ 0,41 ef
M20_ch0,2 0,18 + 0,01 ab 7,75 + 1,96 de 3,29+ 1,39 def
M20_ch0,2_gli 0,04 £ 0,00 9N 15,82 + 3,6 &b 7,87 £3,45b.¢
M25 0,04 + 0,00 @b 9,54 + 0,83 bcde 6,18 £+ 0,95 b.c.d
M25 gl 0,05 + 0,01 &fg 9,35 + 0,52 bede 1,32+0,62¢&f
M25 ch0,1 0,16 £ 0,01 d 8,21 + 1,06 cde 3,77 £ 1,29 d.&f
M25_ch0,1_gli 0,07 £ 0,00 ef 15,55 + 3,26 ab 1,32+0,17 &f
M25 ch0,2 0,18 £ 0,01 abc 10,87 + 2,47 bede 3,45+ 0,37 d&f
M25_ch0,2_gli 0,04 + 0,00 @b 13,64 + 1,85 ab.cd 441+0,79¢cde

Letras diferentes na mesma coluna indicam que ha diferengca estatisticamente significativa

(Tukey, p <0,05).
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Em relacdo aos filmes com a menor concentragao de polpa avaliada (10
% d.b.), identificados com as iniciais M10, a adicdo de nanoparticulas de
quitosana ndo resultou em diferengcas estatisticamente significativas na
deformacgéo e tensédo de ruptura dos filmes. Nota-se apenas uma pequena
alteracdo em relacdo a sua espessura, devido a maior concentracado de matéria
seca nas formula¢cdes com as nanoparticulas de quitosana.

Para os filmes com 15 e 20 % de polpa (d.b.), a insercao de nanoparticulas
foi efetiva em uma melhora geral das propriedades mecénicas. A acao sinérgica
da quitosana com o glicerol na matriz de polpa mostrou ser um parametro
fundamental para as altera¢gOes da plasticidade.

Para os filmes com 25 % de polpa, a adicdo somente de quitosana nao
alterou sua deformacao e diminuiu a tensdo maxima na ruptura, como esperado.
Na Figura 15, esta apresentado o efeito da adicdo de nanoparticulas sobre a
tensdo maxima de ruptura para os filmes, nos quais foram variados
simultaneamente a concentracao de polpa e de nanoparticulas.

O aumento da tensdo com o aumento da concentracdo de nanoparticulas
€ esperado considerando que as nanoparticulas distribuidas na matriz interagem
com as fibras da polpa, elevando a densidade e, consequentemente, limitando o
deslocamento relativo das fibras. Assim, tensdes maiores sdo necessarias para
que se dé o rompimento do filme. Este efeito fica mais evidente nos filmes
M15 ch0,2_gli5 e M20_ch0,2_gli5, nos quais o reforco decorrente da adicdo das
nanoparticulas & crescente e em concordancia com os dados encontrados na
literatura, os quais mostram um aumento de aproximadamente 53 % na tenséo

maxima de filmes com nanoparticulas de quitosana [33, 50].
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Figura 15 — Efeito da adi¢cdo de nanoparticulas sobre a tensdo maxima de ruptura. Filmes
com diversas concentragdes de polpa (10, 15, 20 e 25 %) e trés concentra¢des de nanoparticulas
de quitosana (0, 0,1 e 0,2 %). Todos os filmes avaliados contém 5 % de glicerol como
plastificante.

4.3.3 Filmes com nanofibras de celulose

As analises das propriedades mecéanicas em funcdo das adicdes de
nanofibras foram realizadas nos filmes processados com 15 % de polpa e 5 %
de glicerol como plastificante (M15_gli5), cujos dados numéricos estéo dispostos

na Tabela 6.
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Tabela 6 — Propriedades mecéanicas de filmes com nanoestruturas. Espessura, deformacéo
maxima (emax) e tensdo maxima (omax) de filmes com nanoparticulas de quitosana e nanofibras
de celulose. No cdédigo de identificagéo dos filmes foram utilizados M (polpa de mamao em massa seca);
ch (nanoparticulas de quitosana); gli (glicerol) e nf (nanofibras de celulose) seguidos de algarismos
referentes as respectivas concentracdes avaliadas.

Filmes* Espessura (mm) Deformacéo Tens&o maxima:
maxima: €max (%) Omax (MPa)
M15_ch0,2_gli 0,04 £ 0,00 7,38 +4,372 593+0,762
M15_nf0,2 0,07 £ 0,00° 9,33+0,72°" 7,30+2,27"
M15_cho0,2 0,19+0,012 5,59+4,28"b 2,719+£228¢
M15_gli 0,05 £ 0,01° 10,04 £1,02° 1,18+ 0,25¢

Letras diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca estatisticamente significativa
(Tukey, p <0,05).

