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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi investigar misturas de proteina isolada de soja (SPI) e
alginato de sdédio (ALG) em diferentes pHs e concentragdes do polissacarideo, bem como
propriedades dos filmes elaborados a partir desses biopolimeros e efeitos da adicao de extrato
de beldroega (Portulaca oleracea L.) (EB). Solucdes e filmes a base de SPI (5% m/m de solucéo
filmogénica) com adicao de diferentes concentragdes (0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1% m/m de solucéo
filmogénica) de ALG foram elaborados em pH 6, 8 e 11. As solugdes foram caracterizadas por
propriedades reoldgicas, FTIR e microscopia confocal a laser, e os filmes comestiveis quanto a
propriedades estruturais (FTIR e Raio-X), morfologicas (microscopia eletrénica de varredura),
mecanicas (tensao, elongacdo na ruptura e médulo de Young), 6ticas (parametros de cor L*, a*
e b*, opacidade e transmitancia) e de barreira (ao vapor de agua e ao oxigénio), além de sua
interacdo com a agua (umidade, solubilidade e isoterma de sorcao de agua). Filmes de SPI (5%)
e SPI (5%) - ALG (1%) foram avaliados sem e com adi¢cdo de EB, nas concentracfes de 2,5;
3,75 e 5% m/m de solucdo filmogénica, quanto as suas propriedades, exceto a de sorcdo de
agua, e foi determinada sua atividade antioxidante pelo método DPPH. Por fim, foram
analisadas propriedades de barreira (ao vapor de agua, oxigénio e a luz) do polietileno de alta
densidade (PEAD) e este foi comparado aos filmes biodegradaveis a base de SPI, avaliando-se
o0 desempenho desses filmes como embalagem tipo saché para chips de manga. AlteracGes de
qualidade das amostras envasadas a vacuo foram analisadas quanto aos parametros de cor,
conteudo de PB-caroteno e atividade antioxidante (pelos métodos ABTS e DPPH). Como
principais resultados nas solugdes de SPI-ALG a concentracdo 0,75% ALG e pHs 6 e 8 foram
as condigOes que proporcionaram maior forca do gel. Em relagéo aos filmes, verificou-se que
a adicdo do polissacarideo aumentou a opacidade, solubilidade e melhorou as propriedades
mecanicas dos filmes a base de SPI, com particularidades para cada pH. No pH 11 a adi¢éo de
ALG reduziu significativamente a permeabilidade ao oxigénio dos filmes, atingindo uma
reducdo de 132% com concentragdo de 1% ALG. A adigéo de EB nos filmes simples (SPI) e
compostos (SPI-ALG) ndo causou alteragdes nas estruturas moleculares (FTIR), no entanto,
aumentou a opacidade e a atividade antioxidante. Além disso, nos filmes SPI-ALG aumentou
a resisténcia a tensdo. Filme comercial de PEAD apresentou menor permeabilidade ao vapor da
agua e opacidade e maior permeabilidade ao oxigénio quando comparado aos filmes
biodegradaveis estudados. Em relacdo ao estudo de armazenamento, no geral, filme composto
(SPI-ALG) parece ter sido o que mais contribuiu para manutencédo da qualidade dos chips de

manga, apresentando menor taxa de alteracdo de cor entre os filmes biodegradaveis e menor



taxa de degradacdo de B-caroteno entre todos os filmes analisados. Apesar da necessidade de
estudos mais aprofundados, os filmes a base de SPI-ALG demonstraram grande potencial como

embalagem biodegradavel de alimentos desidratados.

Palavras—chave: Filmes biodegradaveis. Proteina isolada de soja. Alginato de sodio. pH.
Portulaca oleracea L.



ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate mixtures of soy protein isolate (SPI) and sodium
alginate (ALG) at different pHs and polysaccharide concentrations, as well as properties of
films made from these biopolymers and effects of the addition of purslane extract (Portulaca
oleracea L.) (EB). Solutions and films based on SPI (5% wi/w filmogenic solution) with the
addition of different concentrations (0; 0.25; 0.5; 0.75 and 1% w/w filmogenic solution) of ALG
were prepared at pH of 6, 8 and 11. The solutions were characterized by rheological properties,
FTIR and confocal laser microscopy, and the edible films regarding structural (FTIR and X-
ray), morphological (scanning electron microscopy), mechanical (tensile strength, elongation
at break and Young's modulus), optical properties (L*, a* and b* color parameters, opacity and
transmittance) and barrier parameters (to water vapor and oxygen), in addition to their
interaction with water (moisture, solubility and water sorption isotherm). The properties of
films, but water sorption, of SPI (5%) and SPI (5%) - ALG (1%) were evaluated with and
without the addition of EB, at concentrations of 2.5; 3.75 and 5% w/w filmogenic solution and
their antioxidant activity was determined by the DPPH method. Finally, barrier properties (to
water vapour, oxygen and light) of high-density polyethylene (HDPE) were analyzed and was
compared to SPI-based biodegradable films, evaluating the performance of these films applied
as packaging (as sachet-type) for mango chips. Changes in the quality of the vacuum-packed
samples were analyzed for color parameters, 3-carotene content and antioxidant activity (by
ABTS and DPPH methods). As main results in the SPI-ALG solutions, the concentration of
0.75% ALG and pHs of 6 and 8 were the conditions that provided greater gel strength.
Regarding the films, it was found that the addition of polysaccharide increased the opacity,
solubility and improved the mechanical properties of the SPI-based films, with particularities
for each pH. At pH 11, the addition of ALG significantly reduced the oxygen permeability of
the films, reaching a reduction of 132% at a concentration of 1% ALG. The addition of EB in
simple (SPI) and composite (SPI-ALG) films did not cause changes in molecular structures
(FTIR), however, it increased opacity and antioxidant activity. Furthermore, in the SPI-ALG
films, the tensile strength increased. Commercial film (HDPE) showed lower water vapor
permeability and opacity and higher oxygen permeability in comparison to the biodegradable
films studied. Regarding the storage study, in general, composite film (SPI-ALG) seems to have
contributed the most to maintaining the quality of mango chips, showing a lower rate of color

change among the biodegradable films and a lower rate of -carotene degradation among the



analyzed films. Despite the need for further studies, SPI-ALG-based films have shown great
potential as biodegradable packaging for dried foods.

Keywords: Biodegradable films. Soy protein isolated. Sodium alginate. pH. Portulaca
oleracea L.
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I

INTRODUCAO GERAL

Os biopolimeros sdo de grande interesse nas industrias alimenticias e farmacéuticas,
uma vez que sdo utilizados para diversas finalidades, como elaboracéo de géis, microcapsulas,
espumas, emuls@es, coberturas e filmes biodegradaveis, dentre tantas outras. No entanto, um
unico polimero muitas vezes ndo fornece todas as caracteristicas desejadas, fazendo-se
necessario a combinacao de dois ou mais deles.

Vale mencionar que muitos fatores que alteram as caracteristicas de misturas de
biopolimeros, como composic¢do, propor¢do de cada componente e pH da solucdo. O pH € de
extrema importancia na formacao e estabilizacdo de misturas de biopolimeros, uma vez que as
propriedades eletrostaticas sdo altamente dependentes do pH, e deve ser avaliado.

A elaboracdo de filmes biodegradaveis visa reduzir o uso de embalagens a base de
petréleo presentes no mundo todo, que provocam graves consequéncias a0 meio ambiente.
Devido a grande quantidade de residuo gerado e ineficiente processo de reciclagem, é crescente
0 interesse por materiais biodegradaveis a base de biopolimeros.

Filmes biodegradaveis podem ser formados por proteinas, polissacarideos ou lipideos,
além da combinacdo destes. Estudos sobre o desenvolvimento e caracterizagdo de filmes a partir
de mistura de proteinas e polissacarideos tém sido conduzidos, e tem-se observado melhora nas
propriedades de filmes compostos em relacdo a filmes simples, como na resisténcia mecéanica
e nas propriedades de barreira.

A proteina de soja representa uma das principais alternativas como fonte de proteina de
origem vegetal. Ela tem se destacado na elaboracéo de filmes por ser biodegradavel, abundante,
apresentar baixo preco e possibilitar reagdes de crosslinking, uma vez que possui muitos grupos
laterais reativos. A SPI é produzida a partir da farinha desengordurada de soja e apresenta mais
de 90% de proteinas, sendo as principais a B-conglicinina (7S) e a glicina (11S).

O alginato de sddio é um polissacarideo linear e aniénico extraido de algas marrons, e
tem sido muito utilizado nas industrias farmacéuticas e alimenticias devido a sua auséncia de
toxicidade, baixo custo, por ser biodegradavel e apresentar boa biocompatibilidade.

Além da combinacdo proteina e polissacarideo, um filme comestivel pode conter
compostos antioxidantes, enriquecendo e protegendo os alimentos que por ele forem
embalados. Uma alternativa é o extrato de plantas, como a beldroega (Portulaca oleracea L.),
uma erva daninha comestivel rica em compostos bioativos, que podem conferir propriedades

antioxidantes. Filmes biodegradaveis ativos tém sido aplicados como embalagens para diversos
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produtos alimenticios, principalmente para alimentos com alta taxa de oxidacdo, e bons
resultados tém sido observados.

Nesse contexto, a presente pesquisa teve como objetivo principal investigar interacdes
entre SPI (5%) e ALG em diferentes concentraces (0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1%) e diferentes pHs.
Além disso, visou a elaboracdo e caracterizacdo de filmes a base desses biopolimeros e a
avaliacdo do acréscimo de diferentes concentracdes de extrato de beldroega a uma formulacéo
de filme de SPI e uma de SPI-ALG. Por fim, quatro diferentes formulacdes de filmes foram

aplicadas como embalagem tipo saché para chips de manga.
A tese esta dividida em cinco capitulos:

O Capitulo 1 se refere a revisédo bibliografica geral, abordando temas investigados nesta

pesquisa.

O Capitulo 2 apresenta 0 estudo de solugdes de SPI e misturas de SPI-ALG em
diferentes concentracGes de ALG (0,25; 0,5; 0,75 e 1%) e em diferentes pHs. Estas foram
avaliadas quanto ao potencial zeta, propriedades reologicas, espectroscopia de infravermelho

(FTIR) e microscopia confocal.

O Capitulo 3 aborda a elaboracdo e a caracterizacdo de filmes a base de SPI. Realizou-
se uma ampla caracterizacao de filmes formados apenas de SPI e de filmes compostos de SPI
e ALG nos pHs 6, 8 e 11, com base em propriedades estruturais (FTIR e Raio X), microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), propriedades mecanicas e Oticas, umidade, solubilidade,

isotermas de sorcao e permeabilidade ao vapor de 4gua e ao oxigénio.

O Capitulo 4 avalia a adi¢do de diferentes concentracdes de extrato de beldroega
(Portulaca oleracea L.) (2,5; 3,75 e 5%) em filmes simples de SPI (5%) e compostos de SPI
(5%) — ALG (1%) no pH 11. As propriedades dos filmes foram avaliadas por andlises de
espectroscopia de infravermelho (FTIR), Raio X, microscopia eletronica de varredura (MEV),
propriedades mecéanicas e Oticas, permeabilidade ao vapor de agua, umidade, solubilidade e

atividade antioxidante pelo método 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).

O Capitulo 5 compara propriedades dos filmes biodegradaveis (permeabilidade ao vapor
da &gua e ao oxigénio e opacidade) com as do plastico convencional de polietileno de alta
densidade (PEAD), e estuda o desempenho desses filmes na forma de embalagem tipo saché

para chips de manga. Alteracdes de qualidade de chips de manga envasados a vacuo foram
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determinadas com base em parametros de cor, contetido de B-caroteno e atividade antioxidante
(realizada pelos métodos ABTS e DPPH).

OBJETIVOS DA PESQUISA

Objetivo Geral

Avaliar as propriedades quimicas, fisicas e mecéanicas da mistura de proteina isolada de
soja com alginato de sodio e de filmes a base desses biopolimeros, bem como efeitos de extrato
de beldroega nos filmes e aplicacdo de diferentes formulacbes como embalagem para chips de

manga.

Obijetivos Especificos

e Investigar propriedades de solucdes de SPI (5%) e misturas SPI-ALG em diferentes
concentragdes de ALG (0,25; 0,5; 0,75 e 1%).

e Avaliar filmes simples a base de SPI (5%) e compostos a base de SPI (5%) e ALG
(0,25; 0,5; 0,75 e 1%) em diferentes pHs (6, 8 e 11).

e Analisar a influéncia de diferentes concentracdes de extrato de beldroega (2,5; 3,75 e
5%) em filme simples de SPI (5%) e filme composto SPI (5%) - ALG (1%), em pH 11.

e Avaliar permeabilidade ao oxigénio de embalagens biodegradaveis ativas (com extrato
de beldroega) e compara-las a dos filmes sem extrato e do plastico convencional de
polietileno de alta densidade (PEAD).

e Avaliar o desempenho de filmes biodegradaveis como embalagens tipo saché para
chips de manga, analisando a qualidade fisica e quimica das amostras ao longo do
tempo de armazenamento em diferentes embalagens biodegradaveis e em embalagem
de PEAD.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Filme comestivel

Com o objetivo de reduzir o consumo de embalagens produzidas a partir do petroleo,
matéria prima ndo renovavel e cuja composicdo ndo é metabolizada por microrganismos,
muitos pesquisadores tém estudado alternativas mais ecolégicas. Uma opcdo, que vem sendo
investigada por cientistas de diversas areas em todo o0 mundo é a elaboracédo de filmes a partir
de fontes renovaveis e biodegradaveis, como as proteinas (ex.: gluten de trigo, zeina de milho,
proteinas do soro de leite, proteinas de soja e gelatina), os polissacarideos (ex.: pectina,
celulose, alginato, quitosana, carragena e amido) e os lipideos (ex.: monoglicerideos acetilados,
acido estedrico, ceras e ésteres de acidos graxos) (GONTARD et al., 1996; CUQ et al., 1995;
KOSHY et al., 2015).

Filmes e coberturas comestiveis sdo definidos como um material usado para embalar ou
revestir alimentos, aumentando sua vida util, e que podem ser consumidos juntamente com o
alimento. Eles fornecem uma pelicula de substitui¢do e/ou fortificacdo a camadas naturais dos
alimentos e, assim, evitam perdas de umidade e permitem a troca controlada de gases
importantes, como oxigénio, dioxido de carbono e etileno, envolvidos nos processos de
respiracdo dos vegetais. Um filme ou cobertura comestivel pode ainda conter compostos
bioativos, como agentes antioxidantes e antimicrobianos, enriquecendo e protegendo 0s
alimentos neles contidos (PAVLATH; ORTS, 2009; WU et al., 2019). A diferenca entre filme
e cobertura esta na forma de obtencéo e aplicacdo nos alimentos, sendo que as coberturas sdo
liquidas e aplicadas na superficie do alimento, na maioria das vezes por imersao, enquanto 0s
filmes sdo utilizados na forma solida, como embalagem.

A formagao dos filmes depende de interagdes fisicas, quimicas e eletrostaticas entre os
componentes para que ocorram ligagdes cruzadas entre as cadeias de polimeros e se formem
redes continuas de polimeros (GENNADIOS et al., 1994). Depende também do tipo de
processo, seja ele seco (extrusdo ou termo compressio) (HERNANDEZ-IZQUIERDO;
KROCHTA, 2008) ou umido (casting), uma vez que taxas de secagem e condigdes de
moldagem afetam a conformacdo das moléculas e a distdncia entre as mesmas e,
consequentemente, suas interacdes (GENNADIOS et al., 1994).

O método casting, no qual o filme é formado apds a evaporacdo do solvente, apesar de
ser um processo lento e descontinuo, o que o inviabiliza para uma escala industrial, € 0 mais

utilizado nas pesquisas em filmes baseados em proteinas, uma vez que é simples, reprodutivel
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na maioria dos laboratorios e € Util como primeira aproximacdo a formacdo de filmes
(CIANNAMEA,; STEFANI; RUSECKAITE, 2014). Uma alternativa, para produzir filmes em
larga escala e que ja vem sendo testada em planta piloto, é o casting continuo. Munhoz et al.
(2018) produziram filmes de pectina e casca de maracujad-amarelo em casting continuo
utilizando temperatura de 120 °C por 7 min de secagem, obtendo uma produtividade de 0,03
m? de filme por minuto, e observaram que os filmes com 50% de casca de macacuja
apresentaram resisténcia mecanica comparavel a de filme de PVC, evidenciando o sucesso da
técnica.

Filmes puros de proteinas ou polissacarideos possuem algumas limitagdes, no entanto,
uma maneira de compensar as deficiéncias de cada matéria prima é a elaboracdo de filmes
compostos. Estudos sobre o desenvolvimento e caracterizacdo de filmes a partir de mistura de
proteinas e polissacarideos tém sido conduzidos, e tem-se observado melhora em algumas
propriedades, como mecanicas, de barreira e de solubilidade (SILVA et al., 2016; 2018;
ARVANITOYANNIS et al., 1997; DI PIERRO et al., 2011; OSES et al., 2009; YOO;
KROCHTA, 2011).

Osés et al. (2009), investigando filmes de WPI com acréscimo de goma mesquita (MG),
observaram que a adi¢do da goma melhorou a flexibilidade dos filmes. Os autores sugerem a
utilizacdo de goma mesquita para melhorar propriedades mecéanicas de filmes de WPI como
uma alternativa ao uso de grandes quantidades de plastificantes, pois estes aumentam a
permeabilidade ao vapor de 4gua dos filmes.

A mistura de proteinas e polissacarideos pode ocasionar problemas relacionados a
miscibilidade e solubilidade. Ferreira et al. (2009) verificaram incompatibilidade em filmes de
quitosana e WPI, com separagéo de fases, mas que, eventualmente, poderiam ter aplicagdo em
sistemas alimenticios em que os filmes comestiveis devessem se desintegrar ou dissolver
facilmente durante o processo de cozimento ou mastigacéo.

Além das matérias primas utilizadas na composi¢do dos filmes, muitos outros fatores
podem ser estudados durante a elaboragdo dos mesmos. Entre eles, destaca-se a influéncia do
pH (GENNADIOS et al., 1993; BRANDENBURG; WELLER; TESTIN, 1993; MANIGLIA et
al., 2015), da forca idnica (CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2011), da concentragdo das
matérias primas (FELIX et al., 2014; SILVA et al., 2018), do tratamento térmico da solucédo
(STUCHELL; KROCHTA, 1994; SILVA et al., 2016), da agitacdo da solugdo (MASAMBA;
LI; ZHONG, 2016), da adicdo de extratos naturais (FABRA et al., 2018; HAN; YU; WANG,
2018) ou nanoparticulas (L1 et al., 2016 b), do tipo e quantidade de plastificante (FAKHOURY

etal., 2012) e de parametros de processo tais como a técnica utilizada para a obtencéo do filme
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(GARRIDO et al.,, 2013; CIANNAMEA; STEFANI; RUSECKAITE, 2014), além das
condicgdes de secagem (DENAVI et al., 2009) e das condi¢Bes de armazenamento (ADILAH;
HANANI, 2019).

A adicdo de plastificantes é essencial para formacdo de um filme adequado. Eles
possuem baixa massa molecular e baixa volatilidade e, quando adicionados a materiais
poliméricos, reduzem a temperatura de transicao vitrea e melhoram a mobilidade das cadeias.
Os plastificantes mais utilizados para materiais biodegradaveis baseados em biopolimeros sao
o glicerol e o sorbitol (FELIX et al., 2014; KOKOSZKA et al., 2010; GALDEANO et al., 2009;
MULLER; YAMASHITA; LAURINDO, 2008; MALI et al., 2005). Mali et al. (2005)
investigando o efeito dos plastificantes (glicerol, sorbitol e a mistura 1:1) em filmes de amido

de mandioca, constataram que o glicerol exerceu um efeito plastificante mais efetivo.

1.2 Proteina isolada de soja

Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)
(2017) o Brasil produziu em 2017 mais de 114 milhdes de toneladas de soja em gréos, o que 0
torna o segundo maior produtor do mundo, atras somente dos Estados Unidos. Além disso, de
acordo com a CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento) (2019), o Brasil vem
melhorando a rentabilidade da producéo de soja, atraves do uso de novas tecnologias, o que tem
feito reduzir os custos e aumentar a produtividade.

A maior parte da soja produzida no mundo é encaminhada para as industrias, que a
utilizam, em sua maior parte, para extracdo de 6leo de soja ou producao de farelo. A partir do
farelo é extraida a proteina da soja, que representa, em massa, quase 80% da soja utilizada nas
indUstrias produtoras de 6leo de soja. Portanto, por serem coprodutos de grandes inddstrias, as
proteinas da soja sdo consideradas biopolimeros abundantes, o que as tornam baratas. Alem
disso, é considerada uma matéria prima biodegradavel, nutritiva (representa uma fonte de
proteina de alta qualidade e pobre em gorduras saturadas), e tem sido cada vez mais importante
nas dietas humanas (KOSHY et al., 2015; CAO et al., 2019; TANG, 2019). Alimentos a base
de soja tém recebido atencdo devido a seus efeitos benéficos a saude, como na reducédo dos
sintomas da menopausa (KURZER, 2008), reducdo de risco de alguns tipos de cancer
(MESSINA; BENNINK, 1998), além de apresentarem efeitos protetores contra a obesidade,
diabetes e doencas renais (TANG, 2019).

A soja tem sido uma das matérias primas mais utilizadas para producéo de isolados

proteicos, devido, sobretudo, ao seu elevado teor de proteinas e bom desempenho tecnolégico.
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Por ser uma matéria prima renovavel, barata e biodegradavel, ela também tem sido muito visada
como fonte de proteina para a elaboracdo de filmes biodegradaveis (KOSHY et al., 2015;
CIANNAMEA; STEFANI; RUSECKAITE, 2014; SONG et al., 2011). Além do seu potencial
como material de embalagem na forma de filme, a proteina de soja apresenta inimeras
aplicacdes, como na fabricacdo de materiais fibrosos, espumas, adesivos, agentes liberadores
de medicamentos, dentre outros (TIAN et al., 2018). Ela também tem sido considerada uma
candidata para a fabricacdo de materiais hospitalares, tais como curativos, uma vez que
produtos a base de soja podem promover a regeneracdo tecidual, integrar-se a coagulos
sanguineos e estimular a producdo de colageno (LI et al., 2016). A proteina de soja pode ser
encontrada comercialmente em trés formas, que sdo: farinha de soja (SF, soy flour, que contém
54% de proteina), proteina concentrada de soja (SPC, soy protein concentrate, 65-72% de
proteina) e proteina isolada de soja (SPI, soy protein isolate, possui valor > 90% de proteina)
(SONG et al., 2011). SF € produzida através da moagem da soja em po fino, SPC é obtida pela
remocao de parte dos carboidratos (agucares sollveis) da soja descascada e desengordurada, e
a SPI é obtida a partir da farinha desengordurada de soja, removendo a maioria dos
componentes ndo proteicos (TIAN et al., 2018).

As proteinas da soja sdo compostas de uma mistura de albuminas e globulinas, das quais
90% sdo proteinas de armazenamento e que possuem estrutura globular. As duas principais
proteinas da soja sdo a B-conglicinina (7S) e a glicina (11S), que correspondem a 35% e 52%
da estrutura da proteina da soja, respectivamente. Além delas, mais duas categorias também sao
identificadas, as fracfes 2S (8%) e 15S (5%) (TIAN et al., 2018; TRAN; ROUSSEAU, 2013).

O ponto isoelétrico (pl) da solucdo de proteina de soja fica em pH entre 45 e 5
(JARAMILLO; ROBERTS; COUPLAND, 2011; LAM; PAULSEN; CORREDIG, 2008), no
qual a SPI apresenta baixa solubilidade (em torno de 10%) devido a neutralizacdo de carga, 0
que pode limitar sua aplicagdo em meios acidos. Em valores de pH inferiores ao pl, os
grupamentos amina da proteina estdo carregados positivamente, possibilitando sua interacdo
com polissacarideos anidnicos, como pectina e alginato. Além disso, a adicdo de
polissacarideos pode aumentar a solubilidade da SPI proximo ao seu pl e impedir a formacéo
de agregados muito grandes (JARAMILLO; ROBERTS; COUPLAND, 2011).

Alta solubilidade da SPI é observada em condi¢@es alcalinas, chegando a 100% em pH
11 (FREITAS; ALBANO; TELIS, 2017). Nessas condicfes, a proteina de soja apresenta
melhor funcionalidade, uma vez que pode auxiliar na emulsificacdo de compostos hidrofdbicos
e na ligacdo com a agua em sistemas alimenticios (MALHOTRA; COUPLAND, 2004,
FREITAS; ALBANO; TELIS, 2017). Em relacéo aos filmes a base de proteina isolada de soja
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(SPI), estes vém se mostrando promissores em muitas aplicacfes, por exemplo, em embalagens
inteligentes, gracas a alta capacidade de carregar e liberar substancias de interesse, como
agentes antimicrobianos (PAN et al., 2015b; ZHAO et al., 2013) e antioxidantes (HAN; YU,
WANG, 2018; YUAN et al., 2017; WANG et al., 2016a).

No entanto, a aplicacdo de filmes de proteina de soja é limitada devido a sua fragilidade
e alta absorcdo de umidade. Modificacbes fisicas, quimicas ou enzimaticas, incluindo
aquecimento, ajuste de pH, mistura, hidrdlise, reticulacdo, entre outros, sdo geralmente
conduzidas para obter materiais a base de proteina de soja de alto desempenho. Entre as
diferentes abordagens, os métodos fisicos, como a mistura com plastificantes e com outros
biopolimeros, demonstraram vantagens como facil preparacdo e melhoria efetiva de
propriedades dos filmes (FELIX et al., 2014; TIAN et al., 2018; GUERRERO et al., 2013; SUI
et al., 2016). Sui et al. (2016), por exemplo, verificaram que a adicdo de goma guar em filmes
de SPI, elaborados pelo método de casting, proporcionou filmes mais resistentes e com

melhores barreiras a luz e ao oxigénio, quando comparados aos filmes sem a goma.

1.3 Alginato de sédio

O alginato de sodio (ALG) é extraido de algas marrons (Phaeophyceae), incluindo
Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum, e
Macrocystis pyrifera, através de tratamento com solugdes aquosas alcalinas, normalmente
NaOH. Assim como o alginato de célcio ou potassio, 0 alginato de sodio € um polimero
composto de monémeros de acido S-D-manurdnico (M) e residuos de a-L-acido gulurdnico
(G) unidos por ligagdes glicosidicas (1—4) (Figura 1.1), e é sintetizado de trés maneiras, blocos
GG, MM ou ainda GM (LIMA, 2006; CAZON et al., 2017; LEE; MOONEY, 2012; OLIVAS;
BARBOSA-CANOVAS, 2008).

Figura 1.1 — Estrutura quimica do alginato de sodio.
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O alginato é utilizado em diversas areas, como na industria biomédica, uma vez que sua
biocompatibilidade e facilidade de gelificacdo, juntamente com a semelhanca dos hidrogeis de
alginato em relacdo as matrizes extracelulares dos tecidos, o torna altamente atrativo (LEE;
MOONEY:; 2012), podendo ser empregado, por exemplo, em impressdes dentarias e curativos
(DAVILA; D’AVILA, 2017). Alginato também é extensivamente utilizado na industria
alimenticia, principalmente como agente gelificante (DAVILA; D’AVILA, 2017), estabilizante
e emulsificante (AUGST et al., 2006). Também tem se mostrado promissor em aplicacdes na
forma de revestimentos ou filmes para limitar a desidratacdo de carnes, peixes e frutas, por
exemplo (TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI,
2016). Além disso, é usado nas industrias de bebidas, na industria téxtil e de papel, assim como
na area farmacéutica, cuja matriz polimérica serve ao encapsulamento de diversos produtos,
como medicamentos, proteinas, células e DNA (TAVASSOLI-KAFRANI;
SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016; ASHIKIN; WONG; LAW,
2010).

Além de todos os beneficios citados, 0 ALG também tem sido extensivamente
investigado na elaboracdo de filmes e coberturas comestiveis, uma vez que possui boa
biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxicidade e baixo preco (JIN et al., 2019;
TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH; MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016;
LIMA, ANDREALI, SOLDI; 2007; RHIM, 2004). Os polissacarideos geralmente formam
filmes com boas propriedades mecénicas, mas devido a sua natureza hidrofilica, possuem
propriedades deficientes de barreira. Alginato é um polissacarideo que forma filmes com fraca
barreira ao vapor da agua, no entanto, sua alta higroscopicidade pode ser benéfica, sendo citada
como uma vantagem por retardar a desidratacdo de alimentos sobre o qual é aplicado (FABRA
et al., 2018; CAZON et al., 2017). Além disso, filmes de polissacarideos sdo conhecidos por
apresentarem boa barreira a gases, como o oxigénio (CAZON et al., 2017), reduzir a perda de
aroma em varios produtos alimenticios (MILLER; KROCHTA, 1997), e de formar filmes com
propriedades de transparéncia e mecanica favoraveis (DOU et al., 2018).

Quanto as suas propriedades em solucéo, sabe-se que sua viscosidade aparente aumenta
a medida que o pH diminui, e atinge um maximo em torno do pH 3-3,5, uma vez que grupos
carboxilicos se tornam protonados e formam interacdes de hidrogénio (LEE; MOONEY;; 2012).
Além disso, o alginato é um polieletrdlito carregado negativamente acima do pH
correspondente ao seu pKa, que fica em torno do pH 3,4 (PAN et al., 2015a).
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1.4 Interagdes entre proteinas e polissacarideos

Proteinas e polissacarideos sdo dois dos principais componentes em formulacdes
alimenticias e farmacéuticas. A interacdo entre esses componentes determina a funcionalidade,
estabilidade e textura do sistema, que dependem principalmente da razdo
proteina/polissacarideo, pH, forca idnica e temperatura utilizada na solugcdo (DING et al., 2019;
MURILLO-MARTINEZ et al., 2011).

H& vérios trabalhos na literatura considerando a mistura de proteinas e polissacarideos,
aplicados para diversos fins, como elaboragdo de géis (CHAUX GUTIERREZ; PEREZ-
MONTERROZA; MAURO, 2019), microencapsulacdo (ZHANG et al., 2016b), emulsdes
(TAVERNIER et al., 2017; ALBANO; NICOLETTI, 2018) e coberturas e filmes comestiveis
(PIAZZA et al., 2009). Portanto, o entendimento das interagdes entre eles, nas mais diversas
condigdes, oferece oportunidades para o desenvolvimento de novos ingredientes e produtos
para a industria de alimentos (YUAN et al., 2013; DICKINSON, 2011) e a industria
farmacéutica (PAN et al., 2015b).

As redes tridimensionais dos filmes sdo amplamente dependentes das interagdes intra e
intermoleculares entre as proteinas e das interagdes entre proteinas e outros constituintes. O
tipo e o nimero de interacdes (eletrostaticas, hidrofébicas, de hidrogénio e pontes dissulfeto),
estabelecidos pela composigdo de aminodcidos, pela massa molar média e pelo tipo e variaveis
da técnica de processamento usada na obtencdo do filme, determinam a microestrutura do
material e, consequentemente, suas propriedades macroscopicas (MAURI; ANON, 2006;
CIANNAMEA,; STEFANI; RUSECKAITE, 2014).

A mistura de polissacarideos e proteinas na solucdo pode ser associativa (0S
biopolimeros se atraem) ou segregativa (ocorre repulsdo entre os biopolimeros) dependendo do
tipo de interacdo (DE KRUIF; TUINIER, 2001; MATALANIS; JONES; McCLEMENTS,
2011) (Figura 1.2). Na mistura associativa ha uma atracéo relativamente forte entre os dois
biopolimeros, o que faz com que eles se associem uns aos outros, sendo 0 exemplo mais comum
a atracdo eletrostatica entre moléculas com cargas opostas. A complexacdo entre os dois
componentes pode levar a formacdo de complexos soltveis em uma Unica fase (1 fase) ou a
formacdo de sistemas de duas fases (2 fases) como resultado de coacervacgdo ou precipitacdo (2
fases), dependendo da natureza dos polimeros, da composi¢édo e das condi¢cGes ambientais. O
sistema de duas fases consiste em uma fase rica e uma fase pobre de ambos os biopolimeros.
Na mistura segregativa existe uma repulsdo relativamente forte entre os dois biopolimeros, o

que ocorre se ambos, tanto a proteina quanto o polissacarideo, tiverem cargas similares. Em
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concentragdes suficientemente baixas os dois biopolimeros se misturam e formam uma solucéo
de uma fase, e quando a concentracdo excede um certo nivel, ocorre separacdo de fases e
formacdo de uma solucédo de duas fases, sendo cada fase composta por um polimero diferente
(MATALANIS; JONES; McCLEMENTS, 2011; TANG, 2019) (Figura 1.2).

Figura 1.2 — Possiveis interac6es entre dois componentes de um sistema de biopolimeros, ex.,
uma mistura de proteina com polissacarideo.
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Fonte: Traduzido de MATALANIS, JONES e McCCLEMENTS (2011)

1.4.1 Proporgao proteina/ polissacarideo

Como ja citado, filmes biodegradaveis e/ou comestiveis produzidos a partir de fontes
renovaveis sao alternativas interessantes para produzir revestimentos alimenticios
ecologicamente corretos, podendo substituir os filmes a base de petréleo e assim reduzir 0s
residuos plasticos. A combinagdo de diferentes proporc¢des de proteinas e polissacarideos na
forma de misturas oferece a possibilidade de criar diferentes filmes com caracteristicas
aprimoradas (PORTA et al., 2016; WANG; AUTY; KERRY, 2010; KRISTO; BILIADERIS;
ZAMPRAKA, 2007).

Ha vérios relatos na literatura a respeito do efeito de diferentes concentracbes de
polissacarideo ou proteina em solugdes filmogénicas e sua influéncia nas propriedades dos
filmes (AMADO; SILVA; MAURO, 2020; XU et al., 2005). Amado, Silva e Mauro (2020)
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observaram que filme de SPI com adicéo de pectina mostrou melhora na barreira ao oxigénio
e, também, com 0 aumento de seu contetido, quando esses filmes foram comparados com filmes
formados apenas com proteina. 1sso pode ser explicado quando se comparam propriedades de
barreira de proteinas e polissacarideos pois, de uma maneira geral, filmes formados por
proteinas sd0 menos permeaveis a agua e mais permeaveis ao oxigénio devido a sua
caracteristica hidrofébica, enquanto polissacarideos, que possuem natureza polar, apresentam
comportamento inverso (MILLER; KROCHTA, 1997). Silva et al. (2016) constataram que
filmes a base de WPI se tornaram menos hidrofébicos e diminuiram a permeabilidade ao
oxigénio e ao gas carbdnico com adicdo crescente de alfarroba, o que foi atribuido & natureza
polar do polissacarideo incorporado no filme em contraste com a natureza apolar do oxigénio.

Xu et al. (2005) avaliaram o efeito da propor¢do estequiométrica entre a quitosana e
amido na propriedade mecénica dos filmes compostos, e observaram que o maximo valor de
tracdo ocorreu com proporcao estequiométrica 1:1, para ambos os amidos estudados (amido
ceroso e amido de milho), o que foi atribuido a méxima interacéo entre os biopolimeros nessa
proporcdo, devido a formacdo de interacdes de hidrogénio inter-moleculares entre 0 NHs™ da
quitosana e 0 OH" do amido.

A concentracdo de proteinas e polissacarideos também influencia a formacgéo de géis
(CHAUX-GUTIERREZ; PEREZ-MONTERROZA; MAURO, 2019) e emulsdes (ALBANO;
NICOLETTI, 2018). Chaux-Gutiérrez, Pérez-Monterroza e Mauro (2019) elaboraram géis de
albumina (ALB) e pectina (PEC) em diferentes proporgdes e verificaram que o comportamento
dos parametros G’ (modulo de armazenamento) e G” (modulo de dissipacao de energia)
depende da concentracdo de PEC. Um aumento do G’ foi associado a um efeito de sinergismo
entre a proteina e o polissacarideo, sendo atribuido ao efeito do volume excluido
(TOLSTOGUZOV, 1995). A teoria do volume excluido € relacionada a formacéo de fases em
misturas de hidrocoloides e estabelece que numa mistura de dois biopolimeros, quando cada
um ocupa uma fase distinta do volume da mistura, havera um aumento da concentracéo local
de cada um deles em relagdo a mistura sem separacdo de fases. Mesmo quando essa separacao
ndo ocorre extensivamente, os efeitos do volume excluido podem favorecer a agregacédo e a
gelificagdo dos hidrocoloides (SANCHEZ et al., 1997; WANG et al., 2016b). Além disso, 0s
autores observaram que a PEC pode afetar a estrutura secundaria da ALB no sistema ALB-

PEC, aumentando a agregacédo da proteina e a segregacgdo dos biopolimeros.
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1.4.2 pH

O pH das soluges influencia a desnaturacdo das proteinas, sendo uma das muitas
variaveis que afetam a formacdo de filmes biodegradaveis (MAURI; ANON, 2006). A
elaboracdo de filmes a base de proteinas tem sido realizada em pH distante do seu ponto
isoelétrico (pl), sendo que no pl da proteina, a coagulacdo ndo permite a formacdo de uma
matriz homogénea (ROCHA et al., 2014; MAURI; ANON, 2006). Ja a alteracdo do pH para
valores distantes do ponto isoelétrico causa o desdobramento da proteina, que passa para a
forma de cadeia estendida, expondo seus grupos funcionais e aumentando as interacdes
intermoleculares, o que propicia sua polimerizacdo (CAO; FU; HE, 2007b, KOSHY et al.,
2015).

Segundo Mauri e Afion (2006), a formacdo de filmes de proteina de soja foi alcancada
em pH 1-3 e 6-12. Os autores também investigaram o comportamento da SPI durante a
formacdo de filme, através de mudancas na solubilidade das solucGes de SPI em valores de pH
2, 8 e 11, e observaram que filmes em pH 8 apresentaram maior solubilidade. Os resultados
também indicaram que os filmes eram formados, principalmente, por B-conglicinina (7S) e
glicina (11S), as quais, dependendo do pH das solucdes, se agregavam em diferentes formas
durante a formacéo do filme. Ainda, segundo o0s autores, essas diferencas na estrutura das redes
de proteinas afetariam as propriedades dos filmes.

Chae e Heo (1997) elaboraram filmes de proteina do soro de leite em vérios pHs (4-12)
e observaram formacéo de filmes em pH 6,75 a pH 9. Nos pHs baixos e préximos da regido
isoelétrica da proteina (4, 5 e 6) ndo foi possivel a elaboracéo dos filmes devido a precipitagcdo
da proteina. Segundo os autores, nessa regido ocorrem mudancas tridimensionais da proteina
devido a mudancas nas ligacbes covalentes dissulfeto, ligacdes hidrofobicas e interacbes de
hidrogénio. Os autores consideraram que o pH da solucédo de proteina de soro desempenhou um
papel importante nas propriedades fisicas dos filmes de proteina do soro de leite.

Influéncia do pH também tem sido estudada em filmes biodegradéaveis elaborados
através da mistura de polimeros, porém, poucos trabalhos foram encontrados com essa
abordagem (ROCHA et al., 2014; KIM; NETRAVALLI, 2011). Rocha et al. (2014) elaboraram
filmes com misturas de amido de mandioca e extrato proteico de soja e avaliaram a influéncia
do pH sobre as suas propriedades (solubilidade, cor, resisténcia mecénica e permeabilidade ao
vapor de agua). Considerando como fatores desejaveis a baixa permeabilidade ao vapor da

agua, baixa solubilidade e boa resisténcia mecanica, encontraram que os melhores filmes seriam
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os preparados em pH 6,1. No entanto, este depende de muitas condi¢des, como fonte do

polimero, concentracdes dos componentes da formulacéo e utilizacdo de plastificantes.

1.4.3 Forga idnica

Como mencionado, a for¢a idnica é um dos fatores que pode influenciar nas interacdes
entre proteinas e entre proteinas e polissacarideos. Varios autores tém pesquisado essa
influéncia em diferentes formulagdes e preparos de solucdes, com diferentes objetivos (XIONG
et al.,, 2017; BENETTI; SILVA; NICOLETTI, 2019). Benetti, Silva e Nicoletti (2019)
produziram microgéis de SPI sem adicdo de sal e com duas diferentes concentracdes salinas
(0,2 e 0,4%) e observaram que, embora a presenga do sal monovalente ndo tenha afetado a
estabilidade da emulsdo elaborada, este provocou mudangas na microestrutura e no
comportamento reologico das emulsdes. Xiong et al. (2017), por sua vez, avaliaram o efeito da
forca ibnica (20 a 400 mM) na formacdo de coacervados entre ovoalbumina (OVA) e
carboximetilcelulose (CMC), e verificaram que a menor concentragéo favoreceu a formacéo de
complexos e que o aumento da concentracdo salina enfraqueceu a interacdo entre os
biopolimeros. Os autores atribuiram o ocorrido ao efeito de blindagem eletrostatica provocado
pelo excesso de ions de sal na solugé&o.

H& também varios trabalhos na literatura que estudam os efeitos de diferentes
concentragOes salinas sobre a medida do potencial zeta. Salgin, Salgin e Behadir (2012) por
exemplo, verificaram que diferentes tipos e concentracdes de sal provocaram alteracdes na
carga elétrica de diferentes biomoléculas (albumina sérica bovina, amilase, invertase e

fenilalanina).