Comparando as acbes da quitosana e das nanofibras de celulose
(M15_ch0,2 e M15_nf0,2) como refor¢o para os filmes biopoliméricos, nota-se
gue nao houve diferenca significativa em sua deformac&o com relagéo ao filme
sem fibras (M15_gli), embora com um incremento na tensdo maxima na ruptura
da ordem de 2,6 vezes decorrente da presenca das nanofibras na matriz.

A Figura 16 compara os dados de tensdo de ruptura de algumas
formulacbes M15 com e sem reforgos adicionados, na qual é possivel notar o
efeito superior da insercdo das nanofibras com relacdo ao valor obtido pela

adicdo de nanoparticulas na mesma concentracao.
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Figura 16 - Tensdo maxima na ruptura para filmes com quitosana e nanofibras. Filmes da
série M15 com e sem adicdo de refor¢cadores. No codigo de identificacdo dos filmes foram
utilizados M (polpa de maméao em massa seca); ch (nanoparticulas de quitosana); gli (glicerol) e
nf (nanofibras de celulose) seguidos de algarismos referentes as respectivas concentracdes
avaliadas.

4.3.4 Filmes com pectina

Além das nanopatrticulas de quitosana e nanofibras de celulose, também
foi testada a pectina como agente filmogénico para a mesma concentracéo de
polpa (15 %), com a qual foram obtidos resultados mais satisfatérios de
deformacéo e tensdo na ruptura. A concentracdo de pectina utilizada (0,5 % de
concentracéo final) teve como referéncia o trabalho desenvolvido por Martelli e
colaboradores [28], no qual a adigdo resultou em melhoras significativas nas
propriedades mecanicas de filmes processados a partir de polpas de banana. Os

valores comparativos com demais filmes M15 estao dispostos na Tabela 7.
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Tabela 7 - Propriedades mecéanicas de filmes com nanoestruturas e pectina. Espessura,
deformagé&o maxima (emax) € tensdo maxima (Omax) de filmes com nanoparticulas de quitosana,
nanofibras de celulose e pectina. No cédigo de identificacdo dos filmes foram utilizados M (polpa
de mamao em massa seca); ch (nanoparticulas de quitosana); gli (glicerol); pec (pectina) e nf
(nanofibras de celulose) seguidos de algarismos referentes as respectivas concentracdes
avaliadas.

Filmes* Espessura (mm) Deformacao Tensdo maxima:
b maxima: €max (%) Omax (MPa)

M15_ch0,2_gli 0,05+ 0,005 ¢ 7,38+4,372 5,93+0,76 2
M15_pec0,5_gli 0,082 + 0,0005 10,97 £2,01° 515+0,85°
M15_gli 0,05+ 0,01 b-c 10,07 £1,02° 1,18+0,31°
M15_nf0,2 0,07 £ 0,005 b.¢ 9,33+£0,722° 7,30£2,27°
M15_ch0,2 0,19+0,0122 5,569 + 4,28 b.c 3,70+ 2,28"
M15 pec0,5 0,06 + 0,007 b.¢ 1,47 +£0,740¢ 14,14 £ 3,152

*Identificacdo adotada conforme formulagdes apresentadas na Tabela 2.
Letras diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenga estatisticamente significativa
(Tukey, p <0,05).

Pode-se observar que a pectina (M15_pec0,5) tem efeito significativo na
reducdo da deformacdo méxima dos filmes (elongacéo) na ordem de 6,3 e 3,8
vezes em relacdo a amostra com nanofibras (M15_nf0,2) e a com adi¢do de
quitosana (M15_ch0,2), respectivamente. Seu maior efeito, contudo, foi em
estabilizar a estrutura quanto a tensdo de deformagao, elevando
significativamente os valores de tenséo de ruptura, que podem ser visualmente

comparados pela distribuicdo apresentada na Figura 17.
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Figura 17 — Tensdo méaxima na ruptura para filmes com quitosana, nanofibras e pectina.
Na identificagdo dos filmes foram utlizados M (polpa de mam&do em massa seca); ch
(nanoparticulas de quitosana); gli (glicerol); pec (pectina) e nf (nanofibras de celulose) seguidos
de algarismos referentes as respectivas concentracdes avaliadas.

Tensdo maxima (ocmax (MPa))

Os dados da Tabela 7 e a Figura 17 permitem concluir que o glicerol tem
efeito plastificante otimizado quando associado a pectina, promovendo grande
elasticidade, ou seja, emax de 1,47 = 0,74 % para o filme com pectina para 10,97
* 2,01 % para o mesmo filme com adi¢do de 5 % de glicerol, correspondendo a

um aumento da ordem de 7,5 vezes na deformacao até que ocorra a ruptura.

4.4 Propriedades Térmicas

4.4.1 Termogravimetria

Diversas caracteristicas fisicas dos polimeros, entre elas as propriedades
térmicas, sdo determinadas pela interagédo entre os compostos e mobilidade de

suas cadeias. Especialmente para o emprego como embalagens, as
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caracteristicas térmicas sao relevantes considerando que usualmente s&o
produzidos em larga escala e em temperaturas elevadas [33].

As curvas termogravimétricas obtidas para os filmes estdo dispostas na
Figura 18, evidenciando diferencas nas perdas de massa com a elevacéo da
temperatura. A curva correspondente a quitosana pura também esta
apresentada como referéncia para comparagao.

A quitosana apresenta degradacao térmica distinta dos filmes a base de
polpa com dois estagios térmicos definidos, indicando uma maior estabilidade
térmica de sua matriz, com massa residual de 34 % em 600 °C.

Todos os filmes de polpa apresentaram perfis de degradacéo similares
com rapida perda de massa acusando massa residual de 3,5 % na temperatura
de 530 °C. Valores ligeiramente superiores (massa residual de 5,2 % em 635 °C)
foram obtidos para as formula¢des com 0,2 % de nanoparticulas (M15 ch0,2 e
M15 ch0,2_gli), indicando efeito estabilizante da quitosana na matriz. O filme
com nanofibras (M15_nf0,2) apresentou uma ligeira reducdo nas temperaturas
correspondentes aos primeiros estadgios de decomposicdo, indicando uma
menor estabilidade dessas estruturas. Uma possivel causa para este efeito pode
ser o carater idbnico das fibras. As fibras de celulose normalmente séo
negativamente carregadas (anibnicas) [93], enquanto a quitosana é um
polissacarideo essencialmente catiénico (cargas positivas). Como na polpa
predominam estruturas celulésicas, a interacdo com a quitosana sera mais
intensa em funcdo das interacdes entre cargas opostas, 0 que € minimizado na
adicao das fibras e reflete na estabilidade térmica.

De maneira geral, para os filmes a base de polpa, o primeiro estagio de

decomposicdo ocorre em temperaturas inferiores a 100 °C, sendo atribuido a
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evaporacao da agua fracamente adsorvida na matriz, principalmente de 4gua
residual ligada aos grupos hidroxilas e terminagbes polares das estruturas
celulosicas.

O segundo estagio de decomposicdo tem inicio em temperaturas
proximas a 150 °C e correspondem a degradacao de proteinas, amido, frutose,
glicose e sacarose presentes na polpa (Figura 18). Um terceiro estagio é
identificado entre 300 e 450 °C e esté relacionado a decomposicéo das cadeias
poliméricas e a degradacdo de componentes organicos como a lignina,
hemicelulose e celulose. A partir deste estagio, tém-se as reacgdes piroliticas,

com a formacéo de grafite, diéxido de carbono e demais compostos voléateis.
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Figura 18 — Curvas de TG de todos os filmes avaliados e da quitosana pura (em p06). Todos
os filmes continham 15 % (d.b.) de puré de mamao em suas formulacfes. Na identificacdo dos
filmes foram utilizados M (polpa de mamé&o em massa seca); ch (nanoparticulas de quitosana),
gli (glicerol), pec (pectina), nf (nanofibras de celulose) seguidos de algarismos referentes as
respectivas concentracfes avaliadas.
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Embora a adicdo de pectina tenha efeito positivo sobre as propriedades
mecanicas, ndo foram observadas alteragcbes significativas com relacdo a
influéncia sobre as propriedades térmicas.

Na Figura 19, destaca-se, para efeito de comparacéo, 0s termogramas
referentes ao filme sem (M15) e com adicbes de nanoparticulas de quitosana
(M15_ch0,1 e M15 ch0,2). Nota-se, como anteriormente comentado, que a
adicdo de 0,2 % de nanoparticulas de quitosana desloca os eventos térmicos
para maiores temperaturas, o que sugere uma pequena melhora na estabilidade
térmica dos filmes se comparada ao controle, composto somente de polpa e
adgua (M15). Diversos estudos tém caracterizado o comportamento térmico da
quitosana e de sua insercao na formacéao de blendas, concluindo que esta difere
dos demais polissacarideos pela presenca dos grupos amino e hidroxilas em sua
estrutura [94]. Essa configuracdo favorece o estabelecimento de ligagbes
cruzadas intercadeias, como por exemplo as ligacdes de hidrogénio, que levam
a formacdo de filmes com uma maior cristalinidade estrutural, com
predominancia de células no formato ortorrbmbico [95]. Este formato é
relativamente estavel e interfere positivamente na reducdo das degradacdes

térmicas [96].
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Figura 19 — Curvas de TG de filmes com adi¢6es de quitosana (ch) e da quitosana pura
(em po). Todos os filmes continham 15 % (d.b.) de puré de mamé&o em suas formulac¢des. Duas
concentracdes de quitosana (ch) foram avaliadas: 0,1 e 0,2 %. Na identificacdo dos filmes foram
utilizados M (polpa de maméo em massa seca) e ch (nanoparticulas de quitosana) seguidos de
algarismos referentes as respectivas concentragfes avaliadas.