1.4.4 Temperatura

A temperatura e o tempo do tratamento térmico podem exercer influéncia sobre as
propriedades de solucdes e filmes formados por proteinas (STUCHELL; KROCHTA, 1994).
Dentre os fatores quimicos e fisicos que induzem a desnaturacao de proteinas, como pH, forca
elétrica, forca mecénica e calor, este Gltimo é um dos mais utilizados. A desnaturacdo térmica
da proteina ocorre tipicamente acima de um certo limiar de temperatura. Para SPI, esse limiar
estd geralmente entre 65 e 70 °C (KOSHY et al., 2015).

Jaramillo, Roberts e Coupland (2011), com o intuito de melhorar a solubilidade da
proteina de soja em pHs baixos como os de uma bebida, estudaram os efeitos de diferentes
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tratamentos térmicos sobre a estabilidade de complexos de SPI com pectina e mostraram que,
apesar de suas propriedades sofrerem modificagcbes com o calor, foi possivel trata-los
termicamente junto com os demais ingredientes de uma bebida, garantindo a estabilidade
microbiana e ainda mantendo a funcionalidade dos complexos nesse produto.

Filmes biodegradaveis a base de proteinas, como proteina isolada de soja e proteina
isolada do soro de leite, podem sofrer alteragdes nas suas caracteristicas devido ao tratamento
térmico utilizado. Stuchell e Krochta (1994), por exemplo, compararam as propriedades
mecanicas dos filmes formados por SPI sem e com aquecimento, e observaram que aqueles que
passaram pela etapa de aquecimento apresentaram maior resisténcia mecanica e maior
elongacdo na ruptura, quando comparados aos filmes sem tratamento térmico. A desnaturacdo
das proteinas rompe interacdes de hidrogénio e de grupos ndo polares, levando a uma estrutura
mais aberta que permite interagdes intermoleculares e ligagdes dissulfeto entre as cadeias de
proteinas, com consequente polimerizacdo e formacdo de um filme continuo, coeso e com
menor volume livre (MILLER; KROCHTA, 1997; BRINDLE; KROCHTA, 2008).

Silvaetal. (2016) avaliaram filmes elaborados a partir de proteina do soro de leite (WPI)
acrescida de goma alfarroba (LBG), em dois tratamentos térmicos (aquecendo a solucéo até 75
°C e imediatamente resfriando a temperatura ambiente e aquecendo até 75 °C, mantendo a essa
temperatura por 10 min e depois resfriando), e observaram que o tratamento térmico mais
severo foi importante para formar uma rede estavel, formando uma matriz mais coesa e,
consequentemente, filmes mecanicamente mais fortes, menos sollveis e com melhores
propriedades de barreira a gases.

Maniglia et al. (2015) estudaram os efeitos da temperatura de aguecimento e do pH da
solucdo em filmes de residuo da extracdo de circuma (que possui como principal biopolimero
0 amido), através da metodologia de superficie de resposta, e obtiveram melhores condi¢Ges
em temperatura de 85,1 °C e pH 8,1, com base nas melhores propriedades mecanicas e na menor
solubilidade, demostrando que as condicGes de aquecimento e pH influenciam nas ligacdes

intermoleculares e nas propriedades dos filmes.
1.5 Filmes comestiveis com adicéo de extrato antioxidante
Embalagens ativas, como é o caso das embalagens com adi¢cdo de compostos

antioxidantes, corresponde a uma técnica na qual ha interacdo entre compostos da embalagem

e o alimento embalado. Essa técnica visa prolongar a vida atil do produto e vem recebendo
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grande atencdo em aplicagdes de armazenamento de alimentos (GOMEZ-ESTACA et al., 2014;
RANGARAJ et al., 2021).

A deterioracdo dos alimentos é causada principalmente pela oxidacdo, que provoca
reducdo da qualidade (como mudancas de cor devido a degradacgdo de pigmentos, producédo de
sabores e odores indesejaveis), assim como reducdo do valor nutricional dos alimentos,
ocasionada pela degradacdo de acidos graxos essenciais, proteinas e vitaminas lipossoluveis
(A, D, E e K) (NERIN; TOVAR; SALAFRANCA, 2008; SANCHES-SILVA etal., 2014). Com
isso, a industria de alimentos tem buscado alternativas para reduzir estes efeitos. Uma
alternativa, utilizada ha bastante tempo, sdo as embalagens a vacuo ou com atmosfera
modificada, no entanto, os efeitos sdo reduzidos parcialmente, uma vez que é dificil retirar
completamente o oxigénio dissolvido nos alimentos no momento do envase (SANCHES-
SILVA etal., 2014).

Uma outra maneira de reduzir a degradacdo dos constituintes dos alimentos € a
incorporacdo de antioxidantes a eles. Ha diversas opcdes de antioxidante, no entanto, com a
busca por um estilo de vida mais saudavel, vem crescendo o interesse da indUstria alimenticia
na substituicdo de antioxidantes sintéticos, que podem apresentar efeito toxico, por
antioxidantes naturais (GOMEZ-ESTACA et al., 2014). A adi¢do de antioxidantes naturais
diretamente em formulagGes alimenticias pode inibir diversas reacdes e aumentar a vida util
dos produtos, portanto, tem sido muito utilizada em diversos alimentos, como em produtos
carneos (RIBEIRO et al., 2019) e 6leos vegetais (JORGE et al., 2018). No entanto, mudangas
nas caracteristicas sensoriais podem tornar esses produtos indesejaveis. No caso de alimentos
embalados, uma alternativa para prevenir reacGes indesejaveis e aumentar a vida atil dos
produtos € a aplicagdo desses compostos na embalagem. Além disso, no caso de embalagens
comestiveis a base de proteinas, quando compostos com atividade antioxidante séo adicionados
nas formulagdes, eles podem reagir com os aminoacidos da proteina e auxiliar no crosslinking,
melhorando as propriedades dos filmes (CAO; FU; HE, 2007a).

A incorporacdo de antioxidantes naturais em filmes e coberturas comestiveis vem
despertando cada vez mais interesse da comunidade cientifica, uma vez que esse processo pode
reduzir a oxidacéo e até aumentar o valor nutricional dos alimentos, aumentar a resisténcia
mecanica e barreira ao vapor da dgua (GANIARI; CHOULITOUDI; OREOPOULOU, 2017;
RANGARAJ et al., 2021). Muitos autores investiram na incorporacgdo de antioxidantes puros
(padrdes), como a-tocoferol, 4cido caféico, catequina, quercetina e &cido fertlico (LOPEZ-DE-
DICASTILLO et al., 2012; KANG et al., 2016; LI et al., 2021), no entanto, 0leos e extratos

vegetais com atividade antioxidante também estdo sendo estudados e muitos resultados
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promissores tém sido encontrados (HROMIS et al.,, 2015; MORADI et al, 2012; NAIR;
SAXENA; KAUR, 2018; SAXENA; SHARMA; MAITY, 2020; SIRIPATRAWAN; HARTE,
2010). Hromis et al. (2015), por exemplo, adicionaram 6leo essencial de cominho em filme de
quitosana e verificaram aumento significativo da atividade antioxidante (28,96% no filme sem
6leo e em torno de 80% nos filmes com adi¢do de 6leo, ambos analisados apds 24 horas).
Moradi et al. (2012), por sua vez, adicionaram 6leo essencial de Zataria multiflora Boiss.
(Shirazi thyme) e extrato da semente de uva também em filmes de quitosana e relataram
melhora na taxa de permeabilidade ao vapor de &gua, no contetido de compostos fendlicos totais
e na atividade antioxidante.

Em relacdo ao tempo de armazenamento, dependendo dos componentes e das condicdes
em que os filmes foram elaborados pode ocorrer melhora ou piora de suas caracteristicas, assim
como dos produtos embalados por eles. Cao, Fu e He (2007a) estudaram filmes de gelatina com
adicdo de &cido ferulico e &cido tanico e verificaram que as propriedades dos filmes com acido
tanico podiam melhorar depois de armazenados por mais de 90 dias, enquanto as propriedades
dos filmes com acido fertlico eram pouco afetadas pelo tempo de armazenamento. Souza et al.
(2020) ao adicionarem extrato produzido a partir do cozimento da semente do pinhédo
(Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze) em filmes de SPI e o aplicarem como embalagem
(tipo saché) para 6leo de linhacga, verificaram que o extrato contribuiu para estabilidade
oxidativa do 6leo e indicaram seu uso para embalagem biodegradavel ativa. No entanto, até o
momento, a maioria das aplicagdes dos filmes biodegradaveis adicionadas de extrato
antioxidante sdo em produtos carneos e pescados, como revestimento de carne bovina crua
(BERMUDEZ-ORIA et al., 2019), filé de peixe (CAl; WANG; CAO, 2020) e sardinhas
salgadas (LOPEZ-DE-DICASTILLO et al., 2012). Os autores utilizaram biopolimeros e
extratos antioxidantes diferentes, porém todos notaram aumento da estabilidade dos produtos
com adigdo do extrato nos filmes biodegradaveis.

1.6 Portulaca oleracea L. (BELDROEGA)

Plantas alimenticias ndo convencionais, conhecidas como PANCs, estdo se destacando
nos ultimos anos com o surgimento de diversas pesquisas sobre seus efeitos benéficos a saude.
Essas plantas crescem em meio a outras cultivares convencionais, como plantagédo de liméo e
laranja, ou em locais abandonados, como beira de estrada e terrenos baldios (DESTA et al.,
2020).
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Portulaca oleracea L., pertencente a familia das Portulacaceae, comumente conhecida
por beldroega (Figura 1.3), pode ser considerada uma PANC. A beldroega é uma erva daninha
e pode ser encontrada em regides tropicais, subtropicais e temperadas em todos o mundo,
crescendo em lugares como canteiros de flores e hortas e junto com plantagdes convencionais,
sendo sua presenca indicativo de solos férteis (NAGARANI et al., 2014; RANIERI et al., 2017).

Fonte: Elaborado pelo autor.

A beldroega tem sido utilizada para diversos fins, como na alimenta¢do humana com o
intuito de aumentar e diversificar o consumo de hortaligcas, uma vez que possui grande potencial
nutricional, na alimentacdo animal e em aplicagcdes medicinais, como no auxilio do tratamento
de queimaduras, picadas de insetos e escorpido e cicatrizacdo de feridas. Além disso, essa planta
possui uma variedade de constituintes quimicos com atividades antitumorais, antidiabéticas,
antimicrobianas e antiinflamatérias (NAGARANI et al., 2014; BARROS et al., 2017; CHEN
etal., 2019; SARATALE et al., 2020; LEE; PARK; HAN, 2020). Seus constituintes quimicos
pertencem principalmente aos flavondides, alcaldides, terpendides, acidos organicos e outros
compostos naturais (como acidos graxos, polissacarideos, vitaminas, proteinas e minerais). No
entanto, os flavondides (Kaempferol, apigenina, luteolina, miricetina e quercetina) e os acidos
graxos essenciais sdo 0s principais constituintes dessa planta (FARKHONDEH,;
SAMARGHANDIAN, 2019; KUMAR et al., 2022).

Apesar de inimeros estudos a respeito de seus nutrientes e efeitos benéficos a saude, ha
na literatura poucos trabalhos que estudaram sua adi¢cdo em produtos alimenticios. Dentre as
pesquisas com a utilizacdo da beldroega, avaliou-se sua aplicacdo na preservacdo de carne de

porco resfriada (FAN et al., 2019), para enriquecimento de massa de macarrdao (MELILLI et
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al., 2020) e para reducéo de alteracOes indesejaveis no 0leo de soja apos aquecimento (JORGE
etal., 2018).
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2 EFEITO DO pH E DA CONCENTRACAO DE POLISSACARIDEO EM MISTURAS
DE PROTEINA ISOLADA DE SOJA E ALGINATO DE SODIO

RESUMO

O objetivo do trabalho foi investigar a interacao entre proteina isolada de soja (SPI) e alginato
de sodio (ALG) em diferentes concentracdes de ALG e diferentes pHs, avaliando a carga
superficial e propriedades reoldgicas e estruturais de solugcdes de proteina e polissacarideo.
Solucgdes a base de SPI com acréscimo de diferentes concentragcdes de ALG (0; 0,25; 0,5; 0,75
e 1%) foram elaboradas e primeiramente foram avaliados os efeitos do pH (faixa de pH 2 a 11)
e razdo de proteina/polissacarideo em relacdo as cargas liquidas nas dispersdes. Em seguida, a
partir da faixa de repulsdo das cargas foram selecionados trés pHs (6, 8 e 11). Os efeitos desses
pHs e da razdo de SPI/ALG foram analisados através da caracterizacdo reoldgica dinamica,
espectroscopia no infravermelho (FTIR) e microscopia confocal de varredura a laser. Observou-
se que as condicBes investigadas resultaram em alteracdes estruturais e fisicas nas solucGes de
SPI e ALG. Misturas com concentracdo de 0,75% ALG em pH 6 e 8 apresentaram méaxima
forca de gel, evidenciada pelos maiores valores do parametro A (constante relacionada a forca
do gel) da Lei da Poténcia, além de uma microestrutura mais homogénea. Nesses pHs a maior
concentracdo de ALG (1%) analisada correspondeu a concentragdo critica na mistura, nos quais
notou-se uma queda do G’. No pH 11, entretanto, foram obtidos géis mais fracos que nos outros
pHs e a concentracdo de 1% ALG levou a um aumento de G’ em relacdo as menores
concentracbes de ALG. A partir de espectros de FTIR e microscopia confocal pode-se
confirmar que o pH e a adi¢do do polissacarideo promovem mudangas estruturais na mistura
SPI-ALG.

2.1 Introducao

Proteinas e polissacarideos sdo dois dos principais componentes em formulacGes
alimenticias e farmacéuticas, e uma vez que as propriedades desses biopolimeros puros
apresentam certas limitacdes (Bl et al., 2018; PAN et al., 2015). A combinacdo desses
biopolimeros pode ser aplicada para diversos fins, como elaboracdo de géis,
microencapsulacdo, emulsdes e coberturas e filmes comestiveis, e o entendimento das
interacdes entre eles, nas mais diversas condicdes, oferece oportunidades para o
desenvolvimento de novos ingredientes e produtos (ALBANO; NICOLETTI, 2018; CHAUX-
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GUTIERREZ; PEREZ-MONTERROZA; MAURO, 2019; SILVA et al, 2018). A interagio
entre proteina e polissacarideo depende, principalmente, do pH, forca ibnica, estado de
desnaturacdo da proteina e razdo proteina/polissacarideo, que variam as cargas elétricas do
sistema de biopolimeros (AMADO; SILVA; MAURO, 2020; CHAUX-GUTIERREZ; PEREZ-
MONTERROZA; MAURO, 2019; DING et al., 2019; ZHANG et al., 2016). Dentre esses
fatores, sabe-se que o pH é de extrema importancia na formacéo e estabilizacdo de géis e
emulsdes produzidos por interacédo eletrostatica entre proteina vegetal-polissacarideo, uma vez
que as propriedades eletrostaticas desses polimeros sdo altamente dependentes do pH
(ALBANO; CAVALLIERI; NICOLETTI, 2019; LIN; KELLY; MIAO, 2021).

Dentre as proteinas de origem vegetal que podem ser utilizadas em substituicdo a
proteina animal, a soja tem se destacado devido ao seu elevado teor de proteinas e bom
desempenho tecnologico, alem dos efeitos benéficos a salide (TANG, 2019). A proteina de soja
esta disponivel em vérias formas comerciais, tais como farinha de soja (SF, soy flour),
concentrado de proteina de soja (SPC, soy protein concentrate) e proteina isolada de soja (SPI,
soy protein isolate), que é a mais disponivel comercialmente. A SPI é produzida a partir de SF
e possui mais de 90% de proteinas, que sdo compostas por uma mistura de albuminas e
globulinas (TIAN et al., 2018; SONG et al., 2011).

Alginato de sédio € um polissacarideo natural e linear extraido de algas marrons através
de tratamento com solucdes aquosas alcalinas (CAZON et al., 2017). Devido a sua baixa
toxicidade, baixo custo, boa biocompatibilidade e biodegradabilidade, o alginato é utilizado em
diversas areas para diferentes propdsitos, como na indudstria biomédica para impressoes
dentarias e curativos e na industria alimenticia como agente gelificante, estabilizante e
emulsificante. Além disso, também pode ser utilizado como matriz polimérica visando
encapsulacdo de remédios, proteinas, células e DNA, e na elaboragéo de filmes e coberturas
comestiveis (DAVILA; AVILA, 2017; TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH;
MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016).

Estudos de como as forcas eletrostaticas de atracdo e repulsdo entre proteinas e
polissacarideos podem afetar as propriedades reoldgicas e estruturais sdo de grande interesse
da industria alimenticia e farmacéutica, uma vez que solucbes formadas pela mistura desses
polimeros possuem enorme potencial industrial, sendo utilizadas, por exemplo, como géis e
emulsdes no desenvolvimento de novos produtos, como material de parede para
microencapsulacdo, e na elaboracdo de coberturas e filmes comestiveis (CHAUX-
GUTIERREZ; PEREZ-MONTERROZA; MAURO, 2019; PENA-CHAIDEZ et al., 2021;
SILVA et al., 2016; ZHAO et al., 2020a). Silva et al. (2016), por exemplo, observaram um
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aumento dos valores do modulo elastico (G*) com acréscimo de goma alfarroba em solucdes de
proteina isolada do soro de leite (WPI), que corresponde a um aumento da forca do gel, e
indicaram a existéncia de sinergia entre a proteina e o polissacarideo. Em seguida, 0s mesmos
autores observaram que o acréscimo do polissacarideo aumentou a resisténcia mecéanica dos
filmes biodegradaveis obtidos a partir dessas solu¢des. Pefia-Chaidez et al. (2021) analisaram
adicdo de alginato em solugdes de proteina isolada de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e notaram
efeito sinérgico quando as concentracfes de ALG aumentaram, o que resultou em uma melhor
resposta mecanica da mistura em comparacao aos geis individuais.

Ha& varios estudos mostrando que a interacdo entre proteinas e polissacarideos pode
modificar estrutura e reologia da solucdo formada (Bl et al., 2013; CHAUX-GUTIERREZ;
PEREZ-MONTERROZA; MAURO, 2019; PENA-CHAIDEZ et al., 2021). Alguns estudos do
efeito da adicdo de polissacarideo em solugdes de SPI ja foram reportados, como de Bi et al.
(2018) com adig¢do de k-carrageenan; de Amado, Silva e Mauro (2020) com acréscimo de
pectina de alta metoxilacdo; Bi et al. (2013) com adicdo de goma de linhaca; e Zhao et al.
(2020a) com adicédo de varios polissacarideos (goma konjac, goma gelana e goma curdlana),
sendo que todos os estudos observaram uma melhora nas propriedades funcionais da SPI para
producdo de alimentos. Zhao et al. (2020a) verificaram aumento de G’ durante e apos a
gelificacdo da SPI com adicdo de goma konjac ou goma curdlana e concluiram que a
incorporacdo desses polissacarideos fortaleceu a estrutura do gel, o que pode favorecer o
desenvolvimento de novos produtos. No entanto, estudos sobre reologia e caracteristicas
estruturais de misturas SPI-ALG em diferentes pHs ainda sdo escassos, razdo pela qual
conduziu-se esse trabalho.

Considerando este contexto, 0 objetivo deste trabalho foi investigar solucGes elaboradas
com SPI e diferentes concentragdes de ALG, em diferentes pHs, e avaliar a interacéo entre os
compostos com base no potencial zeta, analise reologica dindmica, espectroscopia FTIR e

microscopia confocal de varredura a laser.

2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Materiais

Os materiais utilizados para elaboracdo das solu¢bes foram SPI (teor de proteina de
90,5% em base seca, de cinzas 5,01% e de umidade 6% em base Umida) adquirida da empresa
Ecil Ingredientes (S&o Paulo, Brasil) e ALG (GRINDSTED® Alginate FD 175), doada pela
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Danisco Brasil Ltda. Cloreto de sodio, fluoreto de sédio, hidroxido de sédio, acido cloridrico e

acido sulfarico foram de grau PA da marca Synth (Diadema, Brasil).

2.2.2 Preparacao das solucdes

2.2.2.1 Solucéo estoque

Primeiramente foram preparadas solucdes estogue de proteina isolada de soja (8%) e de
alginato de sddio (3%). Proteina isolada de soja foi dispersa em &gua destilada (8%, m/m),
seguida de adicdo de hidréxido de sodio a 40% até atingir pH 11, utilizando-se pHmetro da
marca Tecnopon (MPA 210, Sdo Paulo, Brasil). A mistura foi aquecida até 65 °C em banho
termostatico (Simétrica, SI/6Aneis/18L, Brasil) e mantida a essa temperatura por 10 min
(AMADO; SILVA; MAURO, 2020). Alginato de sodio foi dissolvido em agua destilada (3%,
m/m) a temperatura de 70 °C (SHIGEMATSU et al., 2018; BAGHERI; RADI; AMIRI, 2019)
em banho termostatico (Simétrica, SI/6Aneis/18L, Brasil) até sua total solubilizacéo.

As solucdes foram resfriadas a temperatura ambiente (25 °C) e armazenadas em camara
de climatizacdo BOD (BT 71, Biothec, Brasil) sob refrigeracdo (4 °C) para serem utilizadas

posteriormente.

2.2.2.2 Solucdes SPI-ALG

A solucdo de SPI+ALG foi preparada mediante mistura das solucdes estoque e NaCl de
tal forma que a composicdo final da solucdo apresentou sempre conteudos de 5% m/m de
proteina e 20 mM de NaCl (20% m/v) (forca ibnica definida apds avaliacdo do seu efeito sobre
0 potencial zeta e a reologia das solu¢es — Apéndices A e B, respectivamente), enquanto que
variou-se o conteudo de alginato: 0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1% m/m. Na preparacdo, apés adi¢do da
SPI, ALG e NaCl, em quantidades adequadas para formulacdo desejada, a solucdo foi
submetida a agitacdo mecanica constante por 3 h em agitador magnético (Simétrica, Sl
AGMCI/A, Brasil). Em seguida corrigiu-se o pH da solugdo com HCI (5,83 mol/L) (pH 6 e 8)
ou NaOH (10 mol/L) (pH 11) e acrescentou-se agua destilada até completar a quantidade de
solucéo pretendida, deixando-se em agitacdo por mais 1 h. Por fim, realizou-se um tratamento
térmico elevando-se a temperatura até 70 °C e mantendo-a por mais 20 m (KOKOSZKA et al.,
2010; AMADO; SILVA; MAURO, 2020).
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2.2.3 Analises em solucéo

2.2.3.1 Potencial Zeta

O equipamento utilizado foi 0 Malvern Zetamaster (Zetasizer Nano — ZS90, Malvern,
Worcestershire, Reino Unido) e o software para coleta de dados, o Zetasizer v.3.30.
Especificamente para essa analise, o cloreto de sodio (NaCl) foi substituido por fluoreto de
sodio (NaF) e o acido cloridrico (HCI) por acido sulfarico (H2SO4), uma vez que os eletrodos
da cubeta, que sdo revestidos de ouro, poderiam ser oxidados pelo cloro.

Para avaliar as alteracdes das cargas do SPI e do ALG com a variacdo do pH, e da
mistura SPI+ALG com o pH e a concentracdo do polissacarideo em solucéo, foi utilizada uma
diluicdo de 1:100 em &gua deionizada, em que foi mantida a concentracdo do sal monovalente
utilizado. As solucBes foram armazenadas em baldes volumétricos e imediatamente antes das
medidas foram agitadas manualmente. Os resultados foram obtidos em milivolt (mV), em

triplicata.

2.2.3.2 Propriedades reoldgicas

Ensaios reologicos em cisalhamento oscilatdrio das solu¢Bes dos polissacarideos puros
e das misturas SPI (5%) com diferentes concentracdes de ALG (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1%) foram
realizadas em um reémetro AR 2000EX (TA Instruments, Delaware, USA) com geometria de
placas paralelas (40 mm didmetro), utilizando um gap de 500 um. Amostras foram inseridas no
redmetro com auxilio de uma pipeta Pasteur. O sistema ficou em equilibrio por 2 min para a
amostra atingir a temperatura de medicao (25 °C). Apo6s o equilibrio, as medic6es reoldgicas
foram iniciadas.

O teste foi realizado na regido viscoelastica linear (LVR), a qual foi determinada
previamente para todas as amostras através de um teste de varredura crescente de deformagéo,
na faixa de 0,001 a 1 utilizando as frequéncias 0,5 e 5 rad-s™. Todas as subsequentes varreduras
de frequéncia foram realizadas a 25 °C na faixa de 0,1 a 10 rad's*!, mantendo a deformagcéo
constante (0,02).

Os efeitos da concentracdo de ALG e do pH foram estudados por meio dos médulos de
armazenamento (G’) e de dissipacdo de energia (G). Todas as andlises foram realizadas em
duplicata, e quando necessério foi realizada repeticao.

O modelo da Lei da Poténcia foi usado para descrever a dependéncia dos modulos de
armazenamento (G”) e de dissipacdo (G”) com a frequéncia, de acordo com as Equacfes 2.1 e
2.2 (RAO, 2007).
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2.1)
G"=A"0" (2.2)

em que A é a constante relacionada a for¢a do gel, n é o indice de comportamento do
escoamento e o ¢ a frequéncia angular. Os valores n” e n” representam uma medida da
dependéncia dos moédulos de armazenamento (G’) e dissipagdo (G”) com a frequéncia e

fornecem informacGes sobre a natureza viscoelastica do material.

2.2.3.3 FTIR-ATR

Anélises de infravermelho foram realizadas através da técnica de reflectancia total
atenuada (ATR), utilizando-se Espectrémetro de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), marca Bruker (Germany), modelo Vertex 70. O acessorio de ATR possui cristal de
diamante e foram tomados 32 espectros com resolugdo de 4 cm™ de cada amostra. Para esta
analise as amostras foram obtidas conforme item 2.2.2, em seguida foram secas a 35 °C na
forma de filmes, por aproximadamente 24 h e, previamente a analise, foram armazenadas em

dessecadores com silica gel por 7 dias a temperatura ambiente.

2.2.3.4 Microscopia confocal de varredura a laser

As micrografias da mistura SPI+ALG foram coletadas usando um microscopio confocal
de varredura a laser LEICA TCS SP5 Il e uma fonte de laser 6tico de hélio neon (Leica
Microsystems CMS GmbH, Germany). O comprimento de onda de 543 nm foi usado para a
excitacdo da amostra e a deteccdo foi realizada na faixa de 560 a 620 nm. As imagens foram
adquiridas com uma objetiva de 40x. A proteina nas amostras foi tingida com Rodamina B. O
corante foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO, 1 mg/mL) e adicionado na propor¢do de
50 ulL/g de solugdo. As areas com cor vermelha nas imagens representam as regides

enriquecidas com SPI, e a regido escura corresponde a zona rica em ALG.

2.2.4 Anélises estatisticas

Os dados dos parametros ajustados pela Lei da Poténcia (RAO, 2007) foram expressos
como média + desvio padréo e analisados estatisticamente por anélise de variancia. O teste de
Tukey foi aplicado para detectar diferencas significativas entre as amostras ao nivel de

significancia de 5%.
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Potencial zeta

A varredura das solugdes puras de SPI (5%) e ALG (1%), assim como as misturas de
SPI (5%) com diferentes concentracdes de ALG (0,25; 0,5; 0,75; 1%), realizada em uma ampla
faixa de pH (2 a 11), estdo apresentadas na Figura 2.1, sendo que a Figura 2.1a corresponde as
solugdes puras (SPI e ALG) e a Figura 2.1b solugdes de SPI com adic¢do de ALG nas diferentes
concentragfes mencionadas. A dilui¢do utilizada foi de 1:100, ressaltando-se que as dilui¢des
foram realizadas com solucdes salinas ha mesma forca iénica (20 mM).

Diferentes fatores podem afetar o potencial zeta das solucdes, dentre os quais estdo a
forca idnica, estado de desnaturacdo da proteina, pH e concentracdo dos polimeros do meio no
qual as particulas estdo dispersas. No presente trabalho fixou-se o aquecimento das solugdes e
a forca idnica, apos testes apresentados no Apéndice A, e avaliou-se a variacdo do pH e da
concentracdo do polissacarideo. Em relagéo a forca i6nica, espera-se uma reducéo do potencial
zeta com 0 aumento da concentracdo do sal, devido a compressdo da dupla camada de cargas
sobre a superficie do coloide, onde é realizada a medida do potencial zeta. Amado, Silva e
Mauro (2020) avaliaram solugdes de SPI nas mesmas condic@es de solubilizacdo e maior forca
ibnica (50 mM) e obtiveram menores valores de potencial zeta na faixa de pH de 3 a 6 e menor
pH de reversdo de cargas, evidenciando a referida influéncia da forca iénica.

Na Figura 2.1a nota-se que o pH correspondente a reversao de cargas da SPI, que se
estabeleceu proximo a 5 e que, abaixo desse pH, hd uma regido onde os biopolimeros
apresentam cargas opostas. Tal situacdo favorece a interacao eletrostatica entre a SPl1 e 0 ALG.
Quando o pH ¢ igual ou maior a 5, constata-se que a regido € de repulsdo, uma vez que ambos
os polimeros carregam uma carga liquida negativa, favorecendo as forcas eletrostaticas
repulsivas, e uma separacdo de fases segregativa é esperada.

Com respeito ao ALG (Figura 2.1a) nota-se que este apresenta cargas negativas em toda
faixa de pH analisada, como esperado, uma vez que o alginato é considerado um polissacarideo
aniobnico, e o valor de pKa se estabeleceu préoximo a 2,0. Nota-se também que para pHs mais
acidos (pH<3,5), a magnitude de cargas superficiais é perceptivelmente inferior. Su et al. (2019)
avaliaram o potencial zeta de solucdo de alginato e também relataram que a intensidade das
cargas superficiais diminuiu a medida que a solucdo se torna mais &cida. Os autores atribuiram
tal fato a influéncia do pH no estado de ionizagao dos grupos acido carboxilicos (—COOH « —

COO") para grupos de acido manurdnicos e gulurénicos das moléculas de alginato, uma vez
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que a constante de dissociacdo (pKa) dos grupos acidos carboxilicos fica em torno de 3.5,
indicando que eles comecam a perder sua carga em valores iguais ou abaixo desse pH.

Em relacdo as misturas (Figura 2.1b), verificou-se que a interacdo maxima entre a SPI
e 0 ALG foi alcangada entre os pHs de 3 a 4,5, dependendo da concentragdo de ALG. Nota-se
que, conforme o ALG é adicionado na solucdo, o pH de coacervacao (pH de méaxima interacéo,
que corresponde ao pH de carga liquida igual a zero) é reduzido. Neste pH, a SPI comporta-se
como um policétion e interage eletrostaticamente com o alginato, polianion.

No geral, conforme aumenta-se a concentracdo de ALG na solucdo de SPI (5%), hd um
aumento das cargas negativas. Resultados similares, do aumento das cargas negativas com
adicdo de polissacarideo aniénico em solucdes de proteina foram reportados por Porta et al.
(2016), com adicdo pectina de baixa metoxilacdo (PEC) em solucdo de proteina da ervilha, e
por Zhang et al. (2016) com acréscimo de alginato em solucdo de proteina isolada do soro de
leite (WPI). No entanto, nas faixas de pHs de 2 a 3 e de 7 a 11, as solucdes nas diferentes
concentracfes de ALG apresentaram valor de carga superficial semelhante. Além disso, na
faixa de pH que vai de 7 a 11, as cargas negativas foram semelhantes e com magnitude da carga
da proteina pura, o que pode ser atribuido a maior influéncia da SPI, cuja concentracao utilizada
na solucdo (5%) foi bem superior as concentracdes utilizadas de ALG (maximo 1%).

Pelas Figuras 2.1a e 2.1b foi possivel identificar as zonas de maior interacdo e de
repulsdo entre os biopolimeros, e com o intuito de avaliar a zona de repulsdo de cargas,

selecionou-se os pHs 6, 8 e 11 para andlises reologicas, FTIR e microscopia confocal.
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Figura 2.1 — Potential zeta em funcdo do pH, (a) solucdo de SPI e ALG e (b) solu¢cdo SPI-ALG
com diferentes concentracfes de ALG.
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Fonte: Elaborado pelo autor

2.3.2 Andlises reoldgicas

2.3.2.1 Varredura de deformacao

A regido de viscoelasticidade linear para o sistema SPI (5%) e ALG (0,25; 0,5; 0,75 e
1%) foi avaliada através de testes nas deformacdes de 0,001 a 10 e diferentes frequéncia. Na
Figura 2.2 estiio apresentados os resultados obtidos em 5 rad's™. Soluces formadas apenas por
SPI (5%), nos trés pHs estudados (6, 8 e 11), ndo apresentaram regido de viscoelasticidade
linear (RVL), o que impossibilitou a andlise oscilatoria para essas amostras. Considerando a
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RVL para solugdes com adicdo de ALG, no pH 6 (Figura 2.2a), pH 8 (Figura 2.2b) e pH 11
(Figura 2.2c), adotou-se a deformacao de 2% para determinagdo dos espectros mecanicos.

A respeito da deformacdo critica nota-se que para solugbes no pH 6, esta foi baixa,
principalmente para as concentragcdes 0,5% e 0,75% de ALG. Comparando as solu¢6es no pH
6 0 maior valor de deformacé&o critica foi encontrado para solugéo 0,25% de ALG. Para solucGes
no pH 8 o menor valor foi para 1% de ALG, enquanto o0 maior, assim como no pH 6, foi para
solucdo com acréscimo de 0,25% de ALG. Ao contrario dos outros pHs, no pH 11 a solucéo
0,25% de ALG apresentou curta faixa de linearidade, e baixo valor de deformacéo critica. O
restante das solugbes, no pH 11, entretanto, apresentaram larga faixa de linearidade, e a
deformacdo critica ficou acima da faixa analisada, ou seja, acima da deformacéo de 1. Sabendo-
se que uma reducdo da deformacao critica pode indicar aumento da heterogeneidade da rede do
gel (STADING, HERMANSSON, 1990; CHAUX-GUTIERREZ, PEREZ-MONTERROZA,
MAURO, 2019), os resultados apresentados indicam que as solugdes 0,5% e 0,75% ALG no

pH 6 e a solugdo 0,25% ALG no pH 11 podem apresentar essa caracteristica.

Figura 2.2 — Regido de viscoelasticidade linear para blendas de SPI (5%) com diferentes
concentracdes deALG no pH 6 (a), pH 8 (b) e pH 11 (c) na frequéncia de 5 rad-s™* e temperatura
ambiente (25°C).
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2.3.2.2 Varredura de Frequéncia

Quando biopolimeros sdo misturados, as propriedades mecanicas da solugdo podem ser
modificas quando comparadas a solucfes de proteinas ou polissacarideos separados. Sabe-se
que, as forcas eletrostaticas de atracdo ou repulsdo entre proteinas e polissacarideos
correspondem a uma das possibilidades de interacdes entre esses biopolimetos que mudam as
propriedades reologicas (aumentam ou diminuem o G’) e alteram também propriedades fisico-
quimicas dos produtos formados a partir deles (CHAUX-GUTIERREZ, PEREZ-
MONTERROZA, MAURO, 2019).

Na Figura 2.3 estéo apresentadas as variagoes do G’ ¢ G’’ com a frequéncia angular,
para solucdes de SPI (5%) com adicdo de ALG (0,25; 0,5; 0,75 e 1%) no pH 6 (Figura 2.3a),
pH 8 (Figura 2.3b) e no pH 11 (Figura 2.3c).

Comportamentos diferentes podem ser verificados para os trés pHs analisados, no
entanto, para as concentracfes de 0,25 a 0,75 % de ALG nota-se que aumentando a
concentracdo do polissacarideo ha uma tendéncia de aumento do G’, indicando aumento do
comportamento viscoelastico. Tendéncia semelhante foi verificada por Derkach et al. (2015)
com géis mistos de gelatina/k-carragena, por Tang et al. (2019), em sistemas mistos de
caseina/k-carragena, e com adicdo de microfibras de quitina a géis de proteina de soja (YUAN
etal., 2014).

No pH 6 (Figura 2.3a) pode-se observar que nas concentracdes de 0,25; 0,5 e 0,75% de
ALG G’ > G” e, conforme o ALG ¢ adicionado, G’ tende a aumentar. Aumento dos valores de
G’ correspondem a um aumento da forca do gel e indicam a existéncia de sinergia entre a
proteina e o polissacarideo (SILVA et al., 2016). Mesmo comportamento foi relatado por Silva
et al. (2016) para acréscimos de até 0,3% LBG em géis de WPI e por Rocha et al. (2009) com
acréscimo de pequenas quantidades de LBG a géis de proteina concentrada do soro de leite
(WPC). No pH 8 (Figura 2.3b) o mesmo comportamento do pH 6 foi verificado. No entanto,
as diferencas entre G’ ¢ G” sdo mais Visiveis em baixas frequéncias. Além disso, os valores de
G’ e G’ sdo inferiores aos encontrados em pH 6.

Para concentracdo 1% de ALG, tanto no pH 6 quanto no pH 8, verifica-se que néo
ocorreu 0 mesmo comportamento. Pode-se notar que a gelificacdo foi prejudicada,
provavelmente devido ao tipo de interacao, que tende a agregar os dois polimeros em pHs mais
préximos da coacervacdo. Por essa razdo, essa queda esta mais evidenciada no pH 6, enquanto
no pH 8 essa queda foi menor, possivelmente devido a maior solubilidade da SPI nesse pH.
Além disso, destaca-se que os valores de G’ ¢ G’” obtidos no pH 8, exceto para formulacdo

0,25% ALG, foram os maiores entre os pHs analisados. G’ e G” também sdo muito préximos
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e apresentam sobreposicdes e cruzamentos. Nos pHs 6 e 8, os cruzamentos de G’ ¢ G” ocorrem
na concentracao de 1% ALG, o que pode indicar que nessa concentracdo ha comportamento de
solugdo concentrada.

Nota-se que o comportamento de G’ depende das concentragdes de biopolimeros
utilizadas no preparo do gel. Chaux-Gutierrez, Pérez-Monterroza e Mauro (2019) elaboraram
géis de albumina (ALB) e pectina (PEC) e verificaram que 2% de PEC corresponde a
concentragéo critica na mistura, sendo que acima de 2% de PEC houve uma queda do G’, assim
como ocorreu no presente trabalho para maior concentragdo de ALG (1%), nos pHs 6 e 8.

No pH 11 (Figura 2.3c) observa-se que as concentragbes 0,25 e 0,5% de ALG
apresentam comportamento similar ao longo de toda faixa de frequéncia, o que indica que
possuem estruturas semelhantes, e um aumento dos mddulos de armazenamento (G’) ¢ de
dissipagdo (G’) com 0,75 e 1% ALG pode ser verificado. No entanto, exceto para solugdo 1%
ALG, as demais apresentaram baixos valores de G’ e G”, ficando abaixo de 1 para uma ampla
faixa de frequéncia, o que indicaria um gel mais fraco que aqueles formados nos pHs mais
baixos. Além disso, nesse pH, houve cruzamento de G” com G’, com G” excedendo G’, o que
indica transicdo da zona de platd para zona de transicdo, no qual o gel passa a ter
comportamento viscoso (HSIEH et al., 1999).
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Figura 2.3 — Variacdo de G’ ¢ G” com a frequéncia angular para blendas de SPI (5%) com
diferentes concentracdes deALG no pH 6 (a), pH 8 (b) e pH 11 (c) (Simbolos preenchidos para
G' e simbolos vazios para G").
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Os parametros da Lei da Poténcia para as amostras de SPI-ALG nas diferentes
concentracdes de ALG e pHs estdo apresentados na Tabela 2.1.

Quanto ao ajuste, exceto para solugdes 0,25 %ALG pH 8, o coeficiente de determinacao
(R?) ficou acima de 0,88, indicando bons ajustes.

A magnitude de A’ aumentou com 0 acrescimo de ALG até 0,75% nos pHs 6 e 8,
decrescendo com 1% de ALG. No pH 11 o valor de A aumentou com adicdo de ALG até 1%,
sendo esse valor significativamente maior (p<0,05) que nas demais concentracdes de ALG
nesse mesmo pH. Quanto ao A”, para o pH 6 verificou-Se 0 mesmo comportamento, enquanto
0 pH 8 apresentou aumento conforme o ALG foi sendo adicionado, assim como ocorreu no pH
11. Sabendo-se que quanto maior o valor de A, geralmente mais fortes sdo os geis formados,
podendo-se inferir que géis com 0,75% ALG, nos pHs 6 e 8, apresentam maior forca do gel
entre as composi¢oes avaliadas.

Em relagdo aos indices de comportamento, nota-se que, exceto para formulacao
0,75%ALG, a adigao de ALG elevou os valores de n’e n”, indicando maior dependéncia dos

modulos G’ ¢ G” com a frequéncia.

Tabela 2.1 — Parametros do ajuste do modelo da Lei da Poténcia para G’ ¢ G nas solugdes SPI
(5%) com diferentes concentracbes de ALG em diferentes pHs, forca idnica de 20 mM, e
temperatura ambiente (25°C).

Formulacdo pH A’ (Pa-s") n’ (-) R? A” (Pa-s") n” (-) R?