Em relacdo a adicdo simultdnea de quitosana e glicerol (M15_ch0,2_gli),
houve uma ligeira reducéo da estabilidade com a adi¢édo do plastificante, embora
nao significativa (Figura 20). A adicdo de glicerol reduz as interagdes
intercadeias enfraguecendo a coesao estrutural, o que reflete em uma reducao
nas temperaturas de degradacao. Adicionalmente, em blendas com a presenca
de glicerol e quitosana, ocorre uma competicdo entre as moléculas para se
ligarem aos sitios hidroxilas da matriz, gerando desestabilizacdes pontuais,
principalmente quando as adi¢cdes de quitosana e glicerol séo realizadas em
maiores proporcdes, conforme observado e caracterizado em sistemas

poliméricos similares [97] .
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Figura 20 — Curvas de TG filmes com 15 % (d.b.) de puré de mamao em suas formulacdes.
Na identificagdo dos filmes foram utlizados M (polpa de mam&o em massa seca); ch
(nanoparticulas de quitosana) e gli (glicerol) seguidos de algarismos referentes as respectivas
concentracfes avaliadas.

4.4.2 Calorimetria Diferencial de Varredura

Nas analises complementares conduzidas por DSC (Figura 21) foram
observados picos endotérmicos correspondentes aos principais eventos para as
diversas formulacdes.

As curvas confirmam um padrdo de degradacdo similar com a
predominéncia de dois estagios distintos, o primeiro em baixas temperaturas
correspondente a transicdo vitrea (Tg), que sdo melhores observados para as
formulagcées com adi¢gbes de nanoestruturas e pectina. O segundo evento com
pico endotérmico mais intenso (Tp) é referente a liberacdo de dgua adsorvida na
amostra, em concordancia com as andlises realizadas por TG. A Tabela 8

apresenta os valores numéricos correspondentes.
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Para alguns filmes é possivel a identificacdo de um terceiro evento entre
150 e 200 °C, correspondente ao inicio da degradacdo de acucares como
frutose, glucose e sucrose [28]. As temperaturas de fusdo das estruturas
celulésicas presentes na polpa, bem como da quitosana, estdo acima do
intervalo ensaiado. Tais temperaturas estdo em torno de 200 °C [98], para a
quitosana, e de 230 a 400 °C, no caso de filmes de polpas de frutas [28].

De maneira geral, a insercao de nanoestruturas e de pectina exerce pouca
influéncia no tipo de degradag&o que ocorre nos filmes, embora essas adi¢cdes
atuem mais significativamente no deslocamento das temperaturas de transicéo
vitrea.

Cabe observar que no filme com glicerol (M15_gli), houve a necessidade
de maiores temperaturas para uma completa eliminacdo da agua adsorvida
(cerca de 20 °C superior ao filme sem plastificante M15), além de promover um
abaixamento da Tg.

A necessidade de maiores temperaturas para a evaporacao total da agua
retida nos filmes com glicerol esta relacionada ao aumento do nimero de grupos
hidroxilas disponiveis para interacdo, o que gera atracdes mais fortes das
moléculas polares e, também, retencdo de um maior volume de dgua na matriz

[96].
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Figura 21 — Termogramas de DSC. Amostras de quitosana pura (em pd) e de filmes
biodegradaveis com 15 % (d.b.) de puré de mam&o com adi¢Bes de quitosana (ch), pectina (pec),
nanofibras de celulose (nf) e glicerol (gli). Na identificacdo dos filmes foram utilizados M (polpa
de mamado em massa seca) e ch (nanoparticulas de quitosana) seguidos de algarismos
referentes as respectivas concentracdes avaliadas.

Tabela 8 — Temperatura dos principais eventos endotérmicos. Na identificacdo dos filmes
foram utilizados M (polpa de mamédo em massa seca) e ch (nanoparticulas de quitosana)
seguidos de algarismos referentes as respectivas concentra¢cfes avaliadas.

Amostra Tg (°C) Tp (°C)*
M15 -31 111
M15 gli -48 130
M15 ch0,2 - 104
M15 _ch_0,2_gli -44 108
M15 pec0,5 gli -45 113
M15 nf0,2 -32 110
Quitosana - 128

*Pico endotérmico principal correspondente a dessorcdo de agua.

4.5 Permeabilidade ao Vapor de Agua

Além das propriedades mecanicas, as propriedades de barreira ao vapor

de agua dos filmes biopoliméricos sao fatores relevantes que devem ser levados
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em consideracdo para diversas aplicacdes na industria de embalagens e

alimentos e que estdo estritamente relacionadas as composic¢des dos filmes.

4.5.1 Filmes com reforcadores

A permeabilidade ao vapor de agua (WVP) dos filmes compostos de 15
% de polpa (d.b.) e reforcadores foi determinada e os resultados estao
apresentados na Tabela 9.

N&o houve diferencas estatisticamente significativas nos valores de WVP
nos filmes para ambas as concentracdes de nanoparticulas de quitosana
avaliadas, mesmo com a presenca do plastificante glicerol. Entretanto, nota-se
uma tendéncia de reducédo desses valores com a presenca de nanoparticulas, o
que é um efeito esperado.

Os filmes compostos apenas de polpa (M15) apresentaram
permeabilidade ao vapor de agua de 3,5 g mm/m?h kPa. Este valor é inferior ao
registrado para filmes sintetizados a partir de purés de frutas como maca (5,8 g
mm/m?h kPa), pera (7,8 g mm/m?h kPa) [29] e manga (8,9 g mm/m?h kPa) [31],
conforme previamente apresentados na Tabela 1. A permeabilidade medida nos
filmes de mamao (M15) foi préxima a encontrada em filmes de banana (3,95 g
mm/mzh kPa) [28].

Embora o valor de WVP medido para os filmes a base de polpa de maméo
seja inferior ao de outros filmes biodegradaveis processados a partir de puré de
frutas, este ainda apresenta uma permeabilidade relativamente alta se
comparada, por exemplo, a filmes de polissacarideos como o hidroximetil-

propilcelulose (HPMC), da ordem de 0,8 g mm/m2h kPa [50].
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Devido a estrutura altamente fibrosa e complexa da polpa de mamao, a
adicdo de plastificante, na concentracdo aqui avaliada, nao interferiu
negativamente nas propriedades de barreira.

A Tabela 9 apresenta os dados de WVP obtidos para os filmes com adi¢ao
de nanofibras de celulose (M15_nf0,2) em comparacado com os reforcados com
quitosana (M15_ch0,2) e pectina (M15_pec0,5). Os dados indicam que,
comparativamente, os filmes processados somente com polpa (M15) com
relacdo a adicdo de nanofibras de celulose (M15_nf0,2) resultaram em uma
reducdo da permeacdo em 60,6 % variando de 3,50 g mm/m?h kPa + 0,52 para
1,38 g mm/m?h kPa + 0,08, com a adicédo das fibras. J4& em comparacdo com a
presenca de pectina, a reducdo na permeabilidade foi de 77,72 %, diminuindo
de 3,50 g mm/m?h kPa * 0,52 (M15) para 0,78 g mm/m?h kPa * 0,019
(M15_pec0,5). No filme com pectina e glicerol (M15_pec0,5 gli), os resultados
indicam uma pequena elevacéo do valor da permeacéo (1,50 + 0,11 g mm/m?h
kPa), provavelmente por uma maior interacao entre estes dois compostos que
facilitam a transicdo de umidade através da matriz [19].

Comparando o efeito dos refor¢cadores pectina e quitosana, ambos com
glicerol, a pectina mostrou-se mais eficiente na redugéo da permeabilidade. O
filme M15_pec0,5_gli apresenta valores de WVP de 1,50 + 0,11 g mm/m?h kPa
e 0 com quitosana (M15_ch0,2_gli) de 3,01 + 0,11 g mm/m?h kPa, ou seja, uma
reducdo de aproximadamente 50 % na presenca de pectina.

Outra comparacao pertinente é a dos filmes com diferentes concentragctes
de polpa em sua composicao: 15 e 25 % (d.b.), ambos com pectina e glicerol. A
pectina mostrou-se menos efetiva em reduzir as taxas de permeabilidade

guando ha maior concentragéo de polpa. Diversos fatores podem atuar para este
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resultado, como a maior presenca de acucares em uma maior quantidade de
polpa e, também, a reducao entre a propor¢ao de pectina e polpa que leva a uma
maior dispersdo, minimizando sua interagdo com a matriz.

Desta maneira, filmes com maior concentracéo de polpa, ainda que com
pectina (M25_pec0,5_gli), apresentaram taxas de permeabilidade similares as
dos filmes com menores concentragdes de polpa e glicerol (M15_gli), 3,30 £ 0,53
e 3,48 + 0,39, respectivamente. Este resultado sugere que filmes com maiores
concentracdes de polpa necessitam de uma maior concentracéo de pectina para

gue o efeito na permeabilidade seja notavel.

Tabela 9 — Propriedades de barreira de filmes com nanoestruturas e pectina.
Espessura e permeabilidade ao vapor de dgua (WVP). No cddigo de identificacdo dos filmes
foram utilizados M (polpa de mamao em massa seca); ch (nanoparticulas de quitosana); gli
(glicerol); pec (pectina) e nf (nanofibras de celulose) seguidos de algarismos referentes as

respectivas concentracdes avaliadas.

Filmes* Espessura (mm) WVP (g mm/m2h kPa)
M15 0,15+ 0,02 2 3,50+0,522
M15_gli 0,16 £ 0,012 3,48+0,392
M15 ch0,1 0,17 +0,002 251+0,172
M15_ch0,2 0,15+0,012 2,63+0,672
M15_ch0,2_gli 0,16 + 0,00 ® 3,01 +0,25%b
M15_nf0,2 0,08 + 0,00 ® 1,38+ 0,08 °
M15_pec0,5 0,05+ 0,02 ¢ 0,78+ 0,02 ¢
M15_pec0,5_gli 0,11+0,04¢ 150+0,11¢
M25_pec0,5_gli 0,18+ 0,012 3,30 £ 0,532b

*Identificagdo adotada conforme formulacBes apresentadas na Tabela 2.