0,25%ALG 510+1,31* 0,16+0,03° 0,888 2,24+0,54°> 0,27 +0,03° 0,954
0,5%ALG 6,58 +4,53* 0,33+0,03® 0,966 3,32+2,08° 0,44+0,00° 0,995
0,75%ALG 16,88+ 3,858 0,46+0,08¢ 0,981 9,94+270° 0,52+0,03® 0,993
1%ALG 3,82+2,15° 0,46+0,04% 0,994 3,76+1,43" 059+0,03* 0,999
0,25%ALG 1,92+0,90° 0,14+0,05¢ 0,635 0,98+0,44> 0,32+0,05° 0,979
0,5%ALG 538+0,17* 0,26 0,02 0,959 2,80+0,15® 0,43+0,02® 0,996
0,75%ALG 12,33+0,58* 0,30 +0,01* 0,985 6,33+0,25® 0,46 +0,00° 0,999
1%ALG 9,51 +3,352 0,39+0,02° 0,994 7,60+270° 0,53+0,01* 0,999
0,25%ALG 0,58 +0,31° 0,33+0,04° 0,879 0,558+0,20° 0,42+0,01° 0,973
0,5%ALG 0,64+0,09° 0,37+0,02° 0,940 0,68+0,11° 0,54+0,01° 0,997
0,75%ALG 1,14 +0,10° 0,27+0,03® 0,953 0,96+0,07° 0,62+0,02* 0,996
1%ALG 4,45+0,40° 054+0,04* 0,998 4,98+0,73* 0,61+0,000 0,999

*Resultados expressos em (média * desvio padréo)
**a,b,c,d Letras mindsculas diferentes na mesma coluna no mesmo pH indicam diferenca significativa (p < 0,05) de acordo

com o teste de Tukey.
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2.3.3 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

A Figura 2.4 apresenta os espectros de infravermelho dos pos de SPI (Figura 2.4a) e
ALG (Figura 2.4b). Nota-se que a SPI pura exibe vibracGes tipicas de proteina, apresentando
um pico em aproximadamente 1630 cm™ que corresponde ao grupamento amida | (estiramento
C=0), um segundo em aproximadamente 1530 cm, que corresponde ao grupamento amida |1
(dobramento N-H) e um terceiro em torno de 1230 cm™, que corresponde & banda de amida I
(estiramento C-H e N-H) (GARRIDO et al., 2016; L1 et al., 2016). Além desses, a SPI também
apresentou picos proximos a 3245 cm, 2910 cm, 2324 cm?, 1430 cm?, 1380 cm?, 1040 cm
le511cmt

O ALG, por sua vez, apresentou um pico relacionado ao grupo carboxilico, proximo a
1600 cm™ (YAO et al., 1996), além de bandas em 820 cm, 1020 cm™, 1390 cm™ e 3205 cm™.
A banda entre 3000 e 3500 cm™, encontrada para ambos os biopolimeros, pode ser associada
com o estiramento O-H, o que indica um elevado potencial para interacdes de hidrogénio
intermoleculares entre grupos hidroxilas, bem como entre grupos hidroxila e grupos amino
(GARRIDO et al., 2016).

Figura 2.4 — Espectros FTIR do p6 de SPI (a) e do p6 de ALG (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Na Figura 2.5 estdo apresentados 0s espectros das amostras das misturas, preparadas na
forma de filmes a partir das solucBes de SPI (5%) com diferentes concentracdes de ALG (0;
0,25; 0,5; 0,75 e 1%). As misturas foram elaboradas no pH 6 (Figura 2.5a), pH 8 (Figura 2.5b)
e pH 11 (Figura 2.5¢). Nos trés pHs estudados observa-se que a adi¢do de ALG a solucdo de
SPI provocou mudangas estruturais, levando a alteragdes no posicionamento e intensidade dos

picos.
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No pH 6 (Figura 2.5a) nota-se o desaparecimento do pico préximo a 980 cm™ com
acréscimo de apenas 0,25%ALG e reducéo da intensidade do pico em 1430 cm™ a partir da
concentracéo de 0,5% ALG. Além disso ocorre o deslocamento da banda proxima a 1100 cm™
e 0 aparecimento de um pico préximo a 1074 cm™ com acréscimo de 0,75 e 1%ALG.

O desaparecimento do pico proximos a 980 cm™ com o acréscimo de ALG,
possivelmente devido a um deslocamento, pode indicar que ocorreram interacdes entre o SPI e
0 polissacarideo nesse pH. Garrido et al. (2016), ao acrescentarem agar em filmes de proteina
de soja, observaram que picos em 930 e 890 cm™, relacionados ao &gar puro, desapareceram
com a mistura, concluindo que interacfes entre agar e SPI estariam ocorrendo, assim como
ocorreu no presente trabalho.

No pH 8 (Figura 2.5b) pode-se observar picos com baixa intensidade para formulagéo
0,5%ALG, e nota-se 0 aparecimento de um pico em 1074 cm™ com adicgdo de 0,75 e 1%ALG.
Essa banda, que também aparece no pH 6 a partir de 0,75% ALG pode corresponder a interacoes
de hidrogénio entre moléculas dos biopolimeros (BERGO; SOBRAL, 2007; LI et al., 2016).
No geral, no pH 8, os espectros sem ALG e com 0,25%ALG sdo bem proximos, assim como
ocorre para os espectros de 0,75 e 1%ALG, que se apresentam semelhantes.

No pH 11 (Figura 2.5¢) os picos em 1577 cm™ e 1500 cm™ perdem a intensidade com a
adicdo de ALG, indicando possiveis mudangas estruturais que ocorrem através das interacdes
entre proteinas e polissacarideos. Nota-se também que a adi¢cdo de pequenas quantidades de
ALG (0,25%) leva ao desaparecimento do pico em 964 cm™. Além disso, verifica-se 0
desaparecimento das bandas proximas a 1215 e 1465 cm™ a partir do acréscimo de 0,5%ALG.

Para os trés pHs avaliados, verifica-se que os picos relacionados a amida | e amida 1l
(proximos a 1630 e 1530 cm™ respectivamente) sofrem alteragdes quanto a posicdo e
intensidade nas misturas, o que sugere interacdo entre a proteina e o polissacarideo aniénico.
Sabendo-se que a amida | representa a interacdo de hidrogénio com o estiramento COO" e a
amida Il representa o estiramento C-N combinado com o dobramento NH, o espectro da regido
carboxil-amonia sugere que houve interacdes intermoleculares entre -NH** da SPI e COO™ do
ALG (YAO et al., 1996; GARRIDO et al.0, 2016), fato que corrobora as alteragdes de cargas
encontradas no potencial zeta (Figura 2.1), que mostra uma tendéncia de carga negativa liquida
maior para as misturas com mais contetdo de alginato. Zhao et al. (2020b) analisaram
mudancas conformacionais em complexos SPI-polifenol com polissacarideos aniénicos
(Pectina e CMC) e observaram pequenas alteracfes na posicdo das bandas relacionadas as
amidas citadas, assim como no presente trabalho, e sugeriram a ocorréncias de interac6es entre

o0s polimeros.
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Figura 2.5 — Espectros de infravermelho das blendas de SPI (5%) com diferentes concentracfes
de ALG (0,25; 0,5; 0,75 e 1%) no pH 6 (a), pH 8 (b) e pH 11 (c).
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2.3.4 Microscopia confocal

As imagens correspondentes as solucdes de SPI (5%) com diferentes concentracoes de
ALG (0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1%) e diferentes pHs (6, 8 e 11) foram obtidas em um microscopio
confocal com uma ampliacdo de 40x e estdo apresentadas na Figura 2.6. As regiGes em
vermelho e preto indicam a presenca de SPI e ALG, respectivamente.

Comparando-se as solu¢es somente de proteina nos diferentes pHs, em pH 6 (Figura
2.6al), verifica-se uma estrutura heterogénea e porosa, com certa granulosidade e a presenga
de grandes particulas de SPI (setas), o que ndo ocorre em pHs maiores (pHs 8 e 11, Figuras
2.6a2 e 2.6a3), onde a estrutura é densa, homogénea e se espalha por toda a area, com algumas
particulas muito pequenas (setas). A estrutura observada na Figura 2.6al provavelmente se deve
a baixa solubilidade da SPI em pHs proximos ao ponto isoelétrico da proteina (Figura 2.1a),
que aumenta conforme o pH cresce (FREITAS; ALBANO; TELIS, 2017).

Em relacéo a adicdo de polissacarideo, na Figura 2.6 é possivel observar a separacéo de
fases em todas as condi¢cdes de pH e concentracdes de ALG. Esse comportamento bifasico é
consistente com o fato de que a maioria dos sistemas compostos por proteina/polissacarideo
apresentam incompatibilidade termodinamica com separacdo de fase segregativa, e cada fase
fica enriquecida em um dos biopolimeros (SILVA et al. 2016).

As micrografias indicam que, conforme o alginato € acrescentado, alguns espagos
parecem ser preenchidos com o polissacarideo, formando uma estrutura com maiores
concentragfes de ALG. No entanto, o comportamento difere bastante em fungdo do pH do meio.
Analisando-se as diferentes concentracdes de ALG no pH 6 (Figuras 2.6al a 2.6el), nota-se
que conforme a concentracdo de ALG cresce, hd uma reducédo da quantidade e do tamanho das
particulas de SPI insoltvel, que também se tornam mais vividas. Ao mesmo tempo, a rede
proteica se destaca devido a agregacdo da proteina, no meio da qual distinguem-se espacos
escuros preenchidos pelo polissacarideo. Com isso, nesse pH, a adicdo de ALG parece tornar a
distribuicdo da proteina mais homogénea e a rede proteica parece ocupar menor volume, fato
que também foi verificado por Zhao et al. (2020a), com adi¢do de alguns polissacarideos em
geis de SPI, como goma konjac e goma curdlana. A separacdo de fases segregativa pode ter
facilitado a aproximacdo das proteinas pelo efeito do volume excluido (TOLSTOGUZOV,
1995), propiciando a reticulacdo da rede proteica nesse pH.

Em relagéo ao pH 8 (Figuras 2.6a2 a 2.6e2) nota-se que com a adi¢do de 0,25% de ALG
h& uma visivel separacédo de fases com certa agregacdo da proteina, cuja distribuicdo é pouco

homogénea, formando grandes espacos preenchidos pelo polissacarideo. No entanto, em
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concentracdo igual ou maior do que 0,5%, o polissacarideo se dispersa no meio de forma mais
distribuida, preenchendo os espacos livres da rede de SPI, e com 0 aumento de sua concentracdo
para 0,75% e 1%, o agregado de proteinas se concentra, tornando-se mais vivido e menor,
provavelmente devido ao efeito do volume excluido.

No pH 11 (Figura 2.6a3 a 2.6e3) verifica-se que, com a adi¢do do polissacarideo, em
geral, o aspecto das imagens € bem diverso daquelas em pHs menores. Na solu¢do com 0,25%
de ALG, o aspecto da fase de SPI é muito similar ao da solucdo sem o polissacarideo, porém,
com a cor um pouco mais vivida. Visualizam-se grandes espacos escuros, onde o polissacarideo
se distribui, mas a fase proteica mantém o aspecto homogéneo, sem poros ou granulosidade da
solugcdo com apenas proteina, e nessa concentracdo essa fase esta totalmente interconectada.
Com 0,5% e 0,75%, a separacdo de fases € mais intensa, onde o polissacarideo ocupa grandes
areas continuas, assim como a SPI. Por outro lado, a proteina estd mais aglomerada, o que se
constata pela densidade e vivacidade da imagem dessas areas. Com 1% de ALG, no entanto, o
comportamento da mistura altera-se, uma vez que a SPI se torna mais dispersa no meio. A
imagem das areas ocupadas pela proteina guarda alguma semelhanca com aquela da Figura
2.6b2 (solugdo em pH 8 com 0,25% de ALG), porém, com densidade e vivacidade bem
superior, indicando maior concentracdo nessa fase proteica, possivelmente pelo efeito do
volume excluido. Na condicao de pH 11, o aspecto das fases proteicas sugere que as moléculas
de proteina estdo bem estendidas devido ao desdobramento resultante de sua desnaturacgdo, e
que as interacdes entre diferentes cadeias de proteina propiciam uma estrutura de rede que se
manteve mesmo em presenca do alginato, nas concentragdes estudadas.

Os geis mais fracos foram encontrados em pH 11, o que foi constatado pelos graficos
de varredura de frequéncia (Figura 2.3). Entretanto, na concentragdo com 1% de ALG, houve
um aumento na forca do gel, o que poderia estar relacionado a uma maior dispersdo da fase
proteica, como observado na Figura 2.6e3.
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Figura 2.6 — Imagens da microscopia confocal a laser das solucdes de SPI (5%): (a) a (e) O;
0,25; 0,5; 0,75; e 1% ALG, respectivamente; 1) pH 6; 2) pH 8; e 3) pH 11.

Fonte: Elaborado pelo autor
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2.4 Conclus6es

Analises de potencial zeta demonstraram que o pH e a razdo proteina/polissacarideo
afetaram as cargas dos biopolimeros nas dispersdes. Em relacdo as analises reoldgicas, estas
indicaram que houve consideraveis alteracfes na estrutura do gel com a variacdo do pH (6, 8 e
11) e com as diferentes concentracGes de ALG. As solucdes com adicdo de 0,75%ALG, nos
pHs 6 e 8 apresentaram os maiores valores do parametro A da lei da poténcia, indicando maior
forca do gel. A partir dos espectros de FTIR e microscopia confocal pode-se confirmar que o
pH e a adicdo do polissacarideo promoveram mudancas estruturais na mistura SPI-ALG.

Os resultados desse estudo proporcionaram uma melhor compreensédo da interacéo da
SPI com ALG em diferentes pHs e concentragdes do polissacarideo, e permitem considerar essa
mistura como uma alternativa no preparo de blendas com caracteristicas reoldgicas e estruturais

especificas.
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3 EFEITO DA CONCENTRACAO DE ALGINATO DE SODIO E DO pH EM FILMES
A BASE DE PROTEINA ISOLADA DE SOJA

RESUMO

O isolado proteico de soja tem sido avaliado com alto potencial para elaboragdo de
embalagens biodegradaveis. No entanto, filmes formados a partir do isolado proteico de soja
(SPI) podem ser aprimorados a partir da mistura com outros compostos, como polissacarideos.
Neste estudo filmes a base de SPI (5% m/m solucdo filmogénica) foram elaborados com
diferentes concentracGes de alginato de sédio (ALG) (0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1% m/m de solucao
filmogénica) nos pHs 6, 8 e 11. As propriedades mecénicas, 6ticas, umidade, solubilidade,
isoterma de sorcao e propriedades de barreira (ao vapor de agua e oxigénio) dos filmes obtidos
a partir de solucdes de SPI e SPI-ALG em diferentes pHs foram estudadas e correlacionadas
com as propriedades estruturais (FTIR e Raio-X) e com a microestrutura (MEV) dos filmes. A
adicdo de ALG provocou alteracOes significativas no arranjo estrutural do filme de SPI,
evidenciadas principalmente pela MEV mais rugosa e alteragcdes nas intensidades das bandas
do FTIR. Observou-se que a resisténcia dos filmes melhorou com o acréscimo crescente do
polissacarideo, nos trés pHs avaliados, e o pH 11 foi o que proporcionou maiores valores de
tensdo aos filmes de SPI (5%) em todas as concentracbes de ALG. De modo geral, a
concentracdo crescente de ALG nos filmes de SP1 também aumentou a opacidade e solubilidade
dos mesmos. A PVA dos filmes ndo apresentou mudancas significativas com a adi¢do do ALG
e/ou mudanca no pH. A permeabilidade ao oxigénio em pH 11 diminuiu de maneira
significativa com a incorporagdo do ALG na matriz do filme, e conforme aumentou-se a
concentracdo do polissacarideo, os valores foram ainda menores, chegando a uma reducao de
132% na formulagdo com 1% de ALG. Filmes de SPI com adic¢do de ALG apresentaram boas
propriedades mecanicas e de barreira, oferencendo particularidades especificas em cada pH, o

que possibilita elaboracgéo de filmes e coberturas comestiveis para aplicacfes especificas.

3.1 Introducéo

S&o crescentes as pesquisas para a substituicdo de embalagens derivadas do petrdleo por
embalagens sustentaveis, uma vez que as primeiras, nao sendo biodegradaveis, podem provocar
graves consequéncias ao meio ambiente (TIAN et al., 2018). Biopolimeros como proteinas,

polissacarideos e a combinacdo deles sdo atualmente utilizados como componentes principais
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para a producéo de filmes comestiveis, que podem ser utilizados como embalagem primaria
para alimentos com o intuito principal de proteger e prolongar sua vida util (COLTELLI et al.,
2015; XUE et al.,, 2019). No desenvolvimento dos filmes, normalmente sdo utilizados
plastificantes (como glicerol ou sorbitol), cujas moléculas, de baixa massa molecular e baixa
volatilidade, promovem maior mobilidade da rede polimérica e reduzem a fragilidade dos
filmes (KOKOSZKA et al., 2010).

Dentre as proteinas, o isolado proteico de soja (SPI) é considerado uma das alternativas
mais atraentes, fato que pode ser atribuido a sua alta disponibilidade e capacidade de formacéo
de filme (XIAO et al., 2021). Além disso, a proteina de soja possui importantes propriedades
nutricionais e funcionais (HAN; YU; WANG, 2018). O SPI é obtido a partir da farinha de soja
desengordurada e contém mais de 90% de proteina, composta principalmente de glicina (11S)
e conglicinina (7S), que juntas representam cerca de 80% da proteina total de soja (SUN, 2005;
TIAN et al., 2018). Quando dissolvidas na agua, as proteinas do SPI se dobram formando uma
estrutura globular, no entanto, em pHs distantes do seu ponto isoelétrico (pH = 4,5), essa
estrutura se desdobra parcialmente gerando melhor flexibilidade das cadeias peptidicas e
expondo grupos funcionais que possibilitam aumento das interagdes intermoleculares, como
interacdes de hidrogénio, eletrostaticas ou hidrofébicas (GUERRERO; DE LA CABA, 2010;
KIM; NETRAVALL, 2011; Ll etal., 2022). Além disso, sabe-se que a SPI possui muitos grupos
laterais reativos, como —NHz, -OH e —SH, que podem facilmente participar de reacGes de
crosslinking (SU et al., 2010).

ALG é um polissacarideo aniénico ndo ramificado extraido de varias espécies de algas
marrons (Phaeophyceae). Quimicamente, ¢ composto por unidades de acido B-D-manurénico
(M) e acido a-L-gulurdnico (G) que formam estruturas de blocos homopoliméricos ou
heteropoliméricos ao longo das cadeias (CLEMENT], 1997). ALG possui estabilidade quimica
e sensibilidade ao pH, além da grande vantagem da auséncia de toxicidade, o que amplia suas
aplicacdes na industria de alimentos (PAN et al., 2015; ZHANG et al., 2019).

Filmes puros de proteinas ou polissacarideos podem apresentar algumas limitagdes. Os
filmes produzidos a partir de polissacarideos, por exemplo, possuem barreiras menos eficazes
contra gases (Oz2e CO2) e propriedades mecanicas inferiores aquelas de filmes produzidos a
partir de proteinas, o que ocorre devido a estrutura Unica da proteina (a base de 20 mondémeros
diferentes) que fornece alto potencial para ligacdes intermoleculares (KAEWPRACHU;
RAWDKUEN, 2014; KOSHY et al., 2015; OU; KWOK; KANG, 2004).

Filmes compostos elaborados com proteina e polissacarideo podem abrir novas

possibilidades e reduzir limitacdes fisicas e quimicas de polimeros, otimizando as propriedades
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dos filmes comestiveis (BRINDLE; KROCHTA, 2008; OSES et al., 2009; SONG; ZHENG,
2014). A interacdo entre proteina e polissacarideo, e a otimizacdo de parametros como
concentracdo de cada componente e pH podem ser excelentes alternativas para melhorar
propriedades funcionais dos filmes. H& na literatura vérias pesquisas sobre a interacdo entre
proteina de soja e polissacarideos, como carboximetilcelulose (OLIVEIRA; SILVA; MAURO,
2021), pectina (AMADO; SILVA; MAURO, 2020), agar (KIM; NETRAVALLI, 2012) e goma
guar (SUI et al., 2016) para formacdo de filmes, porém, estudos abordando caracteristicas de
filmes de SPI com adi¢do do ALG ainda sdo escassos. O acréscimo de um polissacarideo
anidnico, como o ALG, em soluc¢es de proteina, pode permitir a formacao de géis compostos
com redes interpenetrantes e melhorar propriedades funcionais de filmes elaborados a partir da
mistura, como barreira a luz e ao oxigénio e propriedades mecanicas (TURGEON; BEAULIEU,
2001; PENA-CHAIDEZ et al., 2021).

A influéncia do pH em filmes compostos ndo tem sido muito explorada, e sabe-se que
esta € uma variavel que afeta de forma significativa a formacdo de filmes biodegradaveis
(MAURI; ANON, 2006). Segundo Mauri e Afi6n (2006) a formacéo de filmes de proteina de
soja € alcangcada somente em pHs 1-3 e 6-12, uma vez que nesses pHs as proteinas desnaturam-
se e desdobram-se, expondo grupos sulfidrilas e hidrofobicos, que se associam durante a
formacéo do filme. Préximo ao ponto isoelétrico (pl) da SPI, que corresponde ao pH = 4,5, ela
coagula ao invés de se dispersar, ndo permitindo assim a formacao do filme. Sabe-se também
gue a maioria dos filmes a base de proteinas apresentam melhores propriedades fisicas quando
processados em condi¢Oes alcalinas em comparacdo com aqueles em pHs acidos (AMADO;
SILVA; MAURO, 2020; CAO et al., 2007; CHAE; HEO, 1997; KIM; NETRAVALI, 2011,
OLIVEIRA; SILVA; MAURO, 2021; KOSHY et al., 2015; ROCHA et al., 2014).

Diante do exposto, 0 objetivo do estudo foi desenvolver e caracterizar filmes compostos
de SPl e ALG, alterando o pH da solu¢do. A influéncia da adi¢ao do polissacarideo e da variagdo
do pH foi avaliada sobre propriedades estruturais (FTIR, Raio X e microscopia), de barreira (ao
vapor de agua, ao oxigénio e a luz), propriedades mecanicas, cor, solubilidade e isotermas de

sorcao.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Materiais

As matérias-primas utilizadas para elaboracao das solucées e dos filmes foram o isolado
proteico de soja (teor de proteina de 90,5% em base seca, de cinzas 5,01% e de umidade 6%
em base Umida) adquirido da empresa Ecil Ingredientes (S&o Paulo, Brasil) e 0 alginato de sodio
(viscosidade 470 mPa's) (GRINDSTED® Alginate FD 175), doado pela Danisco Brasil Ltda.
Utilizou-se também glicerol bidestilado, cloreto de sodio, hidroxido de sédio e &cido cloridrico
de grau PA da marca Synth (Diadema, Brasil).

3.2.2 Elaboracéo dos filmes comestiveis

Primeiramente prepararam-se solucdes estoque de proteina isolada de soja (8%) e de
alginato de sodio (3%). Proteina isolada de soja foi dispersa em agua destilada para obtencéo
de solugdo com concentracdo 8% (m/m), seguida de adi¢do de hidroxido de sddio a 40% até
atingir pH 11, utilizando-se pHmetro da marca Tecnopon (MPA 210, Brasil). Posteriormente,
essa suspensdo foi aquecida até 65 °C em banho termostatico (Simétrica, SI/6Aneis/18L, Brasil)
para dissolucdo da SPI, sendo mantida a essa temperatura por 10 min (LAM; PAULSEN,;
CORREDIG, 2008; AMADO; SILVA; MAURO, 2020). Alginato de sodio foi dissolvido em
agua destilada numa proporcao de 3% (m/m) a temperatura de 70 °C (SHIGEMATSU et al.,
2018; BAGHERI; RADI; AMIRI, 2019), em banho termostatico (Simétrica, SI/6Aneis/18L,
Brasil), até sua total solubilizagdo, por ocorreu ap6s aproximadamente 30 min. As solucgdes
foram resfriadas a temperatura ambiente (25 °C) e armazenadas em camara de climatizacao
BOD (BT 71, Biothec, Brasil) sob refrigeracao (4 °C) para serem utilizadas posteriormente.

A solucdo filmogénica de SPI-ALG foi preparada mediante mistura das solucdes
estoque, glicerol e NaCl de tal forma que a composicao final da solu¢do apresentou sempre
contetidos de 5% (m/m) de proteina, 2% (m/m) de glicerol (SILVA et al., 2016) e 20 mM de
NaCl (20% m/v), enquanto que variou-se o conteddo de alginato: 0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1% m/m.
Na preparacdo, apos adicdo da SPI, ALG, glicerol e NaCl, em quantidades adequadas para
formulacéo desejada, a solugédo foi submetida a agitagdo mecénica constante por 3 h em agitador
magnético (Simétrica, S| AGMC/A, Brasil). Em seguida corrigiu-se o pH da solucdo com HCI
(5,83 mol/L) (pH 6 e 8) ou NaOH (10 mol/L) (pH 11) e acrescentou-se agua destilada até
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completar a quantidade de solucdo pretendida, deixando-se em agitacdo por mais 1 h. Por fim,
realizou-se um tratamento térmico a 70 °C mantidos por 20 m (KOKOSZKA et al., 2010).
Para elaboracdo dos filmes, utilizou-se o método casting. A solucdo foi despejada em
suportes de polietileno, em quantidades adequadas para obtencdo de filmes com espessuras
semelhantes, determinadas ap0ds testes. A seguir, os filmes foram secos em cémaras de
climatizacdo BOD (BT 71, Biothec, Brasil) a 35 °C por 24 h. Vale ressaltar que foram inseridas
bandejas com silica gel dentro das BODs com intuito de reduzir a umidade relativa do ambiente

e auxiliar a secagem.

3.2.3 Caracterizacdo dos filmes de SPI e SPI-ALG

Para a caracterizacdo dos filmes foram realizadas andlises de espessura, FTIR, raio-X,
analise morfoldgica, propriedades mecéanicas e 6ticas, umidade, solubilidade em 4&gua,
permeabilidade ao vapor de agua, isotermas de sorcdo e permeabilidade ao oxigénio. Com
excecdo das analises de FT-IR, morfoldgicas e isotermas, que foram realizadas no filme apds
armazenamento em presenca de silica, previamente a realizagdo das demais analises os filmes
foram mantidos em dessecadores com solugéo saturada de nitrato de magnésio (UR de 52,9%
a temperatura de 25 °C) (GREENSPAN, 1977), por no minimo 7 dias (ASTM D882-12).

3.2.3.1 Espessura
A anélise de espessura dos filmes foi realizada utilizando-se um micrémetro digital
(MDC-25SB, Mitutoyo, Japan). As medidas foram tomadas em pelo menos dez diferentes

pontos dos filmes, escolhidos aleatoriamente.

3.2.3.2 Anélise por Infravermelho de Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Anélises de infravermelho foram realizadas através da técnica de reflectancia total
atenuada (ATR), utilizando-se Espectrémetro de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) (Bruker, Vertex 70, Alemanha). O acessorio de ATR possui cristal de diamante e foram
tomados 32 espectros com resolucédo de 4 cm™ de cada amostra, em uma faixa espectral entre
400 e 4000 cm™,

3.2.3.3 Anélises morfoldgicas
A microestrutura superficial e transversal dos filmes foi avaliada pela técnica de

microscopia eletronica de varredura (MEV). Primeiramente as amostras de filme foram
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armazenadas a temperatura ambiente em dessecadores contendo silica por quinze dias, para
remocao da umidade. Previamente a analise, as amostras foram fixadas em stubs de aluminio
com fita de carbono e entdo, recobertas por uma fina camada de ouro, sob vacuo, por 2 min.
Por fim, as imagens foram analisadas em Microscopio Eletrénico de Varredura (FEG-MEV
JEOL - JSM7500F, Alemanha), operando com uma tensdo de aceleragdo de elétrons de 2 kV.

3.2.3.4 Difragéo de Raios-X e cristalinidade relativa

A anélise de Difracdo de Raios-X em Alto Angulo (WAXS — Wide Angle X-Ray
Scattering) das matérias-primas em p6, SPI e ALG, e dos filmes nas diferentes concentracdes
de ALG e pHs, foi realizada em um difractdmetro de bancada (Rigaku MiniFlex 300, Tokyo,
Japan). O equipamento operou a uma voltagem de 50 kV e corrente de 30 mA, utilizando
radiagio monocromatica de Cu, L = 1,542 A e linha K. Os difratogramas foram obtidos entre
os angulos (20) de 5 a 60° a uma velocidade de varredura de 1° min™. O indice de cristalinidade
relativa (ICR) foi quantitativamente estimado pela relacdo entre a area dos picos e a area total
dos difractogramas (HAYAKAWA et al., 1997), em triplicata.

3.2.3.5 Propriedades mecanicas

A andlise foi realizada em texturdmetro (TA.XT Plus, Stable Micro Systems, Surrey,
UK), em pelo menos 12 corpos de prova de cada formulagdo, segundo método padrdo ASTM
D882-12 (ASTM D882-12, 2012).

Foram cortadas amostras retangulares (70 mm x 25 mm) e colocadas entre as garras dos
probes, ficando as amostras aparentes na dimensdo de 50 mm x25 mm e 0s probes, com uma
separacdo inicial de 30 mm (Figura 3.1). Durante os testes de tracdo a velocidade foi fixada em
0,8 mm-st. Os dados foram obtidos com auxilio do software EXPONENT, versdo 5.1.1.0. O
limite de resisténcia a tracdo (tensdo) foi calculado dividindo-se a forca méxima obtida pela
area transversal original da amostra (25 mm multiplicado pela espessura média de 5 medidas).
A elongacéo foi calculada dividindo-se a elongacdo do corpo de prova na ruptura pelo seu
comprimento inicial (50 mm), e o0 Médulo de Young (MY) foi obtido através da curva forca

versus deformacéo, calculado pelo coeficiente angular da regido linear do gréfico.
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Figura 3.1 — Corpo de prova antes do rompimento durante analise das propriedades mecanicas
TA.XT PLUS.

Fonte: Elaborado pelo autor

3.2.3.6 Propriedades oticas

Para determinar os parametros de cor e a opacidade dos filmes foi utilizado um
espectrofotobmetro de bancada (HunterLab, ColorFlex, Estados Unidos). Os filmes foram
cortados em formato circular com didmetro de 7,0 cm e colocados na abertura do Hunter, que
foi previamente calibrado. O sistema utilizado foi o CIEL*a*b*, em que os parametros nele
contidos sdo o L* (dimenséo da claridade, sendo que L* = 100 representa o brancoe L* =0, 0
preto), o a* (valor entre o verde, -a*, e o0 vermelho, +a*), e o b* (valor entre o azul, -b*, e 0
amarelo, +b*). A opacidade foi determinada através da relagéo entre a opacidade do filme em
um padrdo branco (Yb) e a opacidade do filme em um padrdo preto (Yp). As analises foram
realizadas em triplicata, sendo que, para cada amostra, a leitura foi registrada em quatro
posicdes (angulos de 0°, 90°, 180° e 270°).

A transmitancia foi determinada em espectrofotometro UV-VIS (GENESYS 10S UV-
VIS, Thermo Scientific, EUA). Os filmes foram cortados em retangulos (40 mm x 10 mm) e
colocados no centro da cubeta do espectrofotdmetro. Em seguida, foi varrida a faixa do
comprimento de onda da luz visivel, de 200 a 800 nm, para quatro diferentes corpos de prova
de cada formulagéo.

3.2.3.7 Teor de 4gua
O teor de &gua dos filmes, apos terem sido armazenados a 53% UR em recipiente

hermético contendo solugdo saturada de Mg(NOs)2 a temperatura de 25 °C, foram
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determinados, em triplicata, através de método gravimetrico, a 60 °C em estufa a vacuo (TE-
395, Tecnal, Brasil), 10 kPa, até atingir massa constante (AOAC, 1995).

3.2.3.8 Solubilidade em agua

A determinacdo da solubilidade dos filmes, em triplicata, baseou-se na porcentagem de
matéria seca solubilizada depois de 24 h de imersdo em agua destilada (CUQ et al., 1996,
SILVA et al., 2016). Os filmes foram cortados em formato circular com 20 mm de diametro,
pesados e secos a 60 °C em estufa a vacuo (TE-395, Tecnal, Brasil), 10 kPa, até atingir massa

constante, para determinacdo da matéria seca inicial (W, , kg); em seguida foram imersos em

50 mL de &gua destilada e armazenados em camara de climatizacdo BOD (MA 830/A, Marconi,
Brasil) a temperatura de 25 °C com agitacdo de 60 rpm. Transcorridas 24 horas, as amostras

foram retiradas da solucédo e secadas novamente a 60 °C em estufa a vacuo até massa constante

(W, , kg). A solubilidade, S, foi calculada como a relagdo entre a matéria seca solubilizada e a

matéria seca inicial, de acordo com a Equag&o 3.1.

S :Wo _Wf

x100 (3.1)

0

3.2.3.9 Isotermas

A construcdo das isotermas foi baseada no método estatico gravimétrico (MOLINA
FILHO et al., 2011; AMADO; SILVA; MAURO, 2020), onde as amostras foram expostas a
ambiente com umidade relativa controlada por seis solugdes salinas saturadas, correspondentes
a faixa de atividade de vapor de agua entre 0,113 e 0,903 (Tabela 3.1). Previamente a analise,
os filmes foram cortados (20 mm x 20 mm) e armazenados em dessecadores contendo silica
gel, por aproximadamente 30 dias. Em seguida, as amostras foram armazenadas em potes
herméticos contendo a solucdo salina correspondente a UR desejada (Figura 3.2a) e estas foram
acondicionados em cdmaras de climatizacdo BOD (BT 71, Biothec, Brasil) & temperatura de 25
°C. Pesagens periddicas das capsulas foram realizadas até as amostras entrarem em equilibrio
com o ambiente (Figura 3.2b) e, em seguida, solidos totais foram analisados. Todos os testes
foram conduzidos em triplicata. As amostras estavam com umidade inicial média de 4,33 +
0,16 (kg agua/100 kg amostra) e demoraram cerca de 30 dias para atingirem o equilibrio com
as diferentes umidades relativas. Os resultados foram ajustados pelo modelo de GAB

(Guggenheim, Anderson e de Boer) (Equacdo 3.2), cujos parametros do modelo ndo linear
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foram estimados pelo critério dos minimos quadrados, com base no algoritmo de Levenberg-
Marquardt (MARQUARDT, 1963).

X CK.a
X = m W
(l-Ka,)1-Ka,+CKa,) (3.2)

em que: C e K sio constantes; a,, é a atividade de 4gua; X é o contetdo de umidade em base

seca (kg agua/kg matéria seca); X, é o conteido de umidade da monocamada em base seca (kg

agua/kg matéria seca), ou seja, 0 conteudo de &gua no momento da saturacdo de todos o0s sitios
primarios de sor¢cdo por uma molécula de agua.

Tabela 3.1 — Umidade relativa das solugdes salinas saturadas a 25 °C.

Sal Formula quimica Atividade de 4gua (T =25 °C)
Cloreto de litio LiCl 0,113
Cloreto de magnésio MgCl2 0,328
Brometo de sddio NaBr 0,576
Cloreto de sddio NaCl 0,753
Cloreto de potéssio KCI 0,843
Cloreto de bario BaCl2 0,903*

Fonte: GREENSPAN, 1977; *KITIC et al., 1986.

Figura 3.2 — Determinagdo de isotermas: capsulas contendo amostras no interior de pote

hermético (a) e capsula durante pesagem (b).
-

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.2.3.10 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) dos filmes comestiveis foi determinada
segundo o0 método padrdo ASTM E 96-95 (ASTM E 96-95) e também numa condi¢do adaptada.
De acordo com o método padrdo da ASTM, a medida foi realizada na condigdo de umidade
média relativa de 51%, com CaClz anidro (2% UR) de um lado do filme e 4gua destilada (100%
UR) de outro. A PVA também foi medida na condicdo de umidade relativa média de 77,3%,
com solucéo saturada de NaNO2 (64,5% UR) de um lado do filme e solugéo saturada de BaCl:
(90% UR) de outro (BRANDELERO; YAMASHITA; GROSSMANN, 2010).

Amostras foram cortadas em circulos com 7 cm de didmetro e armazenadas a 53% UR
por pelo menos 7 dias. Determinou-se a espessura média de cada corpo de prova e, em seguida,
estes foram colocados sobre capsulas parcialmente preenchidas com CaClz anidro (2% UR) ou
com solucdo saturada de NaNO2 (64,5%), que foram as menores umidades relativas utilizadas
nas analises, de modo que a transferéncia de umidade ocorresse de fora para dentro da capsula.
Os corpos de prova foram fixados na abertura circular da capsula de aluminio (6 cm) através de
um sistema de rosca com vedacao de borracha (Figuras 3.3a e 3.3b), e estas foram inseridas em
dessecadores que, para capsulas de CaCl2 continham &gua destilada e para capsulas de NaNO2
continham solucdo saturada de BaCl2 (90% UR). No lado interno das tampas dos dessecadores
foram acopladas ventoinhas do tipo cooler para aparelhos eletronicos ligadas a uma fonte
alimentada com energia elétrica, com o intuito de promover agitacdo e homogeneizar
rapidamente a fase gasosa no interior do dessecador, uma vez que seu volume é grande,
propiciando grande heterogeneidade no ambiente toda vez que o dessecador é aberto.

Os dessecadores foram armazenados em incubadora (Tecnal, modelo TE-391, Brasil) a
25 °C (Figura 3.3c), e as capsulas foram pesadas em intervalos de 1 h, durante um periodo de 8
h. Determinou-se o0 ganho de massa de agua em balanca analitica (BEL Engineering, UMark
250 A, Italia). Em seguida, uma funcdo linear foi ajustada as medidas experimentais de variacdo
de massa de agua em funcdo do tempo, e calculou-se o coeficiente angular, que representou a
taxa de permeabilidade ao vapor de dgua, TPVA, em g dgua-s™.

A determinacdo da PVA foi realizada em duplicata e calculada em g-(m-s-Pa)?, utilizando

a Equacdo 3.3.

oV A TPVA - e (3.3)
A - p, - ((URE,- URE,)/100)
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em que: e é a espessura média dos filmes, em m, A é a &rea de permeacdo da capsula (28,14-10
2m2); ps é pressao de saturacdo do vapor de agua a 25°C (3169 Pa); URE é a umidade relativa

de equilibrio no interior do dessecador (sub indice 1) e no interior da capsula (sub indice 2).

Figura 3.3 - (a) capsula de aluminio com sistema de rosca e vedacdo de borracha, (b) filme
acondicionado na capsula, (c) dessecadores armazenados em incubadora a 25°C.

Fonte: Elaborado pelo autor

3.2.3.11 Densidade dos filmes

As amostras de filme foram cortadas em pequenos pedacos e condicionadas por 40 dias
em dessecadores com cloreto de calcio anidro, a temperatura ambiente. A densidade foi
determinada através de medidas em picndmetro utilizando tolueno como fluido de

preenchimento.

3.2.3.12 Trasnferéncia de massa em filmes

Para descrever a transferéncia de massa nos filmes foram utilizados os parametros de
permeabilidade, solubilidade e difusividade, como proposto por Larotonda et al. (2005).

O fluxo de massa em estado estacionario atraves de um filme com espessura especifica
e uma diferenca de umidade entre as superficies, pode ser determinado com base na Lei de Fick

(Equacdo 3.4):

X1'X2

J: SDW
P P

(3.4)

em que: J é o fluxo difusivo de gua (kg/m?s), X, e X, sdo os teores de umidade da superficie

em base seca (kg agua/kg solido seco),p’é a densidade especifica do filme seco (kg

sélidos/m3), D" é o coeficiente de difuséo efetivo da dgua no filme (m?/s) e J ¢é a espessura do

filme (m).
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No equilibrio termodinadmico, os valores de X estdo relacionados com a atividade de

agua do meio e podem ser determinados pela isoterma de sorcao do filme. Para porcGes lineares
de uma isoterma, a umidade do material (X ) pode ser relacionada a atividade de agua (a,,)

como na Equacédo 3.5 (LAROTONDA et al., 2005):

. X
p=1tn(0) = — (3.5)

em que 8* (kg agua/kg solido seco) representa o coeficiente de adsorvidade da dgua na matriz
solida.

Dividindo-se #* pela presséo de saturagdo da agua ( p,, Pa) na temperatura em que se
caracteriza a isoterma, tem-se a adsorvidade numa forma mais usual, também referida na
literatura como coeficiente de solubilidade da &gua (f) no filme, dado em (g agua / g sélidos'Pa).

Substituindo X em funcéo de $ na Equacdo 3.4 tem-se:

)= (D) p, e (3.6)
O termo entre parénteses na Equacdo 3.6 corresponde & permeabilidade ao vapor de
agua do filme (PVA) (Equacédo 3.3), determinada experimentalmente conforme descri¢cdo no
item 3.2.3.10. PVA geralmente é representada em [g-(m-s-Pa)™].
Se uma isoterma de sorcdo for representada pela equacdo de GAB (Guggenheim-

Anderson-de-Boer), o coeficiente de solubilidade (8) podera ser determinado para toda a

isoterma através da equacdo diferenciada de GAB em relacdo a a,,, segundo a Equacéo 3.7:

1
ckx, (-kaJi-ka, +Cka,)
p=te aW ;W (3.7)

[2-ka, J1- kgw +Cka, )f [b-ka, + Cka, )+ -k, Nk + i)

em que C é a constante relacionada a energia de interacéo das moléculas na monocamada, k é

a constante de GAB relacionada a energia de interacdo das moléculas adsorvidas na

multicamada e X, é a umidade na monocamada.
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Com a determinacdo experimental da densidade (item 3.2.3.11) foi possivel, portanto,

calcular o coeficiente de difusdo efetivo (D,,), Equacéo 3.8.

v PVA i
p°p (3.8)

3.2.3.13 Permeabilidade ao oxigénio

As taxas de permeabilidade ao oxigénio (TPO2) foram determinadas, em duplicata, pelo
método coulométrico, segundo procedimento descrito na norma ASTM F 1927 (ASTM
INTERNATIONAL, 2014), em equipamento OXTRAN, modelo 2/22, da MOCON, operando
com oxigénio puro como gas permeante. Os ensaios foram realizados a 23 °C e a 50 + 4% UR.
A area efetiva de permeacéo de cada corpo de prova foi de 50 cm?. Os resultados obtidos foram
corrigidos para 101325 Pa de gradiente de pressao parcial de oxigénio, entre as duas superficies
do filme. Esse gradiente corresponde a for¢a motriz para a permeagdo do oxigénio através do
filme. A partir da TPO2, calculou-se o coeficiente de permeabilidade ao oxigénio (PO2),

segundo a Equacdo 3.9:

TPO,- e

PO, =
o

(3.9)

em que: PO2 é o coeficiente de permeabilidade ao oxigénio, em g-m-m2.s*.Pa’l; TPO; é a taxa
de permeabilidade ao oxigénio, em g-s?; e é a espessura média do corpo de prova, em (m); p é
a pressao parcial de oxigénio na camara de gas permeante da célula de difusdo (101325 Pa),

visto que a pressdo parcial de Oz na cdAmara do gas de arraste (N2 + Hz) é considerada nula.