Letras diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca estatisticamente significativa

(Tukey, p <0,05).
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Na Figura 22, compara-se o efeito dos refor¢cadores avaliados (quitosana,
nanofibras de celulose e pectina) nas taxas de permeabilidade ao vapor de agua
(WVP) dos filmes a base de polpa de mamao, evidenciando a maior eficiéncia
da pectina em reduzi-las.

4,5 4

3,5°
4,0 - T

35 2,63°

3,04 4

2,5

2,0 /
b

15 138

1,0 / 0,78°

0,5

WVP (g mm/m’h kPa)

0,0

I I T I
M15 M15_ch0,2 M15_nf0,2 M15_pec0,5
Composigao dos Filmes

Figura 22 — Comparacdo das taxas de permeabilidade ao vapor de 4gua (WVP). Todos os
filmes foram compostos por 15 % de polpa (d.b.). Letras diferentes indicam que héa diferenga
estatisticamente significativa (Tukey, p <0,05). No cédigo de identificacdo dos filmes foram
utilizados M (polpa de mam&o em massa seca); ch (nanoparticulas de quitosana); pec (pectina)
e nf (nanofibras de celulose) seguidos de algarismos referentes as respectivas concentracdes
avaliadas.

4.6 Propriedades Colorimétricas

As propriedades colorimétricas dos filmes foram avaliadas ao longo do
periodo de armazenamento e os resultados dispostos na Tabela 10.

Avaliando os parametros de luminosidade Lo* e L*, referentes aos dias de
processamento e apds 60 dias, respectivamente, 0s quais variam de zero (preto)
a 100 (branco), nota-se a diminuicdo desses (decaimento do parametro L*),

sugerindo o escurecimento superficial das amostras.



67

Em relacdo aos parametros de cromaticidade a* e b*, os quais expressam
0 grau de variacdo entre o verde (-a) e o vermelho (+a) e entre o azul (-b) e o
amarelo (+b), nota-se um aumento para ambos, indicando que com o tempo 0s
filmes tendem a coloragdes mais intensas, com tonalidades mais avermelhadas
e amareladas, decorrentes de processos degradativos (oxidagdo ou acdo
enzimatica) que intensificam a cor alaranjada caracteristica da polpa do mamao
papaia [99].

A intensidade dessas variag0es, contudo, varia de filme para filme, o que
pode ser depreendido pelo parametro AE (variacao total de cor). Os filmes com
adicoes de glicerol apresentaram variacdes mais intensas (maiores valores de
AE) do que os obtidos para filmes com as mesmas composi¢coes sem glicerol.
Por exemplo, os filmes M15 ch0,2 e M15_ch0,2_gli tiveram valores de AE de
10,16 £ 4,46 e 31,65 + 2,90, respectivamente.

De maneira similar, o célculo do IE (indice de escurecimento), indica,
como esperado, que todos os filmes se tornaram preponderantemente mais
escuros com o passar do tempo. Tais alteracbes de colora¢do sédo devido as
reacBes quimicas como as que ocorrem entre um aminoacido ou proteina com
um carboidrato reduzido, nas quais o grupo carbonila do carboidrato interage
com o grupo amino do aminoé&cido, gerando melanoidinas que conduzem ao

escurecimento dos filmes [83].
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Tabela 10 — Andlise Colorimétrica de filmes biopoliméricos de mam&o compostos por 15 % de polpa (d.b.) com adi¢des de glicerol (gli); quitosana
(ch); pectina (pec) e nanofibras de celulose (nf). Na tabela estdo valores de Luminosidade iniciais (LO*) e finais (L*), parAmetros de cromaticidade a* e b*
iniciais (a0* e b0*) e finais (a* e b*), Alteracdo de cor (AE) e indice de Escurecimento (IE). O periodo final corresponde a 60 dias de armazenamento &
temperatura ambiente.

Filme Lo* L* ao* ax bo* b* AE IE

M15_ch0,2_gli | 87,00+ 0,83 | 61,50+ 2,05 | 0,02+ 0,47 | 12,99+ 2,24 | 48,76+ 3,23 | 35,25+ 0,82 | 31,65+2,902 95,92+ 4,28 ©

M15_nf0,2 92,78+ 0,21 | 83,74+ 1,74 | -1,42+ 0,03 | 3,84+ 1,59 | 26,94+ 0,89 | 50,13+ 4,99 | 25,45+ 5,43 2P | 89,11+ 16,96 P

M15_pec0,5_gli | 78,35+ 1,08 | 81,65+ 0,50 | 5,16+ 0,28 | 5,16+ 0,59 | 35,82+ 0,08 | 54,13+ 1,97 | 18,63+ 1,83"¢ | 103,93+ 7,03 2P