3.2.4 Andlise estatistica

As réplicas das analises foram expressas na forma de média + desvio padréo, e as médias
foram avaliadas estatisticamente mediante Anélise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey,
considerando-se um nivel de significancia de 0,05, utilizando o programa Minitab® 16.2.0.

A eficiéncia dos ajustes foi avaliada com base no coeficiente de determinagéo do ajuste

(R?) e no mbdulo relativo médio P(%) (Equagio 3.10).
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exp calc

P(%){moznl y yexi/ } (3.10)

n

em que: n é o nimero de dados experimentais; y representa o valor experimental e y°¢o valor

calculado.

3.3 Resultados e Discussao

3.31FTIR

Com o intuito de obter informacdes sobre possiveis alteracGes a nivel molecular nos
filmes, estes foram analisados por FITR. Na Figura 3.4 estdo apresentados os espectros de
infravermelho do SPI em p6 (Figura 3.4a), ALG em p6 (Figura 3.4b) e do glicerol (Figura 3.4c),
materiais utilizados na elaboracéo dos filmes.

O espectro do SPI em pé (Figura 3.4a) apresenta algumas bandas principais, como em
3245 cm, que corresponde ao estiramento do grupo O-H; e em 1630 e 1525 cm atribuidas as
bandas de amida I (estiramento C=0) e amida II (dobramento N-H), respectivamente (SU et
al., 2010). O espectro do ALG em pé (Figura 3.4b) apresenta quatro bandas principais, a saber:
em ~ 3205 cm*; 1600 cm™; 1398 cm™ e 1020 cm™. A primeira esta relacionada ao estiramento
O-H, segunda e terceira possivelmente aos estiramentos dos &cidos carboxilicos, e a quarta a
vibracdo de estiramento do grupo C-O (JIN et al., 2019). O glicerol bidestilado, utilizado nos
filmes como plastificante, apresentou bandas principais em 3278 cm™ (atribuida ao estiramento
do grupo O-H), em 2914 cm™ (atribuido ao estiramento C-H) e em 1024 cm™ (referente ao
estiramento do grupo C-O) (RAMOS et al., 2013).
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Figura 3.4 — Espectro de FTIR da SPl em pé (a), ALG em po (b) e glicerol (c).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Na Figura 3.5 estédo os espectros dos filmes de SPI com diferentes concentragdes de
ALG, no pH 6 (Figura 3.5a), pH 8 (Figura 3.5b) e pH 11 (Figura 3.5¢). Como a concentracdo
de SPI (5%) e do glicerol (40% em massa da SPI) ndo foi alterada, as diferencas observadas
podem ser atribuidas ao ALG e a alteracdo do pH. No entanto, foram obtidos espectros
semelhantes para todas as formulagdes, com picos em frequéncias proximas. As principais
bandas para todas as formulagGes foram em 3245, 2912, 1610, 1521, 1250 e 1024 cm™, com
alteracdes na intensidade dos picos. A banda larga em aproximadamente 3245 cm™ pode ser
atribuida ao dobramento N-H e estiramento O-H, os picos em 2912 cm™ ao estiramento C-H,
em 1610 cm™ & amida | (estiramento C=0), em 1521 cm™ a amida Il (dobramento N-H e
estiramento C-N) e em 1250 e 1024 cm™ ao estiramento C-O (RAMOS et al., 2013; XU et al.,
2015; WU et al., 2021).

Nos trés pHs observou-se uma reducdo na intensidade das bandas com 0,75% ALG, o
que ndo ocorreu com 1% ALG nos pHs 6 e 8. Ao contrario, no pH 6 a adicdo de 1% ALG

aumentou de forma perceptivel a intensidade de praticamente todas as bandas. Notou-se
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também que o acréscimo de ALG, principalmente nos pHs 6 e 8, fez com que as bandas
referentes a amida | (= 1610 cm™) se tornassem maiores do que a banda referente a amida Il (=
1521 cm™), o que pode indicar certa interagdo entre os biopolimeros. No entanto, pode-se inferir
que ndo houve interagdo quimica, apenas interacdo intermolecular fisica (como interacdes de
hidrogénio), assim como observado por Li et al. (2016) e Wu et al. (2021).

Comparando-se os pHs é possivel notar que no pH 11 praticamente todas as bandas
apresentaram menores intensidades, o que pode estar relacionado ao maior grau de
desdobramento da proteina nesse pH. Sabe-se que as condi¢es empregadas na elaboracdo dos
filmes influenciam sua estrutura, e que pHs mais basicos favorecem o desdobramento da
proteina (GUERRERO; DE LA CABA, 2010).
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Figura 3.5 — Espectro de FTIR dos filmes de SPI e SPI-ALG no pH 6 (a), pH 8 (b), e pH 11
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3.3.2 Analises morfoldgicas

A microestrutura dos filmes biodegradaveis é uma analise importante a ser realizada,
uma vez que estd relacionada as interagdes entre seus componentes, e, portanto, pode ser
correlacionada com outras propriedades dos filmes, como mecanicas, Oticas e de barreira
(ACOSTA et al., 2015).

As Figuras 3.6 e 3.7 exibem as imagens superficiais dos filmes biodegradaveis nos
aumentos de 250 e 10.000x, respectivamente. J& a Figura 3.8 exibe as imagens transversais dos
filmes no aumento de 250x. Nas Figuras 3.6 a 3.8 cada linha se refere a uma concentragéo de
ALG, sendo (a) 0%, (b) 0,25%, (c) 0,5%, (d) 0,75% e (e) 1% e cada coluna se refere a um pH,
sendo a primeira (1) pH 6, a segunda (2) pH 8 e a terceira (3) pH 11.

A microscopia eletrénica de varredura mostrou que os filmes simples formados de SPI
nos diferentes pHs estudados apresentaram superficies lisas com estruturas internas densas
(morfologia compacta), e sem presenca de poros. No entanto, a adicdo de ALG induziu
mudancas significativas no arranjo estrutural do filme de SPI. Essas alterages podem ser
visualizadas para os trés pHs analisados (6, 8 e 11) (Figuras 3.6 a 3.8).

No pH 6 (Coluna 1 das Figuras 3.6 a 3.8) uma microestrutura bastante lisa, uniforme e
homogénea foi observada sem adicdo de alginato (Figura 3.6al), o que pode indicar
homogeneidade do filme elaborado nessas condi¢bes (WIHODO; MORARU, 2013). Nas
Figuras 3.6b1 a 3.6e1 (com acréscimo de 0,25 a 1% ALG) é possivel observar que o alginato é
distribuido por toda a estrutura dos filmes de SPI, proporcionando uma superficie mais rugosa
e menos homogénea que a do filme SPI sem adicao do polissacarideo. Conforme relatado por
Silva et al. (2016), esse comportamento bifasico é consistente com o fato de que a maioria dos
sistemas compostos por proteina/ polissacarideo apresentam incompatibilidade termodinamica
com separacao de fase segregativa, e cada fase fica enriquecida em um dos biopolimeros. As
micrografias indicam que conforme o alginato é acrescentado, alguns espacos parecem ser
preenchidos com o polissacarideo, formando uma estrutura mais continua e coesa com maiores
concentracdes de ALG, principalmente quando atinge a concentracdo de 1% ALG (Figura
3.6el). Tal fato pode ser notado também nos pHs 8 e 11.

Em relacdo ao pH 8 (Coluna 2 das Figuras 3.6 a 3.8), uma alteracdo ainda mais
pronunciada pode ser visualizada com a adigéo do alginato aos filmes, sendo que uma pequena
quantidade do polissacarideo (0,25%) induz mudanca significativa no arranjo estrutural da
superficie, e a heterogeneidade da estrutura aumenta até 0,75% de alginato. Com acréscimo de

1% ALG, no entanto, uma estrutura mais homogénea e lisa, que se aproxima daquela observada
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em filme de SPI sem ALG, pode ser visualizada na Figura 6e2. Entretanto, pelos aumentos de
10.000x% (Figura 3.7e2), pode-se notar diferencas, como o surgimento de elevacdes na forma de
pregas e de blocos (flechas em vermelho), regiGes que poderiam indicar maior acimulo de
alginato. Nas concentracdes 0,5 e 0,75 % ALG, nas imagens de superficie e aumento 10.000x,
também aparecem algumas elevacdes (flechas em vermelho). As elevagdes sdao mais
evidenciadas na superficie da formulacdo 1% ALG (Figura 3.7e2), indicando separacdo de
fases, 0 que poderia ser atribuido ao acimulo de matéria em areas especificas, provavelmente
pelo agrupamento de moléculas de alginato. Silva et al. (2018) também encontraram pregas
com acumulo de matéria em areas especificas da superficie de filmes de proteina isolada de
soro de leite (WPI) e pectina de alta metoxilacdo (PEC), e atribuiram ao agrupamento de
moléculas de PEC, reportando notavel separacao de fases.

A respeito das imagens no pH 11 (Coluna 3 das Figuras 3.6 a 3.8), observam-se
estruturas similares para os filmes sem ALG e com adicéo de 0,25% de ALG. Ainda com adigéo
de 0,5% constata-se uma boa interacdo entre 0os componentes, evidenciada pela estrutura
homogénea da superficie e do corte transversal (Figura 3.6¢3 e 3.8c3). Vale destacar que as
estrias vistas na secdo transversal provavelmente séo devido ao corte (quebra) do material
durante sua preparacdo. Ja com acréscimo de 0,75% ALG parece haver alguma
incompatibilidade entre os polimeros, o que pode ser verificado principalmente pela Figura
3.7d3 (superficie no aumento 10.000x). Com 1% ALG, no entanto, percebe-se uma
modificacdo da estrutura, uma vez que ha separacGes, mas, provavelmente pela maior
participagdo do ALG, h& zonas maiores de continuidade. Tal fato pode ser verificado

principalmente pela Figuras 3.7e3.
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Figura 3.6 — Superficie dos filmes SPI (5%) com acréscimo de: (a) a (e): 0; 0,25; 0,5; 0,75 e
1% ALG, respectivamente, no pH 6 (1), pH 8 (2) e pH 11 (3). Aumento de 250x.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 3.7 — Superficie dos filmes SPI (5%) com acréscimo de: (a) a (e): 0; 0,25; 0,5; 0,75 e
1% ALG, respectivamente, no pH 6 (1), pH 8 (2) e pH 11 (3). Aumento de 10.000x%.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 3.8 — Secao transversal dos filmes SPI (5%) com acréscimo de: (a) a (e): 0; 0,25; 0,5;
0,75 e 1% ALG, respectivamente, no pH 6 (1), pH 8 (2) e pH 11 (3). Aumento de 250x.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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3.3.3 Raio-X e cristalinidade relativa

A Figura 3.9 apresenta os espectros de Raio-X das matérias primas utilizadas na
elaboracéo dos filmes, p6 de SPI (Figura 3.9a) e p6 de ALG (Figura 3.9b).

SPI em pé apresentou um pico principal, exibido a 20°, que pode ser atribuido a a-
hélice, e um outro discreto em 10,4°, referente a folha-B da estrutura secundaria da proteina
(XIA etal., 2015; OLIVEIRA; SILVA; MAURO, 2021). ALG em pé exibiu picos discretos de
cristalinidade em 20 = 14,7°; 22,6° e 39,6°. O indice de cristalinidade relativa (ICR) da SPI foi
de 34,73% e do ALG 7,57% (Tabela 3.2), ambos considerados materiais com baixo grau de
cristalinidade.

Figura 3.9 — Espectro de raio X da SPI em p6 (a) e ALG em p6 (b).
20° (a) (b)

22,6°
14,7°

39,6°
10,4°

Intensidade (u.a)
Intensidade (u. a)

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
20 20

Fonte: Elaborado pelo autor

Na Figura 3.10 estdo apresentados os espectros de raios X dos filmes elaborados com
5% SP1 e adicionados de 0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1% de ALG, no pH 6 (Figura 3.10a), pH 8 (Figura
3.10b) e pH 11 (Figura 3.10c). Observa-se que os filmes exibiram padrdes semelhantes ao SPI
em po, provavelmente por estar em maior quantidade da formulacdo (5%). No pH 6 o indice de
cristalinidade relativa (ICR) dos filmes variou de 28,34 a 39,27%, no pH 8 de 31,56 a 37,25 e
no pH 11 de 29,19 a 32,67 (Tabela 3.2). No geral, menores diferengas e médias foram obtidas
no pH 11, indicando que no pH mais basico os filmes a base de SPI sdo mais amorfos. Pela
Figura 3.10 notou-se um deslocamento dos picos com o pH, aumentando de 26 = 20,3° no pH
6 até 26 = 20,9° no pH 11, indicando que houve alteracdo na estrutura dos filmes com o pH,
fato que pode ser comprovado pelas imagens de MEV (Figuras 3.6 a 3.8).

No pH 6 os menores indices de cristalinidade relativa foram obtidos com 0,5 e 0,75%
ALG, que foram as formulag6es que apresentaram microestruturas com separagéo de fases mais

evidenciada (Figura 3.7c1 e 3.7d1). No pH 8 os menores valores de ICR foram obtidos nas
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concentracfes de 0,5 a 1% ALG, que foram as concentracdes com evidente acumulo de
polissacarideo na superficie, que também pode indicar separacgéo de fases (Figuras 3.7¢2, 3.7d2
e 3.7e2). Do mesmo modo, no pH 11, a formulagdo com 0,75% ALG (Figura 7d3) foi a com
menor ICR. Portanto, pode-se concluir que as formulagdes com microestruturas que
apresentaram separacao de fases mais visivel (Figura 3.7) foram as mais amorfas (Tabela 3.2).

No pH 6 o ICR aumentou com 0,25% ALG e depois diminuiu com maiores
concentracbes do polissacarideo, exceto com 1% ALG. No pH 8 o ICR ndo apresentou
diferenca significativa (p<0,05) com 0,25% ALG e seu valor caiu progressivamente com
acréscimo de maiores concentracdes de ALG. No pH 11, diferentemente dos demais pHs, a
adicdo de alginato praticamente ndo alterou a cristalinidade, exceto para a concentracdo de 0,75
% ALG, que apresentou queda no indice de cristalinidade em relacdo ao filme sem alginato
(Tabela 3.2). Na imagem da microscopia eletrénica de varredura (Figura 3.7d3) é possivel notar
que o filme com 0,75% apresentou certa incompatibilidade, com separacéo de fases, o que pode

estar relacionado ao menor ICR dessa formulacéo.

Figura 3.10 — Espectro de raio X dos filmes SPI (5%) com diferentes concentra¢des de ALG
(0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1%) no pH 6 (a), 8 (b) e 11 (c).
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Tabela 3.2 — indices de cristalinidade relativa (ICR) dos filmes de SPI adicionados de diferentes
concentracfes de ALG e elaborados em diferentes pHs.

pH Concentracéo de ALG (%) Cristalinidade Relativa (%0)
0 36,19, + 0,09>A
0,25 39,27 + 0,94%A
6 0,5 33,94 + 0,41%4
0,75 28,34 + 0,64%8B
1 34,77 £ 0,234
0 36,70 £ 0,31%4
0,25 37,25 +0,26%8
8 0,5 32,97 £ 0,298
0,75 32,32 + 0,264
1 31,56 +0,57°8
0 32,67 + 0,298
0,25 31,39 + 0,87%C
11 0,5 32,65 + 0,28%B
0,75 29,19 + 0,938
1 31,82 +1,32%8
SPl em p6 34,73+0,81
ALG em po 7,57 +0,28

*Resultados expressos em (média * desvio padrao)

**a,b,c,d Letras minUsculas diferentes na mesma coluna no mesmo pH indicam diferenca significativa (p < 0,05) de
acordo com o teste de Tukey.

***A B,C Letras maidsculas diferentes na mesma coluna e mesma concentra¢do de alginato indicam diferenca
significativa (p <0,05) de acordo com o teste de Tukey.

3.3.4 Propriedades mecanicas

As embalagens de alimentos devem ser resistentes as diferentes tensdes externas, para
que o produto ndo seja exposto ao ambiente durante 0 manuseio e armazenamento (TONYALI,
CIKRIKCI; OZTOP, 2018). Portanto, essa analise € de extrema importancia na caracterizacao
de filmes biodegradaveis e comestiveis, determinando as potenciais aplicacBes dos filmes
elaborados (CIANNAMEA; STEFANI; RUSECKAITE, 2014).

Para avaliar essa propriedade os testes mais utilizados séo o de tracéo, divisdo da forga
méaxima pela area transversal original da amostra; a elongacéo, divisao da elongacédo do corpo

de prova na ruptura pelo seu comprimento inicial; e 0 mddulo de Young (MY), relacionado a
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rigidez do material e medido pela forca necessaria para deformar um corpo de teste, sendo
calculado pela tangente da parte linear inicial da curva forca versus deformacéo, regido na qual
a deformacéo é elastica. Esses dados estdo apresentados na Tabela 3.3, para os filmes formados
nos diferentes pHs e com as diferentes concentragfes de ALG.

As propriedades mecénicas de filmes de SPI podem ser afetadas pelo pH, uma vez que
em valores distantes do ponto isoelétrico as proteinas podem ser desnaturadas, expondo seus
grupos funcionais e aumentando as interagdes intermoleculares (MAURI; ANON, 2006;
KOSHY et al., 2015). No presente estudo verificou-se que, exceto para formulagdo 1% ALG,
0 aumento do pH de 6 para 8 ocasionou reducdo da resisténcia mecénica e aumento da
elongacdo nas condicgdes de 0, 0,25 e 0,5% de ALG, mas ndo nas maiores concentracdes. O
aumento dos pHs 6 e 8 para 11, porém, levou a um aumento da resisténcia. Comparando-se as
concentragOes de ALG nos diferentes pHs, notou-se que o pH 11 foi o que proporcionou
maiores valores de resisténcia aos filmes de SPI (5%), em todas as concentracdes de ALG.

Sabe-se que quanto maiores as interacdes intermoleculares entre os polimeros maior
pode ser a resisténcia a tracdo dos filmes (KOSHY et al., 2015). Portanto, os resultados de
tensdo podem indicar maior interagcdo entre os polimeros no pH 11, menor interagdo no pH 8
para concentragdes baixas de alginato (igual ou menor que 0,5%), e menor interacdo no pH 6
para concentracdo de 1% ALG, sendo que nessa concentracdo a tensao foi significativamente
menor (p < 0,05) que nos demais pHs.

O pH afeta a carga da proteina e seu grau de desnaturacdo, sendo que quanto mais
distante do ponto isoelétrico, mais facilmente as proteinas sofrem desnaturacdo e
desdobramento (MAURI; ANON, 2006). No pH 11, esse desdobramento exporia grupos
sulfidrilas e hidrofdbicos, contribuindo para interagdes intermoleculares e levando a formacao
de uma rede proteica mais coesa. Mauri e Afion (2006), ao estudarem o efeito do pH sobre
propriedades mecanicas e solubilidade de filmes de proteina de soja, encontraram na
composicao das fracGes soluveis de filmes obtidos em pH 8, grande concentracdo de agregados
de alta massa molecular, superior ao encontrado em filmes obtidos em pH 11, o que sugeriria
uma reticulagdo mais pobre no pH mais baixo.

Comparando-se os filmes de SPI obtidos em pH 8 e pH 6, ainda que as cargas liquidas
das solucgoes filmogénicas de SPI nesses dois pHs sejam semelhantes (Figura 2.1a do Capitulo
2), aspectos conformacionais das proteinas em cada um dos pHs podem ter propiciado
interacdes diferentes, afetando a formacéo de microestrutura desses filmes. Nas imagens das
Figuras 3.6.al e 3.6.a2, e das Figuras 3.7.al e 3.7.a2, constata-se alguma granulosidade nos

filmes obtidos em pH 8, enquanto os obtidos em pH 6 apresentam superficie mais lisa.
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O bom desempenho mecanico observado no filme de SPI em pH 6 também se estendeu
aos filmes com adicéo de alginato nesse pH, ainda que nele a proteina de soja seja parcialmente
insoltvel, o que poderia levar a um crosslinking limitado (WIHODO; MORARU, 2013). Em
pH 6 percebe-se que, apesar das menores deformacdes, os filmes apresentaram significativos
valores de tensdo e médulo de Young. O MY foi significativamente menor (p<0,05) que nos
outros pHs apenas para concentracdo 1% ALG. Maiores valores de MY estdo relacionados a
materias mais rigidos. As baixas deformacdes e altos modulos de Young nos filmes obtidos no
pH 6 estariam relacionados a conformacéo das proteinas e consequente estruturacao dos filmes,
microestrutura (Coluna 1 das Figuras 3.6 a 3.8).

Nas concentracdes de ALG até 0,75% no pH 6 e em todas as concentragdes nos demais
pHs (8 e 11) o comportamento observado foi de maior resisténcia a tracdo e menor elongacéo
na ruptura com o aumento da concentracdo de ALG. Isso poderia ser explicado com base numa
separacao segregativa de fases que pode levar ao fortalecimento da rede proteica devido ao
efeito do volume excluido (OLIVEIRA; SILVA; MAURO, 2021; SILVA et al., 2016). O
modelo do volume excluido estabelece que cada polimero pode ocupar apenas uma parte do
volume da mistura, resultando no aumento da concentracdo de cada fase, o que reforcaria a rede
proteica (CHAUX-GUTIERREZ et al., 2019). Além disso, outros fatores também devem ser
considerados. Como reportado por Silva et al. (2016), o polissacarideo exerceria o papel de um
agente de preenchimento, expandindo os espacos internos da rede proteica, o que reforcaria a
estrutura.

A menor resisténcia do filme somente de SPI detectada em pH 8 também foi constatada
nas concentracdes mais baixas de alginato (0,25% e 0,5%) em comparagdo com 0s demais pHSs.
Observou-se que nos pHs 6 e 11 um acréscimo de 0,25% de alginato ja provocou médias
significativamente (p < 0,05) maiores de resisténcia nos filmes de SPI, enquanto no pH 8 um
aumento significativo ocorreu somente a partir de 0,5%ALG. No pH 8 notou-se aumento da
resisténcia a tracdo e do modulo de Young e queda da elongacéo conforme o polissacarideo foi
sendo adicionado. Na maior concentracdo de ALG (1%) o filme apresentou tensdo e MY 3,2 e
4,6 vezes maior, respectivamente, do que o filme formado somente por SPI, enquanto a
elongacdo foi 3,8 vezes menor.

No pH 11 observou-se que adicdo de 0,25% aumentou o valor da tensdo e diminuiu a
elongacdo de forma significativa, e a adigédo de ALG 0,5% e 0,75% n&o alteraram a tensdo em
relacdo ao filme ALG 0,25%. Quanto a elongacdo, essa foi ainda menor com 0,5% ALG, e
manteve-se nas concentra¢es maiores. O filme com adicdo de 1% de polissacarideo apresentou

tensdo e MY significativamente maiores (p < 0,05) que as demais formulacdes, sendo,
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respectivamente, 1,9 e 2,1 vezes maior do que o filme formado somente por SPI. Em relacéo a
elongacdo na ruptura, o filme 1%ALG foi 3,7 vezes menos elastico quando também comparado
ao filme sem adicao do alginato.

Segundo Miller e Krochta (1997) o aumento da interag&do molecular resulta em um filme
com maior resisténcia a tracdo e menos flexivel. No presente trabalho, exceto para 1% ALG no
pH 6, verificou-se que o aumento da concentracdo de alginato de sodio incrementou essas
caracteristicas nos filmes elaborados nos trés pHs, o que poderia ser explicado pela interacdo
eletrostatica entre os dois polimeros. Entretanto, as cargas liquidas das solugdes filmogénicas
com alginato quase ndo apresentaram diferencas entre os pHs 6, 8 e 11, ainda que se constate
uma tendéncia de valores mais negativos nas maiores concentracdes, mais evidenciada nas
solucbes em pH 6.

O alginato exerceu um papel de agente de fortalecimento da estrutura de filmes de SPI.
Além do preenchimento dos espacos livres através da rede proteica, o efeito do volume excluido
e possiveis interacOes eletrostaticas entre o alginato e a proteina sdo fatores que, em maior ou
menor grau, contribuiram para a estruturacdo desses filmes, melhorando a coesdo das cadeias
poliméricas e, consequentemente, a resisténcia dos filmes. Wang et al. (2016), ao estudar
interacdes sinergisticas entre gelatina e goma xantana, constataram que, além do volume
excluido, as interacdes eletrostaticas entre os polimeros poderiam, teoricamente, contribuir
para reforcar a estrutura da rede proteica pois, apesar da carga liquida ser negativa acima do
ponto isoelétrico da proteina, alguns grupamentos positivos ainda estariam presentes.

Em estudo com proteina (gelatina) e polissacarideo aniénico (gelana), a adicdo da
gelana (concentragdes 1 g/100 e 2 g/100 g) levou a um aumento significativo da tensdo nos
filmes de gelatina (concentracdo de 5 g/100 mL) (PRANOTO; LEE; PARK, 2007). Segundo
o0s autores, a gelana pode ter formado redes com as moléculas de gelatina entre os dominios
anidnicos da gelana e dominios catiénicos da gelatina, fortalecendo a estrutura do filme.

Apesar dos valores de tensdo desses filmes ainda serem considerados baixos frente a
filmes plasticos existentes no mercado, verificou-se que a porcentagem de elongacéo na ruptura
dos filmes de SPI (pH 8 e 11), SPI-ALG (0,25%) (pHs 8 e 11) e SPI-ALG (0,5%) (pH 8) foi
maior que 100%, e que poderiam ser comparadas aquelas de alguns filmes de polietileno de
baixa densidade (LDPE), polipropileno (PP) e cloreto de polivinilideno (PVDC), cuja
porcentagem de elongacao na ruptura pode variar de 100 a 965% (TIAN et al., 2018).

Além do preenchimento dos espacos livres dentro da rede proteica, o efeito do volume

excluido e possiveis interacdes eletrostaticas entre o alginato e a proteina de soja s@o alguns
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fatores que influenciam a estruturacdo dos filmes, contribuindo para a coesdo das cadeias
poliméricas, e, consequentemente, melhorando a resisténcia dos filmes.

Também ndo se descarta a ocorréncia de possiveis alteracdes estruturais durante a
secagem do filme, conforme as cadeias moleculares se aproximam devido & evaporacdo da
agua. A comparacao entre forca do gel das solugdes filmogénicas nos trés pHs e a resisténcia
mecanica dos filmes nesses mesmos pHs sugere que durante a secagem podem ter ocorrido
mudancas conformacionais que privilegiaram a conformacao dos filmes em pH 11, uma vez
que os géis mais fracos foram formados nesse pH (Capitulo 2, item 2.3.2.2). Outra quest&o é a
auséncia do glicerol nas misturas analisadas reologicamente, que afetaria tanto as propriedades
reoldgicas das solucdes filmogénicas quanto as conformacionais durante a secagem. Portanto,

estudos comparativos teriam que ser conduzidos para elucidar essas questdes.

Tabela 3.3 — Espessura (mm), Tensdo (MPa), deformacéo na ruptura (%) e modulo de Young
(MPa) dos filmes SPI (5%), nos pHs (6, 8 e 11), e acrescidos de diferentes concentracfes de
alginato (0,25; 0,5; 0,75 e 1%).

Concentracéo Espessura Tensao Mdédulo de
pH Deformacéo(%o)

de ALG (%) (mm) (MPa) Young (MPa)
0 0,26 £ 0,02 1,87 £0,19%8 97,36 +15,74%B 2517 + 4,724
0,25 023+0,03 2,74+0,23%B 91,93 +18,77*C 28,10 + 3,81°B
6 0,5 0,21+0,02  3,27+0,41°8B 69,41 +11,22*°B 26,08 + 3,07°B
0,75 0,22+0,02 4,19+0522* 5835+8,86°8 36,54 +7,05*A
1 0,23+0,01 4,05+0,63*8 76,70 + 14,77°A 19,99 + 2,14¢C
0 0,22 + 0,03 1,47 £0,16%C 221,41 +50,36** 9,48 +1,61°B
0,25 0,22 + 0,03 1,64 £0,12%C 151,77 + 23,694 952 +1,73¢C
8 0,5 0,23+ 0,04 2,20+0,18°¢ 109,43 + 14,18 13,66 + 1,89°C
0,75 0,21+0,02 4,14 +0,34** 66,40 £9,04%A 3595+ 6,91°4
1 0,22+0,03  4,73+0,72*A 58,17 +11,04%8 4356 + 6,54*B
0 0,20 £ 0,03 2,77 +0,37°A 213,17 +£29,728" 24,34 + 4 25°A
0,25 0,19+0,02 435+0,20>* 130,31 + 23,398 39,37 + 5954
11 0,5 0,24+0,01  457+047°A  7427+9,85B 3939+ 6,91°A
0,75 0,22+0,02 452+0,38"" 66,83+7,80°" 34,49 + 7,54°A
1 0,26 £ 0,02 524 +0,41%” 57,06 + 4,408 50,02 + 7,8724

*Resultados expressos em (média * desvio padrao)

**a,b,c,d Letras minUsculas diferentes na mesma coluna no mesmo pH indicam diferenca significativa (p < 0,05) de
acordo com o teste de Tukey.

***A B,C Letras maidsculas diferentes na mesma coluna e mesma concentra¢do de alginato indicam diferenca
significativa (p <0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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3.3.5 Propriedades 6ticas

As propriedades 6ticas dos filmes sdo parametros que podem influenciar sua aceitacdo
em aplicagdes tanto comestiveis quanto ndo comestiveis, ou seja, como embalagem, sendo que
normalmente os consumidores preferem que as coberturas/ embalagens permitam claramente a
visualizacdo dos produtos (ROCHA et al., 2014). No entanto, a cor também esta relacionada ao
nivel de protecdo que os filmes podem proporcionar ao alimento, uma vez que uma maior
transparéncia pode indicar menor protecdo ao alimento em relagéo a reagdes quimicas induzidas
pela luz (SILVA et al., 2018).

Os resultados de cor e opacidade dos filmes estdo apresentados na Tabela 3.4. No
Apéndice C é possivel verificar o aspecto visual dos filmes formados no pH 11. Pela Figura C1
nota-se que os filmes biodegradaveis e comestiveis obtidos, nas diferentes concentracdes de
alginato e pH 11, possuem uma superficie continua e homogénea, ausente de zonas de
opacidade ou diferencas de coloracéo, e sem presenca de poros ou areas de ruptura na rede.

A coloracdo amarelada de todos os filmes pode ser atribuida a proteina isolada de soja,
uma vez que alginato possui coloragéo transparente. Soliman et al. (2007) produziram filmes
de SPI em diferentes pHs e também observaram cor amarelada, b* variando de 31,29 a 32,61
dependendo do pH, e atribuiram tal coloracdo aos flavonoides da soja.

Quanto aos valores de opacidade, nota-se que no pH 6 seu valor foi significativamente
maior (p < 0,05) comparado aos pHs 8 e 11, fato que s6 nao ocorreu nos filmes sem adicéo de
alginato, nos quais a opacidade foi estatisticamente igual em todos os pHs. Observa-se ainda
que, em todos os pHSs, os filmes sem ALG apresentaram opacidade estatisticamente menor (p
< 0,05) em relacdo a todas as concentragdes de ALG avaliadas, o que pode estar relacionado a
microestrutura mais lisa desses filmes (Figuras 3.6a, 3.7a e 3.8a). Portanto, a adi¢do de alginato
aumenta a opacidade dos filmes, sendo que é possivel observar um aumento significativo com
adicdo de apenas 0,25% de alginato em todos os pHs. Esse aumento foi de 179% no pH 6, 113%
no pH 8 e de 23% no pH 11. J4 com acréscimo de 1% ALG o aumento foi de 245% no pH 6,
223% no pH8 e 224% no pH 11, também em relag&o aos filmes sem ALG. Portanto, a maior e
menor concentracdo do polissacarideo provocou alteracdes de opacidade mais pronunciadas no
pH 6.

O aumento da opacidade com adicdo de ALG pode estar relacionado com a
incompatibilidade entre polissacarideos e proteinas, que pode reduzir a transparéncia de filmes
compostos (YOO; KROCHTA, 2011). A incompatibilidade termodinamica, que causa
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separacao de fases segregativa, foi também observada na microestrutura dos filmes compostos
(Figuras 3.6 a 3.8).

No geral, observou-se que, ao acrescentar o ALG nas formulacdes, os valores de L*, a*,
b* e opacidade foram ligeiramente modificados. Os filmes apresentaram uma menor claridade
conforme a concentracdo do polissacarideo aumentou, principalmente os filmes 1% ALG, em
todos os pHs, uma vez que a média do parametro L* foi significantemente menor (p < 0,05) em
relacdo as outras concentracdes de ALG. Outros autores também observaram reducdo do
parametro L* (filmes mais escuros) com adicdo de polissacarideo a filmes de proteina, que
ocorreu, por exemplo, com acréscimo de celulose microfibrilada e a4gar em filmes de SPI
(ORTIZ et al. 2018; GARRIDO et al., 2016) e com adi¢do de goma mesquita a filmes de WPI
(OSES et al., 2009).

Em relacdo aos pHs das solucgdes filmogénicas, foi possivel observar que o pH 11
proporcionou filmes mais amarelos comparados os outros pHs avaliados, uma vez que o
parametro b* foi significativamente maior (p < 0,05) para esse pH em todas as concentracGes
de polissacarideo. Observou-se também que os filmes obtidos com pH 11 possuem valores
significativamente menores (p<0,05) do pardmetro L* quando comparados aos pHs 6 e 8,
mostrando que o maior pH resulta em filmes mais escuros. No geral, filmes mais claros foram
encontrados no pH 6, no entanto, ndo diferiram significativamente do pH 8 na maioria das
concentracOes de alginato. Soliman et al. (2007) produziram filmes de SPI em vérios pHs (na
faixa de 2 a 12), e assim como presente trabalho, obtiveram menores valores de L* e maiores
valores de b* com o aumento do pH.

Em relacdo a adicdo de ALG nos filmes preparados com solugdes no pH 11, verificou-
se que os parametros L*, a* e b* ndo sofreram mudangas significativas com acréscimo de 0,25%
de alginato, quando comparados aos dos filmes sem polissacarideo. No entanto, com acréscimo
de 1% ALG os filmes tornaram-se mais escuros, com maior valor de a* e menor valor de b*,
qguando comparados ao filme sem alginato.

Em relagcdo ao pH 6 observou-se que as formulag6es sem alginato e com 0,25% ALG
diferiram significativamente (p < 0,05) em relacdo as concentracfes maiores e também entre si,
para todos os parametros de cor estudados. Filmes com concentrac@es de 0,75 e 1% ALG néo
diferiram significativamente (p<0,05) entre si, em relacdo a todos os parametros avaliados.

A respeito do pH 8, observou-se que os filmes 1% ALG apresentaram coloracdo mais
escura (menor valor do parametro L*) em relacdo as outras concentracdes de ALG, e também
valor do parametro a* e opacidade estatisticamente maiores (p < 0,05), quando comparados as

menores concentracfes de ALG.
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Tabela 3.4 — Parametros de cor (L*, a*, b*) e opacidade com diferentes concentracdes de
alginato e diferentes pHs.

pH Concentragao L* a* b* Opacidade
de ALG (%)
0 85,01 +0,61°* -2,41+0,11%8 2752 +221°B 467 +0,38°~
0,25 86,12 £ 0,12%* -155+0,03° 24,08+0,31°C 13,05+ 0,27°*
6 0,5 83,05+ 1,004 -0,43+0,32°A 31,05+143*® 16,67 +0,63*"
0,75 82,83 £0,31°A -0,24 £0,15®8 30,06 +1,26*® 16,07 + 0,91*A
1 83,00 £ 0,564 -0,16 +0,25*® 29,80+ 1,13*8 16,12 + 0,52*A
0 84,38 £ 0,99%* -232+0,21%8 27,06 +3,04°% 4,56 +0,27¢A
0,25 83,77 £0,09®°B  _162+0,05°A 26,95+ 0,528 9,70 + 0,24%B
8 0,5 82,91 +1,18>A -1,00+0,32°8 28,12+2,17°C 12388+ 0,688
0,75 82,70 +0,79*A  -0,65+0,38°C 29,62 +1,62®*8 13,18 +0,25"C
1 81,51 £1,27%8  0,25+0,57** 30,83+1,92*8 14,73 +1,19*B
0 80,75+ 0,60%8  -1,92 +£0,23%A 40,49 + 1,40%A 4,41 +0,26°"
0,25 80,31 +1,39*C  -1,71+0,61%* 38,49 + 4,24~ 542 +0,20%C
11 0,5 79,74+ 1,178 0,48 +£0,62°* 38,21 +2,64°A 12,69 +0,13°B
0,75 78,83 £ 0,498 0,14 +0,23*A 38,17 £ 0,284 13,98 + 0,44°B
1 78,46 £0,76°C 0,19 +0,28*"8 37,64 +157°" 14,30 +0,21%B

*Resultados expressos em (média + desvio padréo)

**a,b,c,d,e Letras minusculas diferentes na mesma coluna no mesmo pH indicam diferenca significativa (p < 0,05)
de acordo com o teste de Tukey.
***A B,C Letras mailsculas diferentes ha mesma coluna e mesma concentracdo de alginato indicam diferenca
significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

A Figura 3.11 apresenta a transmitancia a luz dos filmes de SPI e SPI-ALG em uma

faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm.

Nos comprimentos de onda entre 200-350 nm, todas as formulacbes apresentaram

transmitancia proxima a zero, o que indica eficaz propriedade de barreira a luz ultravioleta

(UV), o que € essencial para uma embalagem segura aos alimentos, uma vez que a radiacdo UV

estd associada a descoloracdo e é responsavel pela degradacdo oxidativa de alimentos

embalados, provocando curto tempo de armazenamento (ZHENG; YU; PILLA, 2017).

Observa-se que as formulagdes sem acréscimo de alginato correspondem aos filmes que

mais transmitem luz e, conforme a concentragédo de ALG aumentou, a transmisséo a luz nos

filmes foi reduzida. Sui et al. (2016) adicionaram goma guar (0 a 0,25% m/v) a filmes de SPI
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(3% wi/v) e observaram comportamento semelhante em varios comprimentos de onda, de 310 a
700 nm.

Apesar do aumento da concentracdo de ALG reduzir a porcentagem de transmitancia
para os trés pHs estudados, notam-se diferengas na porcentagem de luz que é transmitida para
cada concentragdo, nos diferentes pHs. No pH 6 uma pequena quantidade de ALG (0,25%)
pode ser responsavel por grandes alteracdes nas propriedades de barreira a luz dos filmes de
SPI, assim como, embora em menor proporcao, também ocorre no pH 8. Entretanto, no pH 11
uma quantidade maior de ALG (0,5%) é necesséria para modificar perceptivelmente a
porcentagem de transmitancia. Esses dados corroboram as medidas de opacidade, uma vez que
filmes no pH 11 apresentaram opacidades semelhantes para 0 e 0,25% ALG, diferentemente
dos demais pHs.

As semelhancas encontradas na transmitancia dos filmes 0,75 e 1% ALG no pH 6 e 0,5
e 0,75% no pH 8 também podem confirmar as médias estatisticamente iguais (p<0,05) de
opacidade observadas nesses filmes (Tabela 3.4).

No geral, observou-se poucas alteracBes nas propriedades Oticas das diferentes
formulacdes de filme, com destaque para maior claridade (menores valores do parametro L*) e
maior opacidade com adicdo de ALG aos filmes de SPI, nos 3 pHs analisados. Destaca-se
também a contribuicdo da opacidade para barreira de luz, conforme constatado pela

transmitancia a luz dos filmes.
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Figura 3.11 — Transmitancia dos filmes de SPI e SPI/ALG com diferentes concentracfes de ALG, nos
diferentes pHs, sendo (a) pH 6, (b) pH 8 e (c) pH 11.
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Fonte: Elaborado pelo autor

3.3.6 Teor de agua e solubilidade em agua

A solubilidade é uma propriedade importante dos filmes e coberturas comestiveis, uma
vez que, assim como outras analises, direciona a aplicacdo de cada filme. Em alguns casos a
insolubilidade em agua € desejada para manter a integridade do produto e melhorar a resisténcia
a 4gua, enquanto em outros € esperado total solubilidade em dgua, como no caso das coberturas
comestiveis, na qual se deseja que, durante o consumo, a pelicula seja dissolvida na boca, ou
em casos em que a solubilidade em &gua do filme antes do consumo seja benéfica (PEREZ-
GAGO; KROCHTA, 2001).

Na Tabela 3.5 estdo apresentados os valores de umidade e solubilidade dos filmes de

SPI (5%) e SPI-ALG, nas diferentes concentragdes de alginato e diferentes pHs. As anélises



Capitulo 3 111

foram realizadas com os filmes acondicionados em umidade relativa 53% a temperatura de 25
°C.

Em relacdo ao teor de agua, observou-se gue, has mesmas concentracdes de alginato, a
umidade diferiu ligeiramente entre os pHs (Tabela 3.5, letras maidsculas). As diferencas mais
marcantes sdo entre os filmes sem alginato, sendo que a umidade em pH 11 é significativamente
menor que nos demais pHs. Diferencas significativas também séo verificadas entre o filme em
pH mais alcalino (pH 11) e o acido (pH 6), nas demais concentragdes de alginato, porém, o que
chama mais a atencéo ¢ a tendéncia de aumento de umidade com o aumento da concentracéo
de alginato, observada nos filmes em pH 11, que ndo € observada nos demais pHSs.

Em relacdo a solubilidade, observou-se que filmes de SPI e filmes de SPI-ALG néo se
dissolveram completamente depois de 24 h de imersdo com agitacdo (Tabela 3.5). A mudanca
de pH e 0 aquecimento utilizados para solubilizacdo da SPI (pH 11 e aquecimento de 65 °C por
10 min) levaram a desnaturacdo da proteina, favorecendo varias interagdes, como ligacdes
dissulfeto intermoleculares, que sdo dificeis de serem rompidas. LigacGes dissulfeto
intermoleculares formadas entre proteinas reduzem a interacdo com a 4gua e,
consequentemente, a solubilidade dos filmes (SILVA et al., 2016; PELEGRINE;
GASPARETTO, 2005; SILVA et al., 2018). Silva et al. (2018) também observaram dissolucéo
incompleta de filmes de WPI em agua. As autoras elaboraram filmes de WPI no pH 7 com a
mesma concentracdo de glicerol e proteina utilizada nesse estudo. Apesar disso, os filmes de
WPI foram mais solUveis (67%) do que os filmes de SPI nos trés pHs (6, 8 e 11) (Tabela 3.5,
valores entre 43 e 46%), indicando maior solubilidade da WP1 em comparagdo com a SPI.

Comparando-se os pHs, € possivel notar que para concentracGes de até 0,75% ALG o
pH 8 proporcionou filmes mais sollveis em agua. No entanto, as médias significativamente
maiores (p<0,05) no pH 8 foram somente em relagdo aos filmes 0,5%ALG (pH 6 e 11) e
0,75%ALG (pH 11). Para baixas concentracbes de ALG (0 e 0,25%), embora néo
significativamente, os valores de solubilidade no pH 6 foram menores, o que provavelmente se
deve a aproximacéo do pl da proteina de soja (pH 4,5) (Figura 2.1), onde a solubilidade da SPI
é minima (FREITAS; ALBANO; TELIS, 2017). Mauri e Afidn (2006) estudaram a solubilidade
de filmes de SPI nos pHs 8 e 11, e também obtiveram maior solubilidade no pH 8, e atribuiram
tal fato ao modo como as proteinas da SPI (B-conglicinina e glicina) se agregavam durante a
formacéo do filme.

Em relacdo as diferentes concentracdes de ALG, observou-se que, em todos o0s pHs, 0
acréscimo de 1% ALG aumentou significativamente (p<0,05) a solubilidade dos filmes quando

comparados a formulacao sem adicao do polissacarideo. Esse aumento de solubilidade pode ter
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ocorrido pelo fato de nos pHs analisados os polimeros apresentarem repulséo de cargas (Figura
2.1), fazendo com que as cadeias apresentassem maior espaco intermolecular disponivel para
interacdo com a agua (LI et al., 2015).

Assim como as demais propriedades, a solubilidade €é influenciada pela estrutura
molecular e pelo tipo de interacdo entre os polimeros. Apesar dos filmes de SPI ndo terem
apresentado diferenca de solubilidade nos trés pHs avaliados, o pH 11 foi o que causou menores
modificagdes com adic¢do do polissacarideo. Provavelmente, um crosslinking maior entre as
moléculas de proteina, o que é esperado no pH 11, estruturou o filme de tal forma que reteve
mais a massa de sélidos em comparacdo com os demais pHSs, reduzindo as alteracfes de
solubilidade dos filmes com acréscimo de ALG. Sabe-se que pHs extremos favorecem
crosslinking entre moléculas de proteina através de ligagbes covalentes e ndo covalentes
(MAURI; ANON, 2006), como é o caso do pH 11 no presente trabalho. Entretanto, para
elucidar melhor os efeitos do pH e da concentracdo de alginato sobre a solubilidade, seria

necessario determinar a composic¢édo do solubilizado.
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Tabela 3.5 — Teor de agua (g/100 g amostra) e solubilidade em agua dos filmes de SPI (5%)
com diferentes concentrac6es de alginato e diferentes pHs.
Concentracgéao de Teor de agua

pH Solubilidade em agua (%)
ALG (%) (9/100 g amostra)
0 14,30 + 0,0220A 43,29 + 0,38%A
0,25 14,31 + 0,25%A 47,46 + 0,57°A
6 0,5 14,05 + 0,098 48,80 + 0,34%B
0,75 14,16 + 0,19%8 51,98 + 1,29°A8
1 14,48 +0,12%8 56,26 + 2,09%A
0 14,01 + 0,084 45,83 + 0,75%A
0,25 13,91 + 0,10°A8 49,62 + 0,78~
8 0,5 14,12 +0,08%>8 51,57 + 0,874
0,75 14,33 + 0,30%AB 54,28 + 1,274
1 14,03 + 0,02%C 55,59 + 2,143A8B
0 12,90 + 0,248 45,59 + 3,764
0,25 13,71 +0,08B 49,32 + 2,38%A
11 0,5 14,77 £ 0,17%A 48,31 + 0,42%08
0,75 14,85 + 0,08%A 50,29 + 0,518
1 14,94 + 0,192A 51,42 +0,97%B
SPI em po 7,73+ 0,06 -
ALG em po 15,62 + 0,07 -

*Resultados expressos em (média + desvio padrao)

**a,b,c,d,e Letras mintsculas diferentes na mesma coluna no mesmo pH indicam diferenca significativa (p <0,05)
de acordo com o teste de Tukey.

***A B,C Letras maiusculas diferentes na mesma coluna e mesma concentracgéo de alginato indicam diferenca
significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

3.3.7 Isotermas de sor¢ao

Isotermas de sorcdo de filmes comestiveis podem fornecer importantes informacdes a
respeito da migracdo de umidade através da sua superficie, uma vez que filmes a base de
proteinas e polissacarideos sdo sensiveis a umidade, sendo suas propriedades fisicas
influenciadas pelas mudancas de umidade relativa (ANTONOVA; MALLIKARJUNAN;
CHINNAN, 2002).

Na Figura 3.12 esto ilustradas as isotermas de sorcdo dos filmes biodegradaveis a base

de SPI e ALG nos diferentes pHs, realizadas a temperatura de 25 °C. Ao observar a Figura 3.12,
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nota-se que, para os trés pontos iniciais da curva, onde as condi¢des sdo de baixa umidade
(umidade relativa de 11 a 58%), o comportamento das diferentes formulacdes analisadas foi
muito semelhante, indicando que, nessas condi¢des, a concentracdo de polissacarideo utilizado
nos filmes de SPI e o pH na faixa de repulsdo de cargas ndo influenciaram a umidade de
equilibrio dos filmes. Além disso, foi possivel observar que a umidade de equilibrio para esses
pontos iniciais ¢ baixa, sendo inferior a 0,3 kg-kg* (b.s), o que indica maior estabilidade dos
filmes quando armazenados em ambientes com até 58% de umidade relativa. No entanto, a
partir do quarto ponto (umidade relativa de 75%) observou-se que a absor¢do de dgua aumentou
rapidamente. As isotermas mostraram um comportamento misto entre os tipos Il e IlI,
levemente sigmoidal (LEWICKI, 1997; MOLINA FILHO et al., 2011).

Para as umidades relativas acima de 75% foi possivel notar sutis alteracbes com a
concentracdo de ALG e pH utilizados. Alteragdes mais pronunciadas podem ser visualizadas
na maior umidade relativa estudada (90%), sendo que no pH 6 e 11 formula¢des com adigéo de
ALG acima de 0,5% apresentaram maior umidade de equilibrio, e no pH 8, apesar das umidades
de equilibrio serem muito proximas com a variacao do polissacarideo, nota-se que a formulacéo
0,25% de ALG apresentou o maior valor de umidade de equilibrio.

Os parametros obtidos para o modelo de GAB, utilizado para descrever as isotermas de
sorgéo, estdo apresentados na Tabela 3.6. Pelos valores do coeficiente de determinacédo (R?) e
modulo relativo médio (P) nota-se que excelentes ajustes foram obtidos, com valores de R?
acima de 0,999 e P abaixo de 6%, indicando que o modelo de GAB foi adequado para ajustar
0s dados experimentais.

Quanto ao conteudo de umidade da monocamada (Xm), foi possivel observar uma
tendéncia de reducdo com aumento da concentracdo de ALG, nos 3 pHs avaliados. Amado,
Silva e Mauro (2020) avaliaram a sor¢do de agua em filmes de SPI com pectina de alta
metoxilagdo no pH 3, e observaram a mesma tendéncia quando o polissacarideo foi adicionado.

Notou-se também que quanto maior o pH menores valores de Xm foram obtidos.
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Figura 3.12 — Isotermas de sorcao dos filmes a base de SPI (5%) e ALG (0; 0,25; 0,5; 0,75 e
1%) no pH 6 (a), pH 8 (b) e pH 11 (c).
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Tabela 3.6 — Parametro do modelo de GAB ajustado aos dados experimentais dos filmes a base
de SPI e diferentes concentracdes de ALG e pHs.
Concentracéo de

pH Xm C K R? P (%)
ALG (%)

0 0,156 1274 0,940 09999 2,141

0,25 0,149 1,498 0946  0,9995 4,442

6 0,5 0,145 1,462 0957 09994 3,625

0,75 0,133 1,838 0968 09992 5663

1 0,119 2242 0978 09995 4,303

0 0,139 1716 0958  0,9994 3279

0,25 0,132 1,985 0972 09997 2,852

8 05 0,112 3033 0985 09994 4,274

0,75 0,110 3172 0986 09997 3252

1 0,113 3039 0982 09996 2,985

0 0,121 2758 0,971 009999 2,830

0,25 0,109 3231 0985 09998 2312

11 05 0,111 3155 0,986 09996 3,585

0,75 0,108 3668 0986 009991 4852

1 0,106 4038 0,990 09992 4,426

* Xm € 0 conteldo de umidade da monocamada em base seca (kg agua/kg matéria seca), C e K sdo constantes.

3.3.8 Permeabilidade ao vapor de agua

A determinacdo das atividades de barreira de filmes comestiveis é de extrema
importancia, uma vez que, um dos principais objetivos de revestimentos e embalagens de
alimentos é o controle da transferéncia de massa entre o alimento e 0 meio ambiente
(CIANNAMEA,; STEFANI; RUSECKAITE, 2014). Sabe-se que as interacdes entre 0S
diferentes componentes da matriz do filme exercem forte influéncia sobre sua PVA (ACOSTA
et al., 2015), o que torna importante o estudo de cada filme elaborado, em busca das
caracteristicas almejadas. Geralmente esperam-se eficientes barreiras ao vapor de agua, no
entanto, ha aplicacfes em que € necessario que o filme apresente certa PVA, como quando
aplicado como cobertura previamente ao processo de secagem, em que se espera que a pelicula

ndo interfira na transferéncia de massa durante a operacao.
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A Tabela 3.7 apresenta a permeabilidade ao vapor da agua dos filmes de SPI (5%) e SPI
(5%) adicionados de diferentes concentracdes de alginato, nos pHs 6, 8 e 11, condicionados sob
2 gradientes de umidade relativa (AUR).

Os valores encontrados para os filmes somente de SPI (5%) foram da ordem de 10° a
101° g/m-s-Pa, cuja variagio dependeu do pH e da umidade relativa média. Valores dessa
mesma ordem também foram reportados por outros autores para filmes de SPI (GENNADIOS
etal., 1994; KOKOSZKA et al., 2010; LI et al., 2016), no entanto, esses valores podem variar
em funcdo da umidade relativa utilizada na analise, composi¢do do filme (contetdo e fraces
de proteina), pH e condicGes de secagem (KOKOSZKA et al., 2010).

No presente estudo, filmes formados apenas por SPI (5%) ndo apresentaram diferencas
significativas com a alteracdo do pH. Os valores foram ainda mais préximos quando sdo
comparados os pHs alcalinos, 8 e 11. Brandenburg, Weller e Testin (1993) avaliaram filmes de
SPI (5%) em diferentes pHs (faixa de 2 a 12), com acréscimo de 3% m/m de glicerol e
aquecimento de 60 °C por 10 min, e ndo verificaram diferencas significativas entre os pHs 6,
8,10e 12, corroborando o fato de que pHs altos, acima de 6, ndo provocam efeitos significativos
nas propriedades de barreira de filmes de SPI. Cho et al. (2007) também avaliaram a influéncia
do pH (7, 8, 9 e 10) na PVA de filmes de SPI (2 g de glicerol e 5 g SPI/ 100 mL de agua
destilada), e ndo detectaram diferenca significativa (p<0,05) nos pHs alcalinos avaliados.

Para umidade relativa de 51% foi possivel observar que no pH 6 o filme de SPI
apresentou maior valor de PVA. Embora a média néo tenha sido significativamente diferente
(p<0,05), quando comparados aos outros pHs, o pH 6 apresentou valor em torno de 55 e 40%
maior em relacdo aos pHs 8 e 11, respectivamente. Chae e Heo (1997) pesquisaram a influéncia
do pH (6,75; 7; 8 e 9) na PVA de filmes de proteinas do soro de leite (WPI), e observaram que
valores mais altos de permeabilidade ao vapor de &gua foram encontrados em pH 6,75, menor
pH avaliado, assim como verificou-se no presente trabalho para SPI.

Em relacdo as diferentes concentracfes de ALG, verificou-se que estas ndo alteraram
significativamente a permeabilidade ao vapor de agua, nos trés pHs avaliados. A Unica
diferenca significativa encontrada foi em relagdo ao pH, sendo que na concentracdo de 1% ALG
e UR média de 51%, observou-se que a reducdo do valor de pH, de 11 para 8, levou a uma
média significativamente (p<0,05) menor de permeabilidade ao vapor da dgua.

Comparando os filmes obtidos com plasticos existentes no mercado, como polietileno
de baixa densidade (LDPE), polipropileno (PP) e cloreto de polivinilideno (PVDC), verifica-se
que os valores obtidos no presente estudo séo altos, o que pode limitar a aplicacdo desses filmes

como embalagens para alimentos de alta umidade. Essa limitacdo na utilizacdo de filmes a base
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de biopolimeros tem sido reportada, e varios pesquisadores estdo em busca de embalagens
poliméricas com menores valores de PVA (KUMAR et al., 2010; TIAN et al., 2018).

Embora as diferentes concentracdes de ALG ndo tenham modificado significativamente
a PVA dos filmes, ao observar os valores encontrados nos filmes com 1% de ALG, pode-se
notar que, no geral, foram os que apresentaram maiores permeabilidades ao vapor de agua. Tal
fato pode ter ocorrido devido a uma desestabilizacdo parcial da matriz proteica por moléculas
de alginato, que é um polissacarideo altamente hidrofilico (CAZON et al., 2017; TIAN et al.,
2018).

Em relagdo aos diferentes gradientes de umidade relativa utilizados na anélise, observa-
se um aumento pronunciado da PVA com o aumento da UR média, para todas as concentracdes
de ALG, em todos os pHs. Esse aumento esta relacionado a maior adsor¢do da agua na matriz
do filme, promovendo a saturacéo dos sitios de ligagdo da dgua, o que pode expandir a estrutura
e favorecer, assim, a permeacdo do vapor de agua através da matriz (BRANDELERO;
YAMASHITA; GROSSMANN, 2010). Portanto, os resultados demonstram que, além da
composicdo e pH do material, a UR que circunda o filme também pode afetar a barreira de

permeabilidade ao vapor de agua.

3.3.9 Densidade, coeficiente de solubilidade () e coeficiente de difusdo (D")

Os valores de densidade, coeficientes de solubilidade (B) e coeficientes de difusdo

efetivos (D ") dos filmes estdo apresentados na Tabela 3.7.

A densidade variou pouco entre as amostras, de 1,339x10°a 1,518x10°g sdlido seco/m?,
e ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando se compararam todas
as formulagdes.

O coeficiente de solubilidade (B) indica a afinidade da matriz dos polimeros pela agua
(LAROTONDA et al., 2005). No presente trabalho, ele variou de 1,51x10* a 1,81x10* g de
agua/g sdlido seco-Pa com aw= 0,51 e de 6,01x10™* a 6,66x10* g de agua/g sdlido seco-Pa com
aw=0,77. Portanto, constata-se que, aumentando a UR média de 51 para 77%, o coeficiente de
solubilidade passa a ser cerca de 4 vezes maior, 0 que esta relacionado a maior saturacao dos
sitios de ligacdo da agua na maior UR média, como ja observado em relacdo a PVA
(BRANDELERO; YAMASHITA; GROSSMANN, 2010).

O coeficiente de difusdo representa a capacidade de movimentacdo das moléculas de
agua atraves do filme (LAROTONDA et al., 2005). Para os filmes analisados na menor
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umidade relativa média (51%) os valores foram de 2,91x10*2a 5,05x101? m?/s e na maior UR
média (77%) ficaram entre 1,03 x107*2 ¢ 1,96 x10'2 m?/s. Esses resultados sugerem que em
maiores atividades de agua, a estrutura do filme poderia estar se alterando e afetando a
difusividade da &gua nesses filmes. Ainda assim, a transferéncia de massa é alta, 0 que esta
refletido na alta permeabilidade, cuja elevada solubilidade da agua no filme compensaria a
baixa difusividade nessa faixa de atividade de agua. No entanto, ndo se descarta o fato de que
trata-se de uma metodologia aproximada, sujeita a propagacdo de erros, além de que o0s
diferentes gradientes de UR utilizados nos experimentos podem estar interferindo nos
resultados.

Ao mesmo tempo, constata-se uma tendéncia de aumento do D" nas maiores
concentragOes de ALG, sobretudo na maior concentragéo analisada (1%), o que provavelmente
esté relacionado a alta hidrofilicidade do alginato (CAZON et al., 2017).
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Tabela 3.7 — Permeabilidade ao vapor de 4dgua (g/m's'Pa), densidade (g/m®), coeficiente de
solubilidade (g/g'Pa) e coeficiente de difusdo (m?%s) dos filmes de SPI (5%) com diferentes
concentracdes de alginato e diferentes pHs.

UR

p x 10

p x 10*

ALG . PVA x 10%° . , D" x 10%?
pH (%) media (g/m-s-Pa) (g solido (g de &gua/g (m?fs)
(%) seco/m?3) solido seco-Pa)
0 10,69 +1,68*A 1,486 + 0,242 1,81 3,98
0,25 100 2.0 8,77 +1,92%A 1,505+ 0,278 1,80 3,23
0,5 (51 0)’ 8,34 +1,36*" 1,464 +0,236 1,81 3,16
0,75 ' 8,67 +0,78%" 1,477 +0,244 1,76 3,34
6 1 10,41 +£0,63*A8 1,374+ 0,110 1,64 4,63
0 11,74 +1,86*" 1,486 + 0,242 6,26 1,26
0,25 90 _ 64.5 10,89 +1,77*A 1,505 + 0,278 6,26 1,16
0,5 (77 3)’ 9,87 £2,48*A 1,464 +0,236 6,55 1,03
0,75 ’ 13,64 +£2,59%A 1,477 +0,244 6,51 1,42
1 15,94 + 1,564 1,374 £ 0,110 6,27 1,85
0 6,91 +0,79%" 1,339 + 0,087 1,77 2,91
0,25 10020 9,45+153*" 1,368+ 0,077 1,77 3,90
0,5 (51 0)’ 9,56 + 0,40*A 1,477 £ 0,255 1,58 4,10
0,75 ’ 8,80 +0,67*A 1,348 + 0,024 1,55 4,20
3 1 9,70+ 0,198 1,518 + 0,229 1,58 4,04
0 11,67 £2,69*4 1,339 + 0,087 6,35 1,37
0,25 90 _ 64.5 12,81 +2,75*A 1,368 + 0,077 6,66 1,41
0,5 (77 3)’ 14,43 +£1,06%A 1,477 £ 0,255 6,20 1,58
0,75 ' 11,92 +£2,23%A 1,348 + 0,024 6,13 1,44
1 18,17 +1,97*A 1,518 + 0,229 6,12 1,96
0 7,66 +0,83*A 1,371+ 0,080 1,64 3,40
0,25 100 2.0 7,52 +1,92%A 1,366 + 0,152 1,54 3,59
0,5 N 9,27 £2,29%A 1,452 +0,216 1,57 4,07
(51,0)
0,75 ' 9,86 +1,96%" 1,487 +0,191 1,52 4,35
1 1 11,44 +£0,24%A 1,502 + 0,090 1,51 5,05
0 12,47 £0,59** 1,371 + 0,080 6,06 1,50
0,25 90 _ 64.5 12,33 £0,90*A 1,366 + 0,152 6,03 1,50
0,5 (77 3)’ 13,18 +3,02*A 1,452 +0,216 6,19 1,47
0,75 ’ 13,62 +1,59*4 1,487 +0,191 6,01 1,52
1 17,59 + 2,59*A 1,502 + 0,090 6,08 1,93

*Resultados expressos em (média * desvio padréo)

**a,b,c Letras mindsculas diferentes na mesma coluna e mesmo AUR indicam diferenca significativa (p < 0,05)
de acordo com o teste de Tukey.

***A B Letras mailsculas diferentes na mesma coluna, mesma concentracdo de alginato e AUR indicam
diferenca significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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3.3.10 Permeabilidade ao oxigénio

E importante destacar que a anélise de permeabilidade ao oxigénio foi realizada somente
para os filmes no pH 11, uma vez que os filmes obtidos nesse pH foram os que apresentaram
maior resisténcia a tracdo (item 3.3.4).

A permeabilidade ao oxigénio refere-se a capacidade que um filme possui de permitir
ou ndo que a molécula de oxigénio o permeie, e desempenha um papel fundamental na
manutencdo da qualidade de alimentos e na sua estabilidade durante o armazenamento, uma
vez que o oxigénio esta envolvido em muitas reacGes de degradacdo, como escurecimento
enzimatico, perda de vitaminas e crescimento de microrganismos (GONTARD et al., 1996; SUI
et al., 2016). Portanto, a elaboracdo de filmes biodegradaveis, visando menores permeabilidade
ao oxigénio e consequentemente melhor qualidade aos produtos que forem por eles revestidos
ou embalados é uma area de pesquisa bastante promissora (McHUGH; KROCHTA, 1994).

Filmes baseados em proteinas sdo excelentes barreiras ao oxigénio, principalmente em
baixas umidades relativas, uma vez que sua natureza polar e estrutura linear geram uma maior
coesdo e menor volume livre, e entre as proteinas, a de soja é conhecida por apresentar boas
propriedades de barreira ao oxigénio (MILLER; KROCHTA, 1997).

No presente trabalho, determinaram-se os valores de permeabilidade ao oxigénio (PO2)
em filmes de SPI (5%) sem e com adicéo de diferentes concentragdes de ALG (0,25; 0,5; 0,75
e 1%), no pH 11. Os resultados encontram-se na Tabela 3.8.

O valor de PO: do filme de SPI (5,28 x 106 g-m-(Pa-s-m?)™1) foi inferior ao de filmes
de WPI (0,66 x 103 g-m-(Pa-s-m?)) (SILVA e al., 2016) e proteina da ervilha (3,72 x 1071
g-m-(Pa-s-m?)™?) (PORTA et al., 2016), por exemplo, confirmando a excelente propriedade de
barreira ao oxigénio de filmes de SPI verificada por outros autores (BRANDENBURG;
WELLER; TESTIN, 1993; DENAVI et al., 2009). Comparando o valor obtido com filmes
sintéticos, observa-se que os valores encontrados podem ser bem menores. Polietileno de baixa
densidade (LDPE), por exemplo, também analisado a 50% de UR, apresenta PO2de 3,09 x 10
12g.m-(Pa-s-m?)* (MILLER; KROCHTA, 1997).

Em relacdo a adicdo do polissacarideo, foi possivel observar que o alginato reduziu
significativamente (p<0,05) a permeabilidade ao oxigénio dos filmes de SP1 (5%). Comparando
com o filme formado apenas por proteina, a adicdo de 0,25% de ALG reduziu em 55% o
coeficiente de permeabilidade ao oxigénio dos filmes, e conforme aumentou-se a concentragdo

do polissacarideo, os valores foram ainda menores, chegando a uma reducdo de 132% na
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formulacdo com 1% de ALG. As unicas formulagdes que apresentaram médias estatisticamente
iguais entre si foram com acréscimo de 0,25 e 0,5% ALG.

A influéncia da mistura de proteina com polissacarideo em relacdo a PO2 ndo é muito
recorrente na literatura, no entanto, dos trabalhos encontrados a maioria também verificou
vantagem na adi¢do do polissacarideo sobre a diminui¢do da PO2 (AMADO; SILVA; MAURO,
2020; OLIVEIRA,; SILVA; MAURO, 2021; SILVA et al., 2016; PORTA et al., 2016). Silva et
al. (2016) verificaram que a mistura de proteina (WPI) e polissacarideo (LBG) favoreceu a
barreira ao oxigénio e, assim como no presente estudo, a formulagdo com maior concentragédo
de polissacarideo, que no caso foi de 0,1% LBG, correspondeu a formulagdo com menor
permeabilidade ao oxigénio. Porta et al. (2016) também verificaram que a permeabilidade ao
oxigénio de filmes de proteina da ervilha contendo de PEC foi menor em comparagdo aos
valores do filme formados apenas pela proteina.

A reducdo da POz com adicdo de ALG, no pH 11 sugere que o polissacarideo reduziu a
hidrofobicidade do filme, aumentando a permeabilidade ao vapor de agua e reduzindo a PO,
como apontado por Silva et al. (2016). Nesse trabalho, os autores reportam que a adigdo de
goma alfarroba em filmes de WPI reduziu a permeabilidade ao oxigénio e ao gas carbonico, e
sugerem que isso estaria relacionado a natureza polar dessas moléculas, configurando um
comportamento inverso ao da agua, que, mesmo nao tendo sido significativo, mostrou uma
tendéncia de aumentar sua permeacao através dos filmes com alfarroba. Portanto, a adigdo do
polissacarideo nos filmes de SPI pode aumentar a barreira ao oxigénio e consequentemente

melhorar a qualidade e a vida util de produtos alimenticios.

Tabela 3.8 — Espessuras (mm) e coeficientes de permeabilidade ao oxigénio (PO2) de filmes de
SPI (5%) com diferentes concentracOes de alginato, no pH 11.

Concentracéo de ALG (%) Espessura (mm) PO, x 10% (g*(Pa*s*m) 1)
0 0,191 + 0,002 5,28 + 0,082
0,25 0,207 £ 0,015 3,40 £ 0,15°
0,5 0,209 £ 0,012 3,15+ 0,09°
0,75 0,208 + 0,014 2,76 £0,02°
1 0,222 + 0,001 2,27 +0,02¢

*Resultados expressos em (média + desvio padrao)
**a,b,c Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) de acordo com
o teste de Tukey.
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3.4 Conclusbes

As diferentes concentracdes de ALG (0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1%) e os pHs analisados (6, 8
e 11) provocaram diferentes interacGes e consequentemente alteracdes nas propriedades dos
filmes a base de SPI. A adicdo de ALG alterou o arranjo estrutural do filme de SPI, visualizado
principalmente pela microscopia de superficie mais rugosa e heterogénea e pelas alteracdes nas
intensidades das bandas dos espectros de FTIR. Os difratogramas de raio-X dos filmes SPI e
SPI-ALG evidenciam sua estrutura amorfa, e apresentaram variagdes nos perfis em fungédo da
concentracdo de polissacarideo e do pH, sendo que o pH mais basico (11) formou filmes com
menor cristalinidade relativa.

Em relacdo a propriedades mecanicas, no geral, observou-se que, conforme o ALG foi
sendo adicionado a filmes de SPI, a resisténcia a tracdo dos mesmos aumentou, nos trés pHs
avaliados (6, 8 e 11), e 0 pH 11 foi 0 que proporcionou maiores valores de tenséo aos filmes de
SPI (5%), em todas as concentracGes de ALG.

Nos trés pHs avaliados, filmes formados somente por SPI apresentaram opacidade
estatisticamente menor em relagdo as misturas, o que foi atribuido a microestrutura mais lisa e
uniforme desses filmes. De modo geral, a concentracao crescente de ALG nos filmes de SPI
aumentou a opacidade dos mesmos, cujo aumento significativo revelou-se desde a adicdo de
apenas 0,25% de ALG, em todos os pHs.

O acréscimo de ALG a filmes de SPI aumentou a solubilidade dos mesmos. Em relagédo
a PVA, de modo geral, as diferentes concentracGes de ALG e diferentes pHs ndo alteraram
significativamente suas médias. No entanto, filmes com 1% de ALG foram os que apresentaram
maiores permeabilidades ao vapor de 4gua, o que provavelmente se deve a natureza hidrofilica
do alginato.

Através de isotermas de sor¢do observaram-se condi¢cOes de estabilidade em ambientes
de até 58% de umidade relativa. As isotermas foram bem descritas pelo modelo de GAB, e
efeitos da concentragcdo de ALG e do pH nos filmes de SPI influenciaram muito pouco a
capacidade de sor¢do dos mesmos.

A concentracgdo crescente de ALG nos filmes de SPI formados em pH 11 reduziu de
maneira significativa a permeabilidade ao oxigénio dos mesmos, chegando a uma reducao de
132% na formulagdo com 1% do polissacarideo. Portanto, a adi¢cdo de ALG aos filmes de SPI,
no pH 11, pode aumentar a barreira ao oxigénio e melhorar, assim, a vida util de produtos

alimenticios revestidos ou embalados por esses filmes.
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4 EFEITO DA ADICAO DE ALGINATO E DE EXTRATO DE BELDROEGA
(PORTULACA OLERACEA L.) EM FILMES A BASE DE PROTEINA ISOLADA DE
SOJA

RESUMO

Portulaca oleracea L. pode ser considerada uma planta daninha, porém comestivel e
rica em compostos bioativos, sendo seu extrato uma alternativa de antioxidante natural para ser
incorporado em filmes biodegradaveis, visando aprimorar suas propriedades. Filmes
biodegradaveis a base de isolado proteico de soja (SPI) (5% m/m solucéo filmogénica) foram
formulados sem e com adi¢do de alginato de sédio (ALG) (1% m/m de solucdo filmogénica) e
ambos os filmes (SPI e SPI-ALG) tiveram adicdo de diferentes concentracOes de extrato de
Portulaca oleracea L. (EB) (0, 2,5; 3,75 e 5% m/m de solucdo filmogénica). Efeitos do ALG e
do EB sobre as propriedades dos filmes foram avaliados por analises de espectroscopia de
infravermelho (FTIR), Raio X, microscopia eletrénica de varredura (MEV), propriedades
mecanicas e Oticas, permeabilidade ao vapor de &gua, umidade, solubilidade e atividade
antioxidante pelo metodo 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Os resultados indicaram que a
adicdo de EB provoca diferentes comportamentos, dependendo da matriz polimérica em que é
aplicado. Adicéo de EB aos filmes simples (SPI) reduziu a tensdo e a elongagéo na concentragéo
de 2,5% EB e reduziu a opacidade em todas as concentracdes analisadas, enquanto sua adi¢éo
aos filmes compostos (SPI-ALG) melhorou significativamente (p<0,05) as propriedades
mecanicas e de barreira a luz, em todas as concentracGes de EB. A solubilidade aumentou com
a presenca de ALG mas ndo sofreu alteragcdo com a adicdo de EB, enquanto a permeabilidade
ao vapor de dgua aumentou significativamente apenas no filme SP1-5% EB, quando ALG foi
adicionado e o filme foi exposto a uma faixa alta de umidade relativa (UR). A atividade
antioxidante de ambos os filmes foi significativamente melhorada (p<0,05) com a presenca do
EB na menor concentragao (2,5%), ndo apresentando diferenca significativa em praticamente
todos os filmes com concentragcbes maiores (3,75 e 5%). Filmes com ALG apresentaram
atividade antioxidante inferior aos filmes sem o polissacarideo, enquanto excelentes
propriedades mecéanicas e de barreira a luz foram atribuidas a presenca do ALG,
independentemente da presenca do EB nos filmes compostos (SPI-ALG). Portanto, a adi¢do do
polissacarideo e do extrato vegetal pode proporcionar filmes biodegradaveis com potencial para

diferentes aplicacOes, tanto na forma de revestimento como de embalagem de alimentos.
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4.1 Introducgéao

Polimeros naturais (proteinas e polissacarideos) sdo considerados recursos abundantes,
renovaveis, de baixo custo e biodegradaveis, sendo vistos, portanto, como uma 6tima alternativa
para substituir ou pelo menos reduzir o uso de materiais ndo renovaveis e nao biodegradaveis
em embalagens (CHANG-BRAVO; LOPEZ-CORDOBA; MARTINO, 2014). Além disso,
embalagens biodegradaveis apresentam elevado potencial para carrear e/ou liberar substancias
ativas, como compostos antioxidantes, e prevenir a degradacdo oxidativa dos alimentos
embalados (CRIZEL et al., 2018; RANGARAIJ et al., 2021; ROJAS-GRAU; SOLIVA-
FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2009).

Entre os materiais utilizados para elaboracdo de filmes comestiveis (proteinas,
polissacarideos e lipideos), as proteinas parecem ser as mais atraentes, uma vez que seus filmes
possibilitam uma melhor barreira ao oxigénio quando comparados aos de polissacarideos e/ou
lipideos, especialmente em baixas umidades, pois apresentam melhores propriedades
mecanicas devido a sua estrutura especifica que possui alto potencial para ligacdes
intermoleculares, além de fornecerem valor nutricional quando ingeridos (CUQ; GONTARD;
GUILBERT, 1998; OU et al., 2004; CAO; FU; HE, 2007). A proteina de soja vem sendo muito
estudada para elaboracdo de filmes comestiveis, uma vez que é abundante, de baixo custo,
nutritiva e apresenta capacidade razoavel para formacéao de filme (RANI et al., 2021; TIAN et
al., 2018). A SPI é obtida da farinha desengordurada de soja e possui na sua composi¢ao mais
de 90% de proteina, composta de uma mistura de albuminas e globulinas (2S, 7S, 11S e 15S).
As globulinas presentes em maior quantidade sdo a 7S (35%) e 11S (52%), sendo a
polimerizagdo dessas fracOes via ligacBes dissulfeto a principal responsavel pela formacéo do
filme (TIAN et al., 2018). No entanto, filmes comestiveis & base de SPI enfrentam alguns
desafios, como baixa resisténcia mecanica, menor barreira ao oxigénio, alta absorcao de agua e
baixa atividade antioxidante quando comparados aos de outras proteinas vegetais (RANI et al.,
2021).

Uma alternativa que vem se mostrando promissora na area de filmes biodegradaveis € a
combinacdo de proteinas e polissacarideos, que quando combinados em quantidades e
condic¢des adequadas, podem proporcionar caracteristicas especificas e mais vantajosas para 0s
filmes (SILVA et al., 2018, AMADO; SILVA; MAURO, 2020; OLIVEIRA; SILVA; MAURO,
2021). Além disso, sabe-se que o SPI apresenta carater anfifilico, o qual favorece interacdes
com polissacarideos (OLIVEIRA; SILVA; MAURO, 2021). Melhorias nas caracteristicas de
filmes de SPI ja foram observadas com adi¢do de pectina (AMADO; SILVA; MAURO, 2020)
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e carboximetilcelulose (OLIVEIRA; SILVA; MAURO, 2021), por exemplo, em que as autoras
encontraram aumento da tensédo e reducdo da permeabilidade ao oxigénio com a adi¢do desses
polissacarideos.

Alginato de sodio € um polissacarideo muito utilizado na industria biomédica e
alimenticia, e tem sido extensivamente estudado para elaboracéo de filmes e coberturas, devido,
sobretudo, ao seu baixo custo, a auséncia de toxicidade e por ser biodegradavel (JIN et al., 2019;
RHIM, 2004). O ALG ¢ extraido de algas marrons (Phaeophyceae) com solu¢Ges agquosas
alcalinas. Em termos moleculares € um polimero composto de mondmeros de acido S-D-
manuroénico e residuos de a-L-acido gulurdnico unidos por ligagdes glicosidicas (1—4) (LEE;
MOONEY, 2012).

Outra alternativa que pode melhorar as caracteristicas dos filmes comestiveis € a adi¢cdo
de antioxidantes naturais durante a elaboracdo dos mesmos pois, além de adicionar compostos
nutritivos, pode inibir reacdes de degradacdo, aumentando, assim a vida util dos alimentos a
serem embalados. Nos Ultimos anos varios estudos sobre a influéncia de antioxidantes naturais,
como &cido caféico, catequina, quercetina e extratos vegetais em filmes biodegradaveis, vém
sendo conduzidos (SANCHES-SILVA etal., 2014; RANGARAJ et al., 2021). Em filmes a base
de SPI, especificamente, encontram-se estudos sobre incorporacdo de &cidos fendlicos (acido
caféico e acido feralico) (KANG et al., 2016; LI et al., 2021), flavonoides (rutina, epicatequina
e procianidina) (FRIESEN; CHANG; NICKERSON, 2015; ZOU et al., 2019) e extratos
polifendlicos (como de semente de uva, de residuo de alcacuz e de carogo de manga)
(MARYAM ADILAH; JAMILAH; NUR HANANI, 2018; CIANNAMEA; ROXANA;
RUSECKAITE, 2016; HAN; YU; WANG, 2018).

Entre os extratos vegetais se encontra o extrato proveniente da beldroega (Portulaca
oleracea L.), em que muitas pesquisas tém reportado a presencga de importantes antioxidantes
naturais. Portulaca oleracea L., um membro da Familia Portulacaceae, é uma erva daninha e
suculenta cultivada em praticamente todo o mundo; possui rapido crescimento e € adaptavel a
diferentes condicdes de solo e clima (BLAZQUEZ; CARBO, 2015). A beldroega tem sido
utilizada mundialmente como um alimento saudavel e para fins medicinais, e muitos efeitos
benéficos de seu consumo tém sido observados, como prevencdo de doencas
neurodegenerativas, diabetes e suas complicagdes, insuficiéncia respiratoria, doencas hepaticas,
doengas gastrointestinais e insuficiéncia renal (FARKHONDEH; SAMARGHANDIAN,
2019). Isso ocorre devido a presenca de diversos fitoquimicos, como alcaloides, fendis,
cumarinas, terpenoides e flavonoides (Kaempferol, apigenina, luteolina, miricetina e

quercetina), sendo os Udltimos os principais constituintes (FARKHONDEH,;
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SAMARGHANDIAN, 2019; LIU et al., 2000; SARATALE et al., 2020). Além disso, as folhas
de beldroega sdo ricas em carotenos, acido ascérbico, além de ser rica fonte de acidos graxos,
principalmente acidos graxos 6mega-3 (SIMOPOULOS et al., 1992; GARTI; SLAVIN;
ASERIN, 1999; LIU et al., 2000; PETROPOULOS et al., 2015). Dentre as pesquisas com a
utilizacdo da beldroega encontra-se sua aplicagao para preservacdo de carne de porco resfriada
(FAN et al., 2019) e para enriquecer massa de macarrdo (MELILLI et al., 2020). No entanto,
até o momento, ndo foram encontrados estudos em que seu extrato foi adicionado com a
finalidade de melhorar propriedades de filmes comestiveis.

Nesse contexto, 0 objetivo do presente trabalho foi elaborar filmes de SPI (5%) e SPI
(5%) + ALG (1%) e avaliar a influéncia do alginato e de diferentes concentracdes de extrato de
beldroega (Portulaca oleracea L.) sobre as propriedades estruturais (FTIR, Raio-X e MEV),
propriedades mecénicas e Gticas, umidade, solubilidade, permeabilidade ao vapor de agua e
sobre a atividade antioxidante dos filmes.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Materiais

Isolado proteico de soja (SPI) com teor de proteina de 91,14% (base seca), de cinzas
5,2% (base Umida) e de umidade 6,41% (base imida) foi adquirida da empresa Ecil Ingredientes
(S&o Paulo, Brasil), alginato de sddio (viscosidade 470 mPas) (GRINDSTED® Alginate FD
175) foi doado pela Danisco Brasil Ltda e glicerol bidestilado foi adquirido da Synth. Para a
quantificacdo da atividade antioxidante utilizou-se o 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-
acido carboxilico (TROLOX) da marca Sigma e 2,2- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) da
Chemicals.

4.2.2 Extrato de beldroega

Amostras de beldroegas esponténeas (Figura 4.1a) foram colhidas na regido de
Fernando Prestes (S 21°16'55.6" W 48°41'25.3") em quantidade suficiente para realizar toda a
pesquisa a partir do mesmo lote de matéria prima. A espécie foi identificada pela Dra. Daniela
Sampaio Silveira em uma copia de comprovante (nimero SIRP34410) depositado no herbério
SJRP do IBILCE/UNESP, em S&o José do Rio Preto, S&o Paulo. As folhas foram destacadas,

lavadas com agua corrente e secas em estufa a vacuo (TE-395, Tecnal, Brasil) (Figura 4.1b), a
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40 °C e 10 kPa, até teor de agua de 22,25 £ 0,19 % em base umida e, a seguir, foram trituradas

em liquidificador (Mandine, Brasil) (Figura 4.1c).