M15_ch0,2 86,21+ 0,36 | 79,76+ 1,94 | 1,11+ 0,63 | 5,79+ 2,31 | 54,76+ 1,52 | 60,97+ 3,51 | 10,16+ 4,46°d¢ | 131,00+ 20,02 2

M15 88,53+ 0,69 | 86,48+ 0,18 | 1,49+ 0,50 | 1,86+ 0,08 | 44,44+ 2,43 | 46,53+ 0,85 2,98+ 0,69 ¢ 74,33+ 2,12 b¢

M15_gli 70,71+ 0,94 | 79,79+ 1,47 | 2,56+ 0,21 | 3,21+0,72 | 36,13+ 0,79 | 34,81+ 1,23 | 9,26+ 1,59 d¢ 57,99+ 4,58 ¢

M15_ch0,1 86,96+ 0,53 | 84,38+ 0,92 | 2,69+ 0,48 | 2,48+ 0,74 | 47,05+ 1,61 | 53,85+ 2,82 | 7,32+ 2,90 d¢ 95,73+ 9,52°

M15 ch0,1_gli | 80,34+0,82 | 70,30+ 1,25 | 0,19+ 0,35 | 7,93+ 0,94 | 34,28+ 2,04 | 36,33+ 0,08 | 12,77+ 1,56 ¢4 | 77,60+ 2,95 b°c

M15_pec0,5 86,83+ 0,73 | 90,32+ 0,35 | -0,74+ 0,29 | -1,58+ 0,08 | 32,51+ 1,13 | 37,41+ 1,41 | 6,14+ 0,89 ¢¢ 49,77+ 2,77 ¢

Letras diferentes na mesma coluna indicam que héa diferenca estatisticamente significativa (Tukey, p <0,05).
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Na Figura 23 estdo dispostos comparativamente os valores de Alteracao
Total de cor (AE) e do indice de Escurecimento (IE) calculados para os filmes da
série M15. Tem-se que as maiores alteragdes de cor ocorrem na superficie do
filme processado com adigbes de nanoparticulas de quitosana e glicerol
(M15_ch0,2_gli) e na do processado com adi¢cdes de nanofibras (M15_nf0,2),
indicando que ambos os reforgos, embora tenham demonstrado efeitos positivos
nas demais propriedades, atuam negativamente em acelerar as alteracdes de

cores na polpa.

Unidade numérica adimensional

M15 M15_ch0,1 M15_ch0,2 M15_pec0,5 M15_nf0,2
M15_gli M15_ch0,1_gli M15_ch0,2_gli M15_pec0,5_gli
Amostra

Figura 23 — Variagdo da coloragio total (AE) e dos indices de Escurecimento (IE). Os
parametros foram calculados sobre as superficies dos filmes da série M15 com e sem adi¢des
de reforgos apos 60 dias da sintese. No cédigo de identificacdo dos filmes foram utilizados M
(polpa de mamao em massa seca); ch (nanoparticulas de quitosana); gli (glicerol); pec (pectina)
e nf (nanofibras de celulose) seguidos de algarismos referentes as respectivas concentracdes
avaliadas.
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A amostra M15 ch0,2 teve o maior indice de Escurecimento (IE),
indicando que a presenca da quitosana na matriz da polpa favoreceu o
escurecimento, provavelmente por sua alta afinidade com os grupos funcionais
presentes na estrutura celulésica predominante na polpa do mamao.

As menores variagcdes colorimétricas na variagdo total (AE) ou no
escurecimento (IE) foram registradas nas amostras com a adicao de 0,5 % de
pectina (M15_pec0,5), a qual atuou positivamente na preservagao das
caracteristicas iniciais. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados
por Martelli e colaboradores [83] na andlise das variacdes colorimétricas de
filmes processados a partir de polpa de bananas, nos quais a presenca da
mesma concentracdo de pectina garantiu uma boa estabilidade das cores

originais.

4.7 Atividade antimicrobiana

A analise microbioldgica teve como objetivo avaliar a acao antimicrobiana
da insercdo da quitosana como um agente antibacteriano natural. Nos ensaios
realizados em meio de cultura sélido, nenhum efeito antimicrobiano detectével
das nanoparticulas de quitosana em meio a matriz foi observado (Figura 24).

Apesar da atividade antimicrobiana da quitosana ser amplamente descrita
na literatura, os mecanismos exatos pelos quais ocorre ainda n&do estao
plenamente elucidados. Trés hipoteses tém sido apresentadas, as quais
atribuem esta atividade a interacdo da quitosana com: i) sitios eletricamente

carregados das lipoproteinas presentes na parede celular dos microrganismos;
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i) interagao e inativagdo do DNA microbiano e iii) complexagdo de metais e
nutrientes essenciais ao crescimento microbiano [73].