Fonte: Elaborado pelo autor

Para obtencdo do extrato de beldroega utilizou-se procedimento de Fan et al. (2019)
com modificagdes. As folhas secas e trituradas foram pesadas em tubos de polipropileno de 50
mL utilizando balanca analitica (AUY220, Shimadzu, Filipinas) e homogeneizadas com
solucdo hidroetandlica (80% alcool etilico) durante 1 min & velocidade de 15.000 rpm em
homogeneizador Turratec (TE-102, Tecnal, Brasil). A proporc¢éo folha:solucéo extratora foi de
1:6 (m/v). Os tubos foram entdo levados a um banho de ultrassom (Q3.0/40A, Ultronique,
Brasil) por 30 min a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, foram colocados em uma
centrifuga (Z326K, Hermle, Alemanha) a 7.500 rpm por 25 min, a temperatura de 4 °C. O

sobrenadante foi coletado e armazenado a -18 °C até o momento de ser utilizado.

4.2.3 Elaboracéo dos filmes

SPI foi disperso em &gua destilada para obter uma solugdo estoque com concentragdo
de 9% (m/m). Para sua dissolucgéo, o pH foi ajustado para 11 com NaOH (40%) utilizando-se
pHmetro da marca Tecnopon (MPA 210, Brasil) e a solucdo foi aquecida em banho termostatico
(Simétrica, SI/6Aneis/18L, Brasil) a 65 °C por 10 min. ALG foi disperso em agua destilada para
obter uma solucdo estoque com concentracdo de 3% (m/m) e foi aquecido a temperatura de 70
°C ate sua dissolucdo. As solucdes foram resfriadas e armazenadas em camara de climatizacao

BOD (BT 71/ Biothec, Brasil) sob refrigeracédo (4 °C) para serem utilizadas no dia seguinte.
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Para elaboracéo dos filmes, no caso dos filmes SPI (5%) e SPI (5%)-ALG (1%), seguiu-
se 0 mesmo procedimento do Capitulo 3 (item 3.2.2). Quantidades apropriadas de solugdes-
estoque e agua destilada foram adicionadas para obtencdo da concentracdo desejada, 5% SPI
(m/m solucdo filmogénica) e 1% ALG (m/m solucdo filmogénica). Adicionou-se também,
como plastificante, glicerol na concentragédo de 2% (m/m solucédo filmogénica) (40% em massa
da proteina) e 20 mM de NaCl (a partir de solucdo aquosa a 20% m/v). No caso dos filmes com
adicdo de EB, a massa de extrato etandlico que seria adicionada foi descontada da quantidade
de &gua destilada, mas o EB ndo foi adicionado nessa etapa de preparagdo das solucbes
filmogénicas. A seguir, as solugdes filmogénicas permaneceram em agitacdo por cerca de 3 h,
tiveram seus pHs ajustados para 11 com NaOH (40% m/m), foram aquecidas a 70 °C por 20
min em banho termostatico (Simétrica, SI/6Aneis/18L, Brasil) e entdo, deixadas resfriar em
temperatura ambiente.

Para os filmes com adicdo de extrato de beldroega (EB), este foi acrescentado apos
resfriamento da solucdo filmogénica final. O volume de extrato em etanol sempre foi 0 mesmo,
independentemente das diferentes concentracdes utilizadas (2,5; 3,75 e 5%), uma vez que para
os filmes com menores concentragdes, o extrato foi diluido em &lcool etilico antes de ser
adicionado as solucdes filmogénicas. Apés a adicdo do extrato, as solugdes foram agitadas por
15 min.

Todas as solucdes filmogénicas (140 g para solucbes somente de SPI e 135 g para
mistura SPI-ALG) foram despejadas em suportes de polietileno (26,5 x 17,5 cm) e foram secas
a 35 °C por aproximadamente 24 h em camara de climatizacdo BOD (BT 71/ Biothec, Brasil),
sendo a quantidade de solucdo na bandeja determinada apds testes preliminares de espessura
do filme. Apos a secagem, os filmes foram removidos e armazenados por uma semana em
dessecadores com umidade relativa controlada por solucdo saturada de nitrato de magnésio
(umidade relativa de 53%), antes de proceder as analises.

4.2.4 Caracterizacéo dos filmes

4.2.4.1 Espessura

Medidas de espessura sdo importantes para a caracterizacdo dos filmes e, sobretudo,
para a determinacdo de suas propriedades mecanicas, 6ticas e de barreira. Estas foram
realizadas utilizando um micrémetro digital (MDC-25SB, Mitutoyo, Japdo) em diferentes

pontos de cada filme.
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4.2.4.2 Anélise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Nesta analise, o extrato de beldroega em solucédo hidroetandlica a 80% foi levado a um
evaporador rotativo (Tecnal, TE-211, Brasil) para eliminacdo do alcool e, em seguida,
congelado para posterior liofilizagdo em liofilizador Liobras (Liobras, L101, Brasil) por cerca
de 20 h. As matérias-primas (SPI, ALG e EB liofilizado) e os filmes foram analisados utilizando
um Espectrémetro de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (Bruker, Vertex 70,
Alemanha), através da técnica de reflectancia total atenuada (ATR), sendo obtidos 64 espectros

com resolucéo de 4 cm™ de cada amostra.

4.2.4.3 Difracéo de Raios X (DRX)

A analise de Difracdo de Raios-X em Alto Angulo (WAXS — Wide Angle X-Ray
Scattering) dos pds de SPI e ALG, e dos filmes sem e com diferentes concentragdes de extrato
de beldroega foi realizada utilizando-se um difratbmetro de bancada (Rigaku, RINT 2000,
Japdo). O equipamento operou com voltagem de 50 kV e corrente de 30 mA, usando radiacdo
de Cu, linha K, L = 1,542 A. Os difratogramas foram determinados entre os angulos de 5° e
60°, a uma velocidade de varredura de 1 °/min. A cristalinidade relativa foi quantitativamente
estimada, em triplicata, pela relacdo entre a area cristalina (area dos picos) e area total dos

difratogramas, segundo método de Hayakawa et al. (1997).

4.2.4.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microestrutura superficial e transversal dos filmes sem e com extrato de beldroega foi
avaliada pela técnica de microscopia eletrbnica de varredura (MEV). As amostras foram
previamente armazenadas em silica por 15 dias para remocdo da umidade. Para obtencdo das
imagens as amostras foram fixadas em stubs de aluminio com fita de carbono e recobertas por
uma fina camada de ouro, sob vacuo, por 2 minutos. As imagens foram analisadas utilizando
um Microscopio Eletronico de Varredura (FEG-MEV JEOL - JSM7500F, Alemanha),

operando com uma tensdo de aceleracdo de elétrons de 2 kV.

4.2.4.5 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dos filmes biodegradaveis (tensdo, elongacdo na ruptura e
maodulo de Young) foram analisadas seguindo método padréo estabelecido pela ASTM D882-
12 (ASTM D882-12, 2012). A analise foi realizada em um texturdbmetro (TA.XT Plus, Stable
Micro Systems, Surrey, UK) utilizando 10 corpos de prova de cada formulacdo, que foram

cortados em formato retangular (70 mm x 25 mm) e colocados entre as garras dos probes,
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ficando com uma dimenséo inicial para analise de 50 mm x 25 mm. A velocidade de teste foi
fixada em 0,8 mm-s? e os dados foram processados com auxilio do software EXPONENT,

versdo 5.1.1.0.

4.2.4.6 Propriedades oticas

A opacidade e parametros de cor (L*, a* e b*) foram determinados em
espectrofotdbmetro de bancada (HunterLab, ColorFlex, Estados Unidos). As amostras foram
cortadas em formato circular e acomodadas na abertura do espectrofotdmetro previamente
calibrado. As analises foram realizadas em triplicata e, para cada amostra, foram registrados
valores para quatro diferentes posicoes, ficando com 12 leituras finais.

A transmitancia dos filmes foi determinada em espectrofotémetro UV-VIS (GENESYS
10S UV-VIS, Thermo Scientific, EUA) na faixa do comprimento de onda da luz visivel, de 200
a 800 nm, para quatro diferentes corpos de prova de cada formulacdo, que foram cortados em

retangulos de 2,5 x 1,0 cm.

4.2.4.7 Teor de 4gua

Solidos totais dos filmes foram determinados, em triplicata, apos os filmes serem
armazenados a 53% UR e 25 °C. A andlise foi realizada pelo método gravimétrico, em estufa a
vacuo (TE-395, Tecnal, Brasil) a 60 °C e 10 kPa, até atingir massa constante (AOAC, 1995).

4.2.4.8 Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes foi determinada, em triplicata, de acordo com Cuq
et al. (1996). Os filmes (circulos com 2 cm de didmetro) foram secos até massa constante em
estufa a vacuo a 60 °C (TE- 395, Tecnal, Brasil) e 10 kPa. Em seguida foram imersos em 50
mL de agua destilada e armazenados em uma camara de climatizacdo BOD (MA 830/A,
Marconi, Brasil) a temperatura de 25 °C e agitacdo de 60 rpm por 24 h. Por fim, as amostras
foram retiradas da agua e secas novamente a 60 °C em estufa a vacuo até massa constante. A

solubilidade foi calculada como a relacéo entre a matéria seca final e inicial.

4.2.4.9 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de SPI e SPI+ALG, ambos sem e com
adicdo de diferentes concentragOes de extrato, foi determinada, em triplicata, seguindo o
método gravimeétrico ASTM E96-95 (ASTM E96-95, 1995). As amostras dos filmes, com

espessura previamente determinada, foram submetidas a dois gradientes de umidade relativa.
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Em um deles (2% UR — 100% UR), as amostras foram colocadas em células de difuséo
parcialmente preenchidas com CaClz anidro (2% UR), as quais foram dispostas no interior de
dessecadores contendo agua destilada (100% UR). Um segundo gradiente (64,5% UR — 90%
UR) foi criado com uma solucdo saturada de NaNO: (64,5% UR) no interior das células, que
foram dispostas em dessecadores com BaCl2 (90% UR). Os dessecadores foram levados a uma
camara de climatizacdo BOD (BT 71, Biothec, Brasil) a 25 °C e as células foram pesadas em
intervalos de 1 h durante 8 h. Determinou-se 0 ganho de massa de agua em balanca analitica
(BEL Engineering, UMark 250 A, Itélia). Cépsula e dessecadores com ventoinha para
homogeneizar rapidamente a fase gasosa no seu interior sdo mostrados no Capitulo 3 (Figura
3.3).

A determinacdo da PVA foi realizada em triplicata e calculada em g-(m-s-Pa), utilizando

a Equacéo 4.1.

oV A TPVA - e 4.1)
A - p, - ((URE,- URE,)/100)

em que: TPVA representa a taxa de permeabilidade ao vapor de 4gua, em g aguas™; e é a
espessura média dos filmes, em m; A é a area de permeacdo da capsula (28,14-102 m?); ps é
pressdo de saturacdo do vapor de dgua a 25 °C (3169 Pa); URE é a umidade relativa de

equilibrio no interior do dessecador (sub indice 1) e no interior da capsula (sub indice 2).

4.2.4.10 Determinagéo da capacidade antioxidante dos filmes

4.2.4.10.1 Extracdo dos compostos bioativos

A extracao dos compostos bioativos dos filmes biodegradaveis sem e com adicdo de EB
foi realizada de maneira similar ao realizado com as folhas da beldroega. Primeiramente os
filmes foram cortados em pedacos pequenos e pesaram-se amostras de 3g de cada filme. Em
seguida, acrescentou-se 13,5 mL de solucdo extratora (alcool etilico 80%) as amostras de filmes
sem extrato (proporcdo 1:5 m/v) e 27 mL da mesma solugéo aos filmes com adigéo de extrato
(proporc¢édo 1:10 m/v). A mistura foi agitada em homogeneizador Turratec (TE-102, Tecnal,
Brasil) durante 1 min a velocidade de 15.000 rpm e, em seguida, levada a um banho de
ultrassom (Q3.0/40A, Ultronique, Brasil) por 30 min a temperatura ambiente (25 °C). Por fim,
os frascos foram dispostos em centrifuga (Z326K, Hermle, Alemanha), centrifugados a 7.500

rpm por 25 min a 4 °C e os sobrenadantes coletados e armazenados a -18 °C para posterior
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avaliacdo quanto a atividade antioxidante pelo método DPPH. As extracdes dos compostos

bioativos foram realizadas em triplicata.

4.2.4.10.2 Determinacgéo da atividade antioxidante (AA)

A atividade antioxidante total dos filmes sem e com adi¢éo de extrato foi determinada
por meio do método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER,;
BERSET, 1995). A atividade antioxidante foi quantificada usando curva de calibracao
preparada com solugdo padrdo de Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) e a leitura de absorbéncia foi realizada a 515 nm em espectrofotdmetro UV-VIS
(Thermo Scientific, GENESYS 10S UV-VIS, EUA). A atividade antioxidante total de cada

extrato foi realizada em triplicata e a média expressa em umol de trolox-100 g de filme.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram expressos em media + desvio padréo e avaliados estatisticamente por
analise de variancia (ANOVA) e teste Tukey ao nivel de significancia de 0,05, utilizando
software Minitab® 16.2.0.

4.3 Resultados e Discussao

431FTIR

Com o objetivo de investigar as estruturas moleculares e possiveis interacdes entre SPI,
ALG e/ou EB, foram realizadas analises por FTIR dos p6s desses materiais e dos filmes. Os
espectros de infravermelho dos pds de SPI e ALG e do EB, este ultimo apds ser submetido a
rotoevaporacao e liofilizacao, estdo apresentados na Figura 4.2, e dos filmes na Figura 4.3.

As trés matérias-primas utilizadas apresentaram uma banda larga na faixa 3300-3000 cm-
! relacionada ao estiramento O-H, o que indica potencial para interacGes de hidrogénio
intermoleculares entre grupos hidroxila ou entre grupos hidroxila e grupos amino (GARRIDO
et al., 2016). Além dessa banda, o espectro da SPI em pé (Figura 4.2) exibiu trés picos
caracteristicos comuns as proteinas, em 1630, 1518 e 1238 cm™, que podem ser atribuidos a
amida | (estiramento C=0), a amida II (dobramento N-H) e a amida III (estiramento C-H e
N-H), respectivamente (CIANNAMEA; STEFANI; RUSECKAITE, 2014; GARRIDO et al.,
2016; L1 et al., 2016). No caso do ALG em p0, seu espectro exibiu picos principais em 1603,

1404 e 1020 cm™. As bandas de absorcdo em 1603 e 1404 cm™ possivelmente representam
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frequéncias vibracionais de estiramento simétricas e assimétricas de acidos carboxilicos do
alginato (JIN et al., 2019). A banda em 1020 cm™, por sua vez, pode corresponder a vibragdes
de estiramento C-O, caracteristicas de polissacarideos, que foram relacionadas a banda em1042
cm! observada em alginato por Jin et al. (2019).

No espectro do EB também foi possivel identificar os seguintes picos: 2926, 1574, 1394,
1042 e 528 cm™. O pico em 2926 cm corresponde ao estiramento C-H (EL-DESOUKY, 2021;
SAMPRASIT et al., 2020). O pico em 1574 cm™* provavelmente esté associado as ligagcdes C=C
de grupos aromaticos pertencentes aos compostos fendlicos de extratos vegetais (WANG et.,
2016; SILVA et al, 2021). A banda em 1394 cm™ provavelmente se refere ao dobramento —C—
H do grupo metil (CHs), observado por Sodeifian et al. (2018) em comprimento de absorcéo de
1375 cm®. A banda em 1042 cm possivelmente corresponde ao estiramento do grupo S=0O
(EL-DESOUKY, 2021). El-Desouky (2021) identificou as bandas do extrato aquoso de
Portulaca oleracea e encontrou esse grupo funcional em 1044,26 cm™. Por fim, a banda
determinada em 528 cm™ pode estar relacionada ao estiramento C-1, observado por El-Desouky
(2021) na posicio 535,15 cm™. Sodeifian et al. (2018) determinaram o contetido de iodo em
amostra de dleo da semente de beldroega (aproximadamente 138 g de l2 / 100 g de 6leo) e
destacou que o grande conteudo de iodo encontrado pode indicar abundancia de acido graxo

insaturado.

Figura 4.2 — Espectro de FTIR da SPI em pd, ALG em po e EB liofilizada.
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Na Figura 4.3 estao apresentados os espectros dos filmes de SPI (a) e SPI-ALG (b), ambos
sem e com adicdo de diferentes concentracGes de EB. Nota-se que todos os filmes tiveram
espectros semelhantes, com alteracdes mais pronunciadas na intensidade das bandas com o
acréscimo do ALG, que também levou a um pequeno deslocamento dos picos em 1632 e 1038
cmt e surgimento de um pico em 2361 cm™.

Comparando o espectro dos filmes de SPI (Figura 4.3a) com o da SPI em po (Figura 4.2)
observou-se aparecimento de alguns picos, dentre eles a banda em 1038 cm™, que pode
corresponder a interacdo de hidrogénio entre moléculas de SPI e glicerol (BERGO; SOBRAL,
2007; LI et al., 2016). A adicdo do EB, que apresenta bandas caracteristicas distintas (Figura
4.2), ndo alterou significativamente o espectro do filme de SPI, independentemente da
concentracdo empregada. A similaridade entre os espectros sugere que ndo houve interacdo
entre grupos funcionais do extrato e da SPI, o que provavelmente foi causado pela baixa
concentracdo de extrato vegetal na matriz polimérica, assim como verificado por Silva et al.
(2021) com adicdo de extrato de Caesalpinia ferrea Martius em filmes de poli(alcool vinilico)
(PVA).

Nos filmes a base de SPI-ALG (Figura 4.3b) notou-se que o EB provocou pequena
mudanca de intensidade na banda 2361 cm™, que foi reduzida com adicdo de EB e com o
aumento de sua concentracdo no filme. No entanto, tanto para os filmes a base de SPI (Figura
4.3a) quanto de SPI-ALG (Figura 4.3b), nenhuma ligacdo quimica foi verificada apos adicdo
de extrato vegetal. Os resultados indicam que nas concentracdes utilizadas de EB ndo houve
interacdo quimica, sendo esperadas somente interacbes de hidrogénio entre 0s grupos
funcionais dos filmes de SPI e SPI-ALG com 0s compostos bioativos do extrato (HAN et al.,
2018; MAIZURA et al., 2007).
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Figura 4.3 — Espectro de FTIR dos filmes elaborados com SPI e EB em diferentes
concentracdes, em % (a) e SPI-ALG com EB nas mesmas concentracoes (b).
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4.3.2 Microestrutura

A micrografia do filme de SPI (Figura 4.4) demonstra que esse filme possui uma
estrutura transversal e superficial lisa, sem rachaduras ou rugosidade, compacta, coesa e sem
poros. Na Figura 4.4e verifica-se que a adicdo de ALG tornou a estrutura do filme de SPI mais
rugosa e com presenca de aglomerados, havendo regides mais elevadas que outras, o que pode
caracterizar heterogeneidade na distribuicdo superficial da estrutura proteica e do alginato, com
possivel excesso de polissacarideo em algumas regides. A superficie do filme no aumento de
10.000x (Figura 4.4e3), no entanto, mostra grandes zonas de continuidade, provavelmente
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resultado da alta concentracdo de ALG (1%) em relacéo a de SPI (5%) na solucdo filmogénica
estudada.

A adicéo de diferentes concentracdes de EB ao filme simples (SPI) e composto (SPI-
ALG) influenciou a microestrutura dos filmes. Nos filmes & base de SPI observa-se presenca
de estruturas redondas em relevo, visiveis no aumento de 10.000x (Figuras 4.4b3-4.4d3), sendo
a maior quantidade dessas estruturas notada no filme 2,5% EB (Figura 4.4b). Conforme
aumenta-se a concentracdo de EB, uma reducéo dessas estruturas pode ser observada, e o filme
5% EB (Figura 4.4d) pode ser considerado o mais homogéneo. A incorporacao do EB aos filmes
de SPI-ALG (Figuras 4.4f-h), por sua vez, influenciou de formas diferentes a microestrutura,
dependendo da concentracdo de EB. Nas concentracdes 2,5 e 3,75% EB verifica-se, no aumento
10.000x (Figuras 4.4f3 e 4.493), uma estrutura rugosa e com presenca de aglomerados. No
entanto, com adigédo de 5% EB a estrutura do filme tornou-se mais lisa e homogénea (Figura
4.4h3), sugerindo que houve uma boa dispersdo entre a matriz do filme SPI-ALG e o extrato de
beldroega (EB) nessa concentragéo.

Vale ressaltar que nas micrografias dos filmes a base de SPI-ALG (Figuras 4.4e3-4.4f3)
as fissuras observadas provavelmente sdo devido ao processo de metalizagdo que ocorre na
preparacdo das amostras para analise ou ao tempo de exposicdo ao feixe de elétrons de alta
energia (JIMENEZ et al., 2012; SILVA et al., 2020).
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Figura 4.4 — Microestrutura dos filmes elaborados com SPI (5%) e EB em diferentes concentracdes: (a-d) 0; 2,5; 3,75 e 5%, respectivamente; e
SPI (5%) + ALG (1%) com EB nas mesmas concentragdes (e-h) 0; 2,5; 3,75 e 5%, respectivamente; 1) transversal de 250x; 2) superficie de 250x;
e 3) superficie de 10.000x.
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4.3.3 Difragéo de Raios X (DRX) e cristalinidade relativa

Os difratogramas de raios-X das matérias-primas em p6é (SPl e ALG) e filmes
briodegradéveis (controle e adicionados de EB) estdo apresentados nas Figura 4.5 e 4.6,
respectivamente.

Os perfis obtidos para as matérias-primas sdo caracteristicos de estruturas com baixo grau
de cristalinidade. SPI em po apresentou um pico discreto, em 20 ~ 11,8°, e outro mais amplo
em 20 = 20,5° (Figura 4.5a). Os dois picos encontrados podem ser atribuidos, respectivamente,
a a-hélice e a folha-P da estrutura secundaria da SPI (CHEN et al., 2013; HUO et al., 2019).
ALG em po6 apresentou estrutura predominante amorfa com dois picos de cristalinidade (26 =
14,1° ¢ 26 = 22,0°) (Figura 4.5b). Esses dois principais picos cristalinos no ALG foram

também reportados por Larosa et al. (2018).

Figura 4.5 — Espectro de raio X da SP1 em p6 (a) e ALG em po (b).
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Os difratogramas dos filmes baseados em SPl e SPI-ALG sem e com diferentes
concentracOes de EB exibiram perfis de material com baixo grau de cristalinidade para todas as
formulacdes (Figura 4.6).

Filmes a base de SPI (Figura 4.6a) apresentaram um pico em torno de 20 = 20,2, atribuido
a estrutura de folha-p da SPI (Figura 4.5a), e outro mais discreto em 20 ~ 9, que se mostrou
mais intenso para as formulacdes com 5% EB. Em relacdo as diferentes concentracdes de EB
verificou-se que o ICR foi significativamente menor na formulagdo 2,5% EB em relacéo as
restantes (Tabela 4.1). Pequena quantidade de extrato reduziu a cristalinidade relativa nos
filmes de SPI, porém, maiores quantidades de EB ndo levaram a estruturas mais amorfas, pois
apresentaram médias de cristalinidade estatisticamente iguais ao filme de SPI puro (Tabela 4.1).

Filmes a base de SPI-ALG (Figura 4.6b) apresentaram picos nas mesmas posi¢des que 0s

de SPI, entretanto, com menores intensidades, indicando que a adicdo do ALG reduziu a
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cristalinidade dos filmes. Nos filmes sem extrato essa reducdo nédo foi significativa (p<0,05)
(Tabela 4.1). Em relacdo a adicdo de EB nos filmes de SPI-ALG, observou-se reducao
estatisticamente significativa (p < 0,05) do indice de cristalinidade relativo (ICR), no entanto,
ndo houve influéncia da quantidade de EB adicionado (Tabela 4.1). Portanto, apesar da adi¢cdo
do polissacarideo ndo ter alterado a estrutura semicristalina do filme de SPI, a combinacao
ALG-EB fez com que o filme apresentasse menor ICR.

Apesar das alteracdes verificadas no ICR, a adicéo do EB, tanto nos filmes de SPI quanto
SPI-ALG, n&o acarretou o0 aparecimento de novos picos, 0 que sugere uma boa compatibilidade
entre 0s polimeros e 0 extrato vegetal, assim como verificado com a incorporacdo da erva
Phellodendron em filmes de SPI (LIANG; WANG, 2018) e da casca de roma em filmes de
proteina de feijdo (MOGHADAM et al., 2020).

Figura 4.6 — Espectro de raio X dos filmes elaborados com SPI e EB em diferentes
concentrages (a) e SPI-ALG com EB nas mesmas concentragdes (b).
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Tabela 4.1 — Cristalinidade relativa das matérias-primas e dos filmes biodegradaveis.

Formulacéo Cristalinidade relativa (%o)

SPI em p6 33,62 £ 0,27

ALG em po 7,63 0,08

SPI-0% EB 33,71+ 0,813A
SPI-2,5% EB 31,41 +0,51°A
SPI-3,75% EB 33,17 £ 0,43*A
SPI-5% EB 34,19 + 0,494
SPI-ALG-0% EB 32,78 + 0,522A
SPI-ALG-2,5% EB 29,95 + 0,66°8
SPI-ALG-3,75% EB 29,87 + 0,418
SPI-ALG-5% EB 29,58 + 0,57°8

*Resultados expressos em (média * desvio padrao)

**a,b Letras mindsculas diferentes na mesma coluna e mesma matriz polimérica indicam diferenca significativa (p <
0,05) de acordo com o teste de Tukey.

***A B Letras mailsculas diferentes na mesma coluna e mesma concentracao de EB indicam diferenca significativa
(p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

4.3.4 Propriedades mecénicas

Resultados de espessura, tensdo, deformacéo e modulo de Young dos filmes de SP1 e SPI-
ALG sem e com diferentes concentracOes de extrato de beldroega (2,5; 3,75 e 5%) estéo
apresentados na Tabela 4.2.

Em relacdo a espessura, a andlise estatistica foi realizada entre todos os tratamentos, e
observou-se que ndo houve alteracéo significativa (p < 0,05) com adi¢do de ALG e EB. Tal fato
era esperado, uma vez que foram realizados testes preliminares para determinar a quantidade
de solugéo que deveria ser despejada na bandeja em funcao da formulagéo (Item 4.2.3).

Nos filmes simples de SPI observou-se que a menor concentracdo de EB (2,5%) reduziu
a tensdo e a deformacéo do filme de SPI, enquanto maiores concentragdes (3,75 e 5% EB)
apresentaram médias estatisticamente iguais (p<0,05) aos filmes sem adi¢do do extrato. Quanto
ao modulo de Young as médias variaram de 19,29 MPa (0% extrato) a 23,45 MPa (5% extrato),
ndo sendo observada diferenca estatistica (p<0,05) entre as formulacgdes, independentemente da
guantidade de extrato adicionado ao filme de SPI. Esses resultados podem estar relacionados
as fracas interagdes por meio de interacdes de hidrogénio entre SPI e EB, verificadas pelo FTIR.

A adicdo do polissacarideo aos filmes de SPI e SPI+EB aumentou significativamente a

tensdo e mddulo de Young e reduziu a elongacdo na ruptura dos filmes, tanto para o filme sem
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extrato (0% EB) quanto para todas as concentracdes de extrato analisadas. No caso da tenséo,
0 aumento foi de 92% para os filmes sem extrato e em média 171% para os filmes com extrato,
mostrando que a combinacdo do ALG e do EB foi vantajosa para resisténcia mecanica dos
filmes de SPI. Provavelmente, o polissacarideo e 0s compostos bioativos da beldroega, como
flavonoides, interagiram com os grupos funcionais das moléculas SPI e contribuiram para uma
maior resisténcia a tracdo em comparagdo com o filme simples de SPI. Han et al. (2018) e
Maryam Adilah et al. (2018) adicionaram extrato de residuo de alcacuz e de caro¢o de manga,
respectivamente, a filme de SPI, e atribuiram o aumento da tensdo dos filmes com extrato a
reticulacdo de grupos polifendlicos do extrato com a matriz da SPI. Vale ressaltar que o pH 11
utilizado para elaboracdo dos filmes nesse estudo pode ter contribuido para aumento da
resisténcia dos filmes de SPI com ALG e EB, uma vez que em pHs elevados, distantes do ponto
isoelétrico, as proteinas mudam sua forma globular para a forma de cadeia estendida, expondo
grupos sulfidrila e hidrofébicos, fato que pode facilitar interacdes intermoleculares e melhorar
as propriedades mecanicas (MAURI; ANON, 2008; OLIVEIRA, SILVA, MAURO, 2021).
Nos filmes compostos de SPI-ALG observou-se que a adicdo de EB aumentou
significativamente (p<0,05) a tenséo, elongacdo na ruptura e médulo de Young desses filmes,
mesmo com baixas concentragdes do extrato vegetal (2,5%). Conforme maiores quantidades de
extrato foram sendo adicionadas, maiores foram os valores de tensdo e elongacdo obtidos. O
aumento da tensdo foi de 18,5% com acréscimo de 2,5% EB e atingiu 31,9% com 5% EB,
enquanto a elongacdo na ruptura aumentou em 20,3 e 35,4%, com 2,5% e 5% EB,
respectivamente. O modulo de Young, no entanto, ndo sofreu alteracdo em relacdo a quantidade
de EB adicionado. Os resultados das propriedades mecéanicas dos filmes compostos (SPI-ALG)
podem estar relacionados a sua microestrutura. A presenca do polissacarideo na estrutura parece
criar relevos na superficie do filme, com zonas mais elevadas que outras (Figura 4.4e a 4.4h),
0 que pode indicar uma separacdo de fases, em que cada fase fica enriquecida com um dos
biopolimeros, fortalecendo a rede proteica e favorecendo a resisténcia do filme (Tabela 4.2).
Portanto, a adicdo de EB parece ter contribuido ainda mais para fortalecimento da estrutura
possivelmente pela formagdo de uma rede estavel através da reticulagdo de grupos da matriz
SPI-ALG com grupos polifendlicos do extrato, contribuiu para formagéo de filmes com elevada
resisténcia mecanica (HAN et al., 2018; MARYAM ADILAH et al., 2018).
No caso dos filmes simples de SPI, notou-se que as formulagfes que apresentaram maior
resisténcia (0; 3,75 e 5% EB, Tabela 4.2) foram as que apresentaram 0s maiores valores de
cristalinidade relativa (Tabela 4.1). Essa relacdo tambem foi verificada por Soni et al. (2021),

gue analisaram filmes de nano fibra de celulose com adicdo de diferentes amidos e atribuiram
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as maiores resisténcias ao aumento da cristalinidade. No entanto, essa relacao néo foi verificada
no caso dos filmes com adicdo de ALG, no qual o mais cristalino (0% EB) apresentou menor
resisténcia a ruptura. Além disso, o ICR dos filmes compostos (SPI-ALG) com EB néo
apresentou diferenca significativa (p<0,05), enquanto a resisténcia dos filmes com
concentragOes acima de 3,75% foi significativamente maior (p<0,5), comparada a dos filmes

com menores concentrac;()es de extrato.

Tabela 4.2 — Espessura e propriedades mecénicas (tensdo, deformacdo na ruptura e médulo de
Young) dos filmes sem e com adicédo de diferentes concentracGes de extrato de beldroega.

. Espessura Tensao Deformacéo Madulo de
Formulacéo
(mm) (MPa) (%) Young (MPa)
SPI-0% EB 0,19 +0,04* 2,75+0,30*® 219,50 +27,94** 19,29 +5,31%B
SPI-2,5% EB 0,20 £0,04* 2,25+0,38"8 179,97 + 3551 20,17 + 3,492
SPI1-3,75% EB 0,18 £0,03* 2,47 £ 0,248 22273 +9,28%A 19,60 + 2,49%B
SPI-5% EB 0,20 £0,05° 2,67 +0,16*® 212,05+ 34,83%®A 2345+ 2,86%B
SPI-ALG-0% EB 0,23+0,028 5,28 +0,32°* 44,52 + 3,24°B 75,53 + 14,6704

SPI-ALG-2,5% EB 0,21+0,022 6,26 + 0,56°A 53,56 + 6,18%B 92,86 + 8,622A
SPI-ALG-3,75% EB  0,23+0,03* 6,81+0,602* 56,17 +3,93%B 103,08 + 17,642~
SPI-ALG-5% EB 0,22+0,0228 6,96 + 0,202~ 60,29 + 8,092B 98,12 + 13,8724~

*Resultados expressos em (média + desvio padréo)

**a,b, ¢ Letras minusculas diferentes na mesma coluna e mesma matriz polimérica indicam diferenca significativa
(p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

***A B Letras mailsculas diferentes na mesma coluna e mesma concentracéo de EB indicam diferenca significativa
(p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

4.3.5 Aparéncia visual e propriedades oticas

Aparéncia e propriedades oticas dos filmes s&o de primordial importancia pois
influenciam diretamente a aceitacdo do produto pelo consumidor quando utilizados como
embalagem de alimentos, além da opacidade estar relacionada a barreira a luz, que induz
reacOes de oxidacdo. Na Figura 4.7 observa-se a aparéncia macroscopica dos filmes de SPI e
SPI-ALG, sem e com adi¢do de EB em diferentes concentragdes. Nota-se que filmes simples
de SPI (Figura 4.7a) sdo mais brilhosos e transparentes comparados aos que contém ALG
(Figura 4.7b). Pela Tabela 4.3 é possivel comprovar tal fato, verificando que a opacidade do
filme composto (SPI-ALG) foi significativamente maior (p<0,05) que a do filme simples (SP1),

aumentando aproximadamente trés vezes com a adicdo do polissacarideo. Provavelmente isso
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ocorreu devido ao aumento da rugosidade observada na estrutura superficial dos filmes SPI
com adicdo de ALG (Figura 4.4e2), que aumentou a dispersdo da luz e diminuiu a transparéncia
dos filmes (ACOSTA et al., 2015; AMADO; SILVA; MAURO, 2020). Houve aumento na
opacidade, também significativo, com a adi¢cdo de ALG aos filmes de SPI-EB. Em relacdo a
adicdo de EB aos filmes simples e compostos, observou-se que 0 extrato proporcionou
comportamento diferente dependendo de cada matriz polimérica, uma vez que ao ser
adicionado nos filmes simples de SPI, ocasionou reducdo da opacidade, enquanto nos filmes
SPI-ALG, levou a um aumento da opacidade. Nos filmes compostos (SPI-ALG) conforme a
concentracdo de extrato foi sendo incrementada na solucdo filmogénica, os valores de
opacidade cresceram mais que proporcionalmente, chegando a um aumento de 33% na
formulacdo com 5% EB, em relacdo ao filme sem extrato.

O parémetro L* foi reduzido significativamente (p<0,05) com a adigé&o de EB, tanto nos
filmes de SPI quanto de SPI-ALG, indicando que o extrato acarretou uma reducao da claridade
dos filmes. Pelos dados obtidos do extrato (Tabela 4.3) nota-se que este apresenta valor de L*,
a* e b* proximos a zero, e, portanto, tendendo ao preto, o0 que corrobora o escurecimento dos
filmes observado apés adicdo do EB. Tendéncias semelhantes na variacdo de L* foram
observadas com adicdo de outros extratos com propriedades antioxidantes em filmes de SPI,
como extrato de castanha (WANG et al., 2016), extrato de caroco de manga (MARYAM
ADILAH et al., 2018) e extrato de pinhdo (SOUZA et al., 2020).

Em relagéo ao pardmetro a*, o extrato reduziu significativamente (p<0,05) seu valor,
tornando-o0 mais negativo, portanto, tendendo ao verde. O valor de b* do filme de SPI foi 33,73,
responsavel pela coloracdo amarela caracteristica dos filmes a base de proteina de soja
(MAURI; ANON, 2008; SOUZA et al., 2020). O valor de b* do filme composto (SPI-ALG)
apresentou aumento significativo (p<0,05) em relacdo ao filme simples (SPI), e ambos
apresentaram aumento significativo com acréscimo gradual de EB, apenas nédo diferindo entre
as concentracbes de 3,75 e 5% EB nas solucbes filmogénicas dos filmes compostos.
Comportamento semelhante, de reducdo do a* e aumento de b*, foi reportado anteriormente
apos adicdo de extrato vegetal de Cedrus Deodara em filmes de proteina de soja com
nanocristais de celulose (YU et al., 2018).
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Figura 4.7 — Fotos dos filmes elaborados com SPI (5%) sem (a) e com adicdo de ALG (1%)
(b), acrescidos de EB em diferentes concentragdes: (1) a (4): 0; 2,5; 3,75 e 5%, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 4.3 — Par@metros de cor e opacidade dos filmes de SP1 e SPI-ALG sem e com adicdo de
diferentes concentragdes de extrato de beldroega.

Formulagdo Opacidade L* a* b*
Extrato beldroega - 1,69 +0,13 2,06 +0,13 2,19+£0,13
SPI1-0% EB 4,98 +0,21*® 83,28 +0,93*A -3,80+0,43%8 33,73 +3,04%B
SP1-2,5% EB 4,04 +0,48B 7741 +161°A -586+0,48° 5448 +4,62°A
SPI-3,75% EB 3,91+0,45%8 7569+ 321" -7,65+0,708 60,73 + 6,494
SPI-5% EB 4,48 +0,48>8 66,98 £ 2,594 -512+0,33°B 72,87 +2,132A
SPI-ALG-0% EB 14,44 + 0,25~ 79,10 £0,77*B  -1,04 +0,32** 37,95+ 0,88°A
SPI-ALG-2,5% EB 16,36 +0,18>* 69,99 + 0,428 -3,28 +0,29°A 53,93 +0,57°*
SPI-ALG-3,75% EB 16,77 +0,49°” 68,39 +0,62°8 -4,80 +0,36%" 55,80 + 0,30*E
SPI-ALG-5% EB 19,14 £ 0,93*~ 62,79 + 1,889 -394+ 0,41°A 55,69 + 0,80*B

*Resultados expressos em (média + desvio padrao)

**a,b, ¢, d Letras minGsculas diferentes na mesma coluna e mesma matriz polimérica indicam diferenca
significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

***A B Letras mailsculas diferentes na mesma coluna e mesma concentracdo de EB indicam diferenca
significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

A Figura 4.8 apresenta a transmitancia a luz dos filmes SPI1 (5%) e SPI (5%)-ALG (1%)
sem e com EB em diferentes concentracdes, na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm.
Observou-se que ndo houve transmissdo a luz na faixa do ultravioleta (200 -350 nm),
para todos os filmes analisados, independentemente do nivel de extrato. Provavelmente isso se

deve aos compostos presentes no SPI, como tirosina, fenilalanina e triptofano, que séo
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cromoforos sensiveis que absorvem luz abaixo de 300 nm (L1 et al., 2004; WANG et al., 2016).
Na faixa do visivel (350-800 nm) a transmitancia variou entre as diferentes formulagdes.
Comparando os filmes de SPI e SPI-ALG nota-se que filmes sem adicdo do polissacarideo
foram os que mais transmitiram luz. Em relagdo a adicdo de EB, observa-se que, até o
comprimento de onda de aproximadamente 696 nm, o extrato reduz a transmitancia dos filmes,
tanto para os simples quanto para os compostos, dados que corroboram com as medidas de
opacidade (Tabela 4.3). Acima de 696 nm, no entanto, o filme de SPI transmite proximo ao
filme 3,75%EB e o filme SPI-ALG passa a transmitir menos que os filmes compostos com
adicédo de EB.

Verificou-se que os filmes com extrato apresentaram dois picos, em aproximadamente
470 nm e 670 nm. Os picos de menor intensidade, em 470 nm, podem estar relacionados a
presenca de carotenoides. Picos mais evidentes, em aproximadamente 670 nm, provavelmente
se devem a presenca de clorofila, principal pigmento das plantas verdes, que apresenta banda
de absorcdo Gtica variando de 650 a 700 nm (DOMINGUEZ-PACHECO; HERNANDEZ-
AGUILAR; CRUZ-OREA, 2017; LIU et al., 2000; VALENCIA-HERNANDEZ et al., 2020).

Figura 4.8 - Transmitancia dos filmes elaborados com SPI (5%) sem (a) e com adicdo de
alginato de sodio (b), com diferentes concentragdes de extrato de beldroega (EB).
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Fonte: Elaborado pelo autor
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4.3.6 Teor de agua, solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua

A umidade, solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua dos filmes de SPI e SPI-
ALG, ambos sem e com adi¢do de diferentes concentracdes de extrato de beldroega, estéo
apresentados na Tabela 4.4.

Os resultados de teor de agua variaram de 14,50 a 15,15 (g/100g amostra) quando
consideradas todas as formulacGes de filme biodegradavel, ndo se observando diferenca
significativa (p < 0,05) sobre o teor de 4gua dos filmes de SPI com adi¢do de ALG e de EB.

A solubilidade em agua, que corresponde a capacidade do filme de se dissolver na dgua
em condicBes previamente estabelecidas (neste caso apds 24 h a temperatura de 25°C e agitagédo
constante) é uma propriedade importante dos filmes biodegradaveis, uma vez que uma
estabilidade razoavel é esperada para que sejam possiveis aplicagdes relacionadas a embalagem
de alimentos (ERDEM et al., 2022; SU et al., 2010). De acordo com os resultados, a adicdo de
ALG causou um aumento significativo (p < 0,05) na solubilidade dos filmes,
independentemente da quantidade de EB. Este resultado pode ser atribuido a natureza
hidrofilica do ALG, levando a um aumento da afinidade pela &gua na matriz dos filmes. A
adicdo de EB, no entanto, néo alterou a solubilidade em agua dos filmes simples (SPI), que foi
em média 41,5%, e mostrou tendéncia de aumento da solubilidade dos filmes compostos (SPI-
ALG). Filmes SPI-ALG-EB (5%) apresentaram solubilidade significativamente maior (p<0,05)
em relacédo ao filme sem EB e com 3,75%EB.

Em relacdo a permeabilidade ao vapor da dgua observou-se que ndo houve diferenca
estatistica (p<0,05) com adicdo de EB, tantos nos filmes de SPI quanto de SPI-ALG, nos dois
gradientes de umidade relativa analisados (Tabela 4.4). A Unica diferenca estatistica observada
foi em relagdo a adicdo de ALG aos filmes SPI-5%EB, que aumentou significativamente na
maior UR meédia analisada. Quanto a influéncia da UR que circunda o filme, observou-se
tendéncia de aumento da PVA quando expostos a uma UR média maior (90-64,5%), 0 que
provavelmente esta relacionado a saturagdo dos sitios de ligagdo com dgua com aumento da UR
média (AMADO; SILVA, MAURO, 2020; BRANDELERO; YAMASHITA; GROSSMANN,
2010).
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Tabela 4.4 — Umidade, solubilidade e permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes de SPI e SPI-
ALG sem e com adicdo de extrato de beldroega.

PVA x 10'° (g/m-s-Pa)

B Teor de agua Solubilidade
Formulagéo ] AUR (%) = AUR (%) =
(9/100g amostra)  em agua (%)
100-2 90-64,5
SP1-0% EB 15,12 + 0,664 41,76 +1,86*8 540+1,67%* 8,50+ 1,89*4
SP1-2,5% EB 15,13 + 0,42%A 41,73 +1,4228 524 +0,70** 10,98 + 3,642
SPI-3,75% EB 15,05 +0,32*A  41,25+0,51*® 555+1,81* 758+0,78*"
SPI-5% EB 14,50 + 0,713A 4152 +0,52*8  6,85+215%" 711+2,10*B
SPI-ALG-0% EB 15,15 + 0,71%A 49,95 +0,80°" 6,48 +0,46%" 9,47 +0,39*A
SPI-ALG-2,5% EB 14,91 +0,74*A 50,78 £ 0,49%>* 595+0,73*A 9,42 +0,80*"
SPI-ALG-3,75% EB 14,79 + 0,472A 50,16 + 0,25°A 6,19 + 1,422~ 9,90 + 1,754
SPI-ALG-5% EB 15,14 + 0,63*A 51,54 +0,86*" 5,90 +0,75%" 11,53 +1,48*A

*Resultados expressos em (média * desvio padrao)

**a,b Letras mindsculas diferentes na mesma coluna e mesma matriz polimérica indicam diferenca significativa (p <
0,05) de acordo com o teste de Tukey.

***A B Letras mailsculas diferentes na mesma coluna e mesma concentragdo de EB indicam diferenca significativa
(p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

4.3.7 Atividade antioxidante

A Tabela 4.5 apresenta atividade antioxidante (AA) pelo método DPPH, do extrato de
beldroega e dos filmes de SPI e SPI-ALG sem e com adicdo do extrato, que foi acrescentado
nas porcentagens de 2,5; 3,75 e 5%. Vale ressaltar que nos filmes com menor concentracdo de
extrato foi adicionado alcool etilico 80% (solvente utilizado na extracdo da planta), atingindo
assim quantidades equivalentes de solvente em todas as formulagdes.

Notou-se que filmes de SPI e SPI-ALG, sem adicdo de extrato, apresentaram atividade
antioxidante ndo desprezivel, a qual pode ser atribuida a alguns aminoacidos da SPI (como
fenilalanina, cisteina, histidina, tirosina e triptofano), considerados potentes captadores de
radicais livres (KANG et al., 2013; WANG et al., 2016). Com a adi¢cdo do ALG houve reducéo
significativa (p<0,05) da atividade antioxidante, que pode estar relacionada a alteracBes na
estrutura da rede polimérica.

A capacidade de captura do radical DPPH aumentou significativamente (p<0,05) com a
adicdo do EB, tanto para os filmes de SPI quanto de SPI-ALG, no entanto, em magnitudes
diferentes. Nos filmes simples a atividade antioxidante aumentou em média 85%, e nao se

verificou diferenca significativa (p<0,05) entre as diferentes concentracdes de EB. Para os
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filmes SPI-ALG o aumento foi de 62% com 2,5 e 3,75%EB e atingiu 75% com 5%EB, cujo
aumento foi significativo em relacdo as menores concentracdes. Esses resultados podem estar
associados as fracas interacdes entre SPI e EB, como verificado pela analise de FTIR e de
propriedades mecanicas, que podem ter permitido que os compostos antioxidantes fossem
facilmente liberados dos filmes SPI durante a extragdo (WANG et al., 2016). Como os filmes
SPI-ALG-EB apresentam intera¢es mais fortes, verificadas principalmente pela maior tensao
(Tabela 4.2), é possivel que a liberacdo dos compostos antioxidantes tenha sido dificultada nos
filmes compostos com EB, 0s quais apresentaram menores aumentos na capacidade
antioxidante com a adicdo do extrato vegetal. Han et al. (2018) em sua revisdo pontuam que a
atividade antioxidante nem sempre aumenta linearmente com acréscimo de antioxidante,
podendo até ser reduzida. Os autores atribuem o fato a um possivel excesso de compostos

antioxidantes ou a interacdo entre os antioxidantes e a matriz polimérica.

Tabela 4.5 — Atividade antioxidante pelo método DPPH do extrato de beldroega e dos filmes
de SPI e SPI-ALG sem e com adigéo de diferentes concentracdes do extrato.

Formulacéo DPPH (umol/100g)
Extrato beldroega 1246,21 + 170,38
SP1-0% EB 72,91 + 1,60°4
SP1-2,5% EB 136,22 + 6,64%A
SPI1-3,75% EB 135,76 + 4,664
SP1-5% EB 131,76 + 6,354
SPI-ALG-0% EB 56,69 * 4,32¢8
SPI-ALG-2,5% EB 92,05 + 7,208
SPI-ALG-3,75% EB 92,30 + 4,498
SPI-ALG-5% EB 99,07 + 2,988

*Resultados expressos em (média + desvio padrao)

**a,b, ¢ Letras mindsculas diferentes na mesma coluna e mesma matriz polimérica indicam diferenca significativa
(p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

***A B Letras mailsculas diferentes na mesma coluna e mesma concentracdo de EB indicam diferenca
significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

4.4 Conclusodes

O acréscimo de ALG 1% em filmes de SPI 5% ndo alterou a cristalinidade relativa,

umidade e permeabilidade ao vapor de agua e reduziu a atividade antioxidante dos filmes SPI,
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no entanto, aumentou significativamente (p<0,05) a tensdo, a elongacao na ruptura, o médulo
de Young e a barreira a luz.

A adicdo de extrato de beldroega (EB) em filmes a base de SPI e SPI-ALG ndo alterou a
estrutura dos filmes (FTIR), no entanto, reduziu a cristalinidade relativa dos filmes de SPI com
acréscimo de pequena quantidade (2,5%) e dos filmes de SPI-ALG com adicdo de todas as
concentracfes estudadas (2,5 a 5%). Além disso, a incorporacdo de EB aos filmes
biodegradaveis simples e compostos aumentou a opacidade e a atividade antioxidante deles, e
nos filmes compostos também aumentou a resisténcia a tensdo. Portanto, EB pode ser utilizado
em filmes biodegradaveis e comestiveis com intuito de, principalmente, aumentar sua
resisténcia mecanica e prolongar a vida util de alimentos embalados devido a maior barreira a
luz e a maior atividade antioxidante.

Deste modo, extratos naturais de plantas, como de Portulaca oleracea L., podem ser
ingredientes promissores para formacéo de filmes simples de proteina e compostos de proteina-
polissacarideo, resultando em filmes com diferentes propriedades fisico-quimicas que podem

ser destinados a diferentes aplicagdes.
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5 FILMES BIODEGRADAVEIS E ATIVOS APLICADOS COMO EMBALAGENS DE
CHIPS DE MANGA (MANGIFERA INDICAL.)

RESUMO

A adicdo de polissacarideos e de extratos de plantas com atividade antioxidante podem
melhorar as caracteristicas de filmes elaborados apenas por proteina. No presente estudo foi
utilizado alginato de sodio (ALG) e extrato de beldroega (Portulaca oleracea L.) (EB) para
elaboracdo de filmes biodegradaveis a base de proteina isolada de soja (SPI), visando aumentar
a protecdo contra as reacOes de oxidacao de chips de manga durante armazenamento. O objetivo
do presente estudo foi avaliar o desempenho desses filmes na forma de embalagem tipo saché
para chips de manga. Foram investigadas embalagens biodegradaveis de SPI, de SPI com
alginato de sodio (SPI-ALG) e de ambas com adicdo de EB (SPI-EB e SPI-ALG-EB), as quais
foram comparadas entre si e com uma embalagem de polietileno de alta densidade (PEAD),
avaliando-se a permeabilidade (ao oxigénio e ao vapor de dgua) e a opacidade dos filmes, bem
como a eficacia das embalagens sobre a qualidade fisica e quimica de chips de manga ao longo
do tempo. Alteracdes de qualidade de chips de manga envasados a vacuo, nas diferentes
embalagens, foram determinadas durante armazenamento a 25 °C por 100 dias, com base em
parametros de cor, contetido de B-caroteno e atividade antioxidante (realizada pelos métodos
ABTS e DPPH). Os resultados de diferenca total de cor foram descritos pelo modelo de cinética
de reacdo de ordem zero e mostraram que a embalagem convencional (PEAD) preservou de
forma mais efetiva a cor dos chips de manga, enquanto a embalagem elaborada apenas com SPI
apresentou maior taxa de perda da cor. As variagdes de conteudo de B-caroteno e atividade
antioxidante pelo método DPPH foram descritas pelo modelo de cinética de reacdo de segunda
ordem. A cinética de B-caroteno demonstrou que a embalagem de PEAD apresentou maior taxa
de oxidacdo desses compostos nos chips de manga, provavelmente devido a maior
permeabilidade ao oxigénio do que as embalagens biodegradaveis, como foi constatado no
presente trabalho. Pelo modelo de cinética do DPPH, no entanto, apesar da segunda maior
constante de velocidade de reacdo corresponder as amostras armazenadas no PEAD, ela
apresentou pouca diferenca em relacdo as amostras em embalagens com alginato. As
embalagens biodegradaveis causaram maior alteragdo dos pardmetros de cor dos chips de
manga em relacdo ao PEAD, sem provocar alteragdes nutricionais relevantes, o que sugere
algum tipo de interacdo entre o filme e as amostras. No geral, dentre os filmes biodegradaveis,

0 SPI-ALG parece ter sido 0 que mais contribuiu para manutencao da qualidade dos chips de
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manga, apresentando menor taxa de alteracdo de cor entre os biodegradaveis e menor taxa de
degradacao de B-caroteno entre todos os filmes analisados, sendo, portanto, uma boa alternativa

para preservacao da qualidade de frutas secas armazenadas a vacuo e em temperatura ambiente.

5.1 Introducéo

A embalagem de plastico é de extrema importancia na preservacao da qualidade e no
transporte de alimentos (DEBEAUFORT; QUEZADA-GALLO; VOILLEY, 1998). No
entanto, por ndo serem biodegradaveis e possuirem ineficiente processo de reciclagem, sua
utilizacdo tem um enorme impacto negativo ao meio ambiente. Assim, é crescente o interesse
em desenvolver materiais biodegradaveis, sendo os filmes a base de polimeros naturais (como
proteinas, polissacarideos ou a combinacdo deles) alternativas promissoras aos filmes plasticos
derivados do petroleo (CAZON et al., 2017; HAN; YU; WANG, 2018; WIHODO; MORARU,
2013). Além disso, esses filmes podem, opcionalmente, ser consumidos como alimento
(RATTAYA et al., 2009). Adicionalmente as vantagens ao meio ambiente, essas embalagens
podem fornecer uma melhor barreira ao oxigénio e a luz comparada ao polimero sintético, e
podem, ainda, conter antioxidantes naturais, uma oportunidade para enriquecer os produtos
embalados e aumentar sua vida util (SAHRAEE et al., 2019; SHELDON; NORTON, 2020;
RANGARAJ et al., 2021; SONI et al., 2021; VIDAL et al., 2022). Embalagem com adigéo de
compostos antioxidante pode ser considerada um “sistema de embalagem ativa”, que
corresponde a uma técnica relativamente recente que busca, através da interacdo de compostos
da embalagem com o alimento, aumentar a vida util do produto, mantendo a seguranca e a
qualidade, razéo pela qual vem recebendo grande atencdo em aplicagdes de armazenamento de
alimentos (KOSHY et al., 2015; RANGARAJ et al., 2021).

Dentre os biopolimeros, a proteina de soja € um dos recursos de biomassa mais
abundante do planeta, possuindo baixo preco e grande potencial de aplicacdo como material de
embalagem de alimentos. A proteina isolada de soja (SPI), que é produzida a partir da soja
desengordurada, é considerada um subproduto da industria de 6leo de soja, de extragdo simples
e alto rendimento, além de ser rica em grupos funcionais (MARYAM ADILAH; JAMILAH,;
NUR HANANI, 2018; RANI et al., 2021). No entanto, ndo ha uma fonte de proteina individual
capaz de fornecer todas as propriedades desejadas do filme comestivel, permanecendo uma
necessidade de explorar novas misturas, como adi¢ao de polissacarideos e/ou extratos vegetais,
visando aprimorar as propriedades e melhorar o desempenho geral dos filmes biodegradaveis a

base de proteina.



Capitulo 5 167

O alginato de sodio é um polissacarideo linear e sollvel em agua, isolado de algas
marrons (Phaeophyceae). E constituido por mondmeros de acido 8-D-manurénico e residuos
de a-L-4cido gulurdnico ligados em diferentes proporcdes na cadeia. Além disso, € considerado
um biopolimero de baixo custo, ndo toxico, biodegradavel e biocompativel, que apresenta
propriedades promissoras para formacdo de filmes comestiveis (BAGHERI; RADI; AMIRI,
2019; PARREIDT; MULLER; SCHMID, 2018; RHIM, 2004).

Embalagens comestiveis ativas estdo sendo desenvolvidas pela incorporacdo de
antioxidantes naturais na matriz do polimero comestivel utilizado. Do ponto de vista
tecnoldgico, o agente € misturado com o polimero por dissolu¢do em um solvente apropriado e
a aplicacdo da solugdo segue mesmo principio dos filmes comestiveis sem aditivos. A
incorporacdo de extratos vegetais com atividade antioxidante em filmes comestiveis tem
recebido grande atencédo principalmente para auxiliar no armazenamento de alimentos, uma vez
gue podem melhorar as caracteristicas mecéanicas da embalagem e atuar como barreira ao
oxigénio e a luz, aumentando a estabilidade a oxidacdo do alimento a ser embalado, que é um
dos principais problemas que afetam sua qualidade (GOMEZ-ESTACA et al, 2014; HAN et
al., 2018; RANGARAJ et al., 2021). Diferentes antioxidantes naturais foram usados para
aumentar as propriedades antioxidantes de filmes a base de proteina de soja, como extrato de
uva vermelha (CIANNAMEA; STEFANI; RUSECKAITE, 2016), extrato de residuo de
alcaguz (HAN; YU; WANG, 2018) e extrato de caro¢co de manga (MARYAM ADILAH,;
JAMILAH; NUR HANANI, 2018).

A Portulaca oleracea L., popularmente conhecida como beldroega, € uma planta
espontanea (erva daninha) que pode ser encontrada em lavouras e gramados em todo o mundo,
uma vez que cresce em diversas condigdes de solo e clima (KUMAR et al., 2022). A beldroega
possui um alto teor de fitoquimicos, como flavonoides, alcalbides, terpendides, proteinas,
carboidratos, vitaminas e minerais (como fésforo, céalcio, magnésio e zinco). Além disso, possuli
alto nivel de acidos graxos (principalmente 6mega-3 e a-linolénico), que geralmente ndo sdo
sintetizados em plantas terrestres, sendo, portanto, considerada um alimento nutritivo e
medicinal (KUMAR et al., 2022; UDDIN et al., 2014). Ha diversos estudos recentes que
apresentam propriedades benéficas dessa planta, como antivirais (LI et al., 2019; LIU et al.,
2021), anti-inflamatodrias (MIAO et al., 2019) e antioxidantes (MA et al., 2020).

Pode-se encontrar na literatura varios estudos da aplicagdo de embalagens
biodegradaveis ativas, que comprovam que os alimentos armazenados podem ser preservados
devido ao potencial antioxidante dos filmes, no entanto, a maioria desses filmes sao utilizados

em Oleos e carnes, como 6leo de linhagca (SOUZA et al., 2020), 6leo de pele de frango
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(NILSUWAN et al., 2019), carne bovina (BERMUDEZ-ORIA et al., 2019), filé de peixes
(BARBOSA-PEREIRA et al., 2013; CAI; WANG; CAO, 2020) e sardinha (LOPEZ-DE-
DICASTILLO et al., 2012), ou ainda em frutas frescas, como morango (KANIKIREDDY et
al., 2020; YAN et al, 2020), tomate (KAEWKLIN et al, 2018) e mirtilo
(BANDYOPADHYAY et al., 2019; LU et al., 2021). Quanto ao armazenamento de frutas
desidratadas, que possuem maior vida Util, até onde se tem conhecimento, hd apenas um
trabalho com uvas-passas que utilizou filme de poli(alcool vinilico) com adicdo de extrato de
semente de uva, sendo que apds 182 dias de armazenamento, as uvas que estavam nessas
embalagens apresentaram maiores teores de compostos fendélicos e maior atividade antioxidante
que as armazenadas em polietileno (MIGLIORANZA et al., 2021).

A manga € considerada uma importante fruta em diversas partes do mundo, por possuir
propriedades sensoriais agradaveis, como cor atrativa e sabor doce, além de importantes
compostos antioxidantes, como carotenoides, acido ascérbico e compostos fendlicos
(PALAFOX-CARLOS; YAHIA; GONZALEZ-AGUILAR, 2012; SALGADO; GIRALDO;
ORREGO, 2017). Devido ao curto periodo de amadurecimento, sua vida atil é limitada,
portanto, métodos de conservagdo, como a secagem, sdo importantes para a conservacgao dessa
fruta por mais tempo.

O objetivo do trabalho foi avaliar o desempenho de filmes biodegradaveis na forma de
embalagem tipo saché durante o armazenamento de chips de manga sob véacuo, utilizando
filmes de proteina isolada de soja (SPI) e de proteina isolada de soja com alginato de sddio
(SPI-ALG), ambos com adicdo de extrato de beldroega (SPI-EB e SPI-ALG-EB) em
comparacdo ao polietileno de alta densidade (PEAD). Para tanto, as embalagens foram
comparadas com base na permeabilidade ao vapor de dgua e ao oxigénio e na opacidade dos
filmes, e sua eficécia sobre a qualidade da fruta foi avaliada através do contedo de nutrientes
(contetido de B-caroteno e atividade antioxidante), além dos parametros de cor dos chips de

manga determinados ao longo do periodo de armazenamento.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Materiais

Proteina isolada de soja (SPI) com teor de proteina de 91,14% (base seca), de cinzas
5,2% (base Umida) e de umidade 6,41% (base umida) foi adquirida da empresa Ecil Ingredientes
(S&o Paulo, Brasil), alginato de sddio (viscosidade 470 mPas) (GRINDSTED® Alginate FD
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175) foi doado pela Danisco Brasil Ltda. Mangas (Mangifera indica L.) da cultivar Palmer,
safra de 2020/2021, foram adquiridas na CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazens
Gerais do Estado de Sdo Paulo) de Séo José do Rio Preto — Sdo Paulo.

Glicerol bidestilado utilizados nos filmes e os reagentes, grau PA, utilizados na analise
de carotenoides foram da marca Synth. Para a quantificacdo da atividade antioxidante utilizou-
se 2,2 -Azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) e 6-Hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-acido carboxilico (TROLOX) da marca Sigma e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) da Chemicals.

5.2.2 Elaboracéo dos filmes

Foram elaboradas quatro formulagdes de filme biodegradavel, a saber: & base de isolado
proteico de soja (SPI), a base de SPI com adi¢do de extrato de beldroega (SPI-EB), a base de
SPI com adicdo de alginato de sédio (SPI-ALG) e a base de SPI com adicdo de ALG e EB (SPI-
ALG-EB). Os filmes SPI, SPI-ALG, SPI-EB e SPI-ALG-EB foram elaborados conforme
descrito no item 4.2.3 (Capitulo 4). A concentragdo de SPI foi de 5% (m/m) e a adicdo de ALG
correspondeu a 1% (m/m). Para filmes com adicdo de extrato, dentre as concentracfes de EB
analisadas no Capitulo 4, selecionou-se a de 5% EB, que apesar de proporcionar filmes com
maior solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua sem diferenca estatistica (p<0,05)
comparada as demais, foi a que proporcionou maior barreira a luz, maior resisténcia, além de

alta atividade antioxidante aos filmes, quando comparada as demais formulagdes.

5.2.3 Propriedades dos filmes

5.2.3.1 Espessura
As medidas de espessura foram realizadas em pelo menos dez pontos aleatorios de cada

formulacdo de filme utilizando um micrémetro digital (MDC-25SB, Mitutoyo, Japao).

5.2.3.2 Permeabilidade ao vapor de agua

A permeabilidade ao vapor de dgua (PVA) dos filmes biodegradaveis e do polietileno
de alta densidade foi determinada segundo o método ASTM E 96-95 (ASTM E 96-95),
utilizando gradiente de umidade relativa de 100-2%. Detalhes da anélise e dos calculos estéo

no item 3.2.3.10 do capitulo 3. No entanto, para o filme de polietileno, por apresentar baixa
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permeabilidade ao vapor de agua, os intervalos de pesagem e tempo total de analise foi maior,

uma vez que as capsulas foram pesadas a cada 12 h durante 5 dias.

5.2.3.3 Permeabilidade ao oxigénio

As taxas de permeabilidade ao oxigénio (TPO2) foram determinadas pelo método
coulomeétrico, segundo procedimento descrito nanorma ASTM F 1927 (2020), em equipamento
OXTRAN, modelo 2/22, da MOCON, operando com oxigénio puro como gas permeante. Os
ensaios foram realizados a 23 °C e a 50% UR. Detalhes da analise e dos célculos estdo no item
3.2.3.13 do capitulo 3.

5.2.3.4 Opacidade

Para determinar a opacidade dos filmes foi utilizado um espectrofotdometro de bancada
(HunterLab, ColorFlex, Estados Unidos). A opacidade foi determinada através da relacao entre
a opacidade do filme em um padrdo preto (Yp) e a opacidade do filme em um padréo branco
(Yb), Equacdo 5.1. As analises foram realizadas em triplicata e, para cada amostra, foram
registrados valores para quatro diferentes posicoes.

Opacidade = —* (5.1)

<<

o

5.2.4 Preparo das embalagens e armazenamento

As mangas foram desidratadas segundo metodologia de Amado, Silva e Mauro (2020),
a temperatura de 60,3 °C (£0,1) e umidade relativa de 12,13% (1,64), utilizando secadores de
leito fixo com conveccgdo forcada de ar aquecido com resisténcias elétricas. As mangas foram
sanitizadas em solucdo de hipoclorito de sodio (1% v/v) por 5 min, lavadas em agua corrente e
secas a temperatura ambiente. Em seguida foram cortadas em fatias de espessura 0,55 + 0,01
cm usando fatiador elétrico (Marca ECO, Brasil) e moldadas manualmente em circulos de 3,5
cm de diametro usando molde metélico. As mangas in natura apresentaram média de sélidos
soltveis de 15,8 (+ 0,9) e umidade inicial de 80,63% (+ 0,50), e os pedacos de manga foram
secos até umidade de 6,67% (+ 0,59) e atividade de agua de 0,396 (£ 0,012) (Figura 5.1a). Apds
a secagem, os chips de manga foram acondicionados em uma mesma embalagem plastica e
armazenados a temperatura ambiente e no escuro durante 15 dias, para equalizagdo da umidade

entre as amostras.
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Os filmes foram cortados com dimensdes 17 x 13 cm e foi realizada uma marcacédo de
1,5 cm nas laterais para selagem, ficando, portanto, uma area 14 x 10 cm com amostra. Em
seguida, procedeu-se o0 envase a vacuo. O envase ocorreu de forma manual, adicionando-se 6
unidades de chips de manga em cada embalagem, que foi acomodada no equipamento de vacuo
e selagem (Selovac, modelo 200Sl1, Brasil) como na Figura 5.1b, aplicando-se vacuo por 12 s.

Todas as embalagens foram envasadas no mesmo dia e armazenadas a 25 °C em camaras
de climatiza¢do BOD (BT 71, Biothec, Brasil) durante 100 dias (Figura 5.1c). Durante o estudo
de armazenamento as BODs foram monitoradas quanto a umidade relativa (UR) em seu interior,
0 que resultou em uma média de UR de 51,58% (+ 6,62). Na Figura 5.1d é possivel verificar o
aspecto de cada formulacéo de filme: d1 = PEAD, d2 = SPI, d3 = SPI-EB, d4 = SPI-ALG, d5
= SPI-ALG-EB. Foram retiradas embalagens, em triplicata para cada formulagéo, apos 5, 10,
20, 40, 70 e 100 dias de armazenamento. A Figura D1, no Apéndice D, mostra as embalagens
retiradas em cada dia de analise. No préximo tempo de andlise, que seria de 150 dias, as
amostras ndo se soltaram do filme, ndo sendo possivel a realizacdo das analises, o que pode ter
sido provocado pelo forte contato da amostra com o filme, devido ao vacuo, assim como pela
umidade relativa ambiente baixa, esta Gltima reduzindo a flexibilidade dos filmes. Nos tempos
descritos, as seguintes analises nos chips de manga foram realizadas: umidade, atividade de
agua, analise de cor, conteudo de -caroteno e atividade antioxidante pelos métodos ABTS e
DPPH.

Figura 5.1 — Processo de envase e embalagens finais de cada formulacéo, sendo (a) chips de
manga antes do envase, (b) envase a vacuo, (¢) armazenamento em BOD, (d) embalagens ap6s
envase: 1 — PEAD, 2 — SPI, 3 - SPI-EB, 4 — SPI-ALG, (5) — SPI-ALG-EB.

Fonte: Elaborado pelo autor
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5.2.5 Andlises da manga durante armazenamento

5.2.5.1 Umidade

A umidade foi determinada, em triplicata para amostras de cada embalagem, pelo
método gravimétrico, com secagem em estufa a vacuo a 60 °C (modelo TE-395, Tecnal,
Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) conforme descrito na AOAC (2005).

5.2.5.2 Atividade de agua
A atividade de agua dos chips de manga foi determinada, em triplicata para amostras de
cada embalagem, utilizando um analisador de atividade de agua (AquaLab, 4TEV, EUA), a

temperatura ambiente (25 °C)

5.2.5.3 Cor

Para determinar os parametros de cor das rodelas de manga seca foi utilizado um
espectrofotdbmetro de bancada (HunterLab, ColorFlex, Estados Unidos). As amostras foram
acomodadas em um copo de vidro em algumas camadas, de maneira a ndo sobrar espacgos nao
cobertos. Em seguida o copo de vidro foi tampado e coberto com um copo preto para a leitura
da cor. O sistema utilizado foi o CIEL*a*b*, em que os parametros nele contidos sdo o L*
(dimenséo da claridade, sendo que L*=100 representa o branco e L* = 0 o preto), o a*
(representa o valor entre o verde (- a*) e o vermelho (+ a*)), e 0 b* (representa o valor entre o
azul (- b*) e o amarelo (+ b*). As analises foram realizadas em triplicata para cada embalagem,
sendo que para cada amostra a leitura foi registrada em quatro posic¢des (angulos de 0°, 90°,
180° e 270°), portanto para cada formulacdo 36 leituras foram obtidas. Além dos pardmetros
L*, a* e b* os dados foram analisados através do C* (croma, que representa o grau de
intensidade da cor), h (&ngulo hue, que representa o grau de tonalidade) e DE* (diferenca total

de cor), definidos pelas Equacdes 5.2, 5.3 e 5.4 respectivamente:

Cr =\ @)+ (5.2)

a

h=arctan [b—] (5.3)

DE* = |J(L*- L*)? +(a*-a*)? + (b*- b*)? (5.4)

em que: L*’, a*’, b*’ se referem aos pardmetros de cor da amostra inicial (tempo zero).
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5.2.5.4 Carotenoides totais

O teor de carotenoides totais foi determinado, em duplicata para amostras de cada
embalagem, de acordo com o método descrito por Rodriguez-Amaya e Kimura (2004). Os
carotenoides foram extraidos com acetona de aproximadamente 2,5 g de amostra seca,
utilizando um homogeneizador Turratec (TE-102, Tecnal, Brasil) por cerca de 1 minuto. O
homogeneizado foi filtrado a vacuo em funil com placa de vidro sinterizado (porosidade G2) e
as extracGes prosseguiram até o residuo se apresentar destituido de cor, o que ocorreu apds
aproximadamente 4 extragoes.

Em um funil de separacdo contendo aproximadamente 10 mL de éter de petroleo, foi
adicionada uma porcao do extrato de carotenoides em acetona, seguido de adicdo cuidadosa de
agua destilada (aproximadamente 400 mL). Apds a separacdo das fases, a fase inferior,
constituida de agua e acetona, foi descartada. Em seguida, a fase etérea foi lavada cinco vezes
com agua destilada para a remoc¢do completa da acetona. Apos o descarte da dgua da ultima
lavagem, o extrato etéreo foi recolhido em um bal@o volumétrico de 25 mL, fazendo-o passar
por funil de vidro contendo algoddo e uma pequena por¢ao de sulfato de sédio anidro (~ 2 g)
para remocao de eventual dgua residual. A absorbancia no comprimento de onda de 450 nm (j3-
caroteno) foi medida em espectrofotdometro UV-VIS (Thermo Scientific, GENESYS 10S UV-

VIS, EUA). O teor de carotenoides totais das amostras, em pg/g, foi expresso como [-caroteno

(C) e calculado utilizando o valor de absortividade (AL* ) de 2592, conforme Equagéo 5.5:

absorbanciaxvolume(mL)x10*
Al xmassa da amostra ()

1lcm

C (ug/9)= (5.5)

5.2.5.5 Atividade antioxidante

5.2.5.5.1 Extracdo dos compostos bioativos da manga

A extracdo dos compostos bioativos da manga foi realizada segundo Palafox-Carlos et al.
(2012) com modificagcdes. Primeiramente os chips de manga foram cortados em pedagos
pequenos e pesaram-se amostras de 0,58 g. Em seguida, acrescentou-se 20 mL de solucdo
extratora (metanol 80%) as amostras. A mistura foi agitada em homogeneizador Turratec (TE-
102, Tecnal, Brasil) durante 1 m a velocidade de 15000 rpm e, em seguida, levada a um banho
de ultrassom (Q3.0/40A, Ultronique, Brasil) por 30 min a temperatura ambiente (25 °C). Por
fim, os frascos foram dispostos em centrifuga (Z326K, Hermle, Alemanha), centrifugados a
7500 rpm por 25 min a 4 °C e os sobrenadantes coletados e armazenados a -18 °C para posterior
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avaliacdo quanto a atividade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH. As extracfes dos
compostos bioativos foram realizadas em triplicata para cada formulacdo, uma vez que para
cada ponto da cinética foram retiradas trés embalagens de cada tratamento.

Em ensaios preliminares, trés diferentes solugdes aquosas foram testadas para o
estabelecimento da melhor solugdo extratora para a manga seca: acetona 80%, etanol 80% e
metanol 80%. Resultados dos testes de atividade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH
com diferentes solugdes extratoras estdo apresentados no Apéndice E (Tabela E1). Através
desses ensaios selecionou-se a solugéo aquosa de metanol 80%, que apresentou extracdo mais
eficiente dos compostos antioxidantes por ambos 0s métodos.

5.2.5.5.2 Determinacdo da Atividade antioxidante (AA) pelo método ABTS

A atividade antioxidante total dos chips de manga foi determinada pelo método de
captura do radical ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) de acordo com
a metodologia proposta por Rufino et al. (2007b). As leituras de absorbancia foram feitas a 734
nm em espectrofotdmetro UV-VIS (GENESYS 10S UV-VIS, Thermo Scientific, EUA). A
quantificacdo foi realizada utilizando uma curva de calibragdo preparada com uma solugéo
padrdo de Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico). A atividade
antioxidante total foi expressa em pM de trolox-100 g de chips de manga. As analises foram

realizadas em triplicata para cada extrato.

5.2.5.5.3 Determinacao da Atividade antioxidante (AA) pelo método DPPH

A atividade antioxidante total dos chips de manga também foi determinada pelo método
baseado na captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995), utilizando-se uma solucdo de Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) para construcdo da curva padrdo. As leituras de
absorbancia foram feitas a 515 nm em espectrofotémetro UV-VIS (GENESYS 10S UV-VIS,
Thermo Scientific, EUA). Os resultados foram expressos em uM de trolox-100 g* de chips de
manga. As anélises foram realizadas em triplicata para cada extrato.

5.2.6 Cinética de reacgao
Os dados obtidos dos parametros de cor (L*, a*, b*, C*, h e DE*), do conteudo de f-

caroteno e de atividade antioxidante (pelos métodos ABTS e DPPH) foram analisados quanto

a ordem de reacdo de degradacdo e as velocidades de reacdo (k) calculadas. A variacdo da
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diferenca total de cor (DE*) foi representada pelo modelo de cinética de ordem zero (Equacéo
5.6), enquanto a variacdo dos parametros de cor L*, b*, C* ¢ h, conteudo de B-caroteno e AA

pelo método DPPH foram descritos pelo modelo de cinética de segunda ordem (Equacéo 5.7).

A=kt + A (5.6)

= kt+—— (5.7)

em que A se refere ao valor do fator em analise em funcéo do tempo t (dia) e k é a constante de

velocidade de reacdo, em que a unidade depende da unidade do fator A.

5.2.7 Andlises estatisticas

Os dados foram expressos em média = desvio padrdo e as médias avaliadas
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) e teste Tukey ao nivel de significancia de
0,05, utilizando software Minitab® 16.2.0.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Propriedades de barreira dos filmes

Na Tabela 5.1 estéo apresentadas as espessuras e propriedades de barreira (ao vapor de
agua, ao oxigénio e a luz) dos filmes biodegradaveis e do polietileno de alta densidade (PEAD)
utilizados como embalagens para chips de manga.

A espessura ndo variou entre as formulagdes a base de biopolimeros, no entanto, estas
foram significativamente maiores (p<0,05) quando comparadas ao PEAD, sendo mais de 2x
maior.

Pela andlise de permeabilidade ao vapor de agua notou-se que o polietileno de alta
densidade (PEAD) apresentou média significativamente menor (p<0,05) que os demais filmes.
Entre os filmes biodegradaveis ndo houve diferenca significativa (p<0,05). Vale ressaltar que,
visando a utilizacéo de filmes biodegradaveis para embalagens de alimentos, é desejavel uma
baixa permeabilidade ao vapor de agua, o0 que pode contribuir para conservagdo e seguranca

dos alimentos, e a obtencdo de propriedades de barreira a agua que se assemelhem aos filmes a



Capitulo 5 176

base de petroleo ainda é um desafio a ser superado na area de desenvolvimento de embalagens
a base de biopolimeros (MIGLIORANZA et al., 2021).

Analisando-se a permeabilidade ao oxigénio, observou-se que o PEAD apresentou
média significativamente maior (p < 0,05) que os demais, enquanto os filmes biodegradaveis
que contém ALG foram os que apresentaram menor permeabilidade ao gas (3,14 x 1071¢ sem
extrato e 2,55 x 1071® g-m/ Pa-s-m? com adicdo do EB), significativamente menor (p < 0,05)
comparados aos filmes de SPI e SPI-EB. Ao comparar o filme de PEAD com o de SPI-ALG-
EB obtém-se uma barreira cerca de 3x mais efetiva para o filme biodegradavel. Em relacéo a
adicdo do extrato foi possivel notar que este ndo alterou significativamente (p < 0,05) a barreira
ao oxigeénio, tanto do filme simples (SPI) quanto do filme composto (SPI-ALG). No caso dos
filmes compostos, houve uma reducdo na média de cerca de 19% com adi¢do do EB, no entanto,
n&o foi significativamente diferente (p<0,05). Vidal et al. (2022) analisaram permeabilidade ao
oxigénio de filme de carboximetilcelulose (CMC) com glicerina e lecitina, e compararam com
aqueles adicionados de extrato da torta de prensagem do Gleo de café e do sedimento obtido
apos clarificacdo do 6leo de café, e, assim como no presente estudo, ndo obtiveram diferenca
significativa (p<0,05) em comparacdo ao filme controle (sem adigéo dos extratos).

Devido aos baixos valores de permeabilidade ao oxigénio das embalagens comestiveis
analisadas, pode-se avaliar esses filmes como uma boa alternativa para embalagens de produtos
alimenticios que apresentem compostos sensiveis & oxidacao, fator determinante na vida Gtil de
produtos alimenticios (SILVA et al., 2021; VIDAL et al., 2022). No entanto, é importante
destacar que esses valores foram obtidos para condicdo de umidade relativa de 50%, uma vez
que, devido a natureza hidrofilica do SPI e do ALG, umidades relativas mais altas podem
modificar a estrutura da cadeia polimérica e aumentar os valores de permeabilidade ao oxigénio
(GONTARD et al., 1996).

Observando os dados de opacidade, verificou-se que o filme composto com adigéo de
extrato (SPI-ALG-EB) apresentou a menor transparéncia, sendo quase sete vezes menor
comparada & do PEAD. Os filmes SPI e SPI-EB apresentaram opacidade sem diferenca
significativa (p<0,05) e, ambas, significativamente menores as dos filmes biodegradaveis que
contém ALG. Os filmes biodegradaveis com adicdo ALG foram os que apresentam maior
opacidade, enquanto o filme a base de petrdleo foi 0 que apresentou a menor barreira a luz,
significativamente menor (p<0,05) que os demais. Apesar de uma maior transparéncia ser
desejavel para aplicacdo de filmes como embalagem de alimentos, uma vez que o consumidor
podera visualizar o produto, uma maior opacidade pode ser benéfica para conservacao de

alimentos, protegendo-os de reacdes de degradacdo provocadas pela luz (SILVA et al., 2016).
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Portanto, espera-se maior protecdo a luz aos alimentos em embalagens constituidas pelos
biopolimeros avaliados, principalmente com adi¢cdo de ALG, em comparacao com o polietileno
de alta densidade (PEAD).

Tabela 5.1 — Espessuras (mm), permeabilidade ao vapor de agua (g/ms-Pa) e ao oxigénio (POz)
e opacidade dos filmes de SPI (5%) e SPI (5%)-ALG (1%), ambos sem e com adicéo de EB
(5%), e do filme de polietileno de alta densidade (PEAD).

PO, x 106 ]
Formulacdo Espessura (mm) PVA x 10%° (g/m-s-Pa)* Opacidade*

(o/ Pa-s-m)
SPI 0,193 + 0,0362 540+ 1,672 5,52 +0,40° 4,98 +0,21°
SPI-EB 0,198 + 0,0512 6,85 £ 2,15% 5,51+0,64° 4,48 +0,48°
SPI-ALG 0,229 +0,0212 6,48 £ 0,46° 3,14 £0,38° 14,44 +0,25°
SPI-ALG-EB 0,224 +0,019? 5,90 £ 0,752 2,55+0,16° 19,14 +0,93?
PEAD 0,079 + 0,002° 0,00681 + 0,00111°  7,85+0,15° 2,81+ 0,08

Resultados expressos em (média + desvio padrao)

a,b,c,d Letras minasculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) de acordo com o
teste de Tukey.

*Resultados de permeabilidade ao vapor de &gua e opacidade dos filmes biodegradaveis foram retirados do
capitulo IV.

5.3.2 Umidade e atividade de 4gua da manga

Na Figura 5.2a estdo apresentados os valores de umidade e na Figura 5.2b os valores de
atividade de agua, ambos para as amostras de chips de manga armazenadas nas diferentes
embalagens biodegradaveis analisadas (SPI, SPI-EB, SPI-ALG e SPI-ALG-EB) o no PEAD,
durante os 100 dias de estocagem a 25 °C.

Na Figura 5.2a nota-se que houve um aumento significativo na umidade das amostras
acondicionadas em todas as embalagens ja nos primeiros 5 dias de armazenamento, sendo a
umidade dos chips de manga significativamente maior (p<0,05) até mesmo para as embaladas
no PEAD, embalagem que apds os 5 dias de armazenamento conseguiu manter a umidade sem
alteragdes significativas até os 100 dias de estocagem a 25 °C. No periodo de 5 a 40 dias de
armazenamento observaram-se valores de umidade significativamente maiores que os iniciais
(p<0,05), nos chips de manga acondicionados nos filmes biodegradaveis, o que seria esperado
devido a menor barreira ao vapor de agua dessas embalagens, cerca de 900x menor que a
embalagem de PEAD (Tabela 5.1). No entanto, essa diferenga entre a embalagem a base de
petrdleo e aquelas a base de biopolimeros ocorreu com as mangas armazenadas somente até 40

dias, uma vez que com 70 e 100 dias de armazenamento, as amostras das embalagens
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biodegradaveis apresentaram reducdo da umidade, se igualando aquelas da embalagem de
PEAD.