Segundo a primeira hipotese, a mais aceita delas, a atividade
antimicrobiana se da por interac6es mediadas por forcas eletrostaticas entre os
grupos protonados da quitosana e residuos negativamente carregados
presentes na superficie do microrganismo. Tais intera¢cdes promoveriam trocas
iOnicas que geram fragmentagbes estruturais da membrana, modificando a
permeabilidade da parede celular, o que resulta em um desequilibrio osmético
com consequente perda de fluidos intercelulares. Este desequilibrio pode inibir
0 crescimento ou mesmo levar a morte do microrganismo.

Na segunda hipétese, a quitosana penetraria através da membrana
celular ligando-se ao DNA do microrganismo, impossibilitando a sintese de
RNAmM e, consequentemente, a producdo de proteinas essenciais para sua
sobrevivéncia. A terceira hipétese atribui a atividade antimicrobiana a deposicao
por atracdo eletrostatica da quitosana sobre o microrganismo, formando uma
camada ao seu redor. Essa camada reduziria a penetracéo, seja pela reducéo
da permeabilidade ou por reacdes de complexacdo, através de quelacdo de
metais e de nutrientes essenciais a sobrevivéncia do microorganismo [73].

Todos esses mecanismos ocorrem por interagdes superficiais, o que
requer que moléculas de quitosana e do microrganismo entrem em contato
direto.

No caso de nanoparticulas adicionadas como reforco, a auséncia da
atividade antimicrobiana da quitosana como aditivo em filmes era, de certa
forma, esperada, considerando que as nanoparticulas encontram-se distribuidas

no interior da matriz e fortemente ligadas as estruturas celuldsicas internas do
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filme. Assim, sua disponibilidade para interacbes na superficie & esperada ser
de baixa intensidade. Deve-se levar em consideracdo também que as adi¢fes
de quitosana foram em baixas quantidades (0,1 e 0,2 %), ndo suficientes para
que qualquer atividade fosse detectada.

A escolha da bactéria Staphylococcus aureus como teste se deu em
funcdo de estudos prévios realizados na Embrapa [100, 101], nos quais
constatou-se maior sensibilidade das bactérias Gram-positivas na presenca de
quitosana. Ou seja, se nhao existe atividade contra S. aureus, muito
provavelmente ndo ha a possibilidade de atividade com demais bactérias, sejam
Gram-positivas ou Gram-negativas. Como esta atividade n&o foi observada, nao

houve a necessidade de conduzir novos experimentos com outras espécies.
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Figura 24 — Acado antimicrobiana (contra Staphylococcus aureus) da quitosana. Todos os
filmes possuem 20 % (d.b) de puré de mamé&o. (A) Controle polpa e agua; (B) Polpa e solucao
de nanopatrticulas de quitosana 0,2 %; (C) Polpa e solu¢céo de nanoparticulas de quitosana 0,1
%; (D) Polpa, solu¢éo de nanoparticulas de quitosana 0,2 % e glicerol 5 %; (E) Polpa, solugéo
de nanoparticulas de quitosana 0,1 % e glicerol 5 %; (F) Polpa, solu¢do de nanoparticulas de
quitosana 0,2 %, pectina 0,5 % e glicerol 5 %.
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5 Conclusodes

Com base nos resultados apresentados podemos assinalar as seguintes
conclusdes:
- Polpas de mamaéo, do grupo papaia (Carica papaya), na condicdo sobremadura,
mostrou ser uma matéria-prima adequada ao processamento de filmes
comestiveis biodegradaveis, fazendo uso da maquina Mathis no modo batelada;
- A adicdo de nanoparticulas de quitosana e nanofibras de celulose como
reforcos estruturais € viavel e atua positivamente nas propriedades mecanicas,
elevando os valores da tensdo maxima de ruptura, caracterizando uma maior
resisténcia ao rompimento dos filmes;
- O uso de glicerol como plastificante pode auxiliar no aumento da elongacéo,
mas sua interacdo com o0s demais componentes ndo deixa evidente o0s
beneficios de sua adicdo, principalmente sobre as propriedades de barreira e
colorimétricas.
- A adicdo dos nanoreforcadores alteram as propriedades térmicas dos filmes
processados, principalmente elevando ligeiramente a estabilidade em funcéo do
efeito estabilizador das particulas de quitosana na matriz de polpa. O glicerol
interfere no volume de agua adsorvida e na reducdo da temperatura de transicédo
vitrea;
- A adicdo dessas nanoestruturas tem pouca influéncia nos valores de
permeacdo ao vapor de agua, embora tenham acédo negativa em relacdo a
preservacao das cores originais dos filmes processados;
- Os ensaios realizados nos filmes com a presenca de pectina indicaram que

este polissacarideo tem papel fundamental nas diversas propriedades fisico-
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quimicas analisadas, indicando que este € um composto essencial na formacéo
e estabilidade flmogénica dos filmes a base de polpa;

- A adicdo de nanoparticulas de quitosana distribuidas internamente na matriz
biopolimérica ndo resultou em ac¢do antimicrobiana contra a bactéria Gram-
positiva Staphylococcus aureus, o que foi interpretado como resultado da baixa

concentracéo adicionada.
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