E importante notar que, embora os chips de manga acondicionadas em filmes
biodegradaveis tenham obtido maior aumento de umidade em relacdo as mantidas no PEAD,
principalmente no inicio (Figura 5.2a), elas permaneceram abaixo de 11 g/100 g durante todo
periodo de armazenamento, valor inferior ao teor de 4gua inicial dos filmes biodegradaveis, que
foi em torno de 15 g/100 g (Item 4.3.6 do Capitulo 4). As amostras permaneceram em valores
mais altos até as medidas feitas aos 40 dias. Com 70 e 100 dias, todas as amostras apresentaram
umidade mais baixa e ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre as embalagens. Esse fato
sugere que as condi¢cdes ambientais afetaram o conteido de 4gua do filme e das amostras, sendo
que vale ressaltar que a permeabilidade ao vapor de agua das embalagens biodegradaveis é
afetada pela umidade relativa do ambiente (BRANDELERO; YAMASHITA; GROSSMANN,
2010).

A atividade de 4gua das amostras (Figura 5.2b) poderia explicar as variagcdes observadas
no conteudo de umidade, uma vez que elas foram afetadas pela embalagem, que inicialmente
apresentava atividade de dgua superior, em torno de 0,53 (UR de equilibrio dos filmes, antes da
embalagem). Notou-se aumento de aw logo nos primeiros 5 dias de armazenamento em todas
as amostras, o que pode estar relacionado em parte as embalagens biodegradaveis, mas também
pelas amostras ndo terem atingido totalmente um equilibrio no armazenamento prévio de 15
dias, ou ainda a manipulacdo das amostras durante o envase, uma vez que também houve
aumento na umidade da amostra em PEAD. Apds 70 dias de armazenamento observou-se
reducdo da atividade de agua, o que indicaria a influéncia da umidade relativa do ambiente, no
caso uma reducdo da umidade relativa.

Durante os 100 dias de armazenamento a atividade de agua das amostras se manteve
dentro da faixa de 0,4 a 0,6, indicando segurancga quanto a proliferagdo microbiana, uma vez
que valores de atividade de agua abaixo de 0,65 reduz ou impede o crescimento de
microrganismos (LABUZA, 1977). Os filmes também mantiveram flexibilidade e ndo aderiram
as amostras.

Apols 150 dias de armazenamento, os filmes sofreram alteragdes, apresentando-se
aderidos as amostras e tornando-se quebradicos. A umidade relativa no ultimo més de
armazenamento (julho de 2021) atingiu valores extremamente baixos, que se refletiu em uma
média em torno de 35% de UR. Tais alteracGes foram atribuidas a esse fato, mas seriam
necessarios estudos comparativos de armazenamento sem aplicacdo de vacuo e em varias

condi¢des ambientais para elucidar essas questdes.
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Figura 5.2 — Umidade (a) e atividade de agua (b) dos chips de manga armazenados nas
diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD.
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mesmo dia de acordo com teste de Tukey e letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05)
entre os dias de armazenamento de uma mesma embalagem de acordo com teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor

5.3.3 Cor da manga

Na Tabela F1 (Apéndice F) estdo apresentadas as médias e desvios dos parametros de
cor (L*, a*, b*, C*, h e AE) para os chips de manga armazenados nas diferentes embalagens
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em estudo (SPI, SPI-EB, SPI-ALG, SPI-ALG-EB e PEAD), a cada tempo de analise (0, 5, 10,
20, 40, 70 e 100 dias).

A dimensdo da claridade (L*) das amostras iniciais foi de 72,91 + 1,36, e as amostras
da embalagem de PEAD foi a que apresentou menor alteracao ap6s 100 dias de armazenamento
(valor médio de L* = 70,78). As embalagens biodegradaveis, no entanto, provocaram maiores
alteracdes no parametro L* dos chips de manga, atingindo valor médio entre as formulacdes de
65,65 apos final do periodo analisado, tornando os chips de manga, portanto, ligeiramente mais
escuros (Tabela F1).

A cinética de escurecimento para as amostras das diferentes embalagens foi bem descrita
por uma reacdo de segunda ordem, e os valores das constantes de velocidade de reacédo (k) e os
coeficientes de determinagdo (R?) estdo apresentados na Figura 5.3. Com excegio das amostras
do filme de SPI, que apresentou R?=0,78, todas as outras tiveram ajustes com valores de R?
acima de 0,89. Quanto a taxa de reacdo, notou-se que o menor valor foi determinado para as
amostras do filme de PEAD, na ordem de 10, enquanto aquelas das embalagens a base de
biopolimeros apresentaram valores na faixa de 107 (k entre 1,46 e 1,95 x 10 dia™ para SPI e
SPI-ALG respectivamente). As amostras que apresentaram maior escurecimento foram aquelas
armazenadas em formulagdes com adicdo de ALG, o que poderia estar associado a uma maior
aderéncia dos chips de manga a superficie do filme apds aplicacdo do vacuo e uma eventual
interacdo entre amostra e filme.

O valor inicial do parametro a* dos chips de manga foi 12,52 + 1,57, e variou de 11,87
a 15,61 entre amostras das diferentes embalagens e dias de armazenamento, ndo apresentando
uma tendéncia clara e, portanto, ndo permitindo ajuste de modelos de cinética de reacdo. No
entanto, no geral, maiores valores foram obtidos para as amostras armazenadas nos filmes com
adicdo de ALG, principalmente no de SPI-ALG, que durante a maioria dos dias analisados
apresentou valores iguais ou maiores a 14 (Tabela F1), portanto, tendendo ao vermelho.
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Figura 5.3 — Modelo cinético de segunda ordem da alteracdo do parametro L* de cor dos chips
de manga armazenados nas diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O valor inicial do b* dos chips de manga foi de 56,25 + 3,30, e observou-se que este
sofreu reducédo ao longo do armazenamento, para as amostras de todas as embalagens em
estudo. O menor valor, apés os 100 dias de armazenamento, corresponde as amostras
armazenadas no filme somente de SPI (42,01 £ 1,96) (Tabela F1).

Assim como o pardmetro L*, o b* foi bem descrito por uma reacdo de segunda ordem,
e os valores das constantes de velocidade e dos coeficientes de determinacdo estéo apresentados
na Figura 5.4. Quanto ao R?, este foi de 0,86 para as amostras do PEAD e acima de 0,90 para
as amostras das embalagens biodegradaveis.

O filme elaborado apenas com SPI foi 0 que apresentou maior taxa de reducéo de b*
durante armazenamento (k = 6,10 x 10 dia), cerca de 2x maior que a constante obtida para
as amostras do PEAD (k = 2,95 x 10 dial), e dentre as embalagens biodegradaveis as amostras

armazenadas na de SPI-ALG foram as que tiveram menor taxa de reducéo (k = 3,39 x 10 dia”

1).
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Figura 5.4 — Modelo cinético de segunda ordem da alteracdo do parametro b* de cor dos chips
de manga armazenados nas diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD.
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Em relacdo ao pardmetro de cor C* (croma), que representa a intensidade da cor,

verificou-se que seu valor inicial foi de 57,64 * 3,49, sofrendo reducgéo de 43,66 (amostras do

SPI) a 50,11 (amostras do SPI-ALG), ap06s 100 dias de armazenamento a temperatura de 25 °C

(Tabela F1).

O modelo de segunda ordem tambeém foi adequado para representar a reducdo desse

parametro (Figura 5.5), com coeficientes de determinagdo maiores que 0,83. As amostras

armazenadas na embalagem somente de SPI foram as que apresentaram a maior constante de

velocidade de reacdo (k = 5,57 x 107 dia?), influenciada pela maior redugdo do pardmetro b*

dessas amostras, uma vez que C* ¢ calculado em funcéo dos parametros de cor a* e b* (Equacgéo

5.2). Por sua vez, os chips de manga armazenados em PEAD apresentaram a menor taxa de

reducéo (k = 2,71 x 10° dia), relacionada a menor diminuigdo de b* nessas amostras.
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Figura 5.5 — Modelo cinético de segunda ordem da alteracdo do parametro C* de cor dos chips
de manga armazenados nas diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O valor do angulo Hue (h) inicial dos chips de manga foi de 77,48 £ 1,12, e apresentou
pequeno decréscimo com o tempo de armazenamento, atingindo valores de 73,46 (SPI-ALG) a
75,58 (PEAD) (Tabela F1), o que significa que as amostras de todas as embalagens analisadas
apresentaram leve reducao da tonalidade amarelo-alaranjada, tornando-se ligeiramente mais
alaranjadas com o tempo.

Os resultados do angulo hue foram descritos pelo modelo de reacdo de segunda ordem
(Figura 5.6), e obtiveram coeficientes de determinacgéo entre 0,68 (SPI-ALG-EB) e 0,81 (SPI-
EB). Assim como os demais parametros de cor, as amostras armazenadas no PEAD
apresentaram menor velocidade de reagdo (k = 3,31 x 10® dia?, R2=0,78). Entre as amostras
armazenadas nos filmes biodegradaveis, as dos filmes de SPI e SPI-ALG foram as que
apresentaram maior taxa de decréscimo do angulo hue, com valores de k bem proximos (6,68
x 10 e 6,80 x 10 dia! respectivamente), e, portanto, as amostras dos filmes com adicdo de
EB foram as que mais mantiveram a tonalidade da cor amarelo-alaranjada entre os filmes

biodegradaveis.
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Figura 5.6 — Modelo cinético de segunda ordem da alteracdo do parametro h (hue) da cor dos
chips de manga armazenados nas diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD.
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Os resultados foram também analisados pelo pardmetro da diferenca total de cor (DE*)

de acordo com a Equacdo 5.4, que representa a alteracdo de cor em relagdo a amostra inicial, e

verificou-se que o modelo cinético de ordem zero se ajustou aos dados, apresentando valores

de R?entre 0,8857 (PEAD) e 0,9870 (SPI-EB) (Figura 5.7).

Analisando-se as constantes de degradacdo (k) observou-se que as amostras do PEAD

foram as que apresentaram menor constante de velocidade (k = 0,0744 dial). Entre as

embalagens biodegradaveis, aquelas armazenadas nos filmes a base de SPI-EB e SPI-ALG

foram as que apresentaram as menores constantes de reagdo (k = 0,1293 dia* e 0,1232 dia!

respectivamente), enquanto a embalagem apenas de SPI foi a que apresentou a maior constante

(k = 0,1607 diat), sendo a responsavel, portanto, pela maior taxa de diferenca total de cor dos

chips de manga.
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Figura 5.7 — Modelo cinético de ordem zero da diferenca total de cor (DE*) dos chips de manga
armazenados nas diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD.
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Fonte: Elaborado pelo autor

5.3.4 Conteudo de p-caroteno das mangas

Os contetidos de B-caroteno (ng'g™ de chips de manga) para as amostras armazenadas a
25 °C nas diferentes embalagens biodegradaveis € no PEAD durante 100 dias de
armazenamento estdo apresentados no Apéndice F (Tabela F2). O teor inicial de B-caroteno nos
chips de manga foi de 25,58 pg'g™* (+1,40), resultado préximo ao encontrado por Amado, Silva
e Mauro (2020) para manga Palmer seca a 60 °C (média de 28,55 ug'g™ entre repetices de
secagem). Os carotenoides sdo conhecidos por serem altamente suscetiveis a oxidacdo, tanto
enzimatica quanto ndo-enzimatica (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN,
2008). No entanto, como as amostras foram armazenadas em auséncia de oxigénio e luz, fatores
estes que aceleram reacdes de oxidagéo, assim como a temperatura ambiente (25 °C), ndo houve
altas taxas de degradacdo com o periodo de armazenamento, atingindo valores de [-caroteno
entre 16,55 pg g (amostras armazenadas no PEAD) e 20,70 pg'g™! (amostras armazenadas no
filme biodegradavel SPI-ALG) apds os 100 dias de armazenamento. No entanto, diferencas na
taxa de perda desses compostos puderam ser visualizadas em fungdo da embalagem utilizada

no armazenamento.
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A cinética de degradacdo do B-caroteno para as amostras das diferentes embalagens foi
bem descrita por uma reacao de segunda ordem (Figura 5.8). Observou-se que a constante de
velocidade da reagdo (k) foi da ordem de 10 para todas as amostras e foi maior para as mangas
armazenadas no PEAD (k = 2,21 x 10** g/ug-dia, R? = 0,8280), 0 que provavelmente ocorreu
devido ao maior valor de permeabilidade ao oxigénio dessas embalagens (Tabela 5.1).

Dentre os filmes biodegradaveis, os elaborados apenas com SPlI e com o0s trés
componentes (SPI-ALG-EB) foram os que ocasionaram maiores taxas de degradagdo de f-
caroteno dos chips de manga com o tempo, com valores de constante de degradacéo (k) bem
proximos, de 2,00 e 1,99 x 10 g/ug-dia, respectivamente. As amostras armazenadas no filme
SPI-ALG foram as que apresentaram a menor constante de reagdo (k = 1,20 x 10* g/ug-dia, R?
= 0,6285), o que pode ser devido a menor permeabilidade ao oxigénio desse filme (Tabela 5.1),
que teria dificultado a transferéncia de oxigénio e protegido os chips de manga de reagdes de
degradagao do B-caroteno (CIANNAMEA; STEFANI; RUSECKAITE, 2014).

Figura 5.8 — Modelo cinético de segunda ordem da alteracdo de B-caroteno dos chips de manga
armazenados nas diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD.
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5.3.5 Atividade antioxidante da manga

A Figura 5.9 apresenta os dados de atividade antioxidante dos chips de manga utilizando
o método ABTS, e na Figura 5.10 estdo apresentados os modelos de cinética de segunda ordem
para AA pelo método DPPH. As médias e os desvios-padrdo obtidos por ambos os métodos se
encontram na Tabela F3 (Apéndice F).

A atividade antioxidante inicial pelo método ABTS foi de 2012,60 uM de trolox-100
g! de chips de manga (+274,16) e apresentou pequenas alteragdes durante o armazenamento,
variando com o periodo analisado e entre as embalagens utilizadas. Apds os 100 dias de
armazenamento, atingiu valores entre 1635,04 (SPI) e 1953,44 (SPI-EB), que representam
reducdes de aproximadamente 19 e 3%, respectivamente.

Observou-se um pequeno aumento da atividade antioxidante dos chips de manga nos
primeiros 5 dias de armazenamento, 0 que provavelmente se deve a amostragem ou erros
experimentais, e uma reducdo perceptivel com 10 dias de armazenamento. Apos 10 dias de
armazenamento é possivel notar que a capacidade antioxidante determinada pela captura do

radical ABTS** praticamente se manteve durante todo o periodo analisado.

Figura 5.9 — Atividade antioxidante pelo método ABTS (uM de trolox-100g-1 de chips de
manga) das amostras armazenadas nas diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD.
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A atividade antioxidante inicial dos chips de manga pelo método DPPH foi de 1468,25
uM de trolox-100g™ de chips de manga (+48,07) (Tabela F3), sendo os resultados pelo método
DPPH menores em relacédo ao ABTS. Isso pode ter ocorrido pelo fato de o DPPH néo detectar
atividade antioxidante referente aos carotenoides, como verificado por Miller, Frohlich e B6hm
(2011).

A partir da analise de atividade antioxidante pelo método DPPH (Figura 5.10) observou-
se uma reducdo da AA dos chips de manga com 70 dias de armazenamento, em todas as
embalagens analisadas. Comparando-se as diferentes embalagens ap6s os 100 dias de
armazenamento, observou-se que as amostras da embalagem a base somente de SPI
apresentaram menor média que as demais, com reducdo de 34% na atividade antioxidante. As
amostras das embalagens SPI-EB e SPI-ALG foram as que apresentaram menor reducao, de
aproximadamente 18%.

Embora a embalagem a vicuo combinada com uma boa barreira de oxigénio do filme
de embalagem possa limitar a presenca de oxigénio, sabe-se gque tais técnicas ndo removem
completamente o Oz dentro da embalagem, uma vez que ha certa permeabilidade ao Oz pelas
embalagens, além de possivel Oz residual no momento do envase ou vedagdo deficiente que
permita que o Oz do exterior entre em contato com a amostra (HAN et al., 2018).

Os resultados da capacidade antioxidante pelo radical DPPH foram representados pelo
modelo de cinética de segunda ordem, apresentando coeficientes de determinacgéo entre 0,61
(SPI-ALG) e 0,92 (SPI). As constantes de velocidade foram baixas, da ordem de 10, Com
excecdo das amostras armazenadas nos filmes somente de SPI, em que k = 3,39 x 105 100g*(uM
trolox-dia), as demais apresentaram constante de velocidade de reagdo muito proximas, entre
1,76 x 10°e 1,89 x 10 100g'(uM trolox-dia)™*, evidenciando, assim como no método ABTS,
que a atividade antioxidante dos chips de manga ndo sofreu grandes modificacbes com os
diferentes tipos de embalagens em estudo. Deve-se lembrar, no entanto, que é possivel que os

carotenoides ndo tenham sido contabilizados pelo método DPPH.
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Figura 5.10 — Modelo cinético de segunda ordem da alteracdo da atividade antioxidante pelo
método DPPH (uM de trolox-100g-1 de chips de manga) das amostras armazenadas nas
diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD.
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5.4 Conclusoes

Filmes a base de biopolimeros apresentaram maiores valores de permeabilidade ao
vapor de agua comparados aos filmes de PEAD, no entanto, a permeabilidade ao oxigénio
chegou a ser trés vezes menor e a opacidade quase sete vezes maior em relacdo a embalagem
de PEAD, sendo possivel afirmar que os filmes biodegradaveis analisados apresentaram uma
barreira mais eficiente ao oxigénio e a luz quando comparados aos filmes de PEAD.

Os chips de manga armazenados na embalagem de PEAD foram os que menos sofreram
alteracdes de cor, no entanto, foram os que tiveram menores contetidos de -caroteno em
comparagdo com amostras das embalagens biodegradaveis, apresentando uma perda mais
rapida desses compostos durante periodo analisado (100 dias), o que ressalta a importancia dos
efeitos do oxigénio e da luz na degradacéo dessa substancia. E possivel que interacdes entre as
embalagens biodegradaveis e as amostras tenham ocorrido, alterando a cor de sua superficie
sem modificar a qualidade nutricional.

A adicao de ALG melhorou as propriedades de permeabilidade ao oxigénio e opacidade

dos filmes de SPI e atuou na manutencdo da qualidade dos chips de manga durante o
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armazenamento, notado principalmente pelo maior conteido de P-caroteno das amostras
envasadas no filme SPI-ALG. A adicdo de EB, no entanto, ndo alterou as permeabilidades ao
oxigénio em relacdo aos filmes sem extrato, mas aumentou a opacidade do SPI-ALG. Porém,
n&o foram encontradas vantagens na manutencéo da qualidade dos chips de manga armazenados
na embalagem SPI-ALG com extrato de beldroega.

Os filmes biodegradaveis demonstraram bom desempenho na preservacao de manga
desidratada, sobretudo pela barreira ao oxigénio, sugerindo que o0s materiais estudados,
principalmente a combinagdo de SPI e ALG, possuem potencial para serem utilizados como
embalagens. Eles poderiam ser empregados como uma alternativa ecoldgica para substituicdo
parcial de plasticos a base de petroleo, prolongando a vida util de frutas desidratadas. No
entanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios, assim como avaliacdo da seguranca

microbioldgica do alimento desidratado.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo evidenciou a importancia das condi¢des de pH e da composigédo das
solugdes filmogénicas sobre as propriedades de filmes e demonstrou as vantagens das
composicdes de proteina e polissacarideo sobre os filmes somente de proteina.

As interacdes e propriedades das misturas SPI-ALG, verificadas pelo potencial zeta,
ensaios reologicos, FTIR e microscopia confocal indicaram alteragdes na estrutura do gel com
a variacao do pH e das concentracGes de polissacarideo. Misturas com 0,75% ALG nos pHs 6
e 8 foram as que apresentaram maior forca do gel. Apesar disso, os filmes biodegradaveis com
maior resisténcia mecanica foram obtidos no pH 11. Tal fato pode estar relacionado a
modificagdes conformacionais que teriam ocorrido durante a secagem das solugfes
filmogénicas ou ainda a presenca de glicerol nos filmes.

A respeito dos filmes, conclui-se que adicdo crescente de ALG nos filmes de SPI
aumentou a opacidade, solubilidade e melhorou as propriedades mecéanicas, com
particularidades especificas para cada pH. No pH 11 a adicio de ALG reduziu
significativamente a permeabilidade ao oxigénio dos filmes, atingindo uma reducdo de 132%
com a concentracdo de 1% ALG.

A adicéo de extrato de beldroega nos filmes simples (SPI) e compostos (SPI-ALG) nédo
alterou a estrutura dos filmes, analisada pelo FTIR, mas reduziu a cristalinidade relativa e
aumentou a opacidade e a atividade antioxidante. Além disso, nos filmes compostos, aumentou
a tenséo.

Filme comercial de PEAD apresentou menor permeabilidade ao vapor da dgua em
relacdo aos filmes biodegradaveis, porém menor opacidade e maior permeabilidade ao
oxigénio. A permeabilidade ao oxigénio dos filmes com EB néo foi alterada em comparacao
aos filmes sem extrato.

Em relacdo ao estudo de armazenamento, as embalagens de filmes biodegradaveis
demonstraram bom desempenho na preservacdo de chips de manga, sobretudo a combinacgéo
de SPI-ALG, que apresentou a menor taxa de degradagao de B-caroteno. Apesar da necessidade
de estudos mais aprofundados e avaliacdo da seguranca microbiologica do alimento, os
biofilmes a base SPI-ALG demonstraram grande potencial como embalagem biodegradavel de
alimentos desidratados.

Um amplo conjunto de dados obtidos neste estudo demonstra as vantagens e limitagdes
das diferentes composicdes e pHs utilizados na elaboracédo dos filmes, que servirdo para nortear

futuras investigacoes.



Conclusfes Gerais 196

PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

O desenvolvimento de filmes biodegradaveis substitutos de filmes plasticos derivados
do petréleo ganha cada vez mais importancia na agenda da sustentabilidade ambiental, mas
requer ainda muitos estudos. As misturas de proteinas e polissacarideos tém demonstrado
melhorias significativas em propriedades de filmes, em comparacdo com filmes simples, como
constatato na presente pesquisa. Entretanto, ainda sdo necessérias mais investigacdes. Diante
disso, considera-se avaliar a influéncia de outros polissacarideos na formagdo e nas
caracteristicas de filmes a base de proteina isolada de soja, bem como filmes formados com
outras concentragdes de SPI.

Em relacdo as aplicagdes em embalagens de frutas desidratadas, a presente pesquisa é
preliminar. Um dos aspectos importantes a ser investigado é a seguranca microbiolégica da
manga desidratada armazenada nas embalagens biodegradaveis e no polietileno de alta
densidade.

Ainda na linha de aplicacdo, € relevante avaliar, quanto ao aspecto sensorial, o
comportamento do consumidor em relagdo aos filmes de SPI e SPI-ALG, ambos sem e com
extrato de beldroega, utilizados como embalagens para chips de manga.

Questdes como o tempo de degradacdo das embalagens comestiveis e 0 comportamento
dos filmes biodegradaveis na forma de embalagens em diferentes condi¢cGes ambiente também
devem ser investigadas.

Por fim, os filmes estudados demonstraram boa afinidade com o extrato de beldroega e
tiveram sua atividade antioxidante aumentada. Um aprofundamento nessa investigacéo seria a
avaliacdo da atividade antioxidante das embalagens biodegradaveis durante tempo de

armazenamento.
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APENDICE A: Influéncia do pH, forca idnica e segundo aquecimento na carga liquida das

solucdes de SPI, ALG e misturas sobre o potencial zeta.

Na Figura Al esta apresentada a varredura do potencial zeta de solucbes de SPI em
diferentes concentragdes de sal (0, 20 e 50 mM) e aquecimentos, sendo que, como descrito na
metodologia (Item 2.2.2), a SPI passou por um primeiro aguecimento com o objetivo de ajudar
na solubilizacdo da solucdo estoque, e por um segundo aquecimento, realizado no final do
processo de elaboracdo do filme, para permitir uma melhor interacdo entre os polimeros,
quando adicionado o alginato. No entanto, a fim de comparacao, esse segundo aquecimento foi
também realizado para filmes formados somente de SPI.

Pelo grafico (Figura Al) € possivel notar que, de modo geral, o segundo aquecimento
permitiu que mais cargas fossem expostas, uma vez que, para as trés concentragdes de sal, as
solugdes com ambos 0s aquecimentos apresentaram uma maior quantidade de cargas negativas.
No entanto, verifica-se que as maiores diferencas de cargas, sem e com 0 segundo aquecimento,
ocorre naregido entre pHs 6 e 9. Possivelmente, no restante dos pHs o0 aquecimento proporciona
menor influéncia do que condic6es advindas do pH podem oferecer. Observou-se também que
a concentracdo salina de 20 mM foi a que menos sofreu influéncia do segundo aquecimento, na

qual diferencas perceptiveis ocorreram apenas nos pHs 7 e 8.

Figura A.1 — Potencial zeta de solugfes aquosas de SPI a diferentes forgas idnicas (0, 20 e 50
mM) sem e com segundo agquecimento (70 °C por 20 min).

60 ---8--- SP1 OmM 65°C por 10min
50 | —@— SPI OmM 65°C por 10min e 70°C por 20min
40 | ---&--- SP1 20mM 65°C por 10min
30 | —aA— SPI 20mM 65°C por 10min e 70°C por 20min
< 20| ---7--- SP1 50mM 65°C por 10min
E —@— SPI 50mM 65°C por 10min e 70°C por 20min
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_60 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
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Fonte: Elaborado pelo autor
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A varredura das solucdes puras de SPI (5%) e alginato (1%), assim como as misturas de
SPI (5%) com diferentes concentracfes de ALG (0,25; 0,5; 0,75; 1%), sem correcdo da forca
ibnica, 20 mM e 50mM, realizada em uma ampla faixa de pH (2 a 11), estdo apresentadas na
Figura 2A, sendo as Figuras A2a e A2b correspondentes as solugdes puras de SPI e ALG,
respectivamente, e as Figuras A2c a A2f com adi¢do de ALG nas diferentes concentragdes
mencionadas. A diluicdo utilizada foi de 1:100, ressaltando que as dilui¢Bes das solu¢Ges com
ajuste da forca i6nica foram realizadas com solugdes salinas na mesma forca idnica desejada.

Sabe-se que os fatores que mais afetam o potencial zeta sdo o pH e a forca i6nica do
meio no qual as particulas estdo dispersas. Na Figura A2 é possivel verificar essas influéncias.
A varredura da solucdo estoque de SPI, que foi solubilizada no pH 11 e aquecida e 65 °C por
10min, como ja observado no item 2.3.1, demonstra que o pH correspondente a reversao de
cargas da proteina alterou-se com a adicao de sal. Na Figura A2a € possivel notar que esse pH
se estabeleceu proximo ao pH 4,5 para a solucdo sem corre¢édo da forca idnica e préximo ao pH
5 para as solucBGes com acréscimo de sal, 20 mM e 50 mM.

Com respeito ao alginato, este apresenta cargas negativas em toda faixa de pH analisada,
como esperado, uma vez que o alginato é considerado um polissacarideo anionico, e o valor de
pKa se estabeleceu proximo a 2,0. As concentracfes de 20 e 50 mM proporcionam intensidade
de cargas semelhantes para o alginato entre os pHs 2 e 4, e nos pHs 7 e 8, porém no restante na
faixa ha uma variacdo significativa, e ndo se verifica uma tendéncia.

Em relagdo a forga ibnica, de modo geral, notou-se que a adi¢do de sal reduziu o valor
do potencial zeta das solugdes puras e misturas, sendo que para alguns pHs, essa mudanca foi
mais pronunciada. Nota-se que em pHs na faixa de 6 a 10 a diferenca no valor das cargas, em
relacdo as diferentes forgas idnicas, € mais perceptivel. Essa diferenca também pode ser
observada entre as solugdes puras e as diferentes misturas. Comparando-se a varredura da SPI
0 mM com 20 e 50 mM (Figura A2a), nota-se que a diferenca entre as cargas € menor que a

encontrada para as misturas com ALG (Figuras A2c a A2f).
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Figura A.2 — Potencial zeta de solugcbes aquosas de SPI (a), alginato (b) e misturas de SPI (5%) com
diferentes concentragdes de alginato (c a f: 0,25; 0,5; 0,75 e 1%) em diferentes pH’s (2 a 11) e diferentes
forcas ibnicas (0, 20 e 50 mM).
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APENDICE B: Efeito da forca idnica sobre os ensaios oscilatorios de solugdes de SPI (5%)

com adicéo de alginato (1%).

Solucgdes de SPI (5%) com acréscimo de ALG (1%), corrigidas para pH 11, e com
diferentes concentracfes salinas (0, 20 e 50 mM), foram analisadas por meio de ensaios
oscilatorios.

Na Figura B1 esta apresentada a dependéncia do G’ com a deformagao (faixa de 0,001
a 1), frequéncia de 5 rad's™?, utilizada para determinar a regido de viscoelasticidade linear
(RVL), na qual a estrutura do material é preservada. Nota-se que a RVL das trés soluges ficou
bem préxima, assim como a deformacdo critica, que representa o limite da regido de
viscoelasticidade linear. De acordo com os resultados, foi escolhida a deformacéo de 2% para
determinacéo dos espectros mecanicos, apresentados na Figura B1.

Na Figura Bl nota-se que os modulos de armazenamento (G’) ¢ dissipagdo (G”)
apresentam praticamente 0 mesmo comportamento para as solugdes sem adicdo de NaCl e nas
duas concentragdes salinas (20 e 50 mM). Para menores frequéncias, G* ¢ maior que G" nas
solugdes 0 e 50 mM, o que pode indicar um material mais estruturado.

A dependéncia de G’ e G’ com a frequéncia foi descrita por uma equacéo da lei da
poténcia, e os parametros do modelo para as amostras de SPI-ALG nas diferentes concentracdes
de sal estdo apresentados na Tabela B1.

Pela Tabela B1 pode-se verificar que o modelo da Lei da Poténcia exibe altos
coeficientes de determinagdo (R? > 0,998) e, portanto, pode ser utilizado para representar o
comportamento de G’ ¢ G” com a frequéncia, no caso das solugdes SPI (5%) - ALG (1%) no
pH 11. Nota-se que os valores de n’ e n” ndo apresentaram diferenga significativa com a
variacdo da forca i6nica, podendo indicar que ndo houve consideraveis alteragdes na estrutura

do gel. Para os ensaios definitivos foi definida forca idnica de 20 mM.



Apéndices 201

Figura B1 — Soluces de SPI (5%) e ALG (1%) pH 11 a diferentes concentracdes de sal (0, 20
e 50 mM), (a) deformacdo versus G’ a 5 rad's-1; (b) G’ e G’ versus frequéncia, na deformacgao
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Tabela B1 — Parametros da Lei da Poténcia para solucdes SPI-ALG em diferentes forcas
iGnicas.

Formulacdo A’ (Pa-s") n’ R? A’ (Pa-s") n’ R?
SPI-1%ALG
472+029° 044+0,08 0,998 4,21+0,37% 059+0,02°® 0,999
0OmM
SPI-1%ALG
445+0,40° 054+0,04° 0,998 4,98+0,73* 0,61+0,00®0 0,999
20mM
SPI-1%ALG
EomM 8,18+1,21* 0,48+0,01* 0,999 7,37+1,23* 0,56+0,000 0,999
m

*Resultados expressos em (média + desvio padrdo); **Letras minGsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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APENDICE C: Imagens dos filmes biodegradaveis de SPI e SPI-ALG

Figura C1 — Filmes biodegradaveis elaborados a partir de SPI e filmes compostos de SPI com
acréscimo de: (a) a (e): 0; 0,25; 0,5; 0,75

Fonte: Elaborado pelo autor
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APENDICE D. Embalagens das diferentes formulacdes retiradas em cada dia de anélise

Figura D1 — Fotos das embalagens retiradas em cada dia de analise, com as formulagdes na seguinte ordem: PEAD, SPI, SPI-ALG, SPI-EB e SPI-ALG-EB
5° Dia 10° Dia 20° Dia 40° Dia 70° Dia

sy
1 2 )

Fonte: Elaborado pelo autor
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APENDICE E. Solucdo extratora mais eficaz para atividade antioxidante de chips de manga

Para este teste, as mangas apresentaram °Brix de 16,37 £ 0,47 e foram cortadas em
espessura media de 5,11 £ 021 mm de didmetro. Apds sua secagem, a umidade foi de 7,28 +
0,13% e a atividade de agua, 0,4466 + 0,0049. Trés solucbes aquosas foram testadas para
selecdo do melhor método de extracdo dos compostos antioxidantes em chips de manga (Tabela
E1).

A solucdo mais eficiente para extracdo, pelos dois métodos analisados (ABTS e DPPH),
foi o metanol 80%, que apresentou média estatisticamente maior (p<0,05) que as demais

solugdes extratoras.

Tabela E.1 — Atividade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH de chips de manga com
diferentes solucdes extratoras.

Soluc0es extratoras ABTS (uM trolox/100g) DPPH (uM trolox/100g)
Acetona 80% 1342,60 + 86,21° 953,78 + 122,41°
Etanol 80% 1491,58 + 89,35" 823,40 £ 72,74°
Metanol 80% 2068,97 + 136,482 1108,63 + 88,192

Resultados expressos em (média + desvio padréo)
a,b,c Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) de acordo com o
teste de Tukey
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APENDICE F. Parametros de cor (L*, a*, b*, C* h e AE) (Tabela F1), contetido de B-caroteno (mg/g amostra seca) (Tabela F2) e atividade

antioxidantes pelos métodos ABTS e DPPH (Tabela F3) nos chips de manga durante os 100 dias de armazenamento.

Tabela F.1 — Parametros de cor (L*, a*, b*, C*, h ¢ AE) dos chips de manga armazenados nas diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD
durante estocagem a 25 °C.

Parametros de

Tempo de armazenamento (dias)

Embalagem cor 0 dias 5 dias 10 dias 20 dias 40 dias 70 dias 100 dias

L* 7291+136 7200+143 7356+1,70 7098+216 67,78+140 6556+3,10 67,44+1,78
a* 1252+157 13,11+1,36 12,32+2,16 13,17+1,03 1461+162 13,54+2,05 11,87 +0,96
S| b* 56,25+3,30 56,14+1,86 5524+331 5423+268 5256+395 46,11+195 42,01+1,96
C* 5764+349 5766+198 56,61+367 5582+264 5455+421 48,08+239 43,66+2,10
h 7748+112 76,87+1,18 7751+148 7633+1,17 7450+0,73 73,71+1,83 74,24+0,76

AE - 1,08 1,22 2,87 6,66 12,57 15,27
L* 7291+136 71,48+143 73,72+212 7061+212 6853+197 66,72+230 65,98 +2,61
a* 1252+157 1446+200 12,23+1,74 1341+150 14,15+1,70 13,17+0,79 12,54+1,19
SPI-EB b* 56,25+3,30 57,79+4,27 5333+3,29 5409+240 50,88+234 48,03+220 43,15+3,49
C* 57,64+349 5958+460 54,73+354 5574+266 52,69+263 4981+225 44,93+3,63
h 7748+112 76,01+1,02 77,13+121 76,11+100 7456+126 74,66+0,74 73,80+0,81

AE - 2,86 3,04 3,28 7,12 10,31 14,83
L* 7291+136 7255+096 7190+252 72,72+094 6749+1,79 66,39+0,97 63,91+2,68
a* 1252+157 1401+1,11 1396+2,03 1295+1,30 1561+2,03 14,40+1,39 14,27+1,27
SPI-ALG b* 56,25+3,30 56,49+130 56,46+359 5499+268 5299+375 4945+359 48,032,227
C* 57,64+349 5821+144 5817+391 5650+281 5526+4,03 5151+3,78 50,11+2,38
h 7748+112 76,08+092 76,18+1,30 76,76+098 73,62+1,45 73,78+0,81 73,46+1,21

AE - 1,55 1,77 1,35 7,04 9,61 12,32

(continua)
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Tabela F.1 — (continuacéo)

Embalagem

Parametros de

Tempo de armazenamento (dias)

cor 0 dias 5 dias 10 dias 20 dias 40 dias 70 dias 100 dias

L* 7291+136 72,20+147 7211+161 70,31+187 6750+138 67,43+1,72 65,26+1,62
a* 1252+157 1391+181 1351+157 1486+2,09 1503+1,01 1266132 13,15%+0,76
SPI-ALG-EB b* 56,25+3,30 5443+344 5470+3,09 5513+326 51,93+135 44,71+355 4498+1,52
C* 57,64+349 56,19+3,73 56,35+3,36 57,11+363 54,07+1,48 46,48+3,68 46,86+ 1,56
h 7748+112 7571+113 76,17+085 7497+134 7387+086 74,18+1,13 73,70+0,82

AE - 2,40 2,00 3,68 7,36 12,77 13,64
L* 7291+136 7358+191 72,78+1,07 73,17+159 7205+103 71,12+1,15 70,78=+2,03
ax 1252+157 1243+1,44 1366+099 1226+0,87 1382+1,32 13,04+1,00 12,40+1,62
PEAD b* 56,25+3,30 5452+269 5741+165 5518+294 5546+286 5097+1,63 48,07+3,87
C* 57,64+349 5593+287 59,02+158 5653+296 57,17+3,05 5261+1,78 49,65+4,11
h 7748+112 7719+107 7661+107 77,46+085 76,03+0,77 7567+0,74 7558+0,95

AE - 1,86 1,63 1,13 1,75 5,60 8,46
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Tabela F.2 — Contetido de B-caroteno (pg/g amostra) dos chips de manga armazenados nas
diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD durante estocagem a 25 °C.

Tempo B-caroteno (ng/g amostra)
(dias) SPI SPI-EB SPI-ALG SPI-ALG-EB PEAD

0 2558 +1,40 2558 +1,40 25,58 + 1,40 25,58 = 1,40 25,58 +1,40

5 23,18+1,02 26,00 £ 3,02 26,88 + 1,62 25,67 6,17 22,07 + 2,58
10 2350+0,91 20,89+1,06 24,39 + 1,63 27,12 = 2,60 22,00 £ 2,23
20 20,61 3,97 22,02+0,66 24,80 £ 1,82 25,42 + 1,68 20,91 +1,69
40 20,74+285 2041+1,11 19,51 £ 2,16 22,06 = 3,05 17,82 £ 2,65
70 17,18+£192 19,76 £1,55 20,17 +1,16 20,09 £ 1,25 15,64 +£ 1,00
100 16,81 +£1,38 17,06 +2,87 20,70 £ 2,70 17,26 £ 1,40 16,55+ 1,94
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Tabela F.3 — Atividade antioxidante (AA) pelos métodos ABTS e DPPH, em puM de Trolox/100g amostra, dos chips de manga armazenados nas
diferentes embalagens biodegradaveis e no PEAD durante estocagem a 25 °C.

Tempo (dias)

AA pelo método ABTS (uM de Trolox/100g amostra)

SPI SPI-EB SPI-ALG SPI-ALG-EB PEAD
0 2012,60 = 274,16 2012,60 + 274,16 2012,60 £+ 274,16 2012,60 + 274,16 2012,60 + 274,16
5 1994,12 + 244,57 1999,09 + 314,36 2110,76 £ 252,90 2136,18 * 226,46 2204,60 + 248,82
10 1958,82 + 108,38 1707,43 + 247,97 2048,17 + 150,29 1912,48 + 186,59 1729,00 + 148,00
20 1941,24 + 97,39 1888,89 + 100,32 1678,15 + 108,79 1846,89 + 160,34 1812,31 +£171,94
40 1649,20 + 79,25 1556,63 + 150,21 1567,25 + 92,82 1306,38 + 107,68 1897,13 + 168,17
70 1691,27 + 107,28 1629,69 + 240,24 1769,51 + 190,57 1764,43 + 205,37 1717,70 £ 198,84
100 1635,04 + 123,37 1953,44 + 116,39 1887,34 + 93,38 1752,61 + 64,17 1720,32 + 215,51

AA pelo método DPPH (uM de Trolox/100g amostra)
Tempo (dias)

SPI SPI-EB SPI-ALG SPI-ALG-EB PEAD
0 1468,25 + 48,07 1468,25 + 48,07 1468,25 + 48,07 1468,25 + 48,07 1468,25 + 48,07
5 144410 + 44,31 1516,04 + 217,22 1568,90 + 137,50 1510,11 £ 79,13 1589,19 + 51,60
10 1472,17 + 46,44 1478,81 + 158,37 1662,41 + 76,87 1566,45 + 38,56 1421,39 + 126,42
20 1401,67 + 105,48 1391,25 £ 79,77 1262,21 + 77,22 1277,31 £ 111,64 1359,13 + 151,06
40 1383,98 + 91,47 1499,50 + 80,29 1374,98 + 63,78 1372,05 + 205,59 1594,05 + 73,08
70 1169,47 + 114,59 1205,26 + 157,75 1282,72 + 77,86 1260,02 + 62,96 1329,01 + 154,31
100 963,91 + 78,99 1207,59 £ 54,91 1204,45 + 91,44 1161,78 + 103,64 1123,67 £ 63,15




